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Einleitung

. Einleitung

1.1. Die extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix (ECM, extracellular matrix [engl.]) unterliegt allen Epithelien und Endo-
thelien und umgibt alle Bindegewebe. Hierdurch unterstitzt sie alle Gewebe, Organe und auch
den Gesamtorganismus mechanisch und gibt ihm physische Starke [1]. Die ECM wurde vor eini-
gen Jahren noch als natirlich vorkommendes extrazelluldres Substrat definiert, auf dem Zellen in
vivo migrieren, proliferieren und sich differenzieren [2]. Schon damals war bekannt, dass die Auf-
gabe der extrazellularen Matrix darin bestand, die Adhasion zu vermitteln, mit deren Hilfe die
normale Zytoarchitektur verschiedener Gewebe beibehalten wird, und rdumliche Verhaltnisse un-
terschiedlicher Zelltypen zueinander zu definieren. Inzwischen ist die Vorstellung tberholt, dass
die extrazellulare Matrix ausschlieBlich ein unterstitzendes Material ist, welches von Zellen pro-
duziert wird, um auf oder in diesem Gerust ist zu residieren. Weiterhin glltig ist, dass die extra-
zellulare Matrix die physische Mikroumgebung der Zellen bildet und als Substrat flr die Zellver-
ankerung und als GerUst fir Gewebe dient. Darlber hinaus leitet sie die Migration der Zellen
wahrend der Embryogenese und der Wundheilung, tUbernimmt weitere Schllsselrollen in der
Morphogenese von Gewebe und ist flr die Signallibermittlung von der Umgebung zu den Zellen
verantwortlich [3]. Interaktionen zwischen der extrazellularen Matrix und den umgebenden Zellen
I6sen viele verschiedene Antworten aus, die fiir die Regulation der Genexpression, des Verhal-

tens und des Schicksals der Zellen von entscheidender Bedeutung sind [4-8].

Die extrazellulare Matrix spielt demnach bei der Adhasion, der Proliferation, der Migration, dem
Uberleben [9] und der Differenzierung der Zellen eine wichtige Rolle (siehe Abb.l.1.). Dariiber
hinaus reguliert sie die Angiogenese [10], dient als Wasserspeicher [11] und als Reservoir flr Zy-
tokine und Wachstumsfaktoren [12, 13].

Uberleben

| __

Adhasion \ , Proliferation
- Extrazelluldre ‘ .

Matrix

Migration ) Differenzierung

Abb.l.1. Schematische Darstellung der Interaktionen zwischen der extrazelluldren Matrix und den Zellen.
Die Zellen interagieren mit verschiedenen spezifischen Komponenten der extrazellularen Matrix. Hierdurch wer-
den Adhasion, Uberleben, Proliferation, Differenzierung und Migration der Zellen beeinflusst. Die Zellen selbst
beeinflussen durch Umbau und Neubildung die extrazellulare Matrix. Abbildung in Anlehnung an [9].
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1.1.1. Die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix

Die extrazellulare Matrix weist eine hohe raumliche und funktionelle Differenzierung auf. Aul3er
der interstitiellen Matrix existieren viele verschiedene Typen der extrazellularen Matrix, so z.B.
eine kalzifizierte Form in Knochen und Zahnen, eine faserartige Form in Sehnen, eine durchsich-
tige Art in der Hornhaut und eine membranartige Form als Basalmembran (die Abgrenzung zwi-

schen Bindegewebe und Epithelschicht).

In ihrem Aufbau besteht die extrazellulare Matrix aus zwei Bereichen: der Basalmembran, einer
flachenartigen komprimierten Matrixschicht bestehend aus lamina lucida und lamina densa und
der interstitiellen Matrix (auch Stroma), die ein zellumgebendes faseriges pordses Netzwerk bil-
det. Die Grundstruktur beider Bereiche ist in den meisten Organen durch Kollagen definiert, das
von einer Vielzahl von Stromazellen, hauptsachlich Fibroblasten, produziert und abgegeben wird.
Dieses KollagengerUst kann in der Zusammensetzung der Kollagene und deren dreidimensiona-
ler Architektur sehr unterschiedlich sein. An diesem Gerust adharieren Glykoproteine wie Fibro-
nektin, Laminin, Tenascin, Polysaccharide wie Hyaluronsdure und Proteoglykane wie Perlekan
und Heparinsulfat und interagieren durch Matrixrezeptoren, in erster Linie Integrinen, mit den Zel-
len in oder an der extrazellularen Matrix [14, 15]. Die extrazelluldre Matrix ist trotz ihrer Gerlst-
funktion nicht statisch, sondern unterliegt standigen Umbauprozessen. Der Abbau wird durch
Proteasen, in erster Linie den Matrix-Metalloproteasen (MMP) bewerkstelligt und der Aufbau er-
folgt durch die Synthese und Ablagerung von ECM Komponenten [16]. Dartber hinaus ist die
ECM ein Reservoir fur Wachstumsfaktoren und Flussigkeiten und ein wesentlicher Regulator in
der Organisation von Geweben, zellularen Mikroumgebungen und Stammzellnischen [17]. Sogar
das Immunsystem kann von der ECM beeinflusst werden. So fordern z.B. die Interaktionen zwi-
schen Hyaluronsaure und regulatorischen T-Zellen Gber CD44 die funktionelle Unterdriickung der

Proliferation von Responder-T-Zellen [18].

1.1.2. Interaktionen der extrazellularen Matrix

Die extrazellulare Matrix interagiert mit den Zellen Uber deren Zelloberflachenrezeptoren, die
entweder Integrin- [19] oder nicht-Integrin Rezeptoren [20] sein kénnen. Die ECM kann hierdurch
die intrazellulare Signaltransduktion und die Genexpression beeinflussen [21]. Integrine enthalten
eine alpha- und eine beta- Untereinheit, die die Plasmamembran durchspannen und in kurzen
zytoplastischen Domanen enden, die vermutlich die intrazellulare Signallbertragung vermitteln
[22]. Sie sind am Aufbau der extrazellularen Matrix beteiligt, erméglichen das Anheften der Zellen
an diese und beeinflussen die Zellmigration entlang der ECM. Desweiteren bestimmen sie im Zu-
sammenspiel mit Rezeptoren fiir 16sliche Faktoren das Schicksal von Zellen, welches das Uber-
leben, die Proliferation und Differenzierung einschlie3t [23]. In verschiedenen ECM Glykoprotei-
nen (z.B. Fibronektin und Laminin) wurden viele Bindedomanen fir Zellen, weitere Glykoproteine,
Glukosaminoglukane und Glykolipide nachgewiesen [24]. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit soll

jedoch vornehmlich auf die Rolle des Fibronektins eingegangen werden.
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1.1.2.1. Die Rolle des Fibronektins

Fibronektin (FN) ist ein ubiquitares extrazellulares Matrix-Glykoprotein-Dimer mit einer Gré3e von
ca. 500kDa [25], welches in fast allen Geweben, auf Zelloberflachen, im Plasma und in anderen
Kérperflissigkeiten vorkommt [26]. Es kann sowohl in einer Iéslichen Form im Plasma (in der
Konzentration 300ug/ml) als auch in einer unléslichen Variante in der extrazellularen Matrix vor-
liegen [27]. Die l6sliche Form, das Plasmafibronektin wird von den Hepatozyten der Leber produ-
ziert, die unlésliche Form, das zellulare Fibronektin wird hauptsachlich von Fibroblasten, aber
auch einer Vielzahl anderer Zellen (wie z.B. Endo- und Epithelzellen, Osteoblasten, Myoblasten,

Granulozyten und Makrophagen) gebildet [28].

1.1.2.1.1. Die Struktur des Fibronektins

Das Fibronektin-Dimer formt sich durch ein Paar antiparalleler Disulfid Bindungen am C Terminus
der Monomere [29, 30]. Jedes der Monomere besteht aus drei Typen sich wiederholender homo-
loger Sequenzen, die als Typ I, Typ Il und Typ Il Module bekannt sind. Fibronektin enthalt 12 Typ
I Module, zwei Typ Il Module und 15-17 Typ Illl Module, die zusammen ca. 90% der
Fibronektinsequenz ausmachen [25] (siehe Abb.1.2). In jedem Typ | und Typ Il Modul bilden sich
zwei intramolekulare Disulfidbricken, um die gefaltete Struktur zu stabilisieren. Typ [l Module
sind siebenstrangige B-Faltblattstrukturen, denen stabilisierende Disulfide fehlen [27, 31]. Daher
kénnen sie sich entfalten, hierdurch die Gesamtfibronektinlange vergréRern und versteckte Bin-
dungsstellen im Protein freilegen [32-34]. Es existieren 12 verschiedene Isoformen des Fibronek-
tins in Mausen (20 in Menschen), die jedoch alle von einem einzigen Gen codiert werden [17, 25,
35]. Sie werden posttranskriptional durch alternatives SpleiRen der mRNA (messenger
ribonucleic acid [engl.], Boten Ribonukleinsaure, RNS) gebildet, indem drei Regionen der Fibro-
nektin mMRNA variiert werden. Die Einheiten der Typ |l Module EDA und EDB kénnen je entweder
vollstandig entfernt werden, oder in der mRNA und somit im Protein verbleiben. Die variable Re-
gion, auch llICS (type lll connecting segment [engl.]) genannt, besteht aus drei Abschnitten, die
an- oder abwesend sein kdénnen, so dass ihre GroRRe variiert. Sie kann auch vollstadndig abwe-
send sein, muss aber in mindestens einem der beiden Fibronektin Monomere vorhanden sein,

um die Bildung von Fibronektin Dimeren zu ermdglichen [36].
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Abb.1.2. Schematischer Aufbau eines Fibronektin Monomers mit seinen Bindungsstellen. Fibronektin ist
aus drei verschiedenen, sich wiederholenden homologen Modulen: Typ | (Rechtecke 1-12), Typ Il (griine Achte-
cke1-2) und Typ lll (Ovale 1-15) aufgebaut. Graue Ovale symbolisieren die Typ Il Module EDA, EDB oder Teile
der variablen 1lICS Region, deren Anwesenheit durch alternatives SpleiRen der messenger RNA bestimmt wird.
Module, die versteckte Bindungsstellen beinhalten sind rot dargestellt. Die Rechtecke unter dem schematischen
FN Monomer zeigen die Regionen an, die in Interaktionen mit verschiedenen Mitgliedern der Integrin Familie oder
anderen ECM Molekilen involviert sind. Schematische Darstellung in Anlehnung an [3, 25, 37].

1.1.2.1.2. Die Interaktionen des Fibronektins

Die meisten Interaktionen von Fibronektin mit anderen Zellen oder Molekdilen verlaufen Uber die
Bindung von Integrinen, die als membranstandige Rezeptoren sowohl mechanische als auch
chemische Signale auslésen kénnen. Bis jetzt konnten 11 verschiedene Integrine gefunden wer-
den, die in der Lage sind mit Fibronektin zu interagieren (siehe Abb.l.2) [38]. Im Fibronektin findet
sich im Modul Il eine RGD Sequenz (Arginin-Glycin-Asparaginsaure), ein weit verbreitetes
Zellbindemotiv, das im Wesentlichen fiir die Bindung von Fibronektin an Integrine verantwortlich
ist (siehe Abb.l1.2). Durch einen synergetischen Effekt mit der im Modul lllg gelegenen PHSRN
(Prolin-Histidin-Serin-Arginin-Asparagin) Sequenz beim Menschen bzw. der PPSRN (Prolin-
Prolin-Serin-Arginin-Asparagin) Sequenz bei der Maus und der zusatzlichen Beteiligung des lllg
Moduls [39] erhalt Fibronektin eine maximale Bindungsaffinitat zu asB+1 und a;B3. Die Anwesen-
heit der EDA Domane scheint eine gesteigerte Affinitdt von Fibronektin zu asB4 hervorzurufen
[40, 41]. Weitere Bindemotive befinden sich in lll;4 und der EDA Domane, die mit den Integrinen
agP+1 und a4+ interagieren, in den Typ | Modulen 1-9 und den Typ Il Modulen, die mit asp4 Integ-
rin interagieren und der variablen Region. In dieser kénnen die Integrine 4B+ [42, 43] und o4B
[44] an die Sequenzen LDV (Leucin-Asparaginsaure-Valin) und REDV (Arginin-Glutaminsaure-
Asparaginsaure-Valin) beim Menschen [45] bzw. die Sequenzen LDV und RGDV (Arginin-Glycin-
Asparaginsaure-Valin) bei der Maus [46] binden. Fibronektin kann neben den Integrinen auch mit
einigen anderen Zelloberflichenrezeptoren interagieren. Zu diesen gehdren z.B. Syndecan-2,
das mit der C-terminalen Heparin Bindedoméane des Fibronektins interagiert und in vitro von gro-
Rer Bedeutung flr die Bildung von Fibrillenbiindeln (stress fibers [engl.]) ist [47]. Dartber hinaus

wird der Interaktion von Fibronektin mit Syndecan-4 eine wichtige Rolle bei der Bildung von foka-
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len Adhasionen zugeschrieben [48]. Der Hyaluronsaure-Rezeptor (CD44) bindet an Fibronektin
[48, 49] und es ist wahrscheinlich, dass Zellen Gber weitere, noch unbekannte Motive Kontakt mit

Fibronektin aufnehmen.

1.1.2.1.3. Die Aufgaben des Fibronektins

Fibronektin erflillt durch Interaktion mit sich selbst und anderen Zellen eine Vielzahl verschiede-
ner Aufgaben. Diese reichen von der Mitwirkung an der Bildung der ECM Uber die Beteiligung an

der Embryogenese bis hin zur Beeinflussung des Verhaltens einzelner Zellen.

1.1.2.1.3.1. Der Aufbau eines Fibronektinnetzwerks als Grundlage fiir die Bildung einer funkti-
onalen extrazelluldren Matrix
Bereits der Name des Fibronektins (fibra, Faser; nectere, verknlpfen [lat.]), der friher im Deut-
schen auch ,Zellkleber® lautete, weist auf die Funktion des ca. 500kDa grof3en Glykoproteins hin.
Es kann mit einer Vielzahl von Bindungspartnern interagieren, vermittelt eine Reihe zellularer In-
teraktionen mit der extrazellularen Matrix und ist fir Zelladhasion, Migration, Proliferation und Dif-
ferenzierung von grofler Bedeutung [37, 50]. Viele Matrixproteine wie z.B. Kollagen, Fibrillin,
Fibulin, latent TGF-B binding protein (LTBP) und Tenascin-C bendtigen Fibronektin fir ihren Ein-
bau in die extrazelluldare Matrix [51-55]. Einige dieser Proteine interagieren direkt mit
Fibronektinfibrillen, andere scheinen die Fibronektinmatrix als Gerust zu nutzen, an dem sie un-

abhangige Fasern ablagern [17].

Der Aufbau eines fibrillaren Netzwerkes erfolgt durch Interaktion des Fibronektins mit weiteren
Fibronektin-Molekulen. Es wird verstarkt durch den Einbau von zirkulierendem I6slichen Plasma-
fibronektin, welches in das Gewebe diffundiert [56, 57]. Da im Blutstrom eine versehentliche Um-
wandlung von groéfleren Mengen l6slichen Fibronektins in unlésliche Aggregate verheerende
Konsequenzen hatte, ist die Bildung und Ablagerung von Fibronektin Fibrillen ein stark regulierter
zellgesteuerter Prozess [58]. Dieser ist von einer Reihe verschiedener Ereignisse reguliert, in die
das Aktin-Zytoskelett und Integrinrezeptoren involviert sind [59]. Hierbei bindet hautsachlich In-
tegrin asB4 Fibronektin an die Zelloberflache, und fordert dort, wahrscheinlich durch die Induktion
einer Formationsveranderung, die Polymerisation des Fibronektins [60, 61]. In in vitro Versuchen
konnte gezeigt werden, dass Fibronektin Fragmente, die die asB4 bindende Domane enthielten,
oder Antikdrper gegen diese Domane bzw. gegen asB+ Integrin, die Fibronektin Matrix Bildung
verhinderten. Daher geht man von einer wesentlichen Rolle von asf¢ Integrin bei der Bildung der
Fibronektin Matrix aus [62-64]. In vivo Experimente in Mausen zeigten jedoch, dass trotz einer
konditionellen Ausschaltung von asB¢ Integrinrezeptor noch Fibronektin Fibrillen gebildet werden
konnten [65, 66]. Dies liegt daran, dass auch andere Integrine (z.B. a,B3), wenngleich mit gerin-
gerer Effizienz, die Fibronektinmatrix Bildung unterstiitzen und auch noch unbekannte, nicht-
Integrin Rezeptoren, bei dieser anfanglichen Zelloberflachenbindung eine Rolle spielen kénnten
[67, 68].
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1.1.2.1.3.2. Die Rolle des Fibronektins bei der Embryogenese

Fibronektin hat fir den Organismus eine lebenswichtige Bedeutung. Mause, bei denen Fibronek-
tin ausgeschaltet wurde und die daher nicht in der Lage sind Fibronektin zu produzieren, verster-
ben am Tag 8,5 in utero. Dies ist in erster Linie auf schwere mesodermale, vaskulare und neuro-
nale Schadigungen zuriickzufihren [69]. In der Fibronektinmatrix sind Informationen tber die Po-
sition eingepragt, die zur richtungsabhangigen Migration des Mesoderms beitragen [70, 71]. Die-
se konnten eine wichtige Aufgabe bei der Erhaltung der rechtslinks Asymmetrie des Embryos ha-
ben [72]. Bei Hihnerembryonen konnte gezeigt werden, dass die Abwesenheit von Fibronektin
zur Entwicklung zweier voneinander getrennten Herzen auf sowohl der rechten als auch der lin-
ken Seite des Embryos fuhrt, da die korrekte Positionierung entlang der embryonalen Mittellinie
beeintrachtigt ist [73]. Aufgrund der Fehlbildung der Basalmembran, wird die Entstehung des

vaskularen Systems im Dottersack durch Endothelzellen gestort [74].

1.1.2.1.3.3. Die Rolle des Fibronektins bei der Proliferation und der Apoptose

Die Bindung von Fibronektin an Integrin Rezeptoren dient nicht ausschlie3lich zur Bildung eines
Fibronektin Netzwerkes, sondern Gbernimmt auch wesentliche Aufgaben bei der Signaltransduk-
tion in das Innere der Zellen. Hierdurch kénnen unter anderem Proliferation, Zellmigration und
Apoptose reguliert werden [75, 76]. Es wurde gezeigt, dass Fibronektin einen proliferationsfor-
dernden Effekt auf verschiedene Zelltypen, wie z.B. Endothelzellen [77], Brustepithelzellen [78],
Osteoblasten [79], T-Zellen [80], Karzinomzellen [81] und Bronchialepithelzellen [77] austbt. Da-
ruber hinaus wird Zellwachstum durch einen Mechanismus stimuliert, der die Polymerisation von

Fibronektin in die extrazellulare Matrix bendtigt [82].

Am Beispiel von Bronchialepithelzellen konnte gezeigt werden, dass Fibronektin durch Bindung
an den asP+4 Rezeptor die Phosphorylierung von PKB (protein kinase B [engl.], auch Akt genannt),
einem stromabwarts liegendem Signal von PI3-K (phosphatidylinositol 3-kinase [engl.]), aktiviert,
die DNA (Desoxyribonucleic acid [engl.], Desoxyribonukleinsdure, DNS) Bindung von NF-B
(nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells [engl.]) und damit die p65 Protein
Expression erhoht. Hierdurch wird die Expression von c-Myc und cyclin D1 erhdht und die von
p21 und PTEN (phosphatase with tensin homology [engl.]) vermindert, wodurch eine Erhéhung
der Proliferation und eine Verminderung der Apoptose herbeigefihrt wird [77]. In vitro konnte ge-
zeigt werden, dass die Bindung des as31 Integrins an Fibronektin die Apoptose von CHO- Zellen
(chinese hamster ovary [engl.]) verhindert, wobei dieser Effekt mit einer erhdhten Expression des
antiapoptotisch wirkenden Proteins Bcl-2 (B-cell ymphoma 2 [engl.]) in Zusammenhang gebracht
wird [83].

1.1.2.1.3.4. Die Rolle des Fibronektins bei der Adhédsion und der Migration

Auch die Adhasion und Migration verschiedener Zelltypen wird von Fibronektin beeinflusst.

Wahrscheinlich stellt Fibronektin eine Matrix fir die Anheftung migrierender Zellen zur Verfugung.
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Es wurde in verschiedenen Versuchen gezeigt, dass Fibronektin die Bewegung von Epithelzellen
erhdhen kann [84, 85]. Weiterhin beeinflusste die Anwesenheit von Fibronektin im Kollagen Sub-
strat die adhasiven und migratorischen Eigenschaften von T-Lymphozyten in vitro [86].

Insbesondere im Zusammenhang mit Tumorzellen spielt die Beeinflussung der Adhasion und
Migration durch Fibronektin eine wichtige Rolle. Daher wird auf diesen Aspekt in Abschnitt

1.1.2.1.4.2 etwas detaillierter eingegangen.

1.1.2.1.4. Fibronektin bei pathologischen Veranderungen

Fibronektin wird mit zahlreichen Krankheiten assoziiert. Bei fibrotischen Krankheiten, Keloiden
und hypertrophischen Narben findet sich defekte oder Uberschissige Fibronektin Matrix [87, 88].
Viele Tumorarten sind mit erhdhter Fibronektinexpression assoziiert und auch in der Wundhei-

lung spielt Fibronektin eine wichtige Rolle.

1.1.2.1.4.1. Die Rolle des Fibronektins bei der Gerinnungskaskade und wahrend der Wundhei-

lung

Die Wundheilung ist ein sehr komplexer und dynamischer Prozess, der exakt koordinierte Zell-
bewegungen, ECM Ablagerung und Degradation sowie Veranderungen der Genexpression und
der Signaltransduktion der Zellen benétigt [89]. Fibronektin ist wahrend des gesamten Prozesses
an den Stellen des verletzten Gewebes anwesend. Vermutlich werden bereits wahrend des Pro-
zesses der Verletzung, bei der Zerstérung der extrazellularen Matrix, durch die Freisetzung von
ECM Fragmenten, Monozyten chemotaktisch angelockt [90]. Es wurde namlich gezeigt, dass
Monozyten von Fibronektinfragmenten, die die Zellbindedomane (RGD Sequenz) enthalten, an-

gezogen werden [91, 92].

Wahrend der Blutgerinnung wird Fibronektin zur Bildung eines Gerinnsels (thrombus [gr.]) ben6-
tigt und ist neben Thrombozyten, Leukozyten und Fibrin eine Hauptkomponente dieser provisori-
schen Matrix [93, 94]. Der Thrombus hat in erster Linie die Aufgabe, die Integritat der GefalRe
wiederherzustellen und dient darlber hinaus als temporares Gerist fiur die anschlieRenden Hei-
lungsprozesse. Der Blutgerinnungsfaktor Xllla katalysiert die Verknipfung von l&slichem Fibro-
nektin mit dem Fibrin Thrombus [29, 95] und vermittelt dariber hinaus die kovalente Bindung
zwischen zellularem Fibronektin und Fibrin [59, 95, 96], wodurch eine Matrix entsteht, die der
Migration und Adhasion weiterer Zellen dienen kann [66, 97, 98]. Es wurde gezeigt, dass Fibro-
nektin fir die Migration von Zellen in die Blutgerinnsel von groRer Bedeutung ist, da Zellen nicht
in der Lage waren in fibronektinfreie Blutgerinnsel einzuwandern [99]. Im weiteren Verlauf der
Wundheilung wird Fibronektin von Fibroblasten (die jetzt Myofibroblasten genannt werden),
Endothelzellen und Makrophagen [100] produziert und aneinandergefiigt um Granulationsgewe-
be zu bilden [37, 101]. Gegen Ende der Wundheilung wird Fibronektin durch Kollagen ersetzt,

und verbleibt in nur noch geringen Mengen [59]. Hierbei kann Fibronektin mit Kollagen verknipft
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sein und diese Reaktion ist wahrscheinlich von grof3er Bedeutung fiir die Kollagen Fibrillogenese
[96].

1.11.2.1.4.2. Die Rolle des Fibronektins bei Tumorerkrankungen

Unter einem Tumor (tumor [lat.], Geschwulst, Schwellung, umgangssprachlich auch ,Krebs* ge-
nannt) versteht man eine raumlich begrenzte Zunahme von Gewebe, die aus abnorm starkem
Zellwachstum resultiert [102]. Somit kann mit dem Begriff Tumor auch ein Odem, eine Entziin-
dung, eine Zyste oder ein Geschwulst bezeichnet werden. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird
ausschlie3lich von bosartigen (malignen) Tumoren die Rede sein. Sie unterscheiden sich von
gutartigen (benignen) Tumoren durch invasives destruierendes Wachstum in umgebendes Ge-
webe und die Fahigkeit, fernab des Primartumors, oftmals auch in anderen Organen, Streuherde
zu bilden. Diesen Prozess, bei dem sich Zellen vom Primartumor absondern um in den Kreislauf
zu gelangen und daraufhin andere Kdrperregionen zu befallen, bezeichnet man als Metastasie-
rung [103]. Wahrend der Metastasierung durchlaufen die Tumorzellen eine Reihe aufeinanderfol-
gender Schritte, in denen sie sich durch zellphysiologische Veranderungen immer wieder an

neue Mikroumgebungen anpassen mussen (siehe Abb.l.3).

1.) Abtrennung
Primartumor

2.} Invasion

3.) Migration
4.) Intravasation

6.) Extravasation 5.) Zirkulation

x 7.) Proliferation,

Angiogenese,
Aktivierung der Mikroumgebung

8.) Bildung von Fernmetastasen

Abb.1.3. Schematische Ubersicht {iber den Metastasierungsprozess. Nach Lésung aus dem Zellkollektiv (1) und Degradie-
rung der Basalmembran , dringen die Tumorzellen in das umliegende Stroma ein (2), migrieren (3), durchdringen Blut oder
Lymphgefae (4) und werden mit Blut oder Lymphe transportiert (5), bis sie in den Kapillaren eines fernen Organs adhéarieren,
aus den Gefalen auswandern (6) und Fernmetastasen bilden (7,8). Abbildung in Anlehnung an [104].

Im Metastasierungprozess ist Fibronektin wahrscheinlich in jedem der einzelnen Schritte invol-

viert, die im Folgenden naher beschrieben werden.
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Ablésung aus dem Zellkollektiv (Abb.1.3.: 1.):

Zunachst mussen die Tumorzellen in der Lage sein, sich aus dem Zellverband des Primartumors
zu losen. Hierbei verlieren die Zellen Zelladhasionsmolekile [105, 106] und umgehen
apoptotische Signale, die durch den Kontaktverlust zu den benachbarten Zellen (anoikis, Heimat-
losigkeit [gr.]) und der extrazellularen Matrix [107] und dem Verlust der zytoskelettalen Architektur
(amorphose, a, ohne; morphose, Gestaltung [gr.]) [108] hervorgerufen werden. Da Fibronektin die
Regulation der Zelladhasion beeinflusst [109, 110], durch Interaktion mit Zellen
Signaltransduktionswege initileren kann, die die Apoptose regulieren [77, 83, 111], und einen Ein-
fluss auf Anoikis hat [112], ist eine Beteiligung des Fibronektins bei der Ablésung der Zellen aus

dem Kollektiv wahrscheinlich.

Invasion und Migration (Abb.l.3.: 2., 3.):

Nachdem sich die Zellen aus dem Zellkollektiv abgetrennt haben, missen sie, in einem als Inva-
sion bezeichneten Prozess, an der Basalmembran adhéarieren, diese teilweise durch
proteolytischen Verdau durchdringen, daraufhin durch die Membran migrieren und sich in der ext-
razellularen Matrix ausbreiten [109]. Die Interaktion zwischen Integrinen und der extrazellularen
Matrix ist von entscheidender Bedeutung fur die Adhasion und auch die Migration von Zellen. Die
Adhasion an die extrazellulare Matrix ist eine Voraussetzung fir das spatere Durchdringen der
Matrix [113]. Obwohl verschiedene Tumorzellarten Matrix-Metalloproteasen (MMP) produzieren
und sezernieren kdénnen, um die Basalmembran zu durchdringen, stimulieren sie meist umlie-
gende Stromazellen dazu, MMPs abzugeben [113, 114]. Die Bindung von Fibronektin an das In-
tegrin asP4 initiiert Expression und Sekretion der Matrix-Metalloproteasen MMP-1, MMP-3 und
MMP-9 [113, 115]. Diese Enzyme degradieren die vaskuldare Basalmembran und ermdglichen
dadurch die Migration und Invasion von Zellen [116]. Die Degradation der extrazellularen Matrix
wird als eine der wichtigsten Voraussetzungen fir die Invasion durch Tumorzellen gesehen [117,
118]. Es konnte gezeigt werden, dass das Integrin a3, welches von verschiedenen Tumorzellen,
darunter auch Brustkrebszellen, exprimiert wird, durch die Bindung an verschiedene Matrixprotei-
ne, wie z.B. Fibronektin, die Adhasion von Zellen an die Matrix erleichtert [119] und zu einem ag-
gressiven metastatischen Verhalten fuhrt. Durch die Inhibierung der Integrinbindung mit spezifi-
schen Antikdrpern oder Peptiden mit RGD Sequenz konnte dieses Verhalten unterdriickt werden
[120-123]. Weiterhin fordert das as Integrin die Migration von MDA-MB-231 Zellen in Richtung
des Fibronektins des Zielorgans [109].

Intravasation (Abb.1.3.: 4.):

Um Uber weitere Entfernungen zu migrieren, dringen die Tumorzellen wahrend des Prozesses
der Intravasation (intra, innerhalb; vas, Gefaf} [lat.]) in die Blut- oder Lymphgefalie ein. Auch
hierbei missen die Tumorzellen wie bei der Invasion (s.0.) zunachst an die Stromazellen der Ge-
fale adharieren und anschlieffend die Basalmembran (nicht bei lymphatischen Gefallen, denn

diese besitzen keine Basalmembran) degradieren, um daraufhin in den Blut- bzw. Lymphkreislauf
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zu gelangen. Diese Prozesse verlaufen anndhernd analog zu denen in der oben beschriebenen
Invasion [104]; auch die Beteiligung des Fibronektins in diesen Prozessen verhalt sich in ahnli-
cher Weise wie oben beschrieben. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird speziell auf den Blut-
kreislauf eingegangen, da die Migration der Tumorzellen Uber die Lymphgefalie in den in dieser

Arbeit untersuchten Modellen keine Relevanz hat.

Zirkulation, Extravasation (Abb.l.3.: 5., 6.):

Nach dem Eindringen der Tumorzellen in die Blutzirkulation sind sie den Abwehrmechanismen
des Immunsystems und groen mechanischen Belastungen wie z.B. Scherkraften ausgesetzt
[104]. Hierdurch sind nur weniger als 1% der Tumorzellen die in den Blutkreislauf gelangen in der
Lage Metastasen zu bilden [124]. Einige Tumorzellen bilden Aggregate mit Leuko- und/oder
Thrombozyten [125, 126] oder mit anderen Tumorzellen [127, 128]. Diese dienen vermutlich da-
zu, sich vor den im Blutkreislauf auftretenden Scherkraften zu schiitzen und die Adhasion und
Extravasation (extra, aulderhalb; vas, Gefal} [lat.]; Austreten der Tumorzellen aus dem Blutkreis-
lauf) im Zielorgan zu erleichtern, da diese Aggregate in kleinen Kapillaren steckenbleiben kénnen
[129]. Eine andere Hypothese, warum nur so wenige Zellen den Blutstrom Uberleben, besagt,
dass nur eine kleine Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen (CTC, circulating tumor cells [engl.]),
sogenannte Tumorstammzellen ein adaquates Integrinprofil haben, um am Zielorgan zu adhéarie-
ren. Es gibt Arbeiten, die vermuten, dass Fibronektin einen Adhasionsgradienten bereitstellt, der

wichtig fur die Extravasation der Tumorzellen ist [130].

Proliferation, Angiogenese, Aktivierung der Mikroumgebung und Bildung von Fernmetastasen
(Abb.1.3 7., 8.):

Letztendlich bilden die Tumorzellen in der neuen Umgebung durch Proliferation, Angiogenese
(angeion, Gefal}; genesis, Entstehung [gr.]) und einen Umbau der Mikroumgebung Fernmetasta-
sen [131] oder verbleiben in einem Ruhezustand (dormancy [engl.]). Das weitere Tumorwachs-
tum Uber eine GréRe von 1mm? hinaus ist von der Entwicklung eines neuen GefaRsystems ab-
hangig [108, 132], das bendtigt wird um den gewachsenen Tumor zu versorgen. In diesen Pro-
zess sind in erster Linie Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9) involviert, indem diese durch
proteolytische Degradation den Weg fiir die Migration von Endothelzellen zur Bildung neuer Blut-
gefalle ebnen. Auch hierbei ist Fibronektin, wie bereits bei der Invasion beschrieben, an der Ex-

pression und Sekretion dieser Proteasen beteiligt.

Im Allgemeinen konnte bei einer Vielzahl verschiedener Tumorarten eine erhdhte Fibronektin Ex-
pression gezeigt werden, die mit einem invasiven, stark metastatischen Phanotyp assoziiert wer-
den konnte [133-135]. Bei malignen Melanomzellen konnte nachgewiesen werden, dass diese ihr
Invasions- und Metastasierungspotenzial durch den Aufbau einer fibronektinreichen und somit
promigratorischen Matrix erh6hen [136]. Andere Studien zeigen, dass Fibronektin wichtig fur die

Invasion, Beweglichkeit und Ausbreitung von Plattenepithelkarzinomzellen ist [137]. Weiterhin
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konnte in Experimenten gezeigt werden, dass sowohl die Gabe von Antikdrpern gegen os als
auch gegen B3 Integrin eine Metastasenbildung nach intravendser Injektion von MDA-MB-231
Zellen verhinderte [138]. All diese Ergebnisse weisen auf die essentielle Rolle des Fibronektins

im Metastasierungsprozess hin.

Metastasen sind von einem Zusammenspiel zwischen bestimmten Tumorzellen und spezifischen
Organen abhangig [139]. In Abschnitt 1.2.2.3 wird diese Thematik im Zusammenhang mit Brust-

krebszellen diskutiert.

Die Entwicklung eines Tumors geht mit grundlegenden Anderungen in der Verteilung und Zu-
sammensetzung der extrazellularen Matrix einher [140]. Viele Tumore induzieren einen Umbau
der extrazellularen Matrix und verandern die Regulation verschiedener Matrixproteine [141]. Ab-
gesehen von der Fehlregulation des Zellzyklus ist eine Disregulation der Interaktion zwischen
Tumorzellen und der umliegenden extrazellularen Matrix eine der wenigen Gemeinsamkeiten, die

viele verschiedene Tumore miteinander teilen [142].

1.1.2.1.4.3. Die Rolle des Fibronektins bei Fibrose

Auch bei anderen Krankheitsmodellen sind Umbauvorgange der extrazellularen Matrix in die Pa-
thogenese involviert. Eine Fibrose resultiert aus verstarkter Synthese oder verstarktem Umbau
der extrazellularen Matrix, was zu einer anormalen Anlagerung von fibrillaren Kollagenen (in ers-
ter Linie Kollagen Typ 1) flhrt [143]. Somit kann eine Fibrose als Ergebnis einer Reihe von longi-
tudinalen ECM Veranderungen gesehen werden [144]. Sie wird oftmals als anormale Form der
Wundheilung beschrieben, in der die Bildung einer provisorischen Matrix (siehe 1.1.2.1.4.1) vo-
ranschreitet statt sich wieder aufzulésen. Dieser Prozess flhrt zu Stérungen der normalen Ge-
webearchitektur und Funktion [145]. Analog zur Beteiligung des Fibronektins (siehe 1.1.2.1.4.1)
bei der Wundheilung, ist Fibronektin auch bei Fibrose involviert. Es konnte namlich gezeigt wer-
den, dass zwei Fibronektin Isoformen die Schwere der Fibrose in Hepatitis C Patienten wieder-

spiegeln [146].
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1.2. Das Leberfibrosemodell

Da im Folgenden auf einen pathologischen Zustand der Leber eingegangen wird, soll zunachst
eine kurze Ubersicht (iber den Aufbau, die Funktion und die Bedeutung der Leber gegeben wer-

den.

.2.1. Der Aufbau der Leber

Die Leber ist die grofte Drise im menschlichen (und auch murinem) Kérper und wird von einer
dichten Bindegewebskapsel, der Glisson-Kapsel umgeben. Die Leber Gbernimmt eine zentrale
Rolle im Stoffwechsel, bildet verschiedene Bluteiweil’e, Abwehrstoffe und Galle und speichert Vi-
tamine und Nahrstoffe, die sie nach und nach an den Blutkreislauf abgibt [147]. Dartber hinaus
baut sie Gifte ab, bevor diese in den weiteren Blutkreislauf gelangen. Das Organ unterteilt sich in
mehrere Leberlappen, deren Anzahl zwischen verschiedenen Spezies variiert. In der Mitte der
Leber befindet sich an ihrer Unterseite (facies visceralis) die Leberpforte (porta hepatis), die sich
aus drei Strukturen, namlich der Leberarterie (arteria hepatica), der Pfortader (vena portae) und
dem Gallengang (ductus choledochus) zusammensetzt. Je weiter diese drei Strukturen in das
Innere des Organes eindringen, desto starker verasteln sie sich und desto feiner werden sie.
Arterien und Venen dienen dem Transport von Blut durch das Organ und dessen Versorgung mit

Sauerstoff.

Das Blut aus Magen, Dick- und Dunndarm, Milz und Bauchspeicheldrise lauft in der Pfortader
zusammen und wird in die Leber transportiert. Dieses Blut ist sauerstoffarm, nahrstoffreich und
fuhrt auch Abbauprodukte mit sich. Sauerstoffreiches Blut hingegen fuhrt die Leberarterie mit sich
[148, 149]. In den Sinusoiden treffen das sauerstoffreiche Blut aus der Leberarterie und das
nahrstoffreiche Blut aus der Pfortader und kann dort von den Leberzellen (Hepatozyten, hepar
[gr.], Leber) verstoffwechselt werden. Von den Sinusoiden aus wird das Blut Uber die Zentralvene
abtransportiert und verlasst das Organ Uber die Lebervene (vena hepatica). Die Gallengange

hingegen sind fiir den Transport der Galle aus der Leber verantwortlich.

1.2.2. Die Funktionen der Leber

Wie bereits erwahnt Gbernimmt die Leber eine zentrale Rolle im Stoffwechsel. Hier ist sie auf der
einen Seite fir die Energieversorgung des Organismus zusténdig, indem sie die Nahrstoffe auf-
nimmt und verwertet, und auf der anderen Seite flr die Biosynthese und Entsorgung verschiede-

ner Stoffe verantwortlich [150].
Die Leber ist an der Regulierung des Glukose-, Fett und Eiweil3stoffwechsels beteiligt und fun-
giert als Glukostat, indem sie Zucker als Glykogen speichert, und ihn bei Bedarf vor allem fiir das

Gehirn und die Erythrozyten wieder freisetzt (Glykogenese) [151]. Die Leber kann auch selbst
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Glukose bilden (Glykoneogenese), indem sie Proteine und Fette abbaut und spielt dartiber hin-

aus eine wichtige Rolle im Aminosaurekatabolismus.

Die Leber baut sowohl endogene Substanzen (wie z.B. Serumproteine und Hormone) als auch
exogene und toxische Substanzen ab [152]. Sie synthetisiert eine Vielzahl an Plasmaproteinen
(wie z.B. Albumin) und halt sie im Gleichgewicht, indem sie diese auch wieder abbaut. Auch Ge-
rinnungsfaktoren wie Prothrombin und Fibrinogen sowie Protein C und S und Antithrombin wer-
den von der Leber gebildet. Dartiber hinaus wirkt sie auch pH-regulierend, indem sie Uberschis-
siges basisches Ammoniak in Harnstoff umbaut, der ausgeschieden wird. Auch flir das Hormon-
system ist die Leber von Bedeutung, da hier sowohl zirkulierende glandulare Hormone durch Ab-
bau inaktiviert werden, als auch Hormone und Mediatorsubstanzen synthetisiert werden. Letzt-
endlich Gbernimmt die Leber noch eine wesentliche Aufgabe flir den Blutkreislauf, indem sie als
aktiver und passiver Blutspeicher wirkt und produziert Gallenflissigkeit, die im Dinndarm zur

Fettabsorption benétigt wird [150].

.2.3. Die Histologie der Leberlappchen

Die Leber ist aus einer Vielzahl von Leberlappchen (lobuli hepatici) aufgebaut, die durch Binde-
gewebe voneinander abgegrenzt werden. Sie haben eine Gré3e von ca. 1-2 mm und im Quer-
schnitt eine sechseckige Form, in deren Mitte sich die Zentralvene befindet und die an ihren Eck-
punkten mit je zwei weiteren Leberlappchen zusammenstofen [153]. An diesen Eckpunkten, die
periportale Trias (auch Periportalfeld oder Glisson-Trias) genannt werden, befindet sich je ein
kleiner Gallengang, eine Portalvene und eine Arterie, die die Leberlappchen mit Blut versorgen
und die Galle abflhren [154]. Das Blut fliet vom Periportalfeld durch die Lebersinusoide (vena
intralobularis), an den strangférmig angeordneten Hepatozyten (Leberzellbalken) vorbei zur Zent-
ralvene, die sich mit anderen Zentralvenen zu immer gréieren Gefalien vereinigt und letztendlich

als Lebervene die Leber verlasst (siehe Abb.1.4.).

Da die Lebersinusoide mit einem unterbrochenen, fenestrierten Endothel ausgekleidet sind, kdn-
nen mit dem Blut transportierte Stoffe aus den Gefallen in den Dissé-Raum gelangen [155]. Die-
ser ist ein schmaler Raum, der sich zwischen den Wanden der Sinusoiden und den Hepatozyten
befindet (siehe Abb.l.4.). Hier nehmen die Leberzellen Uber ihre durch Mikrovilli vergrofierte
Oberflache Nahr- und Abfallstoffe fiir die weitere Verarbeitung aus dem Blut auf. In dem Endothel
der Sinusoide befinden sich die Makrophagen der Leber, die sogenannten Kupfferzellen und in-
nerhalb des Dissé-Raums befinden sich die lipidspeichernden hepatischen Stellatezellen (auch

Sternzellen, Ito-zellen) [156].

Darlber hinaus findet sich in den Leberlappchen ein System von Gallenkapillaren, welches nicht
mit den Lebersinusoiden verbunden ist. Die Gallenkapillaren besitzen keine Zellwand, sondern

nutzen die Zellmembranen benachbarter Leberzellen. Der Gallenfluss verlauft in entgegengesetz-
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ter Richtung des Blutflusses, namlich von der zentralen Region der Leberlappchen zum
Periportalfeld und wird von dort aus in immer gréRer werdenden Gallengangen Uber den ductus

choledochus aus der Leber gefiihrt.

Portal-

Vene  Arterie
»

Hepatozyt V/

/
Dissescher
Raum

Periportale
Trias

Abb.1.4. Schematische Abbildung des Aufbaus eines Leberlappchens. Dargestellt sind ein kleiner Ausschnitt
eines Leberlappchen mit den periportalen Trias, der Zentalvene und einem vergroRertem Ausschnitt, der den
Blutstrom in den Sinusoiden der Leber verdeutlichen soll. Abbildung veréndert nach [157].

.2.4. Ursachen, Klinik und Verlauf einer Leberfibrose

Die Ursachen einer Leberfibrose sind vielfaltig und reichen von Viralerkrankungen (z.B. Hepatitis
B oder C), Autoimmunerkrankungen, tiber Chemikalien induzierte bis hin zu cholestatischen und
metabolischen Erkrankungen [158]. Die Diagnose der an Fibrose erkrankten Menschen gestaltet
sich jedoch noch als schwierig, da es in den anfanglichen Stadien aul3er einer Biopsieentnahme
wenige Diagnosemarker gibt und bis zu 40% der Patienten asymptomatisch sind (und das zum
Teil Gber ein Jahrzehnt auch bleiben). Die anfanglichen Stadien der Krankheit sind noch reversi-
bel [159]. Bei 20-40% [160] der erkrankten Patienten entwickelt sich jedoch eine Leberfibrose
zum schwereren und nicht mehr reversiblen Stadium der Leberzirrhose [161]. Diese kann als
Endstadium der Fibrose des hepatischen Parenchyms betrachtet werden, in dem durch die Kno-
tenbildung des vernarbten Gewebes die Leberfunktion verandert ist. Sobald Komplikationen wie
Aszites, Varizenblutung oder Enzephalopathie auftreten, ist eine voranschreitende Verschlechte-
rung unausweichlich. Diese Patienten haben eine 50%ige Wahrscheinlichkeit innerhalb der
nachsten 5 Jahre zu versterben und ca. 70% dieser Todesfélle sind direkte Folgen der Leberer-

krankung.

.2.5. Histologische Veranderungen wahrend einer Leberfibrose

Die Leberfibrose ist eine ,Vernarbung® der Leber, die als Folge chronischer Lebererkrankungen
auftritt. Sie ist das Resultat der Schadigung von Parenchmzellen unterschiedlicher Atiologien und
den darauf folgenden Entziindungsreaktionen [162]. Sie zeichnet sich durch die Akkumulierung

extrazellularer Matrixproteine aus. Da besonders die Bereiche der Lebersinusoide durch struktu-
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relle und funktionelle Veranderungen betroffen sind, wird im Folgenden in erster Linie auf diesen

Bereich der Leber eingegangen.

1.2.5.1. Veranderungen der extrazellularen Matrix

Obwohl sich die gesunde Leber in erster Linie aus Parenchymzellen und nur wenig fibrillarem
Gewebe (weniger als 3% der relative Flache) [163] aufbaut, spielt die extrazellulare Matrix sowohl
in der Physiologie als auch der Pathologie der Leber eine wichtige Rolle [164, 165]. Die extrazel-
luldre Matrix der Leber besteht in erster Linie aus Fibronektin und Kollagen Typ I, wobei auch ge-
ringere Mengen Typ lll, IV, V und VI vorkommen [165]. In der Leber ist die extrazellulare Matrix
auf die Glisson-Kapsel (tunica fibrosa), die Portalbereiche, die Zentralvenen und die Wande der

Sinusoiden beschrankt.

Da die ECM in der Leber einen Teil der direkten Grenze zwischen dem Parenchym und dem Blut-
fluss darstellt, ziehen sowohl qualitative als auch quantitative Veranderungen der ECM viele un-
mittelbare und schadliche Folgen nach sich [166]. Die Sinusoide der Leber besitzen grofRe
Fenestrierungen (bis zu 300nm), die bis zu 40% der Sinusoidoberflache ausmachen, haben LU-
cken zwischen den Endothelzellen, keine Basalmembran und sind daher sehr permeabel. So
kann ein bidirektionaler Austausch von Makromolekilen zwischen den Sinusoiden und den Le-
berzellen, die auch von keiner Basalmembran umgeben sind, stattfinden [167]. Alle Molekdle, die
zwischen den Sinusoiden und den Hepatozyten ausgetauscht werden, missen den Dissé-Raum
durchqueren. Die Hauptkomponente der extrazellularen Matrix in diesem Raum ist Fibronektin.
Dieses bildet granulare und fibrilldse Strukturen auf der Oberflache der Hepatozytenmikrovilli,
bedeckt Kollagen Typ | Fasern, die mit anderen Fasern oder Filamenten gemischt sind, und steht
in Kontakt mit den Endothelzellen [168]. Es scheint, dass Fibronektin zusatzlich zu seinen man-
nigfaltigen Aufgaben die Zelloberflachen der Endothel- und Leberzellen Uber die Kollagen Typ |
Fibrillen verbindet und somit die verschiedenen Elemente des Leberlappchens zu einer Einheit

zusammenfigt [168].

Eine fibrotische Leber enthalt die gleichen extrazellularen Matixkomponenten wie eine gesunde,
jedoch sind diese bei der Fibrose um das drei bis zehnfache erhéht [162, 169-171]. Das An-
fangsstadium einer Fibrose kennzeichnet sich durch eine verstarkte Ablagerung von Fibronektin
im Dissé-Raum im Bereich der Zentralvene. Dieses wird durch die Leberzellen gebildet und dehnt
sich nach und nach in Richtung der Periportalfelder aus. Im Anschluss wird Kollagen Typ | aus-
gehend von den Zentralvenen in Richtung der Periportalfelder verstarkt angelagert, das wahr-
scheinlich durch Hepatozyten und Stellatezellen gebildet wird. Auch diese Ablagerung beginnt im
Bereich der Zentralvene und dehnt sich beim Fortschreiten in Richtung der Periportalfelder aus.
Die Tatsache, dass die Anlagerung des Kollagens der Anlagerung des Fibronektins nicht nur zeit-
lich, sondern auch raumlich folgt, scheint darauf hinzuweisen, dass Fibronektin bei der Organisa-

tion der extrazellularen Matrix im Dissé-Raum eine tragende Rolle spielt [165].
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Im weiteren Verlauf werden in erster Linie Kollagen Typ | und Il verstarkt abgelagert, aber auch
andere Matrixkomponenten, wie weiteres Fibronektin und Laminin [172]. Hierbei fihrt die chroni-
sche Schadigung der Hepatozyten zur Stimulierung inflammatorischer Zellen, die daraufhin zu-
sammen mit den Hepatozyten profibrogene Zytokine abgeben, die zur Aktivierung und damit
Transformation von hepatischen Stellatezellen zu einem myofibroblastischen Phanotyp fihren
[156]. Auch andere extrazellulare Matrix produzierende Zellen, wie z.B. Fibroblasten und
Myofibroblasten werden aktiviert und entwickeln sich zu einem Phéanotypen, der durch gesteiger-
te Proliferation, Beweglichkeit, Kontraktilitat und vor allem die gesteigerte Synthese von ECM
Komponenten charakterisiert werden kann [173]. Im Zusammenspiel sind diese Zellen fur die
verstarkte Ablagerung der extrazellularen Matrix im Dissé-Raum verantwortlich, wobei die hepati-
schen Stellatezellen hierbei eine tragende Rolle spielen, auf die im Abschnitt 1.2.5.2.3. genauer

eingegangen wird.

1.2.5.2. Die Rolle verschiedener Zelltypen bei Leberfibrose

Das hepatische Parenchym ist vorwiegend aus Hepatozyten aufgebaut (ca. 80%), jedoch sind
auch nicht parenchymale Zellen in der Leber vorhanden und erfillen dort wichtige Aufgaben
[174]. Einhergehend mit den Umgestaltungen in der Matrixarchitektur verandern sich auch die
Phanotypen der sinusoidalen Zellen und die Liicken zwischen den Endothelzellen gehen als Fol-

ge verloren [175].

.2.5.2.1. Die Hepatozyten

Hepatozyten sind Zellen, die auf toxische Reagenzien reagieren. Die setzen bei nicht reversiblen
Schadigungen ROS (reactive oxygen species [engl.], reaktive Sauerstoffspezies) und verschie-
dene andere fibrogene Vermittler frei, induzieren dadurch Apoptose und leiten eine Immunant-
wort ein [156, 176]. Das Absterben der Hepatozyten durch Apoptose kann entweder tber den
Todesrezeptor vermittelten Signalweg oder Uber den intrinsischen Organellen-abhangigen Sig-
nalweg stattfinden. Der intrinsische Signalweg wird durch die lysosomale Permeabilisierung und
die Abgabe von Cathepsin B ins Zytoplasma hervorgerufen, was zur Schadigung der Mitochond-
rien und damit zum Zelltod flihrt [156]. Die Freisetzung lysosomaler Enzyme fiihrt unter anderem
zur Freisetzung von Zytokinen aus der extrazellularen Matrix. Die Apoptose der Hepatoyzten wird
aber normalerweise in erster Linie durch den Todesrezeptorsignalweg vermittelt (wobei beide
Signalwege nicht vollstdndig unabhangig voneinander agieren), der die Aktivierung durch Fas
(Fas/CD95) oder TNF (TNFR-1) bendtigt. Zytokine flilhren zusammen mit Apoptosekdrpern zur
Aktivierung der Kupfferzellen [177] und der Anlockung von inflammatorischen Zellen (Granulo-,

Lympho- und Monozyten).
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1.2.5.2.2. Die Kupfferzellen und andere inflammatorische Zellen

Die Kupfferzellen nehmen die Apoptosekoérper auf und produzieren hierdurch vermehrt Fas/CD95
oder TNFR-1, wodurch die Apoptose durch positive Rlckkopplung verstarkt wird [178]. Die ver-
starkte Expression von Fas/CD95 und TNFR-1, die proinflammatorische Aktivitat besitzen, fihrt
zusatzlich zu einer Verstarkung der inflammatorischer Zytokine wie z.B. TGF-B1 (tumor growth
factor beta 1 [engl.], im Weiteren auch als TGF-8 bezeichnet), und der Rekrutierung neutrophiler
Zellen [179]. Daruber hinaus aktivieren geschadigte Hepatozyten und Kupfferzellen hepatische
Stellate- und andere kollagenproduzierende Zellen, die die Rekrutierung inflammatorischer Zellen

zusatzlich induzieren [180].

1.2.5.2.3. Die hepatischen Stellatezellen

Die hepatischen Stellatezellen sind wichtige Zellen fiir den Fibrosierungsprozess [161]. Sie liegen
in dem Dissé-Raum und stehen dort in engem Kontakt mit Hepatozyten und sinusoidalen Endo-
thelzellen. Die Stellatezellen haben in ihrem Zytoplasma zahlreiche Lipidvesikel eingelagert, in
denen sie Vitamin A speichern [181]. Dariber hinaus produzieren sie Vimentin, Desmin, a-SMA
(alpha smooth muscle actin [engl.]), NCAM (neural cell adhesion molecule [engl.]), Nestin, GFAP

(glial fibrillary acidic protein [engl.]) und Synaptopodin [182].

Sie kénnen durch Interaktionen mit Kupfferzellen, Thrombozyten und Hepatozyten aktiviert wer-
den und transdifferenzieren zu vesikelarmen Myofibroblasten. Diese zeichnen sich durch eine
gesteigerte Proliferation [183] und einen fibrogenen, kontraktilen, inflammatorischen und
migratorischen Phanotyp aus. Durch die Zytokine TGF-B, Angiotensin oder Leptin wird die Ex-
pression von Kollagen Typ | und lll und des tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-1
[engl.]) verstarkt [180], der die Apoptose aktivierter Stellatezellen verhindert [184]. Aktivierte Stel-
latezellen produzieren fibrotische Matrix nicht nur durch ihre vergréRerte Anzahl, die der verstark-
ten Proliferation folgt, sondern auch durch verstarkte Matrixproduktion der Einzelzellen [185].
Diese geben im aktivierten Zustand Entziindungszytokine (wie z.B. TGF-B, monocyte
chemotactic protein 1: MCP-1, chemokine ligand 5: CCL5, Interleukin 10: IL-10, Interleukin 8: IL-
8) ab und sind fir die Hochregulierung von Adhasionsmolekilen verantwortlich, die die Rekrutie-
rung und Aktivierung von Lymphozyten initialisieren [180, 186]. Weiterhin fuhrt die Aktivierung zu
einer verstarkten Produktion von a-SMA, die zu einer Kontraktion der Stellatezellen fihrt [187],
welche wiederum die Kontraktion der Sinusoide [188] und deren Verlust der Poren zwischen den
Endothelzellen zur Folge hat (siehe Abb.1.5.).

1.2.5.3. TGF-B1 als wichtigster Mediator der Leberfibrose

TGF-( ist ein Zytokin das viele verschiedene Zellfunktionen wie z.B. Zellzyklus, Differenzierung,
Migration und Adhasion reguliert. Es wird in der Leber von Hepatozyten, Kupfferzellen und
Myofibroblasten gebildet und wird zusammen mit einem nicht kovalent gebundenen Protein (LAP,

latency associated protein [engl.]) in einem inaktiven Komplex sezerniert [298]. Dieser Komplex
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bindet an ein weiteres Protein (LTBP, latent TGF-B binding protein [engl.]) und wird durch dieses
an der extrazellularen Matrix befestigt [189]. LTBPs sind Komponenten der extrazellularen Matrix,
die fur die Sekretion und Lagerung von latentem TGF-3 verantwortlich sind [190, 191]. Es gibt
vier LTBPs (1-4), von denen LTBP-1, -3 und -4 Komplexe mit TGF-f bilden, LTB-2 hingegen
scheint nicht an TGF-B zu binden [52, 190, 192]. Fir die Bildung dieser Komplexe ist ein Fibro-
nektinnetzwerk von entscheidender Bedeutung. In vitro und in vivo Experimente zeigten, dass
kultivierte Fibroblasten ohne Fibronektinnetzwerk nicht in der Lage sind den LTBP Komplex in die
Matrix zu integrieren und zu erhalten [52, 193]. Proteasen wie Plasmin, Thrombospondin-1 oder
Cathepsin D kénnen das TGF- durch Proteolyse aus dem Komplex lésen und es dadurch akti-

vieren.

Neben anderen nicht so entscheidenden Faktoren wie z.B. TNF-a [180], CTGF [194], spielt TGF-
B die wichtigste Rolle als Mediator der Leberfibrose [195, 196]. /n vivo Experimente zeigten, dass
TGF-B Knockout-Mause eine geringere Kollagenmenge bei Fibrose als gesunde Kontrolltiere
aufwiesen [161]. TGF-B stimuliert die Matrixsynthese, vermindert den Matrixabbau, initiiert die
Apoptose der Hepatozyten und regt die Transformation der hepatischen Stellatezellen zu
Myofibroblasten an [156]. Da TGF- von Endothelzellen und Kupfferzellen, aber auch von Stella-
tezellen selbst produziert wird, wird die Produktion von Kollagen als Folge der Aktivierung der
Stellatezellen sowohl durch auto- als auch parakrine Mechanismen gesteuert [197]. Dies flhrt zu

einem Teufelskreis, in dem sich die Zellen selbst aktivieren.

.2.5.4. Auswirkungen der histologischen Veranderungen im Bereich der Si-

nusoide

Die Apoptose der Hepatozyten und die anschlieRende Aktivierung und Stimulation
inflammatorischer Zellen fihrt zu nachweisbaren Veranderungen im Bereich der Sinusoide. Die
Aktivierung der hepatischen Stellatezellen fihrt neben deren Transformation zu dem Schlie3en
der Zwischenrdume zwischen den Endothelzellen und der exzessiven Anlagerung von extrazellu-
larer Matrix (siehe Abb.I.5.). Hieraus resultiert ein gestorter Stoffaustausch zwischen den Sinu-
soiden und dem Dissé-Raum [175]. Die Hepatozyten werden als Folge dieser Umbauvorgénge
weiter geschadigt und verlieren ihre Mikrovilli. Hierdurch wird die Austauschoberflache der Hepa-
tozyten vermindert und die metabolische Leistungsfahigkeit des Organs verringert sich. Durch
den verstarkten Aufbau von Narbengewebe kénnen Blut und die Gallenflissigkeit im Stadium ei-
ner Fibrose nur noch erschwert zirkulieren, oder sogar gestaut werden. Da das Blut die Leber nur
noch langsam durchflieRen kann und folglich an der Pfortader gestaut (Pfortaderhochdruck) wird,
kann es zur Bildung neuer, anormaler BlutgefaRverbindungen kommen [198]. Indem das Blut
hierdurch direkt in andere Organe gelangen kann, ohne zuvor die Leber durchflossen zu haben,
kommt es als Folge mangelnder Entgiftung und der hdheren Gallekonzentration zu Komplikatio-
nen. Hierzu gehoren z.B. Flissigkeitsansammlungen im Bauch (Aszites), hepatische Enzephalo-

pathie, Gelbsucht, Leberkrebs oder im schlimmsten Fall Organversagen und Tod.
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Abb.1.5. Veranderungen der Sinusoide der Leber bei der Entstehung einer Leberfibrose. Die Verletzung der
Hepatozyten flihrt zur Rekrutierung und Stimulation von inflammatorischen Zellen und der Stimulation lokaler
inflammatorischer Zellen (der Kupfferzellen). Die hepatischen Stellatezellen (SC) werden daraufhin aktiviert,
transformieren sich zu einem Myofibroblast &hnlichen Phanotyp und produzieren Komponente der extrazellularen
Matrix (Narbengewebe). Diese fiihrt zum Verlust der endothelialen Fenestrierung und beeintrachtigt die Funktion
der Hepatozyten, die daraufhin ihre Mikrovilli verlieren. Abbildung modifiziert nach [199, 200].

1.2.5.5. Fibronektin bei der Leberfibrose

Eine gesunde Leber produziert in ihren Hepatozyten |6sliches pFN und gibt dieses an die Blutzir-
kulation ab. Zellulares Fibronektin hingegen befindet sich nur in geringen Mengen im Dissé-Raum
[168, 201].

Bereits in den frihen Stadien der Fibrose spielt Fibronektin eine Rolle. Es konnte gezeigt werden,
dass die Neusynthese von einer Spleilvariante (EIlIA) des zellularen Fibronektins die Aktivierung
der Stellatezellen stimuliert [202] und damit den Fibrosierungsprozess beschleunigt. Das Fibro-
nektinnetzwerk selbst scheint auch bei der Aktivierung der Stellatezellen beteiligt zu sein. In vitro
Experimente konnten zeigen, dass die Gabe eines Peptids, das die integrinvermittelte Adhasion
an Fibronektin verhinderte, die Aktivierung der hepatischen Stellatezellen verminderte [203]. Die
aktivierten hepatischen Stellatezellen sezernieren Fibronektin und bauen es in das fibrotische
Gewebe ein [204, 205]. Die Fibronektin Matrix scheint weiterhin Gber Integrin und die Proteine

P13k sowie Bcl-2 vermittelte Prozesse die Apoptose der Stellatezellen zu vermindern [206].

Somit scheint auch Fibronektin an einem Teufelskreis der Fibrogenese beizutragen, indem es die
hepatischen Stellatezellen aktiviert, die im Zuge darauf mehr Fibronektin produzieren, was wiede-
rum die Apoptose der hepatischen Stellatezellen vermindert. Arbeiten aus unserer Gruppe zeig-
ten, dass die konditionelle Ausschaltung des Fibronektins der Hepatozyten, Endothel- und hepa-
tischen Stellatezellen zu einer erhéhten Kollagenproduktion fuhrt, die auf eine erhdhte Aktivierung
der hepatischen Stellatezellen und eine Erhéhung des aktiven TGF-B zurlickgeflihrt werden kann
[193]. Diese Untersuchungen zeigten somit, dass eine Verminderung des normal exprimierten

Fibronektins zu einer Verstarkung der Fibrose flihren kann. Anhand der eingangs beschriebenen
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Daten, die zeigen, dass die Bildung einer Fibronektinmatrix in vitro fir die Bildung einer
Kollagenmatrix bendtigt wird, stellte sich die Frage, ob die Anwendung eines Peptids, welches die
Bildung von Fibronektin- und Kollagenfibrillen verhindert, ohne die Gesamtmenge des Fibronek-

tins zu beeinflussen, die Bildung einer Fibrose verhindern kann.
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1.3. Das Tumormodell

Da in dem in dieser Arbeit untersuchten Modell ein knochensuchender Klon der Brustkrebstu-
morzelllinie MDA-MB-231 benutzt wurde und sich demzufolge resultierende Tumore im Knochen

bildeten, soll dieses Organ zunachst etwas genauer betrachtet werden.

1.3.1. Bedeutung, Anatomie und Zusammensetzung des Kno-
chens

Das Endoskelett der Wirbeltiere (vertebrata [lat.]) setzt sich aus einer Vielzahl einzelner Knochen
(os [lat.]) zusammen und hat verschiedene Aufgaben zu erflillen. Es muss den Korper stlitzen,
Ansatzstellen und Hebel fir Muskeln stellen und innere Organe schitzen. Hierzu sollte der Kno-
chen zwar fest und hart, aber zugleich auch leicht und elastisch sein. Diese Eigenschaften wer-
den durch die spezielle Anatomie des Knochens gewahrleistet. Weiterhin beherbergt der Kno-
chen das Knochenmark, welches fir die Blutbildung verantwortlich ist, und dient darliiber hinaus
als Kalzium- und Phosphatspeicher und somit auch als Puffer fir das Saure Base Gleichgewicht
des Blutes [207, 208].

1.3.1.1. Die Anatomie des Knochens

Der Knochen wird von einer eng anliegenden Bindegewebshaut, dem Periost umgeben. Im
Querschnitt betrachtet wird er strukturiert durch eine &aufere Schicht, dem Kortex (auch
substantia compacta, Kortikalis oder Rindenschicht genannt), der eine innere Schicht, die Spon-
giosa (auch Schwammknochen) umgibt. Diese besteht aus einem feinen Gerlst engmaschiger
Trabekel (Knochenbalkchen), welche horizontal und vertikal miteinander verbunden sind und so-
mit schwamm- oder wabenartig erscheinen. Diese Struktur ist fir die Eigenschaften des Kno-
chens, namlich maximale Festigkeit bei minimalem Gewicht zu verbinden, verantwortlich. Man
unterscheidet beim Knochenwachstum zwischen primarer und sekundarer Spongiosa. Der be-
sonders starken Umbauprozessen ausgesetzte Bereich direkt unterhalb des Knorpels wird hier-
bei als primare Spongiosa [209], und die darunter liegenden Trabekelbereiche als sekundare
Spongiosa bezeichnet. Obwohl das menschliche Skelett zu etwa 80% aus Kortex und etwa 20%
aus Spongiosa besteht, hat diese jedoch den Hauptanteil der Knochenoberflache, wodurch die

meiste metabolische Aktivitat in diesem trabekularen Bereich stattfindet [210].

1.3.1.2. Die Zellen des Knochens

Zellen der Osteoblastenzelllinie sind eine Gruppe von Zellen, die mesenchymale Vorlauferzellen,
Praosteoblasten, Osteoblasten (auch reife Osteoblasten genannt), Knochenbelegzellen (bone-

lining cells [engl.]) und Osteozyten umfassen [211].
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Osteoblasten sind spezialisierte Stromazellen, die ausschlief3lich fur die Bildung, Ablagerung und
Mineralisierung von Knochengewebe zustandig sind [212]. Vor allem die reifen Osteoblasten bil-
den Kalziumphosphatkristalle (in erster Linie Hydroxylapatit) und verschiedene Komponenten der
extrazellularen Matrix wie z.B. Kollagen Typ | und Proteoglykane [213]. Hinter (raumlich, von dem
Endosteum aus betrachtet) den reifen Osteoblasten befinden sich Pra-Osteoblasten, die zu Os-

teoblasten heranreifen kénnen [214].

Osteoblasten konnen sich nach erfolgter Knochenneubildung entweder in abgeflachte Knochen-
belegzellen umwandeln, die der neugebildeten Knochensubstanz aufliegen oder werden in die
Knochensubstanz als Osteozyten eingebaut, die durch lange Zellfortsatze miteinander verbunden
sind und 90-95% aller Knochenzellen im adulten Skelett ausmachen [215]. Man geht davon aus,
dass zu den Aufgaben der Osteozyten die Messung der mechanischen Beanspruchung des Kno-
chens, aber auch die Regulation der Knochenhomeostase durch Bildung und Abgabe von
RANKL, Sklerostin und OPG gehoéren [215-217]. Ein Grolf3teil der Osteoblasten (zwischen 50 und
80%) verstirbt nach der Knochenneubildung jedoch durch Apoptose [218].

Die Osteoklasten (osteon, Knochen; klastein, zerbrechen [gr.]) sind diejenigen Zellen, die fir den
Knochenabbau verantwortlich sind. Durch die Ausbildung einer stark gefalteten Zellmembran,
des sogenannten Birstensaums (ruffled border [engl.]) in Richtung des Knochens und anschlie-
Rende Freisetzung starker Sauren und Proteasen in abgegrenzten Resorptionslakunen, den
Howship-Lakunen, resorbieren sie den Knochen. Zu den sezernierten Proteasen zahlen unter
anderem Gelatinasen [219], Matrix-Metalloproteasen [220], Cathepsin K [220, 221] und
tartratresistente saure Phosphatase (TRAP) [222]. Im Gegensatz zu Osteoblasten und Osteozy-
ten stammen Osteoklasten aus der Monozyten-/Makrophagenlinie der hamatopoetischen
Stammzellen ab [223].

1.3.1.3. Das Knochenremodeling

Der Knochen ist ein metabolisch aktives Organ und befindet sich ein Leben lang in einem standi-
gen Umbau, dem sogenannten Knochenremodeling, bei dem alter Knochen ununterbrochen
durch neues Gewebe ersetzt wird. Hierdurch werden Mikrofrakturen, die unter physiologischer
Belastung entstehen (aber keinen Funktionsverlust bedeuten), ausgebessert [224] und die Kno-
chenarchitektur an variierende mechanische Anspriiche angepasst [210]. Bei einem Menschen
werden so pro Jahr vier bis zehn Prozent der Knochen umgebaut, so dass sich das gesamte
Skelett ca. alle 10 Jahre vollstandig erneuert [225]. Dieser Prozess bendtigt ein Zusammenspiel
verschiedener Zelltypen und wird von einer Vielzahl verschiedener biomechanischer und mecha-
nischer Faktoren reguliert. Das Remodeling wird im Gegensatz zu dem in der Wachstumsphase
der ersten zwanzig Lebensjahre ablaufenden Modeling von sogenannten basic multicellular units
(BMUs) bewerkstelligt. Ein BMU ist eine Einheit aus resorbierenden Osteoklasten und ihnen fol-

genden matrixproduzierenden und mineralisierenden Osteoblasten [226, 227].
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Der Prozess des Knochenremodeling besteht aus drei aufeinanderfolgenden Phasen; die erste
Phase ist die Aktivierungsphase, in der mesenchymale Zellen der Osteoblastenzelllinie die Anla-
gerung hamatopoetischer Zellen der Osteoklastenzelllinie an die Knochenoberflache induzieren
und damit die zweite Phase, die Resorptionsphase einleiten, wahrend der mineralisierter Kno-
chen von Osteoklasten entfernt wird. Im Anschluss lagern sich in der Umkehrphase
mononukledre Zellen auf der Knochenoberflache ab, beenden den Resorptionsprozess und initi-
ieren Uber parakrine Botenstoffe die Formationsphase. In dieser differenzieren sich
mesenchymale Zellen zu Osteoblasten, lagern daraufhin neuen Knochen (Osteoid) ab, bis der
resorbierte Knochen vollstandig ersetzt ist [210, 228, 229] und schlagen daraufhin die oben (sie-

he 1.3.1.2) beschriebenen Schicksalswege ein (siehe Abb.l.6.).

Das Knochenremodeling wird sowohl systemisch als auch lokal reguliert. Zu den Hauptbeteiligten
systemischen Regulatoren gehéren Parathormon, Calcitriol und andere Hormone wie z.B.
Wachstumshormon und Glucokortikoide. Weiterhin sind auch Faktoren wie IGFs (insulinlike
growth factors [engl.]), Prostaglandine, TGF-B8, BMPs (bone morphogenetic proteins [engl.]) und
Zytokine beteiligt. Das Remodeling wird auch lokal durch verschiedene Wachstumsfaktoren und
Zytokine reguliert. Daruber hinaus sind die Prozesse der Knochenresorption und -bildung durch
das RANK (receptor activator of NF-kappa B [engl.])) RANKL (RANK Ligand [engl.]))OPG

(Osteoprotegerin [lat.]) System eng miteinander verbunden [210].

Osteoklast Osteoblast Deckzelle
o
Osteozyt o/ X

|Resorption|Umkehrung| Formation |Ruhephase

Abb.1.6. Schematische Darstellung der Phasen des Knochenremodelings. Von links nach rechts sind die
Vorgange der Resorption, Umkehrung, Formation und die anschlieRende Ruhephase schematisch dargestelit.
BMU, bone multicellular unit [engl.]; Schema in Anlehnung an [230].

1.3.1.4. Das RANK/RANKL/OPG System

Osteoklasten, Osteoblasten und Osteozyten kdnnen miteinander kommunizieren. Dies geschieht
in erster Linie durch das RANK/RANKL/OPG System.

So kdnnen Zellen der Osteoblastenzelllinie die Entstehung und Aktivitat der Osteoklasten durch
die Expression von RANKL und M-CSF (macrophage colony stimulating factor [engl.]), die an ihre
entsprechenden Rezeptoren auf den Osteoklasten, RANK bzw. c-Fms binden [231], stimulieren.
Weiterhin sind osteoblastische Zellen durch die Bildung von Osteoprotegerin (os, Knochen;
protegere, beschiitzen [lat.], OPG), das an RANKL bindet und somit dessen Bindung an RANK
verhindert, in der Lage die Bildung und Aktivierung von Osteoklasten zu inhibieren [232-234].
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Somit regulieren die Osteoblasten durch das Verhaltnis zwischen OPG und RANKL [235, 236]

sowohl die Bildung und Aktivierung der Osteoklasten als auch deren Inhibierung [212].

Die Osteozyten hingegen regulieren durch Bildung und Sekretion von Sklerostin die Modulierung
des Wnt Signalwegs und damit die Differenzierung von mesenchymalen Vorlauferzellen zu Os-
teoblasten [237] und die OPG und RANKL Expression [238] (siehe Abb.l.7). Die Osteozyten wer-
den von verschiedenen noch nicht in Ganze erfassten Prozessen reguliert. Man weil} bereits,
dass mechanische Belastung die Sklerostinfreisetzung vermindert und somit die Knochenbildung
erhoht [239, 240].

Osteoblast Osteoklast

Differenzierung Osteoklasto-
genese
@ Osteoklasten
/ Aktivierung [_)
Pra-

Osteoblast \\ Gklerostin) “ N j
\ Q Osteoklasten-
Vorlauf
o ‘m orliufer
Osteozyt v

Abb.l.7. Hypothetische schematische Darstellung des Sklerostin/RANK/RANKL/OPG Systems. Osteozyten
inhibieren durch die Bildung von Sklerostin die Differenzierung von pra-Osteoblasten zu Osteoblasten. Weiterhin
stimulieren sie durch Sekretion von RANKL die Bildung und Aktivierung von Osteoklasten. Osteoblasten inhibie-
ren hingegen durch Bildung von OPG bzw. stimulieren durch Bildung von RANKL die Genese und Aktivierung
von Osteoklasten. Abbildung in Anlehnung an [230, 237, 241].

1.3.2. Die Stammzellnische im Knochenmark

1.3.2.1. Begriffsbestimmung

Stammzellen sind eine Untergruppe von Zellen, die die einzigartige Fahigkeit besitzen, sich durch
Selbsterneuerung zu regenerieren und das Potenzial haben, sich in verschiedene Typen erwach-
sener Zellen zu differenzieren [242]. Nach der Geburt residieren die adulten Stammzellen in
hochspezialisierten Mikroumgebungen, als ,Nische® bezeichnet werden [243] und sich abhangig
vom Gewebetyp in Zusammensetzung und Lage unterscheiden. Der Begriff ,Nische® wurde aus
der Okologie entliehen, in der er Umweltfaktoren beschreibt, unter denen eine Spezies (iberleben
und sich reproduzieren kann. Im Zusammenhang mit Stammzellen (und auch Tumorzellen) be-
schreibt eine Nische die zelluldre Zusammensetzung der Mikroumgebung, die die Stammzellen

umgibt, sowie Signale, die von unterstiitzenden Zellen abgegeben werden [242, 244].

Die adulten Stammzellen sind ein wesentlicher Bestandteil der Homeostase des Gewebes; sie

unterstitzen fortwahrende Geweberegeneration und ersetzen Zellen, die durch Apoptose oder
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Verletzungen gestorben sind. Um diese Funktionen aufrechtzuerhalten, ist der Erhalt einer feinen
Balance zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung notwendig [242]. Diese wird unter ande-
rem durch einen Signalaustausch zwischen Stammzellen und anderen Zellen der Nische regu-
liert, der dazu fuhren kann, dass die Stammzellen nicht weiter differenzieren und ihre Stammzell-
eigenschaften behalten [223, 245, 246].

1.3.2.2. Die hamatopoetische und mesenchymale Stammzellnische

Die hamatopoetische Stammzellnische befindet sich in den trabekularen Bereichen der Knochen
und es konnte gezeigt werden, dass in erster Linie osteoblastische aber auch endotheliale Zellen
fur die Regulation der hamatopoetischen Stammzellen (HSC, hematopoietic stem cells [engl.])
verantwortlich sind [247-249]. Hamatopoetische (hdma, Blut; poiesis, Erschaffung [gr.]) Stamm-
zellen sind die Vorganger aller Blutzellen, d.h. der Lymphoid-Vorgangerzellen, die sich zu T-
Zellen, B-Zellen und NK-Zellen differenzieren, der Granulozyten/Makrophagen Vorgangerzellen,
aus denen Granulozyten, Makrophagen und Osteoklasten hervorgehen und der
Megakaryozyt/Erythrozyt-Vorgangerzellen, aus denen sich Megakaryozyten und Erythrozyten
entwickeln [223, 250].

Auch mesenchymale Stammzellen (MSC, mesenchymal stem cells [engl.]) residieren im Knochen
und man geht davon aus, dass die meisten Stromazellen, darunter Chondrozyten, Osteoblasten,
Fibroblasten, Adipozyten, Endothelzellen und Monozyten von diesen abstammen [223, 251]. Die-
se Nischenstromazellen regulieren vermutlich durch die Produktion und Sekretion von Zytokinen
und durch die von Zell-Zell Adhasion ausgeldsten intrazellularen Signale die Selbsterneuerung,
Proliferation und Differenzierung der HSCs [252]. Weiterhin stellen sie sicher, dass der konstante
Fluss der hamatopoetischen und mesenchymalen Stammzellennachkommenschaft Gber die ge-

samte Lebenszeit eines Individuums nicht abreif3t [253].

Man geht davon aus, dass es sowohl eine vaskulare (endotheliale) [254-256] als auch eine
endosteale (osteoblastische) Nische [247, 248, 257] gibt, die sowohl anatomisch und physiolo-
gisch unterschiedlich sind [223]. Wie der Name bereits vermuten lasst, befindet sich die
endosteale Nische in der endostealen Region des Knochens. Hier bilden Osteoblasten und ande-
re von MSCs abstammende Zellen ein unterstiitzendes Mikroumfeld fir Stammzellen im Kno-
chenmark [258]. Die Osteoblasten vermitteln die Adhasion der HSCs zu der Nische in der

endostealen Region [259].

Es wird angenommen, dass HSCs in die vaskulare Nische migrieren, um dort zu proliferieren,
sich zu differenzieren und in die Blutzirkulation auszuwandern [256]. Vermutlich Gberschneiden
sich die endotheliale und die vaskulare Nische und interagieren miteinander [253] (siehe Abb.I.8.,
A). Neuere Studien legen nahe, dass die MSCs selbst in Nischen residieren, die sich in der direk-
ten Nachbarschaft der HSC Nische befinden. Es gibt Hinweise darauf, dass HSCs und MSCs ihre
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Aktivitaten co-regulieren [253] (siehe Abb.l.8., B). Einige aktuelle Studien vertreten sogar die Auf-
fassung, dass sowohl HSCs als auch MSCs in einer einzigen Knochenmarknische durch die loka-
le Mikroumgebung aber auch durch entfernte Hormonsignale und das autonome Nervensystem
reguliert werden [260].

Vaskuldre
Nische

Endosteale
Nische

IOioi' i

Endosteale

) 2-toe)

Abb.1.8. Hypothetische schematische Darstellung der Knochenmarknischen. In A sind die HSCs und ihre
Interaktionen zwischen der vaskuldren und der endostealen Nische dargestellt. Die hypothetische Grafik in B soll
die Interaktion der HSCs und MSCs untereinander und mit den Nischen, aber auch die Zusammenarbeit der bei-
den Nischen darstellen, wodurch eine Kommunikation auf allen Ebenen fiir eine funktionierende Funktion der Ni-
sche geschaffen ist. OC, osteoclast [engl.], OB, osteoblast [engl.], HSC, hematopoietic stemm cell [engl.], MSC,
mesenchymal stem cell [engl.]. Abbildung A in Anlehnung an [230, 256]; B modifiziert nach [253].

1.3.2.3. Die klinische Relevanz der Stammzellnischen

Krebs wird immer haufiger als Stammzellenkrankheit betrachtet. Dies geschieht sowohl aufgrund
der Art der Verbreitung, die von einer kleinen Minderheit der Tumorzellen die stammzellenahnli-
che Eigenschaften besitzen, ausgeht, als auch aufgrund einer méglichen Abstammung von nor-

malen Stammzellen [261-263].

Brust-, Prostata-, und Lungenkrebs sind die am starksten verbreiteten bdsartigen Tumore in Er-
wachsenen und sind auflerdem die Tumore, die am haufigsten in Knochen metastasieren [264].
Bereits in frUhen Stadien einer Brustkrebserkrankung kdénnen bei 10-31 % der Patienten zirkulie-
rende Tumorzellen in der Blutbahn gefunden werden [265, 266]. Wie in Abschnitt 1.1.2.1.4.2 be-
schrieben kénnen diese Zellen durch Extravasation Fernmetastasen in sekundaren Organen bil-
den. Tumorzellen kénnen an diesen sekundaren Stellen jedoch nur erfolgreich wachsen, wenn
sie dort eine glinstige Mikroumgebung finden, die durch parakrine und autokrine Faktoren das
Wachstum und die Vaskularisation unterstutzt [267-269].

Nahezu 70% der Patienten mit metastasierenden Brust- oder Prostatakrebs haben Absiedlungen
im Knochenmark [270]. Man nimmt an, das sich zirkulierende Tumorzellen in Stammzellnischen

einnisten, und dort eine vorteilhafte Mikroumgebung vorfinden, die reich an Wachstumsfaktoren
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und Zytokinen ist [253]. Diese Absiedelungen sind die Grundlage spaterer Fernmetastasen im
Knochen, die besonders bei Mammakarzinomen tber die Schwere der Erkrankung und die Mor-
talitat bestimmen [271]. Sie entstehen durch eine Adaptation der Nische an die Bedurfnisse der

Tumorzellen, wodurch das Wachstum und die Verbreitung des Tumors geférdert wird [131].
1.3.2.4. Die Einnistung

1.3.2.4.1. Definition

Einige Gruppen bezeichnen mit der Einnistung (auch homing [engl.], Zielsuche) die Ablésung der
Tumorzelle aus dem Zellverband bis hin zur Bildung einer Fernmetastase [272] wie in 1.1.2.1.4.2.
beschrieben. Andere Gruppen hingegen beziehen sich beim Begriff Einnistung ausschlieBlich auf
die organspezifische Bildung von Fernmetastasen, das heilt der Weg von der Extravasation bis
hin zur Bildung der Fernmetastase. Dies liegt daran, dass es bei einem naturlichen Tumorverlauf
ohne Tumorzellen die sich aus dem Primartumor I16sen, auch keine Tumorzellen geben kann die
durch Extravasation Metastasen bilden. Da es bis jetzt aber kein zuverlassiges Modell fir spon-
tane Brustkrebsmetastasierung in den Knochen gibt [273], wurde fir die vorliegende Arbeit ein
Modell verwendet, in dem die Tumorzellen intrakardial durch das linke Herzventrikel in die Blut-
zirkulation injiziert wurden. Hierbei missen Schritte 1-4 (siehe Abb.l.3) nicht stattfinden; daher
wird im weiteren Verlauf der Arbeit mit dem Begriff Einnistung der Weg der Tumorzellen von der

Zirkulation bis zur Adhasion von Tumorzellen im Zielorgan beschrieben.

1.3.2.4.2. Die Einnistung in den Knochen

Im Folgenden wird insbesondere auf die Einnistung in den Knochen eingegangen, da fir die vor-
liegende Arbeit ausschlielllich knochenspezifische Tumorzellen genutzt wurden (siehe 11.4.4.1.1.).
Nicht alle Tumorarten bilden Metastasen im Knochen. Dies weist daraufhin, dass Tumorzellen,
die bevorzugt in den Knochen metastasieren, Eigenschaften haben, die andere Tumorarten, die
nur selten in den Knochen metastasieren nicht besitzen. Einige dieser Eigenschaften kénnten die
Bildung proteolytischer Enzyme, angiogenetischer Faktoren, autokriner wachstumsstimulierender
Faktoren, eine erhéhte Expression von Wachstumsfaktorrezeptoren, zeitliche und raumliche Ex-
pression von Zell-adhasions Molekulen oder eine Resistenz gegen die Immunuberwachung des
Wirtsorganismus sein [274]. Es gibt zahlreiche Hinweise darauf, dass diese Eigenschaften gene-
tisch reguliert werden. Unter anderem konnte fir einen knochenspezifisch selektierten Klon der
humanen Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 ein Profil aus 43 Genen erstellt werden, welche

im Zusammenspiel die Metastasierung des Knochens ermdglichen [275].

Der Knochen ist ein Organ, das reich an Wachstumsfaktoren wie z.B. IGF, TGF-B, FGF
(fibroblast growth factor [engl.]) und BMP ist, da diese von Osteoblasten wahrend der Knochen-
ablagerung abgegeben und in die Knochenmatrix inkorporiert werden [276]. Bei Resorption durch

spatere Remodellierungsprozessen werden diese Wachstumsfaktoren freigesetzt, in die Umge-
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bung des Knochens abgegeben und machen diese damit zu einem attraktiven Umfeld fir die
Metastasierung und spateres Wachstum von Tumorzellen [269, 277]. Es konnte gezeigt werden,
dass die Freisetzung von Wachstumsfaktoren und Fragmenten der extrazelluldaren Matrix wah-
rend des Knochenremodeling die Chemotaxis von Tumorzellen stimuliert [278, 279]. Sobald sich
die Tumorzellen in der Nische eingenistet haben, parasitieren sie die Knochenmarkmikroumge-
bung um ihr Langzeitiiberleben, bzw. ihre Ruhephase und letztendlich das metastatische Wachs-

tum zu regulieren [280].

1.3.2.5. Der Einfluss von Zytokinen auf den Prozess der Einnistung

Zusatzlich zu Wachstumsfaktoren und ECM Fragmenten werden im Speziellen in der Stammzel-
lennische im Knochenmark viele auch auf Tumorzellen chemotaktisch wirkende Zytokine wie z.B.
stromal derived factor 1 (SDF-1, auch CXC-Motiv-Chemokin Ligand 12, CXCL12) freigesetzt.
Wenn nun die Tumorzellen dem chemotaktischen Gradienten gefolgt sind, finden sie im Kno-
chenmark eine Umgebung, die ihr Wachstum férdert. Es konnte belegt werden, dass Kulturiber-
stdnde von resorbierenden Knochen die Proliferation einiger Tumorzelllinien in vitro erhdéhen
[273]. Von den oben genannten freigesetzten Wachstumsfaktoren werden IGFs am starksten
freigesetzt [276] und es konnte gezeigt werden, dass diese das Wachstum humaner Brustkrebs-

zellen férdern [273].

1.3.2.6. Die Mikroumgebung eines Blutgerinnsels

Knochen kénnen durch einen operativen Eingriff oder mechanische Belastungen verletzt werden.
In den darauffolgenden Prozess der Wundheilung (auf den bereits in Abschnitt 1.1.2.1.4.1. einge-
gangen wurde) sind viele verschiedene Komponenten, unter anderem I6sliche Mediatoren, Blut-
zellen, die extrazellulare Matrix und parenchymale Zellen, involviert. Man kann diesen Prozess in

drei Phasen unterteilen, die sich zeitlich Gberschneiden [281].

In der ersten Phase, der Entziindungsphase, die ca. von Tag 1-3 dauert, finden sich an der Stelle
der Verletzung vor allem Fibrin (Fibrinogen), Fibronektin, Vitronektin, und Thrombospondin; in der
zweiten, der Gewebebildungsphase, die ca. zwischen Tag 4 und Tag 6 stattfindet, finden sich in
erster Linie Fibronektin, Hyaluronan, Osteonektin (SPARC; secreted protein acidic and rich in
cysteine [engl.]) und Tenascin an der Wunde. In den Tagen 7-10 tritt die dritte Phase, die Gewe-
beumbauphase ein, wahrend der hauptsachlich Kollagen Typ I, Kollagen Typ Ill, Fibronektin,

Proteoglykane, SPARC und Tenascin an der Stelle der Verletzung zu finden sind [282].

Aufgrund des erhéhten Fibrinogengehalts, der erhéhten GefalBpermeabilitat und einer Endziin-
dungsreaktion, die sowohl im Wundheilungsprozess als auch bei der Tumorentwicklung auftreten
[283, 284], wurden bereits Parallelen zwischen der Mikroumgebung wahrend der Wundheilung
und dem Tumorstroma vorgeschlagen [285]. Bei verschiedenen Tumoren ist die extrazellulare

Umgebung tatsachlich durch Veranderungen von extrazellularen Matrixproteinen wie z.B. Fibro-
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nektin, Thrombospondin, Osteopontin, Laminin, SPARC und hyaluronan Proteoglykanen und
MMPs verandert [286].

Wahrend der Entziindungsphase entstehen Blutgerinnsel. Hierbei werden Thrombozyten aktiviert
und Proteine der Gerinnungskaskade eingelagert. Thrombozyten produzieren stromal-cell
derived factor-1 (SDF-1 [engl.]) [287, 288], das die Einnistung von Stammzellen und Krebszellen
im Knochenmark vermittelt. Weiterhin unterstiitzen verschiedene Proteine der terminalen Gerin-
nungskaskade, wie z.B. Thrombin, Faktor XIIl und Fibrinogen den Metastasierungsprozess [289-
292]. Somit liegt im Falle einer Verletzung im Knochen eventuell ein Umfeld vor, das die Metasta-

sierung fordern kénnte.

1.3.3. Knochenmodulierende Substanzen

1.3.3.1. Das Parathormon

Wie in Abschnitt 1.3.1 erwahnt, Gbernimmt Knochen unter anderem die Rolle eines kdrpereigenen
Kalziumspeichers. Die Freisetzung des Kalziums aus dem Knochen und die damit verbundene
Erhéhung der Kalziumkonzentration im Blut wird in erster Linie durch Parathormon (PTH) regu-
liert [293]. Parathormon ist ein von der Nebenschilddriise (glandula parathyroidea) gebildetes
Peptidhormon, das aus 84 Aminosauren besteht. Es wird Uber die Leber und Niere, aber auch die
Nebenschilddriise selbst durch Proteolyse abgebaut [294]. Je nach der Lange des Zeitraums in
dem gesteigerte Parathormonlevel im Serum auftreten, kann es sowohl anabolische, als auch ka-

tabolische Auswirkungen auf den Knochen haben [295-297].

1.3.3.1.1. Osteoanabolische Wirkung des Parathormons

Die intermittierende Gabe von dem aminoterminalen Bereich des Parathormons (PTH 1-34) fuhrt
zu einer Zunahme der Knochenmasse [298]. Die unterbrochene Gabe wird durch tagliche Injekti-
onen erreicht, da Parathormon nur ca. 2-3 Stunden in der Zirkulation verbleibt [296, 299]. Die
anabolischen Effekte der intermittierenden PTH Gabe resultieren vermutlich aus drei Vorgangen.
Einerseits erhdht das Parathormon die Entwicklung von Osteoblasten, vermindert aber auch die
Apoptose der Osteoklasten und reaktiviert auRerdem die Knochenbelegzellen dazu ihre Matrix-
synthese wiederaufzunehmen [300, 301]. Obwohl die verminderte Apoptose der Osteoklasten zu
einem verstarktem Knochenabbau fihren wirde, resultiert aus der Parathormongabe eine erhéh-
te Knochenbildung, da die Effekte auf die Osteoblasten lberwiegen. Weiterhin gibt es Hinweise
darauf, dass diese erhohte Knochenbildung durch eine Inhibierung der Transkription des Gens
fur Sklerostin [302, 303] und der Erhéhung von OPG in Kombination mit einer Reduzierung von
RANKL [304] hervorgerufen wird. Um eine Erhéhung der Osteoblastenanzahl zu initiieren, ist die

therapeutische Dauer der PTH Exposition entscheidend und muss kurz sein [295].
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1.3.3.1.2. Osteokatabolische Wirkung des Parathormons

Im Gegensatz zu der osteoanabolischen Wirkung einer intermittierenden Parathormongabe, flihrt
die kontinuierliche Gabe von PTH zu erhéhten Kalziumserumwerten bei Menschen [305] und Rat-
ten [295] und zu einer Stimulation der Knochenresorption, bei gleichzeitig nur geringen Auswir-
kungen auf die Knochenformation, woraus insgesamt ein Verlust in der Knochenmasse resultiert
[296, 306]. Dieser Verlust scheint auf erhohte RANKL und reduzierte OPG Level zurlickzuflihren
zu sein [304], die zu einer erhéhten Osteoklastenbildung und -aktivitat fiihren (siehe Abschnitt
1.2.1.4)).

1.3.3.2. Die Zoledronsaure

Die Zoledronsaure (ZOL) zahlt zu den Bisphosphonaten, die die synthetischen Analoge zu den
naturlich vorkommenden Pyrophosphat Molekilen (PP;) darstellen [307]. Im Gegensatz zu die-
sem weisen sie jedoch eine hdhere Stabilitdt auf und sind gegen die enzymatische Hydrolyse
durch Osteoklasten resistent [307, 308]. Strukturell betrachtet bestehen sie aus einer P-C-P
Struktur an dessen Kohlenstoffatom zwei Ketten (R4 und R;, die nicht im Pyrophosphat vorkom-
men) kovalent gebunden sind [309]. Durch das P-C-P ,Rickgrat* kdnnen Bisphosphonate an das
Hydroxylapatit des Knochens binden [310, 311]. Diese Bindung wird durch die Hydroxylgruppe in
der Ry Gruppe verstarkt [312] und die R, Kette inhibiert die Osteoklast vermittelte Knochenre-
sorption [308].

Durch die Knochenresorption der Osteoklasten wird die an den Knochen gebundene Zoledron-
saure abgeldst und induziert deren Apoptose [309]. Hierbei inhibiert das stickstoffhaltige
Bisphosphonat ein Schlisselenzym des Mevalonat Signalweges, die
Farnesyldiphosphatsynthase (FPPS). Hierdurch werden die Konzentrationen von Farnesyl- und
Geranylgeranyl- Diphosphat vermindert, die fir die Prenylierung der kleinen GTPasen (z.B. Ras
und Rho) benétigt werden, welche wiederum fir das Uberleben der Osteoklasten unerlasslich
sind [313-315].

1.3.3.3. Einfluss von Parathormon und Zoledronsaure auf die

hamatopoetische und mesenchymale Stammzellnische

Im Allgemeinen lasst sich sagen, dass die intermittierende Gabe von Parathormon die Entwick-
lung von Osteoblasten beschleunigt, deren Apoptose inhibiert und Knochenbelegzellen reaktiviert
und zur Matrixsynthese reanimiert. Zoledronsaure hingegen inhibiert die Funktion der Osteoklas-
ten. Bei einer kombinierten Gabe von PTH und ZOL sollten im Knochen und damit auch in der
hamatopoetischen und mesenchymalen Stammzellnische viele aktive Osteoblasten, aber kaum
aktive Osteoklasten vorliegen. Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der hamatopoetischen

Stammzellnischen durch die intermittierende Gabe von Parathormon erhéht werden kann [280].
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Einleitung

1.4. Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss des extrazellularen Matrixproteins Fibronektin auf un-
terschiedliche Krankheitsmodelle in verschiedenen Organen untersucht. Daher wurde die Arbeit
in zwei Teile unterteilt, von denen sich der erste mit Leberfibrose und der zweite mit Tumor und

dessen Einnistung in den Knochen beschaftigt.

Im Lebermodell sollte untersucht werden, ob Fibronektin in der fibrotischen Matrix eine entschei-
dende Bedeutung fur den Krankheitsverlauf hat. Um diese Frage zu klaren, nutzten wir das Pep-
tid pUR4b, welches die Bildung einer Fibronektinmatrix verhindert [316]. Wir untersuchten dessen

Einfluss auf die Bildung von Narbengewebe in einem Fibrosemodell.

Im Tumor sollte die Rolle des Umgebungsfibronektins bzw. des tumoreigenen Fibronektins, der
Gerinnselbildung und der Modifikation der Stammzellnische untersucht werden. Um den Einfluss
des Fibronektins in verschiedenen Zellen bzw. Organen auf das Einnistungsverhalten der Tumor-
zellen zu untersuchen, wurden konditionelle Knockout-Mause genutzt, bei denen Fibronektin
entweder ausschlieBlich in der Blutbahn (Plasmafibronektin), in den Osteoblasten/Osteozyten
oder im gesamten Knochenmark ausgeschaltet war. Darliber hinaus sollte das Einnistungsverhal-
ten einer Tumorzelllinie analysiert werden, bei der das zellendogene Fibronektin deletiert war.
Dies sollte Aufschluss Uber den Einfluss des von Tumorzellen produzierten Fibronektins beim
Einnistungsprozess geben. Aufgrund der Tatsache, dass Fibronektin in fast allen Prozessen der
Wundheilung vorkommt und eine Rolle spielt, stellte sich uns weiterhin die Frage, ob sich Tumor-
zellen somit vermehrt in Bereichen mit einer Blutgerinnselbildung einnisten. Die Behandlung der
Tiere mit Parathormon und Zoledronsaure zu einer genaueren Untersuchung der Rolle der os-
teoblastischen Nische im Einnistungs-Prozess  kénnte zu  einer  verstarkten
Fibronektineinlagerung in den Knochen fihren. Daher sollte eruiert werden, ob eine Erweiterung
der osteoblastischen Nische die Einnistung zirkulierender Tumorzellen in diese modulieren kénn-

te.

Die Klarung dieser Fragen sollten neue Erkenntnisse Uber die Effekte des Fibronektins bei ver-

schiedenen Krankheitsmodellen im Zusammenhang mit der extrazellularen Matrix geben.
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II. Material und Methoden

11.1. Materialien

I1.1.1. Herstellerverzeichnis

Abcam plc

AbD Serotec

Acris Antibodies GmbH
Agfa HealthCare GmbH
Alcan Packaging

AMS biotechnology
AppliChem GmbH
AssayPro

ASYS Hitech GmbH
Axis-Shield AG

Bender & Hobein AG

BD Biosciences

Bibbi Scientific limited
Biometra GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH
BioLegend Inc.

Biozym Scientific GmbH

B. Braun

Canon Inc.

Caliper Life Sciences

Carl Zeiss GmbH

Carl Roth GmbH + Co. KG
Charles River Laboratories
Dako Deutschland GmbH
Dianova GmbH

Dunn Labortechnik GmbH
Ebioscience Corporation
Eppendorf AG

Fermentas GmbH

Field Emission Corporation
GE Healthcare Europe GmbH
Gerhardt Analytical Systems
Gesellschaft fir Labortechnik

Gilson Inc.

Cambridge, UK
Kidlington, UK
Hiddenhausen

Kdln

Neenah, WI, USA
Abingdon, UK
Darmstadt

St. Charles, MO, USA
Eugendorf, Osterreich
Dundee, Scotland
Zurich, Schweiz
Heidelberg
Staffordshire, UK
Géttingen

Minchen

San Diego, CA, USA
Oldendorf
Melsungen

Tokyo, Japan
Russelsheim
Goéttingen

Karlsruhe

Sulzfeld

Hamburg

Hamburg

Asbach

San Diego, CA, USA
Hamburg

St. Leon-Rot
McMinnville, OR, USA
Freiburg
Konigswinter
Burgwedel
Middleton, WI, USA
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Greiner Bio-One GmbH
Grissing GmbH

Heraeus Kulzer GmbH & Co. KG
Heraeus Sepatech GmbH
Hiss Diagnostics

Hybaid

IBS Integra

Invitrogen GmbH

Julabo Labortechnik GmbH
Kern & Sohn GmbH

Keyence

Knick GmbH + Co. KG

Leica Microsystems

Lexmark

LG Electronics

NOBA Verbandmittel
Memmert GmbH + Co KG
Marienfeld GmbH & Co. KG
Merck KGaA

Messer Group GmbH
Minerva Biolabs

MP Biomedicals

New Brunswick Scientific
Nikon, GmbH

Olympus America Inc.

PE Applied Biosystems

Pan Biotech GmbH

Peglab Biotechnologie GmbH
PerkinElmer

Pfizer

Polyscience Europe GmbH
Progen Biotchnik GmbH
Qiagen GmbH

R&D Systems

Reckitt Benckiser

Roche

Sakura Finetek Germany GmbH
Sarstedt

Semperit Technische Produkte GmbH

Frickenhausen
Filsum

Wehrheim
Osterode am Harz
Freiburg
Teddington, UK
Fernwald
Karlsruhe
Seelbach

Balingen

Osaka, Japan
Berlin

Wetzlar

Lexington, KY, USA
Seoul, Korea
Wetter

Schwabach
Lauda-Kdnigshofen
Darmstadt
Sulzbach

Berlin

Eschwege

Edison, NJ, USA
Dusseldorf

Center Valley, PA, USA
Waltham, MA, USA
Aidenbach
Erlangen

Waltham, MA, USA
Berlin

Eppelheim
Heidelberg

Hilden
Minneapolis, MN, USA
Slough, UK

Basel, Schweiz
Heppenheim
Numbrecht

Wien, Osterreich
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Servoprax GmbH Wesel
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Sigma Laborzentrifugen GmbH

Taufkirchen
Osterode am Harz

Sony Corporation Tokyo, Japan

Ssniff Spezialdiaten GmbH Soest

Stratec Medizintechnik GmbH Pforzheim

Synchem OHG Felsberg / Altenburg
TebuBio Paris

Tecan Deutschland GmbH Crailsheim

Thermo Fisher Scientific Inc.

Whatman International Ltd. Maldstone, UK

Waltham, MA, USA

Zentrallager Theoretikum

1.1.2. Geriéte
Brutschrank:
Bohrer:

Drehrad:

Drucker:

Entwicklungsgerat:
Einfrierbox:
FACS-Geréat:
Gelsystem DNA:
Geldokumentation:
Heizblock:

Horizontalschittler:

IVIS-100 Imaging System:

Kameras:

Kryomikrotom:

Light Cycler:
Magnetruhrer:

Mikroskope:

Mikrowellenherd:

Mikrotiterplatten Reader:

Heidelberg

Innova CO-170, New Brunswick Scientific

#F01130300JA, 3001, Dreml

SB1, Scientific Blood Tube Rotator, Stuart

Lexmark E460dn

Typ CP1000, Agfa

#5100-0001, Cryo 1° freezing container, Nalgene, ThermoFisher
LSRII, BD Biosciences

PerfectBlue 40-1410, Peglab

Gel Doc 1000, Bio-Rad

Thermomixer compact, Eppendorf

Laboshake, Gerhardt

Xenogen bzw. Caliper Life Sciences

EOS 350 Digital, Canon (Spiegelreflex)

DXC-390 P, Sony (CCD)

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

Reichert-dJung Biocut 2035, Leica

Light cycler 2.0 Instrument, Roche

Yellow line MSH basic, Roth

DM IL, inverses Routinemikroskop, Leica, mit Canon Kamera
Eclipse 90i, Nikon, Nikon Imaging Center (NIC) Heidelberg
Vanox-S, Olympus, mit Sony Kamera (CCD)

Biozero, Keyence

MS-1715TU Multiwave, LG Electronics

Typ 16039400, Sunrise Basic, Tecan
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pH-Meter:

Photometer:

Pipettierhilfe:
Plattenwascher:
pQCT:

Pumpe:

Roéntgengerat:
Ribolyser:
Scanner:
Sterilbank:
Stickstofftank:
Stromversorger:

Thermocycler:

Trockenschrank:

Ultragefrierschrank:

Vortex:

Waagen:

Wasserbad:

Zellzahlapparatur:

Wallace Victor2 1420 Multi label counter, Perkin Elmer
Typ 761 Calimatic, Knick

Pharmacia Ultrospec Ill, GE Healthcare
BioPhotometer Plus, Eppendorf

Pipetboy comfort classic, IBS Integra

anthos fluido Typ 24200, ASYS

XCT Research SA+, Stratec Medizintechnik
Pharmacia LKB Pump P1, GE Healthcare
Econo, Bio-Rad

Typ 8050-010, Faxitron, Field Emission Corporation
Ribolyser, Hybaid

Lide 60, Canon

Holten LaminAir 1.2, Thermo Fisher Scientific
Chronos Biosafe, Messer

Standard Power Pack P25, Biometra
GeneAmp PCR System 9700, PE Applied Biosystems
T Personal Thermocycler, Biometra
Sterilisator, Memmert

Innova U725, New Brunswick Scientific
Vortex Genie 2, Bender & Hobein
Laborwaage, PRS 4200-2, Kern

Feinwaage, ABJ 120-4M, Kern

Typ 1004, Gesellschaft fir Labortechnik
SW-20C, Julabo

Typ TT CASY®; Innovatis, Roche

Zentrifugen: Typ 1-14, Sigma Laborzentrifugen
Biofuge 15, Heraeus
Heraeus Multifuge 1 S-R, Thermo Fisher Scientific
Light Cycler 2.0 Sample Carousel (20ul), Roche
1.11.3. Verbrauchsmaterial
Abdeckfolie: #30001358, Tecan
Alkoholtupfer: #G602, Servoprax

Aluminiumfolie:

Augen- und Nasensalbe:

Chamber Slides:
Deckglaser:
Dialyseschlauch:

Einbettungsform:

Einmalinjektionskanule:

#2596.1, Roth

#2182442, Bepanthen, Bayer

#177445, Lab-Tek Chamber Slides, Nunc
#6101242, Marienfeld

#44145, Servapor, Serva

#64708955, Heraeus Kulzer

#304000, Microlance, 30G, BD Biosciences
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Einmalréhrchen:
Einmalspritze:
FACSrohrchen:
Frischhaltefolie:
Handschuhe:

Kapillare (light Cycler):
Knochenwachs:
Kryoréhrchen:

Mikrotiterplatten:
Microvette:
Objekttrager:

Parafilm:

Pasteurpipetten:

PCR-Reaktionsgefale:

Petrischalen:
Perfusionsschlauch:
Pipettenspitzen:
Reaktionsgefalle:

Réntgenfilme:

Serologische Pipetten:
Sterilfilter:

Wattestabchen (steril):
Whatman Papier:
Zellkulturflaschen:

Zellkulturplatten:

Zellfilter:

Zentrifugenréhrchen:

11.1.4. Chemikalien

B-Alanin (C3H;NO,):

#302200, Microlance, 27G, BD Biosciences

#55.1578, Polypropylen, 12/75 mm, Sarstedt

#300013, Plastipak, BD Biosciences

#ECO07.1 Autotube vials 1,2ml, Roth

#59206, Zentrallager Theoretikum (Universitat Heidelberg)
#3780872, Sempercare, Semperit AG

#0429292001, Roche

#W30E, Klinikapotheke, Universitatsklinik Heidelberg
#123263, Greiner bio-one

#439454, MaxiSorp, Nunc

#655061, Microlon, Greiner bio-one

#20.1288, 200 K3E (Blutplasma), Sarstedt

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

#4951PLUS, Thermo Fisher Scientific

#PM-996, Alcan Packaging

#197734230, neo lab

#711080, Biozym

#633171, Greiner bio-one

Infusionsgerat R 87, #10355, Ohmeda, GE Healthcare
#739296, #740290, Greiner bio-one

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

#10595000, Structurix D4 DW, Agfa

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

#SLGVO033RS, Millex GV, 0,22 ym, PVDF-Membran, Millipore
#SLHVO33RS, Millex HV, 0,45 ym, PVDF-Membran, Millipore
#1564020, Nalgene, Thermo Fisher Scientific

#974411, NOBA

#3030917, 3MM CHr, Whatman International Ltd.

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

#655075 96-Loch Lumitrac200, Greiner;

#352360, 100 um, Cell Strainer, BD Biosciences

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

#23,972-0, Sigma-Aldrich
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Azeton (C3HeO):

Borsaure (H3;BO3):

Chloramin-T-Hydrat (CH3CsH4SO.N(CIl)Na-xH,0):
Natrium Deoxycholat (Co4H39NaO,):
4-Dimethylaminobenzaldehyd((CH3),NCsH,CHO):
Dimethylnitrosamine (DMN, C,HgN,O)
Dimethylsulfoxid (DMSO, C,HgOS):

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO4x2H,0):

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, C1gH16N2Os):
Essigsaure (C,H405):

Ethanol (C,HgO):

Formaldehyd (CH,0):

Glycerin (C3HgO3):

Isopropanol (C3HgO):

lodessigsaure (C,H3l0,):
Kaliumchlorid (KCI):
Kaliumhydroxyd (KOH):

L-Hydroxyprolin (CsHgNO3):
Lichtgriin SF (C37H34N209S3Nay):
B-Mercaptoethanol (C,HsOS):
2-Methoxyethanol (C3HgO5):

Molybdatophosphorsaure (H3[P(M03010)4]xH20):
Mowiol 4-88 Reagent:

2-Methylbutan (CsH+»)

Natriumchlorid (NaCl):

Natriumthiosulfat (NaS,0,):

N-ethylmaleimid (CgH;NO,):

Orange G (C1gH10N2Nax0,S5):

Phenolphtalein (C2oH1404):
Phenylmethysulfonylfluorid (PMSF, C;H;FO.S):
Pikrinsaure (CgH3N307):

Salzsaure (HCI, 8N):

Saurefuchsin (CooH17N3Na,0oS3):
Schwefelsaure (H2SO,):

#40143 Zentrallager
(Universitat Heidelberg)
#A3581,1000, Applichem
#857319-100G, Sigma-Aldrich
#3484.1, Roth

#39070, Fluka, Sigma-Aldrich
#N3632-1G, Sigma-Aldrich

#D2650, Sigma-Aldrich

#A3567, 0500, Applichem

#E5134, Sigma-Aldrich

#10296, Grussing

#32205, Riedel-de Haén

#31245, Riedel-de Haén

#7530.1, Roth

#69595, Zentrallager Theoretikum
(Universitat Heidelberg)

#35603, ThermoScientific
#A3582,1000, Applichem

#212038, Zentrallager Theoretikum
(Universitat Heidelberg)

#25834, Serva

#L5382-10g, Sigma-Aldrich
#444203-250ML, Merck

#156205, Methyl Cellosolve, Sigma-
Aldrich

#1.00532.0025, Merck

#475904, Calbiochem, Merck
#A1263,1000, Applichem

#0277, Mallinckrodt Baker

#S7026, Sigma-Aldrich

#2251,0005, AppliChem

#0317.2, Roth

#34607, Sigma-Aldrich
#A0999,0005, AppliChem

#80456, Fluka, Sigma-Aldrich
#7-23/88, Zentrallager Theoretikum
(Universitat Heidelberg)

#T128.1, Roth

#13073, Grussing

Theoretikum
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Sodiumbicarbonat 7,5% (NaHCO,):
Sodiumpyruvat (C3HzNaO,):

Temgesic®:

Tetrachlorkohlenstoff (CCl,):

Toluol (C7Hs):

Tricin (CeH13NOs):

Tris (C4H11NO3):

Tris-HCI (C4H14NO3xHCI):
Tween 20 (CsgH11402):

11.1.5.
ACK-Puffer:

Agarose:

Agarosegel:

B-Alaninldésung:

Mouse Albumin Elisa:
Albumin Fraktion V (BSA):
aMEM:

Bio-Plex Pro™ Assay:
Blockierungspuffer (ELISA):
cDNA Synthese Kkit:

Cell dissotiation buffer:
Chloramin-T-Lésung:
Cytochrom-C:

DAPI:

DMEM:

DMEM (phenolrotfrei):
DNA Exitus Plus:
DNA-Lysepuffer:

DNA-Marker:

DNeasy blood & tissue Kit:
dNTPs:

DOC Lysepuffer:

#25080060, GIBCO, Invitrogen
#11360-039, GIBCO, Invitrogen
#06GG51232LA, Reckitt Benckiser
#289116, Sigma-Aldrich

#244511, Sigma-Aldrich
#T15816-25G, Sigma-Aldrich
#4855.2, Roth

#9090.3, Roth

#9127.1, Roth

Puffer, Medien und Reagenzien

4,15 g Ammoniumchlorid / 0,5 g Kaliumhydrogencarbonat / 100 pl
0,5 M EDTA (pH=7,5) in 500 ml H,O4, vor Gebrauch sterilfiltrieren,
Lagerung bei 4°C

#15510-027, Invitrogen

1,5% bzw. 2% Agarose in 1xTBE-Puffer geben und in der Mikro-
welle aufkochen, 2l red safe zugeben, vermischen, in Gelschlitten
gieRen und ausharten lassen, frisch herstellen

10%ig: 5 g B-Alanin in H,O4, pH ad 8,7 (KOH), Lagerung bei 4°C
#EMA2201-1, AssayMax, AssayPro

#8076.2, Roth

#22561, Gibco, Invitrogen

#M60-009RDPD, BIO-RAD

3% BSA in PBS-T Puffer

iScript Select, #170-8896, BioRad

#12151-014, GIBCO, Invitrogen

2,82 g Chloramin-T-Hydrat/50 ml, immer frisch ansetzen
#C2506-1G from equine heart, Sigma-Aldrich

#6335.1, 4’,6-diamidino-2-phenylindol, Roth

#41966052, Gibco, Invitrogen

#21063-029, Gibco, Invitrogen

#A7089, Applichem

100 mM Tris (pH 8,5), 200 mM NaCl, 5 mM EDTA (pH 8)

0,2% SDS, in 10 ml H,O4q4 (autoklavieren)

#T1835.1, 100 bp-DNA-Leiter extended, Roth

#69504, Qiagen

#20-3012, Peqglab

2% Natrium Deoxycholat (von einer 10%igen Stock Ldsung in
H204), 20mM TrisCI (von einer 1M Stock Lésung, pH 8,8), 2mM
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DPBS:

Dynabeads®:

EDTA-L6sung:

EGTA Ldsung (Perfusion):

Ehrlich’s Reagenz:

Einbettungskit:
Eiwei3-Glycerin:
Enhancer (PCR):

FACS Puffer:

FCS:

Geneticin:

Hamatoxilin nach Gill II:
HBSS 10x:

HBSS 1x:

HEPES:

Histokitt:

Humanes Serum:
IMDM:

IFN-y:

Kaliumhydroxid (10 M):
Karbonat-Puffer (ELISA):

Ketanest®:
KCI-Borat-Puffer:

Kochsalzlésung (NaCl):

Phenylmethysulfonyl Flourid (PMSF, von einer 0,2M Stock Ldésung
in Ethanol), 2mM EDTA (von einer 0,5M Stock Lésung), 2mM
lodessigsaure (von einer frisch zubereiteten 100mM Stock Losung
in H2Oq4) und 2mM N-ethylmaleimid (von einer frisch zubereiteten
100mM Stock Losung in H,Oy), frisch zubereiten

#14190, Gibco, Invitrogen

#100.04D, Protein G, Invitrogen

#113.49D, Untouched™ Human NK Cells, Invitrogen

# 110.35 Schaf anti Ratte I1gG, Invitrogen

10% EDTA, in H,Oq4, pH 7,4

EGTA (Stock 0,1 M) in HBSS (Endkonzentration: 0,5 mM), 1% Pe-
nicillin/Streptomycin und 1% Hepes

Losung 1: 13,7 ml abs. Methanol/100 ml abs. Ethanol auf Eis rih-
ren,

Lésung 2: 60 g 4-Dimethylaminobenzaldehyd/100 ml Ethanol auf
Eis rihren.

Lésung 1 unter Rihren auf Eis in Losung 2 geben, bis zum voll-
standigen Losen leicht erwarmen. Lagerung bei 4°C

#17734-1, Osteo-bed bone embedding kit, Polyscience

#P049.1, Roth

#01-1030, Peglab

2,5%FCS in DPBS

#P30-3302, Pan Biotech

#10131027, Gibco, Invitrogen

#T7864.2, Roth

#14185-045, GIBCO, Invitrogen

HBSS 10x 1:10 in H20d mit 350mg/I Sodiumbicarbonat
#15630-056, GIBCO, Invitrogen

#6638, Roth

#P302702, Pan Biotech

#12440-16, Gibco, Invitrogen

#11500-1, TebuBio

56,11 g KOH/100 ml H,O4

0,78 g Na,CO3/ 1,5 g NaHCO3; in 500 ml H,O44, pH 9,6, Lagerung
bei 4°C (2 Monate haltbar)

Klinikapotheke Universitat Heidelberg, Pfizer

15,45 g H3BO3 + 56,25 g KClI I6sen in 150 ml H,Oq4, pH ad 8,7
(KOH), ad 250 ml (mit H,Oq4), Lagerung bei 4°C

#190/12606084, B.Braun

39



Material und Methoden

Kollagen:

Kollagenase Pronase Lsg.1:

Kollagenase Pronase Lsg.2:

Light Cycler master Kkit:
LSM-L&sung:
Luziferin:

Lysing Matrix D:
M-CSF:

Micro BCA™ Protein assay:

MgCl, (PCR):

Mowiol (Elvanol):

Mycoplasmen kit:
Na-Thiosulfat-Lésung:
NBF (10%):

NEAA:

Nycodenz Lésung:

NycoPrep™ Universal:

Paraformaldehyd-Lsg. (4%):

ONE Glo™:
PBS:
PBS (10x):

PBS-T:

Penicillin/Streptomycin:

Phosphormolybdan-Lsg.:

pl-pC:
Poly-L-Lysin:

#C777-5mg, Sigma-Aldrich

0,015% Kollagenase B, 0,2% Pronase, 0,001% DNase I, in HBSS
mit 1% Penicillin/Streptomycin, 1% Hepes und 1% CaCl, (von
Stock 0,1 M), frisch zubereiten, vor Gebrauch sterilfiltrieren
0,005% Kollagenase B, 0,05% Pronase, 0,001% DNase | in HBSS
mit 1% Pen/Strep, 1% Hepes und 1% CacCl, (von Stock 0,1 M),
frisch zubereiten, vor Gebrauch sterilfiltrieren

#04735536001, light cycler taq man master kit, Roche

# J11-504, LSM 1077 ATMP-Ready, PAA

# bc219, Synchem

#D6913-100, MP Biomedicals

#300-25-B, TebuBio

#23235, Thermo Scientific

#01-1030, Peqglab

5 g Mowiol 4-88 Reagent in 20 ml PBS (pH 8); U. N. rotieren las-
sen bei RT, 10 ml Glycerin zugeben, 30 min bei 50°C im Wasser-
bad schitteln, daraufhin 30 min. bei 5000 g zentrifugieren, Lage-
rung bei -20°C

#11-1100 , VenorGeM®, Minerva Biolabs

56,92 g NaS,0; in 50 ml H,O4 I6sen

36,5% Formaldehyd 1:10 in PBS verdinnt, stets frisch ansetzen
#11140-035, GIBCO, Invitrogen

25 ml NycoPrep™ Universal und 25 ml

Tricine-Puffer, frisch zubereiten

Axis-Shield, Progen, #1106865

22,5 ml Hy,O4 mit 5 pl 10 M NaOH auf 60°C erhitzen, dann 1 g Pa-
raformaldehyd und 2,5 ml 10x PBS zugeben, abkiihlen, pH ad 7,4
(HCI), stets frisch ansetzen

ONE Glo™ Luciferase Assay System, Promega, #E6120

100 ml PBS (10x), in 1 L H,Oq4, Lagerung bei RT

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

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

100 ml PBS (10x) / 0,5 ml Tween 20 (Endkonzentration 0,05%)

in 1 L H,Oq4, Lagerung bei RT

#15140-122, GIBCO, Invitrogen

8 g Molybdatophosphorsaure mit 4 g Orange G, ad 200 ml

in H,Og4, Lagerung bei RT

# P9582, Sigma-Aldrich

#34-38-100-01, Cultrex, AMS Biotechnology
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Ponceau-Lésung: #33427.01, Serva

Probenpuffer (DNA, 4x): 50% Glycerin in 4x TBE, etwas Bromphenolblau zugeben
Proteinase-K: #3115852001, Roche

Proteinase-K-Losung: 20mg/ml Proteinase-K in H,Oq4

Puffer (rot, PCR): #01-1030, Peqglab

Puromycin: #540411, Merck

Qiashredder: #79654, Qiagen

Red Safe: #21141, Hiss Diagnostics

RNeasy Mini Kit: #74104, Qiagen

Roti Histol: #6640, Roth

RPMI: #E15840, PAA, GE Healthcare

Saurefuchsin-Lésung: 0,2 g Ponceau Xylidine mit 0,1 g Saurefuchsin und 0,6 ml Essig-

saure, ad 300 ml in H,Oq4, Lagerung bei RT
SDS Lésungspuffer: 1% SDS,20mM TrisCl (pH 8,8), 2mM PMSF, 2mM EDTA, 2mM
lodessigsaure (frisch in H,O4 zubereitet), 2mM N-ethylmaleimid

(frisch in H,O4 zubereitet)

Sirius-Rot F3B: #43665, Direct Red 80, Fluka, Sigma-Aldrich

Stoppldsung (ELISA): 0,5 M H,SO,

Taqg-Reaktionspuffer rot: #01-1030, Peqglab

TBE: 100 ml TBE (10x), in 1 L H,O4, Lagerung bei RT

TBE (10x): 108 g Tris / 55,6 g Borsaure / 4,65 g EDTA
in 1 L H,Oq4, Lagerung bei RT

TBS: 100 ml TBS (10x), in 1 L H,Oq4, Lagerung bei RT

TBS (10x): 12 g Tris / 88 g NaCl in 1L H,Oq4, pH ad 7,5

TBS-T Puffer: 100 ml TBS (10x)/1 ml Tween 20 (Endkonzentration 0,1%) in 1 L
H,Oq4, Lagerung bei RT

Tissue-Tek: #4583, O.C.T. Compound, Sakura

TMB: #613544, Merck

Tragerpuffer (pTH): 0,01mM B-Mercaptoethanol, 0,1mM Essigsaure in 0,9% NaCl

Tricin-Puffer: 1,8 g Tricin in 40 ml PBS lésen, pH ad 7,4 (NaOH), ad 50 ml mit
PBS

Trypsin-EDTA: #25300, Gibco, Invitrogen

Verdauldsung: DMEM + 10%FCS und 1mg/ml Kollagenase |

Verdunnungspuffer (ELISA): 1,5% BSA in PBS-T

VCAM: #643-VM-200, R&D Systems

Wachstumszusatz: #E0760-15mg, fiir Endothelzellen, Sigma-Aldrich

Xylazin: Klinikapotheke Universitat Heidelberg

Zell-Dissoziations-Puffer: #13151-014, GIBCO, Invitrogen

Zoledronsaure: #484481, Zometa, Novartis
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1.1.6. Antikorper, Enzyme und synthetische Oligonukleotide

11.1.6.1.

Antikorper

1.1.6.1.1. Primarantikorper

Anti-Desmin:

Anti-CD3¢:

Anti-CD11b:

Anti-CD19:

Anti-CD31:

Anti-CD45:

Anti-CDA45:

Anti-Col [:

Anti-F4/80:

Anti -FN:

Anti-GFAP:

Anti-PLVAP:

Anti-Ly-6G:

Anti-a-SMA:

Anti-Desmin-IgG aus Maus, Klon DE-R-11, (Dianova, #DLN-14830) Immunfluo-
reszenz: Verdinnung 1:100 in 5% BSA in PBS, FACS: Verdiinnung 1:20 in FACS
Puffer

Anti-CD3 ¢-lgG aus armenischem Hamster, Klon 145-2C11,
#100324), Alexa Fluor® 647 konjugiert, Verdinnung 1:200 in FACS Puffer
Anti-CD11b-IgG aus ratte, Klon M1-70, (BioLegend, #101222), Alexa Fluor® 700
konjugiert, Verdinnung 1:1600 in FACS Puffer

Anti-CD19-IgG aus Ratte, Klon 6D5, (BioLegend #115527), Alexa Fluor® 700 kon-
jugiert, Verdinnung 1:800 in FACS Puffer
Anti-CD31-1gG Ratte, Klon MEC 7.6,
Endothelzellisolation

Anti-CD45-IgG aus Ratte, Klon 30-F11, (BD Pharmingen, #550539), 1:50 Verdiin-
nung in 5% BSA in PBS

Anti-CD45-IgG aus Ratte, Klon 30-F11, (BioLegend, #103125), Pacific Blue™
konjugiert1:100 Verdiinnung in FACS Puffer

Anti-Kollagen Typ I-IgG aus Kaninchen, polyclonal (Millipore, Abcam, #AB765P),
Verdiinnung 1:100 in 5% BSA in PBS Anti-eCadherin:

Anti-F4/80-1gG aus Ratte, Klon BM8, (Biolegend, #123109),PE konjugiert, 1:200 in
FACS Puffer

anti Fibronektin aus Schaf, (Biozol, #L.S-C123551-1000), Verdiinnung 1:200 in 5%
BSA in PBS

Anti-GFAP-IgG aus Kaninchen, polyclonal, (Acris, #DP014-05), Verdinnung:
1:200 in 5% BSA in PBS

Anti-PLVAP-IgG aus Ratte, Klon MECA-32, (AbDserotec, #MCA2539A647T), Ale-
xa Fluor® 647 konjugiert, 1:25 in FACS Puffer

Anti-Ly-6G-IgG aus Ratte, Klon 1A8, (BioLegend, #123109), Alexa Fluor 647°
konjugiert, Verdiinnung: 1:200 in FACS Puffer

Anti-a-SMA-IgG aus Maus, Klon 1A4, (Sigma-Aldrich, #C6198), Cy3-konjugiert,
Verdinnung 1:200 in 5% BSA in PBS

(BioLegend,

aus (Abcam, #ab7388), fur

1.1.6.1.2. Sekundarantikérper

Anti-Kaninchen Alexa555:

Anti-Kaninchen-1gG aus Ziege (Molecular Probes,
Invtirogen,#A21430), Alexa Fluor® 555-konjugiert, Verdun-
nung 1:500 in 5% BSA in PBS
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anti Kann Alexa488: Anti-Kaninchen-IgG aus Esel (Invitrogen, #A21206), Alexa
Fluor® 488 konjugert, Verdinnung 1:500 in 5% BSA in PBS
Anti Schaf Alexa555: Anti-Schaf-IgG aus Esel, (Molecular probes, Invitrogen, #A-

21436), Alexa Fluor® 555-konjugiert, Verdiinnung 1:500 in
5% BSA in PBS

Anti-Ziege Cy3: Anti-Ziege-lgG aus Maus, (Dianova, #205-165-108), Cy3
konjugiert, Verdinnung 1:500 in 5% BSA in PBS, starke

Kreuzreaktion mit Ratte

1.1.6.2. Enzyme

DNase I: #104159, grade Il, Roche

Kollagenase B: #1088807, Roche

Parathormon: #H-4835.0005, PTH (1-34) human, Bachem
Pronase: #165921, Roche

Proteinase-Inhibitoren: #535142, Cocktail Set |, Calbiochem, Merck
Proteinase K: #03115852001, Roche

Taq DNA-Polymerase: #01-1030, Peqlab

1.1.6.3. Oligonukleotide

Zur Wahrung der besseren Ubersicht wurden die Oligonukleotide jeweils der Methode ange-

hangt, bei der sie verwendet wurden.
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I1.2.  Zellkultur

1.2.1. Kultivierung der Zellen

Alle Zelllinien wurden bei einer Temperatur von 37°C, einem CO, Gehalt von 5% und bei 95%
Luftfeuchtigkeit in einem Brutschrank (Innova CO-170, New Brunswick Scientific) gehalten. Die
Kultivierung erfolgte in dem jeweiligen Kulturmedium. Samtliche Arbeiten zur Kultivierung,
Passagierung und Konservierung (siehe 11.3.4.2.3) der Zellen erfolgten unter sterilen Bedingun-
gen (Holten LaminAir Sterilbank). Das Verhaltnis von Wachstumsflache [cm2] zu Medienvolumen
[mI] betrug eins zu drei. Die Zellen wurden dreimal wochentlich (oder bei Erreichen einer ca. 70-
80%igen Konfluenz) passagiert. Hierzu wurden das Medium entfernt, die adharenten Zellen mit
DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline [engl.], GIBCO, Invitrogen, #14190) gewaschen
und nach Absaugen des DPBS ca. eine Minute mit einem Zell-Dissoziations-Puffer (GIBCO,
Invitrogen, #13151-014) inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Zellen durch leichtes Klopfen
an das Kulturgefal® geldst, anschlielend in ihrem Kulturmedium aufgenommen, bei 250xg 3 Mi-
nuten lang zentrifugiert, gezahlt (siehe 11.2.2.), in Zellkulturmedium aufgenommen und in der er-

winschten Anzahl wieder ausgesaht.

1.2.2. Zahlung der Zellen

Die Zellen wurden mit einem CASY® Gerat gezahlt. Bei der CASY Technologie handelt es sich
um ein Mehrkanal System zur Zellzdhlung, das mit einem elektrischen Feld arbeitet. Da eine in-
takte Zellmembran isolierend wirkt, kann bei der Messung die Viabilitdt der Zellen an Hand der
Integritdt der Plasmamembran bestimmt werden. Da der Strom bei einer Zelle mit zerstorter
Zellmembran durch das Zytoplasma flie3en kann und normale Zellen niemals kleiner als lhr Kern
sein kdnnen, ist die GroRRe der Zellen ist das Kriterium, mit welchem zwischen lebenden und toten
Zellen diskriminiert wird. Weiterhin kann auf Grund der exakten Bestimmung der ZellgréRenver-
teilung und des Zellvolumens der Aggregationsgrad der Zellen bestimmt werden. Die Erstellung
spezifischer Programme fir die verschiedenen Zelllinien erfolgte nach Protokoll des Herstellers.
Hierzu wurden Zellen einer definierten Anzahl mit der ,Casy® blue* Losung abgetdtet und an-
schlieffend mit dem Gerat gemessen. Nun werden die so gemessenen Zellen auf Grund |hrer ge-
ringen Grole fir zuklnftige Messungen als tote Zellen definiert. Nach einer weiteren Messung
mit einer lebenden Zellpopulation wird die Verteilung der Zellen durch zwei Grenzen, deren eine
die minimale GroRRe der Zellen und deren andere die maximale Gréle der Zellen festlegt, defi-
niert.

Zur Messung der Zellen wurde eine 150ul Kapillare genutzt und je 50ul Zellsuspension verdiinnt
in 10ml Casy®ton-Lésung eingesetzt. Zur exakten Bestimmung der oben beschriebenen Parame-

ter wurden von dieser Verdlinnung drei Messungen mit je 400ul Volumen durchgefihrt.
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1.2.3. Kryokonservierung der Zellen in gasformigem Stickstoff

Da die Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten in verschiedenen Experimenten genutzt werden
mussten, die jedoch untereinander vergleichbar sein sollten, sollten fir alle Untersuchungen Zel-
len der gleichen Passage genutzt werden. Daher war es notwendig, die Zellen zu konservieren.
Da Zellen bei sehr tiefen Temperaturen Uber lange Zeit gelagert werden kénnen, wurden die Zel-
len kryokonserviert. Hierzu wurden Zellen einer méglichst niedrigen Passage, die sich in der ex-
ponentiellen Wachstumsphase befanden und frei von Kontaminationen waren (siehe 11.1.4) ge-
nutzt. Diese wurden nach Waschen mit DPBS ca. eine Minute mit dem Zell-Dissoziations-Puffer
inkubiert, anschliefend in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium [engl.], 4,59 Glucose/L,
GIBCO, Invitrogen, #41966052) mit 10% FCS (fetal calf serum [engl.], fétales Kalber Serum, Pan
Biotech, #P30-3302) aufgenommen, die Zellzahl bestimmt und 3 Minuten bei 250xg zentrifugiert.
Das Pellet wurde in DMEM mit 16% FCS und 6% DMSO (Sigma-Aldrich, #D2650) aufgenom-
men, je 1,5x10° Zellen (im vorher genannten Medium) in ein Kryordhrchen (#Greiner bio-one,
#123263) Uberfihrt und diese in einer mit Isopropanol (#69595, Zentrallager Theoretikum, Uni-
versitat Heidelberg) geflllten Einfrierkiste (Nunc, Thermo Fisher Scientific, #3043317) bei -80°C
langsam (1°C pro Minute) eingefroren. Nach ca. 24h bei -80°C wurden die Kryordhrchen in einen
Stickstofftank (Chronos Biosafe, Messer) Uberfuhrt und dort in der Gasphase bis zur weiteren
Verwendung (ca. -150°C) gelagert.

Das Auftauen der Zellen erfolgte rasch, durch Schwenken des entsprechenden Kryoréhrchens in
einem 37°C warmen Wasserbad. Die aufgetauten Zellen wurden direkt in vorgewarmtes, ent-
sprechendes Medium gegeben und wie beschrieben inkubiert. Um Reste des DMSO zu entfer-

nen, wurde das Nahrmedium an dem Tag nach dem Auftauen gewechselt.

I.2.4. Uberpriifung auf Kontaminationen — Mycoplasmentest

Bakterielle Kontaminationen werden im Allgemeinen bei starker Vergrofierung im Mikroskop oder
durch Verfarbung des Indikatorfarbstoffs Phenolrot im Kulturmedium ersichtlich, eine Kontamina-
tion durch Mycoplasmen hingegen kann sehr unauffallig verlaufen. Daher wurden die Kulturzellli-
nien vor dem Einfrieren (siehe 11.3.4.2.3.) und in regelmafigen Abstanden Mycoplasmentests un-
terzogen. Hierzu wurden, bei 90—100%iger Konfluenz der Zellen, 100ul der Medienuberstande fir
eine Zeit von 5 Minuten bei 99°C inkubiert und daraufhin 5 Sekunden lang bei 12470xg zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde mit einem PCR Kit (VenorGeM®, Minerva Biolabs, #11-1100) zur
Feststellung von Kontaminationen durch Mycoplasmen auf deren Anwesenheit getestet. Die Be-

dingungen hierbei waren wie folgt:

.2.4.1. PCR Programm

Erster Schritt: Einmalig 3 Minuten bei 95°C.
Zweiter Schritt: 30 Sekunden bei 95°C,
Dritter Schritt: 30 Sekunden bei 55°C
Vierter Schritt: 30 Sekunden bei 72°C.

45



Material und Methoden

Die Schritte zwei bis vier wurden 39-mal wiederholt, danach ging es weiter mit Schritt flnf.
Flnfter Schritt: Kihlen auf 4°C.

1.2.4.2. PCR Ansatz

Bedingungen flr je einen Ansatz:

15,3l HxO4q 2,5ul  Primer/Nukleotid-Mix
2,5ul  10x Reaktionspuffer 2,5ul Interne Kontroll DNA
0,2ul  Taq (5U/ul) 2ul Probe

Die Gesamtmenge pro Ansatz betrug 25pl.

Nach der PCR wurde jeder Ansatz mit 5ul DNA-Probenpuffer versetzt und durch eine Elektropho-
rese auf einem 1,5%igen Agarosegel (siehe Abschnitt 11.4.3.1.5.) analysiert. Der Erfolg der PCR
wird durch eine interne Kontrolle tberprift, die eine Bande einer Gré3e von 191bp zeigt, anhand
der positiv (Bande bei 265-268bp) und der negativ Kontrolle kann nun gezeigt werden, ob

Mycoplasmen im Medium vorlagen.
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I.3. Methoden im Leberprojekt

1.3.1. Die Mausmodelle im Leberprojekt

Fir die Induktion der Fibrose und die darauf folgenden Peptidexperimente wurden ,Wildtyp“ Tiere
der Linie C57BL/6 verwendet, die Uber die interfakultare Biomedizinische Forschungseinrichtung
(IBF) der Universitat Heidelberg bei Charles River, Sulzfeld, bezogen wurden. Die Tiere hatten zu

Versuchsbeginn ein Alter zwischen 7,5 und 8,5 Wochen.

11.3.2. Die Induktion einer Leberfibrose

Die Leberfibrose ist eine komplexe Erkrankung, die in vitro nicht nachgeahmt werden kann. Da-
her bedient man sich eines in vivo Modells, in dem man die Fibrose durch die Gabe von Chemi-
kalien auslést. Zur Induktion einer Fibrose durch die Gabe von Chemikalien, ist Tetrachlorkoh-
lenstoff (CCl,), eine der am langsten und am haufigsten genutzten Methoden [317, 318], geeig-
net, aber auch Dimethylnitrosamin wird haufig zur Fibroseinduktion bei Nagern genutzt [319,
320].

1.3.2.1. Die Induktion einer Leberfibrose mit Dimethylnitrosamin (DMN)

Dimethylnitrosamin ist eine stark hepatotoxische Substanz und fiihrt bei hoher Dosierung zu der
Bildung von Fibrosen, bei niedrigerer Dosierung kénnen jedoch Lebertumore entstehen [318,
321]. Es wird intraperitoneal verabreicht und wird in den Mikrosomen des Organismus zu Acetal-
dehyd metabolisiert, welches anschliefend an Protein binden kann, was zu einem Funktionsver-
lust von Proteinen und Enzymen flihren kann [322] und die DNA beeintrachtigt [323]. Hierdurch
werden die Hepatozyten beeintrachtigt und Nekrosen im zentralen und periportalen Bereich der
Leberlappchen sind die Folge. Durch das Absterben der Endothelzellen mit der daraus resultie-
renden Bildung von Licken im Bereich der Sinusoide werden die Hepatozyten morphologisch
verandert und es kommt letztendlich zu deren Apoptose. Im Verlauf von vier Wochen wird das
nekrotische durch fibrotisches Gewebe ersetzt [324]. Es konnte gezeigt werden, dass Acetalde-
hyd zusatzlich die Kollagenexpression der hepatischen Stellatezellen erhdht [325] und dieser
Vorgang wahrscheinlich auf die Adduktbildung der Zellen mit dem Acetaldehyd zurlickzufihren
ist [323, 326]. Fur die Etablierung einer Fibrose mit DMN genugt eine Behandlung Uber einen
Zeitraum von vier Wochen [318] und die hierdurch ausgeldste Fibrose ist Uber einen Zeitraum
von mehreren Monaten stabil [327]. Daruber hinaus ist der Verlauf der Fibrose bei dieser Metho-
de dem Verlauf einer humanen Leberfibrose dhnlich [319, 328] und zeichnet sich durch eine hohe

Reproduktionsrate und eine geringe Sterblichkeit der Tiere aus [328].

Die Chemikalie Dimethylsamin (DMN, Sigma-Aldrich, #N3632-1G) wurde in NaCl verdunnt
(2mg/ml) und den Tieren mit einer sterilen Einmalspritze (#300013, Plastipak, BD Biosciences)

und einer 27G Kanile (#302200, Microlance, 27G, BD Biosciences) durch intraperitoneale (i.p.)
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Injektionen in einer Konzentration von 10ug/g Korpergewicht der Maus verabreicht [329]. Da es
sich bei den Tieren um junge Mause handelte, die noch im Wachstum waren und da ein Krank-
heitszustand der Tiere auch Auswirkungen auf deren Gewicht hat, wurden die Mause wdéchentlich
gewogen (Laborwaage, PRS 4200-2, Kern), und die zu injizierende Menge entsprechend ange-
passt. Die DMN Injektionen erfolgten 3x wochentlich (Montag, Mittwoch, Freitag) Uber einen Zeit-
raum von 30 Tagen. Die Tiere, die als Kontrollen dienten, erhielten anstelle der Chemikalie DMN
die entsprechende Menge an steriler Kochsalzlésung (NaCl, B.Braun, #190/12606084) intraperi-

toneal injiziert.

1.3.2.2. Die Induktion einer Leberfibrose mit Tetrachlorkohlenstoff (CCl,)

Bei der intraperitonealen Injektion oder Sondenfiitterung [317] mit CCl, entstehen durch die Akti-
vierung von Chlorkohlenstoff durch Oxidasen freie Trichlormethylradikale (CCl3), die mit
Sulfhydrylgruppen von Proteinen reagieren oder die Peroxidation von Lipiden bewirken [318].
Letztendlich fihren ein veranderter Fettgehalt der Hepatozyten und die Bildung von Nekrosen zur
Apoptose der Leberzellen und damit nach vier- bis sechswoéchiger Behandlung zur Bildung einer
Fibrose. Erst ab einer achtwdchigen Behandlung kommt es zur Ausbildung einer Leberzirrhose
[317].

Der Tetrachlorkohlenstoff (CCl,, Sigma-Aldrich, #289116) wurde den Tieren ebenso wie DMN in-
traperitoneal verabreicht, jedoch wurde dieser zuvor in Ol aufgenommen (in einer 1:5 Verdiin-
nung) und mit einer 30G Kanile (#304000, Microlance, 30G, BD Biosciences) appliziert. Von die-
sem Gemisch wurden den Mausen 3x wdchentlich (Montag, Mittwoch, Freitag), jedoch uber ei-
nen Zeitraum von sechs Wochen 5ul pro Gramm Koérpergewicht injiziert. Um die Gewichtsent-
wicklung der Tiere in die Dosierung der Chemikalie mit einzuberechnen, wurden die Tiere wo-
chentlich gewogen. Die Tiere, die als Kontrollen dienten, erhielten anstelle der Chemikalie CCl,

die entsprechende Menge an steriler Kochsalzldsung (NaCl) intraperitoneal injiziert.

11.3.3. Die Peptide

Es konnte gezeigt werden, dass das Peptid pUR4“B* (pUR4b), die Assemblierung einer Fibronek-
tinmatrix erfolgreich verhindern kann [316]. Das Peptid pUR4b und das zugehorige Kontrollpeptid
IlI-11c, das keine Effekte aufweisen sollte, wurden uns freundlicherweise von Prof. Dr. Jane

Sottile zur Verfugung gestellt.

11.3.3.1. Struktur der Peptide

Das Peptid pUR4b enthalt die funktionelle upstream (functional upstream domain, FUD [engl.])

Domane des F1 Adhasin von Streptococcus pyogenes, und hat folgende Aminosauresequenz:

MRGSHHHHHHGSACELGTKDQSPLAGESGETEYITEVYGNQQNPVDIDKKLPNETGFSGNMVE
TEDTKA.
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In fett“ gedruckt sind hierbei die C-und N- terminalen Sequenzen, die durch den Vektor beigetra-
gen wurden. Das Peptid besteht aus 69 Aminosauren (Abklirzungen siehe Tab.ll.1), hat ein Mo-

lekulargewicht von 7130,6g/mol und einen Extinktionskoeffizienten von 0,52.

Der Kontrollvektor Il1-11c ist ein C terminaler Teil des 1l1I-11 Moduls des Fibronektin und setzt sich

aus folgender Aminosauresequenz zusammen:

LPSSSPVTGYRVTTTPKNGPGPTKTKTAGPDQTEMTIEGLQPTVEYVVSVYAQNPSGESQPLVQ
TAVTGSRSHHH.

Auch hier sind die vom Vektor beigetragenen Aminosauren in ,fett* gedruckt. Das Peptid enthalt
75 Aminosauren (Abklrzungen siehe Tab.ll.1), hat ein Molekulargewicht von 7890g/mol und ei-

nen Extinktionskoeffizienten von 0,51.

Beide Peptide wurden vor Gebrauch mit einem mit DPBS angefeuchteten Sterilfilter (Millex GV,
0,22 pym, PVDF-Membran, Millipore, #SLGV033RS) sterilfiltriert, und quantifiziert. Hierzu wurden
die Peptide in PBS verdinnt, an einem Photometer bei einer Wellenldnge von A280nm und
A320nm gemessen. Anschlieldend der A320 Wert von dem A280 Wert abgezogen (A320 spiegelt
die Lichtstreuung von Proteinaggregaten wieder) und die Peptidkonzentration anhand der
Extinktionswerte ermittelt. Die Peptide wurden mit PBS auf die gewlinschte Stockkonzentration

von ca. 6mg/ml gebracht und bis zu ihrem Gebrauch bei -80°C gelagert.

Tab.ll.1. Abkiirzungsverzeichnis der Aminosauren. Angegeben ist der Ein- und Dreibuchstabencode fir Ami-
nosauren und dessen Entschliusselung.

A Ala | Alanin M | Met | Methionin
C Cys | Cystein N | Asn |Asparagin

D | Asp |Asparaginsdure P Pro |Prolin

E Glu | Glutaminsaure Q | GIn |Glutamin

F | Phe |Phenylalanin R | Arg |Arginin

G Gly |Glycin S Ser |Serin

H His | Histidin T Thr | Threonin

| lle |lIsoleucin V | Val |Valin

K Lys |Lysin W | Trp |Tryptophan
L Leu |Leucin Y Tyr | Tyrosin
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11.3.3.2. Die Applikation der Peptide

1.3.3.2.1. Die Applikation der Peptide in vivo
Die Applikation der Peptide in vivo (pUR4b bzw. 1l111c, siehe 11.3.3.) fand bei einer Gruppe nach

den ersten 21 Tagen der Fibroseinduktion wahrend der letzten 10 Tage (bis Tag 30) statt. Bei ei-
ner zweiten Gruppe wurden die Tiere erst nach Beendigung der Fibroseinduktion ab Tag 31 Uber
einen Zeitraum von 14 Tagen (bis Tag 44) mit den Peptiden behandelt. In beiden Fallen wurden
den Tieren der pUR4b bzw. der llI11c Gruppen wahrend dieser Behandlungszeit je 0,5mg des
pUR4b-Peptids bzw. des Il111c-Peptids taglich mit Hilfe einer sterilen 1ml Spritze und einer 27G
Kaniile i.p. verabreicht (Losung 2,5ug/ul in Kochsalz, daher Gesamtvolumen pro Maus: 200ul).
Beide Peptide waren endotoxinfrei und wurden vor Applikation sterilfiltriert. Die Tiere die nicht mit
Peptid behandelt wurden, wurden mit einer dem Volumen der Peptidldsungen entsprechenden

Menge steriler Kochsalzldsung (NaCl) behandelt.

1.3.3.2.2. Die Applikation der Peptide in vitro

Fir die Zellkulturversuche mit Peptiden wurden die frisch isolierten hepatischen Stellatezellen in
Kulturmedium (siehe 11.3.8.1. und 11.3.8.1.1.1.) ausgebracht und bei den entsprechend zu behan-
delnden Zellen entweder pUR4b oder Ill111c in einer Konzentration von 1nM zugesetzt. Die Zellen
wurden daraufhin Gber einen Zeitraum von 3 Tagen in diesem Medium kultiviert und wie in 11.3.8.

beschrieben weiterverarbeitet.

11.3.4. Toten der Mause und Probenentnahme

Um eine terminale Blutentnahme zu ermdglichen wurden die Tiere nach einer Betaubung getotet.
Das Narkosemittel bestand aus einer Mischung von 10% Ketamin und 2% Xylazin, die in sterilem
DPBS verdiinnt wurden. Hiervon wurde den Mausen mit einer sterilen Einmalspritze und einer
27G Kandle ein Volumen von 10ul pro Gramm Koérpergewicht intraperitoneal injiziert. Dies ent-

spricht einer Menge von 100mg/kg Ketamin und 3mg/kg Xylazin.

Bei dem gesamten Vorgehen wurde groRen Wert auf eine zligige Arbeitsweise gelegt, um eine
Autolyse des Gewebes zu verhindern. Sobald die Tiere betaubt waren, wurde mit Hilfe einer 1ml
Spritze und einer 30G Kanile Blut aus dem Herzen entnommen. Hiervon wurden 200yl fir die
Gewinnung von Blutserum in eine Microvette Z-Gel (mit Gerinnungsfaktor, Sarstedt, #20.1291)
gegeben, diese dreimal invertiert und bei Raumtemperatur und einer Geschwindigkeit von
10000xg funf Minuten lang zentrifugiert. Fir die Gewinnung von Blutplasma wurden weitere
200ul in eine Microvette (mit EDTA) gegeben, diese dreimal invertiert und bei Raumtemperatur
und einer Geschwindigkeit von 5000xg funf Minuten lang zentrifugiert. Das Serum und Plasma

wurde bis zum weiteren Gebrauch bei -80°C gelagert.
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Direkt im Anschluss wurde die Leber entnommen, die Leberlappen voneinander getrennt, einzeln
auf whatman Papier (#3030917, 3MM CHr, Whatman International Ltd.) gelegt, fiir ca. 5-10 Se-
kunden in eiskaltes 2-Methylbutan (#A1263, 1000, Applichem) gehalten, dann fiir ca. 2-3 Sekun-
den in flissigen Stickstoff getaucht und anschlielend bei —80°C gelagert.

11.3.5. Nachweismethoden der Fibrose

11.3.5.1. Bestimmung des Kollagengehalts der Leber

Eine fibrotische Leber kennzeichnet sich durch die Anwesenheit von fibrotischem Narbengewebe
(siehe 1.2.4.), das hauptsachlich aus Kollagenen besteht. Dieses Protein enthalt die Aminosaure
Hydroxyprolin, die durch die Hydroxylierung der Aminosaure Prolin entsteht und in dieser Form
nur in Kollagenen vorkommt. Das Kollagenprotein enthalt in etwa 10% Hydroxyprolin [330]. Daher
kénnen anhand der Hydroxyprolinmenge Rickschlisse auf den Kollagengehalt gezogen werden.
Die Quantifikation von Hydroxyprolin ist eine alte [331] und dazu die gebrauchlichste Methode,

um die Fibrose von Geweben bzw. die Ablagerung von Kollagen auszuwerten [330, 332].

Fir die biochemische Bestimmung des Hydroxyprolingehalts wurden Leberstiicke ungefahr glei-
cher GréRe genommen und deren Nassgewicht mit Hilfe einer Waage bestimmt. Im Anschluss
wurden sie mit je 2ml 8N Salzsaure (HCI, Zentrallager Theoretikum, #Z-23-88) in Teflonréhrchen
gegeben und Uber eine Zeit von 16-24h bei 116°C in einem Trockenschrank (Sterilisator,
Memmert) inkubiert. Nach erfolgter Hydrolyse wurden die Proben mit H,O4 auf ein Gesamtvolu-
men von 4ml gebracht und mit Hilfe einer Vortex (Vortex Genie 2, Bender & Hobein) gemischt.
Zur Quantifizierung der Hydroxyprolinmenge wurde eine Standardkurve angesetzt, bei der je 30,
20, 15, 10, 8, 6 und 2ug L-Hydroxyprolin (Serva, #25834) in 4ml H,O4 verdiinnt wurden. Im weite-
ren Verlauf wurden alle Leberlysat- und Standard- Proben gleich behandelt. Zu allen Proben
wurde zunachst ein Tropfen Phenolphtalein (Sigma-Aldrich, #34607) gegeben und der pH Wert
mit 10M bzw. 1M Kaliumhydroxid (KOH, Zentrallager Theoretikum, #212038) auf einen pH-Wert
von ca. 8,7 (zu erkennen am Farbumschlag von durchsichtig zu schwach rosa) eingestellt. Da-
raufhin wurden je Probe ca. 2-3g Kaliumchlorid (KCI, Applichem #A3582,1000), 0,5ml B-
Alaninlésung (10% in H,Oy, siehe 11.1.5.) und 1ml Kalium-Borat Puffer (siehe 11.1.5.) zugegeben,
vermengt und wahrend einer anschlieRenden 30 minutigen Inkubationsphase durch wiederholtes
Vortexen vermischt. Dabei waren die Proben immer mit Salz gesattigt, bei Bedarf wurde weiteres
KCI zugegeben. Nach Ende der Inkubationszeit wurde 1ml 0,2M Chloramin-T Lésung (siehe
11.1.5.) zugegeben, wodurch Hydroxyprolin wahrend einer exakt 25 minltigen Inkubationsphase
zu Pyrrol-2-Karboxylsdure oxidierte. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von 3ml 3M
Natriumthiosulfat und anschlieendem Mischen abgestoppt. Zum Waschen der Proben wurden
daraufhin mit Hilfe einer Glaspipette 5ml Toluol (Sigma-Aldrich, #244511) je Probe zugefligt und
diese 4 Minuten lang bei Stufe 5 horizontal geschiittelt (Gerhard, Laboshake). Durch eine

Zentrifugation bei 470xg Uber einen Zeitraum von 4 Minuten wurden die Phasen wieder vonei-
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nander getrennt, die obere Toluolphase abgenommen, verworfen und die Proben 30 Minuten
lang in einem Wasserbad gekocht. Wahrend dieser Zeit wurde Pyrrol-2-Karboxylsaure in Pyrrol
umgewandelt, das nach Abklihlen der Proben und der Zugabe von 5ml Toluol durch 4 minttiges
horizontales Schutteln gefallt wurde. Im Anschluss wurde wieder 4 Minuten lang bei 470xg zentri-
fugiert und daraufhin 2,5ml der Toluolphase mit je 1ml Ehrlich’s Reagenz (siehe 11.1.5.) versetzt
und Uber einen Zeitraum von 30 Minuten inkubiert. Hierauf konnte die Farbentwicklung bei
560nm mit Hilfe einer Quarzkivette und einem Photometer gemessen und anschlieend anhand

der Standardkurve evaluiert werden.

11.3.5.2. Farbungen von Matrix und Matrixkomponenten in Lebergefrierschnit-

ten

1.3.5.2.1. Anfertigung von Lebergefrierschnitten

Die Lebern der Tiere wurden wie unter 1.2.1 beschrieben enthommen bei -80°C aufbewahrt. Zum
Anfertigen der Gefrierschnitte wurden die Lebern in flissigem Stickstoff zu dem auf -25°C gekuhl-
tem Kryomikrotom (Kryostat, CM 3050, Leica) transportiert. Dort wurde je Tier ein Leberlappchen
in tissue-tek (O.C.T. Compound, Sakura, #4583) eingebettet. Nach Ausharten des Mediums wur-
den bei einer Kammertemperatur von -25°C und einer Objekttemperatur von -18°C 5um dicke
Gefrierschnitte angefertigt und auf Objekttrager (Thermo Fisher Scientific, #951PLUS) aufge-
bracht. Die fertigen Schnitte wurden bei Raumtemperatur mindestens 30 Minuten lange getrock-
net und daraufhin direkt gefarbt oder bei -20°C bis zur weiteren Verwendung eingefroren. Einge-
frorene Schnitte wurden vor dem Anfertigen von Farbungen ca. 30 Minuten bei Raumtemperatur

getrocknet, da sich beim Auftauen Kondenswasser bildete.

1.3.5.2.2. Farbung mit Picro-Sirius-Rot
Die extrazellulare Matrix wurde mit Sirius-Rot F3B (Direct Red 80, Fluka, Sigma-Aldrich, #43665)

nach der von Puchtler et al. publizierten Methode gefarbt [333]. Hierbei werden 5um dicke Leber-
gefrierschnitte Uber einen Zeitraum von 10 Minuten in -20°C kaltem Azeton fixiert. Im Anschluss
wurden auf jeden Schnitt ca. 200l einer 1%igen in Pikrinsdure (Fluka, Sigma-Aldrich, #20456))
verdinnten Sirius-Rot Lésung gegeben. Nach 90 Minuten Inkubation in einer feuchten Farbe-
kammer bei Raumtemperatur wurden die Schnitte durch zweimaliges Tauchen in 0,5%ige Essig-
saure gewaschen. Daraufhin wurden die Schnitte entwassert, indem sie in einer aufsteigenden
Alkoholreihe in 70, 80, 98 und 100%igen Alkohol getaucht wurden. Nach einer folgenden 2 min(-
tigen Inkubation der Proben in Xylol Ersatz Lésung (Roti-Histol, Roth, #6640) wurde auf jeden
Schnitt ein Tropfen Histokitt (Roth, #6638) gegeben, ein Deckglas (Marienfeld, #6101242) aufge-
legt und Uberschissiges Roti-Histol nach einer 24 stlindigen Trocknungsphase vorsichtig mit Al-

kohol entfernt.
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1.3.5.2.3. Farbung mit Fluoreszenzfarbstoffen

Fir eine Immunfluoreszenzfarbung wurden die Lebergefrierschnitte 5 Minuten lang mit einer 4%
Paraformaldehydldsung bei Raumtemperatur fixiert. Im Anschluss wurden die Schnitte zum Wa-
schen und Blockieren dreimal Uber einen Zeitraum von 5 Minuten in PBS (siehe 11.1.5.) mit 5%
BSA (Albumin Fraktion V, Roth, #8076.2) inkubiert. Hierauf wurden ca. 200ul des Primarantikor-
pers (verdinnt in PBS mit 5% BSA) auf die Proben gegeben und daraufhin eine Stunde lange bei
Raumtemperatur in einer feuchten Farbekammer inkubiert. Nach dreimaligem fiinfminttigem Wa-
schen in PBS mit 5% BSA wurden je ca. 200ul eines entsprechend (in PBS mit 5% BSA) ver-
dinnten fluoreszenzmarkierten Sekundarantikorpers auf die Schnitte gegeben und eine Stunde
lange in einer feuchten Kammer inkubiert. Bei Bedarf wurden dem Sekundarantikorper 0,06ug
(0,3ug/ml) des fluoreszierenden Kernfarbstoffs DAPI (Roth, #6335.1) zugegeben. Es folgte ein
erneutes dreimaliges Waschen in PBS mit 5% BSA. Hierauf wurden ein Tropfen Mowiol und ein
Deckglas auf die Proben gegeben. Bei einer Farbung mit zwei verschiedenen Primarantikdrpern
wurde zunachst wie oben beschrieben mit je einem Primarantikdrper mit dem zugehérigen Se-
kundarantikérper und erst im Anschluss mit dem zweiten Primar- und Sekundarantikdrper ge-
farbt.

Direkt konjugierten Primarantikdrpern wurde bei der Farbung DAPI wie oben beschrieben zuge-
setzt. Die Lebergefrierschnitte wurden gegen Fibronektin (Biozol, #LS-C123551-1000), Kollagen
(Abcam, #AB765P), a-sma (Sigma-Aldrich, #C6198) und CD45 (BD Pharmingen, #550539) ge-
farbt.

1.3.6. Evaluierung des Gesundheitszustandes der Tiere

1.3.6.1. Gewicht

Das Gewicht der Mause wurde wodchentlich gemessen (siehe 11.3.2). Hierzu wurden die Tiere

morgens je einzeln in einen leeren Wagekafig Gberflihrt und gewogen.

11.3.6.2. Albuminwert

Die Albuminkonzentration im Serum der Mause wurde mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen
ELISA Kits (Mouse Albumin ELISA, AssayMax, AssayPro, #£EMA2201-1) bestimmt. Hierzu wurde
das eingefrorene Serum der Tiere (siehe 11.3.1) aufgetaut und 1:8000 verdiinnt in MIX Diluent

aufgetragen. Der Versuch wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.

1.3.7. Analyse und Quantifizierung von Proteinen

1.3.7.1. Herstellung von Gewebelysaten

Um Leberlysate flr verschiedene Untersuchungen zu gewinnen, wurden etwa gleich grolRe Le-
berstiicke (Gewicht ca. 80-100mg) mit ca. 500ul DPBS oder 500yl DMEM mit 10% fotalem

53



Material und Methoden

Kalbsserum (FCS, Pan Biotech, #P30-3302) und 500ug/ml Antibiotikum (Geneticin, Gibco,
Invitrogen, #10131027) in ein Rohrchen mit kleinen Kigelchen (Lysing Matrix D, Qbiogene,
#6913-050) gegeben und mit Hilfe eines Ribolyser Gerats (Hybaid, Ribolyser) stark geschuttelt.
Das Schutteln wurde auf Stufe 4 stolRweise in drei 15 Sekunden Intervallen durchgefihrt um ein
Erwarmen der Proben zu vermeiden. Die Proben wurden anschlieend in einer auf 4°C gekuhl-
ten Zentrifuge kurz abzentrifugiert und daraufhin verwendet oder bis zu weiterem Gebrauch bei -
20°C gelagert.

1.3.7.2. Quantifizierung von Proteinkonzentrationen

Der Proteingehalt von Proteinextrakten und Lysaten wurde mit einem Micro BCA™ Protein Assay
Kit (Pierce, Thermo Fischer Scientific, #23235) bestimmt. Hierzu wurden die Proben 1:200 oder
1:1000 in H,O44 verdlinnt, der Test nach Angaben des Herstellers in einer 96-Loch Platte durch-
geflhrt und an einem Plattenlesegerat (Typ 16039400, Sunrise Basic, Tecan) gemessen und mit

der dazugehdrigen Software (Magellan V6.4) evaluiert.

1.3.8. Zellexperimentelle Methoden im Leberprojekt

11.3.8.1. Isolierung primarer hepatischen Stellatezellen aus Mauselebern

Hepatische Stellatezellen werden durch eine Perfusion der Leber gewonnen. Zunachst wurden
die Tiere mit einem Ketamin/Xylazin Gemisch (siehe 11.2.1) narkotisiert und das Erreichen der chi-
rurgischen Toleranz durch Zwicken mit einer chirurgischen Pinzette zwischen die Zehen Uber-
pruft. Hierauf wurde der Maus der Bauchraum gedffnet, und eine EGTA Lésung (siehe 11.1.5.)
Uber ein Pumpsystem, das durch eine 25G Kanlle an die Vena cava angeschlossen ist, durch
die Leber gepumpt. Gleichzeitig mit dem Beginn dieses Vorgangs wurde die Vena abdominalis
durchtrennt um eine Stauung der Lésung zu verhindern und dieser einen Austritt aus der Leber
zu ermdoglichen. Der Spulvorgang wurde unterbrochen, nachdem das gesamte Blut aus dem Or-
gan entfernt wurde und dieses eine hellbraune, gelbliche Farbung angenommen hatte. Hierauf
wurden ca. 100ml eine Kollagenase-Pronase Lésung 1 (siehe 11.1.5.) durch die Leber gepumpt,
um Hepatozyten und Komponenten des Bindegewebes zu verdauen [334]. Im Anschluss wurde
das Organ entnommen, in einer Kollagenase-Pronase Ldsung 2 (siehe 11.1.5.) zerkleinert und
durch ein Zellsieb (Cell Strainer 100um, BD Biosciences, 352360) gepresst um grobe Gewebs-

reste zu entfernen.

Um die lipidreichen hepatischen Stellatezellen von den anderen Zellen der Leber zu trennen,
wurde eine Dichtegradientenzentrifugation durchgefihrt. Hierzu wurden die Zellen der zerkleiner-
ten Leber in einem 50ml Reaktionsgefald aufgenommen, 10 Minuten lang bei 400xg und Raum-
temperatur zentrifugiert und der Uberstand abgenommen, um die Kollagenase-Pronase Lésung 2
zu entfernen. Daraufhin wurden die pelletierten Zellen in 12ml HBSS (Hank’s Balanced Salt Solu-

tion [engl.], GIBCO, Invitrogen, #14175) aufgenommen, diese mit 12ml Nycodenz Ldsung (siehe
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11.1.5.) vermischt, vorsichtig mit 2ml HBSS Uberschichtet und Uber einen Zeitraum von 22 Minuten
bei 5°C und 1400xg zentrifugiert, woraufhin die Zentrifuge ungebremst bis zum Stillstand des Ro-
tors weiterlief. Beim Entnehmen des Reaktionsgefalles wurde darauf geachtet, dass die weille
Bande, die sich unterhalb der mit HBSS Uberschichteten Region befand sich nicht mit dem Rest
der Losung mischte, da sich in dieser Bande die hepatischen Stellatezellen befanden. Diese wur-
den mit einer Pipette vorsichtig abgenommen und in Kulturmedium (siehe 11.3.8.1.1.1.) Gberflhrt.
Nachdem die Zellen erneut 10 Minuten lang bei 400xg abzentrifugiert wurden, wurden sie
wunschgemal in Kulturmedium wiederaufgenommen und in KulturgefaRe tberfuhrt und wie in
Abschnitt 11.3.8.1.1.1. beschrieben kultiviert.

1.3.8.1.1. Kultivierung der Zellen

1.3.8.1.1.1. Kultivierung der primdren hepatischen Stellatezellen

Die hepatischen Stellatezellen wurden direkt nach lhrer Isolierung aus der Leber (siehe 11.3.8.1.)
in DMEM (4,5g Glucose/L) mit 10% FCS (fetal calf serum [engl.], fétales Kalber Serum) und 1%
Penicillin/Streptamycin (Pen/Strep, GIBCO, Invitrogen, #15140-122) gehalten. Da die Ausbeute
der Zellisolierungen oft nur gering war und die hepatischen Stellatezellen verhaltnismanig kleine
Zellen sind, wurden sie meist in 8 Kammer Zellkulturobjekttragern (Lab-Tek Chamber Slides,
Nunc, #177445), bei grolen Ausbeuten auch in 24-Loch Kulturplatte (NUNC, #150787) kultiviert.

11.3.8.1.1.2. Kultivierung der Lungenepithelzellen des Mink (MLEC)

Die Lungenepithelzellen von Nerzen (MLEC, mink lung epithelial cells, zur Verfigung gestellt
vom MPI fir Biochemie, Martinsried) wurden unter Selektionsdruck gehalten und hatten daher
dem Kulturmedium 500ug/ml Geneticin beigefiigt. Da die Zellen flr einen Lumineszenzversuch
genutzt werden sollten wurden sie, um stérende Einflisse von Phenolrot zu vermeiden, in phe-
nolrotfreiem Medium (DMEM, GIBCO, #21063-029) mit 10% FCS gehalten. Die Zellen wurden
nach dem Auftauen drei Tage in Kultur gehalten, anschlieRend passagiert, Uber Nacht kultiviert

und am folgenden Tag fur den Lumineszenzversuch eingesetzt.

11.3.8.2. Herstellung von Matrixlysaten aus hepatischen Stellatezellen

Die Fibronektinassemblierung in die extrazellulare Matrix ist ein schrittweiser Prozess, bei dem
Fibronektin zunachst dinne zellassoziierte Fibrillen ausbildet, die durch eine fortlaufende Akku-
mulierung von Fibronektin in ein dichtes Netzwerk aus Detergens unléslichen Fibrillen umgebaut
werden. Die biochemische Untersuchung der Fibronektin Matrix basiert auf der unterschiedlichen
Loslichkeit in  dem Detergens Deoxycholat. Die Methode zur Analyse der

Fibronektinmatrixassemblierung wurde nach einem publizierten Protokoll leicht abgeandert [335].

Von den in 8 Kammer Zellkulturobjekttrdgern kultivierten Stellatezellen die zu ca. 80% konfluent
waren (nach 2-3 Tagen Kultur) wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen anschlieRend mit
0,5ml DPBS/ Kammer gewaschen um Reste des Kulturmediums zu entfernen. Daraufhin wurde
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in jede Kammer 0,5ml DOC Lysepuffer (siehe 11.1.5.) gegeben, ca. 3 Minuten lang inkubiert und
das Zelllysat daraufhin mit einer 1ml Einmalspritze finfmal durch eine 27G Kanlle gepresst um
die genomische DNA zu zerkleinern und dadurch die Viskositat zu reduzieren. Die Lysate wurden
daraufhin in 2ml groRe ReaktionsgefalRe Uberfuhrt und 15 Minuten lang bei 5°C in einer Tisch-
zentrifuge bei 12470xg zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgenommen, in ein neues Reakti-
onsgefal} Uberfiihrt (doc sol) und bis zur weiteren Verwendung auf Eis gehalten. Das unldsliche
Pellet (doc insol) wurde mit 200ul SDS Losungspuffer (siehe 11.1.5.) und Proteaseinhibitor (1:100)
versetzt und kraftig gevortext. Von beiden Fraktionen wurden im Anschluss sowohl eine Protein-
bestimmung (siehe 11.3.7.2.) als auch ein ELISA zur Bestimmung der Fibronektinmenge (siehe
11.3.8.3.) durchgefihrt.

11.3.8.3. ELISA zum Nachweis von Fibronektin in Zelllysaten

Der Sandwich ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay, [engl.]) ist ein antikbrperbasiertes
Nachweisverfahren zur Quantifizierung l8slicher Proteine. Hierbei wird das zu untersuchende
Protein zunachst mit einem primaren Antikdrper an eine feste Phase gebunden und anschlieRend
ein Sekundarantikdrper an ein proteinspezifisches Epitop gebunden. Da der Sekundarantikdrper
mit dem Enzym Peroxidase konjugiert ist, das in einer Substratldsung eine Farbreaktion auslést,

kann das Protein mit Hilfe einer Standardreihe quantifiziert werden.

Der Gesamtfibronektingehalt wurde mit einem ELISA bestimmt, der nach der in Kanters et al.
veroffentlichten Methode modifiziert ist [336]. Zunachst wurde auf eine 96-Loch Mikrotiterplatte je
Vertiefung 50yl einer in Karbonat-Puffer (siehe 11.1.5.) verdiinnten Primarantikérperlésung (anti-
human Fibronektin, 0,12ug/ml) gegen Fibronektin aufgetragen und tGber Nacht bei 4°C inkubiert.
Am nachsten Morgen wurde die Platte 3 mal mit je 350ul TBS-T Puffer (siehe 11.1.5.) pro Vertie-
fung gewaschen und anschliefend mit 50ul Blockierungspuffer (siehe 11.1.5.) versehen und zwei
Stunden bei Raumtemperatur inkubiert um verbliebene freie Bindungsstellen abzusattigen. Wah-
rend dieser Zeit wurde eine Standardreihe mit Fibronektin Konzentrationen von 4000, 2000,
1000, 500, 250, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 und 0 (Leerwert) ng/ml Mausplasmafibronektin
(Dunn, #IMFBN), verdinnt in Verdinnungspuffer (siehe 11.1.5.) angefertigt. das Fibronektin hierfr
wurde in unserer Arbeitsgruppe aufgereinigt [337]. Nach erneutem dreimaligem Waschen der
Platte mit TBS-T Puffer wurden in jede Vertiefung 50ul der zu analysierenden Probe, bzw. der
Standardreihe oder der Kontrollen (entsprechend verdiinnt in Verdinnungspuffer) gegeben und
die Platte 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde die Platte erneut dreimal
gewaschen, 50ul des sekundaren Antikoérpers (anti-human Fibronektin, HRP konjugiert, 1:500
verdiinnt in Verdinnungspuffer) pro Vertiefung aufgetragen und 45 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Daraufhin wurde die Platte finfmal gewaschen, je Vertiefung 50ul TMB Substratlésung
(Merck, #613544) zugegeben und die Reaktion nach 30 Minuten mit Stopp Lésung (siehe 11.1.5.)
beendet. Die Platte wurde daraufhin direkt in einem Mikrotiterplattenlesegerat gelesen und aus-

gewertet. Als Kontrolle diente Mausplasma, das aliquotiert bei -20°C gelagert wurde.
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11.3.8.4. Luziferase Versuch zum Nachweis des Gesamt TGF- aus

Leberlysaten

Zum Nachweis des TGF-B Gehaltes von Leberlysaten benutzten wir einen Luziferase Reporter
Versuch. Dieser basiert auf Lungenepithelzellen von Nerzen, die das Gen des Leuchtkafers fur
Luziferase enthalten, das unter der Kontrolle eines verklrzten Plasminogen Aktivator Inhibitor |
Promotors (PAI-I) steht, welcher durch TGF-f aktiviert wird [338].

Die MLEC Zellen wurden nach kurzer Kultur (siehe 11.3.8.1.1.2.) mit DPBS gewaschen, mit Zell-
Dissoziations-Puffer abgelost, in dem entsprechendem Kulturmedium wiederaufgenommen, 5
Minuten bei 400xg abzentrifugiert, mit dem casy® Gerat gezahlt und je 35 000 Zellen pro Vertie-
fung in einer 96-Loch Kulturplatte (Nunc, #150787) ausgesaht. Die Zellen wurden Uber einen
Zeitraum von 12 Stunden kultiviert und hatten hierauf eine ca. 100%ige Konfluenz erreicht. Das
Kulturmedium wurde entfernt und in den entsprechenden Vertiefungen durch 100ul mit Kulturme-
dium verdinnte (1:200) Leberlysate (siehe 11.3.7.1.) ersetzt. Da TGF-f in der extrazellularen Mat-
rix gespeichert wird, mussten weitere Leberlysate zur Freisetzung des Gesamt TGF-8s zunachst
10 Minuten lang bei 80°C in einem Thermocycler erhitzt werden. Weiterhin wurde eine Standard-
kurve aus 5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,3125, 0,1563, 0,07813, 0,0391, 0,0195 und 0 ng/ml TGF-B (Sig-
ma-Aldrich, #T7039) erstellt und je 100l pro Vertiefung aufgetragen.

Sowohl Proben als auch Standardkurve wurden in Duplikaten aufgetragen. Nach einer flnfstin-
digen Inkubation bei 37°C im Inkubator wurden je Vertiefung 50ul Medium entfernt und durch
80ul einer Luziferin Reagenz (ONE-Glo, Promega, #E610) ersetzt. Um eine komplette Lyse der
Zellen sicherzustellen, wurde die Platte 10 Minuten lang bei -80°C eingefroren und anschliel3end
10 Minuten lang bei 37°C im Inkubator wieder aufgetaut. Direkt im Anschluss wurde mit einem
Luminometer (Wallace Victor® 1420 Multi label counter, Perkin Elmer) iiber einen Zeitraum von 2
Sekunden die Emission der freien Photonen pro Sekunde gemessen und der TGF-B Gehalt der

Proben anhand der Standardkurve berechnet.
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4. Methoden im Tumorprojekt

I.4.1. Die Mausmodelle im Tumorprojekt

Die Mausstamme wurden in der interfakultaren Biomedizinischen Forschungseinrichtung (IBF)

der Universitat Heidelberg geziichtet und gehalten.

Tab.ll.1 Ubersicht iiber die verwendeten Mauslinien und deren Herkunft

Mausstamm Bezugsquelle
CD1 nude Charles River; Sulzfeld
(Crl:CD1-Foxn1™); Auszucht
ColCre MMRRC
(engl. Mutant Mouse Regional Resource Cen-
(FVB-Tg(Col1a1-cre)1Kry/Mmcd) ter); USA
FN fl/fl MPI fur Biochemie; Martinsried
(129/C57-Tg(fn1)tm1Ref)
MxCre-FN fl/fl MPI fur Biochemie; Martinsried
(C57BL/6XCBA-Tg(Mx1-cre)1Cgn//129/C57-
Tg(fn1)tm1Ref
AlbCre-FN fl/fl MPI fur Biochemie; Martinsried
(C57BL/6-Tg(Alb-cre)21Mgn/J)
eGFP Deutsches Krebsforschungszentrum (DKFZ);
Heidelberg

1.4.1.1. Athymische, immundefiziente Nacktmause

Die haarlosen CD1 nude (CD1 nu/nu) Mause mit einem Albino Hintergrund wurden aus dem
Mausstamm CD1 (Cesariean Derived 1 [engl.]), in den das Crl:NU-Foxn1™ (nude) Gen transfe-
riert wurde, durch eine Reihe von Kreuzungen und Rickkreuzungen von der Firma Charles River
entwickelt. Diese Mause sind immundefizient, da ihnen ein Thymus fehlt, und sie daher nicht in
der Lage sind, reife T- Zellen zu bilden. Somit eignen sich diese Mause fir Untersuchungen in
der Tumorbiologie, da sie nicht in der Lage sind, die kérperfremden, humanen Tumorzellen abzu-
stofRen. Eine Besonderheit dieser Linie ist, dass weibliche Tiere, die fir das nude Gen homozygot
sind, fUr die Zucht ungeeignet sind, da sie Probleme bei der Ovulation haben und nicht in der La-
ge sind, Milch abzusondern. Um sicherzustellen, dass auch die im Folgenden beschriebenen
konditionellen Knockout-Mause immundefizient waren, wurden fir Kreuzungen homozygote
mannliche und heterozygote weibliche Tiere verpaart, und fiir die Versuche ausschlieRlich Mause

verwendet, die flr das nude Gen homozygot und damit immundefizient waren.

11.4.1.1.1. Konditionelle Knockout-Mause,

Die in 11.4.1.1. beschriebenen CD1 nude Tiere wurden mit Mausen verpaart, deren Fibronektin-

Gen gefloxt vorlag (FN fl/fl fir Fibronektin floxed/floxed), um immundefiziente Mause zu erzeu-
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gen, bei denen Fibronektin spezifisch ausgeschaltet werden kann. Die FN fl/fl Mause wurden von

Herrn Professor R. Fassler (MPI fir Biochemie, Martinsried) zur Verfligung gestellt.

I.4.1.1.2. AlbCre-Méause

Bei Mausen der AlbCre-Linie wird das zirkulierende Fibronektin (Plasmafibronektin) ausgeschal-
tet. Zur Generierung dieser Tiere wurde ein Albumin-Promotor (im Weiteren abgekirzt mit Alb-
Promotor), der endogen, ohne Intervention wahren der embryonalen Entwicklung ab einem Alter
von etwa 6 Wochen aktiviert wird, und ausschliel3lich in den Hepatozyten der Leber aktiv ist, ge-
nutzt [339-341]. Mause mit diesem Promotor wurden mit Tieren gekreuzt, deren Fibronektin
gefloxt vorlag. Daraufhin wurden die Nachkommen mit dem Alb-Promotor, bei denen FN gefloxt
war, mit CD1 nude Tieren verpaart, so dass Individuen mit dem Genotyp FN fl/fl AlbCre/+ CD1

nu/nu entstanden.

1.4.1.1.3. MxCre-Mause
Die Tiere der MxCre-Linie mit dem Genotyp FN fl/fl MxCre/+ CD1 nu/nu zeichnen sich dadurch

aus, dass Fibronektin sowohl in der Zirkulation als auch im Knochenmark ausgeschaltet wird. Sie
entstanden durch die Kreuzung von gefloxten Fibronektin Mausen mit Tieren, deren Gen fir das
Enzym Cre-Rekombinase unter der Kontrolle eines Interferon und damit plpC (Polyinosinic-
Polycytidylic Saure) induzierbaren Mx-Promotors stand, und darauf folgender Weiterverpaarung

der MxCre positiven FN fl/fl Individuen mit CD1 nude Tieren.

11.4.1.1.4. ColCre-Mause

Eine in den Osteoblasten und Osteozyten spezifische Fibronektinausschaltung wird bei den Mau-
sen der ColCre Linie erreicht. Zur Generierung dieser transgenen Mause, verwendeten wir Tiere,
deren Gen fur das Enzym Cre-Rekombinase unter der Kontrolle eines 2,3 Kilobasen (Kb) langen
Fragments des Promotors der Kollagen Typ | a1-Kette (im Weiteren abgektirzt mit Col-Promotor)
standen [342]. Dieser Promotor wird endogen, ohne Intervention wahrend der Embryonalentwick-
lung ab Tag 14,5 aktiviert [343]. Diese Tiere wurden uUber das ,Mutant Mouse regional Resource
Center” (USA) bezogen und mit Tieren deren Fibronektin Gen gefloxt vorlag verpaart, so dass
Nachkommen entstanden, bei denen FN homozygot gefloxt (FN fl/fl) war und die einen aktiven
Col-Promotor besalRen. Durch eine Weiterverpaarung dieser Tiere mit CD1 nude Mausen wurden

Méause mit dem Genotyp Fn fl/fl Col/Cre/+ CD1 nu/nu erzeugt.

11.4.1.1.5. AlbCre/eGFP-Mause

Um mit Hilfe der Reportermause die Aktivitat des Alb-Promotors nachweisen zu kénnen, wurden
AlbCre-Mause mit eGFP Reportermausen so verpaart, dass Tiere mit dem Genotyp FN fl/fl
AlbCre eGFP/+ entstanden. Die eGFP Reportermause besitzen ein eGFP-Gen mit einem voran-
geschaltetem Stoppcodon. Bei Aktivierung des jeweiligen Promotors wird das Stoppcodon ent-

fernt und die Zellen beginnen eGFP zu produzieren. Somit kann die Aktivitat der Promotoren in
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den Zellen nachgewiesen werden [344]. Die eGFP Reportermause wurden von Herrn R.

Constien (DKFZ, Heidelberg) zur Verfligung gestellt.

11.4.1.1.6. MxCre/eGFP-Mause

Analog zu den AlbCre/eGFP-Mausen wurden auch MxCre-Mause mit eGFP Reportermausen so
verpaart, dass Tiere mit dem Genotyp FN fl/fl MxCre eGFP/+ entstanden. Somit konnte auch die

Aktivitat des Mx-Promotors in Reportermausen Uberprift werden.

11.4.1.1.7. DelCre/eGFP-Mause

Analog zu den AlbCre/eGFP-Mausen wurden auch DelCre-Mause mit eGFP Reportermausen so
verpaart, dass Tiere mit dem Genotyp FN fl/fl DelCre eGFP/+ entstanden. Somit konnte auch die

Aktivitat des DelCre-Promotors in Reportermausen uberpriift werden.

1.4.2. Eingriffe bei Versuchstieren und deren Handhabung

1.4.2.1. Injektionen

Alle injizierten Substanzen waren entweder steril, oder wurden vor der Injektion steril filtriert.

11.4.2.1.1. Induktion des Mx-Promotors

Da der Mx-Promotor durch Interferon aktiviert wird, dessen Ausschittung durch die Gabe der
synthetischen Doppelstrang RNA plpC aktiviert wird, wurden den Tieren im Alter von ca. 3-4 Wo-
chen 3 intraperitoneale Injektionen von je 300ul DPBS mit 2mg/ml plpC verabreicht. Zwischen
den Einzelinjektionen lag je ein Tag ohne Injektionen (Injektionen Ublicherweise Mo/Mi/Fr). Das
plpC wurde in einer Stammlésung mit einer Konzentration von 2mg/ml plpC in DPBS gel6st und

wurde bis zur Verwendung steril bei -20°C gelagert.

11.4.2.1.2. Anasthesie der Tiere

Bei allen Tieren wurden die Augen wahrend der Narkosedauer mit Augen und Nasensalbe
(Bepanthen, Bayer, #2182442) benetzt um ein Austrocknen der Augen zu vermeiden. Das Errei-
chen der chirurgischen Toleranz wurde durch ein Uberpriifen des Zwischenzehenreflexes besta-

tigt.

1.4.2.1.2.1. Anésthesie vor der intrakardialen Injektion
Fir die intrakardiale Applikation von Tumorzellen missen die Tiere adaquat gelagert werden. Da
aber der Kreislauf so aktiv wie mdglich bleiben soll, werden die Tiere nur mit einer leichten Nar-

kose betaubt. Hierzu wird den Mausen ein Gemisch aus Ketamin und Xylazin subcutan injiziert.

1.4.2.1.2.2. Anésthesie vor der intratibialen Bohrung

Bei der intratibialen Bohrung ist neben der richtigen Lagerung der Tiere auch das Erreichen einer
chriurgischen Toleranz von grofRer Bedeutung. Daher wurden die Tiere analog zu der Anasthesie
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vor der intrakardialen Injektion betdubt. Da der Eingriff bei Nachlassen der Betaubung jedoch
schmerzhaft sein kann, wurden die Tiere im Anschluss mit Schmerzmittel behandelt (siehe
1.4.2.1.4.).

1.4.2.1.3. Luziferin Applikation

Nach Betaubung der Mause durch Isofluran in einer Inhalationskammer wurde den Tieren eine
sterile Lésung von in DPBS geldstem Luziferin (150mg/kg Kérpergewicht) intraperitoneal injiziert.
Die Luziferaseaktivitat wurde immer in dem Zeitraum von 5-10 Minuten nach Applikation gemes-
sen (siehe 11.3.2.1.6.2).

1.4.2.1.4. Schmerztherapie

Da die intratibiale Bohrung zu postoperativen Schmerzen bei den Tieren fihren kann, wurden
diesen ca. 6 Stunden nach der Operation und fir einen darauf folgenden Zeitraum von zwei Ta-
gen taglich Schmerzmittel verabreicht. Hierbei handelte es sich um Temgesic®, dass den Tieren

subcutan in einer Konzentration von 0,075mg/kg Korpergewicht injiziert wurde.
1.4.2.1.5. Parathormon und Zoledronsaureinjektionen

1.4.2.1.5.1. Parathormoninjektion

Den Tieren wurde angelehnt an eine veroffentlichte Methode Gber einen Zeitraum von vier Tagen
taglich eine Dosis von 400ng/g [345] Parathormon (pTH human 1-34, bachem, #48350001) Kor-
pergewicht subcutan injiziert. Das Parathormon wurde hierzu mit einem sterilen Tragerpuffer

[346] auf die Konzentration von 1ug/20ul verdiinnt.

1.4.2.1.5.2. Zoledronsaureinjektion

Die Applikation von Zoledronsaure erfolgte in Anlehnung an eine veréffentlichte Methode [347].
Den Tieren wurde das Mittel in einer Konzentration von 0,1mg/kg Kérpergewicht intraperitoneal
injiziert. Hierzu wurde die Zoledronsaure in steriler Kochsalzlésung verdinnt und auf eine Kon-
zentration von 1,5ug/100pul gebracht. Die Injektionen erfolgten immer zeitgleich mit der ersten und

dritten Parathormoninjektion.

1.4.2.1.6. Calceininjektionen

Calcein ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der eine starke Affinitat zu Kalzium besitzt und daher an Stel-
len eingebaut wird, an denen der Knochen aktiv mineralisiert wird. Dieser Farbstoff emittiert bei
einer Anregung mit Licht der Wellenlange 495nm griines Licht einer Wellenlange von 515nm.
Den Tieren wurde das Calcein (Sigma-Aldrich, #C0875), das verdinnt (100mg Calcein in 19mi
0,9% Kochsalzlésung und 1ml 1M NaCOj, Lagerung bei 4°C) und anschlielRend sterilfiltriert wur-
de, in einer Menge von 200ul/30g Korpergewicht intraperitoneal verabreicht. Die Injektion erfolgte

drei und einen Tag vor der Tétung der Tiere.
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1.4.2.1.7. Xenotransplantat Einnistungs- und Metastasierungsmodell

Unter einer Xenotransplantation versteht man die Ubertragung von lebensfahigen Zellen oder
Zellverbande (auch ganze Organe) zwischen verschiedenen Spezies [348]. In dem hier vorge-
stellten Modell werden humane Tumorzellen durch intrakardiale Injektion auf Nacktmause
(Xenografts [engl.]) Ubertragen. Um auszuschlief3en, dass die Zellen von den Mausen abgesto-
Ren werden, wurden ausschlieBlich Tiere verwendet, die homozygot fir das Gen nude waren,
somit keinen Thymus besallen und immundefizient waren. Weitere genetische Modifikationen
dieser Mause waren ein gefloxtes Fibronektin-Gen, das unter der Kontrolle der unter 11.4.1.1. be-

schriebenen Promotoren stand.

Die humanen Tumorzellen wurden zunachst wie in 11.4.4.3.1. beschrieben vorbereitet und an-
schlieflend in die betaubte Maus injiziert. Hierzu wurden 250ul der Zellsuspension mit einer Kon-
zentration von 1x10° Zellen pro ml in einer sterilen 1ml Einmalspritze aufgezogen, entliiftet, eine
sterile Einmalinjektionskanile (27G) aufgebracht, das Totvolumen der Kanille geflllt und die
Spritze entleert, bis nur noch 150ul in der Spritze verblieben. Nach Desinfektion der Haut der
Maus (zur Vermeidung von Infektionen) mit einem Alkoholtupfer (Servoprax, #G602) wurde die
Kanlle ventral vom Sternum 2mm rechts zwischen dem zweiten und dritten Interkostalraum plat-
ziert, leicht kaudal ausgerichtet und ca. in einem 25° Winkel relativ zur Sagittalebene subcutan in
den linken Herzventrikel der Maus eingefiihrt. Die Offnung der Kaniile zeigte hierbei nach links
und das erfolgreiche Einfiihren der Kanule fihrte zum Einstrémen von hellem sauerstoffreichem
Blut in die transparente Kandle [349]. Der Erfolg dieser Methode wurde an einigen Tieren exemp-

larisch durch Biolumineszenzbildgebung bestatigt (siehe Abb.ll1.2.1.).
1.4.2.1.8. Xenotransplantat Einnistungs- und Metastasierungsmodell bei Himatombildung

11.4.2.1.8.1. Hamatominduktion

Nach Bestatigen des Erreichens der chriurgischen Toleranz (siehe 11.4.1.2.) wurden die Tiere
dorsal fixiert (ventrale Seite nach oben). Hierauf wurde die Haut der Mause desinfiziert und mit
einem ca. 1cm langem Schnitt (ausgehend vom Knie der Tiere in Richtung des Fules) durch-
trennt, der Muskel vom Schienenbein gelést und beiseite geschoben. Im Anschluss wurden 2 L6-
cher in die Tibia gebohrt, die einen Abstand von ca. 5-6mm voneinander hatten. Die Spilung des
Abschnitts zwischen den Ldchern erfolgte mit Hilfe einer Einmalspritze und einer Kanule (30G),
indem ca. 500yl steriles DPBS in das distale Bohrloch gespritzt wurden. Im Anschluss wurden die
Bohrlécher mit Knochenwachs verschlossen und die Haut des Tiers reponiert und vernaht. Wah-
rend der gesamten Prozedur wurde auf eine sterile Arbeitsweise geachtet und die Wunde immer
wieder mit einem sterilen Wattestabchen und sterilem DPBS gesaubert. Die intratibialen Bohrun-

gen wurden freundlicherweise von Frau Anja von Au durchgefiihrt.
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11.4.2.1.8.2. Biolumineszenzmessungen

Die in den Xenotransplantatmodellen eingesetzten Tumorzellen exprimieren Luziferase (siehe
11.4.4.1). Dieses Enzym katalysiert die ATP abhangige Oxidierung der polyzyklischen aromati-
schen Substanz Luziferin unter der Freisetzung von Lichtblitzen. Das emittierte Licht hat eine
Wellenlange von 530 bis 640nm und besitzt bei einer Temperatur von 37°C ein Emissionsmaxi-
mum bei 562nm [350].

Mit Hilfe dieses Biolumineszenzsytems kdnnen die injizierten Tumorzellen in der Maus durch die

Gabe von Luziferin in vivo untersucht werden.

Da die Mause fiur die Kameraaufnahmen wahrend der Messung der Biolumineszenz immobilisiert
und gelagert werden mussen, wurden sie zunachst mit einer Inhalationsnarkose (1-2% Isofluran)
anasthesiert. Hierauf wurden den Mausen die Luziferin Lésung intraperitoneal injiziert, und in der
37°C warmen Aufnahmekammer des ,IVIS-100 Imaging“ Systems positioniert. 5 Minuten nach
der Injektion wurden ein Bild der Maus sowie die emittierten Photonen durch eine hoch sensitive

Kamera aufgenommen.

1.4.2.1.8.3. Radiographie der Mausskelette

Radiographische Aufnahmen wurden nach Totung der Tiere ex vivo durchgeflihrt. Die Tiere wur-
den ventral auf Rontgenfilme (Structurix D4 DW, Agfa, #10595000) gelegt und in einem Roént-
gengerat (Typ 8050-010, Faxitron, Field Emission Corporation) 90 Sekunden lang bei einer R6h-
renspannung von 30kv bestrahlt. Die Filme wurden markiert, mit einem Entwicklungsgerat (Typ
CP1000, Agfa) in einer Dunkelkammer entwickelt und anschlieRend mit einem Scanner (Lide 60,
Canon) gescannt. Die so entstandenen Bilder konnten mit der Software Image J (Wayne

Rasband, NIH) analysiert werden.

1.4.2.1.8.4. Ermittlung der Knochendichte mittels peripherer quantitativer Computertomogra-
phie
Bei der peripheren quantitativen Computertomographie (pQCT) handelt es sich um eine Spezial-
form der Computertomographie (einem bildgebenden Verfahren auf Basis von Rdntgenstrahlen),
die fUr die peripheren Extremitaten (z.B. Arme und Beine) gedacht ist und aufgrund einer sehr
aufwandigen Kompensation dazu in der Lage ist, die physikalische Dichte als Masse oder Volu-
men jedes Voxels exakt zu messen. Weiterhin ist man hiermit in der Lage zwischen trabekularen
und kortikalen Bereichen des Knochens zu diskriminieren. Die peripheren Computertomographie-

Messungen wurden ex vivo am distalen Femur der Mause durchgefihrt.

Bei allen Messungen wurde mit einer Auflésung von 70 Millivoxel, einer Schichtdicke von 0,5mm
und einer duReren Schwelle von 280 mg/cm® gemessen. Mit der duReren Schwelle wird die

Grenze zwischen Knochen und Umgebung bestimmt.
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1.4.2.1.9. Xenotransplantat Einnistungsmodell bei Anwendung pharmakologischer Modi-

fikationen

Die Tiere wurden mit Parathormon oder mit Zoledronsdure oder mit beiden Substanzen behan-
delt (siehe Abschnitt 11.4.2.1.5.). Hierfur wurden die Tiere in vier Gruppen aufgeteilt. Die Kontroll-
tiere (CT) erhielten ausschlieRlich Injektionen von Tragerlésung, die in ihrer Menge denen der
anderen Tiere glichen. Die Tiere wurden Uber einen Zeitraum von vier Tagen behandelt. Einer
Gruppe wurde Parathormon (PTH), einer weiteren Zoledronsaure (ZOL) und einer anderen die
Kombination von Parathormon und Zoledronsaure (PTH/ZOL) injiziert. Zusatzlich erhielten die
Tiere aller Gruppen Calceininjektionen (siehe 11.4.2.1.6.). Direkt nach dem letzten Tag der Be-
handlung wurden allen Tieren Tumorzellen intrakardial injiziert. Die Mause wurden 24 Stunden

spater getdtet und die Organe zur weiteren Analyse enthommen.

1.4.2.2. Totung der Tiere und Probenentnahme

Die Totung der Tiere erfolgte wie in 11.3.4. beschrieben. Den Tieren wurden je nach Bedarf Se-
rum, Plasma, Knochen oder Organe entnommen. Auch hier wurde Wert auf eine zigige Arbeits-

weise gelegt, um eine Degradation der Gewebe zu verhindern.

11.4.2.3. Versuchstierhaltung

Samtliche Tiere wurden in der IBF Heidelberg gezlichtet. Es wurden ausschliellich spezifiziert
pathogenfreie (SPF) Tiere verwendet, die unter standardisierten Bedingungen gehalten wurden.
Die Haltung der Mause erfolgte in 360cm? groRen, durchsichtigen Polycarbonatkafigen (Typ I1),
die mit Weichholzgranulat (#LTE E-001; Lab & Vet Service GmbH) ausgelegt waren, bei einer
Temperatur von 22+2°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 55+5%. Die Tiere wurden konti-
nuierlich mit Pellets (#V1166-341, ssniff SpezialdidtenGmbH; 23% Rohprotein, 6% Rohfett, 3,3%
Rohfaser und 6,3% Rohasche; Angaben in %des Trockengewichts) gefiittert und hatten Lei-

tungswasser Uber eine Trinkflasche zur Verfligung.

1.4.3. Molekularbiologische, biochemische und immunologische
Methoden

11.4.3.1. PCR zur Ermittlung des Genotyps der Mause

Um den Genotyp der in der IBF Heidelberg gezlichteten transgenen Tiere festzustellen, nutzten

wir eine ,touch down*“ Polymerase Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction [engl.]).

1.4.3.1.1. DNA Isolation zur Bestimmung des Genotyps

Den Tieren wurde in einem Alter von 3 Wochen von Mitarbeitern der IBF Heidelberg eine Biopsie
(ca. 5mm grofies Schwanzstiick) entnommen, eingefroren (-20°C) und an unser Labor weiterge-
geben. Hiervon wurden ca. 0,5mm abgeschnitten und zum Verdau in 92ul DNA-Lysepuffer (siehe
I1.1.5.) mit 8ul Proteinase-K-Lésung (siehe 11.1.5.) gegeben und bei 55°C ca. 2-3 Stunden
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inkubiert. Hierauf wurden die Proben 10 Minuten lang bei 99°C erhitzt, um die Proteinase-K zu
inaktivieren. Um unverdaute Gewebereste wie z.B. Haare aus dem Lysat zu entfernen, wurden
die Proben 20 Minuten lang bei 13000xg zentrifugiert und der Uberstand anschlieBend direkt fiir

die PCR genutzt oder bis zur weiteren Verwendung bei —20°C eingefroren.

11.4.3.1.2. PCR Programm

Erster Schritt: Einmalig 3 Minuten bei 95°C.

»rouch down*:

Zweiter Schritt: 30 Sekunden bei 95°C,

Dritter Schritt: 30 Sekunden bei 63°C (je Wiederholung wurde die Temperatur um 1°C
verringert)

Vierter Schritt: 30 Sekunden bei 72°C.

Die Schritte zwei bis vier wurden 10-mal wiederholt, danach ging es weiter mit Schritt flnf.

~LAmplifikation®;

Flnfter Schritt: 30 Sekunden bei 95°C.

Sechster Schritt: 30 Sekunden bei 53°C

Siebter Schritt: 30 Sekunden bei 72°C

Die Schritte finf bis sieben wurden 35-mal wiederholt, danach folgte der achte Schritt.
Achter Schritt: 3 Minuten bei 72°C

Anschlielend wurden die Proben bei 4°C fir unbegrenzte Zeit (bis zur Enthahme) gekuihlt.

1.4.3.1.3. PCR Ansatz

Bedingungen fiir je einen Ansatz:

1ul dNTPs (Peglab, #20-3012) 2,5yl Puffer (rot) (Peqlab, #01-1030)
1l 5' Primer (25pmol/ul) 0,5ul DNA (Probe)

Tul 3' Primer (25pmol/ul) 0,25l Taq (Peqlab, #01-1030)

1,5ul  MgCl; (Peqlab, #01-1030) 15,25yl H2O4q

2ul Enhancer (Peqglab, #01-1030)

Die Gesamtmenge pro Ansatz betrug 25l.

1.4.3.1.4. Sequenzen der PCR Primer

FN vorwarts: 5TGT CCC ATATAA GCC TCT GCT3'
FN rickwarts: 5’ACC CCT GAG CAT CTT GAG TG3
Mx vorwarts: 5GCAAGC TCAGGC TTT TTC AC3
Cre ruckwarts: SATG TTT AGC TGG CCC AAA TGS
Alb vorwarts: 5TAG TGT GGT TAATGA TCT ACA G3
Cre ruckwarts: SATG TTT AGC TGG CCC AAA TGS
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Col vorwarts: 5'CAG CTC TCC ATC AAG ATG GT3'
Cre rickwarts: 5ATGTTT AGC TGG CCC AAATG3'
eGFP vorwarts: 5TCG TGA CCA CCC TGA CCT A3
eGFP rickwarts: 5TCG TCC ATG CCG AGA GTG AT3'
RAGE vorwarts: 5'GAA GGA AGC ACC ATG CCA3
RAGE rickwarts: 5'AGG ACC TTC CAA GCT TCA GT3'
DelCre vorwarts: 5AAC ATG CTT CAT CGT CGG3'
DelCre rickwarts: 5'TTC GGA TCA TCA GCT ACA CC3

Alle Primer wurden in einer Konzentration von 25uM eingesetzt (auRer denjenigen fir eGFP und
RAGE (beide 10uM)).

1.4.3.1.5. Gelelektrophorese zur Auftrennung der DNA Fragmente

Zur Auftrennung der DNA Fragmente entsprechend ihrer GréRRe, wurde eine Gelelektrophorese
durchgeflhrt. Hierzu wurden die Proben je mit 5ul Probenpuffer versetzt und auf ein 2%iges Aga-
rosegel (siehe 11.1.5.) aufgetragen. Zur Bestimmung der BandengréRe wurde zusatzlich ein DNA
Marker (100 bp-DNA-Leiter extended, Roth, #T835.1) aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in
einem Gelsystem (PerfectBlue, Peglab, #40-1410) bei 150 Volt (Standard Power Pack P25,
Biometra) in TBE-Puffer (siehe 11.1.5.) und die Dokumentation unter UV Licht (Gel Doc 1000, Bio-
Rad).

1.4.3.2. ELISA zur Ermittlung des Gesamtfibronektingehalts im Plasma der

Mause

Der ELISA zur Ermittlung des Gesamtfibronektingehalts im Plasma der Tiere wurde analog zu
dem in 11.3.4.3. beschriebenen durchgefiihrt. Das Plasma der Mause wurde hierbei 1:750 ver-

dinnt. Die Ergebnisse des ELISAs wurden auch hier zum Proteingehalt korrigiert.

11.4.3.3. DNA-Isolation aus murinem Gewebe

Die genomische DNA verschiedener Gewebe wurde mit dem DNeasy Blood and Tissue kit
(Qiagen, #69504) isoliert. Die Isolation wurde nach Anweisung des Herstellers durchgefiihrt.

Um die Lokation der Tumorzellen im murinen Knochen zu untersuchen, wurden die Knochen zu-
nachst in drei Abschnitte (Epiphyse distal, Diaphyse, Epiphyse proximal, siehe Abb.Il.1) unterteilt
und die DNA dieser drei Abschnitte getrennt untersucht.
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- —y

Epiphyse Diaphyse Epiphyse

distal

proximal

Abb.Il.1. Schematische Darstellung der Unterteilung des Femurs in drei Abschnitte. Um die Tumorzellen im
Knochen zu lokalisieren, wurden die Femora in je drei Abschnitte unterteilt und analysiert.

Um spater herauszufinden, ob die Tumorzellen bevorzugt im Knochenmark oder am Knochen
selbst gefunden werden konnen, wurde bei der DNA Isolation der Knochen zunachst mit DPBS
ausgesplilt, das DPBS mit den Knochenmarkzellen 3min lang bei 470xg zentrifugiert, der Uber-
stand verworfen und das Pellet fir die DNA Isolation verwendet. Der gespllte Knochen wurde
aufgeschnitten und tber Nacht lysiert, bis der Knochen leicht angegriffen, jedoch noch nicht voll-
standig aufgelost war. Um eine hohe DNA Konzentration zu erlangen, wurde in 50l
Elutionspuffer eluiert.

11.4.3.4. RNA-Isolation aus murinem Gewebe

Zur Gewinnung von RNA aus murinem Gewebe (Knochenmark) wurde das RNeasy Mini Kit
(Qiagen, #74104) genutzt. Die Isolation erfolgte nach Angaben des Herstellers mit dem Aufbre-
chen der Proben durch die Qiashredder Saulen (Qiagen, #79654).

11.4.3.5. Reverse Transkription der RNA

Die reverse Transkription der RNA in cDNA (copy-DNA) erfolgte mit dem iScript Select cDNA
Synthesis Kit (Bio-Rad, #170.8896) nach Angaben des Herstellers. Die cDNA wurde bis zur Ver-
wendung bei -20°C gelagert.

1.4.3.6. Quantitative Polymerase Kettenreaktion

Mit der genomischen DNA bzw. der cDNA wurde eine quantitative Polymerase Kettenreaktion
(qPCR) durchgefihrt. Hierzu wurde ein Light cycler 2.0 Instrument (Roche) benutzt. Die Bedin-

gungen wahrend der einzelnen Schritte der g°PCR waren wie folgt:

1.4.3.6.1. QPCR Programm

Erster Schritt: Einmalig 10 Minuten bei 95°C.
Zweiter Schritt: 10 Sekunden bei 95°C,

Dritter Schritt: 30 Sekunden bei 55°C
Vierter Schritt: Eine Sekunde bei 72°C.

Die Schritte zwei bis vier wurden 45-mal wiederholt, danach ging es weiter mit Schritt flnf.
Flnfter Schritt: 30 Minuten bei 40°C.
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11.4.3.6.2. QPCR Ansatz

Bedingungen flr je einen Ansatz:

Tl 5' Primer
1ul 3‘ Primer

4ul Tag-Man master mix + Taq

0,2ul  Sonde
Tl DNA (Probe) bzw. cDNA
12,8H| Hzodd

Die Gesamtmenge pro Ansatz betrug 20pl.

Alle Reagenzien wurden in einem Kit erworben

#04735536001).

11.4.3.6.3. Sequenzen der gPCR Primer

Alu vorwarts:
Alu rickwarts:
Sonde Alu:

Sonde Alu mit den Modifikationen:

B-Aktin vorwarts:
B-Aktin rickwarts:
Sonde B-Aktin:

Sonde mit den Modifikationen:

MCP-1 vorwarts:
MCP-1 rickwarts:
Sonde MCP-1:

Sonde mit den Modifikationen:

IL-12 (p30) vorwarts:
IL-12 (p30) rickwarts:
Sonde IL-12 (p30):

Sonde mit den Modifikationen:

5CAT GGT GAA ACC CCG TCT CTA3
5GCC TCA GCC TCC CGA GTA G3
5ATT AGC CGG GCG TGG TGG CG3'
5 Mod.: 6-FAM;

3’'Mod.: Tamra

5CTA AGG CCA ACC GTG AAA AG3
5’ACC AGA GGC ATA CAG GGA CA3
64 universal probe library:

5'CCA GGC TG3'

5 Mod.: 6-FAM;

3’Mod.: dunkler quencher (Roche)

5GTG GAG GCC CTG TTG AAG3'
5GGT TGA AGG TGG CAA TCG3'
62 universal probe library:

5ACC TGC TG3

5 Mod.: 6-FAM;

3’Mod.: dunkler quencher (Roche)

5'GAA TCC AGC GCA AGA AAG AA3
5TTG CAT TGG ACT TCG GTA GA3
94 universal probe library:

5'GGA GAC AG3

5°Mod.: 6-FAM;

3’Mod.: dunkler quencher (Roche)

(LightCycler, TagMan Master,

Roche,

Die verwendeten Primer wurden in einer Konzentration von 10uM eingesetzt, die Sonden 100uM.
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11.4.3.7. Detektion humaner Zellen in murinem Gewebe mit Hilfe der gqPCR

Zur Detektion der humanen Zellen in murinem Gewebe verwendeten wir eine quantitative
Polymerase Kettenreaktion (QPCR, quantitative polymerase chain reaction [engl.]) unter Nutzung
der humanspezifischen Alu Sequenz [351]. Alu Sequenzen sind hochrepetitiv und machen mit
0,5-1,1x10° Sequenzen 8-13% der humanen genomischen DNA aus [352, 353]. Da zahlreiche
Alu Sequenzen pro Chromosomensatz einer Zelle auftreten, fiihrt dies zu einer Amplifizierung
des Signals. Somit konnten auch eine geringe Menge humaner Zellen in der groRen Menge
muriner Zellen detektiert werden. Die Methode erfolgte in Anlehnung an bereits verdffentlichte
Protokolle [354, 355]. Die gPCR wurde wie in 11.4.3.6. beschrieben durchgefiihrt, die Quantifizie-

rung erfolgte mit Hilfe einer externen B-Aktin Standardkurve.

11.4.3.8. Analyse der Zytokinumgebung mit Hilfe eines Multiplex Versuchs

Um die Zytokinumgebung im Knochenmark zu untersuchen, verwendeten wir einen Multiplex as-
say. Zunachst wurde das Knochenmark der Mause gewonnen, der Proteingehalt bestimmt und
mit einem Verdinnungspuffer (bio rad) alle Proben auf eine Konzentration von 800ug/ml einge-
stellt. Die Multiplex Analyse wurde mit einem Bio-Plex Pro™ Assay (BIO-RAD, #M60-009RDPD)

an einem Luminex Gerat von einer benachbarten Arbeitsgruppe durchgefihrt.

11.4.3.9. Analyse der Zytokinumgebung mit Hilfe von gPCR

Zur Untersuchung der Zytokinumgebung des Knochenmarks wurde zunachst RNA aus dem Kno-
chenmark der Tiere gewonnen und in cDNA umgeschrieben. AnschlieRend wurde diese mit einer

gPCR analysiert.

11.4.3.10. CD45 Depletion des Knochenmarks, der Milz und der Leber

Da Tumorzellen im Knochenmark mit Hilfe der Durchflusszytometrie untersucht werden sollten,
wurden je 500 000 MDA Zellen pro Maus intrakardial injiziert, da es hierdurch leichter war, die
Tumorzellen in der Uberzahl der Knochenmarkzellen zu finden. Das Knochenmark wurde ge-
wonnen, indem die Femora freiprapariert, aufgeschnitten und mit 2,5ml DPBS pro Femur gespllt
wurden. Hierauf wurde eine AcK Lyse mit 12ml AcK Puffer pro Probe durchgefiihrt, um die Eryth-
rozyten zu zerstoren, die aufgrund ihrer groRen Anzahl eine weitere Aufbereitung und Auswer-
tung der Proben erschwert hatten. Die Milz und die Leber wurden direkt nach ihrer Isolation
kleingeschnitten und in DPBS durch ein 100um Sieb gepresst. Hierauf folgte eine zweifache AcK
Lyse mit je 12ml AcK Puffer um die Erythrozyten zu zerstoren.

Da selbst bei der Injektion von 500 000 MDA Zellen pro Maus die murinen Zellen im Verhaltnis zu
den humanen Tumorzellen stark in der Unterzahl sind, wurden die Knochenmarkzellen und die
Milzzellen vor der zytometrischen Analyse von CD45" Zellen depletiert. Hierzu wurden magneti-
sche Kugelchen genutzt, die mit Protein G ummantelt sind (Protein G, Dynabeads®, Invitrogen,
#100.04D). Protein G ist eine von G Streptococcus Stammen gebildete Zellwandkomponente, die
den Fc Teil vieler Immunoglobuline bindet. Nach einer 10 minitigen Inkubation von 5ul der Ku-
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gelchen mit 0,5ug/ul CD45 Antikorper (anti-CD45 Klon 30-F11) in 200ul DPBS + 0,1%Tween auf
einer Wippe, wurden ungebundene Antikérper durch 3 maliges Waschen mit je 200yl DPBS +
0,1%Tween und Abnehmen des Uberstandes am Magneten entfernt. AnschlieRend wurden die
Zellen in 200ul DPBS mit 0,1%Tween auf die gewaschenen Kugelchen gegeben und 10 Minuten
auf der Wippe inkubiert. Da nun die CD45 positiven Zellen an die Kugelchen gebunden hatten,
wurde der Uberstand nach Bindung der Kiigelchen an einen Magneten abgenommen und fiir die
zytometrische Analyse verwendet. Da die Leber ein besonders zellreiches Gewebe ist, war die
Depletion einer ausreichenden Zellmenge Uber die magnetischen Kigelchen nicht méglich. Da-
her wurde die Fraktion der Immunzellen durch eine Zentrifugation bei 200xg Uber einen Zeitraum
von 5 Minuten bei 4°C gewonnen. Die schweren Hepatozyten setzten sich hierbei ab und waren

im Pellet wiederzufinden, wohingegen sich die leichteren Immunzellen im Uberstand befanden.

11.4.4. Zellexperimentelle Methoden im Tumorprojekt

1.4.4.1. Zelllinien

Die im Folgenden beschriebenen Zelllinien exprimieren das Reportergen Luziferase. Um stabile
Transfektanten zu generieren, wurde ein Mammalian-Expressionsvektor flr Luziferase kreiert,
der durch einen CMV-Promotor kontrolliert wird (CMV-Luc). MDA bzw. PC3 Zellen wurden mit
dem kompletten Gen der Leuchtkafer-Luziferase cDNA21, die in das Plasmid pcDNA3.1 kloniert
worden war, transfiziert. Daraufhin wurden stabile Transfektanten mit Geneticin (G418) selektio-
niert und jeweils der Klon mit der hdchsten Luziferaseexpression gewahlt und in den weiteren
Experimenten verwendet (MDA-MB-231/luc’ bzw. PC-3M-Pro4/luc’). Die Luziferase Aktivitat die-
ser Zellen bleibt selbst bei Kultivierung tber 40 Passagen und in gelegentlicher Abwesenheit von
G418 stabil [356, 357].

Beide Zelllinien wurden von Herrn Dr. M. Cecchini (Universitdt Bern; Abteilung Urolo-

gie/urologisches Forschungslaboratorium, Bern) zur Verfligung gestellt.

1.4.4.1.1. MDA-MB-231/luc’
Die MDA-MB-231 Brustkrebszelllinie wurde 1973 von einer 41-jahrigen Patientin am M.D. Ander-

son Cancer Center aus dem Pleuraerguss (pathologische Zunahme der Flussigkeit zwischen den
Blattern der Pleura) gewonnen [358]. Diese humanen Adenokarzinomzellen besitzen eine epi-
thelzellahnliche Morphologie, erscheinen in vitro phanotypisch spindelférmig und wachsen adha-
rent in einer Einzelschicht (monolayer [engl.]). Nach der oben (11.4.4.1.) beschriebenen
Transfektion dieser Zelllinie wurden Zellen dieser Linie immundefizienten Mausen in vivo intra-
kardial injiziert, resultierende Knochenmetastasen extrahiert und in vitro kultiviert. Die so erhalte-
nen Zellen wurden erneut in immundefiziente Mause injiziert, resultierende Knochenmetastasen
analog isoliert und erneut injiziert. Nach einer viermaligen Wiederholung dieses Vorgangs wurden

die Zellen in vitro expandiert. Die so gewonnene Zelllinie besteht nun aus ,knochensuchenden®
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(bone-seeking clone [engl.]) Klonen, die hauptsachlich osteolytische Knochenlasionen verursa-
chen [359]. Diese Zelllinie wurde fir die weiteren in dieser Arbeit beschriebenen Experimente ge-
nutzt.

Alle genutzten MDA Zellen wurden in DMEM mit 10% FCS kultiviert, dem sowohl 1ug/mi
Puromycin als auch 800ug/ml Geneticin zugesetzt wurden, da die Zellen unter Selektionsdruck
standen. Um diese Zellen von den Zellen, bei denen Fibronektin lentiviral ausgeschaltet war (sie-
he nachster Absatz), zu diskriminieren, wurden sie im weiteren Verlauf der Arbeit auch als MDA-
CT bezeichnet.

Um die endogene Fibronektinproduktion dieser Zellen zu unterbinden, erfolgte eine lentivirale
Transduktion mit Hilfe von RNA-Interfenenz (RNAI). Die Ausschaltung des endogenen Fibronek-
tins, die Proliferation und Luziferase Aktivitat dieser Zellen wurden im Anschluss getestet. Diese
Arbeiten wurden in unserer Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Norman Hackl durchgefiihrt [337].

Die so generierten Zellen, die nicht in der Lage sind endogenes Fibronektin zu produzieren, wer-

den im Weiteren auch als MDA-KD bezeichnet.

1.4.4.1.2. PC-3M-Pro4/luc*

Bei der PC3-3M-Pro4/luc’ Zelllinie handelt es sich um eine Prostata Adenokarzinom Zelllinie, die
in den Knochen metastasiert [360]. Die Zellen wachsen in vitro adharent in einer Einzelschicht
(monolayer [engl.]). Alle genutzten MDA Zellen wurden in DMEM mit 10% FCS kultiviert, dem
sowohl 1ug/ml Puromycin als auch 500ug/ml Geneticin zugesetzt wurden, da die Zellen unter Se-

lektionsdruck standen. Diese Zellen werden im Weiteren auch als PC3-CT bezeichnet.

Auch bei dieser Zelllinie wurde von Herrn Dr. Norman Hackl analog zu der in 11.4.4.1.1. beschrie-
benen eine lentivirale Ausschaltung des endogenen Fibronektins vorgenommen [337]. Die resul-
tierende Zelllinie, die nicht mehr in der Lage ist endogenes Fibronektin zu produzieren, wird als
PC3-KD bezeichnet.

11.4.4.2. Primarzellen

11.4.4.2.1. Endothelzellen

Die Endothelzellen wurden aus dem Herzen einer Maus isoliert. Wahrend der Zellisolation wurde
auf eine moglichst sterile Arbeitsweise geachtet und alle verwendeten Materialien und Lésungen
waren steril oder wurden vor Benutzung sterilfiltriert. Zur Gewinnung der Zellen wurde eine Maus
getdtet, das Herz entnommen und mit ca. 40ml 1x HBSS gewaschen. AnschlieBend wurde das
HBSS entfernt und das Herz mit einer Schere in kleine Stlicke geschnitten. Diese wurden darauf-
hin in ca. 20ml Verdaulésung (siehe 11.1.5.) aufgenommen und 45 Minuten lang in einem Was-
serbad bei einer Temperatur von 37°C und standigem Schitteln inkubiert. Diese Verdaulésung

wurde nach Ende der Inkubationszeit durch ein 40um Zellsieb pipettiert und daraufhin 10 Minuten
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lang bei 400xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 10ml oMEM +
10%FCS resuspendiert und erneut bei 400xg 10 Minuten lang zentrifugiert. Da dieser Schritt dem

Waschen der Zellen diente, wurde der Uberstand erneut verworfen.

Wahrenddessen wurden magnetische Kiigelchen (Schaf anti-Ratte 1gG, Invitrogen, #110.35) zu-
sammen mit 2ug eines Antikdrpers gegen CD 31 (MEC 7.46, anti CD31) auf einem Thermo-
schittler nach Protokoll des Herstellers (der Kligelchen) inkubiert und Uberschiissige ungebun-

dene Antikdrper durch dreimaliges Waschen (am Magneten) entfernt.

Dem Pellet wurde 1ml dieser Kiigelchen zugegeben und beides zusammen Uber einen Zeitraum
von 30 Minuten bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. Hierauf wurden die Kugelchen mit den an
ihnen gebundenen Zellen dreimal mit DMEM + 10%FCS gewaschen wahrend sie an einem Mag-
neten anhafteten. Zuletzt wurden die Zellen mit 100ul Trypsin EDTA von den Kiigelchen geldst
und in Kulturmedium (DMEM + 20%FCS, dem 200mM L-Glutamin, 100mM Sodiumpyruvat, 1%
NEAA, 10000U/ml Penicillin/Streptomycin, 1M HEPES, 3mg/ml EC-Wachstumssubstanz und

250U/ml Heparin zugesetzt wurde, das Medium wurde immer frisch angesetzt) GUberfihrt.

11.4.4.2.2. Knochenmarkzellen

Auch bei der Isolation der Knochenmarkzellen wurde wahrend der gesamten Prozedur auf eine
madglichst sterile Arbeitsweise geachtet und alle verwendeten Materialien und Lésungen waren

steril oder wurden vor Benutzung sterilfiltriert.

Zur lIsolation der Knochenmarkzellen wurden Mause getdtet, ihre Beine entnommen und die
Femora freiprapariert. Die Epiphysen wurden abgeschnitten und zusammen mit den Diaphysen
mit sterilem DPBS in ein 15ml Gefald ausgespilt. Nach einer 4mindtigen Zentrifugation bei 400xg
wurde der Uberstand abgenommen und eine AcK Lyse mit 12ml sterilem AcK Puffer durchge-
fahrt, um die Erythrozyten zu zerstéren, die aufgrund ihrer grol3en Anzahl eine erfolgreiche Kulti-
vierung der Zellen erschwert hatten. Daraufhin wurden die Zellen in 10ml DMEM mit 10% FCS
gewaschen, bei 400xg 4 Minuten lang zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen an-
schlieffend in DMEM mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin resuspendiert und in eine Kul-
turflasche tberfiihrt.

1.4.4.2.3. Nk-Zellen

Die Nk-Zellen wurden in IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Media, GIBCO, Invitrogen, #21980-
032) kultiviert, welches mit 10% humanem Serum (Pan Biotech, #P302702), 1% Penicil-
lin/Streptomycin, 1% NEAA (Non Essential Amino Acids, [engl.], nicht essentiellen Aminosauren,
GIBCO, Invitrogen, #11140-035) und 1% Sodium Pyruvat (GIBCO, Invitrogen, #11360-039)

versetzt wurde. Die Zellen wurden in 96-Loch Rundboden Kulturplatten in Suspension gehalten.
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1.4.4.2.4. Makrophagen

Die verwendeten Makrophagen wurden von einer befreundeten Arbeitsgruppe mit Hilfe von anti-
CD14 beschichteten MACS beads aus humanen buffy coats isoliert und zur Verfligung gestellt.
Die Zellen wurden in RPMI Medium (PAA, #E15840) mit 10%FCS gehalten, dem entweder IFN-y
(interferon y, 1000U/ml, TebuBio, #11500-1) oder M-CSF (macrophage colony stimulating factor,
50ng/ml, TebuBio, #300-25-B) zugegeben wurde.

11.4.4.3. Untersuchungen in den Zelllinien

1.4.4.3.1. Vorbereitung der Zellen fiir die intrakardiale Injektion

Um bei der Injektion Zellen mit einer moglichst hohen Viabilitat zur Verfigung zu haben, wurden
die Zellen immer drei Tage vor der Verwendung so ausgebracht, dass am Tag der Injektion eine
Konfluenz von 70 bis 80% erreicht wurde. Hierzu wurden je 3,8x10° Zellen der entsprechenden
Zelllinie in einer 175cm? groRBen Kulturflasche ausgesaht. Da die Zellen mit Geneticin, einem
Aminoglykosid, das irreversibel an die 80S Ribosomenuntereinheit eukaryotischer Zellen bindet
und damit die Proteinbiosynthese hemmt, unter Selektionsdruck Kkultiviert wurden (siehe
[1.4.4.1.1.), wurden sie am Tag vor der Injektion zweimalig mit je 18ml DPBS gewaschen und
Zellkulturmedium (+10% FCS) ohne Antibiotika zugegeben. Am Tag der intrakardialen Injektion
wurden die Zellen nach dreimaligem Waschen mit je 18ml DPBS mit Zell-Dissoziations-Puffer
von der Kulturflasche gel6st, in 8ml Kulturmedium (+10% FCS) aufgenommen, die Zellzahl be-
stimmt und eine entsprechende Menge Zellsuspension 3 Minuten bei RT und 250xg zentrifugiert
und anschlieBend in dem Volumen DPBS resuspendiert, mit dem eine Zellzahl von 10° Zellen pro
100yl erreicht wurde. Diese Zellsuspension wurde nach nochmaliger Uberprifung der Zellkon-
zentration zu je 400yl aliquotiert (je Injektion ein Aliquot) und bis zur Verwendung auf Eis gela-
gert. Fir die Injektionen wurden ausschlieRlich Zellen verwendet, bei denen eine Lebendzellzahl
von mehr als 96% gemessen werden konnte. Nach Beendigung der intrakardialen Injektionen

wurde die Zellzahl erneut Uberprift.

11.4.4.3.2. Adhasions Versuche

Mit Hilfe der Adasions Versuche sollte herausgefunden werden, ob die Zellen der MDA-CT und
der MDA-KD Linie unterschiedlich stark an unterschiedlichen Materialien, Matrixkomponenten
und Zellen adharieren. Da diese Zellen bei der Zugabe von Luziferin Photonen emittieren konn-

ten die Zellen mit einem Luminometer detektiert werden.

1.4.4.3.2.1. Versuche zur Kladrung der Adhasion auf Matrixkomponenten

Zunachst wurden 96-Loch Kulturplatten mit den verschiedenen Substanzen in unterschiedlichen
Konzentrationen beschichtet. Hierzu wurden die zu beschichtenden Komponenten in je 100l

DPBS verdiinnt und Gber Nacht auf der Kulturplatte belassen. Fibronektin (von unserer eigenen
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Arbeitsgruppe aufgereinigt [337]) wurde in den Konzentrationen 1ug/ul, 0,1ug/ul, 0,01ug/ul, Kol-
lagen (Sigma-Aldrich, #C7774-5mg) in den Konzentrationen 1ug/upl und 0,01ug/ul und VCAM-1
(Vascular Cell Adhesion Protein [engl.], R&D Systems, #643-VM-200) nach Angaben des Her-
stellers in einer Konzentration von 0,0025ug/ul aufgebracht. Poly-L-Lysin (AMS Biotechnology,
#34-38-100-01) wurde unverdiinnt nach Angaben des Herstellers auf die Kulturplatten aufge-
bracht. Nach Beschichtung der Kulturplatten wurde verbliebene Flissigkeit abgesaugt und die
Platten dreimal mit je 200ul/well DPBS gewaschen. AnschlieRend wurden pro Vertiefung 5x10°
Zellen der beiden MDA Linien (MDA-CT und MDA-KD) in je 100yl Kulturmedium auf zwei Kultur-

platten aufgetragen.

Eine der beiden Kulturplatten diente dazu, die Gesamtbiolumineszenz aller aufgetragenen Zellen
zu bestimmen und wurde daher sofort mit 100ul one-glo (Luciferase assay system, Promega,
#6120) versetzt, (ber einen Zeitraum von 10 Minuten bei -80°C eingefroren, anschlieRend 10 Mi-
nuten lang bei 37°C wieder aufgetaut (dieser Prozess diente dazu, alle Zellen zu lysieren) und
direkt im Anschluss auf dem Luminometer gemessen. Die andere der beiden Platten wurde zwei
Stunden lang bei 37°C und 5%CO; inkubiert. Hierauf wurde sie mit einem automatisierten Plat-
tenwaschgerat dreimal mit 250ul DPBS/Vertiefung gewaschen und 100ul Kulturmedium pro Ver-
tiefung zugegeben. Die weitere Behandlung erfolgte Analog zu der bei der ersten Platte be-
schriebenen. Kurz, es wurde one glo aufgebracht, die Zellen lysiert und die Biolumineseszenz
gemessen. Zuletzt wurde die Biolumineszenz der nach dem Waschen verbliebenen Zellen (die
adharierten Zellen) prozentual zu der Gesamtbiolumineszenz (urspriingliche Zellmenge, auf ers-

ter Platte) berechnet.

1.4.4.3.2.2. Versuche zur Kldrung der Adhéasion auf Zellen

Die Adhasionsversuche auf Zellen verliefen analog zu den unter 11.4.4.3.2.1. beschriebenen, je-
doch mussten hier zunachst konfluente Zellschichten erzeugt werden. Hierzu wurden Endothel-
zellen und Knochenmarkzellen wie unter 11.4.4.2. beschrieben isoliert und auf einer 96-Loch Zell-
kulturplatte ausgesat. Beim Erreichen der Konfluenz dieser Zellen wurden MDA Zellen (siehe
11.4.4.3.2.1.) zugegeben, die Lumineszenz detektiert und analysiert. Da die Zellen, auf denen der
Versuch durchgefihrt wurde selbst keine Biolumineszenz zeigten, beeinflussten sie die Ergeb-

nisse nicht.

11.4.4.4. Chromfreisetzungstest

Der Chromfreisetzungstest wurde durchgefihrt, um zu untersuchen, ob bei den beiden unter-
suchten Zelllinien Unterschiede in der durch humane naturliche Killerzellen (NK-Zellen) vermittel-
te Lyse auftreten. Hierzu wurden die zu untersuchenden Zellen (Zielzellen) mit radioaktivem
Chrom (°'Cr) markiert, das bei der durch die lysierenden Zellen (Effektorzellen) vermittelten Lyse
freigesetzt wird. Die Isolation der hier verwendeten Nk-Zellen erfolgte nach einer publizierten Me-

thode [361]. Hierzu wurden aus humanem Vollblut zundchst PBMC (peripheral blood
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mononuclear cells) durch Dichtezentrifugation Gber eine LSM Losung (LSM 1077 ATMP-Ready,
#J11-504, PAA) nach Angaben des Herstellers gewonnen. Die Nk-Zellen wurden aus den PBMC
durch eine negativ Depletion mit einem Kit (Dynabeads® Untouched™ Human NK Cells,

#113.49D, Invitrogen) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.

1.4.4.4.1. *'Cr Markierung der Zielzellen

Die Zielzellen die in diesem Test analysiert und verglichen werden sollten, waren Zellen der
MDA-CT und der MDA-KD Linie. Die Zellen der unterschiedlichen Linien wurden gleich behan-
delt: Zu Beginn wurden die Zellen 3x mit je 18ml DPBS gewaschen, mit Zell-Dissoziations-Puffer
von der Kulturflasche geldst, in 6ml Kulturmedium aufgenommen und bei 500xg 5 Minuten lang
zentrifugiert. Nach Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes wurden 2,5x10° Zellen in 50l
Kulturmedium aufgenommen, mit 10ul *'Cr versetzt und eine Stunde lang bei 37°C und 5% CO,
auf einem Schwenkrad inkubiert, so dass die Zellen das radioaktive Nuklid aufnehmen konnten.
Hierauf wurde die Zellsuspension zweimal in 10ml Kulturmedium resuspendiert, je 5 Minuten lang
bei 500xg zentrifugiert und der Uberstand entfernt. Der Zweck dieses Waschschrittes war, nicht
aufgenommenes *'Cr zu entfernen. Die Zellen wurden daraufhin in 5ml Iscove’s Modifies Dulbec-
co’s Medium (IMDM) versetzt mit 10%FCS und 1% Penicillin/Streptavidin aufgenommen und wie

im Folgenden beschrieben mit den Effektorzellen vermischt.

1.4.4.4.2. Nk-Zell abhangige Zelllyse

Die Nk-Zellen (Effektorzellen) wurden in dem von ihnen bendtigten Effektorzellmedium: IMDM +
10%FCS + 1% Penicillin/Streptavidin bei 37°C und 5% CO, kultiviert und drei Tage vor Ver-
suchsbeginn mit IL-2 aktiviert. Von diesen Zellen wurden je 8x10° in 200pl Effektorzellmedium
pro Vertiefung einer 96-Loch Rundbodenplatte ausgesaht und in einer Verdinnungsreihe sechs-
mal eins zu eins verdinnt. Da von den chrommarkierten Zellen (Zielzellen, siehe 11.3.4.3.1.) je
5000 pro Vertiefung zugegeben wurden, ergaben sich also Effektorzellen zu Zielzellen Verhalt-
nisse zwischen 80 zu 1 und 1,25 zu 1. Zur Bestimmung der spontanen und der maximalen
Chromfreisetzung wurden 5000 Zielzellen ohne Zugabe von Effektorzellen (spontan) bzw. 5000
Zielzellen mit Zugabe von 2% TRITON-X 100 in DPBS (maximal) pro Vertiefung aufgetragen.
Nach einer vierstiindigen Inkubation der Zellen bei 37°C und 5% CO, wurde der Uberstand ab-
genommen und das freigesetzte radioaktive Chrom mit einem Gerat zur Messung von Gamma-
strahlung bestimmt. Die prozentuale zellvermittelte Lyse ergab sich wie folgt: [(experimentelle
Chromfreisetzung — spontane Chromfreisetzung) + (maximale Chromfreisetzung — spontane
Chromfreisetzung)] x 100. Alle Proben wurden in Triplikaten bestimmt und es wurden nur Expe-
rimente gewertet, die eine Ratio zwischen der maximalen und der spontanen Chromfreisetzung

von mindestens 4 aufwiesen.
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11.4.4.5. Cytochrom-C-Versuch

Mit dem Cytochrom-C-Versuch sollte untersucht werden, ob Zellen der beiden Zelllinien MDA-CT
und MDA-KD unterschiedlich stark phagozytiert werden. Makrophagen bilden bei ihrer Aktivie-
rung Oy, das bakterizid wirkt. Aufgrund seiner negativen Ladung reduziert das O, das
Cytochrom Fe* zu Fe?*. Dies fiihrt zu einem Farbumschlag von braun zu rot, wobei die Menge
an reduziertem Cytochrom-C der Menge des produzierten O, entspricht. Daher kann die Aktivitat

der Makrophagen durch die Veranderung der Extinktion bei 550nm gemessen werden.

Zunachst wurden 1x10° Makrophagen, die entweder mit IFN-y oder MCSF-1 stimuliert worden
waren (siehe 11.4.4.2.4.) in einer 96-Loch Zellkulturplatte in 50ul Cytochrom-C Lésung (80uM
Cytochrom-C in phenolrotfreiem DMEM +10% FCS) ausgebracht. Da die Cytochrom-C Lésung
lichtempfindlich ist, wurden alle weiteren Schritte soweit méglich im Dunkeln durchgefthrt. Im An-
schluss hieran wurden hierzu MDA Zellen im Verhaltnis 1:10 (MDA Zellen/Makrophagen) und 1:5
in je 50ul phenolrotfreiem DMEM mit 10%FCS zugegeben. Als Negativkontrolle dienten Makro-
phagen, denen keine MDA Zellen zugefiigt wurden. Hierauf wurde die Kulturplatte in einem
Fluorometer bei einer Extinktion von 550nm gemessen um den Anteil des reduzierten
Cytochroms zu Beginn des Versuches zu bestimmen. Hierauf wurde die Platte Uber einen Zeit-
raum von 4 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert und die Extinktion im Anschluss erneut ge-
messen. Der Anteil des reduzierten Cytochrom-C zum Ende des Versuches wurde prozentual

zum Anteil des reduzierten Cytochrom-C zu Beginn des Versuchs berechnet.

1.4.5. Farbungen

11.4.5.1. Immunfluoreszenzfarbungen

11.4.5.1.1. Entkalzifizierung des Knochens

Da Knochen ein sehr sprodes und hartes Gewebe ist, muss es fir die Anfertigung von Gefrier-
schnitten entkalzifiziert (entkalkt) werden. Hierzu wurden die Knochen zunachst von umgeben-
dem Muskelgewebe befreit, zwei Stunden lang bei Raumtemperatur in 10% nbf (neutral buffered
formalin [engl.]) fixiert und anschliefend mit PBS gewaschen. Daraufhin wurden die Knochen
Uber einen Zeitraum von zwei Wochen in EDTA-LAsung (siehe 11.1.5.) bei 5°C entkalzifiziert, wo-
bei die Losung jeden zweiten Tag erneuert wurde. Sobald die Knochen soweit entkalkt waren,
dass sie sich bei leichtem Druck verbiegen lieBen, wurden sie eine Stunde lang in 10%iger, da-
raufhin eine Stunde lang in 20%iger und zuletzt Gber Nacht in 30%iger mit PBS verdunnter Sac-

charose inkubiert.

1.4.5.1.2. Anfertigung von Gefrierschnitten des Knochens

Von den entmineralisierten, flexiblen Knochen wurden analog zu der unter 11.3.5.2.1. beschriebe-

nen Prozedur Gefrierschnitte angefertigt.
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1.4.5.1.3. Farbung der Gefrierschnitte

Die Gefrierschnitte wurden analog zu den in 11.3.5.2.2. beschriebenen Methode gefarbt. Die ver-

wendeten Antikdrper waren gegen Desmin und CD31 gerichtet.
11.4.5.2. Histologische Untersuchungen des Knochens

1.4.5.2.1. Einbettung des Knochens in Kunststoff

Fir die Anfertigung von Schnitten mineralisierter Knochen wurden Tibiae der Mause in Kunststoff
eingebettet. Hierzu wurden die Knochen zunachst in 70% Alkohol fixiert. Daraufhin wurden die
Knochen zwei Stunden lang in 80%igem, daraufhin zwei Stunden in 95%igem, danach zwei wei-
tere Stunden lang in 98%igem und zuletzt Uber Nacht in 100%igem Ethanol bei Raumtemperatur
inkubiert, um sie zu entwassern und zu entfetten. Die Einbettung der Knochen erfolgte in Einbet-
tungsférmchen (Heraeus Kulzer, #64708955) mit Hilfe eines Einbettungskits (Osteo-bed bone
embedding kit, Polyscience, #17734-1). Hierbei wurden die Knochen in die Férmchen gelegt, die-
se daraufhin mit einer Kunststofflosung beflllt, die Formchen luftdicht verschlossen und zum
Auspolymerisieren 24 Stunden bei 34°C inkubiert. Nach der vollstdndigen Auspolymerisierung

der Kunststofflésung konnten die eingebetteten Knochen aus den Férmchen gedrickt werden.

1.4.5.2.2. Schneiden des in Kunststoff eingebetteten Knochens

Um die eingebetteten Knochen mit einem Tischmikrotom zu schneiden, wurde zunachst um die
Probe herum Uberflissiger Kunststoff ausgesagt. Die Schnitte wurden in einer Dicke von 3um
angefertigt, mit einem Pinsel und 50%igem Alkohol von der Probe gelést und in eine Petrischale
mit 70%igen Alkohol gegeben, in der sie auf einen mit Eiwei3-Glycerin (Roth, #P049.1) beschich-
teten Objekttrager gezogen wurden. Hierauf wurden Papierstreifen auf die Schnitte aufgelegt und
gleichmaRig aufgedrickt. Um die Entstehung von Wellen im Schnitt zu vermeiden, wurde auf die

Papierstreifen ein zweiter Objekttrager gelegt und der Schnitt auf einer warmen Platte getrocknet.

1.4.5.2.3. Calcein Farbungen

Da die Tiere mit Calcein injiziert wurden, wurden die ungefarbten Schnitte mit einem Fluores-
zenzmikroskop und entsprechender Kamera photographiert. Die gleichen Schnitte wurden an-

schlieRend nach Masson-Goldner gefarbt.

1.4.5.2.4. Farbung von Knochenschnitten nach Masson-Goldner

Um Uberschissigen Kunststoff zu entfernen, wurden die Proben dreimal je 10 Minuten lang bei
Raumtemperatur in Azeton inkubiert. Die Proben wurden daraufhin in einer Ethanolreihe (100%,
98%, 80%, 70%, H,O je 3 Minuten lang bei RT) rehydiert. Daraufhin wurden die Schnitte 10 Mi-
nuten lang in Hamatoxylin nach Gill (Roth, #T864.2) gefarbt und anschlieRend H,O4 gewaschen
und 10 weitere Minuten in Leitungswasser geblaut, woraufhin die Proben erneut in H,O4 gewa-

schen wurden. Hierauf wurden die Schnitte 6 Minuten lang mit Saurefuchsinlésung (siehe 11.1.5.)
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gefarbt, gefolgt von einem Waschschritt mit H,O4 und einem weiteren mit 1%iger Essigsaure. Im
Folgenden wurden die Knochenschnitte 2 Minuten in Phosphomolybdanlésung (siehe 11.1.5.)
inkubiert, woraufhin sie dreimal mit 1%iger Essigsdure gewaschen, 5 Minuten lang in Lichtgrin
gefarbt, erneut dreimal in 1%iger Essigsdure gewaschen und danach rasch durch dreimalige
dreiminutige Inkubation in 100% Ethanol entwassert wurden. Die Schnitte wurden 2 Minuten lang
in Roti-Histol (Roth, #6640) inkubiert, anschlieend mit einem Tropfen Histokitt (Roth, #6638)
versehen, ein Deckplatichen aufgelegt und ber Nacht getrocknet. Am nachsten Morgen konnte

Uberschissiges Roti-Histol vorsichtig mit Ethanol entfernt werden.

1.4.5.2.5. Histomorphometrische Analyse

Die Erhebung der sekundaren Parameter erfolgte anhand der Daten der dynamischen und der
statischen Histomorphometrie.

Zu den Parametern der dynamischen Histomorphometrie zéhlen die Oberflache mit einfachem
Calceinsignal, die Oberflache mit doppeltem Calceinsignal und die Distanz zwischen den beiden
Calceinsignalen bei dem doppelten Calceinsignal. Zu den Parametern der statischen
Histomorphometrie zahlen die Knochenoberflache, die Osteoidoberflache, die Osteoiddicke, die

Osteoblastenanzahl, die Osteoklastenoberflache und die Osteoklastenanzahl (siehe Tab 11.2.).

Tab.l.2: Abkiirzungen und Berechnungen der histomorphometrischen Parameter. Dargestellt ist der jeweili-
ge Parameter in der linken Spalte, in der rechten sind dessen Abkiirzung und Berechnung angegeben.

Parameter Abkiirzung und Berechnung
dynamische
Oberflache mit einfachem Calceinsignal sLS, single label surface [engl.], [mm]
Oberflache mit doppeltem Calceinsignal dLS, double label surface [engl.], [mm]

ddLS, distance between double labels [engl.],
Distanz zwischen den beiden Calceinsignalen | [um]

bei dem doppelten Calceinsignal.

statische

Knochenoberflache BS, bone surface [engl.], [mm]
Osteoidoberflache OS, osteoid surface [engl.], [mm]
Osteoiddicke 0O.Th, osteoid thickness [engl.], [um]
Osteoblastanzahl Ob.N, osteoblast number [engl.]
Osteoklastoberflache Oc.S, osteoclast surface [engl.], [mm]
Osteoklastanzahl Oc.N, osteoclast number [engl.]

sekundare Parameter

MAR, mineral apposition rate [engl.] [um/Tag]
MAR=ddLS/"Anzahl Tage zwischen Calcein

Mineralisierungsrate Injektionen"
OMT, osteoid maturation time [engl.]
Reifungszeit des Osteoid OMT=0.Th./MAR

Aj.AR, adjusted apposition
rate [um/day]
Aj.AR=MAR*MS/OS

angepasste Ablagerungsrate
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Aus diesen Daten lielden sich die Mineralisierungsrate, die Anzahl der resorbierenden Osteoklas-
ten pro Knochenoberflache, die Reifungszeit des Osteoids und die angepasste Ablagerungsrate

in mm/Tag berechnen (siehe Tab I11.2.).

11.4.5.3. Farbungen fir die Durchflusszytometrie

Die Analyse der Durchflusszytometrie (FACS, flow associated cell sorting [engl.]) ermdglicht die
Untersuchung der Zellen hinsichtlich ihrer Grolze, Granularitat und der Expression von verschie-
denen Molekile durch Farbungen mit fluoreszenzmarkierten Antikérpern. Alle in dieser Arbeit
durchgefihrten zytometrischen Messungen erfolgten an einem LSRIl Gerat der Firma BD
Biosciences und die Analysen erfolgten mit dem Programm FACSDiva 5.0.2 (BD Biosciences).
Darlber hinaus wurden alle Arbeiten mit den Zellen auf Eis und die Zentrifugationen bei 4°C
durchgefihrt. Ferner wurde darauf geachtet, dass die fluoreszenzmarkierten Antikdrper so wenig
Licht wie mdglich ausgesetzt waren. Vor der Farbung wurden die jeweiligen Zellen bei 400xg
zentrifugiert und in FACS-Puffer (siehe 11.1.5.) wiederaufgenommen, so dass pro Ansatz ca.
1x10° Zellen in 100pl Puffer vorlagen. Die Farbung der Zellen erfolgte Uber einen Zeitraum von
30 Minuten. Daraufhin wurde je Ansatz 1ml eiskalter FACS-Puffer zugegeben und die Zellen 10
Minuten lang bei 500xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellen in 100ul FACS-
Puffer resuspendiert und direkt am Zytometer gemessen. Als Negativkontrollen wurden ungefarb-
te Zellen bzw. mit unspezifisch bindenden Antikérpern (Isotypkontrollen) versetzte Zellen ver-

wendet.

Bei der durchflusszytometrischen Analyse primarer Zellen, wurden diese zunachst einer AcK
Lyse unterzogen, um die Erythrozyten zu entfernen, die auf Grund ihrer hohen Anzahl eine sinn-
volle Untersuchung der anderen Zellen vereitelt hatten. Hierzu wurden die Zellen 3 Minuten lang
in 12 ml AcK Puffer (siehe 11.1.5.) inkubiert (bei Bedarf bis zu dreimal wiederholt), bei 400xg zent-

rifugiert und das Pellet in FACS-Puffer aufgenommen.

1.4.6. Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der Versuche erfolgte mit den Programmen Microsoft Excel (2007, Mic-
rosoft, Redmond, WA, USA), GraphPad Prism (V3, GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA) und SPSS (V11.0, IBM, Chicago, IL, USA). Statistische Unterschiede wurden mit dem
zweiseitigen t-Test fir unabhangige Stichproben oder dem nicht-parametrischen Mann-Whitney
Test evaluiert. Fir die Bestimmung der Lokalisation der Tumore wurde ein Fisher-Exakt Test ge-
nutzt. Die Fehler sind jeweils als Standardfehler (SEM, standard error of the mean [engl.]) ange-

geben.
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lll. Ergebnisse
lll.1. Effekt der Inhibierung der Bildung einer Fibronek-

tinmatrix

Fibronektin ist ein wichtiger Bestandteil der extrazellularen Matrix und auch an deren Aufbau be-
teiligt. Eine Leberfibrose, die aus einer chronischen Leberschadigung resultiert, ist durch die Bil-
dung einer fibrotischen Matrix gekennzeichnet. Fibronektin spielt bei der Entstehung dieses fibro-
tischen Narbengewebes eine wichtige Rolle [165, 362, 363]. Auch im Verlauf der Fibrose Uber-
nimmt Fibronektin zahlreiche Funktionen, die zur Bildung eines Kollagennetzwerks und damit

zum Aufbau einer fibrotischen Matrix beitragen (siehe 1.2.5.1).

Daher sollte untersucht werden, ob die Inhibition des Fibronektinnetzwerks durch das Peptid
pUR4b zu einer veranderten Matrixablagerung fihren und somit das Ausmalf der Fibrose modifi-

zieren kann.

I1.1.1. Fibroseinduktion

Fir die Induktion einer Leberfibrose im Tiermodell werden verschiedene Methoden beschrieben.
Die gangigsten Methoden sind Fibroseinduktion durch Gallengangligaturen oder die Induktion ei-
ner Fibrose durch Chemikalien. Da die Fibroseinduktion mit Tetrachlorkohlenstoff (CCl,) eine der
am langsten und am haufigsten genutzten Methoden [317, 318] ist und auch Dimethylnitrosamin
(DMN) haufig zur Erzeugung von Fibrosen bei Nagern genutzt wird [319, 320], bedienten wir uns
dieser beiden Methoden. Die Entwicklung einer Fibrose durch CCl, dauert mit ca. sechs Wochen
etwas langer als eine durch DMN verursachte Fibrose, die sich innerhalb eines Zeitraums von ca.
vier Wochen etabliert (siehe 11.3.2.1. und 11.3.2.2.).

11.1.1.1. Wahl der Methode zur Induktion einer Fibrose

In unserem Modell sollte unter anderem untersucht werden, ob eine Behandlung mit dem Peptid
pUR4b zu einer Regression der Leberfibrose fuhrt. Daher mussten wir zun&chst untersuchen, ob
das von uns gewahlte Modell zur Induktion einer Fibrose Uber einen Zeitraum von mindestens
zwei Wochen stabil war. Hierzu unterteilten wir die Versuchstiere in drei Gruppen, von denen ei-
ne mit DMN, eine mit CCl, und eine als Kontrollgruppe mit NaCl behandelt wurde.

Den Tieren der DMN Gruppe wurde die Chemikalie zur Induktion einer Leberfibrose Uber einen
Zeitraum von vier Wochen verabreicht. Hierauf wurden die Halfte der Tiere sofort und die andere
Halfte nach einem Zeitraum von zwei weiteren Wochen, in denen sie nicht behandelt wurden, ge-
tétet und die Lebern entnommen (siehe Abb.111.1.1. DMN).
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Um eine Fibrose mit CCl, zu induzieren wurden die Tiere Uber einen Zeitraum von sechs Wochen
mit der Chemikalie behandelt. Auch hier wurde die eine Halfte der Tiere sofort, und die andere
Halfte nach einer zweiwochigen behandlungsfreien Phase getotet und die Lebern enthommen
(siehe Abb.111.1.1. CCly).

DMN
P Fibroseinduktion >
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Toétung der' Totung der'
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< Fibroseinduktion >
élllllllIIIIII|IIIIII|IIIIII|IIIIII|IIIIIIIIIIIIIlIIIIIIl
Lebenswoche: 7 8 9 10 1 12 13 14 15
Totung der' Tétung der'
ersten Halfte zweiten Halfte

Abb.lIl.1.1. Zeitachsen zum Experimentaufbau. Dargestellt ist in der oberen Abbildung die Zeitachse zum Ex-
perimentaufbau bei der DMN Behandlung, in der unteren bei der CCL4 Behandlung der Tiere.

lll.1.1.1.1. Bestimmung des Kollagengehalts der Leber

Da eine Leberfibrose immer mit einer Ablagerung von extrazellularer Matrix im Organ einhergeht,
ist die Kollagenmenge im Gewebe ein Anhaltspunkt fur die Schwere der Fibrose. Die am haufigs-
ten genutzte Methode, um fibrotisches Gewebe bzw. die Ablagerung von Kollagen nachzuweisen
ist die Quantifikation des Hydroxyprolins [332, 364]. Dieses kann mit Hilfe eines biochemischen
Versuchs bestimmt werden und ermdglicht eine Berechnung des Kollagengehalts der Leber.
Hydroxyprolin ist namlich eine Aminosaure, die durch die Hydrolysierung der Aminosaure Prolin

entsteht. Etwa 10% aller Aminosauren in Kollagenen sind Hydroxyproline [330].
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Abb.lII.1.2. Kollagengehalt der fibrotischen Lebern. Die Kollagengehalte der Lebern der mit DMN behandelten
Tiere sind links in orange abgebildet (A), die der mit CCls behandelten rechts in blau (B). Dargestellt ist je Gruppe
der Kollagengehalt direkt im Anschluss an die Behandlung (DMN Woche 4 bzw. CCls Woche 6) und der Kolla-
gengehalt nach Verstreichen einer zweiwéchigen behandlungsfreien Phase (DMN Woche 6 bzw. CCls Woche 8).

Bei beiden Modellen zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen dem Kollagengehalt der
Lebern, die zum Zeitpunkt des Endes der Behandlung, und dem Gehalt derjenigen, die erst zwei
Wochen spater entnommen wurden (DMN Woche 4: 1,63+0,72, n=4 vs. DMN Woche 6:
1,90£0,41, n=4, p=ns; CCly Woche 6: 2,50+0,62, n=4 vs. CCly Woche 8: 1,46+0,43, n=4, p=ns).

Da CCl, eine Tendenz zum Rickgang und eine héhere Standardabweichung aufwies und einen

langeren Zeitraum fir die Fibrosebildung bendtigte, wurde DMN fiir die weiteren Versuche zur

Fibroseinduktion verwendet.

ll1.1.1.1.2. Histologische Bestatigung der Entwicklung einer Leberfibrose

Um zu bestéatigen, dass die Behandlung mit der Chemikalie DMN zu einer Leberfibrose fiihrt,
wurde untersucht, ob eine verstarkte Ablagerung extrazellularer Matrix beobachtet werden konn-

te. Hierzu wurden Lebergefrierschnitte mit matrixspezifischen Farbstoff Sirius-Rot 3Fb angefarbt.

NaCl DMN

Abb.111.1.3. Farbung der Matrix mit Sirius-Rot. Abgebildet sind Sirius-Rot 3Fb gefarbte Lebergefrierschnitte von
einem Tier, das mit NaCl behandelt wurde, und einem Tier, das mit DMN behandelt wurde. Die MaR3balken ent-
sprechen einer Lange von 100um.
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Bei den Tieren, die mit DMN behandelt wurden, kann man im Bereich der portalen Gefalie eine
Farbung erkennen, die bei unbehandelten Tieren nicht zu sehen ist. Dies weist daraufhin, dass
die Behandlung mit DMN nicht nur eine Erh6hung des Kollagengehalts verursacht sondern auch

mit histologischen Veranderungen einhergeht die denen einer Leberfibrose entsprechen [193].

ll.1.2. Untersuchungen zu den Effekten des Peptids pUR4b bei ei-
ner Leberfibrose

Eine Leberfibrose kennzeichnet sich in erster Linie durch die Ablagerung von extrazellularer Mat-
rix im Dissé-Raum, welche darlber hinaus flr die meisten Komplikationen im Verlauf dieser
Krankheit verantwortlich ist. Wahrend dieses Prozesses wird zunachst ein Fibronektinnetzwerk
aufgebaut, an das weitere Proteine der extrazellularen Matrix angelagert werden [165] (siehe Ab-
schnitt 1.2.5.1).

PUR4b ist ein 69 Aminosauren groRes Peptid, das die 49 Aminosauren lange funktionelle
upstream Domane (functional upstream domain, FUD [engl]) des F1 Adhéasins von
Streptococcus pyrogenes enthalt. Dieses Adhasin bindet Fibronektin hochaffin und dient dem
Bakterium dazu, an die extrazellulare Matrix der Wirtszellen zu adhéarieren [365]. Es konnte ge-
zeigt werden, dass FUD und auch der Klon pUR4b den Einbau von sowohl endogenem zellula-
rem als auch exogenem Plasmafibronektin in die extrazelluldre Matrix verhindert [316]. Daher
sollte untersucht werden, ob die Gabe des Peptids pUR4b den Aufbau der extrazellularen Matrix

in vivo modulieren und somit eine Fibrose beeinflussen kann.

ll.1.2.1. In vivo Untersuchungen zu den Effekten des Peptids pUR4b bei ei-

ner Leberfibrose

Die Versuchstiere wurden in vier Gruppen unterteilt, von denen eine Gruppe als fibrosefreie Kont-
roligruppe mit Kochsalzlésung (NaCl), eine Gruppe als fibrotische Gruppe mit DMN, eine Gruppe
als fibrotische Kontrollgruppe mit DMN und dem Kontrollpeptid 11111c (DMN+III11¢) und eine
Gruppe als fibrotische Experimentiergruppe mit DMN und pUR4b (DMN+pUR4b) behandelt wur-
de.

ll.1.2.1.1. Auswirkungen des Peptids pUR4b auf den Kollagengehalt der Matrix

Die Auswirkungen des Peptids pUR4b sollten sowohl in einem Modell untersucht werden, in dem
das Peptid bereits wahrend der Entstehung der Fibrose appliziert wird als auch in einem anderen
Modell, bei dem erst nach der Etablierung einer Fibrose mit dem Peptid pUR4b behandelt wird.
Hierdurch sollte sowohl die Frage geklart werden, ob das Peptid pUR4b in der Lage ist, die Ent-
stehung einer Fibrose zu modulieren als auch die Frage, ob es eine bereits bestehende Fibrose
beeinflussen kann. Die Ergebnisse der ersten der beiden Fragen werden unter Abschnitt
1.2.1.1.1. und die der zweiten unter Abschnitt 1.1.2.1.1.2. aufgefihrt.
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1.1.2.1.1.1. Auswirkungen des Peptids pUR4b auf die Matrixmenge bei Applikation wahrend
der Fibrosebildungsphase

Bei diesem Ansatz wurden die Tiere der fibrotischen Kontrollgruppe und der fibrotischen Experi-

mentiergruppe wahrend der letzten 10 Tage der Fibrosebildungsphase intraperitoneal mit dem

Kontrollpeptid 11111c (DMN+11111c) bzw. dem Peptid pUR4b (DMN+pUR4b) behandelt und die

restlichen Tiere (Kontrollen) mit den entsprechenden Mengen an NaCl (siehe Abb.l11.1.4.).

Fibroseinduktion
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Abb.lIl.1.4. Zeitachse zum Experimentaufbau. Dargestellt ist die Zeitachse zum Experimentaufbau bei der Be-
handlung der Tiere mit Peptiden (bzw. entsprechend NaCl) wahrend der Fibrosebildungsphase.

Um zu ersehen, ob die fibrotischen Tiere zum Zeitpunkt des Beginns der Peptidgabe (Lebenswo-
che 9) bereits Narbengewebe entwickelt hatten, wurde ein Teil der Tiere der fibrotischen Gruppe
zu diesem Zeitpunkt getétet, die Lebern entnommen und deren Kollagengehalt durch die bio-
chemische Quantifizierung des Hydroxyprolins (siehe 111.1.1.1.1.) bestimmt (siehe Abb.11l.1.5., A).
Die restlichen Tiere wurden erst zum Ende der Peptidbehandlung (Lebenswoche 11) getétet und
analog untersucht (siehe Abb.lII.1.5., B).
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Abb.111.1.5. Kollagengehalt der fibrotischen Lebern. Dargestellt sind die Kollagenmengen in den Lebern der
behandelten Tiere. Der Kollagengehalt der Lebern wurde anhand des Hydroxyprolingehalts berechnet. In Graph
A sind die Kollagengehalte der fibrotischen Tiere (DMN Gruppe) zu den Zeitpunkten vor Beginn und nach Ende
der Peptidbehandlung im Vergleich zu mit NaCl behandelten Kontrolltieren (Lebenswoche 11) dargestellt. In
Graph B reprasentiert der Balken links in weil3 die Leberkollagengehalte der Tiere der mit NaCl behandelten
Kontrollgruppe, der orange Balken die der mit DMN behandelten, in rot sind die Werte der mit DMN und IlI11¢c
und in griin die der mit DMN und pUR4b behandelten Tiere dargestellt.

Es konnte gezeigt werden, dass sich der Kollagengehalt der Lebern der Tiere, die mit DMN be-
handelt wurden, sowohl vor als auch am Ende der Peptidgabe signifikant von denen der mit NaCl
behandelten Kontrolltiere unterschied (Abbildung IIl.1.5., Graph A: NaCl: 1,06+0,11, n=21 vs.
DMN Lebenswoche 9: 1,59+0,17, n=9 oder DMN Lebenswoche 11: 1,60+£0,14 [mg Kollagen/g
Protein], n=16, p<0,05).

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass sich der Kollagengehalt der mit pUR4b behandelten
Tiere nicht signifikant von denen der gesunden Kontrollgruppe unterschieden (Abbildung I11.1.5.,
Graph B: DMN+pUR4b: 1,08+0,14, n=9 vs. NaCl: 1,06+0,11 [mg Kollagen/g Protein], n=21,
p=ns). Es zeigte sich jedoch, dass die Kollagenwerte der mit DMN oder mit DMN+Il111c behan-
delten Tiere im Vergleich zu denen der mit NaCl oder DMN+pUR4b behandelten Tiere signifikant
erhoéht waren (Abbildung 111.1.5., Graph B: NaCl: 1,06£0,11, n=21 oder DMN+pUR4b: 1,08+0,14,
n=9 vs. DMN+llI11¢c: 1,51£0,13, n=10 oder DMN: 1,60+0,14 [mg Kollagen/g Protein], n=16,
p<0,05).
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l.1.2.1.1.2. Auswirkungen des Peptids pUR4b auf die Matrixmenge bei Applikation nach der
Fibrosebildungsphase

Weiterhin sollte untersucht werden, ob das Peptid pUR4b auch einen Einfluss auf die Kollagen-

menge in der Leber ausibt, wenn es nach vollstandiger Induktion einer Fibrose appliziert wird.

Hierzu wurde den Tieren wiederum eine Fibrose induziert. Erst nach Vollendung der Fibrosein-

duktion wurde den Mausen Uber einen Zeitraum von weiteren 14 Tagen pUR4b bzw. llI11c ver-

abreicht (siehe Abb.III.1.6.).

Fibroseinduktion
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Abb.111.1.6. Zeitachse zum Experimentaufbau. Dargestellt ist die Zeitachse zum Experimentaufbau bei der Be-
handlung der Tiere mit Peptiden (bzw. entsprechend NaCl) in der Zeit nach der Fibrosebildungsphase.

Auch hier hatte ein Teil der fibrotischen Tiere vor Beginn der Peptidbehandlung getbtet werden
sollen, um die Entstehung von Narbengewebe zu evaluieren. Da bereits Tiere zu diesem Zeit-
punkt untersucht wurden (vgl. 111.1.2.1.1.1. Gruppe DMN Lebenswoche 11), wurden diese Werte
fur die Evaluierung herangezogen. Nach Beendigung der Peptidbehandlung wurden die verblei-
benden Tiere getdtet, ihre Lebern entnommen, deren Hydroxyprolingehalt ermittelt und die Kolla-

genwerte hieraus berechnet.
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Abb.111.1.7. Kollagengehalt der fibrotischen Lebern. Dargestellt sind die Kollagenmengen der Lebern der be-
handelten Tiere. Die Kollagenmengen der Lebern wurden anhand des Hydroxyprolingehalts berechnet. In Graph
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A sind die Kollagengehalte der fibrotischen Tiere (DMN Gruppe) zu den Zeitpunkten vor Beginn und nach Ende
der Peptidbehandlung im Vergleich zu mit NaCl behandelten Kontrolltieren (Lebenswoche 13) dargestellt. In
Graph B reprasentiert der Balken links in weil3 den durchschnittlichen Leberkollagengehalt der Tiere der mit NaCl
behandelten Kontrollgruppe, der orange Balken den der mit DMN behandelten, in rot sind die Werte der mit DMN
und Ill11c und in grin die der mit DMN und pUR4b behandelten Tiere dargestellt. Dieser Farbcode wird fiir den
Teil der Arbeit, der sich mit der Leberfibrose beschaftigt, beibehalten.

Es zeigte sich auch hier, dass der Kollagengehalt der fibrotischen Lebern sowohl zum Zeitpunkt
des Beginns der Peptidgabe (DMN Lebenswoche 11) als auch bei Beendigung des Experiments
(DMN Lebenswoche 13) im Vergleich zu den gesunden Kontrolltieren signifikant erhéht war (Ab-
bildung 111.1.7., Graph A: NaCl: 0,923+0,0946, n=16 vs. DMN Lebenswoche 11: 1,604+0,146
n=16 oder DMN Lebenswoche 13: 1,554+0,130 [mg Kollagen/g Protein], n=10, p<0,05).

Darlber hinaus unterschieden sich die Kollagenwerte der mit pUR4b behandelten Tiere nicht
signifikant von denen der gesunden Kontrollgruppe (Abbildung 111.1.7., Graph B: DMN+pURA4b:
0,941+0,272, n=6 vs. NaCl: 0,92310,0946 [mg Kollagen/g Protein], n=16, p=ns). Auch hier waren
die Kollagenwerte der mit DMN und mit DMN+I1111c behandelten Tiere im Vergleich zu denen
der mit NaCl und DMN+pUR4b behandelten Tiere signifikant erhdht (Abbildung 111.1.7., Graph B:
DMN+pUR4b: 0,941+0,272, n=6 oder NaCl: 0,923+0,0946, n=16 vs. DMN+lll11¢c: 1,709+0,197,
n=10 oder DMN: 1,554+0,130 [mg Kollagen/g Protein], n=10, p<0,05).

l.1.2.1.2. Untersuchung der Matrixzusammensetzung der Leber

Die Hydroxyprolingehaltbestimmungen zeigten, dass in den Lebern der mit pUR4b behandelten
Gruppe signifikant weniger Kollagen vorhanden war, als in den anderen fibrotischen Gruppen.
Diese Ergebnisse lielRen auf eine veranderte Matrixzusammensetzung schlief3en. Daher sollte die
Matrix histologisch untersucht und mit Immunfluoreszenzfarbungen genauer charakterisiert wer-
den.

lll.1.2.1.2.1. Histologische Ausbreitung der Leberfibrose

Um die Auswirkungen der Gabe des Peptids pUR4b auf die Leber zu untersuchen, wurde die ext-
razellulare Matrix der Lebern der Tiere unterschiedlicher Gruppen gefarbt. Hierzu wurden Leber-
gefrierschnitte angefertigt und mit dem matrixspezifischen Farbstoff Sirius-Rot 3Fb angefarbt.

NaCl DMN DMN+III11¢ DMN+pUR4b

Peptidgabe
wihrend
Fibroseinduktion

Peptidgabe
nach
Fibroseinduktion

Abb.111.1.8. Farbung der Matrix mit Sirius-Rot. Abgebildet sind von links nach rechts exemplarisch mit Sirius-
Rot gefarbte Lebergefrierschnitte der Gruppen NaCl, DMN, DMN+llI11c und DMN+pURA4b. In der oberen Reihe
befinden sich die Bilder der Gruppen, die eine Peptidbehandlung (oder entsprechend NaCl) wahrend der
Fibroseentstehung erhielten, in der unteren Reihe die der Gruppen, die erst nach Beendigung der Fibrosebil-
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dungsphase mit Peptiden (oder entsprechend mit NaCl) behandelt wurden. Die Maf3balken entsprechen einer
Lange von 100um.

Bei den Leberschnitten der mit DMN behandelten Tieren konnte eine verstarkte Ablagerung von
extrazellularer Matrix beobachtet werden, die bei den Farbungen der Schnitte der Kontrolltiere,
die mit NaCl behandelt wurden, nicht ersichtlich ist. Beim Betrachten der Schnitte lasst sich daru-
ber hinaus vermuten, dass die mit DMN+pUR4B behandelten Mause ebenso wie die mit NaCl
behandelten Kontrolltiere eine schwacher ausgepragte Matrix aufweisen, als die mit dem Kont-
rollpeptid DMN+II1111C oder DMN behandelten fibrotischen Tiere.

Dieser Eindruck sollte mit einer Immunfluoreszenzfarbung gegen Fibronektin und Kollagen besta-
tigt werden. Hierzu wurden wiederum Gefrierschnitte der Lebern angefertigt und diese mit Anti-
kérpern gegen Fibronektin und gegen Kollagen gefarbt.

NaCl DMN+II11c DMN+pUR4b

Abb.1I1.1.9. Immunfluoreszenzfiarbung der Matrix gegen Fibronektin. Abgebildet sind exemplarisch mit Anti-
korper gegen Fibronektin gefarbte Lebergefrierschnitte der Gruppen bei der Peptid- (bzw. NaCl-) Behandlung
wahrend (je oben) und nach (je unten) der Fibroseinduktion. Die MaRbalken entsprechen einer Lange von
100um.

Peptidgabe
wihrend
Fibroseinduktion

Peptidgabe
nach
Fibroseinduktion

Beim Betrachten der in rot dargestellten Fibronektinfarbungen (Abb.lll.1.9., oben) entsteht der
Eindruck, dass sowohl die Schnitte der mit DMN behandelten Tiere als auch die der mit
DMN-+III11c behandelten Tiere eine starkere Farbung aufweisen, als die der mit DMN+pUR4b
behandelten und die der mit NaCl behandelten Kontrolltiere. Die Schnitte der mit DMN+pUR4b
behandelten Tiere scheinen jedoch eine starkere Fibronektinfarbung aufzuweisen, als die gesun-

den Kontrolltiere.
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NaCl DMN+II11c DMN+pUR4b

Peptidgabe
wihrend
Fibroseinduktion
Peptidgabe

nach
Fibroseinduktion

Abb.1I1.1.10. Immunfluoreszenzfarbung der Matrix gegen Kollagen. Abgebildet sind exemplarisch mit Antikor-
per gegen Kollagen gefarbte Lebergefrierschnitte der Gruppen bei der Peptid- (bzw. NaCl-) Behandlung wahrend
(je oben) und nach (je unten) der Fibroseinduktion. Die Maf3balken entsprechen einer Lange von 100um.

Die bei der Fibronektinfarbung entstandenen Eindriicke bestatigen sich beim Betrachten der Far-
bung gegen Kollagen (Abb.l11.1.10.). Auch hier scheint die Farbung der Lebern der mit pUR4b
behandelten Tiere schwacher, als die der anderen fibrotischen Tiere, jedoch starker als die der
Kontrollen zu sein.

Insgesamt scheint sich die Fibrose in der mit DMN und der mit DMN+III11¢c behandelten Gruppe
Uber die gesamte Leberflache zu erstrecken, wohingegen sich die Fibrose in der DMN+pUR4b

Gruppe in erster Linie auf die Periportalfelder zu beschranken scheint.

111.1.2.1.2.2. Entziindliche Zellen in der Leber

Die Bildung einer Fibrose wird von einer entziindlichen Reaktion begleitet [173]. Daher sollte er-
griindet werden, ob das Peptid pUR4b durch direkte oder indirekte Mechanismen einen Einfluss
auf die inflammatorischen Zellen austibte.

NacCl DMN+II11¢c DMN+pUR4b

Abb.111.1.11. Immunfluoreszenzfarbung inflammatorischer Zellen mit Antikorper gegen CD45. Die Zellkerne
wurden mit DAPI gefarbt und sind blau dargestellt. Inflammatorische CD45 positive Zellen sind rot dargestellt.
Exemplarisch dargestellt sind angefarbte Leberschnitte der Gruppen NaCl, DMN, DMN+Il111c und DMN+pUR4b.
Die oberen vier Bilder reprasentieren die Gruppe, bei der die Peptidbehandlung (oder entsprechend NaCl) wah-

Peptidgabe
wihrend
Fibroseinduktion

Peptidgabe
nach
Fibroseinduktion
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rend der Fibroseinduktion stattgefunden hat, die unteren diejenige, bei denen erst nach der Fibroseentstehung
mit Peptid (oder entsprechend mit NaCl) behandelt wurde. Die MaRbalken entsprechen einer Lange von 100um.

Beim Betrachten der gegen CD45 gefarbten Leberschnitte 1asst sich erkennen, dass in den ge-
sunden Tieren weniger inflammatorische Zellen gefunden wurden, als in den anderen Gruppen.
Es entsteht weiterhin der Eindruck, dass die mit DMN+pUR4b behandelten Tiere weniger CD45
positive Farbung aufwiesen als die Tiere der anderen fibrotischen Gruppen (DMN und
DMN+l1I11c). Diese Beobachtungen lieRen sich sowohl fir die Tiere der Gruppen, die wahrend
der Fibroseinduktion mit Peptiden (oder entsprechend mit NaCl) behandelt wurden (siehe
Abb.l11.1.11., oben), als auch fir diejenigen, die erst nach Ende der Fibroseinduktion mit Peptiden

(bzw. NaCl) behandelt wurden (siehe Abb.lll.1.11., unten), anstellen.

Um diese Eindriicke zu quantifizieren und zu evaluieren, wurden die positiv gefarbten Zellen aus-

gezahlt.
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Abb.lI1.1.12. Auszdhlung der CD45 positiv gefarbten Zellen. Die CD45 gefarbten Zellen wurden ausgezahlt,
die bearbeitete Flache ausgemessen, und die Anzahl der positiven Zellen pro mm? berechnet. Dargestellt sind die
Ergebnisse der Auszahlung der Gruppe, die wahrend der Fibrosebildungsphase mit pUR4b (A) oder lll11c (oder
entsprechend mit NaCl) behandelt wurde bzw. die der Gruppe, die nach der Fibrosebildungsphase mit pUR4b
bzw. IlI11c (oder entsprechend mit NaCl) behandelt wurde (B).

In der Gruppe, bei der wahrend der Fibrosebildungsphase mit Peptiden (bzw. NaCl) behandelt
wurde, waren die entziindlichen Zellen bei den fibrotischen Tieren im Vergleich zu den mit NaCl
behandelten Kontrolltieren signifikant erhoht (NaCl:33,84+8,082, n=4 vs. DMN: 247,9+21,21, n=4,
p<0,005 oder DMN+lll11¢c: 281,2+26,08, n=3, p<0,005 oder DMN+pUR4b: 128,7+36,19 [CD45
positive Zellen/mm?], n=4, p<0,05). Darliber hinaus waren auch bei den mit DMN+pUR4b behan-
delten Tieren signifikant weniger inflammatorische Zellen zu finden als bei den anderen fibroti-

schen Gruppen (p<0,05).
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Auch in der Gruppe, bei der nach der Fibrosebildungsphase mit Peptiden (bzw. NaCl) behandelt
wurde, waren die entzindlichen Zellen bei den fibrotischen Tieren im Vergleich zu den mit NaCl
behandelten Kontrolltieren signifikant erhoht (NaCl:45,89+20,29, n=4 vs. DMN: 233,2+9,82, n=4,
oder DMN+lll11c: 278,4+39,38, n=3, oder DMN+pUR4b: 165,1+9,631 [CD45 positive Zel-
len/mm?], n=4, p<0,005). Bei den mit DMN+pUR4b behandelten Tieren waren wiederum signifi-
kant weniger inflammatorische Zellen zu finden als bei den anderen fibrotischen Gruppen
(DMN+pUR4b vs. DMN: p<0,005 oder vs. DMN+llI111c: p<0,05).

11.1.2.1.2.3. Aktivierte hepatische Stellatezellen der Leber

Ein Groldteil des Narbengewebes wird von aktivierten hepatischen Stellatezellen gebildet. Da ak-
tivierte hepatische Stellatezellen a-SMA produzieren [187], wurden Gefrierschnitte der Leber ge-
macht, diese mit einem Antikérper gegen a-SMA (einem Marker flr aktivierte Stellatezellen [366])

gefarbt und anschliel’end ausgewertet.

NaCl DMN DMN+l111¢c DMN+pUR4b

Peptidgabe
nach
Fibroseinduktion

Abb.111.1.13. Imnmunfluoreszenzfarbung aktivierter Stellatezellen mit Antikorper gegen a-sma. Die Zellkerne
wurden mit DAPI gefarbt und sind blau dargestellt. Alpha-sma positive Bereiche sind rot dargestellt. Exemplarisch
gezeigt werden angefarbte Leberschnitte der Gruppen NaCl, DMN, DMN+III11¢ und DMN+pUR4b sowohl bei der
Peptidbehandlung (oder entsprechend NaCl Behandlung) wahrend der Fibroseinduktion (obere Bilder) als auch
bei der Peptidbehandlung (oder entsprechend NaCl Behandlung) nach der Fibroseinduktion (untere Bilder). Die
Mafbalken entsprechen einer Lange von 100um.

Peptidgabe
wihrend
Fibroseinduktion

Bereits beim Betrachten der Farbungen fiel auf, dass Schnitte der mit NaCl behandelten Tiere
wesentlich weniger positiv gefarbte Zellen aufwiesen als die der fibrotischen Tiere. Dieser Ein-
druck wurde bestatigt, indem die positiv gefarbten Zellen ausgezahlt und zur Flache des bearbei-

teten Leberschnitts korrigiert wurden.
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Abb.111.1.14. Auszdhlung der a-sma positiv gefarbten Zellen. Die a-sma gefarbten Zellen wurden ausgezahilt,
die bearbeitete Flache ausgemessen, und die Anzahl der positiven Zellen pro mm? berechnet. Dargestellt sind die
Ergebnisse der Auszahlung der Gruppe, die nach der Fibrosebildungsphase mit pUR4b oder Ill11c (bzw. ent-
sprechend mit NaCl) behandelt wurde (A) und die der Gruppe, die nach der Fibrosebildungsphase mit pUR4b
oder Ill11c (bzw. entsprechend mit NaCl) behandelt wurde (B).

Die Auszahlung der Farbungen ergab, dass die fibrotischen Tiere bei der Gruppe, die wahrend
der Fibroseinduktion mit Peptiden (bzw. entsprechend mit NaCl) behandelt wurden, signifikant
mehr a-sma positive Zellen als die mit NaCl behandelten Tiere aufwiesen. Innerhalb der fibroti-
schen Tiergruppen gab es keine signifikanten Unterschiede (Abb.l11.1.14., A: NaCl: 77,84+16,24,
n=7 vs. DMN: 433,3£105,5, n=7 oder DMN+Il111¢c:341,7+100,7, n=6 oder DMN+pURA4b:

306,11£45,81 [a-sma positive ZeIIen/mmZ], n=7, p<0,05).

Auch bei der Gruppe, bei der erst nach der Fibroseinduktion mit der Peptidbehandlung (bzw. ei-
ner entsprechenden Behandlung mit NaCl) begonnen wurde, waren die a-sma positive Zellen der
fibrotischen Tiergruppen im Vergleich zu den Kontrolltieren (NaCl) signifikant erhoht
(Abb.Ill.1.14., B: NaCl: 66,29+10,65, n=7 vs. DMN: 297,4+34,15, n=7 oder
DMN+I1111c:181,64+30,80, n=7 oder DMN+pUR4b: 219,5+68,29 [o-sma positive Zellen/mm?],
n=7, p<0,05).

111.1.2.1.3. Auswirkungen des Peptids pUR4b auf den Allgemeinzustand der Tiere

Eine Leberfibrose und sicherlich auch die Gabe des toxischen DMN beeintrachtigen die Gesund-
heit und den Allgemeinzustand der Tiere. Eine Leberfibrose flhrt oftmals nicht zu Schmerzen, da

die Leberldppchen nur schwach innerviert sind [367] und verlauft daher unerkannt [368].
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111.1.2.1.3.1. Das Gewicht der Tiere

Um herauszufinden, ob und zu welchem Zeitpunkt der Fibroseinduktion Veranderungen im Ge-
wicht der Tiere stattfanden, wurde die Gewichtsentwicklung im Verlauf der einzelnen Wochen be-

trachtet.

.1.2.1.3.1.1. Gewichtsentwicklung der Tiere, die wahrend der Fibroseinduktion mit Peptiden
(bzw. NaCl) behandelt wurden

130-
— — NaCl
S —— DMN
2 120+ — DMN+III11¢c
IS —— DMN+pUR4b
S
N 110-
=
O
O 100+ \\

1 2 3 4

Wochen

Abb.l11.1.15. Gewichtsentwicklung der Tiere wahrend der Fibroseinduktion. Dargestellt ist die prozentuale
Gewichtszunahme der Tiere wahrend der vier Wochen der Fibroseinduktion bei gleichzeitiger Behandlung mit
pUR4b bzw. ll111c (oder entsprechend mit NaCl) wahrend der letzten zwei Wochen. Die Gewichtszunahme wur-
de fiir jede Woche im Verhaltnis zu den Werten bei Versuchsbeginn berechnet.

Bei einer Betrachtung der Gewichtsentwicklung der Tiere, bei welchen wahrend der Fibrosein-
duktion mit Peptiden (bzw. entsprechend mit NaCl) behandelt wurde, lasst sich erkennen, dass
das Gewicht der Tiere der fibrotischen Gruppen zunéchst konstant bleibt und gegen Ende der
Behandlungszeit abfallt. Das Gewicht der mit NaCl behandelten Kontrolltiere hingegen steigt
konstant an und die prozentuale Gewichtszunahme unterscheidet sich zu allen aufgenommenen
Zeitpunkten signifikant von der der fibrotischen Tiere (Woche 1: NaCl: 110,8+1,6, n=10 vs. DMN:
103,1+1, n=10, oder DMN+lll11¢c: 101,9+0,5, n=7, oder DMN+pUR4b: 102,1+0,8 [%], n=6,
p<0,005; Woche 2: NaCl: 113,5£1,8, n=10 vs. DMN: 104,71, n=10, oder DMN-+llI11c:
102,440,9, n=7, oder DMN+pUR4b: 102,5+1 [%], n=6, p<0,0005; Woche 3: NaCl: 116,8+2, n=10
vs. DMN: 103,7£1,4, n=10, oder DMN+lll11¢c: 101,4+1,3, n=7, oder DMN+pUR4b: 99,8+1,4 [%],
n=6, p<0,0005, Woche 4: NaCl: 120,9+1,8, n=10 vs. DMN: 101,8+1,7, n=10, oder DMN+llI11¢c:
96,9+1,4, n=7, oder DMN+pUR4b: 96,6+1,6 [%], n=6, p<0,0005).
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1.1.2.1.3.1.2. Gewichtsentwicklung der Tiere, die nach der Fibroseinduktion mit Peptiden
(bzw. NaCl) behandelt wurden

— 1301 —— NaCl
S —~— DMN
€ 1204 — DMN+III11c
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5 110-
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Abb.lI.1.16. Gewichtentwicklung der Tiere wahrend und nach der Fibroseinduktion. Prozentuale Gewichts-
zunahme der Tiere wahrend der vier Wochen der Fibroseinduktion und der darauffolgenden zweiwochigen Be-
handlung mit pUR4b oder IlI11c (bzw. NaCl). Die Gewichtszunahme wurde fiir jede Woche im Verhaltnis zu den
Werten bei Versuchsbeginn berechnet.

Bei der Auswertung der Gewichtsentwicklung der Tiere, die erst nach Ende der Fibroseinduktion
mit Peptiden (bzw. NaCl) behandelt wurden, zeigte sich, dass die mit NaCl behandelten Kontroll-
tiere zu allen aufgenommenen Zeitpunkten ein signifikant hdheres Gewicht hatten als die fibroti-
schen Tiere (Woche 1: NaCl: 111,6%£1,4, n=10 vs. DMN: 101,1%£1,3, n=9, oder DMN+lIl11c:
102,3+0,9, n=7, oder DMN+pUR4b: 102,5+1,6 [%], n=6, p<0,005; Woche 2: NaCl: 114,1+1,9,
n=10 vs. DMN: 102,1+1,7, n=9, oder DMN+IlI11c: 101,641, n=7, oder DMN+pUR4b: 102,4+0,9
[%], n=6, p<0,0005; Woche 3: NaCl: 117,2+1,7, n=10 vs. DMN: 100,212, n=9, oder DMN+lll11c:
98,2+1,5, n=7, oder DMN+pUR4b: 101,2+101,2 [%], n=6, p<0,0005, Woche 4: NaCl: 122,7+1,7,
n=10 vs. DMN: 96,21+2,2, n=9, oder DMN+llI11c: 93,2+1,2, n=7, oder DMN+pUR4b: 96,9+1,3 [%)],
n=6, p<0,0005, Woche 5: NaCl: 121,4+1,9, n=10 vs. DMN: 100,0+2,5, n=9, oder DMN+llI11c:
97,2+1,3, n=7, oder DMN+pUR4b: 100,5+1,3 [%], n=6, p<0,0005, Woche 6: NaCl: 130,312,3,
n=10 vs. DMN: 103,042, n=9, oder DMN+lll11c: 100,2+1,7, n=7, oder DMN+pUR4b: 104,6+1,9

[%], n=6, p<0,0005). Weiterhin I&sst sich bei den fibrotischen Tieren der Trend einer Gewichtszu-

nahme ab dem Zeitpunkt des Endes der Fibroseinduktion erkennen.

111.1.2.1.3.2. Die Albuminwerte im Serum

Bei einer Leberfibrose kann aufgrund der entstandenen Stérung der Proteinsynthese die
Albuminproduktion vermindert und somit der Albumingehalt im Blut erniedrigt sein [328].

Zur Messung der Albuminkonzentration im Serum der Tiere wurde ein ELISA durchgefihrt.
Zunachst wurde hierbei nur die Gruppe untersucht, die bereits wahrend der Fibroseinduktion mit
pUR4b bzw. Il111c behandelt wurde und direkt im Anschluss an die Fibroseinduktion getétet wur-
de.
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Abb.1.1.17. Albuminserumwerte der Tiere. Ergebnisse des ELISAs zur Bestimmung der Albuminkonzentration
im Serum der Tiere.

Die Albuminwerte der untersuchten Gruppen unterschieden sich nicht signifikant (NaCl:
18677+1714, n=3 vs. DMN: 182781496,5, n=4, vs. DMN+lI11c: 1776512071, n=3, vs.
DMN+pUR4b: 21343+3303 [ug/ml], n=3, p=ns).

Die unveranderte Albuminkonzentration ist ein Anzeichen dafir, dass die Leberfunktion nur mo-
derat beeintrachtigt ist [369, 370]. Da keine Effekte ersichtlich waren, wurde bei der Gruppe, die
nach der DMN Behandlung eine zweiwdchige Peptidbehandlung ohne weitere Fibroseinduktion

erhielt, auf die Evaluierung der Albuminwerte des Bluts verzichtet.

lll.1.2.1.4. Auswirkungen der Gabe des Peptids pUR4b auf das Zytokin TGF-8

In einer anderen Arbeit aus unserer Gruppe konnte gezeigt werden, dass die konditionelle Aus-
schaltung des Fibronektins den TGF-B Gehalt der Matrix veranderte [193]. Da TGF-3 die Leber-
fibrose beeinflusst, stellte sich die Frage, ob die von uns beobachteten Effekte, der verminderten
Kollagenablagerung in der mit pUR4b behandelten Gruppe, auf eine veranderte TGF- Produkti-
on der Zellen in der Leber zuriickzufihren waren.

TGF-B wird von Zellen in einem inaktiven Komplex abgegeben und in der extrazelluldren Matrix
gespeichert. Es konnte gezeigt werden, dass Fibronektin sowohl fir die Bildung als auch die Sta-
bilisierung des inaktiven TGF-B Komplexes bendtigt wird [52, 190, 191]. Daher sollte untersucht
werden, ob der TGF-B Gehalt in unserem Modell durch eine verminderte Fibronektinmatrix ver-
andert wird. Zum Nachweis des TGF-Bs bedienten wir uns eines Luziferase Versuchs, bei dem
sensitive Zellen auf die Anwesenheit von TGF- mit der Bildung von Luziferase reagieren [338].
Durch dieses Vorgehen kann zwischen dem gesamten TGF-B Gehalt der Leber und dem Anteil
des aktiven TGF-(3 differenziert werden. Es wurden entsprechend praparierte Leberlysate der fib-
rotischen Gruppen verdinnt, auf diese Zellen aufgebracht und nach einer definierten Inkubati-

onszeit in einem Luminometer gemessen und mit Hilfe einer Standardreihe quantifiziert.
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Abb.lI.1.18. Luziferase Versuch zur Ermittlung des Gesamtgehalts und des aktiven Gehalts des TGF-Bs in
Leberlysaten. Abbgebildet ist der Gesamtgehalt des TGF-f (A, B) und der prozentuale Anteil des aktiven TGF-3s
(C, D) von Leberlysaten der fibrotischen Gruppen. In Graph A und C sind diejenigen Tiere dargestellt, die
wahrend der Fibrosinduktion mit Peptiden behandelt wurden, in Graph B und D hingegen diejenigen, die erst
nach Beendigung der Fibroseinduktion Peptide erhielten.

Bei der Gruppe der Tiere, die wahrend der Fibroseinduktion mit Peptiden behandelt und direkt im
Anschluss untersucht wurden, war der TGF-B Gehalt der mit pUR4b behandelten Tiere im
Vergleich zu den Tieren der anderen Gruppen signifikant vermindert (Abb.IIl.1.18., A:
DMN+pUR4b: 30,5515,28, n=7 vs. DMN: 84,38+13,84, n=3 oder DMN+lIIl11c: 67,93+13,00 [pg
TGF-B/mg Protein], n=6, p<0,05). Auch der prozentuale Gehalt des aktiven TGF-Bs war bei den
Tieren, die pUR4b erhielten, signifikant geringer als bei denjenigen anderer Gruppen
(Abb.111.1.18., C: DMN+pUR4b: 5,82+1,59, n=6 vs. DMN: 19,22+8,39, n=3 oder DMN+lll11c:
14,13+£2,78 [%], n=7, p<0,05).

Bei den Tieren, die erst nach der Fibroseinduktion mit Peptiden behandelt wurden, war der TGF-
B Gehalt der mit DMN+pUR4b behandelten Tiere ebenfalls signifikant niedriger als derjenige der
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anderen Mause (Abb.llI.1.18., B: DMN+pUR4b: 9,45+5,52, n=5 vs. DMN: 53,71+13,73, n=3,
p<0,05 oder vs. DMN+lll11c: 97,01+40,45 [pg TGF-B/mg Protein], n=4, p=ns). Darlberhinaus
konnte auch hier bei den mit pUR4b behandelten Mausen ein signifikant niedrigerer Anteil des
aktiven TGF-Bs gefunden werden als bei den anderen Tieren (Abb.l11.1.18., D: DMN+pUR4b:
3,3410,88, n=6 vs. DMN: 8,76+2,42, n=4 oder vs. DMN+lll111c: 7,44+1,19 [pg TGF-B/mg Protein],
n=5, p<0,05).

Die Behandlung der Tiere mit pUR4b flhrte zu einer Verminderung des TGF-f Gehalts im Ver-
gleich zu den anderen fibrotischen Tieren. Die oben erwahnte Ausschaltung des Fibronektins
fuhrte jedoch zu einer Erhdhung des TGF- Gehalts. Daher kann man davon ausgehen, dass die
Ausschaltung des Fibronektins Auswirkungen auf den gesamten Organismus der Maus hat, eine
Behandlung mit pUR4b hingegen nur die im Umbau befindliche Matrix beeinflusst.

11.1.2.2. In vitro Untersuchungen zu den Auswirkungen des Peptids pUR4b bei
Leberfibrose

Da die Untersuchungen der Mauslebern gezeigt hatten, dass mit pUR4b behandelte fibrotische
Tiere weniger Kollagen in der Leber ablagerten, als die anderen Tiere der fibrotischen Kontroll-
gruppen, sollte in vitro untersucht werden, ob dieser Effekt auf ein verandertes Verhalten der he-
patischen Stellatezellen zurtickzufiihren war. Wie bereits erwahnt, nehmen die hepatischen Stel-
latezellen eine Schliisselrolle bei dem Aufbau der fibrotischen Matrix ein, da sie unter anderem
die Hauptproduzenten von Kollagen Typ | sind [156]. Daher sollte in vitro untersucht werden, ob

das Peptid pUR4b die Bildung eines Fibronektinnetzwerks dieser Zellen beeintrachtigt.

ll.11.2.2.1. Isolation und Kultivierung der hepatischen Stellatezellen

Die hepatischen Stellatezellen wurden durch eine Perfusion der Leber mit verschiedenen Enzym-
I6sungen isoliert und anschlieRend mit Hilfe einer Dichtegradientenzentrifugation von den ande-
ren Leberzellen getrennt. Im Anschluss wurden die Zellen Gber einen kurzen Zeitraum von 24
Stunden in Kultur gehalten, Uberprift, ob sie an den Kulturgefalten adhariert hatten und hierauf
fur die Versuche verwendet. Um sicherzustellen, dass es sich bei diesen kultivierten Zellen auch
tatsachlich um Stellatezellen handelte, wurden diese nach einer Kultivierungszeit von 2-3 Tagen
mit Antikrpern, gegen die fir sie spezifischen Markerproteine Desmin und GFAP (glial fibrillary

acidic protein [engl.]), gefarbt.
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Abb.1I1.1.19. Immunfluoreszenzfarbung kultivierter hepatischer Stellatezellen. Die Zellkerne der isolierten
hepatischen Stellatezellen wurden mit DAPI angefarbt und blau dargestellt (A). Die Farbung gegen Desmin wird

in griin dargestellt (B), die gegen GFAP in rot (C) und in D sind alle drei Farbungen als Uberlagerung abgebildet.
Die Maf3balken entsprechen einer Lange von 100um.

Die Farbungen zeigten, dass es sich bei den von uns isolierten Zellen um hepatische Stellatezel-
len handelte. Es fanden sich zwar auch Zellen die nicht positiv gefarbt waren, diese traten jedoch
nur sporadisch auf. Versuche in unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass die von uns isolierten hepa-

tischen Stellatezellen einen Reinheitsgrad von ca. 90% aufwiesen [371].

l.1.2.2.2. Der Einfluss von pUR4b auf die Fibronektinproduktion der kultivierten hepati-

schen Stellatezellen

Um den Einfluss des Peptids pUR4b auf die Etablierung einer Fibronektinmatrix durch die hepati-
schen Stellatezellen in vitro zu untersuchen, wurde beim Aussahen der Zellen bei einigen Kultur-
gefallen dem Kulturmedium pUR4b, bei einigen anderen 1ll111c als Kontrolle zugegeben. Hierauf
wurden diese Uber einen Zeitraum von drei Tagen kultiviert. Im Anschluss wurden die kultivierten
hepatischen Stellatezellen fixiert und Immunfluoreszenzfarbungen mit einem Antikdrper gegen

Fibronektin angefertigt.

DAPI Fibronektin DAPI+Fibronektin
pUR4b im
Kulturmedium
HM1cim
Kulturmedium

Abb.111.1.20. Immunfluoreszenzfarbung des Fibronektins hepatischer Stellatezellen. Dargestellt sind Bilder
von nach Leberperfusion kultivierten hepatischen Stellatezellen, die mit DAPI (dargestellt in blau, links) und einem
Antikdrper gegen Fibronektin (dargestellt in rot, Mitte) gefarbt wurden. In den rechten Abbildungen sind beide
Farbungen (ibereinandergelegt dargestellt. Die Zellen in den oberen Abbildungen wurden mit pUR4b, die in den
unteren mit dem entsprechenden Kontrollpeptid [1111C behandelt. Die MaRRbalken entsprechen einer Lange von
100um.
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Die Immunfluoreszenzfarbungen zeigten eine verminderte Fibronektinmatrix bei denjenigen he-

patischen Stellatezellen, die mit pUR4b behandelt wurden.

l.1.2.2.3. Die Auswirkungen des Peptids pUR4b auf die Fibronektinmatrix kultivierter he-

patischer Stellatezellen

Um den Eindruck der bei den Immunfluoreszenzfarbungen der hepatischen Stellatezellen (siehe
Abb.l11.1.20.) entstanden war, zu bestatigen, sollte der Fibronektingehalt der Zellen quantifiziert
werden. Bei der Bildung eines Fibronektinnetzwerks bindet Fibronektin zunachst an
Integrinrezeptoren von Zellen, ist dadurch immobilisiert und beteiligt sich dann an Interaktionen
zwischen sich selbst (Fibronektin) und Fibronektin, die zu der Ausbildung von Fibrillen fihren.
Beim Voranschreiten dieses Prozesses werden kurze, diinne Fibrillen dichter und langer. Die an-
fanglichen integrinassoziierten Fibrillen sind in dem Detergens Deoxycholat (doc sol fir
deoxycholate soluble [engl.], I8slich in Deoxycholat) 16slich, wohingegen durch das Voranschrei-
ten der Fibronektinassemblierung die urspringlich in Deoxycholat I6slichen Fibrillen in eine Deo-
xycholat unlésliche (doc insol flir deoxycholate insoluble [engl.], uni@slich in Deoxycholat) Matrix
umgewandelt werden, in der die Fibronektin Dimere eng in hochmolekularen detergensstabilen
Multimeren assoziiert sind [26, 335]. Daher wurden zur Analyse des Fibronektingehalts der Matrix
von in fibronektinfreiem Medium kultivierten hepatischen Stellatezellen, zwischen dem in Deoxy-
cholat I6slichen Anteil des Fibronektins (doc sol) und dem nicht in Deoxycholat 16slichen Anteil
des Fibronektins (doc insol) unterschieden. Somit konnte das fest in der Matrix assemblierte Fib-
ronektin (doc insol) von Fibronektin unterschieden werden, dass sich z.B. in oder an den Zellen
befand oder erst vor Kurzem eingebaut worden war.

Weiterhin wurde auch der Fibronektingehalt der Zellliberstande bestimmt, um freies Fibronektin,
das weder in Zellen noch in der Matrix gebunden ist, nachzuweisen. Der exakte Fibronektingehalt
wurde nach dem Herstellen der entsprechenden Lysate mit Hilfe eines ELISAs quantifiziert und

zu dem Proteingehalt der Lysate korrigiert.
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Abb.1.1.21. Fibronektingehalt der kultivierten hepatischen Stellatezellen. In Abbildung A ist der Gesamtfibro-
nektingehalt aller untersuchten Fraktionen (doc sol + doc insol + Uberstand) bei den mit lll11c sowie den mit
pUR4b behandelten hepatischen Stellatezellen dargestellt. In Abbildung B hingegen sind die Fibronektingehalte
der mit Il111c und der mit pUR4b behandelten hepatischen Stellatezellen in unterschiedliche Fraktionen aufgeteilt.
Links ist hierbei der Fibronektingehalt der in Deoxycholat I6slichen Fraktion (doc sol), in der Mitte der der in Deo-
xycholat unléslichen (doc insol) und rechts der der Ubersténde dargestellt.

Diejenigen hepatischen Stellatezellen, die mit pUR4b behandelt wurden, wiesen einen signifikant
niedrigeren Gesamtfibronektingehalt auf, als die mit 1l111c behandelten Kontrollen (Abb.I11.1.21.,
A:_lll11c: 1,12240,0758, n=4 vs. pUR4b: 0,5551+0,0293 [ng Fibronektin/mg Protein], n=4,
p<0,005).

Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass der Fibronektingehalt der mit pUR4b behandelten
Zellen sowohl in der in Deoxycholat 16slichen (doc insol) als auch in der in Deoxycholat unlésli-
chen Fraktion (doc insol) signifikant vermindert war (Abb.lll.1.21., B: doc sol: lll11c:
0,95110,0904, n=4 vs. pUR4b: 0,284+0,0263, n=4 [ng Fibronektin/mg Protein], p<0,05 doc insol:
llM1c: 0,129+0,0323, n=4 vs. pUR4b: 0,0255+0,00361, n=4 [ng Fibronektin/mg Protein],
p<0,005). In den Medienlberstanden hingegen war der Fibronektingehalt der mit pUR4b behan-

delten Zellen gegeniber den mit I1ll11¢c behandelten Kontrolizellen signifikant erhéht
(Abb.III.1.20., B: [ll11c: 0,144+0,00376, n=4 vs. pUR4b: 0,245+0,00480 [ng Fibronektin/mg Prote-
in], n=4, p<0,0005). Dies lasst darauf schlieRen, dass der Einbau des Fibronektins in der Matrix
durch pUR4b vermindert wird.

ll.1.3. Bestatigung der Ergebnisse in einem Modell mit CCl, indu-
zierter Fibrose

Um herauszufinden ob die Erkenntnisse, die in dem Modell der Fibroseinduktion durch DMN ge-
wonnen wurden auch auf andere Fibrosemodelle ibertragen werden kénnten, untersuchten wir
die wichtigsten Ergebnisse erneut, allerdings in einem Modell, in dem die Fibrose durch die Che-

mikalie CCl, induziert wurde (siehe 111.1.1.1.)
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Auch in diesem Modell sollten sowohl die Auswirkungen des Peptids bei einer Anwendung wah-
rend der Fibrosebildungsphase als auch einer Anwendung nach deren Beendigung untersucht
werden (siehe I11.1.2.1.1.1. bzw. 111.2.1.1.2.).

1.1.3.1. Auswirkungen der Gabe des Peptids pUR4b auf die Matrixmenge

Um die Auswirkungen des Peptids pUR4b auf die Bildung der exzessiven extrazellularen Matrix
bei einer durch CCl, induzierten Fibrose zu untersuchen, bestimmten wir zunachst die Kollagen-

menge von Leberlysaten.
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Abb.lI1.1.22. Kollagengehalt der fibrotischen Lebern. Dargestellt sind die Kollagenleberwerte der mit CCl, be-
handelten Tiere bei Anwendung des Peptids pUR4b (bzw. entsprechend NaCl) wahrend der Fibroseinduktion
(links) und nach Beendigung der Fibroseinduktion (rechts). Der Kollagengehalt der Leber wurde anhand des
Hydroxyprolingehalts berechnet. Der weifle Balken reprasentiert die Tiere der mit NaCl behandelten Kontroll-
gruppe, der blaue Balken die mit CCls behandelten, und der griine die mit CCls+pUR4b behandelten Tiere.

Es konnte gezeigt werden, dass bei den Tieren, die wahrend der Fibrosebildungsphase mit Pep-
tid (bzw. entsprechend NaCl) behandelt wurden, auch in diesem Modell sowohl die mit NaCl be-
handelten Kontrollen als auch die mit CCl,+pUR4b behandelten Mause signifikant weniger Kol-
lagen in der Leber abgelagert hatten, als die mit CCl,; behandelten fibrotischen Tiere
(NaCl:0,698+0,541, n=3 oder CCls+pUR4b: 0,537+0,229, n=3 vs. CCl,: 1,82+0,217 [mg Kol-
lagen/g Protein], n=7, p<0,05).

Bei den Tieren, welche erst nach Beendigung der Fibrosebildungsphase mit Peptid (bzw. ent-
sprechend NaCl) behandelt wurden, hatten die mit NaCl behandelten Mause signifikant weniger
Kollagen in der Leber als die fibrotischen Tiere der CCl,; Gruppe (NaCl:0,455+0,207, n=4 vs.
CCly: 1,48410,286 [mg Kollagen/g Protein], n=8, p<0,05). Darlber hinaus unterschied sich der
Kollagengehalt der mit pUR4b+CCl, behandelten Tiere nicht signifikant zu dem der mit Kochsalz-
I6sung behandelten Kontrollen (CCly+pUR4b: 0,914+0,119, n=3 vs. NaCl:0,455+0,207 [mg Kol-
lagen/g Protein], n=4, p=ns). Innerhalb der fibrotischen, das heif3t der mit CCl4+pUR4b und der
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mit CCl; behandelten Tiere unterschied sich der Kollagengehalt nicht signifikant, es konnte je-
doch der Trend eines verminderten Kollagengehalts bei den mit CCl;+pUR4b behandelten Mau-
sen gezeigt werden (CCly,+pUR4b: 0,914+0,119, n=3 vs. CCl,4: 1,484+0,286 [mg Kollagen/g Pro-
tein], n=8, p=0,2).

1.1.3.2. Immunfluoreszenzuntersuchungen

Auch in dem CCl, induzierten Fibrosemodell sollte der mogliche Einfluss der hepatischen Stella-
tezellen und der inflammatorischen Zellen untersucht werden. Daher wurden Gefrierschnitte der

Lebern angefertigt und Immunfluoreszenzfarbungen durchgefihrt.

l.1.3.2.1. Die aktivierten hepatischen Stellatezellen

Da die aktivierten hepatischen Stellatezellen in dem Fibrosemodell mit DMN in den fibrotischen
Gruppen erhoéht waren, sollten sie auch in dem Modell der CCl, induzierten Leberfibrose unter-
sucht werden. Hierzu wurden Gefrierschnitte der Leber mit einem Antikérper gegen a-sma ange-

farbt und somit die aktivierten hepatischen Stellatezellen dargestellit.

NaCl ccl, CCl+pUR4b

Peptidgabe
wiihrend
Fibroseinduktion
Peptidgabe

nach
Fibroseinduktion

Abb.111.1.23. Immunfluoreszenzfarbung aktivierter Stellatezellen mit Antikérper gegen a-sma. Die Zellkerne
wurden mit DAPI gefarbt und sind blau dargestellt. Aktivierte hepatische Stellatezellen Zellen sind rot dargestelit.
Exemplarisch dargestellt sind angefarbte Leberschnitte der Gruppen NaCl (je links), CCls (je in der Mitte), und
CCls+pUR4b (je rechts). Oben abgebildet sind je die Bilder der Gruppen, die wahrend der Fibroseinduktion mit
Peptid (bzw. entsprechend NaCl) und unten je diejenigen die erst nach Beendigung der Fibroseinduktion mit Pep-
tid (bzw. NaCl) behandelt wurden. Die MaRbalken entsprechen einer Lange von 200um.

Die Farbungen ergaben eine Erhéhung der aktivierten hepatischen Stellatezellen bei der fibroti-
schen CCl, Gruppe der Tiere, die wahrend der Fibroseinduktion mit Peptid (bzw. NaCl) behandelt
wurden. Bei der Gruppe der Tiere, die nach der Fibroseinduktion mit Peptid (bzw. NaCl) behan-
delt wurden, traten keine merklichen Unterschiede auf. Um diese Eindriicke zu bestatigen, wur-

den die positiv gefarbten Zellen ausgezahlt und zur GréRe der Lebergefrierschnitte korrigiert.

102



Ergebnisse

A B
. 8004 NS ns -, 100-
£ z
£ 600- 5 801 T
N N 60-
24004 2
3 g 40-
g 8
g0 ¢ 2,
@ @
3 0 - 3 0 -
(@) \ NO (@) \ > o
& s SR
2 \&‘Q
“\ b
& X
wahrend nach

Abb.111.1.24. Auszdhlung der a-sma positiv gefarbten Zellen im CCl4 Modell. Die a-sma gefarbten Zellen wur-
den ausgezahlt, die bearbeitete Flache ausgemessen und die Anzahl der positiven Zellen pro mm? berechnet.
Dargestellt sind die Ergebnisse der Auszahlung der Gruppe, die wahrend der letzten zehn Tage der Fibrosebil-
dungsphase mit pUR4b (A) behandelt wurden bzw. die der Gruppe, die nach der Fibroseinduktion zwei Wochen
lange mit pUR4b behandelt wurde (B).

Bei den Tieren, die wahrend der Fibrosebildungsphase mit Peptid (bzw. entsprechend NaCl) be-
handelt wurden (Abb.lll.1.24., A), ergaben sich in der Anzahl der aktivierten Stellatezellen keine
signifikanten Unterschiede. Es zeigte sich jedoch ein Trend, der auf eine Erhéhung der hepati-
schen Stellatezellen in der fibrotischen CCl, Gruppe im Vergleich zu den beiden anderen Grup-
pen hinwies (CCly: 518,4£163,6, n=4 vs. NaCl:111,7£16,4, n=3, p=0,09 oder CCls+pUR4b:
144,3+14,9 [a-sma positive ZeIIen/mmZ], n=4, p=0,06).

Bei den Tieren, die erst nach Beendigung der Fibroseinduktion mit Peptiden (bzw. entsprechend
NaCl) behandelt wurden (Abb.lll.1.24., B), zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den verschiedenen Gruppen (NaCl:70,52+20,51, n=3 vs. CCls: 67,83£12,55, n=3 vs.
CCl4+pUR4b: 65,0646,61 [a-sma positive Zellen/mm?], n=3, p=ns).

111.1.3.2.2. Die entziindlichen Zellen

Da eine Leberfibrose oftmals mit einer Entziindung des Gewebes einhergeht und bereits in dem
Modell der DMN induzierten Leberfibrose Unterschiede hinsichtlich der Anzahl der entziindlichen
Zellen gefunden wurden, sollte dies auch in dem Modell der CCl, induzierten Leberfibrose unter-

sucht werden. Hierzu wurden Gefrierschnitte der Lebern mit Antikdrper gegen CD45 angefarbt.
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NaCl ccl, CCl+pUR4b

Peptidgabe
wiihrend
Fibroseinduktion

Peptidgabe
nach
Fibroseinduktion

Abb.II.1.25. Immunfluoreszenzfarbung inflammatorischer Zellen mit Antikorper gegen CD45. Die Zellkerne
wurden mit DAPI gefarbt und sind blau dargestellt. Inflammatorische Zellen sind rot dargestellt. Oben abgebildet
sind je die Bilder der Gruppen, die wahrend der Fibrosebildungsphase mit Peptid (bzw. entsprechend NaCl) und
unten je diejenigen die erst nach Beendigung der Fibrosebildungsphase mit Peptid (bzw. NaCl) behandelt wur-
den. Exemplarisch dargestellt sind angefarbte Leberschnitte der Gruppen NaCl (je links), CCls (je in der Mitte),
und CCls+pURA4b (je rechts). Die MalRbalken entsprechen einer Lange von 100um.

Beim Betrachten der Farbungen liel} sich erkennen, dass bei den mit Kochsalzlésung (NaCl) be-
handelten Kontrolltieren weniger positiv gefarbte Zellen in den Gefrierschnitten zu finden waren
als bei den der anderen Gruppen. Weiterhin schienen diejenigen Tiere, welche mit CCl,+pUR4b
behandelt wurden, etwas weniger positiv gefarbte Zellen aufzuweisen als die ausschlieBlich mit
CCl, behandelten fibrotischen Tiere. Um diese Eindriicke zu evaluieren, wurden die positiv ge-

farbten Zellen ausgezahlt und zu der Flache des Gefrierschnittes korrigiert.
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Abb.111.1.26. Auszdhlung der CD45 positiv gefarbten Zellen. Die CD45 gefarbten Zellen wurden ausgezahlt,
die bearbeitete Fldche ausgemessen, und die Anzahl der positiven Zellen pro mm? berechnet. Dargestellt sind die
Ergebnisse der Auszahlung der Gruppe, die wahrend der letzten zehn Tage der Fibrosebildungsphase mit pUR4b
(bzw. entsprechend NaCl) (A) behandelt wurden bzw. die der Gruppe, deren Tiere nach der Fibrosebildungspha-
se zwei Wochen lange mit pUR4b (bzw. entsprechend NaCl) behandelt wurde (B).
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Die Auszahlung der positiv gefarbten Zellen bei den Tieren, welche wahrend der Fibrosebil-
dungsphase mit Peptid behandelt wurden, ergab, dass bei den Tieren der fibrotischen Gruppen
signifikant mehr CD45 positive Zellen gefunden wurden als bei den gesunden Tieren
(Abb.I1.1.26., A) (NaCl:34,50£11,39, n=3 vs. CCls: 349,00+34,88, n=3 oder CCls+pUR4b:
268,80+50,17 [CD45 positive Zellen/mm?], n=3, p<0,005). Obwohl bei den Tieren der mit
CCl4+pUR4b behandelten Gruppe etwas weniger positiv gefarbte Zellen gefunden wurden als bei

denjenigen der CCl, behandelten Gruppe, war dieser Unterschied nicht signifikant (siehe oben).

Bei denjenigen Tieren, die erst nach der Fibrosebildungsphase mit Peptiden (oder entsprechend
NaCl) behandelt wurden (Abb.lIl.1.26., B), zeigte sich auch ein signifikanter Unterschied zwi-
schen den Kontrolltieren und den fibrotischen Tieren und eine leichte Verminderung der positiv
gefarbten Zellen der pUR4b behandelten Tiere im Vergleich zu den CCl, behandelten Tieren
(NaCl:48,91+23,84, n=3 vs. CCly: 310,60+87,62, n=3 oder CCl,+pUR4b: 204,50+1,61 [CD45 po-

sitive Zellen/mm?], n=3, p=<0,05).

Zusammenfassend weisen alle Daten darauf hin, dass die Gabe des Peptids pUR4b im DMN
Modell sowohl wahrend als auch nach der Fibrosebildungsphase zu einer verminderten Fibronek-
tinmatrix und in Folge dessen einem verminderten Aufbau von Narbengewebe in fibrotischen Tie-
ren flhrte. Dieser Prozess war unabhangig von einer Aktivierung der hepatischen Stellatezellen,
ging jedoch mit einer verringerten Anzahl der entziindlichen Zellen einher. Dartber hinaus ent-
hielten die Lebern der mit pUR4b behandelten Tiergruppe weniger Gesamt- und auch weniger
aktives TGF-B als die der Tiere anderer Gruppen. Auch bei der Fibroseinduktion durch CCl, fiihr-

te die Gabe von pUR4b zu einer verminderten Ablagerung von fibrotischem Narbengewebe.
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ll.2. Die Rolle der extrazellularen Matrix und insbesonde-
re des Matrixproteins Fibronektin bei der Tumorent-

stehung

Die extrazellulare Matrix (ECM) spielt eine wichtige Rolle bei dem Uberleben, der Proliferation
und der Migration von Zellen, ist in Mammakarzinomen anormal exprimiert und ist von entschei-
dender Bedeutung bei der Angiogenese, Zellinvasion und Metastasierung [372, 373]. Die Invasi-
on der Krebszellen in die extrazellulare Matrix ist ein unerlasslicher Vorgang bei der Tumorinfiltra-
tion und Metastasierung [374]. Das extrazellulare Protein Fibronektin vermittelt Zelladh&sion und
Migration. Da Fibronektin vermutlich eine Rolle bei der Einnistung von Tumorzellen spielt [375],
wurde dessen Einfluss auf das Einnistungsverhalten von Luziferase exprimierenden Brustkrebs-
zellen der Linie MDA-MB-231-B/luc” (im Weiteren abgekiirzt mit MDA) untersucht. Diese Zelllinie
ist daraufhin selektiert sich im Knochenmark einzunisten und dort Metastasen zu bilden. Fir die

Untersuchungen wurden die Zellen immuninsuffizienten Mausen intrakardial injiziert.

1.2.1. Detektion sich einnistender Tumorzellen im Knochenmark

Da ausschlie3lich der Prozess der Einnistung von Tumorzellen untersucht werden sollte, wurde
das intrakardiale Modell (siehe 11.3.2.1.5.1.) gewahlt. Es musste zunachst festgestellt werden, ob
die Zellen tatsachlich vom Blutkreislauf der Mause in das Knochenmark gelangen und dort quan-
tifiziert werden koénnen. Als erfolgreiche intrakardiale Injektionen wurden Injektionen gewertet, bei
denen vor und nach Injektion der Tumorzellen stoRweise einstrdomendes hellrotes Blut in der Ka-
nile zu erkennen war. Um zu bestatigen, dass diese Injektionen tatsachlich erfolgreich waren,
wurde bei einigen Mausen stichprobenartig direkt nach der intrakardialen Injektion (und nach Zu-
gabe von Luziferin) das durch die Tumorzellen emittierte Licht (siehe 11.4.2.1.8.2.) in Form eines

Biolumineszenzsignals (RLU, relative light unit [engl.], emittierte Lichteinheiten) gemessen.

Abb.111.2.1. Nachweis einer erfolgreichen intrakardialen Injektion. Um den Erfolg der intrakardialen Injektionen
zu uberprifen, wurde bei einigen Tieren stichprobenartig das Biolumineszenzsignal gemessen. Die Lichtemission
der Luziferase exprimierenden Tumorzellen ist durch farbige Pixel dargestellt. Abgebildet sind Tiere direkt nach
(A), 24h nach (B) und 6 Wochen nach (C) einer intrakardialen Injektion.

Es zeigte sich, dass die Injektionen, bei denen vor und nach Injektion hellrotes einstromendes
Blut zu erkennen war, erfolgreich waren, da bei diesen durch die Messung der Biolumineszenz
Tumorzellen im Kreislauf der Maus gefunden werden konnten (Abb.111.2.1., A). Bereits 24h nach
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der Injektion konnten keine zirkulierenden Tumorzellen mehr durch die Biolumineszenzmessun-
gen nachgewiesen werden (Abb.lll.2.1., B). Nach einer Zeitspanne von 6 Wochen nach der Injek-

tion konnten Tumorlasionen gezeigt werden (Abb.111.2.1., C).

Da sich die Tumorzellen im Knochen mit den dort vorhandenen Zellen vermischen, ist es schwie-
rig, die verhaltnismafig wenigen Tumorzellen in der Knochenmarkzellpopulation zu detektieren.
Ausgehend von Arbeiten anderer Gruppen erwarteten wir bei 300 000 injizierten Zellen ca. 44
Tumorzellen/Femur wiederzufinden [376]. Daher wurde flr die Untersuchung des Einnistungs-
verhaltens von Tumorzellen zur Detektion der im Knochenmark eingenisteten Zellen eine Alu ba-
sierte quantitative PCR verwendet. Hierbei handelt es sich um eine sehr sensitive Methode, die
ausnutzt, dass Alu ein hochrepetitives Motiv ist und das Signal hierdurch verstarkt wird (siehe
11.3.3.2.) [354, 355].

Zu Beginn der Versuche sollte die Empfindlichkeit der Methode getestet werden, um herauszu-
finden, welche Anzahl an Tumorzellen in eine Maus injiziert werden muss, um diese, nachdem
sie sich im Knochenmark eingenistet haben, wiederzufinden und nachweisen zu kénnen. Hierzu
wurden Mausen Tumorzellen der Brustkrebszelllinie MDA-MB-23-B/luc” intrakardial injiziert, die
rechten Femora der Tiere daraufhin entnommen und deren DNA extrahiert. Mit dieser DNA wur-
de eine qPCR Analyse durchgefiihrt und die gefundenen humanen Zellen zu je 1x10° murinen
Knochenmarkzellen korrigiert. Als Kontrolle diente die DNA des rechten Femurs eines Tieres,

dem keine Tumorzellen injiziert wurden.
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Abb.111.2.2. Nachgewiesene MDA Zellen im Knochenmark. Die Analyse der Alu qPCR ergab, dass bei allen in-
jizierten Zellkonzentrationen Tumorzellen wiedergefunden werden konnten, und diese sich signifikant von der der
Kontrolle ohne Tumorzellinjektion unterschieden.

Es zeigte sich, dass bei allen injizierten Zellkonzentrationen signifikant mehr eingenistete Zellen

detektiert werden konnten als bei Kontrolltieren, die keine Zellen injiziert bekommen hatten
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(1x10°%: 33,44+9,46, n=2, bzw. 0,5x10% 26,79+0,24, n=2, bzw. 1x10° 1,82+1,01, n=2 vs. CT:
0,069+0,046 [MDA Zellen/1x10° Knochenmarkzellen], n=4, p<0,05). Da die Konzentration von

1x10° Zellen in unserer Gruppe bereits in vorhergehenden in vivo Experimenten zur Tumorinduk-

tion genutzt wurde und in verschiedenen, genotypisch unterschiedlichen Tiergruppen signifikante

Unterschiede im Wachstum zeigte [337], wurde sie fir die weiteren Experimente beibehalten.

Unklar war jedoch weiterhin, welchen Zeitraum die Zellen benétigten um sich einzunisten; daher
wurden Mause zu verschiedenen Zeitpunkten nach Tumorzellinjektion getdtet, die Knochen ent-

nommen, DNA extrahiert und Anzahl der eingenisteten Tumorzellen bestimmt.
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Abb.111.2.3. Zeitpunkt der Probenentnahme. Die Analyse der Tumorzellzahlen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
ergab, dass zu allen 3 gewahlten Zeitpunkten Zellen nachgewiesen werden konnten.

Zu allen untersuchten Zeitpunkten konnten Zellen nachgewiesen werden (CT: 0,069+0,046, n=2
vs. 4h: 1,823+1,01, n=2, p<0,05 oder 24h: 4,371£1,76, n=2, p<0,05 oder 1 Woche: 0,31+0,18
[MDA Zellen/1x10° Knochenmarkzellen], n=2, p=ns). Daher wurde fiir weitere Versuche der Zeit-
punkt 24h gewahlt, da es sich bei den zu diesem Zeitpunkt gefundenen Zellen wahrscheinlich um
bereits eingenistete Tumorzellen handelt. Zellen, die bereits nach 4h gefunden werden, kénnten
noch in der Blutzirkulation oder an die Wande der Blutgefalke adhariert gewesen sein, ohne je-
doch den nachsten fir die Einnistung entscheidenden Schritt, namlich die Transmigration durch
die GefaBwand vollzogen zu haben. Der Zeitpunkt eine Woche nach Injektion wurde nicht in Be-
tracht gezogen, da bereits beschrieben wurde, dass die Proliferation der Tumorzellen bereits 72
Stunden nach der intrakardialen Injektion beginnt [376]. Somit besteht die Mdglichkeit, dass
gefundene Effekte vom Einnistungsverhalten unabhangig und eher der Proliferation
zuzuschreiben waren. Weiterhin kénnten auch das Wachstum der Mause und die damit

einhergehende Vermehrung der Knochenmarkzellen die Ergebnisse beeinflussen.

108



Ergebnisse

Um nun die Lokalisation der Zellen im Knochen zu bestimmen, wurde dieser in 3 Abschnitte un-
terteilt (Epiphyse proximale Seite, Diaphyse, Epiphyse distale Seite, siehe Abb.ll.1.). Von jedem

dieser 3 Abschnitte wurde die DNA getrennt extrahiert und analysiert.
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Abb.111.2.4. Lokalisation der MDA Zellen im Knochenmark. Dargestellt ist die Anzahl der nachgewiesenen Tu-
morzellen innerhalb der verschiedenen Knochenabschnitte.

Sowohl in der distalen als auch in der proximalen Epiphyse konnten signifikant mehr Tumorzellen
nachgewiesen werden als in der Diaphyse (Epiphyse proximal: 134,40+39,56, n=27 bzw. Epiphy-
se distal: 136,30+23,82, n=26 vs. Diaphyse: 47,84+10,56 [MDA Zellen], n=26, p<0,05). Fir die

weiteren Untersuchungen wurden alle drei Knochenabschnitte verwendet und fur die Auswertung

zusammenaddiert, da die Gesamtheit aller Tumorzellen die im Knochenmark gefunden werden,

analysiert werden sollte.

ll.2.2. Ausschaltung des Fibronektins in Mausen unterschiedlicher
Genotypen

Zur Untersuchung der Effekte des Fibronektins in unterschiedlichen Zellen bzw. unterschiedli-
chem Gewebe, wurden verschiedene genetisch veranderte Mauslinien mit Mx-, Col- oder Alb-
Promotor (siehe 11.4.1.1.1.) herangezogen, die in bestimmten Zellen oder Geweben kein Fibro-

nektin mehr bilden konnten.
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Vor Beginn der Experimente musste Uberpriift werden, ob die Promotoren Fibronektin zuverlassig
ausschalten. Zur Untersuchung ob der Alb- und der Mx-Promotor das Fibronektin in der Zirkulati-

on ausschalten, wurde mit Hilfe eines Fibronektin ELISAS der Fibronektingehalt des Plasmas der
Mause bestimmt.
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Abb.111.2.5. Ausschaltung des Fibronektins in der Zirkulation. Um eine erfolgreiche Ausschaltung des zirkulie-
renden Fibronektins sicherzustellen, wurden mit Hilfe von Fibronektin ELISAs der Fibronektingehalt nach Korrek-
tur zum Gesamtproteingehalt im Plasma von Mausen mit Alb-Promotor (A) und im Plasma von M&usen mit Mx-
Promotor (B) mit dem im Plasma von Kontrolltieren verglichen.

Die Fibronektinkonzentration war sowohl bei den Mausen mit Alb-Promotor (Abb.lI.2.5., A: CT:
119,80+12,44, n=16 vs. Alb-cKO: 5,75+1,33 [zirkulierendes FN [mg/l]], n=9, p<0,0001) als auch
bei denjenigen mit Mx-Promotor (Abb.lII.2.5., B: CT: 119,80£12,44, n=16 vs. Mx-cKO: 9,99+4,39
[zirkulierendes FN [mg/l]], n=6, p<0,0001) im Vergleich zu Kontrolltieren signifikant vermindert.
Bei den Tieren mit Alb-Promotor betrug die Ausschaltung verglichen mit den Kontrolltieren ca.
95%, bei denjenigen mit Mx-Promotor ca. 92%.

Da der Mx-Promotor durch plpC Injektionen aktiviert wird, war es notwendig sicherzustellen, dass
diese bei spateren Analysen keinen Einfluss auf die Immunzellen der Mause hatten. Weiterhin
sollte auch festgestellt werden, ob der aktive Mx-Promotor die Immunzellen beeinflusst. Hierzu
wurden die Immunzellen im Knochenmark von mit plpC injizierten Mausen und plpC injizierten
Mx-Mausen mit denen von Kontrolltieren, die keine plpC Injektionen erhalten hatten, in einer
durchflusszytometrischen Analyse verglichen. Das Knochenmark der Mause wurde drei Tage

nach der letzten plpC Injektion (siehe 11.4.2.1.) isoliert und die Erythrozyten lysiert (siehe
11.4.4.2.2.).
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Abb.lI.2.6. Einfluss der plpC Injektionen auf das Immunsystem der Mause. Durchflusszytometrische Analyse
verschiedener Immunzellen des Knochenmarks plpC injizierter Knockout-Mause (Mx-cKO) und des von Kontroll-
tieren (CT plpC) im Vergleich zu dem nicht injizierter Kontrollen (CT). Untersucht wurden CD45" Zellen (Leukozy-
ten, A), CD3" Zellen (T-Lymphozyten, B), CD19" Zellen (B-Lymphozyten, C), F4/80" Zellen (Makrophagen, D),
CD11b" Zellen (Monozyten, E) und Ly6G” Zellen (Granulozyten, F).

Die zytometrische Analyse ergab, dass sich die Anzahl der Immunzellen im Knochenmark (Leu-
kozyten (CD45), T-Lymphozyten (CD3), B-Lymphozyten (CD19), Makrophagen (F4/80), Monozy-
ten (CD11b), Granulozyten (Ly6G)) von Tieren, die mit plpC behandelt wurden oder einen Mx-
Promotor besallen und mit plpC behandelt wurden, nicht signifikant von der der unbehandelten
Kontrolltiere unterschied (CD45": CT: 78,23+2,45, n=3 vs. CT plpC: 69,90+9,74, n=33 vs. Mx-
cKO: 77,77+0,49 [%], n=3, p=ns; CD3": CT: 2,07+0,42, n=3 vs. CT plpC: 1,43+0,38, n=3 vs. Mx-
cKO: 1,60+0,23 [%], n=3, p=ns; CD19": CT: 33,80+4,13, n=3 vs. CT plpC: 45,07+6,18, n=3 vs.
Mx-cKO: 41,87+2,7 [%], n=3, p=ns; F4/80": CT: 37,9+1,10, n=2 vs. CT plpC: 26,80+4,11, n=3 vs.
Mx-cKO: 28,83+3,68 [%], n=3, p=ns; CD11b": CT: 56,93+2,22, n=3 vs. CT plpC: 48,73 + 3,27 n =
3 vs. Mx-cKO: 48,25 + 0,86 [%] n = 3, p=ns; Ly6G": CT: 66,23%5,34, n=3 vs. CT plpC:
60,47+2,15, n=3 vs. Mx-cKO: 59,93+2,84 [%], n=3, p=ns). Somit sollte der Einfluss einer unter-
schiedlichen Aktivierung der Immunzellen in Abwesenheit von Fibronektin in den verschiedenen

Zelltypen begrenzt gewesen sein.

Zur Untersuchung der Aktivitat der Promotoren im Knochenmark wurden eGFP (enhanced green
fluorescent protein [engl.]) Reportermause verwendet. Diese besitzen ein eGFP-Gen mit einem

vorangeschaltetem Stoppcodon und wurden mit Mx-cKO bzw. Alb-cKO Mausen verpaart. Bei Ak-
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tivierung des jeweiligen Promotors (Mx oder Alb) wird das Stoppcodon entfernt und die Zellen
beginnen eGFP zu produzieren und unter Fluoreszenzanregung griin zu leuchten. Somit kann die
Aktivitat der Promotoren in den Zellen nachgewiesen werden. Das Knochenmark dieser eGFP-
Mause, sowie das von Kontrollen (eGFP-Mause ohne Mx-Promotor), wurde isoliert und mittels

Durchflusszytometrie analysiert.
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Abb.lI.2.7. Durchflusszytometrische Analyse der Promoterenaktivitiat im Knochenmark mit Hilfe von eGFP
Reportermausen. Um die Aktivitdt des Mx- und des Alb-Promotors im Knochenmark zu Uberpriifen, wurden
Knochenmarkzellen von eGFP, Alb/eGFP und Mx/eGFP Reportermdusen isoliert und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. Die Knochenmarkzellen der Kontrollmause (CT), sowie die der Alb-Mause (Alb-
cKO) zeigten keinerlei Farbung, wohingegen die der Mx-Mause (Mx-cKO) eGFP exprimierten. Die statistische
Auswertung der Gruppen ist in dem Balkendiagramm unten rechts graphisch dargestellt.

Es zeigte sich, dass bei den Mausen mit Mx-Promotor im Gegensatz zu den Mausen der anderen
Gruppen zusatzlich zur Ausschaltung des Fibronektin in der Zirkulation (siehe Abb.l11.2.4.), auch
der Promoter in Knochenmarkzellen aktiv und somit dass Fibronektin in diesen Zellen ausge-
schaltet war (siehe Abb.IIl.2.6.: CT: 1,00+0,20, n=2 bzw. Alb-cKO: 0,50+0,10, n=2 vs. Mx-cKO:
84,87+1,87 [% positiv von Gesamtpopulation], n=3, p<0,0001). Dieses Ergebnis bestatigte publi-
zierte Berichte, in denen beschrieben wurde, dass der Promotor auch in hamatopoetischen
Stammzellen aktiv ist [377].

Im Weiteren wurde die Ausschaltung der Fibronektin-Expression in einzelnen Zelltypen mit Hilfe

weiterer durchflusszytometrischen Untersuchungen und Immunfluoreszenzfarbungen genauer

charakterisiert.
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Abb.1I1.2.8. Ausschaltung verschiedener Zelltypen in den Mx- bzw. Alb-Mausen. Dargestellt ist die
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durchflusszytometrische Untersuchung der Mx-Promotoraktivitat in Endothelzellen (A), Zellen der Knochenmark-
sinusoide (B), Immunzellen (C) und Perizyten (D). In diesen Zellen ist der Promoter aktiv und die Fibronektin-
Bildung in diesen Zelltypen somit vermutlich deletiert. Zusatzlich wurden fur die Perizyten (E) sowie fir die Endo-
thelzellen (F) Immunfluoreszenzfarbungen angefertigt, die MaRbalken entsprechen einer Lange von 100um. Wei-
terhin abgebildet ist die durchflusszytometrische Analyse der Aktivitdt des Alb-Promotors in Endothelzellen (G),

Zellen der Knochenmarksinusoide (H), Immunzellen (1) und Perizyten (J).

Es konnte gezeigt werden, dass der Mx-Promotor im Knochenmark sowohl in Endothelzellen
(CD31": CT: 1,4%0,4, n=4 vs. Mx-cKO: 77,8+2,1, n=4, p<0,0001), in Knochenmarksinusoiden
(CD31'/PLVAP": CT: 3,4%#1,0, n=4 vs. Mx-cKO: 77,0£0,7, n=4, p<0,0001), in Immunzellen
(CD45": CT: 1,3+0,3, n=4 vs. Mx-cKO: 82,8+ 2,1, n=4, p<0,0001) als auch in Perizyten
(Desmin®: CT: 5,242,5, n=4 vs. Mx-cKO: 80,3+2,2 [% der Gesamtpopulation], n=4, p<0,0001) ak-
tiv ist und somit die Fibronektinbildung dieser Zellen verhindert. Somit ist bei den Mausen mit Mx-
Promotor zusatzlich zur Ausschaltung des zirkuldren Fibronektins (siehe Abb.l111.2.5.) auch die
Produktion von lokalem Fibronektin durch Zellen des Knochenmarks unterbunden (siehe
Abb.l11.2.7. und Abb.II.2.8.). Die Immunfluoreszenzfarbungen von Perizyten und Endothelzellen
bestatigten die durch die durchflusszytometrische Analyse gewonnenen Daten (siehe
Abb.111.2.8.).

Fir die Alb-Mause hingegen konnte gezeigt werden, dass der Promotor nur Fibronektin in der
Zirkulation deletiert (siehe Abb.111.2.5.), die Zellen im Knochenmark jedoch in der Lage sind, Fib-
ronektin normal zu produzieren (CD31": CT: 1,440,4, n=4 vs. Alb-cKO: 0,35+0,05, n=2, p=ns;
CD31'/PLVAP": CT: 3,4+1,0, n=4 vs. Alb-cKO: 1,15+0,05, n=2, p=ns; CD45": CT: 1,3%0,3, n=4
vs. Alb-cKO: 0,35+0,05, n=2, p=ns; Desmin’: CT: 5,2+2,5, n=4 vs. Alb-cKO: 5,5+1,4 [% der Ge-
samtpopulation], n=2, p=ns) (siehe Abb.111.2.7., Abb.111.2.8.).

Um die Ausschaltung durch den Col-Promotor, der ausschlief3lich in Osteoblasten und Osteozy-
ten aktiv ist [378], zu Uberprifen, wurden Col-cKO Mause mit eGFP Mausen verpaart. Die Os-

teoblasten der so generierten Mause wurden isoliert und nach Differenzierung in vitro untersucht.

Col-cKO

Abb.111.2.9. Immunhistochemische Bestatigung der Ausschaltung in Osteoblasten mit Hilfe von eGFP Re-
portermausen. Die eGFP Fluoreszenz der Zellen ist griin, die Zellkerne sind mit DAPI angefarbt und blau darge-
stellt. Die MaRbalken entsprechen einer Lange von 100pum.
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Bei der mikroskopischen Untersuchung zeigte sich bei einigen der Col-cKO Osteoblasten eine

grune Fluoreszenz, die bei den Kontrollmausen nicht zu sehen war. Um diese Beobachtung ge-

nauer zu quantifizieren, wurde eine
durchflusszytometrische . Analyse durchgeflihrt.
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Abb.II1.2.10. Durchflusszytometrische Bestatigung der Ausschaltung in Osteoblasten mit Hilfe von eGFP
Reporterméausen. Dargestellt sind prozentual zur Gesamtpopulation die fir eGFP positiven Zellen.

Die Osteoblasten, die aus Col-cKO Mausen isoliert worden waren, zeigten zu ca. 35-40% eine
grune Fluoreszenz entsprechend dem zu erwartenden Signal fir eGFP, wohingegen die Osteob-
lasten, die aus Kontrolltieren isoliert worden waren, nicht fluoreszierten (CT: 0,55+0,18, n=8 vs.
Col-cKO: 35,17+3,68 [% der Gesamtzellen], n=6, p<0,0001).

I1.2.2.1. Einnistungsverhalten von MDA Zellen

Da nun eine ausreichende Ausschaltung des Fibronektins innerhalb der verschiedenen Mausge-
notypen gewahrleistet war, konnte untersucht werden, ob das Fehlen des Fibronektins in unter-
schiedlichen Zelltypen oder Geweben einen Einfluss auf das Einnistungsverhalten der Tumorzel-

len hat.

ll.2.2.1.1. Auswirkungen der Ausschaltung von Fibronektin in verschiedenen Geweben

der Maus auf das Einnistungsverhalten von MDA Zellen

Zur Untersuchung des Einnistungsverhaltens wurden Knockout-Mausen verschiedenen Genotyps
und Kontrolltieren (bei denen keine Gene ausgeschaltet wurden) Tumorzellen der humanen
Brustkrebszelllinie MDA-MB-23-B/luc” intrakardial injiziert.
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Abb.lI1.2.11. Einnistungsverhalten der MDA Zellen. Bei Mausen verschiedener Genotypen (A: Alb-cKO, B: Mx-
cKO, C: Col-cKO, D: Mx/Col-cKO) wurde das Einnistungsverhalten der Tumorzellen in das Knochenmark nach
Ausschaltung von Fibronektin in den entsprechenden Geweben (siehe 11.4.1.1.1.) innerhalb von 24h mittels gPCR
untersucht.

Weder bei den Tieren mit Alb-Promotor (Abb.lll.2.11., A: CT: 4,38+1,57, n=9 vs. Alb-cKO:
5,26+2,79 [MDA Zellen/1x1 0° Knochenmarkzellen], n=7, p=ns), bei denen Fibronektin in der Zir-
kulation ausgeschaltet war, noch bei denjenigen mit Mx-Promotor (Abb.lll.2.11., B: CT:
4,37+1,41, n=8 vs. Mx-cKO: 5,58+2,07 [MDA Zellen/1x10° Knochenmarkzellen], n=6, p=ns), bei
denen Fibronektin in der Zirkulation und im Knochenmark ausgeschaltet war, noch bei denjeni-
gen mit Col-Promotor (Abb.l11.2.11., C: CT: 4,38+1,95, n=5 vs. Col-cKO: 3,69+2,33 [MDA Zel-
len/1x10° Knochenmarkzellen], n=3, p=ns), der das Fibronektin der Osteoblasten und Osteozyten
ausschaltet, noch bei denjenigen mit Col- und Mx-Promotor (Abb.IIl.2.11., D: CT: 3,24+1,03, n=4
vs. Mx/Col-cKO: 7,15+3,54 [MDA Zellen/1x10° Knochenmarkzellen], n=4, p=ns), der das Fibro-
nektin sowohl in der Zirkulation, dem Knochenmark und zuséatzlich Osteoblasten und Osteozyten
ausschaltet, gab es einen signifikanten Unterschied in der Anzahl der eingenisteten Tumorzellen

im Vergleich zu Kontrolltieren.
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l.2.2.1.2. Auswirkungen der Ausschaltung von endogenem Fibronektin der MDA Zellen

auf das Einnistungsverhalten von MDA Zellen

Als nachstes sollte untersucht werden, ob das endogene Fibronektin der Tumorzellen die Einnis-
tung beeinflusst. Hierzu wurden Kontrolltieren Zellen der humanen Brustkrebszelllinie MDA-MB-
23-B/luc’, bei der Fibronektin mit Hilfe fibronektinspezifischer sh-RNA stabil ausgeschaltet wurde
(im Weiteren als MDA-KD bezeichnet, im Gegensatz zu MDA-CT, die Fibronektin normal expri-
miert, siehe 11.4.4.1.1.), intrakardial appliziert. Die Mause wurden 24 Stunden nach intrakardialer
Tumorzellapplikation getdtet, die DNA des rechten Femurs extrahiert und mit Hilfe einer Alu
gPCR evaluiert. Zur Bestatigung der Ergebnisse wurde eine andere Zelllinie, die Prostatakrebs-
zellen PC-3M-Pro4/luc+ (im Weiteren abgekurzt mit PC3-CT) herangezogen, bei der auch das
Fibronektin mittels sh-RNA ausgeschaltet war (PC3-KD).
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Abb.lll.2.12.  Einnistungsverhalten der MDA Zellen. In A st das Einnistungsverhalten der
Fibronektinknockdown-Zelllinie MDA-KD im Vergleich zur regularen MDA-CT Linie dargestellt. Die im Knochen-
mark gefundenen eingenisteten Tumorzellen wurden zu 1x10° Knochenmarkzellen korrigiert, um die Vergleich-
barkeit zwischen unterschiedlich grof3en Tieren zu gewahrleisten. Graph B zeigt die gefundenen Zellen der PC3
(PC3-CT) bzw. der PC3 Fibronektinknockdown-Zelllinie (PC3-KD) pro Maus.

Beim Vergleich der Anzahl der eingenisteten Zellen der MDA-CT und der MDA-KD Linie in der
die endogene Fibronektinproduktion ausgeschaltet war, zeigte sich ein signifikant starkeres Ein-
nistungsverhalten der Zellen der MDA-CT Linie (Abb.Il1.2.12., A: MDA-CT: 4,38+1,03, n=7 vs.
MDA- KD: 1,40£0,76 [MDA Zellen/1x1 0° Knochenmarkzellen], n=7, p<0,05).

Um herauszufinden, ob dieses Verhalten nicht ausschliellich fiir die MDA Zelllinie spezifisch ist,
wurde das Experiment mit Zellen der Prostatakrebszelllinie PC3 wiederholt. Auch hierbei nisteten
sich im Vergleich zu Kontrollzellen signifikant weniger Zellen der Fibronektinknockdown-Linie ein
(Abb.111.2.12., B: PC3-CT: 10,46+2,60, n=10 vs. PC3-KD: 3,74+0,68 [MDA Zellen/1x10° Kno-

chenmarkzellen], n=6, p<0,05).
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1.2.2.1.2.1. Adhasionsverhalten der MDA-CT und der MDA-KD Zelllinie auf Matrixkomponenten

Da sich die MDA-CT Zellen im Vergleich zu denen der MDA-KD Linie verstarkt im Knochenmark
einnisteten, stellte sich die Frage, ob dieser Effekt auf veranderte Adhasionseigenschaften der
KD Zellen an verschiedene Matrixkomponenten zurickzufliihren war. Daher wurde dies mit Hilfe
eines Adhasionsversuches in vitro getestet. Hierzu wurden Zellen der beiden Zelllinien auf Kul-
turgefalie aufgebracht, die mit Fibronektin in verschiedenen Konzentrationen beschichtet waren.
Nach einem Zeitraum von zwei Stunden wurden die Kulturgefalle gewaschen und die Anzahl der

verbliebenen (adharierten) Zellen verglichen.
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Abb.1I1.2.13. Adhédsionseigenschaften der MDA Zelllinien an Fibronektin (FN). Die beiden MDA Zelllinien

wurden auf Kulturplatten, die mit unterschiedlichen Fibronektinkonzentrationen je Vertiefung beschichtet waren,
aufgebracht und die adharierten Zellen nach 2h in Kultur bestimmt.

adharierte MDA Zellen [%]
an Fibronektin

Bei allen Fibronektin Konzentrationen adharierten signifikant mehr Zellen der MDA-KD Linie an
das beschichtete Kulturgefal als Zellen der MDA-CT Linie (100ug FN: MDA-CT: 24,83+2,73,
n=12 vs. MDA- KD: 35,26+2,56, n=12, p<0,05; 10ug FN: MDA-CT: 30,68+2,33, n=11 vs. MDA-
KD: 43,37+£5,19, n=11, p<0,05; 1ug FN: MDA-CT: 22,13+2,03, n=12 vs. MDA-KD: 35,46+3,48
[%], n=12, p<0,005).

Auf Grund dieser Ergebnisse stellte sich die Frage, ob die Zellen der MDA-KD Linie auch ver-
starkt an andere Matrixkomponenten binden. Hierzu wurden 96-Loch Kulturplatten mit verschie-
denen Matrixbestandteilen beschichtet bzw. zur Kontrolle unbehandelt gelassen oder mit Poly-L-
Lysin versehen. Daruber hinaus wurden als weitere Kontrolle unbehandelte KulturgefalRe aus
Glas genutzt. Auf diesen Beschichtungen wurden weitere Adhasionsversuche analog zu dem
oben aufgefuhrten (Abb.l11.2.13.) durchgefihrt.
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Abb.lIl.2.14. Adhédsionsverhalten der MDA Zelllinien an Matrixkomponenten und geladene Oberflachen. Die
beiden MDA Zelllinien wurden auf Kulturplatten, die mit unterschiedlichen Matrixkomponenten, namlich mit
1ug/Vertiefung Kollagen | (A), mit 100ug/Vertiefung Kollagen | (B), mit 0,25ug/Vertiefung VCAM (C) und mit
40ul/Vertiefung Poly-L-Lysin (D) beschichtet waren, aufgebracht und die Adhasion nach 2h in Kultur bestimmt.
Bei den Graphen E und F wurde die Adhasion an das Material bestimmt, die Kulturgefaf3e waren unbeschichtet.

Es konnte gezeigt werden, dass es bei einer Konzentration von 1ug/Vertiefung Kollagen Typ |
keine signifikanten Unterschiede (Abb.lll.2.14., A: MDA-CT: 32,30+2,26, n=4 vs. MDA-KD:
36,7612,82 [%], n=4, p=ns) im Adhasionsverhalten der beiden Zelllinien gibt. Bei einer Kollagen
Typ | Konzentration von 100ug/Vertiefung jedoch zeigte sich, dass signifikant mehr Zellen der
MDA-CT Linie adhéarieren als Zellen der MDA-KD Linie (Abb.lll.2.14., B: MDA-CT: 58,06+3,45,
n=4 vs. MDA-KD: 44,30+1,96 [%], n=4, p<0,05). Bei Beschichtung mit VCAM, Poly-L-Lysine oder
den unbeschichteten Platten unterschiedlicher Materialien zeigte sich eine signifikant starkere
Adhasion der Zellen der MDA-KD Linie (Abb.lIl.2.14., C-F: VCAM: MDA-CT: 36,28+2,77, n=5 vs.
MDA-KD: 57,49+ 5,52 [%], n=5, p<0,01; Poly-L-Lysine: MDA-CT: 20,2145,75, n=5 vs. MDA-KD:
50,43+3,35 [%], n=5, p<0,005; Plastik: MDA-CT: 18,91+2,23, n=18 vs. MDA-KD: 32,31%2,25 [%],
n=18, p<0,0005; Glas: MDA-CT: 2,86+0,62, n=8 vs. MDA-KD: 9,76+21,13 [%], n=8, p<0,0001).

111.2.2.1.2.2. Adhédsionsverhalten der MDA-CT und der MDA-KD Zelllinie auf Zellen

Da weniger MDA-KD Zellen im Knochenmark gefunden wurden, aber gezeigt werden konnte,
dass sie verstarkt an VCAM und FN (beides Matrixproteine, die verstarkt in Blutgefallen vorkom-
men [379-381]) adhéarierten, stellte sich die Frage ob die KD Zellen an den Endothelzellen in den

Blutgefassen hangen blieben und somit der Immunantwort ausgeliefert waren bevor sie sich im
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Knochenmark einnisten konnten. Um dieser Frage nachzugehen sollte untersucht werden, ob sie

sich auch in der Adhasion an Endothel und Knochenmarkzellen unterscheiden.

Daher wurden Adhasionsversuche auf Endothelzellen bzw. auf Knochenmarkzellen und auf Kno-
chenmarkzellen einer Mx-Maus durchgefiihrt um herauszufinden, ob und wie das Zusammenspiel
mehrerer Matrixkomponenten die Adhasionseigenschaften beeinflussen kann. Hierzu wurde zu-
nachst durch Lichtmikroskopie sichergestellt, dass die Zellen, auf denen die Versuche durchge-
fuhrt werden sollten zu 100% konfluent waren (siehe Abb.111.2.15., A und B).

7

B

rix von Endothelzellen (A) und Knochenmarkzellen (B). Die MaRbalken entsprechen einer Léange von 100um.

Daraufhin wurde auf diesen Zellen ein Adhasionsversuch analog zu dem oben beschriebenen
(siehe 111.1.2.2.1.) durchgefihrt.
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Abb.lI1.2.16. Adhéasion der verschiedenen Zelllinien auf Zellen. Die beiden MDA Zelllinien wurden auf Zellkul-
turplatten, die mit einer konfluenten Zellmatrix von Endothelzellen (A), Knochenmarkzellen (B) und Knochen-
markzellen einer Mx-Maus (C) bewachsen waren, aufgebracht und die Adhasion nach 3h in Kultur untersucht.

Es zeigte sich, dass an allen untersuchten Zelltypen signifikant mehr Zellen der MDA-KD Linie im
Vergleich zu Zellen der MDA-CT Linie adharierten (Endothelzellen: MDA-CT: 36,16+1,22, n=10
vs. MDA-KD: 65,15%£2,92, n=10, p<0,0001; Knochenmarkzellen: MDA-CT: 39,9410,88, n=4 vs.
MDA-KD: 50,03%1,93, n=4, p<0,005; Knochenmarkzellen einer Mx-Maus: MDA-CT:
67,98+8,56, n=9 vs. MDA-KD: 93,39+5,88 [%], n=10, p<0,05).

111.2.2.1.2.3. Durchflusszytometrische Analyse der Expression von eCadherin

Bei der Kultivierung der Zellen zeigte sich bei der mit der Passagierung der Zellen verbundenen
Ablésung mit Zell-Dissoziations-Puffer (siehe 11.2.1.), dass die Zellen der MDA-KD Linie zu star-

kerer Klumpenbildung neigten als die Zellen der MDA-KD Linie. Es stellte sich die Frage, ob die
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beiden Zelllinien Zelladhasionsmolekiile unterschiedlich stark exprimierten. ECadherin spielt eine
wichtige Rolle bei Zell-Zell Adhasion und wirkt auerdem als Tumorinvasions-Suppressormolekl
[382]. Daher bestand die Mdéglichkeit, dass die Tumorzellen aufgrund der Adhasionseigenschaf-
ten des eCadherins entweder verstarkt an Zellen des murinen Gewebes adharieren oder durch
verstarkte Zell-Zell Kontakte untereinander Zellaggregate bilden, die in feinen Kapillaren der Or-

gane ,steckenbleiben® kbnnten.
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Abb.1I1.2.17. Durchflusszytometrische Analyse der MDA Zellen. Gezeigt ist die relative Fluoreszenzintensitat
von e-Cadherin der Zelllinie MDA-CT im Vergleich zur Zelllinie MDA-KD.

Ausgewertet wurde die relative Fluoreszenzintensitat (RFI, relative fluorescence intensity [engl.],
die anhand der mittleren Fluoreszenzintensitaten (MFI, Mean Fluorescence Intensity [engl.]) nach
folgender Formel berechnet werden kann: RFI=[MFI(spezifische Farbung)-
MFI(Kontrolle)[/MFI(Kontrolle) [383-385]. Die relative Fluoreszenzintensitat entspricht die dem
Expressionslevel des Proteins auf der Zelloberflache. Der Vorteil dieser Methode gegenlber der
prozentualen Angabe positiver Zellen besteht darin, dass bestimmte Moleklle bei Zellen, die fir

diese zu 100% positiv sind, noch in der Starke ihrer Expression differenziert werden kdnnen.

Die Analyse der durchflusszytometrischen Daten ergab, dass die Zellen der Zelllinie MDA-CT
signifikant weniger eCadherin als die Zellen der Zelllinie MDA-KD auf der Zelloberflache expri-
mieren (MDA-CT: 13,89+1,32, n=4 vs. MDA-KD 29,36+3,90 [RFI], n=3, p<0,05).

1l1.2.2.1.2.4. Einnistung der Tumorzellen in verschiedene Organe direkt im Anschluss an die in-

trakardiale Injektion

Beim Betrachten der Biolumineszenzbilder, die direkt im Anschluss an die intrakardialen Injektio-
nen aufgenommen wurden, fallt auf, dass Bereiche starker Photonenanhaufungen besonders an
Arealen auftreten, an denen sich stark durchblutete Organe, wie Leber, Nieren und Milz [386] be-
finden. Da die Zelllinien unterschiedlich stark das Zelladhdsionsprotein eCadherin exprimierten

und die Zellen der MDA-KD Linie an fast allen Materialien starker adhéarierten, als die Zellen der
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MDA-CT Linie, aber sich weniger MDA-KD Zellen im Knochenmark einnisteten, stellte sich die
Frage, ob die Zellen der KD Linie starker in anderen Organen adharieren und dadurch weniger

Zellen das Knochenmark erreichen.

Um dies zu klaren wurden Mause intrakardial mit Tumorzellen der MDA-CT oder entsprechend
der MDA-KD Linie intrakardial injiziert, nach einem Zeitraum von 4h verschiedene Organe ent-

nommen, deren genomische DNA extrahiert und eine qPCR durchgefiihrt.
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Abb.lI1.2.18. Adhéasion der verschiedenen Zelllinien an Organen in vivo. Dargestellt ist die Anzahl der Zellen,
die in dem jeweiligen Organ gefunden werden konnte, korrigiert zu der Anzahl der Gesamtzellen. Die Werte der
Zellen der MDA-CT Linie sind in schwarz und diejenigen der KD Linie in grau dargestellit.

In allen untersuchten Organen konnte ein Trend gesehen werden, namlich dass mehr MDA-CT
als MDA-KD Zellen gefunden werden konnten (Knochenmark: MDA-CT: 134+34,06, n=4 vs.
MDA-KD: 74,50+26,85, n=4, p=0,2; Milz: MDA-CT: 1175+125,6, n=4 vs. MDA-KD: 698,7+272,3,
n=3, p=0,1; Niere: MDA-CT: 11769+2781, n=4 vs. MDA-KD: 5933+390,9 [MDA Zellen/10° Maus-
zellen], n=4, p=0,08); nur in der Leber war dieser Unterschied jedoch signifikant (Leber: MDA-
CT: 1019241370, n=4 vs. MDA-KD: 3237+1197 [MDA Zellen/1 0° Mauszellen], n=4, p=0,08). Da-

riber hinaus konnte beobachtet werden, dass im Knochenmark weniger Tumorzellen gefunden

wurden als in den anderen Organen.

11.2.2.1.2.5. In vivo Untersuchung des Adhésionsverhaltens der Tumorzelllinien an verschiede-

nen Organen und deren Immunzellen mit Durchflusszytometrie und qPCR

Da in allen Organen weniger MDA-KD Zellen gefunden werden konnten, lag die Uberlegung na-
he, dass die MDA-KD Zellen starker vom Immunsystem der Maus angegriffen werden. Um diese

Frage in vivo zu untersuchen, bedienten wir uns wieder den eGFP Reportermausen. Hiermit soll-
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te in einem FACS Versuch gezeigt werden, ob die Zellen der beiden Tumorzelllinien an die

Mauszellen adharieren, und wie viele dieser Zellen an Immunzellen gebunden sind.

Fur diesen Versuch wurden DelCre Reportermause, welche kein Stoppcodon besalien und daher
immer in allen Zellen eGFP exprimierten und bei entsprechender Anregung griin leuchteten, ver-
wendet (siehe Abb.II1.20).
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Abb.111.2.19. Zuverladssigkeit der Reportermause. Dargestellt ist eine durchflusszytometrische Analyse von
Knochenmarkzellen von Kontrollmédusen (A), die kein eGFP exprimieren und eGFP Reportermausen ohne
Stoppcodon, bei denen Gber 99% der Zellen eGFP produzierten (B).

Eine durchflusszytometrische Analyse konnte bestatigen, dass die DelCre Reportermause in Uber

99% der Zellen eGFP exprimierten.

Daher wurden den Tieren Tumorzellen der entsprechenden Zelllinie injiziert und die Mause funf
Minuten darauf getdtet und die Organe entnommen. Diese wurden im Anschluss zu Zellsuspen-
sionen verarbeitet, die Erythrozyten lysiert und durch Immunzelldepletion in zwei Fraktionen un-
terteilt: die immunzelldepletierten- (CD45 depl.) und die Immunzellen der Maus (CD45). Bei der
Leber wurde auf Grund ihrer hohen Zelldichte eine andere Methode zur Trennung der Immunzel-
len von den Leberzellen verwendet (siehe 11.4.3.10.). Mit der FACS Analyse sollte untersucht
werden, wie viele Zellen der jeweiligen Zelllinie an den immunzelldepletierten- und wie viele an

den Immunzellen anhafteten.
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Abb.111.2.20. Adhasion der Tumorzellen an Zellen verschiedener Organe in vivo. Die Tumorzellen der ent-
sprechenden Zelllinie wurden mit einem humanspezifischen Antikérper gefarbt. Diejenigen MDA Zellen, die adha-
rent an eine eGFP exprimierende Zelle auftraten, wurde als am jeweiligen Organ adharierende Zelle gewertet.
Gezeigt ist die prozentuale Adhasion der an der jeweiligen Immunzellfraktion oder immunzelldepletierten Fraktion
adharierenden Zellen im Knochenmark (A) und in der Milz (E). Fir die Leber (C) sind aus technischen Griinden
(siehe 11.4.3.10.) nur die an den Immunzellen adharierten Tumorzellen prozentual zu der Gesamtzellzahl gezeigt.
In Abbildung B und D wurden die Ergebnisse mit Hilfe einer gPCR erganzt. Dargestellt sind die im Knochenmark
(B) und in der Leber (D) an der jeweiligen Fraktion gefundenen MDA Zellen/10° murinen Zellen des jeweiligen
Gewebes.

Die Analyse der durchflusszytometrischen Daten ergab, dass signifikant mehr Zellen der MDA-
KD Linie in der Leber (Abb.111.2.20., C) und in der Milz (Abb.II.2.20., E) an die Immunzellen adha-
rierten als Zellen der MDA-CT Linie. Im Knochenmark (Abb.111.2.20., A) ist diesbezlglich ein
Trend in die gleiche Richtung zu erkennen (Leber: MDA-KD: 4,750+0,15, n=2 vs. MDA-CT:
2,350+0,45, n=2, p<0,05; Milz: MDA-KD: 44,87+1,50, n=2 vs. MDA-CT: 27,7340,97, n=2, p<0,05
;Knochenmark: MDA-KD: 56,8814,93, n=2 vs. MDA-CT: 44,80£12,45 [%], n=2). An den CD45
depletierten Zellen adharierten im Knochenmark (Abb.111.2.20., A) und in der Milz (Abb.111.2.20.,
E) weniger MDA-KD Zellen, dieser Unterschied war jedoch nur in der Milz signifikant (Milz: MDA-
KD: 55,13+1,50, n=2 vs. MDA-CT: 72,27+0,97 n=2, p<0,05 ;Knochenmark: MDA-KD: 43,12+4,9,
n=2 vs. MDA-CT: 55,20+12,45 [%]).

Darlber hinaus zeigte sich beim Vergleich der einzelnen Fraktionen der jeweiligen Zelllinie, dass

in der Milz signifikant mehr Zellen der MDA-CT und der MDA-KD Linie in der
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immunzelldepletierten Fraktionen im Vergleich zu den Immunzellfraktionen (Abb.ll1.2.20., E) ge-
funden werden konnten (MDA-CT: immunzelldepletierte Fraktion: 72,27+0,97, n=2 vs. Immunzel-
lenfraktion: 27,73+0,97, n=2, p<0,005; MDA-KD: immunzelldepletierte Fraktion: 55,13%£1,50, n=2
vs. Immunzellenfraktion: 44,87+1,50, n=2, p<0,05).

Da die Leber ein sehr zellreiches Organ ist, war es nicht mdglich, die immunzellfreie Fraktion mit
der FACS Analyse zu untersuchen, weil die hohe Anzahl der Leberzellen die geringe Anzahl der
Tumorzellen Uberdeckte. Deshalb wurden die Leberzellen mit einer Alu basierten gqPCR unter-
sucht. Da diese Methode empfindlicher ist, wurde sie auch fiir eine erneute Untersuchung des
Knochenmarks genutzt, da hierbei zwar Trends, jedoch keine signifikanten Unterschiede gezeigt
werden konnten. Bei der Analyse dieser Daten (Abb.111.2.20., B und D) konnte gezeigt werden,
dass im Knochenmark (Abb.l11.2.20., B) signifikant mehr MDA-KD Zellen in der Immunzellenfrak-
tion gefunden wurden als Zellen der MDA-CT Linie (MDA-KD: 86,50+5,69, n=2 vs. MDA-CT:
45,4316,05, n=2, p<0,05). Darliber hinaus waren von den Zellen der MDA-KD Linie signifikant
mehr in der Fraktion der Immunzellen als in der immunzellfreien zu finden (MDA-KD: Immunzel-
lenfraktion: 86,50+5,69, n=2, p<0,05 vs. immunzelldepletierte Fraktion: 13,50+5,69, n=2). Bei der
Untersuchung der Leber (Abb.111.2.20., D) zeigte sich, dass auch hier signifikant mehr MDA-KD

Zellen in der Fraktion der Immunzellen, als in der immunzellfreien Fraktion gefunden werden

konnten (MDA-CT: Immunzellenfraktion: 79,69+3,88, n=2, p<0,05 vs. immunzelldepletierte Frak-
tion: 20,31+3,88, n=2).

Insgesamt waren in allen untersuchten Organen mehr Zellen der MDA-KD Linie mit Zellen des
Immunsystems assoziiert als Zellen der MDA-CT Linie. Dies kdnnte eine verstarkte Zerstorung

der MDA-KD Zellen durch das Immunsystem nach sich ziehen.

111.2.2.1.3. Untersuchungen zu der Rolle der Immunzellen

Da die Analyse der zytometrischen und der gPCR Untersuchung zeigte, dass die Zellen der
MDA-KD Linie verstarkt mit den Immunzellen assoziiert waren, stellte sich die Frage, welche Im-

munzellen hierflr verantwortlich waren.

11.2.2.1.3.1. Einfluss der natiirlichen Killerzellen (Nk-Zellen)

Zunachst wurde mit einem Chrom-Freisetzungstest der Einfluss von Nk-Zellen auf die zwei un-
terschiedlichen Zelllinien untersucht. Bei diesem Test wird wahrend einer definierten Inkubations-
phase radioaktiv markiertes Chrom in die beiden Zelllinien (Zielzellen) eingebaut. Hierauf werden
den Zellen eine definierte Anzahl humaner Nk-Zellen (Effektorzellen) zugegeben und im An-
schluss zusammen inkubiert. Da mogliche Effekte von der Ratio der Effektorzellen zu den Zielzel-
len abhangig sein kénnten, wurden verschiedene Verhaltnisse untersucht. Nach Ablauf der Inku-
bationsphase wurde der Uberstand, in dem sich nun durch die Nk-zellvermittelte Lyse radioakti-

ves Chrom befindet, mit einem Gammastrahlungs-Zahlgerat gemessen.
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Abb.111.2.21. Chrom-Freisetzungstest mit den MDA Zelllinien. Dargestellt ist die spezifische Lyse [%] bei ver-
schiedenen Konzentrationsverhaltnissen von Ziel- (MDA-CT; MDA-KD) zu Effektorzellen (Nk-Zellen). Die Ratio
bewegte sich von 80% bis 1,25% Effektorzellen im Verhaltnis zu Zielzellen und ist auf der x-Achse logarithmisch
aufgetragen.

Bei der zellvermittelten spezifischen Lyse konnte bei verschiedenen Verhaltnissen von
Effektorzellen/Zielzellen kein signifikanter Unterschied zwischen den Zelllinien gezeigt werden
(MDA-CT: 80%: 39,216 n=2; 40%: 35,416,4, n=2; 20%: 41,2+10,7, n=5; 10%: 28,9+10, n = 5;
5%: 16,745,6, n=5; 2,5%: 10+3,9, n=5; 1,25%: 3,2+2,2, n=5 vs. MDA-KD: 80%: 41,2+4,8, n=2;
40%: 37,1+3,5, n=2; 20%: 30,6+7,8, n=5; 10%: 20,315, n=5; 5%: 14,1+4,6, n=5; 2,5%: 7,612,8,
n=5; 1,25%: 3,8+1,4 [spezifische Lyse [%]], n=5, p=ns).

111.2.2.1.3.2. Untersuchungen zur Rolle der Phagozytose durch Makrophagen

Da kein signifikanter Unterschied in der Lyse der beiden untersuchten Zelllinien MDA-CT und
MDA-KD als Reaktion auf die Nk-Zellaktivitdt gefunden werden konnte, wurde die Reaktion der
Zelllinien auf die makrophageninduzierte Phagozytose untersucht. Da Makrophagen im Zuge der
Phagozytose reaktive Sauerstoffspezies (ROS, reactive oxygen species [engl.]) abgeben, kénnen
diese nachgewiesen und dadurch der Grad der Phagozytose bestimmt werden. Makrophagen
wurden in einer definierten Anzahl auf eine 96-Loch Kulturplatte aufgebracht und hierzu MDA-
Zellen einer definierten Anzahl addiert, Cytochrom-C Ldsung zugegeben und 4 Stunden lang
inkubiert. Im  Anschluss wurde die Emission jede halbe Stunde auf einem
Mikrotiterplattenlesegerat gemessen. Untersucht wurden die Verhaltnisse Makrophagen zu MDA-

Zellen eins zu funf und eins zu zehn.
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Abb.111.2.22. Cytochrom-C Test mit den MDA Zelllinien. Dargestellt ist die Zunahme der Cytochrom-C Farbung
nach 4 Stunden Inkubation der Makrophagen zusammen mit den jeweiligen Tumorzellen. Phagozytierende Mak-
rophagen geben reaktiven Sauerstoffspezies ab, welche wiederum eine Farbveranderung des Cytochrom-C be-
dingen. Die Zunahme der Emission gibt somit eine Aussage uber die Phagoyztose. Die entsprechenden Tumor-
zelllinien wurden je in einer 1:5 und einer 1:10 Verhaltnis zu den Makrophagen aufgetragen. Beide Verdiinnungen
wurden je mit IFN-y (A) und mit M-CSF (B) stimulierten Makrophagen durchgefihrt.

Die Analyse des Cytochrom-C Tests zeigte sowohl bei den mit IFN-y als auch bei den mit M-CSF
stimulierten Makrophagen zwischen den beiden Tumorzelllinien keine signifikanten Unterschiede
in der Phagozytose (IEN-y 1:5: MDA-CT: 139,3+0,99, n=8 vs. MDA-KD: 137,9+1,43, n=8; IFN-y
1:10: MDA-CT: 132,3%2,33, n=3 vs. MDA-KD: 129,7+3,28, n=3; M-CSF 1:5: MDA-CT:
129,746,98, n=3 vs. MDA-KD: 129,7+3,18, n=3; M-CSF 1:10: MDA-CT: 123,0+4,51, n=3 vs.
MDA-KD: 103,315,81, n=3, p=ns).

ll.2.3. Krankheitsbedingte Modifikationen der extrazellularen Mat-
rix und deren Einfluss auf das Einnistungsverhalten

Bei einer Fraktur entstehen Blutgerinnsel, in denen sich neben verschiedenen einnistungsfor-
dernden Substanzen auch verstarkt Fibronektin befindet (siehe 1.1.2.1.4.1.). Daher war es von
Interesse, herauszufinden, ob diese Veranderungen zu einer erhdhten Einnistung von Tumorzel-

len im Bereich eines Hamatoms fihren.

1.2.3.1. Induktion eines Hamatoms

Fir die Untersuchungen dieser Fragestellung entschieden wir uns fir das intratibiale Modell in
dem die Tibia gebohrt wird [387]. Um zu belegen, dass durch eine intratibiale Bohrung (siehe
11.4.2.1.8.1.) tatsachlich ein Hdmatom entsteht, wurden zunachst die rechten Femora im Bereich

der Bohrung mit Masson-Goldner angefarbt und evaluiert.
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Abb.111.2.23. Entwicklung eines Himatoms durch intratibiale Bohrung. Masson-Goldner Farbung des rechten
Femurs nach intratibialer Bohrung. Zu erkennen ist das Blutgerinnsel (hellrosa), welches von Matrix (dunkelrosa)
umgeben ist. Der Mal3balken entspricht einer Gréfie von 500pum (A) bzw. 100um (B).

Die Masson-Goldner Farbung zeigt, dass die Bohrung zur Bildung eines Hamatoms fuhrt. Somit

konnte bei den weiteren Experimenten von der Anwesenheit eines Blutgerinnsels im Bereich der

Bohrung ausgegangen werden.

1.2.3.2. Einfluss eines Hamatoms auf das Einnistungsverhalten von Tumorzel-
len

Um herauszufinden, ob ein Hdmatom zu einer verstarkten Einnistung von Tumorzellen im Be-

reich des Blutgerinnsels fuhrt, wurde zunachst eine Alu qPCR durchgefuhrt, mit deren Hilfe die

Tumorzellen detektiert wurden, die sich 4 Stunden nach Hamatominduktion und anschlieRender

intrakardialer Injektion der Tumorzellen, in den jeweiligen Tibiae befanden. Als Kontrolle diente

die jeweils linke Tibia der entsprechenden Mause, in der kein Hdmatom induziert wurde.
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Abb.111.2.24. Einfluss eines Blutgerinnsels auf das Einnistungsverhalten von Tumorzellen. Gezeigt sind die
MDA Zellen die sich in den Tibiae der entsprechenden Tiere fanden. Verglichen wurden je die linke Tibia in der
sich kein Hdmatom gebildet hatte (li. Tibia (CT)) mit der rechten Tibia, in der ein Hdmatom entstanden war (re.
Tibia mit Hdmatom).

In den Tibiae, die ein Blutgerinnsel entwickelt hatten, wurden nicht signifikant mehr Tumorzellen
gefunden, als in den Bereichen ohne Blutgerinnsel (li. Kontrolltibia: 4,6+0,8, n=5 vs. re. Tibia mit

Hamatom: 5,3+1 [MDA Zellen/1x10° Knochenmarkzellen], n=5, p=ns).

1.2.3.3. Einfluss eines Hamatoms auf die Entwicklung und das Wachstum von
Tumorlasionen

Obwohl keine Unterschiede im Einnistungsverhalten der Tumorzellen in Bereiche mit Hdmatom
verglichen zu Bereichen ohne Hamatombildung gezeigt werden konnten, sollten Langzeiteffekte
eines Hamatoms auf die Entwicklung und das Wachstum der Tumore untersucht werden. Hierzu
wurden Tiere nach intratibialer Bohrung (Hamatominduktion) und anschlieRender intrakardialer
Injektion longitudinal Uber einen Zeitraum von sieben Wochen mit Hilfe von Biolumineszenzmes-
sungen beobachtet und diese ausgewertet. Als Kontrolle (CT) dienten Tiere, die ausschlielich

(ohne Hamatominduktion) intrakardial injiziert wurden.

111.2.3.3.1. Einfluss eines Hamatoms auf die Anzahl und Lokalisation von Tumoren

Um zu untersuchen, ob sich bei Tieren mit einer Hamatombildung vermehrt Tumore im Bereich
des Hamatoms bildeten, wurden die Tumore, die sich in den Tieren gebildet hatten, nach einem

Zeitraum von sieben Wochen ausgezahlt und deren Lokalisation in der Maus bestimmt.
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Abb.1I1.2.25. Einfluss eines Blutgerinnsels auf die Anzahl und die Lokalisation von Tumorlédsionen in der
linken Tibia. Dargestellt sind die beiden Gruppen, bei denen die Gesamttumorzahl und die Anzahl der Tumorla-
sionen in der linken Tibia verglichen wurden. In schwarz sind die Tumorlasionen, die gefunden wurden, und in
weild diejenigen, die sich hiervon in der linken Tibia fanden, dargestelit.

Es zeigte sich, dass sich die Anzahl der Tumorlasionen, die sich in der linken Tibia der Mause
gebildet hatten, zwischen den Tieren, die ein Hamatom entwickelt hatten und den Kontrolltieren
nicht signifikant unterschieden (siehe Tab. 111.2.1.).

Tabelle 111.2.1. Vergleich der Gruppe mit Himatom und der Kontrollgruppe. Die Anzahl der Tumore, die an
der Stelle der Hamatombildung (linke Tibia) gefunden wurde, wurde verglichen mit der Anzahl der Tumore, die
bei Kontrolltieren an der gleichen Stelle (linke Tibia) gefunden wurde. Die Daten wurden mit einem Fisher-Exact
Test analysiert.

Kontrollgruppe Gruppe mit Hdmatombildung
(n=7) (n=7)
Gesamttumorlasionzahl 26 30
Anzahl der Tumorlasionen in | 4 2 (p=ns)
der linken Tibia
Anzahl der Tumorlasionen pro | 4.3 4.6 (p=ns)
Tier

111.2.3.3.2. Einfluss eines Hamatoms auf die Gesamttumorlast und die GroRe der Einzeltu-

more

Die Gesamtmenge der Tumorzellen, die sich in einer Maus befanden, und die GréRe der Einzel-
tumore wurden mit Hilfe der Biolumineszenzmessungen in RLU (Relative light unit [engl], relative

Lichteinheiten) festgehalten.
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Abb.1I1.2.26. Einfluss eines Blutgerinnsels auf die Gesamttumorlast und die GroRe von Einzeltumoren.
Dargestellt sind die beiden Gruppen, bei denen die Anzahl der Tumore in der linken Tibia (A), die Tumorbelas-
tung pro Maus (B) und die Tumorbelastung pro Lasion (C) verglichen werden. Die Tumorbelastung wurde jeweils
in RLU angegeben.

Beim Vergleich zeigten weder die Tumorbelastung pro Maus noch die Tumorbelastung pro Lasi-
on signifikante Unterschiede zwischen der Gruppe mit Hamatom und den Kontrolltieren
(Abb.Ill.2.26.: Tumorbelastung/Maus: CT: 1,9x10817,2x107, n=13 vs. Tier mit Hamatom:
1,9x10811,1x108, n=7, p=ns; Tumorbelastung/Lasion: CT: 4,7x10'+2,0x107, n=13 vs. Tier mit
Hamatom: 3,4x10"+1,3x10’ [RLU], n=7, p=ns).

111.2.3.3.3. Einfluss eines Hamatoms auf das Wachstum von Tumoren

Im Weiteren sollte herausgefunden werden, ob ein Hdmatom einen Einfluss auf das Wachstum
der Tumore hat. Hierzu wurden Tumore gewabhlt, die eine in etwa gleiche GréRe (ausgedrickt in
RLU) hatten und deren prozentuale Zunahme innerhalb einer Woche evaluiert. Da die Mdglich-
keit besteht, dass grol3e und kleine Tumore unterschiedlich schnell wachsen, wurde das Wachs-
tum in einer Gruppe mit kleineren Tumoren (Abb.111.2.27., A) sowie in einer Gruppe mit gréf3eren
Tumoren untersucht (Abb.l11.2.27., B).
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Abb.lI1.2.27. Einfluss eines Blutgerinnsels auf das Wachstum von Tumoren. Dargestellt ist die Zunahme der
TumorgrofRe innerhalb einer Woche fiir sowohl kleinere (A) als auch fiir gréRere Tumore (B). Die Tumorbelastung
wurde jeweils in RLUs angegeben.

Es zeigten sich sowohl bei kleineren (durchschnittliche GroRe 4-6x10° RLUs) als auch groReren
Tumoren (durchschnittliche GroRe 35-40x10° RLUs) keine signifikanten Unterschiede in der Zu-
nahme der TumorgréRe (kleinere Tumore: 619,9+192,3, n=9 vs. mit Hamatom: 464,8+129,8, n=4,
p=ns; grolRere Tumore: 231,1£67,5, n=4 vs. mit Hamatom: 240,3+59,5, n=5 [% Zunahme RLUs
innerhalb einer Woche], p=ns).

111.2.3.3.4. Radiologische Untersuchungen der Tumorentwicklung

Um die Ergebnisse der Biolumineszenzmessungen zu bestatigen und dariber hinaus auszu-
schlieRen, dass die Tumorzellen (zumindest teilweise) die Fahigkeit zur Expression des Enzyms

Luziferase verloren hatten, wurden die Tiere radiologisch untersucht.

132



Ergebnisse

N
(=}
]
©
1
-}
(2]

_i

Lasion/Maus (mm2)
N
o

10-
0
& ,@“
P
(S
&
i e}‘°
«\

Abb.lI.2.28. Radiographische Aufnahme einer an Tumor erkrankten Maus und Evaluierung der Lasionen.
Links abgebildet ist ein radiographisches Bild einer Maus (A). Anhand solcher radiographischer Aufnahmen wur-
den Lasionen im Knochen (vergréRert dargestellt in B) ersichtlich, die im Folgenden ausgemessen und evaluiert
wurden (C). Der MaRRbalken entspricht einer Lange von 1 cm.

Die Vermessung und Auswertung der osteolytischen Flachen ergab keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Kontrolltieren und den Tieren, bei denen ein Hamatom induziert worden
war (CT: 25,91+4,78, n=5 vs. Tier mit Hdmatom: 29,7514,31 [mmz], n=9, p=ns).

lll.2.4. Pharmakologische Modifikationen

Weiterhin war von Interesse, ob pharmakologisch bedingte Modifikationen der osteoblastischen
Nische und daraus resultierende Veranderungen der extrazellularen Matrix einen Einfluss auf das
Einnistungsverhalten von Tumorzellen haben wirden. Parathormon vermindert die Apoptose der
Osteoblasten und Osteoklasten und erhéht die Produktion verschiedener Zytokine, die fordernd
auf die Einnistung der Tumorzellen wirken kénnten. Darlber hinaus fuhrt die Gabe von Para-
thormon zu einer gesteigerten Fibronektinproduktion [388]. Basierend auf diesem Hintergrund
sollte in diesem Versuchsansatz der Einfluss der osteoblastischen Nische genauer untersucht
werden. Hierzu wurde Parathormon genutzt, um die Osteoblasten zu stimulieren und die
osteoblastische Nische zu erweitern [280]. Gleichzeitig kann Parathormon leider auch die Os-
teoklasten stimulieren [389], weswegen wir eine gleichzeitige Gabe von Zoledronsaure dazu ver-
wendeten, um diese Effekte zu minimieren. Da Bisphosphonate (zu denen auch die Zoledronsau-
re gehort), die durch Osteoklasten vermittelte Knochenresorption vermindern (siehe 1.3.3.2.),
kénnten sie die Freisetzung von Wachstumsfaktoren aus der Knochenmatrix verringern, wodurch
Tumorzellen eine weniger gluinstige Umgebung fur ihre Ansiedelung finden [390]. Darlber hinaus
ist bekannt, dass Bisphosphonate die Adhasion von Tumorzellen an die extrazellulare Matrix ver-
hindern kénnen [391].
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1.2.4.1. Untersuchung des Einnistungsverhaltens mit Alu basierter gPCR

Immundefizienten Mausen wurde entweder Parathormon (PTH) oder Zoledronsaure (ZOL) oder
die Kombination PTH und ZOL (ber einen Zeitraum von 4 Tagen verabreicht. Am darauffolgen-
den Tag wurden den Mausen Tumorzellen der Linie MDA-MB-231-B/luc” injiziert und die Tiere 24
Stunden darauf getodtet. Nach Entnahme der Femora und Ausspilen des Knochenmarks wurde

die Anzahl der eingenisteten Tumorzellen mit der Alu gPCR ermittelt.
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Abb.111.2.29. Eingenistete MDA Zellen im Knochenmark nach keiner, PTH, ZOL oder PTH/ZOL Behandlung.
Dargestellt ist die Anzahl der eingenisteten Tumorzellen innerhalb der unterschiedlichen Gruppen (A). Der
schwarze Balken reprasentiert die Kontrollgruppe, der rote die mit PTH, der gelbe die mit ZOL und der orange die
mit PTH und ZOL behandelten Tiere. Dieser Farbcode wird in den folgenden Graphen beibehalten. In Abbildung
B ist die Lokalisation der eingenisteten Tumorzellen innerhalb des Knochens abgebildet.

Uberraschenderweise zeigte sich, dass sich ausschlieRlich bei der Gruppe, die sowohl mit Para-
thormon als auch mit Zoledronsaure behandelt wurde, signifikante Unterschiede zu den anderen
Gruppen zeigten (Abb.111.2.29., A: CT: 4,38+0,90, n=19; PTH: 2,27+0,54, n=16; ZOL: 3,28+0,60,
n=14; vs. PTH/ZOL.: 23,77+9,88 [MDA Zellen/1x10° Knochenmarkzellen], n=10, p<0,05).

Die Untersuchung der Lokalisation der Tumorzellen zeigte, dass sich signifikant mehr Tumorzel-
len im Knochenmark als am Knochen selbst fanden (Abb.111.2.29., B: Knochenmark: 1,48+0,25,

n=19 vs. Knochen: 3,96+1,30, n=15, p<0,05).
111.2.4.2. Untersuchung am Knochen

ll.2.4.2.1. Radiographische Untersuchung der Knochen

Um zu Uberprifen, ob es zwischen den unterschiedlich behandelten Mausen Unterschiede hin-
sichtlich der Knochendichte gab, wurden die linken Femora der Tiere auf einen Réntgenfilm auf-

geklebt, der Film 90s bei 30kV gerdntgt und anschliefiend entwickelt.
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Abb.lI1.2.31. Rontgenbilder der Femora nach keiner, PTH, ZOL oder PTH/ZOL Behandlung. Die Femora der
Tiere der verschiedenen Gruppen (von oben nach unten, wie im Bild beschrieben: PTH, ZOL, CT, PTH/ZOL)
wurden auf einen Rontgenfilm gelegt, 90s lang bei 30kV gerdntgt und der Film anschlieend entwickelt.

Beim Betrachten der Rontgenbilder scheint es, als hatten die Tiere, die mit Zoledronsaure oder
der Kombination Parathormon/Zoledronsaure behandelt wurden, vor allem an den Epiphysen, al-
so im trabekularen Bereich der Knochen, eine hohere Knochendichte als die der anderen Grup-
pen.

ll.2.4.2.2. Untersuchung der Knochendichte mit pQCT

Um diese Eindricke zu bestatigen, wurde die Knochendichte mit einer peripheren quantitativen

Computertomographie (pQCT) gemessen und anschlielend ausgewertet.
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cT PTH/ZOL

Abb.l11.2.32. PQCT Bilder der Femora. PQCT Aufnahmen von unbehandelten bzw. mit Parathormon und Zoled-
ronsaure behandelten Tieren.

Die pQCT Bilder legten bereits die Vermutung nahe, dass die Tiere, die mit Zoledronsaure und

Parathormon behandelt wurden, eine hohere Knochendichte als Kontrolltiere aufweisen.
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Abb.111.2.33. PQCT der Femora nach Kontroll, PTH, ZOL oder PTH/ZOL Behandlung. Die Knochendichten der
Femora der Tiere der verschiedenen Gruppen wurden mittels pQCT gemessen.

Die nach Betrachten der Réntgen- und pQCT- Bilder entstandene Vermutung, dass diejenigen
Gruppen, die mit Zoledronsaure, bzw. mit Parathormon und Zoledronsaure behandelt wurden,
eine signifikant héhere Knochendichte im trabekularen Bereich des Knochens aufwiesen, besta-
tigte sich (CT: 90,7+£10,02, n=8 vs. PTH: 74,48+6,17, n=6, p=ns; ZOL: 133,4%£12,82, n=6 vs. CT
und vs. PTH p<0,05; PTH/ZOL: 121,3+15,94, n=5vs. CT und vs. PTH [mg/cm3], p<0,05). Die Da-
ten sind zusammen mit den durchschnittlichen Femurlangen der verschiedenen Gruppen der Tie-
re, die sich nicht signifikant voneinander unterschieden (p=ns) zur besseren Ubersicht in Tabelle

I11.2.2. zusammengefasst.
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Tab.lll.2.2. Ubersicht iiber die Daten zur pQCT Messung nach keiner, PTH, ZOL oder PTH/ZOL Behand-
lung. Die Tiere der verschiedenen Gruppen wiesen keine signifikanten Unterschiede in der Lange der Femora
auf. Unterschiede in der trabekuldren Knochendichte (BMD, bone mineral denstiy [engl.]) sind in Abb.III.2.33.
dargestellt. Die Werte sind angegeben als Mittelwert+SEM (standard error of the mean [engl.], Standardfehler des

Mittelwerts).

CT PTH ZOL PTH/ZOL
Probenanzahl 8 6 6 5
Femurlange [mm] 10,35+0,32 10,75+0,26 10,89+0,13 10,53+0,25
Trabekuldre
Knochendichte 90,7+10,02 74,48+6,17 133,4+12,82 121,3+15,94
[mg/cm?]

111.2.4.2.3. Histomorphometrische Untersuchung der Knochen

Die Unterschiede in der Knochendichte kbnnen auf verschiedene Ursachen, wie verminderter
bzw. verstarkter Knochenaufbau oder verminderter bzw. verstarkter Knochenabbau, zurtickge-
fuhrt werden. Um diese Ursachen und die beteiligten Zelltypen zu untersuchen, wurden je eine
Tibia der Mause in Plastik eingebettet, 5um dicke Schnitte angefertigt und diese histomorphomet-

risch untersucht.

1ll.2.4.2.3.1. Dynamische Histomorphometrie

Zur Bestimmung der Knochenbildung wahrend der Behandlungszeit wurde den Tieren drei Tage
sowie einen Tag vor Tétung Calcein injiziert. Dieser Mineralisationsmarker kann aufgrund seiner
Fluoreszenz nachgewiesen werden und markiert Knochenabschnitte, an denen Knochen minera-
lisiert, da Calcein auf Grund seiner hohen Affinitat zu Calcium mit eingebaut wird. Da den Tieren
zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten Calcein verabreicht wurde, ist eine dynamische
Histomorphometrie erméglicht. Eine einfache Calceinmarkierung (in Form einer Einzelbande)
entsteht, wenn zu einem der beiden Injektionszeitpunkte Knochen mineralisiert wurde. Eine Dop-
pelmarkierung (in Form einer Doppelbande siehe Abb.ll.2.34., C) erscheint, wenn zu beiden In-
jektionszeitpunkten Knochen mineralisiert wurde. Der Abstand zwischen beiden Markierungen
stellt somit den Zuwachs an neumineralisiertem Knochen (innerhalb der Zeit zwischen den ein-
zelnen Injektionen) dar. Zur Untersuchung dieser Parameter wurden die Knochenschnitte unter
einem Fluoreszenzmikroskop photographiert (siehe Abb.l11.2.34., A-C) und mit Hilfe der Software

ImagedJ ausgewertet.
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PTH/ZOL

Abb.lI1.2.34. Calceinmarkierung der sekundéaren Spongiosa in unbehandelten Mausen verglichen mit der
in Mausen nach PTH/ZOL Behandlung. Die Tiere, die mit PTH/ZOL behandelt wurden, zeigten eine deutlich
starkere Fluoreszenz als die Kontrolltiere. Der rechteckige Ausschnitt von PTH/ZOL ist in der unteren Abbildung
vergroert dargestellt. Zu erkennen sind hier von links nach rechts durch weil3e Pfeile markiert, eine Doppelmar-
kierung, keine Markierung und eine Einzelmarkierung. Die Mafibalken entsprechen einer Lange von 100um.

Bereits beim ersten Betrachten der Farbungen fiel wieder die verstarkte Anzahl trabekularen
Knochens bei der Gruppe auf, die mit der Kombination aus Parathormon und Zoledronsaure be-
handelt wurde. Zur besseren Ubersicht wurden die Ergebnisse der Auswertung in einer Tabelle

(Tabelle 111.2.3.) zusammengefasst.

Tab.lll.2.3. Ubersicht iiber die Daten der dynamischen Histomorphometrie der sekundiren Spongiosa der
PTH/ZOL behandelten Gruppe im Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren. Dargestellt sind die Werte ver-
schiedener Parameter der dynamischen Histomorphometrie. Die Werte sind angegeben als Mittelwert+SEM
(standard error of the mean [engl.], Standardfehler des Mittelwerts).

Kontrolle PTH/ZOL be-
handelt

Probenanzahl 6 5
Oberf!ache _ mit einfacher 1 58+0,46 4,73+1,00 (p<0,05)
Calceinmarkierung [mm]
Oberflache ~ mit doppelter 3,42+0,78 7,85+1,52 (p<0,05)
Calceinmarkierung [mm]
Mineralisierte Oberflaiche [mm] 4,35+1,00 10,50£2,04 (p<0,05)

Es zeigte sich, dass in der Gruppe der mit der Kombination aus Parathormon und Zoledronsaure
behandelten Tiere die Werte der mineralisierten Oberflache signifikant erhéht waren (CT:
4,35+1,00, n=6 vs. PTH/ZOL: 10,50+2,04 [mm], n=5 p<0,05).
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11l.2.4.2.3.2. Statische Histomorphometrie

Fir die statische Histomorphometrie wurden dieselben Schnitte verwendet, wie fiir die dynami-
sche. Diese wurden nachdem sie photographiert waren nach Masson-Goldner gefarbt und an-
schlieend an einem Mikroskop im Durchlicht photographiert. Somit konnten die statische und die
dynamische Histomorphometrie kombiniert betrachtet und ausgewertet werden. Durch die Mas-
son-Goldner Farbung erscheint mineralisierter Knochen griin, die Zellen des Knochenmarks rot-

braun und Osteoid rosa. Bei Osteoid handelt es sich um weiche, von den Osteoblasten neu ge-

bildete Matrix, die noch nicht mineralisiert wurde.

PTH/ZOL

Abb.lI1.2.35. Masson-Goldner Farbung von Tibiae unbehandelter Mause verglichen mit denen von Mausen
nach PTH/ZOL Behandlung. Abgebildet ist die Masson-Goldner Farbung von Knochen einer Kontrollmaus (CT)
und einer mit PTH/ZOL behandelten (PTH/ZOL) Maus. VergréRert ist im unteren Bild der rechteckige Ausschnitt
aus PTH/ZOL, hier ist das Osteoid (dunkelrosa, Pfeile) erkenntlich. Mineralisierter Knochen erscheint in dieser
Farbung griin, die Zellen des Knochenmarks braunrot und Osteoid rosa. Die MaRRbalken entsprechen einer Lange
von 100pm.

Anhand der Masson-Goldner Farbung wurden mit Hilfe des Programms Imaged verschiedene

Parameter des Knochenumbaus ausgezahlt und vermessen.
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Abb.111.2.36. Histologische Untersuchungen der sekundédren Spongiosa nach PTH/ZOL Behandlung. Abge-
bildet ist die Anzahl resorbierender Osteoklasten pro Knochenoberflache (A), die Reifungszeit des Osteoid (OMT,
osteoid maturation time [engl.]) und die angepasste Ablagerungsrate in mm/Tag (AJAR, adjusted apposition rate

[engl.])

Die Auswertung der gefarbten Schnitte ergab, dass eine Behandlung mit der Kombination aus
Parathormon und Zoledronsaure zu keiner signifikanten Veranderung der Anzahl der resorbie-
renden Osteoklasten im Vergleich zu Kontrolltieren flihrt (Anzahl resorbierender Osteoklasten:
CT: 1,9440,22, n=6 vs. PTH/ZOL: 1,92+0,23, n=5 [resorbierende Osteoklasten/mm], p<0,05).

Weiterhin konnte bei den Tieren, die mit der Kombination PTH/ZOL behandelt wurden, eine im

Vergleich zu unbehandelten Kontrolltieren signifikante Verminderung der benétigten Zeit zur Rei-
fung des Osteoids (osteoid maturation time [engl.]), das heif’t eine Verstarkung der Reifung des
Osteoids und eine signifikante Erhéhung der angepassten Ablagerungsrate gefunden werden
(adjusted apposition rate [engl]) (Osteoid maturation time: CT: 1,84+0,14, n=5 vs. PTH/ZOL.:
1,37+£0,10, n=5 [mm/Tag], p<0,05; Adjusted apposition rate: CT: 0,0010+0,00036, n=6 vs.
PTH/ZOL: 0,0028+0,00037, n=4 [mm/Tag], p<0,05). Dies ist ein Anzeichen dafiir, dass die Os-

teoblasten verstarkt aktiviert sind.

l.2.4.2.4. Untersuchung der lokalen Umgebung des Knochenmarks

Da sich in der mit Parathormon und Zoledronsaure behandelten Gruppe signifikant mehr Tumor-
zellen im Knochenmark einnisteten, wurde mit Hilfe eines ELISAs Uberprift, ob dieser Effekt auf

eine erhdhte Fibronektinmenge im Knochenmark zuriickzufiihren war.

p=ns

- - N
o [3,] o
1 1 ]

o
[3,]
1

FN korrigiert zu Protein [ug/ug]

g
o
L

& o
&
4

Abb.111.2.30. Fibronektingehalt im Knochenmark von Kontrolltieren und Tieren nach PTH/ZOL Behandlung.
Dargestellt ist der Fibronektingehalt im Knochenmark der Tiere, der zum Gesamtproteingehalt korrigiert wurde.
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Es zeigte sich, dass sich der Fibronektingehalt im Knochenmark der beiden Gruppen nicht signi-
fikant voneinander unterschied (CT: 1,61+0,19, n=6 vs 1,56+0,098, n=9, p=ns).

Um die Veranderungen im Knochenmark weiter zu charakterisieren, untersuchten wir die Zytoki-

numgebung mit Hilfe einer Multiplex Analyse.
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Abb.111.2.37. Multiplex Analyse von unbehandelten Kontrolltieren verglichen mit Mausen die mit PTH/ZOL
behandelt wurden. Das Knochenmark der Mause wurde auf unterschiedliche Zytokingehalte untersucht. Es
zeigten sich signifikante Unterschiede in der Zytokinmenge von RANTES (A), IL-12 (p40) (B), MCP-1 (C), IL-10
(D), G-CSF (E), und KC (F).

Es zeigte sich, dass im Knochenmark der mit PTH und ZOL behandelten Tiere im Vergleich zu
den Kontrollen eine Vielzahl von Zytokinen signifikant verandert war.

Die Analyse der Zytokin-Proteinexpression im Knochenmark mittels Multiplex Analyse ergab,
dass in der Gruppe, die mit PTH und ZOL behandelt wurde, sowohl RANTES (Regulated upon
Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted [engl.]), als auch IL-12 (p40) (Interleukin 12
(p40)) als auch MCP-1 (Monocyte chemotactic protein 1 [engl.]) erhdht waren (RANTES: CT:
5517, n=2, PTH/ZOL: 9944, n=2, p<0,05; IL-12 (p40): CT: 0,6+0,1, n=3, PTH/ZOL: 0,940,1, n=3,
p=<0,05; MCP-1: CT: 7,9+0,1, n=2, PTH/ZOL: 11,640,7 [pg/ml], n=3, p<0,05).

Weiterhin zeigte sich, dass die Zytokine IL-10 (Interleukin 10), G-CSF (Granulocyte-Colony
Stimulating Factor [engl.]) und KC (keratinocyte chemoattractant [engl.]) in der Gruppe der mir
PTH und ZOL behandelten Tiere signifikant vermindert waren (IL-10: CT: 55+7, n=2, PTH/ZOL.:
99+4, n=2, p<0,05; G-CSF: CT: 0,6+0,1, n=3, PTH/ZOL: 0,94+0,1, n=3, p<0,05; KC: CT: 7,9+0,1,
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n=2, PTH/ZOL: 11,6%0,7 [pg/ml], n=3, p<0,05). Eine Ubersicht (iber die untersuchten Zytokine
gibt Tabelle 111.2.4.

Tab.lll.2.4. Multiplex Analyse von unbehandelten Kontrollen verglichen mit Mausen die mit PTH/ZOL be-
handelt wurden. In der linken Spalte ist der Name des untersuchten Zytokins dargestellt und rechts daneben die
in den entsprechenden Gruppen gefundene Menge in pg/ml. Die Werte sind angegeben als Mittelwert+SEM
(standard error of the mean [engl.], Standardfehler des Mittelwerts).

Zytokin CT PTH/ZOL
TNF-a 15,97+2,28, n=3 17,57+1,46, n=3
IL-1b 151,2+23,68, n=3 143,9+32,4, n=3
IL-3 0,55+0,050, n=3 0,6100+0,17, n=3
IL-5 1,96+0,16, n=3 2,95+0,72, n=3
IL- 12 (p70) 0,5410,45, n=2 1,00+0,18, n=3
IL-13 4,50, n=1 4,50+0,00, n=2
IL-17 1,48+0,17, n=3 1,44+0,13, n=3
Eotaxin 191+31,73, n=3 207,80 65,2, n=2
IFN- g 0,77+0,18, n=3 0,82+0,13, n=3
MIP-1a 7,40£1,65, n=3 7,60£1,85, n=3
MIP- 1b 1,54+0,44, n=3 1,44+0,13, n=3
IL-1a 0,41+0,10, n=3 0,82+0,17, n=3
VEGF 782,7+84,32, n=3 815,2+26,61, n=3

ll.2.4.2.5. Untersuchung der Zytokinumgebung auf RNA Ebene mit qPCR

Um die Herkunft der Zytokine genauer zu untersuchen, wurde eine gPCR durchgefihrt, mit deren
Hilfe die Expression von Zytokin RNA analysiert werden sollte. Da gezeigt wurde, dass MCP-1
die Rekrutierung von Makrophagen stimuliert [392, 393] und diese zusammen mit stimulierten B-
Zellen die Hauptproduzenten von IL-12 sind [394], sollte herausgefunden werden, ob die gestei-
gerte MCP-1 Konzentration auf eine gesteigerte MCP-1 Expression zurlickzuflihren war, die auch
zu einer gesteigerten IL-12 Expression auf RNA Ebene flihrte. Darliber hinaus wurde auch SDF-1
(Stromal derived growth factor [engl.]) untersucht, da dieses Zytokin eine wichtige Rolle im Ein-
nistungsprozess (siehe Abschnitt 1.1.2.2.5. und 1.1.2.2.6.) von Tumorzellen spielt, von der Multi-

plex Analyse jedoch nicht erfasst wurde.
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Abb.111.2.38. QPCR Analyse von unbehandelten Kontrollen verglichen mit Mausen die mit PTH/ZOL behan-
delt wurden. Analysiert wurden die Expression von MCP-1 RNA (A), IL-12 RNA (B) und SDF-1 RNA (C).
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In dem Knochenmark der Gruppe der Tiere, die mit der Kombination aus Parathormon und Zoled-
ronsaure behandelt wurden, wurde signifikant weniger RNA der Zytokine MCP-1 und IL-12 ge-
funden (MCP-1: CT: 0,00204+0,000427, n=9, PTH/ZOL: 0,00103+0,000089, n=8, p<0,05; IL-12
(p40): CT: 0,000123+0,0000366, n=5, PTH/ZOL: 0,0000387+0,00000607 [relative Expression/(-
Actin], n=5, p<0,05;). Da aber von beiden Zytokinen héhere Konzentrationen im Knochenmark
der mit PTH und ZOL behandelten Tiere gefunden werden konnten, bedeutet dies, dass die
Translation dieser Zytokine verstarkt oder deren Abbau vermindert ist. Die gesteigerte IL-12 Kon-
zentration konnte somit nicht durch die erhdhte MCP-1 Konzentration erklart werden. Die Expres-
sion der RNA des Zytokins SDF-1 zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden un-
tersuchten Gruppen (SDF-1: CT: 2,20+0,077, n=5, PTH/ZOL: 2,55+0,87 [relative Expression/B-
Actin], n=5, p=ns).

Somit konnte ein Einfluss der extrazelluldren Matrix und des Fibronektins auf die Einnistung von
Tumorzellen untersucht werden. Allerdings hatte die Ausschaltung von Fibronektin in verschiede-
nen Organen der Tiere ebenso wie die Bildung eines Hamatoms keinen Einfluss auf die Einnis-
tung von Tumorzellen. Die Ausschaltung des zellendogenen Fibronektins der Tumorzellen fiihrte
hingegen zu einer verminderten Einnistung. Dieser Effekt kdnnte im Zusammenhang mit einer
verstarkten eCadherin Produktion und somit einer erhdhten Angreifbarkeit durch Immunzellen
gestanden haben. Auch die pharmakologische Behandlung der Tiere mit der Kombination aus
Parathormon und Zoledronsaure fiihrte zu einer Veranderung in der Einnistung, jedoch zu einer
Erhéhung. Dieser Effekt konnte nicht auf eine veranderte Fibronektinkonzentration sondern viel-

mehr auf eine veranderte Zytokinumgebung im Knochenmark zurtickgefuhrt werden.
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IV. Diskussion

In dem ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden Tiere, bei denen eine Leberfibrose induziert
worden war, mit dem Peptid pUR4b behandelt, welches die Assemblierung einer Fibronektinmat-
rix verhindert. Es konnte gezeigt werden, dass die Gabe des Peptids pUR4b wahrend der Fibro-
sebildungsphase den Aufbau einer fibrotischen kollagenhaltigen Matrix verminderte. Dartber hin-
aus stellte sich heraus, dass das Peptid pUR4b auch bei Gabe nach Beendigung der Fibrosebil-
dung den Anteil des fibrotischen Narbengewebes verringerte. Eine Untersuchung der beteiligten
Zellen zeigte eine reduzierte Anzahl entzindlicher Zellen, die zum Teil fir den Effekt mitverant-
wortlich sein kénnten. Einige inflammatorische Zellen bilden profibrotische Faktoren wie z.B.
TGF-B und kénnten somit den Aufbau extrazellularer Matrix beschleunigen. Die Lebern der mit
pUR4b behandelten Tiere enthielten weniger Gesamt- und auch weniger aktives TGF-f3 als un-
behandelte fibrotische Mause. Die Anzahl der aktivierten hepatischen Stellatezellen wurde jedoch
nicht beeinflusst. In vitro Versuche zeigten, dass der Aufbau eines Fibronektinnetzwerks durch
hepatische Stellatezellen in Anwesenheit des Peptids pUR4b gestort war. Dieses gestorte Fibro-
nektinnetzwerk kénnte zum einen zu der verminderten Anlagerung von fibrotischem Narbenge-
webe und auf der anderen Seite zu einer verminderten Speicherung und Freisetzung des TGF-s
geflhrt haben, wodurch insgesamt weniger TGF-B vorhanden und infolgedessen die

Kollagenablagerung zusatzlich vermindert war.

In dem darauf folgenden Teil der Arbeit wurde der Einfluss der extrazellulare Matrix und insbe-
sondere des Fibronektins auf den Einnistungsprozess von Tumorzellen untersucht. Zunachst
wurde mit Hilfe konditioneller Knockout-Mause der Einfluss des zirkulierenden, des durch Os-
teoblasten und Osteozyten gebildeten und des zirkulierenden und von Zellen des Knochenmarks
gebildeten Fibronektin untersucht. Unseren Ergebnissen zufolge wurde die Einnistung von Tu-
morzellen durch die Ausschaltung des Fibronektins in diesen Bereichen nicht beeinflusst. Hinge-
gen konnte gezeigt werden, dass die Ausschaltung des endogen produzierten Fibronektins der
Tumorzellen zu einer Verminderung der Einnistung fihrte. Dies konnte zum Teil auf eine ver-
starkte eCadherin Expression und eine verstarkte Assoziation mit Zellen des Immunsystems zu-
rickgeflhrt werden. Darlber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass ein Hamatom im Kno-
chen die Einnistung von Tumorzellen sowie die anschlielende Entwicklung eines Tumors nicht
beeinflusst. Auch konnte die Erkenntnis gewonnen werden, dass eine pharmakologische Modifi-
kation der osteoblastischen Nische durch die kombinierte Behandlung mit Parathormon und Zo-
ledronsaure zu einer erhohten Einnistung von Tumorzellen flhrte. Dieser Effekt wurde begleitet

von einer erhéhten Aktivitat der Osteoblasten und einer veranderten Zytokinumgebung.
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IV.1. Die Rolle der extrazellularen Matrix und insbesonde-
re des Matrixproteins Fibronektin bei der Entste-

hung und Ruckbildung einer Leberfibrose

IV.1.1. Verschiedene Modelle der Leberfibrose

Die Leberfibrose ist ein vernarbender Wundheilungsprozess, der als Resultat verschiedener an-
haltender Entziindungsvorgange in der Leber auftritt [395], die durch vielfaltige Faktoren ausge-
I6st werden konnen. In den westlichen Industrielandern ist die haufigste Ursache der Leberfibrose
Alkoholmissbrauch [396], der in fiir Gber 50% der in der heutigen Zeit auftretenden Leberfibrosen
verantwortlich gemacht wird [397]. Weitere Hauptursachen in diesen Regionen sind eine chroni-
sche Hepatitis C Infektion und die nichtalkoholische Steatohepatitis [180], die der alkoholischen
Steatohepatitis ahnelt [398].

Da die Leberfibrose eine komplexe Erkrankung ist, die in vitro nicht nachgeahmt werden kann,
wurde zur deren Untersuchung und zu deren besserem Verstandnis auf ein Mausmodell zurGck-
gegriffen. Es gibt verschiedene Modelle mit denen Leberfibrosen in der Maus hervorgerufen wer-
den konnen. Bei einer Gallengangligatur werden Ligaturen an den Gallengéangen vorgenommen,
in deren Folge biomechanischer Stress auftritt, der zur verstarkten Proliferation und Expansion
bilarer Epithelzellen [399, 400] und einer starken Aktivierung hepatischer Stellatezellen im Be-
reich um die Gallengange flihrt [401]. Da bei dieser Methode jedoch ein operativer Eingriff vorge-
nommen werden muss, wird oftmals das Modell der Fibroseinduktion durch Chemikalien bevor-
zugt. Eine Leberfibrose die durch die Chemikalie Dimethylnitrosamin (DMN) oder die Chemikalie
Tetrachlorkohlenstoff (CCl,) hervorgerufen wurde, ahnelt am ehesten einer fibrotischen Erkran-
kung beim Menschen, die durch Alkohol oder chronische Hepatitis C ausgelést wurde [402]. Da-
her wurden diese Chemikalien fur die Entwicklung einer Fibrose gewahlt. In beiden Modellen sind
sowohl aktivierte Kupfferzellen als auch eine erhéhte TGF- Konzentration an der Aktivierung der
hepatischen Stellatezellen beteiligt [188, 403], die letztendlich zu der Entstehung einer Fibrose
beitragen. Obwohl beide Chemikalien zwar Leberfibrosen in der Maus hervorrufen, kdbnnen diese

jedoch nur als Modell betrachtet, und nicht ohne weiteres auf den Menschen Ubertragen werden.

Da der Kollagengehalt der Lebern der behandelten Tiere auch nach Beendigung der Fibrosein-
duktion Uber eine Dauer von zwei Wochen nicht abnahm, lasst sich daraus schliel3en, dass mit
beiden Chemikalien eine iber diesen Zeitraum stabile Fibrose induziert werden konnte. Aufgrund
der kirzeren Dauer einer Fibroseinduktion mit DMN (siehe Abschnitt I11.3.2.1.) wurde diese Che-
mikalie fiir die Versuche gewahlt. Ein weiterer Vorteil war die einfachere Handhabung des DMN,
da das CCl, vor den Injektionen in Ol aufgenommen werden musste, wodurch Injektionen mit
dieser Chemikalie erschwert waren. Da die Leberfibrose jedoch ein komplexer Prozess ist und es

sich bei der Fibrosierung mit der Chemikalie DMN nur um ein Modell handelt, wurden wichtige
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Ergebnisse mit dem CCl,; Modell tberprift. Nach dem Ende der Fibroseinduktion konnte zu-

nachst durch Sirius-Rot Farbungen gezeigt werden, dass die Fibrosebildung erfolgreich war.

IV.1.2. Effekte des Peptids pUR4b bei einer Leberfibrose in vivo

IV.1.2.1. Effekte des Peptids pUR4b auf die Matrixbildung der Leber

Eine Fibrose ist durch die erkennbare Ablagerung von extrazellularer Matrix in der Leber definiert
[166]. Daher wurde zunachst die Matrixbildung der Leber untersucht. Ein biochemischer Versuch
zur Hydroxyprolingehaltbestimmung bestatigte, dass der Kollagengehalt in den fibrotischen
Gruppen im Vergleich zu den Kontrollgruppen signifikant erhéht war. DarlGber hinaus konnte ge-
zeigt werden, dass die fibrotischen Tiere die wahrend der Fibrosebildungsphase mit pUR4b be-
handelt wurden signifikant weniger Kollagen in ihre Lebern eingelagert hatten als fibrotische
Kontrolltiere. Die verminderte Ablagerung von Kollagen lasst auf eine verminderte extrazellulare
Matrix und damit auf ein vermindertes Narbengewebe schliefen, da beide in erster Linie aus Kol-
lagen aufgebaut sind. Die Farbungen mit dem matrixspezifischen Farbstoff Sirius-Rot 3fb besta-
tigte diese Vermutung. Weitere Untersuchungen mit Fluoreszenzfarbungen gegen Kollagen und
Fibronektin verdeutlichten, dass beide Matrixproteine in den mit pUR4b behandelten Tieren we-

niger stark als in den fibrotischen Kontrollgruppen auftraten.

Dieses Resultat kdnnte eine direkte Folge des negativen Effekts von pUR4b auf die Bildung eines
Fibronektinnetzwerks sein [316]. Bereits im Jahre 1979 schlugen Mosher et al. vor, dass Fibro-
nektin als GerUst fiur die Kollagenfaserbildung dient [96] und neuere Untersuchungen zeigten,
dass die Anlagerung des Kollagens, der des Fibronektins rdumlich und zeitlich nachfolgt [165].
Darlber hinaus zeigten verschiedene Arbeitsgruppen, dass Fibronektin fir den Aufbau einer
Kollagenmatrix und damit einer extrazellularen Matrix bendtigt wird [55, 362, 363, 404]. Auch vie-
le andere Matrixproteine wie z.B. Fibrillin, Fibulin, latent TGF-B binding protein (LTBP) und
Tenascin-C bendtigen Fibronektin, um in die extrazellulare Matrix eingebaut zu werden (siehe
1.1.2.1.3.1.) [51-55]. Daher ist es wahrscheinlich, dass ein durch pUR4b gestértes Fibronektin-
netzwerk auch den Aufbau der extrazellularen Matrix stort. Da diese im Falle einer Leberfibrose
als exzessives Narbengewebe das Krankheitsbild charakterisiert [395], kdnnte der fehlende Auf-
bau der Uberschussigen extrazellularen Matrix das Krankheitsbild verbessern. Siegmund et al.
[395] sehen es als Ziel der Fibroseforschung, das Voranschreiten der Bildung des Narbengewe-

bes zu verhindern bzw. rickgéngig zu machen.

Auch bei denjenigen Tieren, denen erst nach Ende der Fibrosebildungsphase pUR4b gegeben
wurde, zeigten sich verminderte Kollagenablagerungen in den Lebern der Mause im Vergleich zu
unbehandelten fibrotischen Tieren. Die Untersuchungen von Leberschnitten der mit pUR4b be-
handelten Tiere zeigten, verglichen mit denen fibrotischer Kontrollen, eine verminderte Farbung

durch den Matrixmarker Sirius-Rot und eine schwachere Immunfluoreszenzfarbung von Kollagen
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und Fibronektin. Somit konnte gezeigt werden, dass eine bereits bestehende exzessive Matrix
wieder abgebaut werden kann. Verantwortlich hierfir ist wahrscheinlich der Umbau der extrazel-
luldren Matrix. In einem gesunden Organismus erfolgen Abbau und Neusynthese der extrazellu-
laren Matrix zeitgleich und genau geregelt, wodurch ein Gleichgewicht zwischen Matrixbildung
und Matrixumbau entsteht [405]. Lange Zeit wurde eine Leberfibrose als statischer Prozess ge-
sehen, eine Hypothese, die sich jedoch als falsch herausstellte, da gezeigt werden konnte, dass
auch eine fortgeschrittene Leberfibrose potentiell reversibel ist [406]. Da das Peptid pUR4b den
Aufbau eines Fibronektinnetzwerks beeintrachtigt, kann es eine Stérung des Fibronektinnetz-
werks nur dann hervorrufen, wenn dieses nicht statisch ist. Es ist daher unwahrscheinlich, dass
dieser Umbau auch dann noch mdglich ist, wenn die Fibrose vor Behandlungsbeginn weit voran-
geschritten ist, da zumindest bei manchen Lebererkrankungen ein Punkt erreicht werden kann,
ab dem eine Regression der Fibrose nicht mehr méglich ist [160]. Bei der weiteren Zerstérung
des Lebergewebes kommt es ndmlich zu einer irreversiblen Knotenbildung (Zirrhose) und einer
Veranderung der Vaskulatur, welche die Mikroarchitektur der Leber beeinflussen, so dass diese
auch nach Abbau des fibrotischen Gewebes nicht mehr wiederhergestellt werden kann [199, 407,
408].

Da sich in den Gruppen, die wahrend der Fibroseinduktion, und denjenigen, die erst nach der
Fibroseinduktion mit Peptiden behandelt wurden, weitestgehend gleiche Ergebnisse zeigten,
werden sie im Folgenden gemeinsam besprochen. In einigen Fallen, in denen speziell darauf

hingewiesen wird, werden sie jedoch getrennt abgehandelt.

IV.1.2.2. Effekte des Peptids pUR4b auf den Gesundheitszustand der Tiere

Der Gesundheitszustand der Tiere ist nur schwer an dufReren Anzeichen auszumachen. Meist ist
ein struppiges Fell, welches auf mangelnde Fellpflege zuriickzufiihren ist, ein Hinweis auf einen
schlechten Allgemeinzustand. Da sich dies jedoch nicht in quantifizierbaren Daten ausdriicken
lasst, wurde das Gewicht der Mause wdchentlich gemessen, protokolliert und ausgewertet. Der
Gewichtsverlust wahrend der Dauer der Fibroseinduktion ist ein deutliches Zeichen fir eine Er-
krankung der Tiere. In der Gruppe, bei der die Peptidbehandlung erst nach der Fibrosebil-
dungsphase vorgenommen wurde, ist eine langsame Normalisierung des Gewichts nach der Be-
endigung der Fibroseinduktion zu beobachten. Das Gewicht ist jedoch kein eindeutiger Marker fiir
den Gesundheitszustand der Tiere. Es kdnnte ebenso gut moglich sein, dass der Gewichtsverlust
auf andere Wirkmechanismen der gegebenen Chemikalie zuriickzufihren ist. Es ware so z.B.
moglich, dass diese eine Appetitlosigkeit bei den Tieren hervorruft und der Gewichtsverlust hier-
durch zu erklaren ist. Ein Hinweis hierfir ware, wenn sich nach Absetzen des DMN Uber einen

Zeitraum von zwei Wochen das Gewicht normalisieren wiirde, obwohl die Fibrose gleich bliebe.

Weiterhin wurde versucht, auch tUber den Albuminlevel im Blut der Tiere Riickschliisse auf deren

Gesundheitszustand zu ziehen, da die Albuminkonzentration durch eine Stérung der Proteinsyn-
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these der Leber erniedrigt sein kann [328]. Die Albuminwerte im Blut der Tiere, die wahrend der
Fibrose die Behandlung mit Peptid (bzw. entsprechend NaCl) erhielten, zeigten jedoch keine sig-
nifikanten Unterschiede zu denen der fibrotischen Tiere und denen der gesunden Kontrollgruppe.
Dies ist ein Anzeichen fUr eine leichte, noch nicht fortgeschrittene Leberfibrose [369], welche in
diesem Ansatz erwiinscht war. Die Albuminkonzentrationen der Tiere, die erst nach der Fibro-
seinduktion mit den Peptiden (bzw. entsprechend NaCl) behandelt wurden, wurden nicht analy-
siert, da auch in diesem Fall von einer moderaten Fibrose auszugehen war, und die Fibrosein-
duktion analog zur erstgenannten Gruppe verlief. Darlber hinaus betragt die Halbwertszeit von
murinem Albumin ca. ein bis zwei Tage [409-411], wodurch nach der zweiwdchigen Behand-
lungszeit mit Peptiden, in der keine Fibroseinduktion mehr stattfand, keine Unterschiede in den
Albuminkonzentrationen im Blut der Tiere zu erwarten waren. Die Halbwertszeit von Albumin
beim Menschen hingegen betragt ca. 20 Tage [412], wodurch dieser Parameter beim Menschen

eventuell besser dafiir geeignet ist eine Aussage uber die Leberfunktion zu treffen.

Eine bessere Evaluation des Gesundheitszustandes der Tiere kdnnte Uber verschiedene Serum-
parameter wie z.B. den Transaminasen AST und ALT erfolgen. Das Problem hierbei ist jedoch,
dass eine automatisierte Verarbeitung der Proben zur Erhebung dieser Parameter relativ grof3e
Mengen an Blut bendtigt, die man nur durch das Zusammenfligen des Serums mehrerer Tiere

erhalt und demnach entsprechend grofe Tiergruppen erforderlich waren.
IV.1.2.3. Effekte des Peptids pUR4b auf unterschiedliche Zellen in der Leber

IV.1.2.3.1. Effekte des Peptids pUR4b auf die entziindlichen Zellen

Die entziindlichen Zellen kénnen die Entwicklung einer Leberfibrose beeinflussen. Insbesondere
die Makrophagen der Leber, die sogenannten Kupfferzellen, sind Mediatoren einer Leberfibrose,
da sie bei einer Schadigung des Leberparenchyms in den Dissé-Raum migrieren und daraufhin
profibrotische Faktoren abgeben [180, 413-415]. Verschiedene Zytokine, im Speziellen TGF-p,
durch dessen Bildung die Aktivierung der Stellatezellen, Matrix Synthese und Zellproliferation
stimuliert werden kann, spielen hierbei eine wichtige Rolle [173]. Auch einwandernde
inflammatorische Zellen geben profibrotische Zytokine ab [413] und kdnnen somit eine Fibrose

beeinflussen.

Es zeigte sich, dass in den mit pUR4b behandelten Gruppen signifikant weniger entziindliche Zel-
len gefunden wurden, als in den anderen fibrotischen Gruppen. Grundsatzlich kdnnte dies eine
Erklarung fur die verminderte Matrixmenge bei den mit pUR4b behandelten Tieren sein, da somit
weniger profibrotische Substanzen abgegeben und hierdurch weniger hepatische Stellatezellen
aktiviert worden sein konnten. Die Zahlung der aktivierten hepatischen Stellatezellen (siehe
IV.1.1.2.2.) zeigte jedoch, dass deren Anzahl nicht beeinflusst war. Dies kénnte als Hinweis die-

nen, dass die aktivierten Stellatezellen nicht ausschlaggebend fiir den Effekt des Peptids sind. Da
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eine verminderte Anzahl von Kupfferzellen eventuell weniger TGF-f3 abgibt, kénnte dies eine Er-
klarung fur eine verminderte Kollagenablagerung in der Leber der pUR4b behandelten Tiere sein,
da TGF-B den Aufbau von extrazellularer Matrix erhéhen kann [416]. TGF-§ greift ndmlich in die
transkriptionelle Regulation von Genen ein, die fir die Produktion von Matrixkomponenten bend-
tigt werden [417].

Es ist méglich, dass die verminderte Anzahl der entziindlichen Zellen nicht alleine auf die Makro-
phagen der Leber, sondern auch auf weitere Leukozyten zurickzufihren ist. Diese wandern
namlich zunachst durch eine integrinvermittelte Bindung an das Endothel der Leber ein [418,
419], ein Prozess, der durch das Fehlen einer intakten Fibronektinmatrix erschwert sein kénnte.
Der Erstkontakt mit dem Endothel ist bei Entziindungen unter anderem durch o4+ und o7 In-
tegrin vermittelt [420, 421], beides Zelloberflachenrezeptoren fir Fibronektin (siehe Abbildung
1.2.). Neben den Makrophagen sezernieren auch andere Leukozyten verschiedene profibrotische
Faktoren wie z.B. TGF-(3 [422].

Es ware somit interessant, die unterschiedlichen inflammatorischen Zellen genauer zu charakte-
risieren. Dies ware weiterhin von Bedeutung, da Kupfferzellen, obwohl sie an der Vermittlung ei-
ner Fibrose beteiligt sind, auch antifibrotische Effekte ausiiben kénnen. Es konnte namlich in ei-
nem Rattenmodell gezeigt werden, dass Kupfferzellen Matrix-Metalloprotease 13 produzieren
und dadurch in der Lage sind die extrazellulare Matrix abzubauen [423]. Ein mdglicher Einfluss

des Peptids auf die Kupfferzellen ist in dem hier untersuchten Modell daher nicht auszuschliel3en.

IV.1.2.3.2. Einfluss des Peptids pUR4b auf die hepatischen Stellatezellen in vivo

Die hepatischen Stellatezellen sind hauptverantwortlich fiir die Ablagerung von Kollagen und den
Aufbau fibrotischen Narbengewebes [424]. Aufgrund des verminderten Kollagengehalts und der
verminderten Matrixmenge der mit pUR4b behandelten Tieren im Vergleich zu den anderen fibro-
tischen Gruppen, drangte sich daher die Frage auf, ob diese Gruppe Uberhaupt eine Fibrose in-
duzierte, oder ob das Peptid pUR4b durch direkte oder indirekte Effekte die Aktivierung der hepa-

tischen Stellatezellen und damit deren Fibronektin- und Kollagenproduktion beeintrachtigte.

Eine Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen gegen a-sma zeigte jedoch zwischen den ver-
schiedenen fibrotischen Gruppen keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der a-sma posi-
tiven Zellen. Dartiber hinaus wurden in allen fibrotischen Gruppen signifikant mehr aktivierte he-
patische Stellatezellen gefunden als in den nichtfibrotischen Kontrolltieren, woraus sich schluss-
folgern lasst, dass die Fibroseinduktion funktionierte. Da bei den mit pUR4b behandelten Grup-
pen sowohl in den biochemischen Nachweismethoden als auch bei den Immunfluoreszenzfar-
bungen geringere Kollagenmengen als in den anderen fibrotischen Gruppen gefunden wurden,
weist dies darauf hin, dass der Kollageneinbau bei diesen Gruppen gestort ist und dieser Effekt

von den hepatischen Stellatezellen unabhangig ist. Eine weitere moégliche Erklarung ware, dass
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das Peptid pUR4b die aktivierten hepatischen Stellatezellen beeinflusst und diese dadurch nicht
mehr in der Lage sind Kollagen zu produzieren. Diese Hypothese liel3e sich durch einen in vitro
Versuch uberpriifen, bei dem die Kollagenexpression von sowohl aktivierten hepatischen Stella-
tezellen als auch mit pUR4b behandelten, aktivierten hepatischen Stellatezellen auf RNA Ebene

bestimmt und daraufhin verglichen wird.

IV.1.2.3.3. Einfluss des Peptids PUR4b auf die Bildung einer Fibronektinmatrix durch hepa-

tische Stellatezellen in vitro

Da gezeigt werden konnte, dass die Matrixproduktion bei den mit pUR4b behandelten Tieren ge-
ringer war als bei fibrotischen Tieren der anderen Gruppen, sollte die Reaktion der hepatischen
Stellatezellen auf dieses Peptid in vitro untersucht werden. Der Gesamtfibronektingehalt der mit
pUR4b behandelten hepatischen Stellatezellen war im Vergleich zu den mit 1l111c behandelten
Kontrollzellen signifikant vermindert. Bei einer genaueren Untersuchung zeigte sich, dass diese
Verminderung aus einer verringerten Deoxycholat |8slichen sowie einer verminderten Deoxycho-
lat unléslichen Fraktion, also dem Fibronektin aus der Matrix, resultierte. Der Fibronektingehalt in
den Medienuberstanden der mit pUR4b behandelten Zellen war im Vergleich zu den Kontrollzel-
len jedoch signifikant erhéht. Dies kdnnte ein Zeichen dafir sein, dass das von den Zellen produ-
zierte Fibronektin nicht in die Matrix eingebaut werden konnte. Fibronektin wird relativ schnell
umgebaut [425] und kann innerhalb relativ kurzer Zeitrdume von 8-24 Stunden aus dem Gewebe
abgebaut werden [426]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Fibronektin in den Zellen eine
Halbwertszeit von ca. 3,47h [427] besitzt und die Halbwertszeit von Plasmafibronektin 21h be-
tragt [428]. Daher kénnte der verringerte Gesamtfibronektingehalt darauf zurtickzuflihren sein,
dass das von den Zellen sezernierte aber nicht in die Matrix eingebaute Fibronektin wahrend der

dreitagigen Kultivierungszeit katabolisiert wurde.

IV.1.2.3.4. Effekte des Peptids pUR4b auf das Zytokin TGF-8

Die Untersuchung von Leberlysaten zeigte, dass der Gesamtgehalt des TGF-Bs in den Lebern
der mit pUR4b behandelten Tiere im Vergleich zu den anderen fibrotischen Tieren signifikant
vermindert war. Da der Grofdteil dieses Zytokins jedoch in einem Komplex in der extrazellularen
Matrix gebunden und somit inaktiv vorliegt [429], wurde ebenfalls der Anteil des biologisch akti-
ven TGF-Bs analysiert. Auch hiervon fanden sich in den Lebern der mit pUR4b behandelten Tiere
geringere Anteile als in denen der anderen fibrotischen Tiere. Der verminderte Anteil des Gesamt
und des aktiven TGF-Bs konnte durch die im Vergleich zu den anderen fibrotischen Gruppen
verminderte Anzahl der inflammatorischen Zellen erklart werden, da diese unter anderem TGF-
als profibrotisches Zytokin abgeben. Es besteht weiterhin die Moglichkeit, dass die beeintrachtig-
te Fibronektinmatrix der mit pUR4b behandelten Tiere die Speicherung und Freisetzung des
TGF-Bs reduzierte. Fibronektin ist namlich sowohl fir die Bildung als auch fir die Aufrechterhal-

tung des Komplexes, in dem TGF-f3 gespeichert wird, unerlasslich [52]. Auch fir die Freisetzung
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des aktiven TGF-fs ist Fibronektin von Bedeutung, da gezeigt werden konnte, dass hierfiir eine

Bindung des Komplexes an die extrazellulare Matrix Uber o, bendtigt wird [430].

Es ist somit mdglich, dass aus der verminderten TGF-$ Menge eine verminderte Regulierung der
Smad und MAPK Signaltransduktionswege resultiert und diese letztendlich zu einer verminderten
Kollagenproduktion fiihrt. Unter anderem induziert TGF-B die Expression einer Fibronektin
Spleilvariante mit der EDA Domane [431, 432], die verantwortlich fir die durch TGF- ausgelds-
te Kollagen Typ | Produktion ist [433]. Es konnte aulRerdem gezeigt werden, dass TGF-f3 insbe-
sondere in gebundener Form die extrazelluldre Matrixproduktion endothelialer Zellen verstarkt
[416] und die Produktion von Proteaseinhibitoren stimuliert, die den enzymatischen Abbau der
extrazellularen Matrix (ECM) verhindern [417]. Darlber hinaus verhindert eine Inhibierung von
TGF-B das Voranschreiten einer Leberfibrose, fordert die Regeneration von Hepatozyten [370]
und erhalt die Funktion der Leber aufrecht [434]. Es besteht somit die Méglichkeit, dass diese Ef-
fekte die Wirkung des Peptids pUR4b durch positive Riickkopplung verstarken. Je weniger Fibro-
nektinmatrix in der Leber vorhanden ist, desto weniger Kollagen kann sich daran anlagern und
desto geringer ist die Fibrose. Dartiber hinaus bringt die durch pUR4b verringerte Fibronektinmat-
rix eine Verminderung der TGF- Konzentration in der Leber mit sich, welche entweder auf einer
verminderten Anzahl entzlindlicher Zellen oder einer beeintrachtigten Speicherung und Freiset-
zung des TGF-Bs beruht. Dies resultiert wiederum aufgrund der oben beschriebenen Mechanis-
men in einer Verminderung der Schwere der Fibrose. Ergebnisse einer anderen Arbeit aus unse-
rer Gruppe zeigten zwar eine verstarkte Leberfibrose bei der kombinierten konditionellen Aus-
schaltung des Fibronektins der Hepatozyten, der Endothelzellen und der hepatischen Stellatezel-
len, jedoch konnten Effekte in diesem Modell auf eine verstarkte Aktivierung der Stellatezellen zu-
rickzufiihren sein [193]. In unserem Modell jedoch fihrte die Gabe des Peptids pUR4b zu keiner
Veranderung der Aktivierung der hepatischen Stellatezellen, sondern wurde von einer verminder-
ten Anzahl entzlindlicher Zellen begleitet. Daher ist es wahrscheinlich, dass beiden Modellen un-

terschiedliche Wirkmechanismen zu Grunde liegen.

Die Verminderung des exzessiven Matrixgewebes durch die Gabe des Peptids pUR4b konnte
auch in einem Modell mit einer durch CCl, induzierten Leberfibrose an kleineren Gruppen beo-
bachtet werden. Jedoch war dieser Effekt nur bei denjenigen Tieren signifikant, die wahrend der
Fibrosebildungsphase behandelt wurden. Dies weist darauf hin, dass die beobachteten Effekte
des Peptids pUR4b von der Art der Fibroseinduktion zumindest teilweise unabhangig sind. Die
Untersuchungen einzelner Zelltypen in diesem Modell zeigten, dass die Gabe von pUR4b zwar
zu einer leichten Verminderung der entziindlichen Zellen flhrte, diese jedoch nicht signifikant
war. Diese Beobachtung kann als Hinweis darauf gedeutet werden, dass beiden Modellen ein
ahnlicher Wirkmechanismus zu Grunde liegt. Die Auswertung der aktivierten Stellatezellen der
Tiere, die wahrend der Fibroseinduktion mit pUR4b (bzw. NaCl) behandelt wurde, zeigte auch

keine signifikanten Unterschiede in den verschiedenen Gruppen, jedoch war ein Trend zu einer
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verstarkten Anzahl dieser Zellen in den mit CCl, behandelten Tieren zu beobachten. Da die mit
pUR4b behandelten Tiere diesen Trend nicht zeigten, ist somit nicht auszuschliellen, dass das
Peptid pUR4b in diesem Modell auch die Aktivierung der hepatischen Stellatezellen veranderte.
Die Tiere, die erst nach der Fibrosebildungsphase mit pUR4b (bzw. NaCl) behandelt wurden,
zeigten keine Unterschiede bezliglich der Anzahl der aktivierten hepatischen Stellatezellen. Hie-
raus lasst sich schlieen, dass die aktivierten Stellatezellen wahrend der zwei Wochen der Pep-
tidbehandlung, in denen keine schadigenden Effekte mehr auf die Leber einwirkten, wieder zu ih-
rem inaktiven Phanotyp zurlckkehrten. Dies kénnte auch eine mogliche Erklarung fur den
schwacheren (nicht signifikanten) Effekt des pUR4b auf die Verminderung des Matrixgewebes
bei der Behandlung nach der Fibrosebildungsphase sein, da sich auch das Narbengewebe der

fibrotischen CCl,; Gruppe in dieser Zeit zurlickgebildet haben kénnte.

IV.1.3. Modgliche pharmakologische Nutzung des Peptids pUR4b

Es konnte gezeigt werden, dass die extrazellulare Matrix und insbesondere die Bildung einer Fib-
ronektinmatrix fir den Aufbau von Narbengewebe im Falle einer Leberfibrose benétigt wird. Das
Peptid pUR4b konnte die Bildung von Narbengewebe erfolgreich vermindern und rlickgangig ma-

chen, indem es die Bildung einer Fibronektinmatrix verhinderte.

Die meisten pharmakologischen Ansatze zur Pravention einer Leberfibrose versuchen die Ent-
zlindung zu vermindern, um dadurch den Aufbau der extrazelluldren Matrix durch die hepati-
schen Stellatezellen zu verhindern [166, 180]. Unser Ansatz hingegen zeigt, dass auch ein von
bestimmten Zelltypen unabhangiges Modulieren der extrazellularen Matrix eine Fibrose vermin-
dern kann. Hervorzuheben ist aulerdem, dass in diesem Ansatz die Fibrose vermindert werden
konnte, obwohl eine fibroseinduzierende Substanz weiter auf den Organismus einwirkte. Da das
pUR4b Peptid nur den Einbau des Fibronektins stort, ware ausschliel3lich im Falle von Umbau-
prozessen der Matrix wie z.B. bei Wundheilungsprozessen mit schadigenden Nebenwirkungen zu
rechnen. Diese kénnten jedoch durch ein rechtzeitiges Absetzen der Peptidgabe verhindert wer-

den.
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IV.2. Der Einfluss der extrazellularen Matrix bei der Ein-
nistung von Tumorzellen in die Stammzellnische im

Knochen

IV.2.1. Das Metastasierungsmodell

Die Einnistung von Tumorzellen in den Knochen ist ein komplexer Prozess, flr dessen Erfor-
schung Tiermodelle bendtigt werden [349]. Das Zusammenspiel verschiedener Zelltypen und lo-
kaler Begebenheiten im Organismus kann in vitro nicht nachgeahmt werden. Daher sollte die Rol-
le der extrazellularen Matrix und insbesondere die des Matrixproteins Fibronektin auf die Einnis-

tung von Tumorzellen bei Tumorerkrankungen in Tierversuchen geklart werden.

Zurzeit gibt es verschiedene Modelle zur Untersuchung der Metastasierung in vivo. Man unter-
scheidet zwischen Transplantationen, bei denen die Tumorzellen und der Empfanger des Tumors
(der Wirt) genetisch der gleichen Spezies angehéren. In diesem Falle spricht man von syngenen
Tumormodellen. Bei Xenograftmodellen hingegen gehéren der Wirt und die Tumorzellen unter-
schiedlichen Spezies an. Ein Nachteil dieser Methode ist, dass immundefiziente Tiere genutzt
werden mussen, um eine Immun- und Abwehrreaktion, die zur Abstol3ung der artfremden Zellen
fuhren kdnnte, zu unterbinden. Hierdurch kénnen als Folge kaum Aussagen Uber den Einfluss
des Immunsystems auf den Metastasierungsprozess getroffen werden. Auf der anderen Seite ist
das Extrapolieren von Erkenntnissen, die im syngenen Modell gewonnen werden, durch die Un-
terschiede des humanen und murinen Immunsystems kaum oder nur stark begrenzt moglich
[435]. Der Vorteil von Xenograftmodellen liegt jedoch darin, dass man humane Tumorzellen in
Mause Ubertragen und dadurch gewonnene Erkenntnisse leichter auf die Situation im Menschen

beziehen kann.

In der hier vorliegenden Arbeit entschieden wir uns daher fir das Xenograftmodell. Fir die
Xenotransplantation kénnen die Zellen entweder intrakardial oder direkt in die Tibia oder den
Femur injiziert werden. Auch kdénnen Zellen in das Fettpolster der Mammadrise oder auf einem
Trager implantiert werden [436, 437]. Da die Einnistung der Tumorzellen untersucht werden soll-
te, eignete sich die intrakardiale Injektion in das linke Herzventrikel, zumal ausschliellich in die-
sem Modell die Zellen direkt Uber die Blutzirkulation in das Zielorgan (das Knochenmark) gelan-
gen. Die Tumorzellen passieren zunachst alle anderen Organe bevor sie zur Lunge gelangen.
Dadurch minimiert diese Art der Zellapplikation die Filtration der Tumorzellen (Durchmesser ca.
20-30um) durch die Lungenkapillaren (Durchmesser ca. 8um) bei deren ersten Durchlaufen des
murinen Kreislaufs [268]. Infolgedessen haben mehr Zellen die Méglichkeit das Knochenmark zu
erreichen [376].
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IV.2.2. Applikation der Tumorzellen

Zur Untersuchung der Einnistung der Tumorzellen wurden den Tieren eine definierte Anzahl die-
ser Zellen intrakardial appliziert. Die erfolgreiche Verabreichung der Zellen wurde durch die
Biolumineszenzbildgebung bestatigt. Direkt nach der Injektion verteilen sich die Tumorzellen in
der gesamten Maus, wobei Anhaufungen von Zellen in stark durchbluteten Organen wie Lunge,
Gehirn, Leber, Milz und Nieren beobachtet werden konnten. Es ist wahrscheinlich, dass sich die
Tumorzellen zu diesem Zeitpunkt noch in der Blutzirkulation des Tieres befinden und noch nicht
in das Gewebe eingedrungen waren. 24 Stunden nach der Injektion waren keine Tumorzellen
mehr nachzuweisen. Man geht davon aus, dass nach dieser Zeit die meisten Tumorzellen unter
anderem durch Apoptose abgestorben sind [436, 438-440]. Es ist jedoch anzunehmen, dass
nicht alle Tumorzellen zugrunde gehen, da sich nach einer langeren Zeitspanne Tumore entwi-
ckeln. Moglicherweise kdnnen einige dieser Uberlebenden Zellen nicht aufgefunden werden, da
sie metabolisch inaktiv sind [436]. Dartber hinaus ist die Sensitivitdt der

Biolumineszenzbildgebung begrenzt, so dass geringe Zellzahlen nicht detektiert werden kénnen.

IV.2.3. Detektion der eingenisteten Tumorzellen

Zum Nachweis der verbliebenen humanen Tumorzellen verwendeten wir ein gqPCR Modell, bei
dem wir uns die hochrepetitive Alu Sequenz zunutze machten, um die Sensitivitat der Methode
zu erhdhen (siehe 11.4.3.7.). Dies war erforderlich, da die injizierten Tumorzellen den in der Maus
vorkommenden murinen Zellen zahlenmaflig weit unterlegen waren. Zunachst sollte festgestellt
werden, welche Menge an Tumorzellen injiziert werden musste, um diese in unserem Modell
nachweisen zu kénnen. Bei allen Tieren, denen Tumorzellen injiziert wurden, fanden sich, unab-
hangig von der applizierten Zellmenge signifikant mehr Zellen als bei Kontrolltieren. Wir entschie-
den uns fir O,1x106 Zellen fir die weiteren Versuche, auch aufgrund der Tatsache, dass diese
Anzahl in unserem Labor bereits fur Versuche genutzt wurde [337] und die Ergebnisse somit
besser vergleichbar waren. Weiterhin unklar war jedoch, welcher Zeitpunkt fir die Untersuchung
der Einnistung am geeignetsten war. Die eingenisteten Zellen wurden zu den Zeitpunkten 4h, 24h
und eine Woche nach intrakardialer Injektion untersucht. Sowohl 4h als auch 24h nach der Injek-
tion konnten humane Zellen nachgewiesen werden. Eine Woche nach der Injektion konnten je-
doch nicht signifikant mehr eingenistete Zellen als bei gesunden Kontrolltieren gefunden werden,
obwohl auch hier eine Erhdhung erwartet wurde. Dartber hinaus ist dieser Zeitpunkt fir weitere
Untersuchungen wahrscheinlich etwas zu spat gewahlt, da intrakardial injizierte Zellen im Kno-
chenmark nach etwa 72 Stunden beginnen zu proliferieren [376] und beobachtete Effekte daher
eventuell nicht auf die Einnistung, sondern auf das darauf folgende Wachstum der Zellen zuriick-
zuflihren waren. Da es keinen signifikanten Unterschied zwischen der Anzahl der gefundenen
Tumorzellen nach 4 und nach 24 Stunden gab, wahlten wir aus logistischen Griinden fir die wei-
teren Untersuchungen den Zeitpunkt 24h nach der intrakardialen Injektion. Die Tatsache, dass zu

diesem Zeitpunkt Zellen gefunden wurden, bestatigt, dass diese Methode entweder sensitiver ist
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als die Biolumineszenzmessung oder dass die nach 24h in der Maus verbliebenen Tumorzellen

metabolisch inaktiv sind und daher ausschlieRlich mit der gPCR detektiert werden konnten.

IV.2.4. Lokalisation der Tumorzellen im Knochen

In den Epiphysen der Knochen wurden signifikant mehr Tumorzellen gefunden, als in den Dia-
physen. Man geht davon aus, dass sich in diesen Bereichen des Knochens die hdmatopoeti-
schen Stammzellnischen befinden [248, 441]. Somit ist unser Modell dazu geeignet, die Einnis-

tung von Tumorzellen in die Stammzellnischen zu untersuchen.

Eine Einnistung von Tumorzellen in diese Bereiche wir durch verschiedene Faktoren begunstigt.
Die Metaphysen sind die trabekularen Bereiche der Knochen, in denen starkerer Knochenumbau
als in den kortikalen Arealen der Knochen stattfindet [442]. Besonders bei jungen Mausen sind
diese aktiven Remodelingprozesse stark ausgepragt [436]. Hierdurch werden Wachstumsfakto-
ren und Zytokine freigesetzt, die chemotaktisch auf Tumorzellen wirken [273]. Auch die Osteob-
lasten, die in diesen Bereichen vermehrt auftreten, und auch die Zellen des Knochenmarks se-
zernieren Wachstumsfaktoren, Zytokine und chemotaktisch wirkende Faktoren [443, 444]. Dies,
die starke Durchblutung [445] und die fenestrierten Sinusoide an diesen Stellen [446], im Gegen-
satz zu den durch Gefalie gepragten Blutfluss in den Diaphysen [376], kdnnten die Metastasie-
rung in diese Knochenabschnitte beglnstigt haben. Dariber hinaus ist die Blutflussrate in den
Sinusoiden weniger als 10% im Vergleich zu derjenigen, die in Kapillaren oder anderen Gefallen
vorliegt [447]. Somit ist es flr die Tumorzellen moéglicherweise einfacher an das Endothel zu ad-
harieren, da sie nicht vom Blutstrom weitergerissen werden und zusatzlich schwacheren Scher-

kraften ausgesetzt sind.

IV.2.5. Der Einfluss der Ausschaltung des Fibronektins in ver-
schiedenen Zelltypen und Organen auf die Einnistung von
Tumorzellen

Verschiedene Gruppen konnten den Einfluss der extrazellularen Matrix auf die Einnistung von
Tumorzellen in die Stammzellnische zeigen [131, 448]. Es wurde ein Modell vorgeschlagen, nach
dem die Umgebung der Stammzellnische modifiziert wird, noch bevor die Tumorzellen dort ein-
treffen. Primartumore, aber auch zirkulierende Tumorzellen sezernieren hierbei Faktoren, die die
Stammzellnischen modifizieren, um diese auf die Einnistung vorzubereiten [449]. Die so entstan-
dene praemetastatische Nische zeichnet sich durch Veranderungen in der Zellpopulation aber
auch durch eine veranderte Matrixzusammensetzung aus. So konnte unter anderem gezeigt
werden, dass die durch den Tumor sezernierten Faktoren zu einer erhéhten Bildung der Matrix-
proteine Periostin, Tenascin-C und Fibronektin in der Nische fihren, welche die Einwanderung
verschiedener tumorassoziierter Zellen mit sich bringt [450-452]. Die Bedeutung der tumorassozi-

ierten Zellen wird beim Betrachten einer Studie ersichtlich, in der vor Kurzem gezeigt werden
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konnte, dass Tumore durch die Regulation tumorassoziierte Zellen sogar in der Lage sind, den

Knochenphanotyps zu beeinflussen [453].

Da eine Ausschaltung von Fibronektin auf Grund verschiedener Defekte wie z.B. einer gestorten
Gefalentwicklung zum Versterben der Embryos in utero fihrt, wurden konditionelle Knockout-
M&ause verwendet, deren Fibronektin Gen unter der Kontrolle verschiedener Promotoren stand.
Zur Untersuchung des Einflusses des Fibronektins auf die Einnistung von Tumorzellen wurden

Tiere mit dem Alb-, mit dem Col- mit dem Mx- und dem Mx/Col-Promotor verwendet.

Zunachst sollte die Rolle des zirkulierenden Fibronektins auf die Einnistung untersucht werden,
da zirkulierendes l6sliches Plasmafibronektin in die extrazellulare Matrix des Knochens eingebaut
wird [57]. Hierzu wurde der Alb-Promotor verwendet, der in den Hepatozyten der Leber aktiv ist
und daher das Fibronektin in der Zirkulation ausschaltet. Es konnte mit Hilfe eines ELISAs ge-
zeigt werden, dass bei den Tieren mit Alb-Promotor das Fibronektin in der Zirkulation zu ca. 95%
ausgeschaltet, das Fibronektin im Knochenmark jedoch nicht beeintrachtigt war. Mit Hilfe von Tie-
ren mit dem Col-Promotor, der in Osteoblasten und Osteoklasten aktiv ist, sollte die Auswirkung
der Ausschaltung des Fibronektins in diesen Zellen untersucht werden. Mit Hilfe einer durchfluss-
zytometrischen Analyse konnte gezeigt werden, dass ca. 35-40% der Osteoblasten ausgeschal-
tet waren. Da der Mx-Promotor sowohl in der Zirkulation als auch im Knochenmark aktiv ist, wur-
de die Ausschaltung in der Zirkulation mit einem ELISA Uberprift, der eine Ausschaltung von
92% ergab. Daruber hinaus wurde im Knochenmark eine Ausschaltung von ca. 85% erreicht, die
mit Hilfe einer durchflusszytometrischen Analyse bestatigt werden konnte. Auch wurde die Aus-
schaltung einzelner verschiedener Zelltypen des Knochenmarks mit der durchflusszytometri-
schen Analyse und fur die Sinusoide und Endothelzellen auch mit Immunfluoreszenzfarbungen
bestatigt. Da der Mx-Promotor durch die Gabe von der synthetischen Doppelstrang RNA plpC
(polyinosinic-polycytidylic acid) induziert wird, wurde deren Einfluss auf das Immunsystem mit Hil-
fe einer durchflusszytometrischen Analyse untersucht, um mdgliche Verfalschungen der Ergeb-
nisse auszuschliel3en. Diese konnte belegen, dass die plpC Injektionen keinen Einfluss auf das
Immunsystem der Tiere haben. Die hierbei gefundene niedrige Anzahl der CD3" Zellen ist eine
Folge der Immuninsuffizienz der Tiere. Um die Ausschaltung der Zellen des Knochenmarks ge-
gebenenfalls zu verstarken wurden Tiere mit Mx-Promotor mit Tieren mit Col-Pomotor verpaart,

wodurch Mause mit einem Mx/Col-Promotor entstanden.

Es konnte gezeigt werden, dass die Ausschaltung des Fibronektins keinen Einfluss auf die Ein-
nistung von Tumorzellen in das Knochenmark hatte. Sowohl bei der Ausschaltung von Fibronek-
tin in der Zirkulation (Alb), als auch bei der Ausschaltung von Fibronektin in den Osteoblas-
ten/Osteozyten, als auch der von Fibronektin in Knochenmark und Zirkulation, als auch der in
Knochenmark und Zirkulation und Osteoblasten/Osteozyten konnten keine signifikanten Effekte

auf das Einnistungsverhalten der Tumorzellen gefunden werden. Da andere in vivo Experimente
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unserer Arbeitsgruppe bei der Ausschaltung von Umgebungsfibronektin nach einigen Wochen
eine geringere Tumorlast zeigten [146], ist es wahrscheinlich, dass dieser Effekt nicht auf einer
verminderten Einnistung, sondern auf vermindertem Tumorwachstum bei eingeschranktem Um-

gebungsfibronektin beruht.

Es besteht jedoch auch die Moéglichkeit, dass bestehende Effekte Ubersehen wurden, da in dieser
Arbeit gezeigt werden konnte, dass der Alb-Promotor das Fibronektin nur zu ca. 95% in der Zirku-
lation, der Mx-Promotor zu 92% in der Zirkulation und 85% in den Zellen des Knochenmarks und
der Col-Promotor ca. 35-40% in den Osteoblasten ausschaltete. Eventuell gewahrleistete das
restliche, von den nicht ausgeschalteten Zellen gebildete Fibronektin eine erfolgreiche Einnis-

tung.

IV.2.6. Einfluss des zellendogenen Fibronektins auf die Einnistung
von Tumorzellen

Da auch die Tumorzellen selbst Fibronektin produzieren, sollte untersucht werden, ob tumorzell-
endogenes Fibronektin firr eine erfolgreiche Einnistung in die Stammzellnische bendtigt wird. Ei-
ne langfristige, stabile und konstante Ausschaltung dieses Proteins in den Tumorzellen wurde

durch den Einsatz von RNA-Interferenz ermdglicht [337].

Die Ausschaltung der endogenen Fibronektinproduktion der Tumorzellen (MDA-KD) fGhrte zu ei-
ner signifikanten Verminderung der Einnistung im Vergleich zu Kontrollzellen (MDA-CT). Damit
konnte zum ersten Mal direkt gezeigt werden, dass die Ausschaltung des Fibronektins der Tu-
morzellen einen Einfluss auf die Einnistung der Tumorzellen hat. Die Anzahl der eingenisteten
Tumorzellen reduzierte sich bei der Ausschaltung des endogenen Fibronektins um ca. 70%. Dies
stimmt mit anderen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe Uberein, in denen bei der Ausschaltung des
tumorzelleigenen Fibronektins eine 70%ige Verringerung der Anzahl der induzierten Tumore ge-
zeigt werden konnte [337]. Es ist daher wahrscheinlich, dass diese Beobachtung auf die verrin-

gerte Einnistung der Tumorzellen zurtickzufiihren ist.

Bei einem metastasierenden Primartumor gelangen taglich bis zu tiber 1x10” Zellen in den Blut-
strom, aber nur weniger als 0,1% hiervon sind in der Lage Sekundartumore zu bilden [445]. Auch
in diesem Modell sterben ein Grofteil der Knockdown-Tumorzellen ab, bevor der zukiinftige Ort
der sekundaren Metastase (in diesem Fall das Knochenmark) erreicht wird. Dies liegt unter ande-
rem an auftretenden Scherkraften im Blutstrom und Einflissen des Immunsystems (siehe
1.1.2.1.4.2.). Eine starke Adhasion der Tumorzellen an Komponenten der extrazellularen Matrix
bzw. an Endothelzellen ware somit vorteilhaft fiir das Uberleben der Tumorzellen, die somit den

schadigenden Einflissen der Blutzirkulation entgehen kdnnten.
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Die verminderte Einnistung der Tumorzellen, bei denen endogenes Fibronektin ausgeschaltet
war, konnte jedoch in vitro nicht auf eine verminderte Adhasion der Tumorzellen an extrazellulare
Matrixkomponenten zurlckgefiihrt werden. Es zeigte sich vielmehr, dass ebendiese Zellen sogar
starker an Komponenten der extrazellularen Matrix adharierten, als Kontrollzellen. Auch an gela-
denen Oberflachen (Glas, Plastik) und an Endothel- und Knochenmarkzellen adharierten die
Knockdown-Zellen starker. Ausschlielllich bei sehr hohen Mengen Kollagen (100ug/Vertiefung)
adhérierten die Zellen der MDA-KD Linie signifikant schlechter als Kontrollzellen. Dieser Effekt
war jedoch bei einer Reduzierung der Kollagenkonzentration auf 1ug/Vertiefung nicht mehr zu
beobachten. Um zusétzlich zu untersuchen, ob die KD-Zellen eine veranderte Adhasionseigen-
schaft an Knochenmarkzellen zeigten, bei denen Fibronektin ausgeschaltet war, wurde die Adha-
sion auf Knochenmarkzellen einer Mx-Maus durchgefiihrt. Auch hier zeigte sich eine verstarkte
Adhésion der KD-Tumorzellen. Diese verstarkte Adhdsion kann teilweise auf die verstarkte

eCadherin Expression der MDA-KD Zellen zuriickgefiihrt werden.

Zirkulierende Tumorzellen bilden sowohl Aggregate mit anderen Zellen [125, 454] als auch mit
Tumorzellen selbst [127, 128]. Diese Aggregatbildung kann zu einem Steckenbleiben der Tumor-
zellen in Kapillaren fihren, wodurch die Extravasation erleichtert wirde. Man geht davon aus,
dass sich die Einnistung aus einer Mischung von aktivem Adharieren der Tumorzellen an GefalRe
und passivem Steckenbleiben der Tumorzellen in den kleinen Gefalten zusammensetzt [455].
Daher bestand die Mdéglichkeit, dass die Zellen der MDA-KD Linie vermindert im Knochenmark
der Femora der Tiere gefunden wurden, da sie auf Grund ihrer gesteigerten Adhasion und Ag-
gregatbildung in der Lage gewesen sein kdnnten in anderen Organen verstarkt zu adharieren
bzw. steckenzubleiben. Von besonderem Interesse sind hierbei stark durchblutete Organe, in de-
nen mit Hilfe der Biolumineszenzmessung schon direkt nach der Injektion eine verstarkte An-

sammlung von Tumorzellen beobachtet werden konnte.

In vivo Untersuchungen zeigten jedoch, dass nach einer Zeitspanne von vier Stunden nach intra-
kardialer Injektion weniger Zellen der MDA-KD Linie als Zellen der MDA-CT Linie in Knochen-
mark, Leber, Milz und Niere, gefunden werden konnten, obwohl die gleiche Anzahl an Zellen inji-
ziert worden war und dass bei beiden Zelllinien im Knochenmark weniger Zellen gefunden wur-
den als in den anderen Organen. Dies weist daraufhin, dass zu den friihen Zeitpunkten der Ein-
nistung ein GroRteil der Tumorzellen in diesen stark durchbluteten Organen [386] steckenbleibt
und nur wenige in dem schwacher durchbluteten Knochenmark. Es ist wahrscheinlich, dass die
Tumorzellen, die fast ausschliellich Metastasen in den Knochen bilden, in den anderen Organen
keine langeren Zeitspannen uUberleben kdnnen. Trotzdem konnte hierdurch nicht erklart werden,
warum die Anzahl der gefundenen MDA-KD Zellen geringer war als die der MDA-CT Zellen. Bei
weiteren Untersuchungen dieses Sachverhalts konnte gezeigt werden, dass direkt im Anschluss
an die intrakardialen Injektionen (5 Minuten danach) die Zellen der MDA-KD Linie verstarkt an die

Zellen des Immunsystems adharierten. In der Leber konnten signifikant mehr KD-Zellen, die mit
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den Zellen des Immunsystems assoziiert waren, gefunden werden, als KD-Zellen, die mit Zellen
der immunzellfreien Fraktion zusammenhingen. Im Knochenmark jedoch konnten diese Ergeb-
nisse mit Hilfe der durchflusszytometrischen Analyse nicht nachgewiesen werden. Dies konnte
darauf zurlckzuflhren sein, dass die durchflusszytometrische Analyse zum Detektieren dieser
Effekte zu ungenau ist, zumal mit der sensitiveren Alu gqPCR Methode auch hier signifikant mehr
MDA-KD Zellen, die mit dem Immunsystem assoziiert waren, als KD-Zellen, die mit anderen Zel-
len des Knochenmarkts assoziiert waren, gezeigt werden konnten. Die Zellen der MDA-CT Linie
assoziierten sich hingegen in keinem untersuchten Organ signifikant verstarkt mit den Zellen des
Immunsystems. Die Milz war das einzige Organ, in dem sich MDA-KD Zellen starker mit Zellen
der immunzellfreien Fraktion als mit Immunzellen assoziierten. Hier waren nur ca. 45% der MDA-
KD Zellen mit Immunzellen assoziiert, jedoch lag dieser Wert bei den MDA-CT Zellen nur bei ca.
28%. Aufgrund der verstarkten Assoziation der MDA-KD Zellen mit den Zellen des Immunsys-
tems kann davon ausgegangen werden, dass die MDA-KD Zellen verstarkt zerstért werden. Dies
wirde erklaren, weshalb bereits 4 Stunden nach der Injektion in allen untersuchten Organen we-
niger MDA-KD Zellen als MDA-CT Zellen gefunden wurden.

Verschiedene Arbeiten zeigen, dass eine verstarkte eCadherin Expression von MDA-MB-231 Zel-
len zu einer verringerten Bildung osteolytischer Metastasen fiihrt [273] und eine verringerte Ex-
pression mit einem erhdhten Invasionspotential von Brustkrebs korreliert [456]. Die Grinde hier-
fur sind jedoch weitestgehend unbekannt. Es wird Uberlegt, ob dieser Effekt auf einer verstarkten
Zell-Zell Adhasion der Tumorzellen beruht [457]. Die in dieser Arbeit gefundenen Effekte unter-
stutzen diese Hypothese. Jedoch ist die Ursache dieses Zusammenhangs noch unklar. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen der MDA-MB-231 Linie mehr eCadherin expri-
mieren, wenn sie nicht mehr in der Lage sind eigenes Fibronektin zu bilden. Diese Erkenntnis
wird dadurch unterstitzt, dass gezeigt werden konnte, dass die eCadherin Expression negativ

von Fibronektin beeinflusst wird [458].

In einer weiteren von uns durchgefihrten Untersuchung der Immmunzellen zeigte sich, dass fir
deren verstarkte Bindung an Tumorzellen weder Nk-Zellen noch Makrophagen verantwortlich wa-
ren. Ein weiterer Zelltyp der untersucht werden sollte, sind die dendritischen Zellen. Es gibt nam-
lich Hinweise darauf, dass dendritische Zellen Integrin a7 exprimieren, welches mit eCadherin
und dadurch auch mit eCadherin exprimierenden Tumorzellen interagiert [459]. Auf dem gleichen
Wege sind auch T-Zellen in der Lage eCadherin exprimierende Tumorzellen zu erfassen und zu
beseitigen [459]. Da in unserem Modell jedoch athymische Nacktmause verwendet wurden, ist

der Einfluss der T-Zellen in dieser Untersuchung nicht reprasentiert.

Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass die Ausschaltung von dem endogenen

Fibronektin zu einer verminderten Einnistung von Tumorzellen in das Knochenmark fiihrt. Dies ist
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wahrscheinlich auf eine verstarkte Interaktion mit Immunzellen zuriickzufihren, die die Tumorzel-

len eventuell Uber eine eCadherin - ag7 Bindung erfassen und beseitigen.

Daruber hinaus sind diese Untersuchungen ein Beispiel daflr, dass in vitro gewonnene Daten
nicht ohne weiteres auf die in vivo Situation tbertragen werden kénnen. Obwohl die Zellen der
MDA-KD Linie in vitro verstarkt an verschiedenen Oberflachen adharierten, wurden in vivo weni-
ger adharierte Zellen in den Organen gefunden. Im lebenden Organismus werden Vorgange wie
die Einnistung von Tumorzellen von einer Reihe verschiedener Faktoren wie z.B. dem Zusam-
menspiel verschiedener Zelltypen und den Einflissen des Immunsystems beeinflusst, die sich in

vitro kaum und nur unzureichend nachahmen lassen.

IV.2.7. Der Einfluss eines Hamatoms auf die Einnistung von Tu-
morzellen und die Entwicklung von Tumorlasionen

Die hamatopoetische Stammzellnische verlagert ihre Position im Organismus wahrend der Ent-
wicklung mehrfach. Zunachst befindet sie sich im Dottersack, wandert dann in die Leber und ver-
lagert ihre Position kurz vor der Geburt in das Knochenmark [460]. Diese Migration in eine Um-
gebung, die ihre Einnistung, ihre Wiederbesiedelung und ihre Selbsterneuerung unterstitzt, fuhr-
te zu der Hypothese, dass Tumorzellen, die in das Knochenmark metastasieren diesen etablier-
ten Weg der Einnistung der hdmatopoetischen Stammzellen (HSCs) imitieren. So konnte nach-
gewiesen werden, dass Brust- und Prostata- Krebszellen fir ihre Einnistung die gleichen
Chemokingradienten nutzen wie HSCs [461-463]. Darliber hinaus konnte gezeigt werden, dass in
Tumorzellen, die aus metastatischen L&sionen isoliert wurden, Rezeptoren fir Annexin Il gefun-
den wurden. Dieses Protein wird von Osteoblasten und Endothelzellen exprimiert und reguliert
die Adhasion, die Einnistung und das Anwachsen der HSCs [464].

Die Schadigung von Gewebe flhrt in vielen Organen zu einem Ansteigen der Konzentrationen
von Zytokinen und Chemokinen, welche nachweisbare Effekte auf die Migration und Wiederbe-
siedelung durch Stammzellen haben [465]. Auf Grund der Parallelen zwischen der Einnistung der
Stammzellen und der der Tumorzellen liegt der Gedanke nahe, dass eine Verletzung auch die
Einnistung von Tumorzellen beeinflussen kénnte. Im Falle einer Fraktur entwickelt sich ein Hama-
tom, in dem die Gerinnungskaskade aktiviert wird. Der Thrombus besteht hauptsachlich aus
Thrombozyten, Leukozyten, einem Netzwerk aus Fibronektin und Fibrinogen [93, 94] und bein-
haltet verschiedene Proteine der terminalen Gerinnungskaskade wie z.B. Thrombin und Faktor
XIll. Thrombozyten produzieren stromal-cell derived factor-1 (SDF-1) [288], das vermutlich die
Einnistung von Stammzellen und Krebszellen im Knochenmark vermittelt [461]. Auch Fibronektin,
das in der praemetastatischen Nische hochreguliert ist, erleichtert Tumorzellen die Einnistung in
diese [450]. Daruber hinaus unterstitzen die Proteine Thrombin, Faktor XIIl und Fibrinogen den

Metastasierungsprozess [290-292].
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Somit beeinflusst die Bildung eines Hamatoms im Knochenmark die lokale Zusammensetzung
der extrazellularen Matrix und der Stammzellnische. Daher wurde untersucht, wie die durch ein
Blutgerinnsel hervorgerufenen Veranderungen die Etablierung oder das Wachstum von Tumoren
in vivo beeinflussen. Veroéffentlichungen zu diesem Sachverhalt gibt es bisher nicht. Jedoch lie-
gen Beobachtungsberichte vor, welche die Vermutung aufwerfen, dass die Gerinnselbildung die
Etablierung von Tumoren erleichtert [466]. Andere Arbeitsgruppen fanden heraus, dass einzelne
Proteine, die in einem Blutgerinnsel vorkommen, die Tumorbildung unterstiitzen [288, 290-292,
450].

IV.2.7.1. Die Hamatominduktion

Fir die Bildung eines Hamatoms wurde die intratibiale Bohrung gewahit. Diese Methode hatte im
Vergleich zu der gezielten Fraktur eines Knochens der Tiere mehrere Vorteile. Zunachst ist die
Belastung fur die Tiere bei einer intratibialen Bohrung wesentlich geringer, da der Knochen nur
partiell verletzt wird. Desweiteren waren durch das Brechen der Knochen Komplikationen wie ein
Splittern der Knochen nicht ausgeschlossen. Neben einer starken Belastung der Tiere wirde dies
auch zu einer schlechten Reproduktion der Versuche fiihren. Obwohl verhaltnismalig genaue
Gerate zum akkuraten Brechen von murinen Knochen existieren und diese eine hohe Reprodu-
zierbarkeit versprechen, treten hierbei verschiedene Bruchtypen auf. Uberdies kann mit einer
Wahrscheinlichkeit von ca. 10% der Bruch irrtimlich in einem nicht erwlnschten Bereich des
Knochens liegen [467]. Da durch die Nutzung der intratibialen Bohrung auch Vergleiche zu Tu-
mormodellen gezogen werden kénnen, bei denen die Tumorzellen intratibial injiziert werden, ent-
schieden wir uns fir dieses Modell. Ein weiterer Vorteil dieses Modelles bestand darin, dass
durch das Ausspllen des Knochenmarks eine Verletzung dieses Organs sichergestellt werden

konnte.

Die histologischen Untersuchungen zeigten bereits 5 Minuten nach der Intervention eine deutli-

che Hadmatombildung im Knochenmark in der Region zwischen den Bohrungen.

IV.2.7.2. Der Einfluss eines Hamatoms auf die Einnistung von Tumorzellen

Die Analyse der quantitativen PCR zeigte, dass in den rechten Tibiae, in denen kein Blutgerinnsel
entstanden war, ebenso viele Tumorzellen waren, wie in den linken, bei denen sich ein Hamatom
gebildet hatte. Somit konnte belegt werden, dass das Hamatom keine Auswirkungen auf die Ein-
nistung von Tumorzellen hatte und sich eine Zerstérung der Knochenmarkarchitektur nicht nega-
tiv auf die Einnistung von Tumorzellen auswirkt. Daher kénnte angenommen werden, dass die
Einnistung von Tumorzellen weniger von bestimmten Zelltypen der Nische sondern vielmehr von
den Zytokinen und Wachstumsfaktoren in der Umgebung abhangig ist. Es ist allerdings durchaus
moglich, dass in der Region der Blutgerinnsel ein erhéhter Gehalt an chemotaktisch wirkenden
Substanzen (wie z.B. SDF-1, siehe oben) vorlag, der einen moéglichen Effekt durch die Zerst6-

rung der normalen Architektur des Knochenmarks ausgeglichen haben konnte.
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IV.2.7.3. Der Einfluss eines Hamatoms auf das Tumorwachstum

Um im Weiteren zu untersuchen, ob die durch das Hamatom veranderte Knochenmarkumgebung
einen Einfluss auf das Wachstum von Tumoren austbte, wurde die Tumorentwicklung mit Hilfe
der Biolumineszenzmessungen longitudinal beobachtet und ausgewertet. Diese Methode ist fur
die in vivo longitudinale Beobachtung und Evaluierung von Tumorzellen in Mausen geeignet. Das
mit einer Wellenlange von 530-640nm emittierte Licht der Tumorzellen ist in der Lage mehrere
Zentimeter Gewebe zu durchdringen [468], weshalb auch Tumore im Knochen beobachtet wer-

den konnen.

Ein Teil der eingenisteten Zellen kann metabolisch inaktivim Organismus verbleiben [268, 469],
apoptotisch absterben [440] oder durch das Immunsystem des Wirts zerstort werden [268]. Auch
Mikrometastasen (mit einer GroRe von weniger als 1mm?®) kénnen in einem inaktiven Zustand
verbleiben bzw. wieder absterben [469]. Daher bestand die Méglichkeit, dass sich in der Gruppe
mit dem Hamatom durch den Einfluss verschiedener Zytokine und Proteine der Gerinnungskas-

kade unterschiedlich viele der eingenisteten Zellen zu Tumoren entwickelten.

Die vorliegende Arbeit konnte jedoch belegen, dass sich in der Gruppe mit Hamatombildung
durchschnittlich in etwa gleich viele Tumore bildeten wie bei den Kontrolltieren. Weiterhin bildeten
die Tiere mit Hamatombildung an der Stelle des Blutgerinnsels nicht signifikant mehr Tumore als
Kontrollen ohne Blutgerinnsel an einer vergleichbaren Stelle. Somit konnte gezeigt werden, dass
die Bildung eines Blutgerinnsels keinen Einfluss auf die spatere Bildung einer Sekundarmetasta-
se hat. Die longitudinale Auswertung der Daten zeigte, dass das Hamatom weiterhin keinen Ein-
fluss auf die Tumorgrofe und die Geschwindigkeit des Tumorwachstums auslbte. Dies kann je-
doch auch darauf zuriick zu flhren sein, dass die Blutgerinnsel bis zur Bildung der Metastasen

schon bereits vollstandig aufgeldst sind [470].

IV.2.7.4. Bestatigung der Biolumineszenzdaten durch eine radiographische

Analyse

Die radiographische Analyse wurde nicht zur Evaluierung der Tumoranzahl genutzt, sondern zur
Bestatigung der Ergebnisse der Analyse der Biolumineszenzbildgebung. Die Auswertung der
Roéntgenbilder lasst namlich nur Rickschliisse auf die durch die Tumore verursachte Osteolyse
zu, dokumentiert jedoch im Gegensatz zur Biolumineszenzbildgebung nicht die eigentliche Tu-
morbelastung [471]. Die Analyse dieser Daten wurde in Woche 7 durchgefihrt, da die Osteolyse
erst in den spaten Phasen der Tumorentwicklung radiologisch detektiert und ausgewertet werden
kann [356]. Die Osteolyse tritt als Folge der von Tumorzellen sezernierten osteoresorptiven Zyto-
kinen auf und ist bei kleineren Tumoren radiographisch nicht zu erkennen. Die radiographische
Analyse der Tiere zeigte jedoch, dass in beiden Gruppen gleichgrof3e Flachen der Knochen
durch Osteolyse betroffen waren. Dies bestatigt die Daten, die durch die Biolumineszenzmes-

sungen erhalten worden waren, da die Flache der osteolytischen Lasionen zumindest bei grofie-
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ren Tumoren Rickschlisse auf die GréRe des Osteolyse verursachenden Tumors zulasst. Wei-
terhin kann somit ausgeschlossen werden, dass die Tumorzellen im Laufe der Zeit ihre

Luziferase Aktivitat verloren und dadurch eine geringere Biolumineszenz aufwiesen.

Zusammengefasst konnten wir zeigen, dass die Bildung eines Blutgerinnsels die Einnistung von
Tumorzellen nicht begunstigt und das spatere Wachstum nicht beeinflusst. Dies weist darauf hin,
dass eine Fraktur und die daraus resultierende Hamatombildung die Wahrscheinlichkeit einer
neuen Metastasenbildung nicht erhdht. Damit widerspricht dieses Ergebnis beobachteten Einzel-

fallen beim Menschen [466].

IV.2.8. Der Einfluss einer pharmakologischen Modifikation der os-
teoblastischen Nische auf die Einnistung von Tumorzellen

In diesem Abschnitt der Arbeit sollte die osteoblastische Nische aktiviert werden, um herauszu-
finden, ob und wie diese Nische die Einwanderung und Besetzung von Tumorzellen in das Kno-
chenmark beeinflusst. Um dies zu erreichen wurden die Mause mit Parathormon behandelt [472].
Da Parathormon zusammen mit anderen Hormonen auch fir die Steuerung der
Fibronektinproduktion verantwortlich ist, kann die Gabe dieses Hormons zu einer gesteigerten
Fibronektinbildung fihren [388]. Es konnte in vitro gezeigt werden, dass PTH die
Fibronektinproduktion von Osteoblasten in Zellkultur erhéht [473]. Andere Gruppen fanden in in
vitro Versuchen, dass Chondrozyten ihre Fibronektin und Kollagenproduktion als Antwort auf eine
Parathormongabe erhdhten [474]. Daruber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass Para-
thormon bei ovarektomierten Tieren zu einer Erhéhung der Konzentration des zirkulierenden Fib-
ronektins flhrte [475]. Eine Parathormonbehandlung kann jedoch auch ungewollt zu einer Akti-
vierung der Osteoklasten filhren [346] und es gibt Hinweise darauf, dass aktive Osteoklasten
durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren beguinstigend auf die Tumorbildung im Knochen-
mark wirken [476, 477]. Um dieser Aktivierung der Osteoklasten entgegen zu wirken wurden die
Mause zusatzlich mit Zoledronsaure behandelt, welche zu einer Inaktivierung der Osteoklasten
fuhrt [301, 478]. Das Endergebnis sollte eine reine Aktivierung der osteoblastischen Nische sein,
womit die Rolle dieser Nische bei der Metastasierung von Tumorzellen in das Knochenmark ge-

klart werden sollte.

Da die beiden verwendeten Substanzen bereits in der Behandlung von Osteoporose (PTH und
Zoledronsaure [479]) oder Krebskomplikationen (Zoledronsaure [480]) beim Menschen klinische
Anwendung finden, kénnten auBerdem Erkenntnisse Uber eine gleichzeitige Anwendung dieser

zugelassenen Medikamenten bei Krebspatienten gewonnen werden.

IV.2.8.1. Die Lokalisation der eingenisteten Zellen im Knochen

Im Knochenmark wurden insgesamt signifikant mehr eingenistete Tumorzellen gefunden als am
Knochen. Dies konnte darauf hin deuten, dass die in diesem Teil der Arbeit untersuchten Effekte
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eventuell gar nicht in der osteoblastischen Nische, die sich am Endosteum befindet, stattfinden,
sondern in der vaskuldren Nische, die weiter im Knochenmark vermutet wird. Weiterhin kénnte
dies ein Hinweis darauf sein, dass die endosteale und die vaskulare Nische zwei unterschiedliche
Entitdten darstellen. Auf der anderen Seite besteht die Mdglichkeit, dass dieses Ergebnis eine
Folge der Knochenpraparation ist. Es ist stark anzunehmen, dass beim Ausspillen des Kno-
chenmarks nicht nur Zellen der vaskularen Nische, sondern (zumindest teilweise) auch Zellen der
endostealen Nische mit ausgespiilt wurden. Daher konnten die nach dem Ausspiilen an den
Knochen verbliebenen Zellen eventuell Zellreste von Zellen der endostealen Nische darstellen,
ohne jedoch die gesamte Nische zu reprasentieren. Mit Hilfe serieller Schnitte und einer entspre-
chenden Farbung der Tumorzellen ware es mdglich gewesen diese Frage ausreichend zu klaren.
Da aber im Vergleich zu den Knochenmarkzellen nur sehr wenige Tumorzellen im Knochen vor-

handen sind, ware ein solches Vorgehen sehr arbeits- und zeitintensiv.

IV.2.8.2. Effekt des Parathormons auf die Einnistung von Tumorzellen

Die Behandlung der Tiere mit Parathormon fiihrte zu einer leichten, jedoch nicht signifikanten
Verminderung der Einnistung von Tumorzellen. Die osteoanabole Wirkung des Parathormons be-
ruht auf einer Erhéhung der Osteoblastenanzahl [481] (siehe 1.3.3.1.1.) und es konnte gezeigt
werden, dass Interaktionen zwischen Tumorzellen und den Zellen der osteoblastischen Nische
die maligne Entwicklung von Tumoren beeinflussen [482]. Shiozawa und Kollegen konnten
nachweisen, dass eine mehrwochige Gabe von Parathormon die Anzahl hamatopoetischer
Stammzellnischen erhoht [247, 483] und somit indirekt zu einer erhéhten Anzahl einnistender
Tumorzellen fuhrt [280]; eine Verkleinerung der Nische hingegen verminderte die Disseminierung
von Tumorzellen. Daher war unser Ergebnis zunachst Uberraschend. Im Gegensatz zu unserem
Ansatz, in dem die eingenisteten Zellen 24 Stunden nach der intrakardialen Injektion untersucht
wurden, nutzte die Gruppe um Shiozawa in ihrem Versuch einen Aufbau, bei dem die Tumorzel-
len von einem Primartumor aus disseminierten. Die eingenisteten Tumorzellen wurden erst drei
Wochen nach Implantation des Primartumors untersucht. Es ist daher moglich, dass das Para-
thormon in diesem Modell ein beschleunigtes Wachstum oder eine starkere Metastasierung des
Primartumors bewirkte, wodurch nach dem Ablauf der drei Wochen vermehrt Tumorzellen in den
Knochen gefunden werden konnten. Dariiber hinaus erfolgte in dem hier vorgestellten Modell die
Parathormongabe Uber einen wesentlich kirzeren Zeitraum von vier Tagen, und es besteht die
Méglichkeit dass dieser Zeitraum fiir eine Verminderung der Einnistung nicht ausreicht. Es gibt
namlich Hinweise darauf, dass die Knochenbildung bereits differenzierter Osteoblasten durch die
Gabe von PTH nicht erhoht wird [484]. Weil aber die Ausdifferenzierung neuer Osteoblasten ca.
3-6 [485] Tage bendtigt und antiapoptotische Effekte bei der durchschnittlichen Lebenszeit eines
Osteoblasten von 10-12 Tagen [486, 487] eventuell auch erst nach langerer Zeit ersichtlich wer-
den, ist es moglich, dass die osteoanabolischen Effekte aufgrund der Kiirze der PTH Gabe in un-
serem Modell nicht erreicht wurden. Diese Uberlegung wird dadurch unterstiitzt, dass sich die

Knochendichte der mit Parathormon behandelten Tiere im Vergleich zu Kontrolltieren nicht signi-
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fikant unterschied und die tagliche Gabe von Parathormon im Grunde zu einer Steigerung der
Knochenbildung und der Knochenmasse flihren sollte [488]. Der ausbleibende Anstieg der Kno-
chendichte kdnnte jedoch auch dadurch erklart werden, dass sowohl Osteoblasten als auch Os-
teoklasten stimuliert wurden. Somit kénnte das Parathormon zwar osteoanabolisch gewirkt ha-
ben, dieser Effekt jedoch durch eine starkere resorptive Wirkung der Osteoklasten (berschattet

worden sein.

IV.2.8.3. Effekt der Zoledronsaurebehandlung auf die Einnistung von Tumor-

zellen

Die Behandlung mit Bisphosphonaten ist seit einigen Jahren eine gangige Therapieoption bei
Knochenmetastasen [489]. Das Hauptziel dieser Therapie ist, durch die Inhibierung der Osteok-
lasten, die Zerstérung der Knochen zu vermindern und die Lebensqualitat der betroffenen Patien-
ten zu steigern [480]. Hierbei wird der Nahrboden (,soil*) modifiziert, die Tumorzellen (,seeds®)
jedoch nicht beeinflusst [268].

Der Erfolg der Zoledronsaurebehandlung liel3 sich durch radiographische und pQCT Analysen
bestatigen, in denen ein signifikanter Anstieg der Knochendichte der mit ZOL behandelten Tiere
im Vergleich zu Kontrolltieren und mit PTH behandelten Tieren beobachtet werden konnte. Somit
ist die verminderte Knochendichte vermutlich auf eine verminderte Knochenresorption zurlickzu-
fuhren. Es wird Uberlegt, ob Tumorzellen aufgrund der aus der verringerten Resorption resultie-
renden geringeren Freisetzung von Wachstumsfaktoren eine weniger gunstige Umgebung fir ih-
re Ansiedlung finden [390]. Man hat herausgefunden, dass Bisphosphonate auch die Oberflachen
der Knochenmatrix und damit das Adh&sionsverhalten von Tumorzellen an diese in vitro vermin-
dern [490] bzw. verhindern [391] kdnnen. Daruber hinaus gibt es Untersuchungen, die zeigen,
dass Zoledronsaure auch die Tumorzellen negativ beeinflusst, indem sie deren Proliferation ver-
mindert und deren Apoptose induziert [491, 492]. Andere Gruppen beobachteten, dass die Gabe
von Zoledronsaure, vor der Induktion einer Tumorerkrankung im Mausmodell, zu einer Verminde-
rung der Metastasenbildung flhrt. Bei bestehenden Metastasen konnte eine Verminderung des
Voranschreitens der Osteolyse und eine Inhibierung des Voranschreitens bestehender Lasionen
beobachtet werden [359, 493].

Daher ist es Uberraschend, dass in der Gruppe der mit Zoledronsaure behandelten Tiere im Ver-
gleich zu unbehandelten Kontrolltieren nur eine leichte (nicht signifikante) Verminderung der Ein-
nistung der Tumorzellen gesehen werden konnte. Bei einer bestehenden Metastase kdnnen die
Effekte der Zoledronsaure zum Teil jedoch auf deren antiangiogene Wirkung [494-496] zurlickge-
fihrt werden. Durch eine fehlende Versorgung des Tumors mit Blut bzw. Nahrstoffen, wird dieser
in seinem Wachstum eingeschrankt, wodurch die Weiterentwicklung eines bestehenden Tumors
verhindert wird. Auch die Verminderung der Metastasenbildung durch Bisphosphonatgabe vor

der Tumorinduktion kann durch diesen Effekt erklart werden. In unserem Experiment wird jedoch
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die Einnistung zu einem Zeitpunkt untersucht, an dem die Vaskularisierung noch keine Rolle
spielt, da die Zellen noch nicht proliferieren. In den Modellen, bei denen die Verminderung der
Metastasenbildung durch Bisphosphonate beobachtet wurde, geschah dies anhand von Biolumi-
neszenzmessungen [359] oder radiographischen Analysen bzw. histomorphometrischen Unter-
suchungen (an Tag 22 bzw. 28 nach Tumorinjektion) [493, 497]. Dadurch wird die Anzahl der
Tumore erst zu einem spateren Zeitpunkt (bei bereits entstandenem Tumor) evaluiert und hiermit
Rickschlisse auf die Einnistung gezogen. In einem solchen Modell wird Ubersehen, dass eine
kleinere Anzahl an Tumoren im Vergleich zu Kontrollen von der tatsachlichen Einnistung unab-
hangig sein kdnnte. Es ware mdglich, dass sich wie von uns beobachtet, in etwa gleich viele Zel-
len in den Kontrollen und den mit Zoledronsdure behandelten Tieren einnisten. Da ZOL jedoch
einen antiangiogenen Effekt austbt, besteht die Moglichkeit, dass sich bei der mit ZOL behandel-
ten Gruppe nur weniger Tumore von {ber 1mm? entwickeln, da sie ab dieser GréRe nur durch ei-
ne Neuvaskularisation, die die Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff gewahrleistet, weiter
wachsen kénnen [498, 499]. Somit ist es mdglich, dass die durch die reduzierte Knochenresorpti-
on verminderte Freisetzung von tumorférdernden Substanzen nur eine geringere Rolle in der
Entwicklung der Tumore spielt, und die fehlende Vaskularisierung hauptverantwortlich fiir dieses
Phanomen ist. Dieser Zusammenhang kénnte in einem weiteren Experiment untersucht werden,
in dem die Gabe von Zoledronsaure von einer gleichzeitigen Gabe vaskularisierungsfordernder
Substanzen begleitet wird. Sollten sich bei den mit ZOL und vaskularisierungsférdernden Sub-
stanzen behandelten Tieren keine Unterschiede zu den Kontrollen, aber eine im Vergleich zu
ausschliel3lich mit Zoledronsaure behandelten Tieren verminderte Metastasenbildung zeigen, wa-
re dies ein noch starkerer Hinweis, dass der antimetastatische Effekt der Zoledronsaure nicht auf
eine verminderte Einnistung von Tumorzellen, sondern auf die verminderte Vaskularisierung zu-

rickzufiihren ist.

Darlber hinaus férdert Zoledronsaure die Immunantwort durch T-Zellen [500] und mogliche anti-
metastatische Effekte kdnnten auch durch das Immunsystem bedingt sein. Da die hier verwende-
ten athymischen immuninsuffizienten Mause keine reifen T- Zellen besitzen, ist es mdglich, dass
das Mausmodell in diesem Falle einige Effekte nicht widerspiegelt und daher nicht auf die Situati-

on im Menschen extrapoliert werden sollte.

IV.2.8.4. Effekt der Kombination aus Parathormon und Zoledronsaure auf die

Einnistung von Tumorzellen

Die Untersuchung der Einnistung von Tumorzellen bei der Gruppe die mit einer Kombination aus
PTH und ZOL behandelt wurde, zeigte, dass sich bei diesen signifikant mehr Tumorzellen im
Knochen einnisteten als bei denen, die nur mit PTH oder nur mit ZOL oder gar nicht (CT) behan-
delt wurden. Da die Analyse der alleinigen Anwendung der beiden Medikamente keine signifikan-
ten Unterschiede beziglich der Anzahl der eingenisteten Tumorzellen erzeugte, konnte dieses

Ergebnis nur als synergetischer Effekt beider Medikamente interpretiert werden. Insbesondere,
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da die Untersuchung des Knochens zeigte, dass die Substanzen die erwartete Wirkung austib-
ten. Die radiographische Analyse der Knochen zeigte namlich eine sichtbar héhere Knochendich-
te dieser Gruppe, im Vergleich zu der Kontrollgruppe oder der mit PTH behandelten Gruppe. Die-
se Beobachtung konnte durch die Untersuchung der Knochendichte mit Hilfe der pQCT bestatigt

werden.

Da in erster Linie geklart werden sollte, weshalb die kombinierte Gabe von Parathormon und Zo-
ledronsaure zu einer erhdhten Einnistung von Tumorzellen gefihrt hatte, wurden die Knochen
der Tiere dieser Gruppe zunachst histomorphometrisch analysiert. Es zeigte sich, dass die Tibiae
dieser Mause eine signifikant grolRere mineralisierte Oberflache aufwiesen als die der un-
behandelten Kontrolltiere. Weitere Untersuchungen zeigten, dass dies auf eine verstarkte Aktivi-

tat der Osteoblasten zurtickzuflihren war.

IV.2.8.4.1. Die Auswirkungen der kombinierten Gabe von PTH und ZOL auf die Fibronektin-

und Zytokinumgebung des Knochenmarks

Eine Analyse des Fibronektingehaltes im Knochenmark der mit der Kombination aus PTH und
ZOL behandelten Tiere und der Kontrolltiere ergab, entgegen unserer Erwartungen, keine signifi-
kanten Unterschiede. Es ist daher wahrscheinlich, dass PTH die Fibronektinkonzentration erst bei

einer langeren Behandlungsdauer beeinflusst.

Da Osteoblasten auch Zytokine produzieren [501], die die Einnistung von Tumorzellen beeinflus-
sen kénnen und sowohl Parathormon [502, 503] als auch Zoledronsaure [478] Auswirkungen auf
die Expression einiger Zytokine haben, welche die Einnistung von Stammzellen und Tumorzellen

begunstigen kdnnten wurde die Zytokinumgebung des Knochenmarks untersucht.

Unsere Untersuchungen ergaben, dass einige Zytokine im Knochenmark der mit der Kombination
aus PTH und ZOL (PTH/ZOL) behandelten Tiere im Vergleich zu Kontrolltieren verandert waren.
Die Zytokine Monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1, auch CCL2, C-C motif ligand 2 [engl.]),
RANTES (Regulated upon Activation, Normal T-cell Expressed, and Secreted [engl.], auch CCL5,
C-C motif ligand 5 [engl.]) und IL-12 (Interleukin 12) waren im Vergleich zu Kontrolltieren signifi-
kant erhdht, die Zytokine IL-10 (Interleukin 10), G-CSF (Granulocyte-Colony Stimulating Factor
[engl.]) und KC (keratinocyte chemoattractant [engl.], auch CXCL1/2) signifikant vermindert. Wir
gehen davon aus, dass die veranderte Zytokinumgebung flir die erhéhte Einnistung von Tumor-

zellen verantwortlich ist.
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IV.2.8.4.2. Der Einfluss der Zytokinumgebung des Knochenmarks auf die Einnistung von

Tumorzellen

Einige Zytokine haben eine chemotaktische Wirkung auf Tumorzellen. So konnte gezeigt werden,
dass zwei Brustkrebslinien (MCF-7, ZR-75-1) in vitro eine chemotaktische Antwort auf MCP-1
zeigten und sich ihre Migration um das 2- bis 3- fache steigerte [504]. Auch RANTES veranlasste
eine chemotaktische Antwort einer Brustkrebslinie (MCF-7) in vitro [504, 505]. Da beide Zytokine
in signifikant hoheren Konzentrationen im Knochenmark der mit PTH/ZOL behandelten Tiere ge-
funden wurde, besteht die Moglichkeit, dass auch die Tumorzellen der MDA-MB-231 Linie auf
diese chemotaktisch reagieren und sich daher verstarkt im Knochenmark einnisten. Dartber hin-
aus konnten in der mit PTH und ZOL behandelten Gruppe eine signifikant niedrigere Konzentrati-
on von G-CSF im Knochenmark gefunden werden als in Kontrolltieren. G-CSF veranlasst
Neutrophile proteolytische Enzyme wie Elastase, CathepsinG, MMP-2 und MMP-9 abzugeben,
wodurch SDF-1 (stromal derived factor 1 [engl.]) durch Abspaltung der NH, terminalen Signal
Sequenz inaktiviert wird und hamatopoietische Stammzellen (HSCs) mobilisiert werden [256].
Obwohl die Tumorzellen mit den hamatopoietischen Stammzellen um die Nischenplatze konkur-
rieren, zeigten Shiozawa et al., dass Tumorzellen sich ahnlich wie die Stammzellen verhalten und
G-CSF zu einer Mobilisierung von Tumorzellen aus der Stammzellnische in die Blutzirkulation
fuhrte [280]. Daher kdnnte die niedrigere G-CSF Konzentration im Knochenmark der Gruppe der
mit PTH/ZOL behandelten Tiere das Verbleiben der Tumorzellen in der Stammzellnische und

somit eine Einnistung erleichtert haben.

Verschiedene Zytokine wirken prometastatisch und kénnen die Einnistung von Tumorzellen er-
leichtern. So konnte eine Arbeitsgruppe zeigen, dass ein RANTES Rezeptor Antagonist in vivo
Tumorwachstum reduzieren konnte [506]. Klinische Studien zeigten, dass RANTES bei Krebspa-
tienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen héher exprimiert war und eine signifikante Korrelati-
on mit der Schwere der Krankheit besteht. Dies weist auf eine Beteiligung von RANTES an der
Progression von Brustkrebs hin [507]. Man vermutet, dass auch das Zytokin KC, welches das
murine Homolog zu dem humanen GRO (growth-regulated oncogene [engl.]) ist [508, 509], zu
einer pro-inflammatorischen Mikroumgebung beitragt, die die Invasion von Tumorzellen fordert
[508]. Im Gegensatz hierzu wirken andere Zytokine wie z.B. IL-12 antimetastatisch. Die antimeta-
statische Wirkung wird im Falle von IL-12 jedoch durch T-Zellen vermittelt. Daher ist unser Modell
nicht geeignet um eventuelle Effekte des IL-12 zu untersuchen, da darin athymische Nacktmause
genutzt werden, die keine reifen T-Zellen bilden kénnen. Somit kénnte die erhéhte RANTES Kon-
zentration in dem Knochenmark der mit der Kombination aus PTH und ZOL behandelten Tiere
die Einnistung von Tumorzellen erleichtert haben. Das Zytokin KC wurde zwar verstarkt in den
Kontrolltieren gefunden, fiuhrte in diesen jedoch zu keiner verstarkten Einnistung von Tumorzel-
len. Es besteht daher die Moglichkeit, dass etwaige Effekte durch Effekte anderer Zytokine tber-

deckt wurden.
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Auch das Wachstum von Tumorzellen kann durch Zytokine beeinflusst werden. So wird vermutet,
dass KC die Proliferation von Tumorzellen férdert [508]. Dartber hinaus fihrt MCP-1 zu einer er-
héhten Rekrutierung von Makrophagen und Monozyten [393]. Im Gegensatz hierzu vermindert
das von myeloiden Zellen und Lymphozyten produzierte IL-10 die Infiltration des Tumors mit
Makrophagen. Es konnte belegt werden, dass IL-10 transfizierte Zellen, die vom Brust
Adenokarzimom der Maus abstammen, eine signifikante Inhibition des Tumorwachstums zeigten
[510] und es gibt Beispiele, dass erhohte Level von IL-10 mit einer glnstigeren Prognose korre-
lieren [511]. Somit kommt es zu einer erhdhten Rekrutierung von Monozyten und Makrophagen
durch MCP-1 bei den mit PTH und ZOL behandelten Tieren, bei einer gleichzeitigen Verminde-
rung der Makrophagen in den Kontrolltieren durch IL-10. Es gibt Studien, die darauf hinweisen,
dass tumorassoziierte Makrophagen die Progression eines Tumors férdern [512-514]. Allerdings
spielt der Aspekt des Tumorwachstums in unserem Modell keine Rolle, da die Tiere bereits 24h
nach Injektion der Tumorzellen getdtet werden, und innerhalb dieses kurzen Zeitraumes in dem

in vivo Modell noch keine Proliferation stattfindet [376].

Desweiteren kénnen durch Zytokine auch Effekte auf die Angiogenese vermittelt werden. So
konnte gezeigt werden, dass MCP-1 die Angiogenese stimuliert [393] und man vermutet, dass
auch KC die Entwicklung von GefaRRen fordert [515]. IL-12 hingegen besitzt eine antiangiogene
Wirkung. Da die MCP-1 Konzentration in der mit PTH/ZOL behandelten Gruppe und IL-12 in der
Kontrollgruppe erhéht ist, kbnnte dies zu einer verstarkten Angiogenese in der PTH/ZOL Gruppe
fuhren, obwohl die KC Konzentration in der PTH/ZOL erniedrigt war, was diesem Effekt entgegen
wirken wiirde. Allerdings spielen auch Effekte, die auf der Angiogenese beruhen in dem hier vor-
gestellten Modell keine Rolle, da innerhalb der kurzen Zeitspanne bis zur Probenentnahme keine
Angiogenese stattfindet, welche einen Tumor positiv beeinflussen kdnnte. In einem anderen Mo-

dell kénnte eine verstarkte Angiogenese das Tumorwachstum jedoch unterstiitzen.

Es ist wahrscheinlich, dass die erhéhte Einnistung von Tumorzellen bei den mit PTH und ZOL
behandelten Tieren aus einem Zusammenspiel der Konzentrationsveranderung verschiedener
Zytokine resultiert. Hierbei spielte vermutlich eine durch MCP-1 und RANTES hervorgerufene er-
héhte Chemotaxis der Tumorzellen eine entscheidende Rolle. Um die Einfliisse einzelner Zytoki-
ne in vivo zu untersuchen, kdnnte man Knochenmatrices mit den entsprechenden Zytokinen in
Mause implantieren und nach intrakardialer Injektion und Tumorbildung die Einnistung in den Im-
plantaten evaluieren. Dariber hinaus ist es durchaus moglich, dass noch eine Reihe weiterer,
hier nicht untersuchter Zytokine eine Rolle bei der Einnistung von Tumorzellen spielen. Eventuell
sind hierbei sogar bisher unbekannte Zytokine beteiligt. Eine Proteom-Analyse entsprechend

praparierter Proben kénnte hierliber Klarheit verschaffen.

Da SDF-1 eine entscheidende Rolle bei der Einnistung von Tumorzellen spielt [461-463], ware es

interessant, die Konzentration des aktiven SDF-1 zu untersuchen. Eine qPCR Analyse zeigte auf
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der RNA Ebene keine Unterschiede zwischen den Gruppen, jedoch sollte in der PTH/ZOL Grup-
pe mit der signifikant niedrigeren G-CSF Konzentration eine héhere Konzentration an aktivem
SDF-1 vorliegen, da G-CSF SDF-1 inaktiviert.

IV.2.8.4.3. Mogliche Griinde fiir eine verdnderte Zytokinumgebung
Da in der Gruppe der mit PTH/ZOL behandelten Tiere signifikant weniger RNA Expression der

Zytokine MCP-1 und IL-12 gefunden wurde, auf Proteinlevel jedoch eine signifikant héhere Kon-
zentration vorlag, ware es denkbar, dass die kombinierte Gabe von PTH und ZOL dazu fihrt,
dass beide Substanzen die Translation dieser Zytokine verstarken, bzw. deren Abbau vermin-

dern.

Zoledronsaure verhindert die Prenylierung (das kovalente Anhangen einer hydrophoben
Prenylgruppe (entweder Farnesyl oder Geranylgeranyl)) von Proteinen. Dies geschieht durch die
Inhibition von Farnesyldiphosphatsynthase, deren Metabolit Geranylgeranyldiphosphat fir die
Prenylierung benétigt wird [478]. Verschiedene Gruppen konnten zeigen, dass die Inhibierung der
Prenylierung zu einer erhdhten Zytokinproduktion fiihren kann. So konnten Kahn et al. bei
Gernaylgeranyltransferase defizienten Mausen eine erhdhte Zytokinproduktion durch Makropha-
gen beobachten [516] und eine andere Gruppe konnte nachweisen, dass Zoledronsaure durch
die Inhibierung der Prenylbildung die Inteferon Produktion von T-Lymphozyten und natirlichen
Killerzellen induzierte [517]. Jedoch bleibt die Frage ungeklart, welche Proteine, denen eine
Geranylgeranylisierung fehlt, fiir die erhéhte Zytokinproduktion verantwortlich sind und warum
diese Effekte auftreten [518]. Es ist moglich, dass die Inhibierung der Prenylierung in unserem
Modell verschiedene Zelltypen und dadurch die Zytokinkonzentrationen im Knochenmark beein-
flusste. Da der Effekt der erhéhten Einnistung der Tumorzellen nur in den mit Parathormon und
Zoledronsaure behandelten Tieren auftrat, ist anzunehmen, dass durch Parathormon stimulierte
Zellen, in Reaktion auf die Inhibierung der Prenylierung, die Zytokinumgebung veranderten. Um
diese Hypothese zu Uberprifen, kdnnte man in dem Versuch Zoledronsaure durch eine Substanz
wie z.B. Geranylgeranyltransferaseinhibitoren [519] ersetzen. Sollten sich auch hierbei eine er-

hdéhte Einnistung finden, wére dies ein Hinweis, dass die angestellten Uberlegungen zutreffen.

Die Effekte von Zytokinen auf intrazellulare Signale und die Gentranskription werden in vielen
Fallen durch die kleinen monomeren GTPasen vermittelt [520]. Diese Proteine sind fir die Uber-
tragung extrazellularer proliferativer Signale in das Zytoplasma und den Zellkern von entschei-
dender Bedeutung [521]. Daruber hinaus muissen diese Proteine prenyliert werden, um ihre
Funktion austiben zu kénnen. Man kénnte daher annehmen, dass die Inhibition der Prenylierung
dieser Rezeptoren zu einer Erhohung der Konzentration einiger durch PTH stimulierter Zytokine
im Knochen fiihrt, da diese nicht in der Lage sind an ihre Rezeptoren zu binden. Somit kdnnte

diese erhohte Konzentration die Einnistung von Tumorzellen in das Knochenmark erleichtern.
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Es ware weiterhin mdglich, dass Zoledronsaure die Wirkung von Parathormon modifiziert. Der
Rezeptor flr das Parathormon gehdért namlich zu den G Protein gekoppelten Rezeptoren [522].
Diese mulssen post-transkriptional am Carboxy-Terminus prenyliert werden um in der Zellmemb-
ran verankert zu werden und dadurch ihre biologische Aktivitat zu erlangen [523, 524]. Es ist da-
her also denkbar, dass Funktionen des PTH Rezeptors, welcher die Prenylierung benétigt, durch
die Verwendung von ZOL beeintrachtigt wurden. Dies konnte darauf schlieRen lassen, dass die

von PTH induzierte Zytokinproduktion eventuell auch von einer Prenylierung abhangig ist.

Verschiedene Gruppen konnten zeigen, dass Zoledronsaure die Apoptose von Tumorzellen indu-
zZiert [525-527] [528]. Aus diesem Grund und da Ras Proteine dartber hinaus grundlegende Kon-
trolle Uber Zellproliferation und Gen Transkription austben, werden Prenylierungsinhibitoren in
klinischen Versuchen bei Krebs eingefiihrt. Da Chemokine einen grof3en Einfluss auf abnormale
Proliferation und Fibrogenese haben, wird Uberlegt, dass eine Inhibition der Prenylierung diese
Effekte vermindern kénnte [521]. Da in dem hier vorgestellten Modell jedoch keine Proliferation

stattgefunden hatte, spielen hierfiir solche Uberlegungen keine Rolle.

Letztendlich kénnte die veranderte Zytokinumgebung auch auf ein Zusammenspiel der Osteob-
lasten bzw. Osteoklasten zurlickgefuhrt werden. Da es nur sehr schwer moglich ist, solche Effek-
te in vivo zu untersuchen, kdnnte man in einem in vitro Versuch Osteoblasten und Osteoklasten
kokultivieren, sie entsprechend mit der Kombination von PTH und ZOL behandeln und daraufhin
in Transwell-assays die Migration von Tumorzellen und in den Medienlberstdnden die
Zytokinkonzentrationen untersuchen. Somit kdnnte ein direkter Effekt von PTH und ZOL auf die
Osteoblasten und die Osteoklasten bestatigt, und die erhéhte Tumorzelleinnistung darauf zu-
rickgefuhrt werden. Man hatte somit auch einen Hinweis auf die fiir die veranderte Zytokinumge-

bung verantwortlichen Zellen.

Zusammenfassend erdrterte dieser Teil der Arbeit den Einfluss des Fibronektins und der extrazel-
luldren Matrix auf die Einnistung von Tumorzellen. Es konnte gezeigt werden, dass die konditio-
nelle Ausschaltung des Fibronektins in verschiedenen Zellen oder Organen keinen Einfluss auf
die Einnistung von Tumorzellen austbte. Auch ein aus der Verletzung des Knochens resultieren-
des Hamatom beeintrachtigte weder die Einnistung von Tumorzellen noch das spatere Wachs-
tum von Tumoren. Eine Ausschaltung des tumorendogenen Fibronektins fiihrte jedoch zu einer
signifikanten Verminderung der Einnistung von Tumorzellen. Dies kdnnte im Zusammenhang mit
einer durch das Fehlen des Fibronektins erhéhten eCadherin Expression stehen, welche die Tu-
morzellen moéglicherweise anfalliger fir Zellen des Immunsystems gemacht haben. Die hierfur
verantwortlichen Immunzellen konnten noch nicht identifiziert werden, es besteht jedoch die Ver-
mutung, dass es sich hierbei um dendritische Zellen handeln kdnnte. Eine pharmakologische Er-
weiterung der osteoblastischen Nische durch die kombinierte Gabe von Parathormon und Zoled-

ronsaure flhrte zu keiner Veranderung des Fibronektingehalts im Knochenmark der Tiere. Es
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konnte jedoch eine erhohte Einnistung von Tumorzellen in das Knochenmark dieser Tiere beo-
bachtet werden, die vermutlich auf eine durch einen synergetischen Effekt von Parathormon und

Zoledronsaure veranderte Zytokinumgebung zurtickzufiihren ist.
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V. Zusammenfassung

Diese Arbeit befasst sich mit der Rolle der extrazellularen Matrix und insbesondere des Proteins
Fibronektin bei der Leberfibrose und bei der Einnistung von Tumorzellen in die Stammzellnische

im Knochenmark.

Hierflr wurde in einem Fibrosemodell das Peptid pUR4b verwendet, welches die Assemblierung
einer Fibronektinmatrix verhindert. Bei der Verwendung dieses Peptids wahrend und nach der In-
duktion einer Leberfibrose durch die Chemikalie Dimethylnitrosamin konnte eine Verminderung
der Kollagenmenge (und damit des fibrotischen Narbengewebes) in der Leber im Vergleich zu
fibrotischen Kontrolltieren beobachtet werden. Darlber hinaus konnte gezeigt werden, dass die-
ser Effekt unabhangig von der Aktivierung der hepatischen Stellatezellen ist, jedoch zum Teil von
einer verminderten Anzahl entzindlicher Zellen abhangig sein kdnnte. Eine verminderte Bildung
von Gesamt- und aktivem TGF-B, welche zum Teil auf Effekte der verringerten Zahl der
inflammatorischen Zellen zuriickzuflihren sein kdnnte, unterstitzt den Effekt des verminderten
Aufbaus von Narbengewebe. In vitro Untersuchungen zeigten, dass hepatische Stellatezellen bei
einer Behandlung mit pUR4b weniger Fibronektin in die extrazellulare Matrix einbauten als un-
behandelte hepatische Stellatezellen. Insgesamt sprechen die Daten dafir, dass das Peptid
pUR4b den Aufbau einer Fibronektinmatrix verhinderte bzw. verminderte, wodurch die Ablage-
rung anderer Komponenten der extrazellularen Matrix wie z.B. Kollagen gestért war und es daher

zu einem Ruckgang des fibrotischen Narbengewebes kam.

Fir die Untersuchung des Einflusses der extrazellularen Matrix und des Fibronektins bei der Ein-
nistung von Tumorzellen wurde zunachst das Fibronektin mit Hilfe konditioneller Knockout-Mause
in verschiedenen Zellen bzw. Organen der Tiere ausgeschaltet. Weder die Ausschaltung des zir-
kulierenden, noch des durch Osteoblasten und Osteozyten gebildeten, noch des zirkulierenden
und von Zellen des Knochenmarks gebildeten Fibronektins beeintrachtigte die Einnistung von
Tumorzellen. Auch die Bildung eines Hamatoms im Knochen hatte weder einen Einfluss auf die
Einnistung von Tumorzellen noch auf die spatere Tumorentwicklung. Die Ausschaltung des tu-
morzellendogenen Fibronektins fihrte hingegen zu einer signifikant verminderten Einnistung von
Tumorzellen. Diese ist wahrscheinlich auf die verstarkte Affinitdt dieser Tumorzellen zu Zellen
des Immunsystems zuriickzufihren. Diese Beobachtung konnte zum Teil durch eine verstarkte
eCadherin Expression erklart werden, welche die Bindung an verschiedene Zellen des Immun-
systems vermittelt. Eine Untersuchung der osteoblastischen Stammzellnische durch die kombi-
nierte Gabe von Parathormon und Zoledronsaure flhrte zu keiner Veranderung der
Fibronektinkonzentration innerhalb des Knochenmarks der behandelten Tiere. Dennoch nisteten
sich in dem Knochenmark der mit Parathormon und Zoledronsaure behandelten Tiere signifikant
mehr Tumorzellen ein als in dem von Kontrolltieren. Dieser Effekt konnte auf einen synergeti-
schen Effekt von Parathormon und Zoledronsaure zurtickgeflihrt werden, der zu einer gesteiger-

ten Osteoblastenaktivitat und Anderungen der Zytokinkonzentrationen im Knochenmark fiihrte.
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Zusammenfassend zeigte sich, dass eine Veranderung der extrazellulare Matrix und insbesonde-
re des Proteins Fibronektin bei Leberfibrose zu einem veranderten Krankheitsbild fihrt und die

Einnistung von Tumorzellen in das Knochenmark beeinflusst.
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VI. Summary

This PhD thesis discusses the role of the extracellular matrix and in particular the protein fibro-
nectin in liver fibrosis and in the homing of tumor cells into the stem cell niche of the bone

marrow.

For this purpose, the peptide pUR4b which prevents the assembly of a fibronectin matrix was
administered to fibrotic mice. When applying this peptide during and after the induction of hepatic
fibrosis by the chemical dimethylnitrosamine, a reduction in the amount of collagen (and thus of
fibrotic scar tissue) in the liver was observed compared to fibrotic control animals. This effect
could be shown to be independent of the activation of hepatic stellate cells, but might be
influenced by a reduced number of inflammatory cells. A reduced synthesis of total and active
TGF-B, which in part might be due to effects of the reduced number of inflammatory cells, sup-
ports the effect of the reduced deposition of scar tissue. In vitro studies showed, that the hepatic
stellate cells incorporated less fibronectin into the extracellular matrix when treated with pUR4b.
Overall, the data indicate that the peptide pUR4b prevented or reduced the establishment of a fib-
ronectin matrix, which disturbed the deposition of other extracellular matrix components such as

collagens and therefore resulted in a decrease of fibrotic scar tissue.

For the investigation of the influence of the extracellular matrix and the protein fibronectin in the
homing process of tumor cells, the fibronectin was initially deleted in various cells and organs of
the animals by using conditional knockout mice. Neither the elimination of the circulating fibronec-
tin nor of the fibronectin produced by the osteoblasts and osteocytes, nor of the circulating fibro-
nectin and the one produced by bone marrow cells impaired the homing of tumor cells. The for-
mation of a hematoma in the bone had neither an effect on the homing of tumor cells nor on the
subsequent tumor development. Deletion of fibronectin in the tumor cells, however, significantly
reduced the homing of tumor cells. This is probably due to the increased affinity of these tumor
cells to cells of the immune system. This observation can be partly explained by an increased ex-
pression of eCadherin, which mediates binding to various cells of the immune system. An
examination of the osteoblastic stem cell niche by the combined administration of parathyroid
hormone and zoledronic acid did not alter the concentration of fibronectin within the bone marrow
of treated animals. However, significantly more tumor cells homed in the bone marrow of animals
treated with parathyroid hormone and zoledronic acid comparded to that of control animals. This
effect could be attributed to a synergistic effect of parathyroid hormone and zoledronic acid,

which led to increased osteoblast activity and changes in the cytokine levels in the bone marrow.

In summary, it was found that altering the extracellular matrix and in particular the protein fibro-
nectin in various diseases, leads to an altered clinical picture and influences the homing of tumor

cells to the bone marrow.
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