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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Aufbau von Blutgefalien

BlutgefaRe bilden ein kontinuierliches System von Kanalen, mit denen das Blut die
Organe mit Sauerstoff und Né&hrstoffen versorgt. Die BlutgefdBe des menschlichen
Organismus haben weitgehend einen &hnlichen Aufbau. Sie bestehen aus einem Lumen

und drei das Lumen umgebende Wandschichten.

Elutgefal

tunica mterna

tunica media

\ P, ’l‘— tunica externa

Al o

e

Abbildung 1.1 Graphische Darstellung eines BlutgeféaRles
Es wird von auflen nach innen die tunica externa, tunica media und die tunica interna dargestellt.

Die innerste Schicht ist die tunica interna, die aus einer Monoschicht von
Endothelzellen (Endothel) besteht, die auf einer Basalmembran aufgelagert ist. Die
Basalmembran wird umgeben von subendothelialem Bindegewebe. Die tunica interna
ist fur den Stoff- und Gasaustausch verantwortlich. Auf die innere folgt die mittlere
Schicht, die tunica media. Sie besteht aus einer ringférmigen Anordnung von glatten
Muskelzellen, Kollagenfasern und elastischen Fasern. Die tunica media ist fir die
Elastizitat der GefaRe verantwortlich. Die duBerste Schicht ist die tunica externa, die
aus einer Matrix von Kollagenfasern und elastischen Faser besteht, die die GefaRe in

ihrer Umgebung verankern (Abbildung 1.1)
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Kapillaren stellen einen bestimmten Typ von Blutgefalen dar. Sie bestehen aus
muskelfreien Endothelzellrohren, die von einer Basalmembran umgeben sind, auf der
Perizyten sitzen. (Zelickson, 1966). Durch die Umlagerung der Kapillaren mit Perizyten

wird die Kapillarwand verstarkt. (Hirschi and D'Amore, 1996).

1.2 Tumorangiogenese

Aus physiologischer Sicht befinden sich Endothelzellen in einem Monate oder Jahre
dauernden Ruhezustand. Die Teilungsrate der vaskuldaren Epithelien ist dabei niedrig.
Dieses Phdanomen der Stabilitat des GefaRsystems beruht auf einem ausgewogenen

Verhaltnis von Angiogenesestimulatoren und —inhibitoren.

Proangiogene Antiangiogene
Faktoren Faktoren

aus
g
an

Abbildung 1.2 Graphische Darstellung des ,,angiogenic switch*

Durch den Uberschuss an proangiogenen Faktoren oder den Mangel an antiangiogenen Faktoren
kommt es zur Aktivierung von Angiogenese

Uberwiegen aber mehr proangiogene Faktoren, wird die Teilungsrate der
Endothelzellen erhoht, was eine VVoraussetzung fur die Neubildung von Blutgefalien ist.
Die Initiierung dieser Disbalance zugunsten der proangiogenen Faktoren wird als
»angiogenic switch* bezeichnet (Hanahan and Folkman, 1996) (Abbildung 1.2). Die
Angiogenese spielt sowohl bei physiologischen (Plazentation, zyklische Veranderungen
im Reproduktionsgewebe) (Hyder and Stancel, 1999) (Breier, 2000) als auch bei

pathologischen Prozessen wie zum Beispiel Diabetes mellitus (Martin et al., 2003),
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rheumatoide Arthritis (Koch, 2003) oder kardiovaskulére ischdmische Komplikationen
(Cao et al., 2005) eine wichtige Rolle.

Eine wichtige biologische Bedeutung hat die Neubildung von Blutgefélien beim
Wachstum von Tumoren. Wéhrend Tumorzellen zu kleinen Zellklonen von 1-2
Millimetern Durchmesser auswachsen kénnen und mittels Diffusion mit Nahrstoffen
versorgt werden (pravaskulére Phase), ist fir das weitere Wachstum die Ausbildung von
BlutgefalRen essentiell, um die Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung sowie den

Abtransport toxischer Metabolite aus dem Tumor zu gewéhrleisten (Folkman, 2006).

Tabelle 1.1 Beispiele wichtiger proangiogener Faktoren
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
Placental Growth Factor (PIGF)

basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)

Platelet Derived Growth Factor (PDGF)
Epidermal Growth Factor (EGF)

Tumor Necrosis Factor-a (TNF- o)

Angiopoietin-1 (Ang-1)

Der Prozess der Angiogenese lauft in mehreren Schritten ab. Aus bereits existierenden
BlutgefaRen der Umgebung werden durch zahlreiche proangiogene Faktoren
Endothelzellen aktiviert (Tabelle 1.1) Einer der wichtigsten proangiogenen Faktoren ist
der vaskuldre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF). VEGF ist bereits 1989 als
endothelzell-spezifisches Mitogen entdeckt worden (Ferrara and Henzel, 1989). Im
Laufe der Jahre sind funf verschiedene VEGF Gene (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C,
VEGF-D und VEGF-F) und flnf charakterisierte VEGF-A Isoformen mit 121, 145, 165,
189 und 206 Aminosdauren entdeckt worden. Sie treten in Interaktion mit drei
identifizierten Tyrosinkinaserezeptoren (VEGFR-1, -2 und -3) (Ribatti, 2005). VEGF-A
bindet an VEGFR-1 und VEGFR-2, die fast ausschlieBlich auf der Zellmembran von
Endothelzellen exprimiert sind. Durch die Bindung von VEGF-A an seine Rezeptoren
kommt es intrazellular durch  Autophosphorylierung zur  Aktivierung der
Tyrosinkinasedoménen (Waltenberger et al., 1994). Dies fiihrt zu einer Destabilisierung
der Geféalle mit einer Degradation der extrazellularen Matrix und der Basalmembran. Es

kommt zudem zur Lésung geféaBstabilisierender Kontakte der Perizyten oder glatten
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Muskelzellen zur vaskuldren Basalmembran. Dabei spielen die Angiopoietine, eine
weitere Familie gefaRregulierender Proteine, eine wichtige Rolle. Zu den wichtigsten
Angiopoietinen gehort Angiopoietin-1  (Ang-1) und Angiopoietin-2  (Ang-2).
Angiopoietine sind Liganden fir den endothelzell-spezifischen Tyrosinkinaserezeptor
Tie2 (Dumont et al., 1993). Ang-1 agiert als Agonist zum Tie2-Rezeptor, wobei Ang-2
als natirlich vorkommender Antagonist identifiziert worden ist. Ang-2 blockiert die
Tie2-Rezeptor Aktivitat, indem es kompetetiv die Bindung von Ang-1 am Tie2-
Rezeptor verhindert. Die Bindung von Ang-1 am Tie2-Rezeptor flhrt zu
gefaRstabilisierenden Effekten, indem die Kontakte zwischen Endothelzellen und
GefalBmuskelzellen verstarkt werden. Im Angiogeneseprozess kommt es zu einer
gesteigerten Expression von Ang-2. Dies fiihrt zur Blockade des Effektes von Ang-1
und damit zur Aufhebung der Kontakte zwischen Perizyten oder Gefélmuskelzellen
(Maisonpierre et al., 1997) (Holash et al., 1999). Die Degradation der extrazellularen
Matrix erfolgt durch den Einfluss von lokal aktivierten Matrix Metalloproteinasen. Es
ist dabei gezeigt worden, dass vor allem die Matrix Metalloproteinase-9 den
»angiogenic switch® wéahrend der Karzinogenese triggert (Bergers et al., 2000). Die
Destabilisierung erlaubt es, den Endothelzellen in die umliegende Matrix einzudringen,
zu proliferieren und abschlieBend in Richtung des auslésenden Reizes zu migrieren.
Viele migrierende Endothelzellen bilden eine Lumen als Vorstufe fir ein neues
BlutgefalR (Carmeliet, 2000). Der Status dieses Blutgefalies wird als ,,unreif* bezeichnet
(Ferrara et al., 2003). Den letzten Schritt bilden die Anlagerung von Perizyten und
glatten GefaBmuskelzellen und damit die Stabilisierung der Gefalle sowie die Bildung
der extrazelluldren Matrix. Das GefaRsystem von Tumoren ist durch eine ,,chaotische*
Struktur mit einem groRen Anteil ,,unreifer” Gefalle charakterisiert (Jain, 2003). Welche
Bedeutung der eher funktionelle Parameter ,,Gefalstabilitat“ auf das Tumorwachstum
hat ist noch unklar. In einigen Tumoren fiihrt die Uberexpression von Ang-1 zur
relativen Zunahme an reifen BlutgefaRen und zu einem verminderten Tumorwachstum
(Hawighorst et al., 2002b). Mit der GefaRneubildung ist auch der hamatogenen
Streuung der Tumorzellen der Weg geebnet, da sie Uber die feinen Kapillaren den
Primartumor verlassen und sich andernorts als Mikrometastasen ansiedeln kénnen. Die
Mikrometastasen konnen zum Teil tber mehrere Jahre in den jeweiligen Organen
verbleiben, um spater unter Ausbildung neuer Blutgeféalie zu wachsen (Holmgren et al.,
1995).
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1.3 Endogene Angiogeneseinhibitoren und ihre Wirkungen

1.3.1 Uberblick
Die Gegenspieler zu den endogenen proangiogenen Faktoren sind die endogenen

antiangiogenen Faktoren. Es sind bereits mehrere endogene Inhibitoren wie Angiostatin
(O'Reilly et al., 1994), Endostatin (O'Reilly et al., 1997), Vasostatin (Pike et al., 1998),
Thrombospondin-1 (Weinstat-Saslow et al., 1994), oder Thrombospondin-2 (Bornstein
etal., 1991) identifiziert worden (Tabelle 1.2).

Tabelle 1.2 Beispiele wichtiger antiangiogener Faktoren

Angiostatin

Endostatin

Vasostatin

Pigment Epithelium-derived Factor (PEDF)
Tumstatin

Interleukin-18 (IL-18)

Interferon- o

Thrombospondin-1 (TSP-1)
Thrombospondin-2 (TSP-2)

1.3.2 Thrombospondine
Die Thrombospondine (TSP) kdnnen strukturell in zwei unterschiedliche Subgruppen

aufgeteilt werden (Adams and Lawler, 1993). Zum einen formen TSP-1 und TSP-2 eine
disulfid-gebundene, homotrimere Struktur und zum anderen bilden TSP-3, TSP-4 und
TSP-5 eine homopentamere Struktur (Adams, 2001). TSP-1 und TSP-2 sind strukturell
verwandt und besitzen dhnliche Domanen. Beide bestehen N-terminal beginnend aus
einer Heparin-bindenden Domane, einer Prokollagen-homologen Doméne, drei Type-1-
(Properdin)-Repeat Doménen, drei Type-2-(EGF-&hnlichen)-Repeat Doménen, sieben
Type-3-(Calcium-bindenden)-Repeat Domanen und einer globuldren C-terminalen
Domane (Adams and Lawler, 2004) (Abbildung 1.3)
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Abbildung 1.3 Strukturelle Darstellung des Grundgeristes von Thrombospondin-1 und
Thrombospondin-2

Thrombospondin-1 und -2 bestehen N-terminal beginnend aus einer Heparin-bindenden Doméne,
einer Prokollagen-homologen Domaéne, drei Type-1-(Properdin)-Repeat Domanen, drei Type-2-
(EGF-ahnlichen)-Repeat Domaénen, sieben Type-3-(Calcium-bindenden)-Repeat Domanen und
einer globuléren C-terminalen Doméne

1.3.3 Thrombospondin-1 (TSP-1)
Uber TSP-1 ist am meisten bekannt. TSP-1 lasst sich gut aus Thrombozyten isolieren

(Clezardin et al., 1984) und ist ein Glykoprotein mit einer GroRe von 450 kDa. TSP-1
wird von verschieden Zellen sezerniert und befindet sich in der extrazellularen Matrix
von verschiedenen Geweben (Adams, 1997). TSP-1 selbst bindet an zahlreiche
matrizellulére Proteine und Zelloberflachenrezeptoren. (Esemuede et al., 2004). TSP-1
ist eines der ersten identifizierten Proteine, welches die Angiogenese hemmt (Good et
al., 1990). Dabei spielt der CD36 Rezeptor eine wichtige Rolle. Der CD36 Rezeptor ist
ein 88 kDa grofles transmembranes Glykoprotein mit einer groRBen extrazellulédren
Domane und zahlreichen Bindungspartnern (Greenwalt et al., 1992). Er kommt auf
Monozyten, Thrombozyten und mikrovaskuldaren Endothelzellen vor. Er bindet
Plasmodium falciparum befallene Erythrozyten (Oquendo et al., 1989) und dient
ebenfalls als ,,scavenger receptor“ zur Aufnahme von anionischen Phospholipiden
(Rigotti et al., 1995) und oxidierten Lipoproteinen mit geringer Dichte (LDL)
(Endemann et al., 1993). Durch die Arbeit von Swerlick et. al. ist gezeigt worden, dass

CD36 auf humanen dermalen mikrovaskuldren Endothelzellen (HDMEC) vorhanden ist
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(Swerlick et al., 1992). Im Gegensatz dazu fehlt CD36 auf groRen GeféalRendothelzellen
wie humanen vendsen Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) (Petzelbauer et al., 1993)
(Dawson et al., 1997). CD36 spielt eine Rolle in der Angiogenese, bei Atherosklerose,
bei Entziindungen und beim Fettstoffwechsel (Febbraio et al., 2001). TSP-1 verfiigt
innerhalb des zweiten und dritten drei Type-1-Repeat (ber eine kurze Peptidsequenz
(CSVTCG). Diese Sequenz ist fir die Bindung am CD36 Rezeptor verantwortlich
(Asch et al., 1992) (Leung et al., 1992) (Tuszynski et al., 1993). Es ist weiterhin gezeigt
worden, dass TSP-1 in vitro die Kapillarbildung, die Proliferation und Migration von
Endothelzellen und in vivo die Neovaskularisation hemmt (Tolsma et al., 1993). TSP-1
hemmt zudem die Karzinogenese, die Tumorangiogenese und die Metastasierung in
vivo bei TSP-1 transgenen M&usen (Hawighorst et al., 2002a). Implantierte Tumoren bei
TSP-1-knockout Mausen werden im Vergleich zu implantierten Tumoren bei Wildtyp-
Mausen ungeféhr doppelt so gro (Lawler et al., 2001). TSP-1 ist einer der
Hauptaktivatoren fir das Zytokin TGF-p (Crawford et al., 1998). Die TGF-p
aktivierenden Sequenzen sind fir TSP-1 bereits ermittelt (Murphy-Ullrich and
Poczatek, 2000). Zum einen wird durch TGF- die Progression von Tumoren gefordert
(Wieser, 2001) (Jennings et al., 1997), zum anderen wird durch die Aktivierung von
TGF-p durch TSP-1 die Angiogenese und das Tumorwachstums gehemmt (Yee et al.,
2004). Zahlreiche Studien belegen, dass TSP-1 Fragmente, oder Proteine von TSP-1 die
Apoptose in Endothelzellen induzieren (Guo et al., 1997) (Jimenez et al., 2000) (Nor et
al., 2000), und dass hierbei dem CD36 Rezeptor eine bedeutende Rolle zukommt
(Jimenez et al., 2000) (Volpert et al., 2002). Die Bindung von TSP-1 uber seine CD36-
bindenden Aminoséuresequenzen fuhrt zur Einleitung von Apoptose bei Endothelzellen
(Armstrong and Bornstein, 2003). Es ist festgestellt worden, dass der Einfluss von
TSP-1 die Kinasen p38 und JNK aktivieren, die fiir den proapoptotischen Effekt von
TSP-1 notig sind (Jimenez et al., 2000) (Jimenez et al., 2001). Die Aktivierung von p38
induziert die Hochregulation des Fas Rezeptorliganden FasL, welcher an den Fas
Rezeptor von angrenzenden Endothelzellen bindet, was Caspasen aktiviert, DNA
fragmentiert und letztendlich zu Apoptose flhrt (Volpert et al., 2002). TSP-1 hemmt
ferner die Angiogenese durch die Antagonisierung von mobilisiertem VEGF aus der
extrazellularen Matrix und durch die direkte Bindung an VEGF (Gupta et al., 1999)
(Rodriguez-Manzaneque et al., 2001). Die Hemmung von VEGF wird durch die

Type-1-Repeats und anderen Domdanen von TSP-1 verursacht. Die N-terminale Domane
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von TSP-1 konkurriert mit VEGF um die Bindung an Proteoglykanen von
Endothelzellen (Gupta et al., 1999) (Margosio et al., 2003).

1.3.4 Thrombospondin-2 (TSP-2)
TSP-2 ist strukturell verwandt mit TSP-1 und ist zu 32 % homolog in der N-terminalen

und zu 82 % homolog in der C-terminalen Domane (Bornstein et al., 2000). TSP-2 ist
ebenfalls ein homotrimeres Protein mit drei identischen TSP-2 Ketten (O'Rourke et al.,
1992). TSP-2 besitzt eine Heparin-bindende Doméne und bindet an Heparin Sepharose
(Chen et al, 1996). In der Maus kommt TSP-2 fast ausschliellich in
bindegewebehaltigen Komponenten wie Knochen-, Knorpel, Netzhaut-, Hirnhaut-,
Bauchfell-, Herzbeutelgewebe, kleinen oder groRen Blutgefalen vor (lruela-Arispe et
al., 1993) (Tooney et al., 1998). TSP-2-knockout Mé&use entwickeln einen Ph&notyp mit
Veranderungen im Bindegewebe, einer gesteigerten GefaRdichte und Blutungsneigung
(Kyriakides et al., 1998).

Durch mehrere experimentelle Arbeiten konnte gezeigt werden, dass TSP-2 auch ein
potenter Inhibitor der Angiogenese und des Wachstums von malignen Tumoren ist. Die
Uberexpression von TSP-2 in Plattenepithelkarzinomen fithrte zur Hemmung des
Tumorwachstums in einem Xenotransplantationsmodell. Im Vergleich zu TSP-1
uberexprimierenden Plattenepithelkarzinomen erschienen die antiangiogenen Effekte
fir TSP-2 dabei deutlich starker zu sein (Streit et al., 1999). Durch ein mit retroviral
transfizierten Fibroblasten beschichtetes und in Nacktmduse transplantiertes
Bioimplantat, wodurch in vivo eine erhohter TSP-2 Serumspiegel erzielt werden konnte,
wurde das Tumorwachstum von malignen Melanomen, Plattenepithelkarzinomen und
Lewis Lunge Bronchialkarzinomen gehemmt (Streit et al.,, 2002) .Wahrend der
chemisch induzierten Karzinogenese in der Haut von Ma&usen kommt es zur
Hochregulation der Expression von TSP-2 im Tumorstroma. Dies kodnnte ein
potentieller Abwehrmechanismus gegen die Entwicklung und Progression von
Plattenepithelkarzinomen durch antiangiogene Gegenregulation des Tumorstromas sein
(Hawighorst et al., 2001), da das Fehlen von TSP-2 in entsprechenden knock-out
Méusen zu einer gesteigerten Entwicklung und Progression von Tumoren flhrte. TSP-2
bindet wie TSP-1 latentes TGF-p. Dabei kommt es jedoch im Unterschied zu TSP-1
nicht zu einer Aktivierung von TGF-B, da TSP-2 die aktivierende Domane fehlt
(Schultz-Cherry et al., 1995).
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1.4 Antiangiogene Therapien

1.4.1 Antikorper gegen VEGF
Das Tumorwachstum und die Metastasierung sind abhéngig von der Neubildung von

BlutgefalRen (Folkman, 1971) (Detmar, 2000) (Carmeliet, 2005). Daher gehen die
Forschungsbestrebungen  dahin, geeignete  Substanzen zur Hemmung der
Tumorangiogenese zu entwickeln. Es existieren bereits zahlreiche Untersuchungen tber
antiangiogene Substanzen. Im Jahr 1993 konnte in Tierversuchen belegt werden, dass
ein spezifischer monoklonaler Antikorper gegen VEGF, dem bedeutendsten
proangiogenen Faktor, das  Tumorwachstum  von xenotransplantierten
Rhabdomyosarkomen, Glioblastomen und Leiomyosarkomen in Nacktm&usen hemmt
(Kim et al., 1993). Nach intensiver Weiterentwicklung wurde dann im Laufe der Jahre
ein humanisierter Antikorper gegen VEGF, das Bevacizumab, entwickelt. In mehreren
Klinischen Studien (Sandler, 2007) (Hurwitz et al., 2004) (Miller et al., 2007) konnte die
Wirksamkeit von Bevacizumab nachgewiesen werden, so dass diese Substanz
inzwischen in Kombination mit einer Chemotherapie zur Therapie unter anderem des
Kolon- und des Mammakarzinoms zugelassen ist. Im Gegensatz zu einer
konventionellen Chemotherapie zeigt sich bei einer Therapie mit Bevacizumab ein ganz
neues Nebenwirkungsspektrum wie Hypertonie, Proteinurie, thromboembolische

Ereignisse, gastrointestinale Perforation oder Wundheilungsstérungen.
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2 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist es, rekombinant ein 80 kDa groRes N-terminales Proteinfragment
des humanen endogenen Angiogeneseinhibitors Thrombospondin-2 herzustellen. Dies
enthalt N-terminal die Heparin-bindende Doméne, die Prokollagen-homologe Domane
und die drei Type-1-(Properdin)-Repeat Doménen. Das Proteinfragment soll als
Fusionsprotein, gekoppelt an den Fc-Teil des humanen Antikérpermolekils 19G,
hergestellt werden und wird nachfolgend in dieser Arbeit als NTF-TSP-2 bezeichnet.
Die biologischen Effekte von NTF-TSP-2 sollen sowohl in vitro auf Endothelzellen als
auch in vivo anhand eines etablierten Tumormodells n&her analysiert werden. Dabei soll
in vitro die Wirkung von NTF-TSP-2 auf die VEGF-induzierte Stimulation von
Endothelzellen und die funktionelle Bedeutung des CD36 Rezeptors fir die
antiangiogenen Effekte untersucht werden. Zur Untersuchung des in vivo Effektes auf
das Wachstum und die Progression von Mammakarzinomen werden
Xenotransplantationsstudien mit spontan in die Lymphknoten und Lunge
metastasierenden humanen MDA-MB-435 Brustkrebszellen durchgefihrt. Im Rahmen
dieser Untersuchungen soll in dieser Arbeit auch die Bioverfiigbarkeit von NTF-TSP-2
nach intraperitonealer Injektion untersucht werden, indem die
Blutserumkonzentrationen von NTF-TSP-2 anhand eines Inhibitions-ELISA ermittelt

werden.
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3 Material

3.1 Verbrauchsmaterialien und Gerate

Alle Verbrauchsmaterialien wurden aufgrund der Sicherstellung von Reinheit und der
Verhinderung von Kontaminationen als Einmalartikel verwendet. Falls sie nicht steril
vorlagen, wurden sie vorher 20 Min bei einem Wasserdampfdruck von 2 bar und einer
Temperatur von 121 °C mit einem Autoklaven autoklaviert. Alle Verbrauchsmaterialien
und Gerate wurden von den Firmen Nunc, Sarstedt, greiner bio-one, Biozym, Tuttnauer,
Heraeus, Biorad, Carl Roth, Sigma-Aldrich, Biorad, Kodak, B. Braun, Reichert Jung,
BIO-TEK, BD, Optik-Labor, Mettler-Toledo, Schleicher & Schuell, Sartorius, Preisser,
Olympus, Applied Biosystems und Eppendorf verwendet, falls nichts Anderes

angegeben wird.

3.2 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, falls nichts Anderes vermerkt wird, von den
Firmen Merck, Invitrogen, Carl Roth, Sigma-Aldrich, Uptima, BDH, AbD Serotec,
Roche, Biorad, Promocell, DAKO, GE Healthcare, R&D Systems, Leica, Alvetra, NEB,
Biomol, Cambrex, Bayer und PAA bezogen Die Chemikalien entsprechen dem
hdchsten zur Verfugung stehenden Reinheitsgrad, soweit nicht anders angegeben. Alle
Chemikalien, die in der Zellkultur verwendet wurden, sind speziell fir den Einsatz in
der Zellkultur getestet. Alle fir die Zellkultur verwendeten Ldsungen wurden vor

Benutzung durch einen Sterilfilter filtriert.

3.3 Molekularbiologisches Material

3.3.1 Restriktionsendonukleasen

Bezeichnung Erkennungssequenz Hersteller
BamH | 5 -G|GATTC-3 NEB
Bgl Il 5 -A|GATCT -3 NEB
Nhe | 5 -G|CTAGC-3 NEB
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3.3.2 Enzyme
Bezeichnung

Hersteller

Alkalische Phosphatase

MBI Fermentas

RNase (7000 U / ml)

Qiagen

T4 DNA Ligase

Roche

3.3.3 Molekularbiologische Kits

Bezeichnung Hersteller
3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)-Kit Dako
BCA Protein Assay Kit Pierce
ECL-Kit Immobilon™ Western Millipore
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen
Fugene6 Roche

JC-1 Mitochondrial Membrane Detection Kit

Cell Technology Inc.

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen
Rapid DNA Ligation Kit Roche
SuperSignal ELISA Pico Chemiluminescent Substrate | Pierce

3.4 Losungen und Puffer

Alle Losungen und Puffer wurden, soweit nicht anders vermerkt, mit bidestilliertem

Wasser hergestellt. Alle pH-Wert Messungen erfolgten mit dem pH-Messgerat nach

Vorgaben des Herstellers.

APS-L6sung Blocking-Puffer

APS 10 % (w / V) Magermilchpulver 5% (w/V)
Wasser ad 10 ml TBST-Puffer ad 50 ml
Blotting-Puffer BSA-Ldsung

Tris 3,03¢g BSA 1% (w/v)
Glycin 14,41 g PBS-Puffer ad 100 ml
Methanol 20 % (v /v)

Wasser ad 1000 ml
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Dispase-L06sung

DNA-Ladepuffer

Dispase Il 0,313 % (w/v) DNA 10% (v/v)

Wasser ad 1000 ml Glycerin 50 % (v /v)
Tris-HCI 10 mM
Na-EDTA 1 mM
Bromphenolblau 0,25 % (w/v)
Xylencyanol 0,05 % (w/v)

Ethidiumbromid-L&sung Gelatine-Ldsung

Ethidiumbromid | 1% (w/v) Gelatine 10% (v/v)

Tris 90 mM Salzsdure (0,1 M) in Wasser | 50 % (v / V)

Borsaure 90 mM

Na-EDTA 1 mM

Wasser ad 100 ml

Gewebelysispuffer

Gewebeschnitt-Blockpuffer

Triton X-100 5% (v/v) BSA 10 % (w/ v)
NP40 1% (v/v) FCS 5% (v/v)
NaCl 100 mM PBS-Puffer ad 100 ml
Tris-HCI 20 mM

Na-EDTA 2 mM

Protease Inhibitor Cocktail Set 11l | 1% (v/V)

Wasser ad 50 ml

eingestellt auf pH = 7,5

Hanks’-Puffer

Penicillin (10.000 U/ml) / Streptomycin 10.000 pg/ml) in 0,85 % NacCl 5% (v / V)
in Wasser

Nystatin (10.000 U/ml) in PBS-Puffer 0,1% (v/v)
Hanks’ BSS Ldsung ohne Magnesium, Calcium und Phenolrot ad 500 ml
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Ladepuffer (20 mM) Laemmli-Puffer
Natriumphosphat 3,299 Proteinldsung 50 % (v /v)
Wasser ad 1000 ml Glycerin 5% (v/v)
eingestellt auf pH = 7,0 Tris-HCI 62,5 mM
SDS 4% (w/v)
Bromphenolblau 0,025 % (w/v)
2-Mercaptoethanol 0,05% (v/v)
Ligationspuffer Nicoletti-Ldsung
Vektor DNA 0,5 ug Triton X-100 0,1% (v/v)
NTF-TSP-2 cDNA 1,5 ug Na-Citrat 0,1% (w/v)
DNA Dilution Buffer | 10% (v/v) Propidiumiodid 0,005 % (w/v)
DNA Ligation Buffer | 10 % (v/v) Wasser ad 50 ml
T4 DNA Ligase 2U
Wasser ad 25 pl
PBS-Puffer
Natriumchlorid 8,01¢
Kaliumchlorid 0,29
Di-Natriumhydrogenphosphat-dihydrat 1819
Kalium-dihydrogenphosphat 0,249
Wasser ad 1000 ml
eingestellt auf pH = 7,4
Peroxid-Ldsung PFA-LGsung
Wasserstoffperoxid-Losung 1ml Paraformaldehyd | 4 % (w/ V)
Wasser ad 50 ml PBS-Puffer ad 100 ml
PMSF-Lo6sung (1M) Puromycin-Ldsung
PMSF 1,74 ¢ Puromycin 2,5 % (w/v)
DMSO ad 10 ml Wasser ad 1000 pl
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Restriktionspuffer SDS-Elektrophorese-Puffer
Vektor DNA 2,5 ug Tris 2,5 mM
Restriktionsendonukleasen | 10 U / Enzym Glycin 0,01 % (w/v)
NEBuffer 2 10% (v/ V) SDS-Lo6sung 1% (v/v)
Wasser ad 25 pul Wasser ad 500 ml
SDS-Lo6sung TBE-Puffer
SDS 10 % (w/ V) Tris 90 mM
Wasser ad 10 ml Borsdure 90 mM
Na-EDTA 1mM
Wasser ad 1000 ml
eingestellt auf pH = 8,0

TBST-Blockpuffer TBST-Puffer
BSA 3% (w/v) NaCl 8¢
TBST-Puffer ad 50 ml KCI 0,29
Tris 39
Tween 20 5% (v/v)
Wasser ad 1000 ml
eingestellt auf pH =7,4

Tris-L6sung Tris-Neutralisationspuffer (1M)

Tris 1,5mM Tris-HCI 157,60 g

Wasser ad 10 ml Wasser ad 1000 ml
eingestellt auf pH =9,0

3.5 Zelllinien
Bezeichnung Hersteller
E. coli One Shot® TOP10 Invitrogen
Humane Brustkrebszellen MDA-MB-435 (MDA-MB-435) ATCC
Humane Dermale Mikrovaskuldare Endothelzellen aus der Promocell
Vorhaut (HDMEC)
Humane Embryonale Nierenzellen 293 (HEK 293) Invitrogen
Humane Venose Nabelschnurendothelzellen (HUVEC) Eigene Isolierung




Material

16

Es wurden nur HDMEC und HUVEC verwendet, die nicht langer als 6 Wochen in

Kultur waren.

3.6 Zellkulturmedien

3.6.1 Basalmedien

Bezeichnung Hersteller

D-MEM/F-12 (1:1) mit GlutaMAX™ Invitrogen

D-MEM/F-12 (1:1), mit L-Glutamine, ohne Phenolrot Invitrogen

Endothelial Cell Basal Medium Promocell

Endothelial Cell Basal Medium MV Promocell
3.6.2 Wachstumsmedien

293-Selektionssmedium

Puromycin-L6sung 15 ul

Fungizone® 0,3% (v/V)

HEPES Lo6sung 0,6% (v/v)

Penicillin / Streptomycin 1% (v/v)

FCS (Biochrom) 10% (v/v)

D-MEM/F-12 (1:1) mit GlutaMAX™ ad 500 ml

293-Transfektionsmedium

Puromycin-Ldsung 45 pl

Fungizone® 0,3% (V/V)

HEPES Lo6sung 0,6% (v/v)

Penicillin / Streptomycin 1% (v/v)

FCS (Biochrom) 10% (v/v)

D-MEM/F-12 (1:1) mit GlutaMAX™ ad 500 ml

293-Wachstumsmedium

Fungizone® 0,3 % (v/ V)

HEPES Lo6sung 0,6 % (v/v)

Penicillin / Streptomycin 1% (v/v)

FCS (Biochrom) 10% (v/v)

D-MEM/F-12 (1:1) mit GlutaMAX™ ad 500 ml
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HDMEC-Wachstumsmedium

Endothelial Cell Growth Supplement / Heparin 0,004 ml / ml

Humaner Epidermal Growth Factor, rekombinant | 10 ng / ml

Hydrocortison 1pg/ml
Phenolrot 0,62 ng / ml
FCS (Promocell) 0,05 ml / ml
Endothelial Cell Basal Medium MV ad 500 ml

HUVEC-Wachstumsmedium

Humaner basic Fibroblast Growth Factor, rekombinant | 1 ng/ ml
Endothelial Cell Growth Supplement / Heparin 0,004 ml / ml
Humaner Epidermal Growth Factor, rekombinant 0,1ng/ml
Hydrocortison 1pg/ mi
Phenolrot 0,62 ng/ ml
FCS (Promocell) 0,02 ml / ml
Endothelial Cell Basal Medium ad 500 ml
MDA-Proliferationssmedium
Penicillin / Streptomycin 1% (v/v)
FCS (Biochrom) 2% (v/v)
D-MEM/F-12 (1:1), mit L-Glutamine, ohne Phenolrot ad 500 ml
MDA-Wachstumsmedium
Penicillin / Streptomycin 1% (v/v)
FCS (Biochrom) 10% (v/v)
D-MEM/F-12 (1:1) mit GlutaMAX™ ad 500 ml

3.6.3 FCS-freie Medien
293-FCS-frei-Selektionssmedium
Puromycin-L6sung 15 ul
Fungizone® 0,3% (v/V)
HEPES Losung 0,6 % (v/v)
Penicillin / Streptomycin 1% (v/v)
D-MEM/F-12 (1:1) mit GlutaMAX™ ad 500 ml
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3.7 Mausstamm
Bezeichnung Genotyp Alter Produzent
athymische Nacktmaus | Nude-Foxnl nu | 4 bis 8 Wochen | Harlan Winkelmann
3.8 Antikorper
3.8.1 Priméarantikorper
Bezeichnung Konzentration Herkunft Anwendung Hersteller
Anti-Actin 1:1000 in TBST- Kaninchen, | Western Sigma
(human) Blockpuffer Serum Blot
Anti-aktive 1:2000 in TBST- Kaninchen, | Western BD
Caspase-3 (human) | Blockpuffer polyklonal | Blot
Anti-CD31 1:50 in Gewebeschnitt- Ratte, IHC BD
(murin) Blockpuffer monoklonal
Anti-CD36 10 ug / mlin Maus, IE Abcam
(human) Gewebeschnitt-Blockpuffer | monoklonal
Anti-TSP-2 1:30000 in TBST- Ziege, Western Santa
(human) Blockpuffer polyklonal | Blot Cruz
Anti-TSP-2 2,5 ng pro Loch Ziege, Inhibitions- R&D
(human) polyklonal, | ELISA
Anti-TSP-2 2,5 g Ziege, Ip Santa
(human) polyklonal, Cruz
Anti-Zytokeratin- | 1:250 in Gewebeschnitt- Kaninchen,
IHC Abcam
19 (human) Blockpuffer polyklonal
3.8.2 Sekundarantikorper
Bezeichnung Verdunnung Herkunft ~ Anwendung Hersteller

Anti-Kaninchen | 1.10000 in TBST-Puffer | Affe Western | g
(HRP-gek.) Blot

Anti-Kaninchen 1:200 in Gewebeschnitt- Affe IHC Invitrogen
(HRP-gek.) Blockpuffer

Anti-Maus (Alexa- | 1:200 in Gewebeschnitt- Esel IE Invitrogen
gek., Rot, 594) Blockpuffer
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Anti-Ratte (HRP- | 1:100 in Gewebeschnitt- Maus IHC BD
gek.) Blockpuffer
Anti-Ziege (HRP- | 150000 in TBST-Puffer | Maus Western | gigma
gek.) Blot
Anti-Ziege (HRP- | 1.500 in pBS-PUffer Maus Inhibitions- | g0,
gek.) ELISA
Anti-Ziege (HRP- | 1:100 in Gewebeschnitt- Maus IHC Sigma
gek.) Blockpuffer

3.9 Real-time PCR

3.9.1 Puffer und Kits
Bezeichnung Hersteller
18S rRNA Control Kit Eurogentec
TagMan® Universal PCR Master Mix (2x) | Applied Biosystems

3.9.2 Oligonukleotide
Bezeichnung Basensequenz Hersteller
Alu-Fw-Primer | 5’- cat ggt gaa acc ccg tct cta -3’ | Eurogentec
Alu-Rv-Primer | 5’- gcc tca gee tec cgagta g -3’ Eurogentec

3.9.3 Tagman®-Sonden
Bezeichnung  Basensequenz Hersteller
Alu-Sonde 5’-[YY]- att agc cgg gcg tgg tgg cg -[BHQ-1]-3’ Eurogentec

3.10 Software

Bezeichnung

Hersteller

analySIS getIT (Version 5.0)

Olympus

CellQuest™ Software (Version 3.0)

BD Biosciences

GraphPad Prism® (Version 4.03)

GraphPad Software

IPLab

Scanalytics Inc.

KC4™ Synergy HT BIO-TEK
Kodak Digital Science 1D Image Analyse Software 2.0.3 | Kodak
Photoshop CS3 Extended Adobe

Sequence Detection Systems software 1.9.1

Applied Biosystems

SigmaPlot (Version 8.02)

Systat Software
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4 Methoden

4.1 Zellkultivierung adharenter Zellen

Alle  verwendeten Zellen wurden in ihrem Kulturmedium in einer
wasserdampfgesattigten Atmosphére bei 37°C und 5% CO,-Anteil in Luft kultiviert.
Die  Kultivierung fand je nach Versuchsreihe in  passenden sterilen
Zellkulturbehaltnissen und speziellen Zellkulturmedien statt. Die Kultivierung der

Zellen erfolgte unter aseptischen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank.

4.1.1 Behandlung der Zelllinien
Je nach Wachstumseigenschaft der Zelllinie wurden die Zellen fur die verschiedenen

Versuchsreihen entweder passagiert, expandiert oder in dem entsprechenden
Wachstumsmedium mit 5 % DMSO bei -80°C oder bei -196°C in flussigem Stickstoff
je nach Bedarf kurzzeitgelagert. Kultivierte Zellen wurden dabei einmal mit PBS-Puffer
gespult und 5 Min. bei 37°C mit Trypsin-Lésung behandelt. Auf der Plastikoberflache
adhérent wachsende Zellen wurden dadurch in ihrer Bindung zur Oberflache geldst. Die
Aktivitdt der Trypsin-Lésung wurde durch Zugabe von entsprechendem
Wachstumsmedium gestoppt. Die Zellsuspension wurde 5 Min. bei 1200 UPM
zentrifugiert, der Mediumiberstand abgenommen und der vorliegende Zellhaufen in
entsprechendem Wachstumsmedium suspendiert. Diese Zellsuspension konnte dann fir

eine Expansion, Passagierung oder zum Einfrieren verwendet werden.

4.1.2 Bestimmung der Zellzahl
Die Bestimmung der Zellzahl einer homogenen Zellsuspension erfolgte mit einer

Neubauer Zahlkammer nach Vorgaben des Herstellers. Die Auszahlung von toten
Zellen wurde durch die Verwendung von Trypanblau-Losung im Verhéltnis 1:2
verhindert. Durch die Zugabe von Trypanblau-Ldsung sind die vitalen Zellen deutlich

von den blau geférbten, toten Zellen zu unterscheiden.

4.1.3 Bestimmung der Proliferation von humanen Brustkrebszellen MDA-MB-435
Zur  Untersuchung der  Zellproliferation wurden humane MDA-MB-435

Brustkrebszellen in einer 96er-Lochplatte in MDA-Wachstumsmedium kultiviert.
Sobald die Zellen die Oberflache eines Lochs zu 40 % bedeckten, wurde das MDA-
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Wachstumsmedium gegen MDA-Proliferationsmedium ausgetauscht und die Zellen
damit taglich tber 8 Tage stimuliert. Nach 8 Tagen wurde die Zellproliferation unter
Zugabe von AlamarBlue™ Losung nach Vorgaben des Herstellers bestimmt. Dieses
Verfahren beruht auf der Methode von Ahmed et al. (Ahmed et al., 1994). Dabei wird
der Redox-Indikator Resazurin, der in oxidierter Form blau ist, in seine reduzierte Form
(Resorufin), die rot ist, umgewandelt. Eine erhdhte metabolische Aktivitat von Zellen
fihrt zu einer vermehrt reduzierten Umgebung als Ursache vermehrter
Atmungsaktivitat. Das flhrt bei Inkubation der Zellen mit AlamarBlue™ Ldsung zu
einer erhohten Umwandlung des Redox-Indikators in seine reduzierte Form. Je hoéher
die Proliferation und somit die Vitalitit der Zellen ist, desto starker ist der
Farbumschlag von blau zu rot. Der Farbunterschied wurde photometrisch bei einer
Wellenldange von 570 nm mit dem Multi-Detection Microplate Reader Synergy HT

vermessen und dargestellt. Es wurden pro Stimulus 20 Locher vermessen.

4.1.4 Isolierung von HUVEC
In beide Enden einer von der Plazentaoberflache (nach Geburt) entfernten Nabelvene

(aus der Klinik fir Gynakologie und Geburtshilfe, Georg-August-Universitat Gottingen)
wurde jeweils eine Knopfkanile mit geschlossenem Discofix Dreiwegehahn eingesetzt
und fixiert. Die Vene wurde von innen mit Hanks’-Puffer gespiilt. Nach dem Spilen
wurde die Vene mit Dispase-Losung beflllt, der Dreiwegehahn geschlossen und fir 30
Min. bei 37°C inkubiert. In der Zwischenzeit wurden Zellkulturflaschen mit
Gelatine-Ldsung fur 30 Min. bei 37°C inkubiert und danach dreimal mit PBS-Puffer
gespllt. Die Nabelvene wurde nach der Inkubationszeit mit den Fingern kurz massiert.
Die sich in der Vene befindende Dispase-Ldsung wurde in ein Einmalréhrchen gefullt
und 5 Min bei 1200 UPM zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, die
verbliebenen Zellen in HUVEC-Wachstumsmedium suspendiert und in den mit

Gelatine-LAsung vorbehandelten Zellkulturflaschen kultiviert.

4.2 DNA Konzentrationsbestimmung

Die DNA Konzentration wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 260 nm
bestimmt, da Nukleinsduren bei dieser Wellenlange ihr Absorptionsmaximum zeigen. Je
hoher die Absorption, desto hoher ist die DNA Konzentration. Betragt der Wert der
gemessenen Extinktion 1 bei einer Wellenldnge von 260 nm, so betrdgt die DNA

Konzentration 50 pg / ml.



Methoden 22

4.3 Rekombinante Herstellung von NTF-TSP-2

4.3.1 Restriktion
Die DNA Sequenz fiir die rekombinante Herstellung des 80 kDa groRen N-terminalen

Proteinfragmentes von humanem Thrombospondin-2 wurde aus einem bereits
vorliegenden Vektor (Manuel Koch, Kaoln) isoliert. Der Vektor wurde in
Restriktionspuffer 4 Stunden bei 37°C mit den Restriktionsendonukleasen Bgl Il und
Nhe | behandelt. Die Dephosphorylierung des geschnittenen Vektors erfolgte unter
Zugabe von 1U alkalischer Phosphatase fir 1 h bei 37°C, damit eine Religation des
Vektors verhindert wird (Siddiqui, 1982).

Die geschnittene DNA Sequenz des 80 kDa groRRen N-terminalen Proteinfragmentes von
humanem Thrombospondin-2 wurde mit DNA-Ladepuffer versetzt. Die Auftrennung
der DNA Bestandteile erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese nach McDonell et al.
(McDonell et al., 1977). Das Agarose Gel wurde durch Aufkochen von TBE-Puffer
unter Zusatz von 10 % Agarose (w / v) hergestellt. Die Auftrennung erfolgte mit einer
Elektrophorese-Apparatur bei 85 Vo fur 45 Min. unter Zusatz von TBE-Puffer und
0,01 % (v / v) Ethidiumbromid-L&sung. Zur Abschatzung der DNA GrolRe wurde ein
DNA-GroRenmarker auf das Gel aufgetragen. Die aufgetrennte DNA liel3 sich bei einer
Wellenldnge von 302 nm in dem Gel als Bande visualisieren und wurde dann mit dem

QIAquick Gel Extraction Kit nach VVorgaben des Herstellers isoliert.

Fir die rekombinante Herstellung stand ein modifizierter pCEP-4 Expressionsvektor zur
Verfugung (Kohfeldt et al., 1997). Die Modifikationen beinhalten das Einfligen einer
Signalpeptidsequenz, einer Sequenz zur Ausbildung einer Puromycin- und Ampicillin-
Resistenz. Der Expressionsvektor wurde 4 Stunden bei 37°C in Restriktionspuffer mit
den Restriktionsendonukleasen BamH | und Nhe | behandelt. Dieser Ansatz wurde
ebenfalls mit 1 U alkalischer Phosphatase fir 1 h bei 37°C behandelt, um eine
Religation des Vektors zu verhindern. Es erfolgte die Isolierung des geschnittenen
Vektors mit dem QIAquick PCR Purification Kit nach VVorgaben des Herstellers. Die
Restriktion des Expressionsvektors mit BamH | und Nhe | fiihrt zur Spaltung der DNA

Sequenz in der Polylinkerregion.
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Bm40-5P MTF-TSP-2 cDMA, lgG-Fc

Abbildung 4.1 Schematische Darstellung des NTF-TSP-2 Expressionsvektors

Als Grundgeriist wird ein bereits bestehender Expressionsvektor mit einem Cytomegalievirus
Promoter (P-CMV), einem Epstein-Barr nuclear antigen (EBNA-1) und einer
Puromycinresistenzsequenz verwendet (Kohfeldt et al., 1997). Hinter der Promotersequenz befindet
sich die Sequenz fur das Signalpeptid (BM40-SP), gefolgt von der cDNA des 80 kDa TSP-2
Fragmentes und der cDNA fir das Fc-Teil von humanem 1gG; (19gG-Fc).

4.3.2 Ligation
Die oben beschriebene Behandlung des modifizierten pCEP-4 Expressionsvektors und

der cDNA des 80 kDa TSP-2 Fragmentes mit den Restriktionsendonukleasen fuhrte zu
entsprechenden ,,sticky ends®, so dass die DNA Sequenz des 80 kDa TSP-2 Fragmentes
in den gespaltenen Expressionsvektor durch das Ligationsenzym T4 DNA Ligase bei
37°C und 5 Minuten in Ligationspuffer eingefiigt werden konnte. An die cDNA des 80
kDa TSP-2 Fragmentes schlieft sich die cDNA von humanem 1IgG,-Fc an. Der neu
produzierte NTF-TSP-2 Expressionsvektor, der in Abbildung 4.1 schematisch
dargestellt wird, wurde mit dem QIAquick PCR Purification Kit nach Vorgaben des
Herstellers isoliert.

4.3.3 Transformation von E. coli One Shot® TOP10
Fir die Transformation wurden chemisch kompetente E. coli One Shot® TOP10

eingesetzt. Die Zellen wurden mit 5 pl des isolierten NTF-TSP-2 Expressionsvektors
nach Ligation versetzt und 5 Min auf Eis inkubiert. Danach folgte eine Inkubation bei
42°C fur 2 Min und eine anschliefende Inkubation fur 5 Min bei 4°C. Dieser Ansatz

wurde auf eine LB Agar Platten ausgesat, die das Antibiotikum Ampicillin in einer
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Konzentration von 100 pg / ml enthielten. Die Platten wurden tber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Auf den Platten bildeten sich nach Inkubation an einigen Stellen E. coli
Kolonien, die nur wachsen konnten, wenn sie den NTF-TSP-2 Expressionsvektor mit
einer DNA Sequenz fiur eine Ampicillin Resistenz enthielten (Zhao et al., 2007). Zur
Vervielfaltigung einer einzelnen E. coli Kolonie wurden 100 ml LB Medium mit
Ampicillin in einer Konzentration von 100 pg / ml mit einem Teil der Kolonie beimpft
und tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.3.4 Produktion des NTF-TSP-2 Expressionsvektors
Zur Vervielfaltigung des NTF-TSP-2 Expressionsvektors wurde die uber Nacht

gewachsene E. coli Bakterienkultur mit der Zentrifuge Biofuge pico bei 5000 UPM fir
15 Min bei 4°C zentrifugiert und mit dem EndoFree Plasmid Maxi Kit nach Vorgaben
des Herstellers isoliert. Die DNA Konzentration des isolierten NTF-TSP-2

Expressionsvektors wurde bestimmit.

4.3.5 Transfektion
Fur die rekombinante Herstellung von NTF-TSP-2 wurden HEK 293 stabil mit 1 pg

NTF-TSP-2  Expressionsvektor =~ DNA  transfiziert. ~ Dabei  wurde  das
Transfektionsreagenz Fugene6 eingesetzt und die Transfektion nach Vorgaben des
Herstellers durchgefiihrt. Die Transfektion basiert auf der Arbeit von Felgner et. al.
Dabei bilden positiv geladene Lipide Membranvesikel, die DNA binden. Dieser stabile
Komplex kann dadurch an negativ geladene Zellmembranen binden und dadurch in die
Zielzelle eingeschleust werden (Felgner et al., 1987). Die Kultivierung von HEK 293
fand in  293-Wachstumsmedium statt. Fur die Transfektion wurde 293-

Transfektionsmedium verwendet.

4.3.6 Kultivierung
Die Kultivierung der transfizierten HEK 293 fand in groBem MaRstab in

Dreifachboden-Zellkulturflaschen statt. Die Zellen wurden in 293-Selektionsmedium
kultiviert und expandiert. Nach gewinschter Expansion der Zellen wurde das
Wachstumsmedium durch FCS-freies Medium ersetzt. Die Zellen wurden nun in 293-
FCS-frei-Selektionsmedium kultiviert. Die Zellen konnten durch die Kultivierung in
293-FCS-frei-Selektionsmedium NTF-TSP-2 in den Mediumuberstand abgeben. Nach

48 h wurde der Mediumiberstand durch neu angesetztes 293-FCS-frei-
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Selektionsmedium ersetzt und verworfen. Der Mediumdiberstand wurde dann jewelils in
Absténden von 48 h durch neu angesetztes 293-FCS-frei-Selektionsmedium ersetzt, mit
PMSF-Losung in einem Anteil von 0,05% versetzt und gesammelt. Der

Mediumdiberstand wurde sechs Mal gewechselt und bei -20°C gelagert

4.3.7 Proteinaufreinigung
Der gesammelte eingefrorene Mediumiberstand wurde bei 4°C aufgetaut und zur

Beseitigung von Zellresten durch einen Rundfilter filtriert. Das filtrierte Medium wurde
nun bei 4°C (ber zwei in Reihe geschaltete Sdulen geleitet. Dabei wurde das Verfahren
der Affinitatschromatographie angewendet. Das Medium lief zuerst tber eine VVorsaule,
die mit Gelatin Sepharose befullt war. Dieser Schritt wurde durchgefihrt, um im
Mediumuberstand enthaltenes Fibronektin zu binden (Zardi et al., 1980). Der
Mediumuberstand lief dann durch die Hauptséule, die mit Protein G Sepharose befullt
war. NTF-TSP-2 konnte durch die Kopplung an den Fc-Teil von humanem IgG, an
Protein G Sepharose binden (Bjorck and Kronvall, 1984). Nach mehreren
Waschschritten mit Ladepuffer wurde das an Protein G Sepharose gebundene
NTF-TSP-2 Fusionsprotein durch Behandlung mit Immunopure IgG Elution Buffer
geldst. Die Proteinlésung wurde dann sofort mit Tris-Neutralisationspuffer auf pH = 7,0

neutralisiert.

4.3.8 Dialyse
Die isolierte NTF-TSP-2 Proteinlésung wurde zur weiteren Verwendung in einem

Dialyseschlauch fir 48 h bei 4°C in PBS-Puffer inkubiert. Das VVolumen an PBS-Puffer
entsprach bei der Dialyse der hundertfachen Volumenmenge an Proteinldsung. Der
PBS-Puffer wurde zweimal gegen neu angesetzten PBS-Puffer ausgetauscht. Bei dieser
Methode nahert sich die Salzkonzentration der NTF-TSP-2 Proteinlésung der
Salzkonzentration von PBS-Puffer an. Die NTF-TSP-2 Proteinlésung wurde bei -80°C
gelagert.

4.4 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinldsungen erfolgte mit dem BCA Protein
Assay Kit nach VVorgaben des Herstellers. Das Prinzip dieser Methode beruht auf der
Methode nach Smith et. al. (Smith et al., 1985). Bei der beschriebenen Reaktion

reduzieren Proteine unter alkalischen Bedingungen zweiwertige Kupferionen zu
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einwertigen Kupferionen. Reduzierte Kupfer-lonen bilden mit Bicinchoninsdure (BCA)
einen blauen, wasserloslichen Chelatkomplex. Dieser Chelatkomplex hat ein
Absorptionsmaximum bei einer Wellenldnge von 562 nm. Die Proteinldsungen wurden
mit dem Chelatkomplex 30 Min. bei 37°C inkubiert. Danach wurde die Absorption bei
einer Wellenldnge von 562 nm photometrisch mit dem Multi-Detection Microplate
Reader Synergy HT bestimmt. Die Proteinkonzentrationen wurden durch einen
Vergleich mit der Vermessung einer BSA-Standardverdiinnungsreihe im Bereich von
0 bis 500 pg / ml BSA in PBS-Puffer bestimmt. Die Darstellung der Messwerte erfolgte
mit der Software KC4™ Synergy HT.

4.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Verschieden grofle Proteine konnen in Losung nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden. Dazu bedient man sich der Methode nach Laemmli (Laemmli,
1970). Die Proteine wurden 5 Min. bei 95°C in Laemmli-Puffer denaturiert und auf 4°C
abgekuhlt. Der Zusatz des anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) fuhrt zur
Anlagerung von SDS an das Protein, wodurch dessen Eigenladung Uberdeckt wird.

Dieser negativ geladene SDS-Protein-Komplex kann nun im elektrischen Feld wandern.

Tabelle 4.1 Sammelgel

Wasser 3,1ml

Prosieve 50 Acrylamid Mix Gel Solution | 0,5 mi

Tris-L6sung, pH = 8,8 1,3ml
SDS-Lodsung 50 pl
APS-Ldsung 50 pl
TEMED 4 ul

Tabelle 4.2 Trenngel 10 %
Wasser 5,3 ml

Prosieve 50 Gel Solution | 2,0 ml
Tris-L6sung, pH = 6,8 2,5 ml
SDS-L6sung 100
APS-L3sung 100 pl
TEMED 4 ul
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Tabelle 4.3 Trenngel 14 %
Wasser 4,8 ml
Prosieve 50 Gel Solution | 2,5 ml
Tris-L6sung, pH = 6,8 2,5 ml

SDS-L6sung 100
APS-Ldsung 100
TEMED 4 ul

Die zu vermessenden SDS-Protein-Komplexe wurden auf ein Sammelgel (Tabelle 4.1)
geladen und dann in durch ein Trenngel (Tabelle 4.2) (Tabelle 4.3) aufgetrennt Zur
Abschatzung der GrélRe der Proteine wurde der Proteinmolekularmassenmarker
ebenfalls auf das Trenngel geladen. Die Elektrophorese erfolgte wenn nichts anderes
vermerkt wurde fiir 30 Min. bei 80 Vst Und anschlielend fir 1 h bei 150 V gpst IN SDS-

Elektrophorese-Puffer in einer Elektrophorese-Kammer.

4.6 Western Blot

Die durch das Gel aufgetrennten Proteine wurden in einer Blotting-Kammer bei 4°C
und 100 Vg in Blotting-Puffer fur 1 h auf eine PVDF-Membran Ubertragen, um sie
dann durch spezifische Antikorperreaktionen nachweisen zu koénnen. Dabei bediente
man sich der Methode nach Towbin et. al. (Towbin et al., 1979). Die Membran wurde
nach dem Proteintransfer fur 5 Min bei 22°C in TBST-Puffer gewaschen. Danach
erfolgte eine Inkubation der Membran fiir 45 Min. bei 22°C in Blocking-Puffer. Dieser
Schritt wurde fir die Absattigung von Bindungsstellen auf der Membran bendétigt, an
denen unspezifische Antikorperreaktionen stattfinden konnten. Danach wurde die
Membran fur 5 Min. bei 22°C in TBST-Puffer gewaschen. Die Membran wurde dann
Uber Nacht bei 4°C mit einem Priméarantikdrper inkubiert. Es folgten 3 Waschschritte a
10 Min. bei 22°C in TBST-Puffer. Anschlielend erfolgte fir 2 h bei 22°C die
Inkubation  der Membran mit einem  Meerrettichperoxidase-gekoppelten
Sekundarantikorper. Es folgten 3 Waschschritte a 10 Min. bei 22°C in TBST-Puffer.
Zur Detektion der gebundenen Sekundérantikérper wurde die Membranen 5 Min. bei
22°C mit dem ECL-Kit Immobilon™ Western nach Vorgaben des Herstellers
behandelt. Das in dem Kit enthaltene Reagenz wurde katalytisch durch Peroxidase
umgesetzt, was zu einer Lichtreaktion mit einem Maximum bei 430 nm fuhrt. Durch

diese Reaktion wurden Ro&ntgenfilme belichtet und danach fur eine dauerhafte



Methoden 28

Visualisierung der Lichtsignale mit einer Filmentwicklungsmaschine entwickelt. Fir
eine erneute Inkubation einer mit Protein beladenen Membran mit Primé&rantikorper
wurde die Membran von bereits gebundenen Antikorpern befreit. Dazu wurde die
Membran fur 15 Min. bei 22°C mit Antibody Stripping Buffer bei 1000 UPM
behandelt. Der Antibody Stripping Buffer 16st durch diese Methode die Bindung
zwischen Antikorper und Proteinen auf der Membran. Die Membran wurde dann
dreimal jeweils fir 5 Min. bei 22°C mit Wasser und dann 5 Min. mit TBST-Puffer
gewaschen. Es folgte dann erneut die Inkubation in Blocking-Puffer mit anschlieRender
Primér- und Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper Inkubation wie

bereits oben beschrieben.

4.7 Tube Formation Assay

Zur Untersuchung von Angiogenese in vitro wurden HDMEC in HDMEC-
Wachstumsmedium kultiviert. 50 p Matrigel (Timpl et al., 1979) wurden bei 4°C in
jeweils ein Loch einer 96er-Lochplatte gegeben. Das Matrigel hértete innerhalb von 30
Min. bei 37°C aus. Die kultivierten HDMEC wurden auf eine Konzentration von 10.000
Zellen in 100 pl HDMEC-Wachstumsmedium gebracht und jeweils 100 pl dieser
Zellsuspension in ein Loch der mit Matrigel behandelten 96er-Lochplatte gegeben und
mit 20 ng/ ml VEGFg stimuliert. Das Endvolumen betrug pro Loch 150 pl. Die
Auswertung des Versuches erfolgte nach 12 h mit dem Mikroskop 1X51 bei einer 4-
fachen VergroRerung. Es wurde die Gesamtlédnge der gebildeten Endothelzellréhren pro
Bildausschnitt mit Hilfe der Software Photoshop CS3 Extended bestimmt.

4.8 Tierexperimente

4.8.1 Haltungsbedingungen
Alle Tierexperimente wurden mit athymischen Nacktmausen durchgefiihrt, die unter

standardisierten Umweltbedingungen gehalten wurden. Es wurde ein Tag-Nacht-Zyklus
eingehalten mit Licht Gber 12 Stunden und einer Temperatur von 20°C. Das
Durchschnittsgewicht der Nacktmé&use betrug 20 Gramm. Die Nacktmduse wurden in
speziellen Kafigen mit Filterhaube gehalten. Die Hochstanzahl pro Kéafig betrug 5
Nacktmaduse. Sie wurden mit autoklaviertem Wasser und Vollnahrung ad libitum

versorgt. Alle in vivo Tumorversuche wurden im Einklang mit den ethischen Richtlinien



Methoden 29

und den Anforderungen fur den Tierschutz an der Universitatsklinik Gottingen

durchgefiihrt. Eine entsprechende Genehmigung lag vor.

4.8.2 Betaubung
Die Betdubung einer Nacktmaus vor einem Tierexperiment erfolgte durch

intraperitoneale Injektion eines Gemisches aus 50 mg/ kg KG Ketaminhydrochlorid
und 2 mg/ kg KG Xylazinhydrochlorid in isotonischer Kochsalzlésung. Vor jeder

Injektion wurde die Injektionsstelle mit Softasept N L6sung desinfiziert.

4.8.3 Préaparation und Inokulation von Tumorzellen
Humane Brustkrebszellen MDA-MB-435, die spontan in die Lunge und Lymphknoten

metastasieren (Price et al., 1990), wurden firr die Tierexperimente verwendet. Die
Zellen wurden in benétigter Anzahl vor dem Versuch kultiviert und expandiert. Flr die
Versuche wurden nur Zellen verwendet, die die Oberflache der Zellkulturbehaltnisse in
einer Einzelschicht in einem Anteil von nicht mehr als 75 % bedeckten. Die Zellen
wurden abgelost und gezahlt. Die Suspendierung der Zellen erfolgte in diesem Fall in
dem Basalmedium DMEM/F-12 (1:1) mit GlutaMAX™. Die Zellzahl wurde auf
1.000.000 Zellen in 100 pl Basalmedium eingestellt. Diese Zellsuspension wurde zur
weiteren Injektion in eine 1 ml Spritze gefillt. Nach Betdubung der Nacktmdause wurde
die Zellsuspension in das Fettgewebe der zweiten Brustdrise auf der linken und rechten
Seite injiziert, so dass jeweils 1.000.000 in beide Brustdrisen inokuliert wurden. Bereits

nach 6 Tagen war ein Tumorwachstum in der Brust zu erkennen.

4.8.4 Tumorvolumenmessung
Das Volumen der Tumoren (V) wurde mit einem Messschieber nach der Methode von

Streit. et al. (Streit et al., 1999) vermessen.

4 1 1
V =—eqe —obzo—oa
3 T (50

Formel 4.1 Formel zur Berechnung des Tumorvolumens

V = Tumorvolumen, a = grofiter Langendurchmesser des Tumors, b = groRter Breitendurchmesser
des Tumors



Methoden 30

Dabei wurde der grote Langendurchmesser (a) und im rechten Winkel dazu der grofte
Breitendurchmesser (b) bestimmt. Das Volumen wurde dann mit Formel 4.1 berechnet
(Hawighorst et al., 2002b):

4.8.5 Dosisfindungsversuch
Die Anzahl an Nacktmdusen betrug 3 Tiere pro Gruppe. An Tag 6 nach

Tumorzellinokulation wurden sie im Abstand von 24 h durch intraperitoneale Injektion
verschieden therapiert. Drei Gruppen wurden jeweils mit drei unterschiedlichen Dosen
an NTF-TSP-2 Proteinlosung therapiert. Die Dosen an NTF-TSP-2 betrugen
2,5mg/ kg KG, 5,0 mg/ kg KG und 7,5 mg / kg KG. Zur Kontrolle wurde eine Gruppe
nur mit PBS-Puffer und eine andere mit dem Fc-Teil von humanem IgG in einer
Konzentration von 2,5 mg / kg KG in PBS-Puffer behandelt. Die Versuchsdauer betrug
insgesamt 22 Tage nach Tumorzellinokulation. Am Ende des Versuches wurde bei

jedem Tumor das Volumen gemessen.

Die Losungen, die den Nacktmdausen wahrend jedes Versuches injiziert wurden, wurden

immer auf das gleiche Volumen eingestellt.

4.8.6 Tumorwachstumsverlaufsversuch
Die Anzahl an Nacktmdusen betrug 10 Tiere pro Gruppe. An Tag 6 nach

Tumorzellinokulation wurden sie im Abstand von 24 h durch intraperitoneale Injektion
verschieden therapiert. Gruppe 1 und Gruppe 3 wurden mit der Dosis 5,0 mg / kg KG an
NTF-TSP-2 therapiert. Zur Kontrolle wurden Gruppe 2 und Gruppe 4 mit PBS-Puffer
behandelt. An Tag 15 nach Tumorzellinokulation wurden die Nacktmdause von Gruppe 1
und Gruppe 2 aus dem Versuch genommen. Ihnen wurden die Lungen und die axillaren
Lymphknoten entnommen und bei -80°C gelagert. Pro Maus wurde ein Tumor mit
einem Skalpell halbiert und die Halfte in Jung Einfriermedium fur Gefrierschnitte
eingebettet. Der Tumor wurde dann kurz in flissigen Stickstoff gehalten und als

Gefrierblock bei -80°C gelagert. Restliches Tumorgewebe wurde bei -80°C gelagert.

An Tag 36 nach Tumorzellinokulation wurden abschliefend die Nacktm&use aus
Gruppe 3 und Gruppe 4 aus dem Versuch genommen und das gleiche Mausgewebe wie

an Tag 15 entnommen und bearbeitet.
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4.8.7 Metastasierungsversuch
Die Anzahl an Nacktméusen betrug 10 Tiere pro Gruppe. An Tag 15 nach

Tumorzellinokulation wurden die Nacktmduse aus Gruppe 1 aus dem Versuch
genommen und die axillaren Lymphknoten entnommen. Die Anzahl der entnommenen
Lymphknoten betrug Uberwiegend vier Stiick. Die eine Halfte der Lymphknoten wurde
in Jung Einfriermedium flr Gefrierschnitte eingebettet, kurz in flissigen Stickstoff
gehalten und als Gefrierblock bei -80°C gelagert. Aus der anderen Halfte der
Lymphknoten wurde fiir eine real-time PCR Messung die genomische DNA isoliert. An
Tag 36 wurden die Nacktméuse aus Gruppe 2 aus dem Versuch genommen und
ebenfalls wie an Tag 15 die axillaren Lymphknoten entnommen und bearbeitet.
Wahrend des Versuches wurden fiinf unbehandelte Nacktmé&use gehalten, von denen
abschlieBend die Lungen und die axillaren Lymphknoten entnommen und wie an Tag
15 bearbeitet wurden. Zusétzlich wurde den Nacktmdusen Blut abgenommen, um
daraus das Serum zu gewinnen (siehe Abschnitt 4.8.10). Die Lungen, axilléren
Lymphknoten und das Serum der unbehandelten Nacktmé&use dienten als Nacktmaus
Wildtyp-Gewebe.

4.8.8 Bioverfugbarkeitsversuch
Die Anzahl an Nacktmdusen betrug 3 Tiere pro Gruppe. An Tag 15 nach

Tumorzellinokulation wurden den Nacktméusen von Gruppe 2 bis einschliellich
Gruppe 8 einmalig 100 pg NTF-TSP-2 intraperitoneal injiziert. Den Nacktmdausen der
Gruppe 2 wurde nach 30 Min., der Gruppe 3 nach 1 h, der Gruppe 4 nach 2 h, der
Gruppe 5 nach 4 h, der Gruppe 6 nach 6 h, der Gruppe 7 nach 12 h und der Gruppe 8
nach 72 h Blut abgenommen, um daraus das Serum zu gewinnen. Den Nacktmé&usen aus
Gruppe 1 wurde ebenfalls das Blut abgenommen, um daraus Serum zu gewinnen. Der
Unterschied zu den anderen Gruppen war, dass den Nacktmausen aus Gruppe 1 statt
100 pg NTF-TSP-2 nur PBS intraperitoneal injiziert wurde.

4.8.9 Sektion
Am Ende eines jeden Tierexperimentes erfolgte die Totung der Mause durch

CO,-Narkose. Die Entnahme des Gewebes erfolgte direkt im Anschluss an die Tétung.

4.8.10 Serumgewinnung
Fur die Blutentnahme aus dem Herzen wurden die Nacktmause betdubt, nach Offnen

des Brustkorbes die linke Herzkammer punktiert und das Blut abgenommen. Nachdem
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das Blut nach 30 Min. bei 22 °C geronnen war, wurde es fir 10 Min bei 4°C und
3000 x g zentrifugiert. Der abgetrennte Serumiiberstand konnte dann abgenommen und

bei -80°C gelagert werden.

4.8.11 Aufbereitung von Mausgewebe
Nach der Totung der Tiere wurde der Tumor entfernt und genau in der Mitte halbiert.

Eine Halfte des Tumors wurde fur Gefrierschnitte in Jung Einfriermedium eingebettet
und kurz in flissigen Stickstoff gehalten. Das Tumorgewebe war als Gefrierblock nun
von Einfriermedium umgeben. Restliches Tumormaterial wurde bei —80°C gelagert.
Zwei der entnommenen Lymphknoten wurden ebenfalls in das Jung Einfriermedium fur
Gefrierschnitte eingebettet und kurz in flissigen Stickstoff gehalten. Das
Lymphknotengewebe war auch als Gefrierblock von Einfriermedium umgeben. Der
Gefrierblock wurde mit Hilfe eines Gefriermikrotoms in mehrere 5 um diinne Schichten
geschnitten. Die Gewebeschnitte wurden auf Objekttrager fixiert und bei -28°C
gelagert. Die Gewebeschnitte wurden fir immunhistochemische Untersuchungen

verwendet.

Die Lungen und Lymphknoten wurden nach entsprechender Préparation aus der Maus
entfernt. Aus den Lungen wurde die genomische DNA extrahiert. Die eine Hélfte der
Lymphknoten wurde in Einfriermedium eingebettet und weiterbehandelt. Aus der

anderen Hélfte wurde die genomische DNA extrahiert.

4.9 Immunprazipitation (IP)

Tumorgewebe wurde mit einem Skalpell in Kkleine Stiick zerteilt und in
Gewebelysispuffer in einem Verhéltnis von 1:5 (w / v) Gewebe zu Gewebelysispuffer
far 30 Min. bei 4°C inkubiert. Unldsliches Material wurde durch Zentrifugation bei
13.000 UPM fur 30 Min. bei 4°C entfernt.

25 pl Protein-G-Sepharose wurden mehrmals mit Wasser gewaschen und 15 Min. bei
4°C in Ladepuffer inkubiert. Danach wurde die Protein-G-Sepharose mit einem
Primérantikorper gegen den N-Terminus von humanem TSP-2 (2,5 pg) fur 2 h bei 4°C
inkubiert. Unbesetzte Bindungsstellen der Protein-G-Sepharose wurden mit 1 ml einer
Losung des Fc-Teils von humanem IgG in PBS-Puffer in einer Konzentration von
1 mg/ ml bei 4°C fur 2 h abgeséttigt. Nach drei Waschschritten mit Ladepuffer wurde
die Protein-G-Sepharose mit dem Tumorlysat fir 2 h bei 4°C inkubiert. Nach drei
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Waschschritten mit Ladepuffer wurde der Uberstand abgenommen und die Protein-G-
Sepharose mit 50 pl Laemmli-Puffer 5 Min. bei 95°C und 1000 UPM inkubiert. 50 pl
der mit Laemmli-Puffer behandelten L6sung wurde auf ein Sammelgel und ein Trenngel
(10 %) gegeben und mittels SDS-Polyacryamidgelelektrophorese und anschlieRendem

Western Blot unter Verwendung eines Antikdrpers gegen TSP-2 analysiert.

4.10 Immunhistochemische Methoden

Alle Gewebeschnitte wurden fir die Immunhistochemie fir 2 Min bei -20°C in Aceton
fixiert. Es folgte die Inkubation der Schnitte fur 5 Min bei 4°C in Methanol. Zur
Beseitigung der Fixationslosungen wurden die Schnitte dreimal fir 5 Minuten in PBS-
Puffer gewaschen. Nach Hemmung der endogenen Peroxidaseaktivitdt durch die
Behandlung der Schnitte fir 15 Min. bei 22°C mit Peroxid-Ldsung (Bugelski, 1985)
und nachfolgender Blockade der unspezifischen Bindungsstellen mittels Blockpuffer,
folgte die Inkubation der Schnitte fiir 2 h bei 22°C mit dem Primérantikdrper. Nach
dreimal Waschen mit PBS-Puffer folgte die Behandlung der Schnitte mit einem
Meerrettich-Peroxidase gekoppelten Sekundérantikorper. Zur Visualisierung der
Antikdrper-Bindungen wurden Schnitte mit dem Farbstoffkit AEC nach Vorgaben des
Herstellers behandelt. Die Reaktion mit Meerrettich-Peroxidase fiihrte zu einer
Oxidation und dadurch zu einer intensiven Rotfarbung des Farbstoffes. Fir eine bessere
Darstellung der Zell- und Gewebestrukturen wurden die Schnitte 1 Min. bei 22°C mit
Hamatoxylin behandelt. Es folgte eine Blduung des mit Hamatoxylin behandelten
Gewebes fur 5 Min. bei 22°C mit Leitungswasser. Zur Konservierung der Farbung
wurden die Schnitte mit dem Eindeckmedium Aquamount behandelt, mit einem
Deckglaschen tberdeckt und bei 22°C gelagert. Die Behandlung der Gewebeschnitte
mit den Fixierungs-, Antikorper- und Waschlésungen erfolgte immer unter Schiitteln bei
200 UPM.

4.10.1 Darstellung von BlutgeféaRen und Auswertung des Gefal3status
Zur immunhistochemischen Darstellung von BlutgefaBen wurde der panendotheliale

Antikorper CD31 verwendet (Hawighorst et al.,, 2001). Die Auswertung der
immunhistochemisch dargestellten Blutgefalle erfolgte unter dem Mikroskop 1X51
mittels der Software ,,analySIS getlT* sowie der Software IPLab (Streit et al., 1999).
Der Geféalistatus wurde durch die Bestimmung der Anzahl der Blutgefale pro Flache

(Gefaldichte), der durchschnittlichen GréRRe der Gefalle sowie des Anteils an Flache,
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die von Blutgeféalien bedeckt war (GesamtgefaRflachenanteil), ermittelt. Es wurden pro

Gewebeschnitt drei unterschiedliche Areale ausgewertet.

4.10.2 Darstellung von Mikrometastasen
Zur immunhistochemischen Darstellung von in das Lungen- und Lymphknotengewebe

metastasierten MDA-MB-435 Brustkrebszellen wurde ein AntikOrper gegen
Zytokeratin-19 verwendet (Zen et al., 2007). Die immunhistochemisch dargestellten
einzelnen Tumorzellen oder mikrometastatischen Tumorzellverbdnde wurden mit dem

Mikroskop IX51 dargestellt und der Software ,,analySIS getlT* ausgewertet.

4.11 Immunfluoreszenz-Darstellung des CD36-Rezeptors

Zur fluoreszenzmikroskopischen Darstellung des Zelloberflachenrezeptors CD36
wurden sowohl HDMEC als auch HUVEC in einer 24er-Lochplatte kultiviert, mit PBS-
Puffer gewaschen und fiir 10 Min. bei 22°C mit PFA-L6sung fixiert. Die Zellen wurden
zuerst mit dem Primérantikérper gegen CD36 (Anti-CD36) und dann, nach drei
Waschschritten, mit dem entsprechenden fluoreszierenden Sekundarantiktrper
inkubiert. Gleichzeitig wurde die DNA der Zellkerne mit dem Fluoreszenzfarbstoff
DAPI in einer Verdinnung von 1:200 in Gewebeschnitt-Blockpuffer angefarbt. Die
Zellen wurden mit dem Eindeckmedium Fluorescence Mounting Medium behandelt und
bei 4°C dunkel gelagert. Die Auswertung der Immunfluoreszenz erfolgte mit dem

Fluoreszenzmikroskop 1X51 und der Software ,,analySIS getIT*.

4.12 Inhibitions-ELISA

Die Inkubation einer konstanten Antikdrper-Menge mit Serum fuhrt zur Ausbildung von
Antikorper-Proteinkomplexen. Durch die Quantifizierung der freien, nicht als
Antikdrper-Proteinkomplex vorliegenden Antikorper, kann tber den Vergleich mit einer
Standardverdiinnungsreihe eine Aussage U(ber die in der Probe enthaltene
Proteinkonzentration getroffen werden. Dieser Enzym-gekoppelte
Immunadsorptionstest beruht auf der Methode von Engvall et al. (Engvall and Perlman,
1971).

Fur die Quantifizierung von Antikorpern wurde eine hochadhédsive Luminunc
Maxisorb® 96er-Lochplatte als Nachweisplatte fiir 18 h bei 4°C mit 50 pul NTF-TSP-2
Proteinldsung pro Loch in einer Konzentration von 100 ng / 50 pl beschichtet. Nach
einem Waschschritt mit TBST-Puffer erfolgte fur 2 Stunden bei 22°C die Blockierung
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freier Bindestellen mit 200 ul BSA-L6ésung pro Loch. Serumproben in einer
Verdlnnung von 1:50 und 1:500 in PBS-Puffer und eine Standardverdinnungsreihe von
NTF-TSP-2 in PBS-Puffer wurden (ber Nacht bei 4°C mit je 2,5 ng Anti-TSP-2
Antikérper pro Probe in einer Maxisorb® 96er-Lochplatte inkubiert. Das Endvolumen
pro Loch betrug 50 pl. Alle Verdinnungen wurden in BSA-Puffer angesetzt. Die
Vermessung  der  Serumproben  wurde mit der  Vermessung  einer
Standardverdiinnungsreihe verglichen. Sie bestand aus einer Verdiinnung von 1000 ng
bis 0,1 pg NTF-TSP-2 pro Loch. Die Proben der Standardverdinnungsreihe wurden
ebenfalls Uber Nacht bei 4°C mit je 2,5 ng Anti-TSP-2 Antikorper inkubiert Als
Kontrollwert diente eine Wildtyp-Serumprobe in einer 1:50 und 1:500 Verdinnung.
Nach der Inkubation wurden die Proben auf die geblockte Nachweisplatte tbertragen,
die kurz vorher zweimal mit TBST-Puffer gewaschen wurde. Nach der Ubertragung
folgte fir 2 h bei 22°C die Inkubation der Proben auf der Nachweisplatte. Nach drei
Waschschritten mit TBST-Puffer wurde die Nachweisplatte mit 50 pl des
entsprechenden Sekundarantikorpers inkubiert. Nach drei Waschschritten mit TBST-
Puffer erfolgte die Nachweisreaktion. Sie beruht auf der Detektion von Lumineszenzen
verschiedener Intensitat. Die Vermessung der Proben wurde mit dem SuperSignal
ELISA Pico Chemiluminescent Substrate Kit nach Vorgaben des Herstellers
durchgefuhrt. Die Messwerte wurden mit dem Multi-Detection Microplate Reader
Synergy HT ausgewertet. Alle Messungen erfolgten in Dreifachbestimmung und
wurden mit einem Leerwert ohne Primarantikérper korrigiert. Die Auswertung der
Messungen erfolgte mit der Software SigmaPlot. Die Probenmesswerte wurden mit den

Messwerten der Standardverdinnungsreihe verglichen.

4.13 Real-time PCR

4.13.1 Extraktion genomischer DNA
Fur die real-time PCR Messung wurde aus den axillaren Lymphknoten und den Lungen

der Nacktmé&use die genomische DNA gewonnen. Dazu wurde das DNEasy Blood and
Tissue Kit (Qiagen) unter Zugabe von 4 pl RNase nach den Vorgaben des Herstellers
verwendet. Bei diesem Verfahren wird das Gewebe mit Guanidiniumhydrochlorid und
Proteinase K lysiert. Die genomische DNA kann dadurch an Silikamolekile binden.
Nach mehreren Waschschritten und Fallung mit Ethanol wurde die DNA mit

bidestilliertem Wasser extrahiert (Gillespie and Hardman, 1979).
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4.13.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die Polymerase-Kettenreaktion ist ein Verfahren zur Vervielfaltigung von der in jedem

Organismus vorliegenden Erbsubstanz DNA. Als Vorlage kann z.B. eine beliebige
DNA-Sequenz auf einem Abschnitt eines Gens dienen. Die Sequenz dieses Abschnittes
kann durch entsprechende Oligonukleotide (Primer) sowohl am 3’-Ende (Forward-
Primer) als auch am 5’-Ende (Reverse-Primer) eingegrenzt werden. Das Verfahren
beruht auf der Methode von Mullis et. al. (Mullis et al., 1986).

Die DNA liegt im Organismus als Doppelstrang vor. Bei der PCR wird zun&chst dieser
Doppelstrang flr ein paar Sekunden auf eine Temperatur zwischen 90°C und 95°C
erhitzt. In diesem Temperaturbereich werden die Wasserstoffbriickenbindungen, die den
Doppelstrang zusammenhalten, gebrochen. Diesen Vorgang nennt man Denaturierung.
Danach wird die Temperatur auf einen Bereich zwischen 50°C und 65°C gesenkt, der 2-
3°C unter dem Schmelzpunkt der Primer liegt (Annealing-Temperatur). In diesem
Bereich lagern sich die entsprechenden Primer an den DNA-Strang an. Das Enzym
DNA-Polymerase lagert nun nach und nach die entsprechenden Basen an die getrennten
DNA-Einzelstrange von 3’ in Richtung 5’-Ende zu einem Doppelstrang an. Diesen
Vorgang nennt man Elongation. Der Zyklus von Denaturierung zu Elongation wird nun
mehrfach wiederholt. Das fihrt nach mehreren Zyklen zu mehrfach amplifizierten
DNA-Stréngen, die aus der Sequenz bestehen, die durch die Primer eingegrenzt werden.

Die DNA-Strange vervielfaltigen sich exponentiell.

4.13.3 TagMan®real-time PCR
Die TagMan® real-time PCR beruht auf der oben beschriebenen Methode der PCR.

Dabei wird zusatzlich ein dritter Primer (Sonde) eingesetzt. Die Sequenz der Sonde
entspricht einer Sequenz zwischen der entsprechenden Forward- und Reverse-Primer
Sequenz des zu amplifizierenden DNA-Stranges. An das 3’-Ende der Sonde ist ein
fluoreszierender Quencherfarbstoff Uber ein modifiziertes Nukleotid gebunden. Die
Sonde enthalt an ihrem 5’-Ende einen fluoreszierenden Reporterfarbstoff, der kovalent
gebunden ist. Die Sonde ist auRerdem phosphoryliert, um eine Extension des 3’-Endes
wéhrend der PCR zu vermeiden. Durch die rdumliche Nahe des Quencher- und
Reporterfarbstoffes wird die Fluoreszenz des Reporterfarbstoffes, die durch Anregung
mit einer spezifischen Wellenlénge entsteht, durch den ,,Fluorescence resonance energy
transfer” (FRET) (Forster, 1948) unterdriickt. Bei der real-time PCR nutzt man die
Exonukleaseaktivitdt der eingesetzten Polymerase, um bei der Elongation die
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Bindungen der Basen innerhalb der Sonde aufzutrennen. Dabei werden der Quencher-
und der Reporterfarbstoff raumlich voneinander getrennt, so dass das der
Reporterfarbstoff bei Anregung mit einer spezifischen Wellenlédnge fluoreszieren kann.
Jeder Fluoreszenzfarbstoff erzeugt bei Anregung mit einer flr sich spezifischen
Wellenldnge ein Fluoreszenzmaximum. Als Quencherfarbstoffe wurden TAMRA
(6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin) und der nicht-fluoreszierende Black Hole
Quencher-1 eingesetzt. Als Reporterfarbstoffe wurden 6-FAM (6-Carboxy-Fluoreszein)
und Yakima Yellow eingesetzt. Die Fluoreszenzfarbstoffe wurden bei einer
Wellenl&dnge von 488 nm angeregt. Das Emissionsmaximum liegt fiir 6-FAM bei 518
nm und flr Yakima Yellow bei 552 nm (Heid et al., 1996).

4.13.4 Quantitative TagMan® real-time PCR
Bei der real-time PCR wurde die Intensitdat der Fluoreszenz gemessen und das

Fluoreszenzsignal detektiert Die Messung fand in einer 96er-Lochplatte statt. Die
Intensitat des Fluoreszenzsignals nimmt bei einer real-time PCR typischerweise einen
sigmoidalen Verlauf. Bei hoherer Zyklenzahl und mehreren Messungen kommt es trotz
gleicher Ausgangsmenge von DNA zu einer breiteren Streuung der Intensitat aufgrund
von Volumenschwankungen und Unterschiede in der Intensitat des Quencherfarbstoffes.
Um das zu vermeiden wurde die Intensitat bei der Messung gegen die Intensitét eines
passiven  Referenzfarbstoffes ROX  (6-Carboxyrhodamin) normalisiert.  Die

Normalisierung wurde folgendermalen bestimmit:

ARn :(Rn+)_(Rn_)

Formel 4.2 Normalisierung der Emissionsintensitaten der Reporterfarbstoffe gegen die der
passiven Referenz

Rn+ = (Emissionsintensitat des Reporterfarbstoffes / Emissionsintensitat der passiven Referenz) bei

der Vermessung einer Probe mit DNA, R = (Emissionsintensitat des Reporterfarbstoffes /

Emissionsintensitat der passiven Referenz) bei der Vermessung einer Probe wahrend der ersten
PCR-Zyklen

Der Schwellenwert oder c-Wert ist der Zyklus, ab wann das Fluoreszenzsignal AR,
signifikant ansteigt. Die Detektion und Messung der real-time PCR erfolgte mit dem
ABI PRISM™ 7700 Sequence Detector. Dabei wurde nach jedem Zyklus die Intensitat
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der Fluoreszenz gemessen. Bei jeder einzelnen real-time PCR-Messung wurde zum
einen fur die Lungen 50 ng und fir die Lymphknoten 5 ng an Gesamt-DNA eingesetzt.
Wurden bei der Vermessung der Lymphknoten 50 ng an Gesamt-DNA eingesetzt, so
wurde die PCR so weit inhibiert, dass keine Fluoreszenz-Signale detektiert wurden. Das

konnte verhindert werden, indem 5 ng an Gesamt-DNA eingesetzt wurden.

4.13.5 Quantitative TagMan® real-time PCR einer Standardverdiinnungsreihe
Neben der immunhistochemischen Darstellung wurde zur Detektion von

Mikrometastasen die real-time PCR durchgefuhrt. Dazu wurde der Anteil humaner
genomischer DNA (aus den humanen MDA-MB-435 Zellen stammend) in muriner
genomischer DNA mittels quantitativer TagMan® real-time PCR humanspezifischer
Alu-Sequenzen bestimmt. Alu-Sequenzen sind eine Familie repetitiver DNA
Sequenzen, die sich ausschlieBlich im Genom von Primaten befinden (Batzer and
Deininger, 2002). Die Amplifizierung der Alu-Sequenz erfolgte mit spezifischen
Primern und einer Sonde (Munoz et al., 2005). Der Reporterfarbstoff war Yakima
Yellow und der Quencherfarbstoff der nicht-fluoreszierende Black Hole Quencher-1.
Fur jede Nacktmaus wurde die DNA der Lungen und der Lymphknoten in einer
Dreifachbestimmung vermessen. Die Messwerte wurden mit den Messwerten einer 1:10
Standardverdiinnungsreihe von humaner in muriner DNA im Bereich von 100 % -
0,001 % verglichen. Bei der Standardverdiinnungsreihe wurde sowohl die DNA aus
den axillaren Lymphknoten als auch aus der Lunge durch Verdinnung mit Wasser auf
eine Konzentration von 5 ng / pl bzw. 50 ng / ul gebracht. Die gleiche Prozedur erfolgte
fur die DNA der MDA-MB-435 Brustkrebszellen. Die Standardverdiinnungsreihe
wurde durch 1:10 Verdunnungen von humaner DNA in muriner DNA hergestellt. Es lag
dadurch in den Proben der Standardverdinnungsreihe immer eine Gesamt-DNA
Konzentration von 5ng/ pl bzw. 50 ng / pl vor. Um Ungenauigkeiten bei der DNA-
Konzentrationsbestimmung zu vermeiden, wurde das Alu-Fluoreszenzsignal auf das
Fluoreszenzsignal des ,,Housekeeping-Gens*“ 18S rRNA bezogen. Das eingesetzte
18S rRNA Control Kit enthielt spezifische Primer und eine Sonde, durch die die
Gensequenz amplifiziert werden konnte. Die Sonde enthielt als Reporterfarbstoff
6-FAM und als Quencherfarbstoff TAMRA. Da die Reporterfarbstoffe unterschiedliche
Fluoreszenzmaxima haben, kann die Amplifizierung der Alu-Sequenz und der Sequenz

des ,,Housekeeping-Gens*“ 18SrRNA parallel in einer Reaktion ablaufen und
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gleichzeitig durch den ABI PRISM™ 7700 Sequence Detector detektiert werden. Der
TagMan® Universal PCR Master Mix (2x) enthielt das Enzym UNG, um falsche Signale
durch PCR Kontaminationen zu vermeiden (Longo et al., 1990). In Tabelle 4.4 ist die

Zusammensetzung einer Probe wéhrend einer Messung dargestellt.

Tabelle 4.4 Zusammensetzung der Probe einer real-time PCR Messung

TagMan® Universal PCR Master Mix (2x) 12,5 ul
Alu Fw-Primer 0,9 pM
Alu Rv-Primer 0,9 pM
Alu Sonde 0,25 pM
18S rRNA Primermix 1,5 ul
18S rRNA Sonde 0,5 ul
DNA 1l
Wasser ad 25 pl

Die Inkubation der Proben fir 10 Min. bei 50 °C flhrt zur Aktivierung des Enzyms
UNG. Die folgende Behandlung der Proben fur 10 Min. bei 95°C aktiviert die
Polymerase. Es folgte dann eine Inkubation fiir 15 Sek. bei 95°C und fir 1 Min. bei
60°C, die 39 Mal wiederholt wurde. Die Auswertung der Messung erfolgte mit der
Sequence Detection Systems software 1.9.1.

4.14 Methoden zur ldentifizierung und Quantifizierung von Apoptose

4.14.1 Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials
Die Bestimmung des mitochondrialen Membranpotentials basiert auf der Methode von

Smiley et. al. (Smiley et al, 1991). Der Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials, der durch Porenbildung in der Mitochondrienmembran verursacht
wird, ist ein Hinweis auf friihe Apoptose von Zellen tber den intrinsischen Weg. Der
elektrochemische Gradient kann dabei mit Hilfe des lipophilen, kationischen
Fluoreszenzfarbstoffes JC-1  bestimmt werden, da dieser selektiv die
Mitochondrienmembran  passieren kann. In gesunden Zellen mit hohem
Membranpotential formt der Farbstoff spontan Komplexe, die eine intensive rote
Fluoreszenz hervorrufen. Bricht das mitochondriale Membranpotential zusammen, so

kann der Farbstoff nicht mehr in den Mitochondrien akkumulieren und verbleibt
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vermehrt als grin-fluoreszierendes Monomer in dem Zytoplasma. Je kleiner also das
Verhaltnis der Intensitat von roter zu griiner Fluoreszenz ist, desto starker ist der Verlust
des mitochondrialen Membranpotentials. Zur Bestimmung des mitochondrialen
Membranpotentialverlusts wurde das JC-1 Mitochondrial Membran Detection Kit nach
Vorgaben des Herstellers verwendet. Zur Bestimmung des mitochondrialen
Membranpotentials wurden HDMEC kultiviert. Die Zellen wurden dann auf eine
Konzentration von 100.000 Zellen in 1,5 ml HDMEC-Wachstumsmedium gebracht. 1,5
ml dieser Zellsuspension wurden jeweils in ein Loch einer 6er-Lochplatte gegeben.
Nach 24 Stunden wurde das Medium abgenommen und die Zellen in HDMEC-
Wachstumsmedium mit 20 ng/ ml VEGFgs Uber 72 h stimuliert. Das Endvolumen
betrug 2 ml pro Loch. Die Messung und Darstellung der Messwerte erfolgte mit dem

Multi-Detection Microplate Reader Synergy HT und der Software KC4™ Synergy HT.

4.14.2 Durchflusszytometrische Quantifizierung von Apoptose
Die Durchflusszytometrie ist ein Messverfahren, bei dem ein Laserstrahl markierte

Zellen in einem Flissigkeitsstrom trifft. Je nach Markierung wird fir jede Zelle
gemessen, wie viel Licht dabei absorbiert, reflektiert oder welche Fluoreszenzen
emittiert werden. Die Licht- und Fluoreszenzeigenschaften kénnen durch verschiedene
Detektoren erfasst werden. Die Analyse der Zellen erfolgt nach der Methode von
Nicoletti et. al. (Nicoletti et al., 1991). Bei dieser Methode wird die Zellmembran mit
dem Detergens Triton X-100 lysiert. Die Zellkernmembran bleibt dabei intakt. Mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid kann nun nach mehreren Waschschritten nur DNA
des Zellkerns angefarbt werden. Ein typisches Merkmal spéter Apoptose ist die
Fragmentierung chromosomaler DNA in kleine Bruchstiicke, die tber die Kernporen
den Zellkern verlassen konnen. Der DNA-Gehalt in den Zellkernen nimmt somit mit
fortlaufender Apoptose ab, und somit wird auch weniger DNA mit Propidiumiodid

angefarbt, was zu einer Verringerung der Fluoreszenz fiihrt.

Zur Quantifizierung von Apoptose wurden HDMEC auf eine Konzentration von
100.000 Zellen in 1,5 ml HDMEC-Wachstumsmedium gebracht. 1,5 ml dieser
Zellsuspension wurden jeweils in ein Loch einer 6er-Lochplatte gegeben. Nach 24
Stunden wurde das Medium abgenommen und die Zellen in HDMEC-

Wachstumsmedium mit 20 ng/ ml VEGFgs Uber 72 h stimuliert. Das Endvolumen
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betrug 2 ml pro Loch. Die Analyse der Floureszenzsignale erfolgte mit dem
FACScalibur™ und die Darstellung mit der Software CellQuest™.

4.14.3 Bestimmung von aktiver Caspase-3 mittels Western Blot
Bei der Einleitung von Apoptose wird sowohl (ber den intrinsischen Weg

(mitochondriale Signalkaskade) als auch tber den extrinsischen Weg (Todesrezeptor
Signalkaskade) die Effektor-Caspase Caspase-3 freigesetzt (Salvesen and Dixit, 1997).
Um die Aktivitat von Caspase-3 zu ermitteln wurden HDMEC auf eine Konzentration
von 100.000 Zellen in 1,5 ml HDMEC-Wachstumsmedium gebracht. 1,5 ml dieser
Zellsuspension wurden jeweils in ein Loch einer 6er-Lochplatte gegeben. Nach 24
Stunden wurde das Medium abgenommen und die Zellen in HDMEC-
Wachstumsmedium mit 20 ng/ ml VEGFygs Uber 72 h stimuliert. Das Endvolumen
betrug pro 2 ml Loch. Die Zellen wurden nach der Stimulation gesammelt und mit
100 pl CelLytic™-M Puffer unter Zusatz von 1 % (v /v) Protease Inhibitor Cocktail Set
I11 zur Inhibition von Proteasen lysiert. Die Zellen wurden dabei fur 15 min bei 22°C
und 800 UPM geschittelt und anschliefend bei 4°C und 20000 x g fur 15 min
zentrifugiert.  Nach ~ Abnahme des Uberstandes und  Bestimmung  der
Proteinkonzentration wurden jeweils 20 pg Gesamtprotein  mittels SDS-
Polyacryamidgelelektrophorese aufgetrennt. Anschlieend erfolgte unter Verwendung
des Primérantikorpers Anti-aktive Caspase-3 die weitere Analyse mittels Western-Blot
Verfahren. Die Intensitdten der Signale durch die Proteine auf der PVDF-Membran
wurden mit der Software Kodak Digital Science 1D Image Analyse dargestellt und
ausgewertet (Fister et al.,, 2007a). Die Signalintensititen wurden mit den
Signalintensitaten derselben Proteine nach erneuter Inkubation der PVDF-Membran mit
dem Primarantikorper Anti-Actin verglichen. Die Signalintensitdten der Anti-aktive
Caspase-3 Messung wurden ins Verhdltnis zu den Signalintensitdaten der Anti-Actin
Messung gesetzt. Je grofler das Verhéltnis ist, desto hoher ist die Aktivitat von

Caspase-3.
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5 Ergebnisse

5.1 Rekombinante Expression des Fusionsproteins NTF-TSP-2

5.1.1 Isolierung von NTF-TSP-2
Humane embryonale Nierenzellen (HEK 293) wurden stabil mit einem modifizierten

pCEP Expressionsvektor transfiziert, der die cDNA eines N-terminalen Fragmentes von
humanem TSP-2 enthélt. Puromycin-selektierte Zellklone wurden kultiviert und der
Mediumuberstand mittels SDS-Elektrophorese und Western Blot Analyse auf TSP-2
untersucht. Zellklone mit hoher Expression des 110 kDa grof3en Proteinfragments
NTF-TSP-2 wurden in groBem Malistab kultiviert und das Fragment mittels Protein G
Sepharose aufgereinigt. Die Grélle von 110 kDa wurde mittels SDS-Elektrophorse
ermittelt und das Fragment mittels Western Blot mit einem spezifischen Antikorper

gegen die N-terminale Doméane von TSP-2 nachgewiesen (Abbildung 5.1).
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Abbildung 5.1 Nachweis von NTF-TSP-2 mittels Western Blot

Der Nachweis der NTF-TSP-2 Proteinldsung erfolgt mit einem spezifischen Antikorper gegen den
N-Terminus von humanem TSP-2.
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Die Analyse der N-terminalen Aminoséduresequenz durch das Zentrum fir Molekulare
Medizin der Universitdt zu Koln (ZMMK) bestétigte, dass das Proteinfragment
Aminosaure 18 bis 550 des N-Terminus von humanem Thrombospondin-2 (LaBell and
Byers, 1993) mit der Heparin-bindenden Doméne, der Prokollagen-homologen Doméne
und den drei Type-1(Properdin)-Repeats enthélt (Abbildung 5.2).
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Abbildung 5.2 Schematische Darstellung des N-terminalen 80 kDa Fragmentes von humanem
Thrombospondin-2

Das Fragment enthalt N-terminal beginnend die Heparin-bindende Domane, die Prokollagen-
homologe Domane und die drei Type-1(Properdin)-Repeats von humanem Thrombospondin-2

Die eigentliche GrolRe des Fragmentes von 110 kDa entsteht zum einen durch
posttranslationale Glykosylierung und zum anderen durch die Kopplung an den Fc-Teil
von humanem IgG,. Das hat den Vorteil, dass das Fragment durch das Verfahren der
Affinitdtschromatographie gut zu isolieren ist. Weiterhin wird dadurch das

Fusionsprotein stabilisiert (Hinton et al., 2004).

5.1.2 Invitro Funktionalitat von NTF-TSP-2
Zur Uberpriifung der antiangiogenen Aktivitat von NTF-TSP-2 wurde ein etablierter

invitro Angiogeneseassay, der Tube Formation Assay (Kubota et al.,, 1988),
durchgefiihrt. Die Formation von ,rohrendhnlichen® Strukturen (tubes) in der
dreidimensionalen Kultur ist eine typische Eigenschaft von Endothelzellen. Friihere
Studien konnten zeigen, dass verschiedene proangiogene Faktoren wie zum Beispiel

VEGF die in vitro ,, Tube-Formation“ fordern (Ingber and Folkman, 1989), wahrend die



Ergebnisse 44

Behandlung mit Angiogeneseinhibitoren die Formation endothelialer Rohren
beeintrachtigt (DiPietro et al., 1994) (Canfield and Schor, 1995). HDMEC wurden in
ihrem Wachstumsmedium auf Matrigel ausgesét und die dreidimensionale Ausbildung
von Endothelzellréhren durch Zugabe von VEGF g5 unterstiitzt. Gleichzeitig wurden die
Zellen entweder mit PBS oder mit NTF-TSP-2 in einer Endkonzentration von
40 ug / ml behandelt.
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Abbildung 5.3 Hemmung der VEGF-induzierten Ausbildung von Endothelzellréhren durch
die Behandlung mit NTF-TSP-2

Im Vergleich zur VEGF-induzierten Ausbildung von Endothelzellréhren in den PBS-behandelten
Kontrollkulturen (A) fihrt die Zugabe von NTF-TSP-2 (B) zur deutlichen Hemmung der ,,Tube
Formation“ von HDMEC. (Balken = 200 um)

Die Stimulation mit VEGF g5 fuhrte zu einer effizienten Formation eines Netzwerks mit
Quervernetzungen  einer groBen  Anzahl rohrendhnlicher  Strukturen  bei
PBS-behandelten HDMEC (Abbildung 5.3 A). Im Gegensatz dazu war die Ausbildung
des Rohrennetzwerkes durch Zugabe von NTF-TSP-2 in der HDMEC-Kultur deutlich
gestort (Abbildung 5.3 B).

Die computerunterstiitzte Auswertung ergab fiur die HDMEC Kontrollkulturen eine
Tubelénge von 4,488 mm * 0,340 mm, wahrend die Behandlung mit NTF-TSP-2 zu
einer signifikanten Hemmung (51 %) der Ausbildung von Endothelzellréhren mit einer
Lange von 2,202 mm £ 0,2911 mm flhrte (Abbildung 5.4).
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Abbildung 5.4 NTF-TSP-2 hemmt die VEGF induzierte,, Tube Formation“ von HDMEC

Die Behandlung von HDMEC mit NTF-TSP-2 fuhrt im Vergleich zur PBS-Kontrolle zu einer
signifikanten Hemmung der Ausbildung von Endothelzellréhren (p = 0,0005, ungepaarter t-Test).
Die Anzahl der Messungen betrégt sechs pro Gruppe.

5.1.3 Einfluss von NTF-TSP-2 auf die Proliferation
Um direkte Effekte von NTF-TSP-2 auf die Proliferation von MDA-MB-435

Brustkrebszellen zu untersuchen, wurden diese einmal taglich ber 8 Tage mit 40 pg /
ml NTF-TSP-2 behandelt. Zur Kontrolle wurden die gleichen Zellen mit PBS-Puffer in
gleichem Volumen behandelt. Es zeigte sich, dass am Ende des Versuches die
Behandlung mit NTF-TSP-2 zu keiner signifikanten Beeinflussung des
Proliferationsverhaltens der Brustkrebszellen im Vergleich zur PBS-Kontrolle fiihrte.
Werden die Messwerte der Kontrolle gemittelt und auf 100 % gesetzt, so liegen die
Werte fir die Behandlung mit NTF-TSP-2 im Mittel bezogen auf die Kontrolle bei
90,4 % + 2,0 % (Abbildung 5.5).
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Abbildung 5.5 Einfluss von NTF-TSP-2 auf die Proliferation von humanen MDA-MB-435
Brustkrebszellen

Die Behandlung von MDA-MB-435 Zellen mit NTF-TSP-2 flhrt zu keinem signifikanten
Unterschied der Proliferation im Vergleich zur Kontrolle, bei der nur mit PBS-Puffer behandelt
wurde (p = 0,0841, ungepaarter t-Test).

5.2 Quantitative Evaluierung von Lymphknotenmikrometastasen

5.2.1 Quantitative Bestimmung von Mikrometastasen anhand einer
Standardverdinnungsreihe

Es gibt verschiedene Moglichkeiten die Metastasierung von Tumorzellen in andere
Organe nachzuweisen. Eine ist der Nachweis von humanen Alu-Sequenzen in murinem
Gewebe mittels PCR. Alu-Sequenzen sind humanspezifische Sequenzen, die
normalerweise in murinem Gewebe nicht detektierbar sind. In dieser Arbeit wurden die
humanen Alu-Sequenzen in Lungen- und Lymphknotengewebe als Ausdruck der
Metastasierung mittels real-time PCR quantifiziert. Dabei wurden die Messwerte mit
den Messwerten einer 1:10 Standardverdiinnungsreihe von humaner DNA in muriner
DNA im Bereich von 100 % - 0,001 % verglichen.
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Abbildung 5.6 Beispiel eines Alu-Fluoreszenzsignalverlaufes wahrend einer real-time PCR
Messung einer Standardverdinnungsreihe

Dargestellt werden die gegen eine passive Referenz normalisierten Alu-Fluoreszenzsignale einer
Standardverdiinnungsreihe (AR,) im Verlauf gegen die Zyklenanzahl (cy).

In Abbildung 5.6 werden die gegen eine passive Referenz normalisierten Alu-
Fluoreszenzsignale einer Standardverdinnungsreihe (AR,) im Verlauf gegen die Anzahl
der Zyklen (c,) dargestellt. Als Messwert gilt der c—Wert, der durch einen festgelegten
Schwellenwert AR, bestimmt wird, bei dem das Signal signifikant ansteigt. Der
Schwellenwert ist fur alle Messwerte einer Messung gleich. Bei jeder Messung wird
immer die gleiche Menge an genomischer DNA eingesetzt. Um Ungenauigkeiten in der
photometrischen Bestimmung der DNA Konzentration zu vermeiden, werden die Alu
Messwerte ins Verhéltnis zu den Messwerten des ,,Housekeeping-Gens* 18S rRNA
gesetzt. Wird exakt die gleiche Menge an DNA eingesetzt, so bleibt der Messwert fiir
das ,,Housekeeping-Gen* 18S rRNA immer gleich (Abbildung 5.7).
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Abbildung 5.7 Beispiel eines 18S rRNA-Fluoreszenzsignalverlaufes wahrend einer real-time
PCR Messung einer Standardverdiinnungsreihe

Dargestellt werden die gegen eine passive Referenz normalisierten Fluoreszenzsignale des
»Housekeeping-Gens* 18S rRNA einer Standardverdiinnungsreine (AR,) im Verlauf gegen die
Zyklenanzahl (cy).

Zur Messung des Signals des ,,Housekeeping-Gens* wird ebenfalls eine speziell
fluoreszierende DNA-Sonde eingesetzt, die sowohl die humane als auch murine
,Housekeeping-Gen*“ 18S rRNA Sequenz erkennt. Sowohl die Vermessung der Alu
PCR als auch der 18S rRNA PCR konnen durch den ABI PRISM™ 7700 Sequence
Detector (Applied Biosystems) in einer Duplex-Reaktion nebeneinander ablaufen. Die
beiden jeweiligen Sonden besitzen unterschiedliche Fluoreszenzmaxima, so dass zwei
Signale parallel gemessen werden kdnnen. Alle Alu Messwerte wurden immer auf die
Messwerte des ,,Housekeeping-Gens“ 18S rRNA bezogen. Das Verhaltnis der Alu
Messwerte zu den Messwerten des ,,Housekeeping-Gens* 18S rRNA wird durch Formel

5.1 ausgedriickt.

Ac; = ¢(Alu) - ¢(18S rRNA)

Formel 5.1 Formel zur Berechnung der auf das Housekeeping-Gen bezogene Messwerte Ac;
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Tragt man die Differenz der Zyklenzahl (Ac; halblogarithmisch tber den Anteil
humaner DNA in muriner DNA (%) auf, so entsteht bei einer 1:10
Standardverdiinnungsreihe bei einer 100 % effizienten PCR eine Steigung der
Kalibrierungskurve von -3,32. Der Anteil humaner DNA in muriner DNA der zu
vermessenden Proben wurde durch die Anwendung der Geradengleichung der

Kalibrierungskurve ermittelt (Abbildung 5.8).
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Abbildung 5.8 Beispiel einer Standardkurve zur Bestimmung des Anteils humaner DNA in
muriner DNA

Dargestellt wird eine Kalibrierungskurve als Standardkurve aus den Messwerten der
Standardverdiinnungsreihe.

5.2.2 Quantitative Evaluierung von Lymphknotenmikrometastasen mittels real-
time PCR

Fur die quantitative Evaluierung von Lymphknotenmikrometastasen wurden
Nacktmdusen fur den beschriebenen Metastasierungsversuch MDA-MB-435
Brustkrebszellen xenotransplantiert. Nach 2 bzw. 5 Wochen wurden den Nacktmdausen

die axillaren Lymphknoten entnommen, um daraus die genomische DNA zu gewinnen.



Ergebnisse 50

Mittels real-time PCR wurde fir die genomische DNA der Anteil humaner DNA in
muriner DNA bestimmt. Als Kontrollwert diente die Analyse des Anteils humaner DNA
in muriner DNA von Wildtyp-Lymphknoten DNA (Abbildung 5.9).
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Abbildung 5.9 Friihe Detektion von humanen MDA-MB-435 Brustkrebszellen in axillaren
Lymphknoten der Maus

Im Vergleich zu Kontroll-Lymphknoten aus nicht-tumortragenden Mdusen konnte nach 2 Wochen
bereits die Ausbreitung orthotop injizierter MDA-MB-435 Brustkrebszellen in den axillaren
Lymphknoten nachgewiesen werden. Der Anteil von humaner DNA zu muriner DNA in den
Lymphknoten betrdgt nach 2 Wochen 0.55 % und nach 5 Wochen 0.60 %. Die Anzahl der
Nacktmause betrug zehn pro Gruppe. Der Anteil humaner DNA in muriner DNA wurde jeweils fir
jede Nacktmaus in einer Dreifachbestimmung ermittelt.

Der Anteil humaner DNA in muriner DNA in Lymphknotengewebe von Mausen, denen
keine humanen Brustkrebszellen xenotransplantiert wurden, muss eigentlich bei Null
Prozent liegen. In dieser Arbeit war der Anteil humaner DNA in muriner DNA der

Kontrollméuse mit 3,5:10° % +0,5:10° % extrem gering und muss als Fehler der
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Methode interpretiert werden. Im Gegensatz dazu lag der Anteil humaner DNA in
muriner DNA 2 Wochen nach Xenotransplantation von MDA-MB-435 Brustkrebszellen
um das 157-fache héher und wurde mit 0,55 % £ 0,12 % ermittelt. Im Verlauf kommt
es zu einer weiteren Zunahme des Anteils humaner DNA in muriner DNA. mit einem
ermittelten Wert von 060%+0,18% 5 Wochen nach entsprechender

Xenotransplantation.

5.2.3 Quantitative Evaluierung von Lymphknotenmikrometastasen mittels
immunhistochemischen Nachweis von Zytokeratin-19

Die Ausbreitung von humanen MDA-MB-435 in die regiondaren Lymphknoten kann
auch immunhistochemisch dargestellt werden. Dazu erfolgte die immunhistochemische
Darstellung von MDA-MB-435 Brustkrebszellen mit einem Antikérper gegen
Zytokeratin-19 (Wu et al., 2001)

Abbildung 5.10 Immunhistochemischer Nachweis von Mikrometastasen in Lymphknoten

(A) Die Behandlung mit PBS-Puffer fihrt zum Nachweis von keiner Zytokeratin-19 positiven Zelle
als Mikrometastase in den Lymphknoten (B) Nach einer Behandlung von 2 und 5 Wochen lassen
sich Zytokeratin-19 positive Zellen im Lymphknoten immunhistochemisch nachweisen (Pfeile).
(Balken = 100 um)

In dem Lymphknotengewebe von nicht-tumortragenden Mausen lieRen sich keine
Zytokeratin-19 positiven Zellen nachweisen. Im Gegensatz dazu fanden sich sowohl 2
als auch 5 Wochen nach Xenotransplantation von MDA-MB-435 Zellen einzelne

Zytokeratin-19 positive Zellcluster in den Lymphknoten.

Zusammenfassend belegen die Daten, dass mittels der real-time PCR eine friihzeitige

Metastasierung am besten quantifiziert werden kann. Die ermittelten Werte der real-
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time PCR konnen dabei durch den immunhistochemischen Nachweis bestétigt werden
(Abbildung 5.10). Der immunhistochemische Nachweis diente ebenfalls als Beweis
dafir, dass tatsdchlich MDA-MB-435 Zellen in den Lymphknoten vorhanden waren.

5.3 Effekte von NTF-TSP-2 auf das in vivo Tumorwachstum von
MDA-MB-435 Brustkrebszellen

Die humane Brustkrebszelllinie MDA-MB-435 ist ein geeignetes
Xenotransplantationsmodell fir metastasierenden Brustkrebs (Lang et al., 2005) (Lee et
al., 2005). Die Zellen metastasieren dabei nach orthotoper Transplantation spontan in
die Lunge und Lymphknoten (Price et al., 1990). Dieses Tumormodell wurde eingesetzt,
um den Einfluss einer systemischen Gabe von NTF-TSP-2 auf das Brustkrebswachstum
und die Lymphknoten- und Lungenmetastasierung in vivo zu untersuchen. Die
Behandlung der Nacktmduse erfolgte durch intraperitoneale Injektion. Diese
Applikationsart ist etabliert und belastet die Versuchstiere in nur &uferst geringem
Umfang (Teng et al., 1993).

5.3.1 Die systemische Gabe von NTF-TSP-2 hemmt das Wachstum von
MDA-MB-435 Mammakarzinomen

Die antiangiogene Aktivitdt von NTF-TSP-2 in vitro gibt noch keinen Hinweis auf
dessen in vivo Effekte. Um diese zu untersuchen, wurden Nacktméusen humane
MDA-MB-435 Brustkrebszellen beidseits in das Fettgewebe der zweiten Brustdriise
gespritzt. Nachdem die Tumoren 6 Tage nach Tumorzellinokulation soeben sichtbar
waren, wurde die systemische Behandlung mit NTF-TSP-2 begonnen. Die Injektion
erfolgte im Abstand von 24 h. Es wurden drei Gruppen gebildet, die mit jeweils
unterschiedlichen Dosierungen an NTF-TSP-2 Proteinlésung therapiert wurden. Die
Konzentrationen betrugen 2,5 mg / kg KG, 5,0 mg / kg KG und 7,5 mg / kg KG. Als
Kontrolle diente eine Gruppe, der nur PBS-Puffer in dem gleichen VVolumen wie bei der
NTF-TSP-2 Therapie injiziert wurde. Zum Ausschluss von in vivo Effekten, die auf den
Fc-Teil des Fusionsproteins zurtickzufiihren sind, wurde eine weitere Gruppe von
Méusen gebildet, denen der Fc-Teil von humanem IgG ebenfalls taglich in einer
Konzentration von 2,5 mg / kg KG injiziert wurde. Die Anzahl der Nacktmduse betrug 3
Tiere pro Gruppe. An Tag 22 nach Tumorzellinokulation wurde das Volumen der
Tumoren gemessen. Es lag fir die PBS-Kontrollgruppe bei 604,7 mm3 £ 30,99 mmg3. Im

Vergleich zur Kontrollgruppe war das Tumorwachstum in allen Therapiegruppen
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signifikant reduziert mit Tumorvolumina von 278,2 mm3 = 17,43 mm3 bei einer
NTF-TSP-2 Konzentration von 2,5 mg / kg KG, 225,1 mm?3 + 20,87 mm? bei 5,0 mg /
kg KG und 190,0 mm3 + 40,84 mm3 bei 7,5 mg / kg KG. Das Tumorwachstum wurde
durch die Behandlung von NTF-TSP-2 um 54 % bis 82 % im Vergleich zur PBS-

Kontrollgruppe gehemmt.

Tag 22
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Abbildung 5.11 Hemmung des Tumorwachstums von Mammakarzinomen durch NTF-TSP-2

(A, C-E) Nach 16 Behandlungstagen wurde das Tumorwachstum von xenotransplantierten
MDA-MB-435 Mammakarzinomen durch intraperitoneale Applikation von NTF-TSP-2 in den
Konzentration von 2,5, 5,0 und 7,5 mg / kg KG im Vergleich zur Kontrollbehandlung mit PBS-
Puffer deutlich gehemmt (fur alle drei Dosierungen gilt p < 0,0001, ungepaarter t-Test). Die
Tumorvolumina innerhalb der drei NTF-TSP-2 Behandlungsgruppen ergaben keine signifikanten
Unterschiede. (A-B) Die Behandlung mit IgG-Fc hatte im Vergleich zur PBS-Kontrolle keinen
wesentlichen Einfluss auf das Tumorwachstum (p = 0,3913, ungepaarter t-Test).

Dabei  zeigte sich innerhalo der NTF-TSP-2 Behandlungsgruppe ein
konzentrationsabhangiger Hemmeffekt, der jedoch statistisch nicht signifikant war.
Lediglich gegeniiber der Kontrollgruppe, die mit PBS behandelt wurde, ergab sich fir
alle drei  NTF-TSP-2 Konzentrationen eine signifikante Hemmung des

Tumorwachstums. Die Applikation des Fc-Teils hatte keinen wesentlichen Effekt auf
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das in vivo Tumorwachstum im Vergleich zur PBS-Kontrollbehandlung (Abbildung
5.11).

5.3.2 Die systemische Gabe von NTF-TSP-2 hemmt das Tumorwachstum tber
einen Zeitraum von 5 Wochen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die intraperitoneale Injektion von NTF-TSP-2
das Tumorwachstum von MDA-MB-435 signifikant hemmt, sollte die Wirkung einer
intraperitonealen Gabe von NTF-TSP-2 (ber einen langeren Zeitraum untersucht

werden.
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Abbildung 5.12 Die Behandlung von xenotransplantierten Mammakarzinomen mit
NTF-TSP-2 fihrt zu einer deutlichen Hemmung des Tumorwachstums im Verlauf von
5 Wochen

Die Behandlung von xenotransplantierten MDA-MB-435 Mammakarzinomen mit NTF-TSP-2
flhrte ab Tag 22 zu einer signifikanten Hemmung des Tumorwachstums (ab Tag 22 gilt p < 0,0001,
ungepaarter t-Test). Nach einer Gesamtdauer von 36 Tagen fihrte die intraperitoneale Injektion von
NTF-TSP-2 (5,0 mg / kg KG) zu einer Wachstumshemmung von 61 % im Vergleich zur
Behandlung mit PBS-Puffer.

Dazu wurden Nacktmduse mit MDA-MB-435 Brustkrebszellen orthotop inokuliert und
ab Tag 6 in einem Abstand von 24 h mit NTF-TSP-2 in einer Konzentration von
5,0 mg/ kg KG behandelt. Der Versuch dauerte ab dem Tag der Tumorinokulation

insgesamt 36 Tage. Dabei wurden zwei Gruppen von Nacktméusen jeweils mit
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NTF-TSP-2 und zwei Gruppen zur Kontrolle mit PBS-Puffer in dem gleichen Volumen
behandelt. Die Anzahl der Nacktmé&use betrug 10 Tiere pro Gruppe. Das Tumorvolumen

wurde jeweils an Tag 8, 15, 22, 29 und 36 nach Tumorzellinokulation gemessen.

Bereits nach 8 und 15 Tagen deutete sich eine Wachstumshemmung der Tumoren der
Therapiegruppe (54,45 mm?3 = 5,16 mm3, 124,71 mm3 £ 12,69 mm?) im Vergleich zur
PBS-Kontrollgruppe (60,60 mm?3 £ 5,72 mm?3 und 162,8 mm? + 10,42 mm3) an. Nach 22
Tagen wurde das Tumorwachstum der therapierten Nacktmause (166,21 mm3 + 26,40
mm3) im Vergleich zur Kontrolle (416,1 mm?3 £ 35,53 mm3) um 40 % gehemmt Die
Hemmung zeigte sich ebenfalls nach 29 Tagen (NTF-TSP-2-Gruppe:
346,01 mm3 £ 46,94 mm3, PBS-Kontrolle: 973,7 mm3 £ 138,9 mm?3) und betrug 36 %.
An Tag 36 wurde durch die Therapie eine Hemmung von bis zu 61 % erreicht
(1965 mm? £ 241,2 mmg&. zu 768,41 mm?3 + 99,93 mm?3) (Abbildung 5.12).

5.3.3 Die systemische Gabe von NTF-TSP-2 hemmt die Angiogenese in vivo
BlutgefaRe konnen durch immunhistochemischen Nachweis des panendothelialen

GefélRmarkers CD31 sichtbar gemacht werden (Dejana et al., 1995).
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Abbildung 5.13 Die Gabe von NTF-TSP-2 hemmt die Angiogenese in vivo

In dieser Abbildung werden immunhistochemisch gefarbte Gewebeschnitte von Tumoren gezeigt,
die mit einem Antikorper gegen den BlutgefaBmarker CD31 behandelt werden. Dabei werden die
BlutgefaRe in Rot dargestellt. (A) Gewebeschnitt eines Tumors der PBS-Kontrollgruppe. (B)
Gewebeschnitt eines Tumors der NTF-TSP-2 Therapiegruppe mit deutlichem Unterschied in der
Anzahl, GriRe und Flache der Gefalke im Vergleich zur Kontrolle. (Balken = 100 pm)

An Tag 36 nach Tumorinokulation wurden den Nacktmdusen die Tumoren entnommen

und diese jeweils halbiert. Die immunhistochemische morphometrische Analyse der
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Gefalle im Tumorgewebe wurde unter Verwendung der IP Lab Software durchgefihrt.
Die Anzahl betrug 10 Tumorgewebeschnitte pro Gruppe. Dabei wurden pro
Tumorgewebeschnitt drei unterschiedliche Areale ausgewahlt und ausgewertet. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe war die Anzahl der BlutgefdBe pro Tumorflache
(GefaRkdichte) in den Tumoren der Mause, die intraperitoneal mit NTF TSP 2 behandelt
wurden, signifikant vermindert (Abbildung 5.13).

Wahrend die Geféalkdichte in der Kontrollgruppe bei
161,8 Geféalle / mm? + 12,22 GefdRe / mm? lag, war diese in der NTF-TSP-2 Gruppe um
43 % reduziert und betrug 91,60 GefalRe / mm? £ 8,62 Gefalle / mm? (Abbildung 5.14).
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Abbildung 5.14 Hemmung der GefaRdichte durch NTF-TSP-2

Die Behandlung mit NTF-TSP-2 fuhrt im Vergleich zur PBS-Kontrolle zu einer signifikanten
Hemmung der Geféle pro Flache (p < 0,0001, ungepaarter t-Test).

Der Anteil an Flache, der durch GefdlRe eingenommen wird, der sogenannte
Gefalflachenanteil, war ebenfalls durch die Gabe von NTF-TSP-2 (1,31 % £ 0,1259 %)
im Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe (4,027 % + 0,262 %) signifikant kleiner.
Insgesamt wird der Gefal¥flachenanteil durch die Therapie mit NTF-TSP-2 um 67 % im
Vergleich zur Kontrolle vermindert (Abbildung 5.15).
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Abbildung 5.15 Reduzierung des GefaRflachenanteils durch NTF-TSP-2

Verglichen mit der PBS-Kontrollgruppe wird der GeféRflachenanteil durch die Behandlung mit
NTF-TSP-2 deutlich gehemmt (p < 0,0001, ungepaarter t-Test).
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Abbildung 5.16 Verringerung der durchschnittlichen Flache der Blutgefalie durch
NTF-TSP-2

Auch die durchschnittliche Flache der Blutgefalie wurde durch die Behandlung mit NTF-TSP-2 im
Vergleich zur PBS-Kontrollgruppe deutlich reduziert (p < 0,0001, ungepaarter t-Test).
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Die durchschnittliche Flache der BlutgefdaRe im Tumorgewebe betrdgt nach der
Behandlung mit PBS-Puffer 269,4 pm? + 21,49 um2 Im Gegensatz dazu fuhrte die
Behandlung mit NTF-TSP-2 zu einer signifikanten Reduzierung der Flache um 43 %
auf einen Wert von 154,5 um? £ 10,45 um? (Abbildung 5.16).

5.3.4 Die systemische Gabe von NTF-TSP-2 hemmt die lymphogene und
pulmonale Metastasierung

Die intraperitoneale Gabe von NTF-TSP-2 hemmt das Tumorwachstum und die
Angiogenese von humanen Brutkrebszellen in vivo. Als nédchstes wurde der Einfluss
von NTF-TSP-2 auf die Metastasierung von orthotop xenotransplantierten
MDA-MB-435 Brustkrebszellen mittels real-time PCR human spezifischer
Alu-Sequenzen untersucht. Dazu wurden wéhrend des oben beschriebenen
Tumorwachstumsverlaufsversuches 2 bzw. 5 Wochen nach Tumorzellinokulation die
Lungen und axillaren Lymphknoten entnommen und nach Isolierung der genomischen

DNA mittels real-time PCR der Anteil humaner in muriner DNA ermittelt.

Die Metastasierung in die Lymphknoten wurde durch die Gabe von NTF-TSP-2 sowohl
nach 2 Wochen als auch nach 5 Wochen im Vergleich zur Gabe von PBS-Puffer
signifikant gehemmt. Vierzehn Tage nach Xenotransplantation betrug der in den
Lymphknoten nachgewiesene Anteil humaner DNA in muriner DNA in den NTF-TSP-2
behandelten Mausen 0,141 % =+ 0,041 %. Dieser Anteil war im Vergleich zur
Kontrollgruppe (0,413 % + 0,122 %.) um 66 % signifikant reduziert. Nach einem
Zeitraum von 5 Wochen war der hemmende Effekt durch die Behandlung mit
NTF-TSP-2 (0,093 % £ 0,016 %) im Vergleich zur Kontrollgruppe (0,456 + 0,093 %)
sogar noch deutlicher (80 %) (Abbildung 5.17).
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Abbildung 5.17 Die Gabe von NTF-TSP-2 hemmt die Metastasierung von MDA-MB-435
Brustkrebszellen in die Lymphknoten

Die Metastasierung von humanen MDA-MB-435 Brustkrebszellen wurde durch die Bestimmung
des Anteils humaner DNA in muriner DNA in Lymphknotengewebe mittels quantitativer real-time
PCR bestimmt. Bereits nach zwei und auch noch nach 5 Wochen zeigte sich im Vergleich zur PBS-
Kontrolle eine signifikante Hemmung der Metastasierung in die Lymphknoten durch systemische
Applikation von NTF-TSP-2. (p = 0,0017, Mann-Whitney-U-Test), (p < 0,0001, Mann-Whitney-U-
Test). In Lympknotengewebe nicht-tumortragender Mause konnte nur ein kaum messbarer Anteil
humaner DNA in muriner DNA als sogenannter Messfehler der Methode nachgewiesen werden.

Der Anteil humaner DNA in muriner DNA von Wildtyp-Lymphknoten liegt bei
7,410" % +1,9-10* % und wird ebenfalls ermittelt, um die Spezifitat der Methode zu

belegen.
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Abbildung 5.18 Die Gabe von NTF-TSP-2 hemmt die Metastasierung von MDA-MB-435
Brustkrebszellen in die Lunge

Bereits nach zwei Wochen wird die Metastasierung von MDA-MB-435 Brustkrebszellen in die
Lunge gehemmt (p = 0,016, Mann-Whitney-U-Test). Nach 5 Wochen steigt der Anteil rapide an und
wird durch die Gabe von NTF-TSP-2 deutlich gehemmt (p < 0,0001, Mann-Whitney-U-Test). Als
Kontrollwert diente die Vermessung von Wildtyp-DNA aus Lungen.

Die Metastasierung in die Lungen wird ebenfalls durch die Gabe von NTF-TSP-2
sowohl nach 2 Wochen als auch nach 5 Wochen deutlich gehemmt. Nach 2 Wochen
liegt der Anteil sowohl bei der Therapiegruppe (0,0056 % + 0,9-10-3 %) als auch bel
der Kontrollgruppe (0,0236 % + 0,0064 %.) unter 0,1 %. Der Anteil steigt nach 5
Wochen in der Kontrollgruppe rapide an (1,172 + 0,135 %) und wird durch die
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Behandlung mit NTF-TSP-2 (0,376 % % 0,055 %) um 68 % vermindert (Abbildung
5.18).

5.4 Verteilung von appliziertem NTF-TSP-2 im Mausgewebe

5.4.1 Inhibitions-ELISA
Zum Nachweis von intraperitoneal injiziertem NTF-TSP-2 im Serum von Mausen

wurde ein Inhibitions-ELISA etabliert. Die zu untersuchende Serumprobe wurde mit
einer konstanten Menge des Antikorpers Anti-TSP-2 inkubiert und die Menge der freien
Antikorper Gber eine Nachweisplatte mit dem Fusionsprotein NTF-TSP-2 bestimmt. Die
NTF-TSP-2-Menge einer Probe verhdlt sich dabei reziprok zur Menge der freien
Antikorper und kann Uber eine Standardverdiinnungsreihe berechnet werden. Diese
bestand aus einer seriellen Verdiinnung von NTF-TSP-2 in PBS. Die Auswertung der

Messungen erfolgte durch die Software SigmaPlot.

5.4.2 Untersuchung der Bioverfiigbarkeit von NTF-TSP-2 mittels
Inhibitions-ELISA

24 Nacktmdusen wurden MDA-MB-435 Brustkrebszellen transplantiert und nach
2 Wochen einmalig die Dosis von 5,0 mg / kg KG NTF-TSP-2 intraperitoneal injiziert.
Das entspricht bei einem Durchschnittsgewicht der Nacktmé&use von 20 Gramm 100 ug
NTF-TSP-2. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurde Blut abgenommen und das Serum
isoliert. Die Zeitpunkte der Blutentnahmen waren nach 0 Stunden, also ohne vorherige
NTF-TSP-2 Injektion, nach 30 Min., 1h, 2 h, 6 h, 12 h, 24 h und 72 h nach
intraperitonealer NTF-TSP-2 Injektion. Es wurden pro Zeitpunkt 3 Nacktmause
verwendet. Zur Bestimmung der NTF-TSP-2 Konzentration im Serum wurde ein
Inhibitions-ELISA mit einem Primé&rantikorper gegen den N-Terminus von humanem
TSP-2 (Anti-TSP-2) durchgefiihrt. Die Ermittlung der Serumkonzentration erfolgte
durch Doppelbestimmung. Die Bestimmung der Serumkonzentrationen erfolgte in einer
Serumverdiinnung von 1:50 in PBS-Puffer und von 1:500 in PBS-Puffer mit je 2,5 ng
Anti-TSP-2 Antikorper pro Probe.
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Abbildung 5.19 Untersuchung der Bioverfuigbarkeit von NTF-TSP-2

Mit Mammakarzinomen xenotransplantierten Nacktmdusen wurden einmalig 100 pg NTF-TSP-2
intraperitoneal verabreicht. Durch Bestimmung der Serumkonzentrationen von NTF-TSP-2 mittels
Inhibitions-ELISA nach unterschiedlichen Zeitpunkten lasst sich eine Bioverfligbarkeitskurve
ermitteln. Als Kontrollwert diente Serum von xenotransplantierten Nacktmausen vor der
NTF-TSP-2 Gabe und Serum von Wildtyp-Méausen.

Die  Messwerte der Serumproben wurden auf die Messwerte einer
Standardverdiinnungsreihe bezogen. Als Kontrollwerte dienten eine Serumverdinnung
von Wildtyp-Serum (10,1 ng / ml £ 4,1 ng / ml) und eine zum Zeitpunkt von 0 Stunden
(28,4 ng / ml = 3,6 ng / ml). Die Maximalkonzentration von NTF-TSP-2 wurde bereits
nach 1 h Stunde (19,67 pg / ml + 3,76 pg / ml) erreicht. Die Konzentration von
NTF-TSP-2 stieg zunédchst nach 30 Minuten an (16,81 pug / ml £ 1,75 pg / ml) und
erreichte nach einer Stunde den Maximalwert mit 19,67 pg / ml = 3,76 pug / ml. Im
weiteren Verlauf fiel die NTF-TSP-2 Konzentration im Serum wieder ab. Nach 2 h
wurde ein Wert von 6,67 ug / ml £ 1,29 pug / ml, nach 6 h 198,0 ng / ml = 53,0 ng / ml,
nach 12 h 178,8 ng / ml £ 42,7 ng / ml, nach 24 h 29,0 ng / ml £ 6,3 ng / ml und nach 72
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h 94 ng / ml £ 47 ng / ml ermittelt (Abbildung 5.19). Das Blutvolumen bei
Nacktmausen mit einem Durchschnittsgewicht von 20 Gramm liegt bei 2 ml. Daraus
lasst sich die Halfte an Serum isolieren. Nach intraperitonealer Injektion von 100 pg
gingen also maximal 19,67 pg NTF-TSP-2 ins Blut tber, was einem Anteil von 19,7 %

entspricht.

5.4.3 Nachweis von intraperitoneal appliziertem NTF-TSP-2 im Tumorgewebe
Zum Nachweis von NTF-TSP-2 im Tumor wurden am Ende des Versuches Uber

5 Wochen Tumoren aus der PBS-Kontrollgruppe und Tumoren aus der NTF-TSP-2
Therapiegruppe mit Gewebelysispuffer lysiert. TSP-2 wurde zundchst mittels eines
Antikorpers gegen die N-terminale Doméne von TSP-2 aus dem Tumorlysat
immunprazipitiert. Nach SDS-PAGE des Immunprézipitates wurde ein Western Blot
zur Detektion von TSP-2 durchgefihrt. Hierbei lie sich eine ca. 110 kDa grofe
Proteinbande im Tumorlysat der Tumoren der NTF-TSP-2 Therapiegruppe nachweisen,
wéhrend in den Kontrolltumoren keine Proteinbande nachweisbar war (Abbildung
5.20).

170
130

05 w—

kDa PBS NTF-TSP-2

Abbildung 5.20 Nachweis von NTF-TSP-2 nach Immunprézipitation mittels Western Blot

(A) Ein Western Blot mit Anti-TSP-2 zeigt bei lysierten Tumoren nach Behandlung mit nur PBS-
Puffer nach Immunprazipitation kein sichtbares Signal. (B) Bei lysierten Tumoren nach Behandlung
mit NTF-TSP-2 kann vermehrt humanes TSP-2 in einer GroRe von 110 kDa nachgewiesen werden.
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Somit konnte gezeigt werden, dass das intraperitoneal injizierte NTF-TSP-2 sowohl im

Serum als auch im Tumorgewebe nachweisbar ist.

5.5 Einfluss von NTF-TSP-2 auf Endothelzellen in vitro

Fir die Type-1-Repeats von TSP-1 ist bereits gezeigt worden, dass sie an den CD36
Rezeptor von Endothelzellen binden (Asch et al., 1992) (Li et al., 1993). TSP-1 hemmt
dabei die Migration von CD36-transfizierten HUVEC uber einen CD36-abhéngigen
Mechanismus (Dawson et al., 1997). TSP-2 besitzt analog zu TSP-1 auch drei Type-1-
Repeats (Adams and Lawler, 2004). Uber eine direkte Wirkung von TSP-2 auf

Endothelzellen ist zurzeit nur wenig bekannt.

5.5.1 Nachweis des CD36 Rezeptors auf HDMEC
Der CD36 Rezeptor soll auf HDMEC aber nicht auf HUVEC exprimiert sein. Zunéachst

wurden die fur diese Arbeit isolierten HUVEC und kommerziell erworbenen HDMEC
hinsichtlich CD36 Expression mittels Immunfluoreszenz unter Verwendung eines
spezifischen Antikdrpers gegen CD36 untersucht. Zur besseren Darstellung der Zellen
wurden die Zellkerne mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI angefarbt. Wahrend flr
HUVEC (Abbildung 5.21 A) mittels Immunfluoreszenzfarbung keine Expression von
CD36 nachzuweisen war, konnte fir HDMEC (Abbildung 5.21 B) ein deutliches Signal
auf der Zellmembran detektiert werden.
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HUVEC

HDMEC

Abbildung 5.21 Darstellung von immunfluoreszenzgefarbten HDMEC und HUVEC mit einem
Antikdrper gegen CD36

(A) HUVEC und (B) HDMEC wurden mit einem Antikorper gegen den CD36 Rezeptor inkubiert.
Die Zellkerne wurden mit DAPI sichtbar gemacht (blaue Fluoreszenz). (B) Positive
Immunfluoreszenzfarbung fir CD36 auf der Zellmembran von HDMEC (Pfeile) (A) Bei HUVEC

lassen sich lediglich Zellkerne mit etwas unspezifischer perinukledrer Hintergrundfluoreszenz
darstellen. (Balken = 50 pum)
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5.5.2 Angiogenesehemmung durch NTF-TSP-2 Giber einen CD36-abhangigen
Mechanismus

Die Ausbildung der VEGF-stimulierten Ausbildung von Endothelzellréhren konnte
durch die Behandlung von HDMEC mit NTF-TSP-2 im Vergleich zur PBS-Kontrolle
signifikant gehemmt werden. Fir TSP-1 ist gezeigt worden, dass die antiangiogene

Wirkung unter anderem tber den Rezeptor CD36 erfolgt.

Zur Untersuchung der funktionellen Bedeutung des CD36 Rezeptors fur die
antiangiogenen Effekte von NTF-TSP-2 wurden zundchst HUVEC, denen der CD36
Rezeptor fehlt (Swerlick et al., 1992), im Tube Formation Assay mit NTF-TSP-2
behandelt (Abbildung 5.22).

PBS NTF-TSP-2

Abbildung 5.22 Die Behandlung von HUVEC mit NTF-TSP-2 hemmt nicht die
VEGF-induzierte Ausbildung von Endothelzellréhren

Im Vergleich zur VEGF-induzierten Ausbildung von Endothelzellrdhren in den PBS-behandelten
Kontrollkulturen (A) fuhrt die Zugabe von NTF-TSP-2 (B) zur keiner Hemmung der ,,Tube
Formation“ von HUVEC. Die Anzahl der Messungen betrégt sechs pro Gruppe. (Balken = 200 pum)

Im Vergleich zur Kontrollbehandlung mit PBS-Puffer (3,761 mm £ 0,263 mm) konnte
die Ausbildung von Endothelzellréhren durch NTF-TSP-2 (3,816 mm £ 0,367 mm)
nicht gehemmt werden (Abbildung 5.23).
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Abbildung 5.23 NTF-TSP-2 hemmt nicht die VEGF induzierte,, Tube Formation“ von HUVEC

Die Behandlung von HUVEC mit NTF-TSP-2 fihrt im Vergleich zur PBS-Kontrolle zu keiner
Hemmung der Ausbildung von Endothelzellréhren (p = 0,0005, ungepaarter t-Test).

Diese Daten deuten an, dass die antiangiogene Aktivitdt von NTF-TSP-2 Uber den
CD36 Rezeptor vermittelt wird. Dies sollte durch nachfolgend aufgefiihrte Experimente

weiter analysiert werden.

Dazu wurde ein Tube-Formation-Assay mit HDMEC durchgefuihrt. (Abbildung 5.24).
Dabei wurden HDMEC zur Kontrolle nur mit PBS-Puffer, mit NTF-TSP-2 in einer
Endkonzentration von 40 pg / ml in Kombination mit murinem Immunglobulin G in
einer Endkonzentration von 10 pg / ml, mit NTF-TSP-2 in einer Endkonzentration von
40 ug / ml plus Anti-CD36 in einer Endkonzentration von 10 pg / ml und zur weiteren
Kontrolle nur mit dem Fc-Teil von humanem IgG in PBS-Puffer in einer
Endkonzentration von 20 pg / ml behandelt. Die Kombination von NTF-TSP-2 mit
murinem Immunglobulin G wurde gewahlt, um die Effekte des reinen Immunglobulins

des Antikdrpers Anti-CD36 auszuschliel3en.
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Abbildung 5.24 Die Behandlung von HDMEC mit NTF-TSP-2 hemmt die Ausbildung von
Endothelzellréhren Gber einen CD36-abhangigen Mechanismus

Als Kontrolle dient die Behandlung von VEGF-stimulierten HDMEC mit PBS-Puffer (A). Die
Ausbildung von Endothelzellréhren wird durch die Behandlung mit 1gG-Fc (B) im Vergleich zur
PBS-Kontrolle nicht beeinflusst. Die Behandlung mit NTF-TSP-2 in Kombination mit murinem 1gG
(C) fahrt im Vergleich zur PBS-Kontrolle zu einer Hemmung der Ausbildung von
Endothelzellréhren. In Gegenwart eines CD36-blockierenden Antikdrpers (D) ist die Hemmung der
VEGF-stimulierten HDMEC durch NTF-TSP-2 nicht mehr nachweisbar. (Balken = 200 pum)

Die Behandlung mit NTF-TSP-2 in Kombination mit murinem I1gG (1,885 mm + 0,117
mm) fuhrte im Vergleich zur Behandlung mit PBS (5,280 mm + 0,271 mm) zu einer
deutlichen Hemmung der Ausbildung VEGF-stimulierter Endothelzellréhren um 64 %.
Die Hemmung der Endothelzellréhrenbildung durch NTF-TSP-2 wurde durch Zugabe
eines CD36-blockierenden Antikdrpers weitgehend aufgehoben und war im Vergleich
zur Kontrolle nicht mehr signifikant (4,932 mm + 0,393 mm). Die Behandlung mit dem
Fc-Teil von humanem 1gG (4,536 mm + 0,368 mm) hatte ebenfalls keinen wesentlichen
Einfluss auf die Ausbildung der Endothelzellréhren und wurde nur um 14 % reduziert.
(Abbildung 5.25)
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Abbildung 5.25 CD36-abhangige Hemmung der Angiogenese durch NTF-TSP-2 im
,»Tube Formation Assay*

(A und B) Im Vergleich zur PBS-Kontrolle (A) hatte die Behandlung von VEGF-stimulierten
HDMEC mit 1gG-Fc (B) keinen wesentlichen Einfluss auf die Ausbildung von Endothelzellréhren.
(p = 0,123, ungepaarter t-Test). (A und C) Die Behandlung von HDMEC mit NTF-TSP-2 in
Kombination mit murinem IgG (C) fuhrte zu einer signifikanten Hemmung der VEGF-stimulierten
Ausbildung von Endothelzellréhren im Vergleich zur PBS-Kontrolle (A) (p < 0,0001, ungepaarter t-
Test). (A und D) Die Ausbildung von VEGF-stimulierten Endothelzellréhren war vergleichbar zu
HDMEC die mit PBS (A) und denen, die mit NTF-TSP-2 und einem CD36 blockierenden
Antikorper (D) behandelt wurden. (p = 0,476, ungepaarter t-Test). Der Versuch wird in drei
voneinander unabhangigen Messungen in Dreifachbestimmung durchgefiihrt.

5.6 Einfluss von NTF-TSP-2 auf die Apoptose von Endothelzellen

5.6.1 Die Behandlung mit NTF-TSP-2 induziert die Apoptose von HDMEC ber
einen CD36-abhangigen Mechanismus

Im Endstadium von Apoptose findet vermehrt die Degradation von DNA in Fragmente
durch Endonukleasen statt. Die Fragmente verlassen dann den Zellkern Uber die
Zellkernporen in das Zytoplasma (Wyllie, 1980). Der héhere Anteil an DNA im
Zytoplasma kann durchflusszytometrisch mit der Methode nach Nicoletti quantitativ
bestimmt werden (Nicoletti et al., 1991). Bei der Vermessung der Proben wird der
Zellzyklus in einem Histogramm der Propidiumiodid-Fluoreszenz dargestellt. Der
ZykKlus teilt sich dabei in pra-G0/G1-, GO/G1-, S- und G2/M-Phase auf. Der Anteil
apoptotischer Zellen ist im pra-G0/G1-Peak dargestellt und kann prozentual im

Verhéltnis zur Gesamtzahl der Zellen bestimmt werden (Abbildung 5.26).
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Abbildung 5.26 Graphische Darstellung einer durchflusszytometrischen Messung

Der Zellzyklus wird in einem Histogramm der Propidiumiodid-Fluoreszenz dargestellt. Der Anteil
apoptotischer Zellen ist im préa-G0/G1-Peak dargestellt und wird prozentual bestimmt.

Mit der durchflusszytometrischen Methode nach Nicoletti lasst sich die Apoptose von
Zellen nach Behandlung mit verschiedenen Stimulantien quantitativ bestimmen (Fister
et al., 2007a) (Fister et al., 2007b). Dabei lasst sich die Apoptose von HDMEC durch
Inkubation mit 107 M Doxorubicin induzieren. Der Anteil apoptotischer Zellen liegt
nach der Behandlung mit Doxorubicin bei 31,83 % + 1,16 %. Die Methode ist somit
zum Nachweis apoptotischer HDMEC geeignet. Es wurde nun untersucht, ob die
Behandlung von HDMEC mit NTF-TSP-2 Apoptose induziert. Dazu wurden HDMEC
zur Kontrolle mit dem Fc-Teil von humanem 1gG in PBS-Puffer in einer
Endkonzentration von 20 ug / ml behandelt. HDMEC wurden weiterhin mit NTF-TSP-2
in einer Endkonzentration von 40 pug/ ml in Kombination mit murinem 1gG in einer
Endkonzentration von 10 pg / ml behandelt. Der Anteil apoptotischer HDMEC nach
Inkubation mit NTF-TSP-2 in Kombination mit murinem IgG stieg im Vergleich zur
Fc-behandelten Kontrollgruppe um 47% signifikant an und lag bei 26,27 % + 1,57 %,
wéhrend dieser in der 1gG-Fc-Kontrollgruppe mit 17,83 % + 0,58 % ermittelt wurde.
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Abbildung 5.27 Die Behandlung von HDMEC mit NTF-TSP-2 induziert die Apoptose iber
einen CD36-abhangigen Mechanismus

HDMEC werden mit 1gG-Fc in PBS-Puffer (A), NTF-TSP2 in Kombination mit murinem IgG (B),
NTF-TSP-2 in Kombination mit einem CD36-blockierenden Antikorper (C) und mit Doxorubicin
(D) behandelt. Sowohl die Behandlung mit NTF-TSP-2 in Kombination mit murinem IgG (B) als
auch die Behandlung mit Doxorubicin (D) (dient als Positivkontrolle) zeigen einen deutlich
groleren pra-G0/G1-Peak im Vergleich zur Behandlung von HDMEC mit IgG-Fc¢ in PBS-Puffer
(A) (dient als Negativkontrolle) und der Behandlung mit NTF-TSP-2 in Kombination mit einem
CD36-blockierenden Antikorper (C).

Ferner wurden HDMEC mit NTF-TSP-2 in einer Endkonzentration von 40 pug / ml in
Kombination mit Anti-CD36 in einer Endkonzentration von 10 pg / ml behandelt.
Dieser hemmende Effekt auf die Endothelzellréhrenbildung war nach Inkubation der
HDMEC mit NTF-TSP-2 (40 pg / ml) in Gegenwart eines CD36-blockierenden
Antikorpers (10 pg / ml) nicht mehr nachweisbar. Der Anteil apoptotischer HDMEC
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(18,83 % £ 0,64 %) war vergleichbar mit dem in der IgG-Fc-Kontrollgruppe. Somit
scheint die Induktion von Apoptose durch die Behandlung von HDMEC mit
NTF-TSP-2 Uber den CD36 Rezeptor vermittelt zu werden. (Abbildung 5.28).

Quantifizierung von Apoptose mittels Durchflusszytometrie
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Abbildung 5.28 Apoptoseinduktion von HDMEC durch NTF-TSP-2 ist abhéngig vom CD36
Rezeptor

Mittels Durchflusszytometrie wurde der Anteil apoptotischer Zellen nach Inkubation mit 1gG-Fc
(A), NTF-TSP-2 in Kombination mit murinem IgG (B), NTF-TSP-2 + CD36 Antikdrper (C) und
Doxorubicin (D) analysiert. Im Vergleich zur lgG-Fc-Kontrolle (A) fihrte die Behandlung von
HDMEC mit NTF-TSP-2 in Kombination mit murinem IgG (B) zu einem signifikant héheren Anteil
apoptotischer Zellen (p < 0,0001, ungepaarter t-Test). Im Gegensatz dazu verdnderte sich im
Vergleich zur 1gG-Fc-Kontrollgruppe (A) der Anteil nicht, wenn HDMEC mit NTF-TSP-2 in
Kombination mit einem CD36-blockierenden Antikérper (C) inkubiert wurden (p = 0,2583,
ungepaarter t-Test). Die Induktion von Apoptose bei HDMEC durch NTF-TSP-2 ist somit
CD36-abhangig. Als  Positivkontrolle  diente  die  Inkubation von HDMEC mit
Doxorubicin (D) (p <0,0001, ungepaarter t-Test). Der Versuch wurde in drei voneinander
unabhéngigen Messungen in Dreifachbestimmung durchgefihrt.

5.6.2 Die Behandlung von HDMEC mit NTF-TSP-2 fuhrt zu einem
CD36-abhangigen Verlust des mitochondrialen Membranpotentials

Charakteristisches Merkmal bei der Apoptoseinduktion Uber den intrinsischen
Signalweg ist der schnelle Verlust des mitochondrialen Membranpotentials, was zu

einer Freisetzung von Cytochrom c¢ und anderen proapoptotischen Proteinen fihrt
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(Goldstein et al., 2000). Durch die Behandlung von Zellen mit verschiedenen
Stimulantien I&sst sich ein Verlust des mitochondrialen Membranpotentials nachweisen
(Fister et al., 2007a).

Zur Kontrolle des mitochondrialen Membranpotentials wurden HDMEC nur mit PBS-
Puffer behandelt. Dabei wurden die Messwerte der PBS-Kontrolle im Mittel auf 100 %
festgelegt und die anderen Messwerte auf diesen Mittelwert bezogen und ebenfalls als
prozentualer Anteil dargestellt.
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Abbildung 5.29 Die Behandlung von HDMEC mit NTF-TSP-2 fuhrt zu einem
CD36-abhangigen Verlust des mitochondrialen Membranpotentials

Die Messung des mitochondrialen Membranpotentials wird fir die Behandlung mit PBS-Puffer (A)
auf den Wert 100 % festgelegt. Die Behandlung von HDMEC mit NTF-TSP-2 in Kombination mit
einem CD36-blockierenden Antikdrper (B) fuhrte im Vergleich zur PBS-Kontrolle (A) zu keinem
Verlust des mitochondrialen Membranpotentials (p = 0,5673, ungepaarter t-Test). Die Behandlung
von HDMEC mit NTF-TSP-2 (C) fuhrte im Vergleich zur PBS-Kontrolle (A) zu einem Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials von 34 % (p < 0,0001, ungepaarter t-Test). Der Versuch wurde
in drei voneinander unabhangigen Messungen in Dreifachbestimmung durchgefihrt.

Die Behandlung von HDMEC mit NTF-TSP-2 in einer Endkonzentration von 40 ug /
ml zeigte im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit PBS-Puffer eine deutliche
Abnahme des mitochondrialen Membranpotentials. Das Membranpotential der
Mitochondrien lag bei der PBS-Kontrolle bei 100 % + 2,19 %, wahrend es nach der
Behandlung mit NTF-TSP-2 nur noch 65,51 % + 5,79 % betrug. Die Behandlung mit
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NTF-TSP-2 in einer Endkonzentration von 40 pg / ml in Kombination mit Anti-CD36
(103,5 % + 5,34 %.) fihrte im Vergleich zur PBS-Kontrolle zu keiner Abnahme des
mitochondrialen Membranpotentials. Damit konnte gezeigt werden, dass der Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials bei HDMEC durch eine Behandlung mit
NTF-TSP-2 abh&ngig vom CD36 Rezeptor ist (Abbildung 5.29).

5.6.3 CD36-abhangige Aktivierung von Caspase-3 durch NTF-TSP-2
Initiator-Caspasen aktivieren sowohl U(ber den extrinsischen als auch Uber den

intrinsischen Signalweg Caspase-3 als Effektor-Caspase (Kumar, 2007). Durch die
Behandlung von Zellen mit verschiedenen Stimulantien l&sst sich die Aktivierung von
Caspase-3 nachweisen (Fister et al., 2007a). Dazu wurden HDMEC lysiert, um die
Gesamtmenge an Protein zu extrahieren. Mittels Western Blot wurde die Aktivitat von
Caspase-3 bestimmt. Dazu wurde die Expression von aktiver Caspase-3 mit einem fiir
aktive Caspase-3 spezifischen Primarantikérper ermittelt. Der Expressionsgrad von
aktiver Caspase-3 einer Proteinprobe wurde auf den Expressionsgrad von Actin der
gleichen Proteinprobe bezogen und ins Verhaltnis gesetzt. Zur Kontrolle wurden
HDMEC nur mit PBS-Puffer behandelt. Dabei wurden die Messwerte der PBS-
Kontrolle im Mittel auf 100 % festgelegt und die anderen Messwerte auf diesen
Mittelwert bezogen und ebenfalls als prozentualer Anteil dargestellt. Weiterhin wurden
HDMEC mit NTF-TSP-2 in einer Endkonzentration von 40 ug/ml behandelt.
Zusatzlich wurden HDMEC mit NTF-TSP-2 in einer Endkonzentration von 40 g/ ml
in Kombination mit Anti-CD36 in einer Endkonzentration von 10 pug/ ml behandelt
(Abbildung 5.30).
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Abbildung 5.30 CD36-abhangige Aktivierung von Caspase-3 nach Behandlung von HDMEC
mit NTF-TSP-2

Der Anteil an aktiver Caspase-3 mit einer GréRe von 18 kDa (Pfeil) wurde im Zelllysat von
HDMEC mittels Western Blot analysiert und die Intensitdit der Banden computerunterstiitzt
ermittelt. Zur Kontrolle wurden HDMEC mit PBS-Puffer (A) inkubiert. Die Behandlung von
HDMEC mit NTF-TSP-2 (C) fuhrte zu einer stirkeren Aktivierung von Caspase-3 im Vergleich zur
PBS-Kontrolle (A). Die Inkubation der HDMEC mit NTF-TSP-2 in Kombination mit einem CD36-
blockierenden Antikorper (B) fiinrte zu keiner wesentlichen Anderung der Aktivierung von
Caspase-3 im Vergleich zur PBS-Kontrolle. Die Aktivierung von Caspase-3 bei der Behandlung von
HDMEC mit NTF-TSP-2 ist somit CD36-abhangig.

Es zeigte sich, dass es nach der Behandlung von HDMEC mit NTF-TSP-2 zu einer
zweifach hoheren Aktivierung von Caspase-3 (220,5 % +52,4 %) im Vergleich zur
PBS-Kontrolle kommt (100 % =+ 11,17 %). Durch die Behandlung von HDMEC mit
NTF-TSP-2 in Kombination mit einem CD36 Rezeptor blockierenden Antikérper kam
es zu keiner hoheren Aktivierung von Caspase-3 (108,5 % + 14,56 %). Im Vergleich



Ergebnisse 76

zur PBS-Kontrolle veranderte sich dabei der Expressionsgrad von aktiver Caspase-3 nur
gering. Die Einleitung von Apoptose durch die Aktivierung von Caspase-3 erfolgt
demnach bei der Behandlung von HDMEC mit NTF-TSP-2 (iber einen CD36 Rezeptor
vermittelten Weg (Abbildung 5.31).
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Abbildung 5.31 Quantifizierung der mittels Western Blot ermittelten CD36-abhéngigen
Aktivierung von Caspase-3 in HDMEC nach Inkubation mit NTF-TSP-2

Zur Bestimmung der Caspase-3 Aktivitdat wurde die PBS-Kontrolle (A) auf den Wert 100 %
festgelegt. Die Caspase-3 Aktivitdt konnte durch die Behandlung von HDMEC mit NTF-TSP-2 (C)
im Vergleich zur PBS-Kontrolle (A) verdoppelt werden. Der Unterschied war signifikant (p =
0,0057, Mann-Whitney-U-Test). Dieser Effekt konnte durch die Inkubation von HDMEC mit
NTF-TSP-2 in Kombination mit einem CD36-blockierenden Antikdrper (B) weitgehend aufgehoben
werden. Die Caspase-3 Aktivitat nach Inkubation mit NTF-TSP-2 + Anti CD36 Antikorper (B) war
vergleichbar mit der PBS-Kontrollgruppe (A) (p = 0,7842, Mann-Whitney-U-Test). Der Versuch
wird in sieben voneinander unabhdngigen Messungen in Dreifachbestimmung durchgefiihrt
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6 Diskussion

Die Behandlung von malignen Tumoren stellt eine groRe Herausforderung dar. In den
vergangenen Jahren konnte durch eine Vielzahl tumorbiologischer Untersuchungen
einschlieBlich tierexperimenteller Studien nachgewiesen werden, dass das Wachstum
und die Metastasierung von Tumoren abhangig ist von der Neubildung wvon
BlutgefaRen. Studien mit dem Angiogenesehemmer Bevacizumab, einem humanisierten
monoklonalen Antikérper gegen den bedeutendsten proangiogenen Faktor VEGF,
konnten im Sinne eines ,,proof of principle* das Therapieprinzip der Antiangiogenese
zur Hemmung des Tumorwachstums Klinisch belegen. Die Tumorangiogenese wird
durch ein komplexes Zusammenspiel von pro- und antiangiogenen Faktoren geregelt.
Ein bedeutender endogener Angiogeneseinhibitor ist das Thrombospondin-2 (TSP-2).
TSP-2 hemmt die Proliferation (Armstrong et al., 2002) und die VEGF-induzierte
Migration von humanen mikrovaskuldren Endothelzellen (Noh et al., 2003). TSP-2 ist
im Vergleich zu TSP-1 bis zu 32 % homolog in der N-terminalen und bis zu 82 %
homolog in der C-terminalen Doméne (Bornstein et al., 2000), verfugt jedoch im
Gegensatz zu TSP-1 nicht Uber eine TGF-B aktivierende Sequenz (Murphy-Ullrich and
Poczatek, 2000). Fir TSP-1 sind die antiangiogenen Wirkmechanismen wesentlich
besser untersucht als flir TSP-2. TSP-1 hemmt in vitro die Proliferation und Migration
von Endothelzellen und in vivo die Neovaskularisation (Tolsma et al., 1993). Der
antiangiogene Hauptwirkungsmechanismus wird dabei der N-terminalen Doméne
zugeschrieben. Innerhalb des zweiten und dritten Type-1-Repeats interagiert eine kurze
Peptidsequenz (CSVTCG) mit der Oberflache von Endothelzellen und leitet deren
Apoptose ein (Asch et al.,, 1992). Ebenso wurden weitere Aminosauresequenzen
innerhalb der Type-1-Repeat Domadanen fur antiangiogene Effekte verantwortlich
gemacht, wie die Sequenz (GVITRIR), die als Peptid die Migration von
mikrovaskularen Endothelzellen hemmt (Reiher et al., 2002). Der antiangiogene Effekt
von TSP-1 wird aber nicht nur tGber den N-Terminus bewirkt, sondern auch Uber die
Hemmung der Aktivierung der Matrix Metalloproteinase-2 und -9, was vermutlich die
Angiogenese Uber eine Blockierung der Freisetzung von gefalspezifischen

Wachstumsfaktoren hemmt.
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Fir TSP-1 konnte in mehreren Studien ein tumorhemmender Effekt gezeigt werden.
TSP-1 hemmt die chemisch-induzierte Karzinogenese in vivo bei TSP-1 transgenen
Mausen (Hawighorst et al., 2002a). Implantierte Tumoren bei TSP-1-knockout Mausen
werden im Vergleich zu implantierten Tumoren bei Wildtyp-Mausen ungefahr doppelt
so groRR (Lawler et al., 2001). Auch TSP-2 zeigt tumorhemmende Effekte. Bei einer
chemisch induzierten Karzinogenese fiihrt das Fehlen von TSP-2 zu einer gesteigerten
Tumorentwicklung in TSP-2-defizienten Nacktm&usen (Hawighorst et al., 2001). Bei
der Arbeit von Streit et al. wurde ein Bioimplantat entwickelt, dass kontinuierlich Gber
einen langeren Zeitraum durch retroviral transfizierte Fibroblasten TSP-2 in vivo
produziert. Dazu wurde ein Polymergerist mit den Fibroblasten beschichtet und in die
Bauchhohle von Nacktmé&usen transplantiert. Ein erhéhter Anteil an TSP-2 konnte nach
der Transplantation im Blutserum nachgewiesen werden. Dadurch wurde das
Tumorwachstum von malignen Melanomen, Plattenepithelkarzinomen und Lewis
Lunge Bronchialkarzinomen deutlich gehemmt (Streit et al., 2002). Die Uberexpression
von TSP-2 in Plattenepithelkarzinomen fiihrte zur Hemmung des Tumorwachstums in
einem Xenotransplantationsmodell. Im Vergleich zu TSP-1 Uberexprimierenden
Plattenepithelkarzinomen schienen die antiangiogenen Effekte fur TSP-2 dabei deutlich
starker zu sein (Streit et al., 1999). Aufgrund dieser scheinbar starkeren Aktivitat und
aufgrund der Tatsache, dass sich TSP-2 im Gegensatz zu TSP-1, das gut aus
Thrombozyten zu gewinnen ist (Clezardin et al., 1984), nicht in ausreichenden Mengen
flr in vitro und in vivo Experimente isolieren 1&sst, haben wir rekombinant ein 80 kDa
Fragment des N-Terminus von humanem TSP-2 hergestellt, dass als Fusionsprotein an
den Fc-Teil von humanem IgG, gekoppelt ist. Dieses Fusionsprotein (NTF-TSP-2)
wurde in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK 293) exprimiert, mittels
Affinitdtschromatographie aufgereinigt und im Western Blot mit einem fir humanes
TSP-2 spezifischen Antikdrper nachgewiesen. NTF-TSP-2 wurde hergestellt, um
einerseits die antiangiogene Effektivitdit - auch im Hinblick auf die
Progressionshemmung von malignen Tumoren - zu untersuchen, und um andererseits
einen weiteren Aufschluss lber den Wirkmechanismus von TSP-2 hinsichtlich seiner

N-terminalen Domanen zu erhalten.
Fur die rekombinante Herstellung wurden stabil transfizierte humane embryonale

Nierenzellen verwendet. Da es sich hierbei um humane Zellen handelt, wird das

Proteinfragment posttranslational glycosyliert. Durch die Kopplung an 1gG,-Fc konnte
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das Protein mittels Protein-G-Sepharose und der Methode der
Affinitatschromatographie einfacher aus dem Mediumdiberstand isoliert werden (Bjorck
and Kronvall, 1984). Dies fiihrt zudem zu einer Stabilisierung des Proteins mit

Erhohung der Halbwertszeit nach systemischer Gabe (Clynes et al., 2000).

Zur Analyse der antiangiogenen Wirksamkeit von NTF-TSP-2 wurde ein etablierter
invitro Angiogenese Assay, der sogenannte Tube Formation Assay, durchgefihrt.
Dabei bilden auf Matrigel kultivierte Endothelzellen nach kurzer Zeit dreidimensionale
Rohrenstrukturen, die aus einer Endothelzellschicht bestehen. Die Gesamtldnge der
Rohren gilt als MaB fir die Angiogenese. Dabei werden nur die Réhren vermessen, die
sich aus Endothelzellhaufen gebildet haben. Die Ausbildung der Endothelzellréhren
kann durch verschiedene Faktoren wie z.B. durch VEGF verstérkt werden (Grant et al.,
1989). Die Ausbildung der Endothelzellréhren wurde in dieser Arbeit durch den Zusatz
von VEGF zu den auf Matrigel kultivierten Endothelzellen stimuliert (Lake et al.,
2006). Die Daten des ,,Tube Formation Assays*“ zeigen einen deutlichen inhibitorischen
Effekt von 51 % auf die Ausbildung von Endothelzellrohren durch die Behandlung mit
NTF-TSP-2. Diese Daten stehen in Einklang mit den Daten von Noh et al. (Noh et al.,
2003), bei denen die ,,tube formation“ von HDMEC durch die Behandlung mit einem
N-terminalen Fragment von TSP-2 deutlich sichtbar gehemmt wurde. Dabei deuten die
in dieser Arbeit durchgefuhrten Apoptose Versuche darauf hin, dass die Hemmung der
»ube formation* (ber die Apoptoseinduktion von HDMEC verlduft. Die
durchflusszytometrische Quantifizierung von Apoptose zeigt einen deutlich hoheren
Anteil apoptotischer HDMEC (um 47 % hoher) nach der Inkubation mit NTF-TSP-2 im
Vergleich zur Kontrolle. Diese Daten belegen den apoptotischen Effekt eines N-
terminalen TSP-2 Fragmentes, das in verschiedenen Konzentrationen die Apoptose bei
HDMEC im Vergleich zur PBS-Kontrolle um bis zu das 3-fache steigert (Noh et al.,
2003). Als Kontrolle diente bei den Versuchen zur ,,tube formation* und Apoptose PBS-
Puffer. Zum Ausschluss eines Effektes bedingt durch den Fc-Teil des Fusionsproteins,
wurden HDMEC als zusatzliche Kontrolle mit dem Fc-Teil von humanem IgG
behandelt. Dabei konnte im Vergleich zur PBS-Kontrolle weder die ,,tube Formation*
gehemmt noch die Apoptose signifikant induziert werden.

Diese Daten belegen, dass das rekombinant hergestellte Fusionsprotein NTF-TSP-2 in
vitro funktionell ist, indem es die Angiogenese in vitro hemmt und die Apoptose von
HDMEC induziert.
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Zur Untersuchung der biologischen in vivo Effekte von NTF-TSP-2 wurden
Nacktmdusen spontan in die Lymphknoten und Lungen metastasierende humane
MDA-MB-435 Mammakarzinomzellen in das Fettgewebe der Brust xenotransplantiert
(Zhang et al., 2004) (Schneider et al., 2002) (Lee et al., 2005). Als oberflachlich ein
Tumor zu erkennen war, wurden die Versuchstiere mit NTF-TSP-2 intraperitoneal
therapiert. Zur Kontrolle wurde einerseits mit PBS-Puffer und andererseits zum
Ausschluss von Effekten des Fc-Teils mit einer IgG-Fc Lésung behandelt. Hierbei
zeigte sich, dass 15 Tage nach Behandlungsbeginn durch NTF-TSP-2 in drei
verschiedenen Konzentrationen das Wachstum signifikant gehemmt wurde. Es deutete
sich dabei gleichzeitig eine Konzentrationsabhangigkeit des Effektes an, obgleich dies
nicht signifikant war. Wie auch schon in den in vitro Assays gezeigt, hatte dass 1gG-Fc
Fragment keinen Effekt auf das Wachstum der Mammakarzinome. Da somit ein
tumorinhibitorischer Effekt des Fc-Teils von humanem IgG sicher ausgeschlossen
werden konnte, war es gerechtfertigt aus Griinden der Praktikabilitat nun in den

weiteren Experimenten PBS-Puffer als Kontrolle zu wahlen.

In einem weiteren Experiment konnte der tumorinhibitorische Effekt von NTF-TSP-2
bestatigt werden. Hierbei wurde der Wachstumsverlauf von xenotransplantierten
MDA-MB-435 Mammakarzinomen unter intraperitonealer Applikation von PBS als
Kontrolle und NTF-TSP-2 in einer Konzentration von 5,0 mg / kg KG uber einen
Zeitraum von 36 Tagen untersucht. Die Konzentration von 5,0 mg / kg KG NTF-TSP-2
wurde gewahlt, da diese bereits einen deutlichen tumorinhibitorischen Effekt im
Dosisfindungsexperiment gezeigt hatte. Im Verlauf des Tumorexperimentes kam es
bereits nach 22 Tagen zur signifikanten Hemmung des Wachstums der
Mammakarzinome. Am Ende des Experimentes, nach 36 Tagen, fand sich im Vergleich
zur Kontrolle eine Inhibition des Tumorwachstums um 61 %. Diese Daten
unterstreichen den deutlich hemmenden Effekt von TSP-2 (Streit et al., 1999)
(Hawighorst et al., 2001) auf das Wachstum von malignen Tumoren und die von Streit
et al. (Streit et al.,, 2002), bei denen durch ein Bioimplantat, das mit retroviral
transfizierten Fibroblasten beschichtet war, die kontinuierlich TSP-2 tberexprimierten,
ein tumorhemmender Effekt von malignen Karzinomen erzielt werden konnte. Die
Arbeiten untermauern die Tatsache, dass durch die systemische Anwendung von TSP-2
ein Effekt erzielt wird, der erstmalig durch die N-terminale Doméne von TSP-2 bei der

Behandlung von Mammakarzinomen gezeigt werden konnte. Durch intraperitoneale



Diskussion 81

Applikation einer N-terminalen Doméne von TSP-2 l&sst sich auch das Wachstum von
xenotransplantierten  A431 Plattenepithelkarzinomen hemmen. Dabei wird das
Tumorwachstum bei einer Dosis von 3 mg / kg KG um 40 % gehemmt (Noh et al.,
2003). Im Vergleich dazu war der Effekt in dieser Arbeit bei einer Dosis von 5 mg / kg
KG stérker ausgepragt (60 % Wachstumshemmung). Das konnte einerseits an der
hoheren Dosierung liegen, andererseits an der Kopplung des Fc-Teils an das N-
terminale Fragment von TSP-2, wodurch das Fusionsprotein in einer stabileren Form

vorliegt.

Nach orthotoper Xenotransplantation von MDA-MB-435 und einer Behandlungsdauer
von 5 Wochen wurden den Nacktmausen die Tumoren entnommen, halbiert und anhand
von Gewebeschnitten die Angiogenese untersucht. Dabei wurden die Blutgefalie
spezifisch mit einem Antikorper gegen den panendothelialen Marker CD31 angeférbt
und die Angiogenese Software-unterstitzt morphometrisch ausgewertet (Hawighorst et
al., 2001). Durch die Therapie mit NTF-TSP-2 konnte die GeféRdichte (Geféalie pro
Flache), der Gefalflachenanteil (der Anteil an Flache, der durch Geféalie eingenommen
wird) und die durchschnittliche GroRe der Gefédlle deutlich reduziert werden. Das
untermauert die Daten von Streit. et al.(Streit et al., 1999) (Streit et al., 2002) bei der die
Angiogenese von Plattenepithelkarzinomen durch TSP-2 in vivo gehemmt wird. In der
Arbeit von Noh et al. (Noh et al, 2003) wird die GefaRdichte von
Plattenepithelkarzinomen bei einer Dosis von 3 mg / kg KG um 30 % gehemmt. Die
Hemmung der GefaRdichte ist in Analogie zur Wachstumshemmung in dieser Arbeit bei
der Therapie von Mammakarzinomen in einer Dosis von 5,0 mg / kg KG ebenfalls

etwas starker ausgepragt (42 %).

Die intraperitoneale Injektion von NTF-TSP-2 fihrt somit zur Hemmung des
Tumorwachstums und der Angiogenese. Mittels Inhibitions-ELISA, einer sensitiven
Methode zur spezifischen Bestimmung von Substanzen im Serum (Ishiwata et al., 1995)
(Shurley et al., 2005) konnte demonstriert werden, dass 20% des intraperitoneal
injizierten NTF-TSP-2 nach 1 Stunde im Blut der Nacktmduse zirkulieren. Nach
0 Stunden, also vor der Injektion von NTF-TSP-2, wurde eine Konzentration von
28,4 ng / ml £ 3,6 ng / ml ermittelt. Dieser Wert spiegelt den eigentlichen Nachweis von
TSP-2 im Blut wieder und liegt 2 Wochen nach der Xenotransplantation von
MDA-MB-435 Mammakarzinomen um das 3-fache hoher als bei Wildtyp-Serum
(10,1 ng/ ml £ 4,1 ng / ml). Das konnte die Daten von Hawighorst et al. (Hawighorst et
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al., 2001) unterstreichen, bei denen die TSP-2 Expression im Tumorstroma von
Wildtyp-Mausen nach chemisch induzierter Karzinogenese als Abwehrmechanismus
erhoht ist. Nach der Injektion von 100 pg NTF-TSP-2 kam es zundchst zu einem
schnellen Anstieg des NFT-TSP-2 im Serum (16,81 pg/ ml = 1,75 ug/ ml nach 30
Min) mit Erreichen einer Maximalkonzentration von 19,67 ug/ ml = 3,76 pg / ml eine
Stunde nach Injektion. Zieht man von beiden Werten die vernachléssigbare
Konzentration des Wertes von 0 Stunden (Nullwert) ab, so erhélt man die eigentliche
NTF-TSP-2 Konzentration. Bereits nach 6 Stunden koénnen im Vergleich zur
Maximalkonzentration nur noch Spuren von NTF-TSP-2 nachgewiesen werden. Somit
konnte gezeigt werden, dass das NTF-TSP-2 Fusionsprotein mit einer Grof3e von 110
kDa vom Bauchfell in das Blut tbergeht Diese Methode besitzt somit eine hohe
Sensitivitat hinsichtlich der Detektion von TSP-2 im Serum. Inwieweit sich durch
h&ufigere Applikation von NTF-TSP-2 die Effektivitat der Tumorhemmung verbessern
lasst, ware durch weitere Wachstumsstudien, die Gegenstand geplanter Folgeprojekte

sind, zu evaluieren.

Nach intraperitonealer Applikation von NTF-TSP-2 konnte mittels Immunprézipitation
von TSP-2 ein 110 kDa grofles TSP-2 Fragment auch im Lysat von MDA-MB-435
Mammakarzinomen detektiert werden. Dass das im Tumor detektierte NTF-TSP-2 auch
funktionell —aktiv war, zeigte die Hemmung der Angiogenese in der
immunhistochemischen Analyse von CD31. Somit konnte erstmalig der Beweis
erbracht werden, dass das intraperitoneal injizierte NTF-TSP-2 nicht nur im Blut
zirkuliert, sondern auch das Zielgewebe, den Tumor, erreicht und dort seine

antiangiogenen und damit antitumorigenen Wirkungen entfalten kann.

Die Metastasierung von Mammakarzinomzellen in die regiondren Lymphknoten
und / oder die Fernmetastasierung in andere Organe ist entscheidend fur die Prognose
der Erkrankung und bildet eine wesentliche Grundlage zur Festlegung der weiteren
Lokal- und Systemtherapie. Zur Untersuchung des biologischen Einflusses von
NTF-TSP-2 auf die Metastasierung wurden Xenotransplantationsstudien durchgefihrt,
bei denen sowohl eine Analyse der regiondren Lymphknoten als auch der Lungen auf
disseminierte MDA-MB-435 Mammakarzinomzellen erfolgte. Zum Nachweis dieser
disseminierten Tumorzellen wurde der Anteil von humaner DNA in muriner DNA
mittels quantitativer real-time PCR in den Lymphknoten bestimmt wird. Die

Quantifizierung humaner DNA erfolgt durch die Bestimmung von spezifischen
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Sequenzen, den Alu Sequenzen, die nur im humanem Genom vorkommen (Munoz et
al., 2005). Die Probenmesswerte werden auf die Messwerte einer
1:10 Standardverdiinnungsreihe aus Wildtyp-DNA bezogen. Die Messung der
Standardverdiinnungsreihe ist nur dann verwendbar und verwertbar, wenn mindestens
finf Verdinnungen in die Messung eingehen, wenn die Steigung der
Kalibrierungskurve bei -3,32 und der Korrelationskoeffizient bei tber 0,95 liegen
(Mocellin et al., 2003). Diese Vorrausetzungen werden bei der in dieser Arbeit
beschriebenen Methode erfillt, so dass diese Methode eine reproduzierbare
Bestimmung des Anteils humaner DNA in muriner DNA bis in den Bereich von
0,001 % liefert. Im Gegensatz zu humaner DNA sind in muriner DNA Kkeine
Alu-Sequenzen nachzuweisen. Somit konnen die mittels PCR detektierten
Alu-Sequenzen nur aus den humanen MDA-MB-435 Mammakarzinomzellen stammen
und die Quantifizierung dieser Alu-Sequenzen bzw. die Berechnung des Anteils
humaner DNA in muriner DNA als AusmaR der Tumorzelldisseminierung gewertet
werden. In das Fettgewebe der Brustdrise von weiblichen Nacktmadusen wurden
MDA-MB-435 Mammakarzinomzellen xenotransplantiert. Nach einem Zeitraum von
2 bzw. 5 Wochen wurden sowohl die regiondren Lymphknoten als auch die Lungen
entnommen. Die Auswertung mittels real-time PCR ergab, dass durch NTF-TSP-2 auch
die regiondre Metastasierung in die Lymphknoten gehemmt wurde. Dieser hemmende
Effekt konnte mittels real-time PCR bereits 2 Wochen nach Xenotransplantation
demonstriert werden, einem Zeitpunkt zu dem MDA-MB-435 Brustkrebszellen mittels
Immunhistochemie gegen Zytokeratin-19, einem Marker fur Mammakarzinomzellen
(Wu et al., 2001), nur sehr schwierig und ungenau nachzuweisen sind. So betrug der
Anteil humaner DNA in den Lymphknoten von Mé&usen, die mit NTF-TSP-2 behandelt
wurden nach 2 Wochen 0,41 % und nach 5 Wochen 0,47 %, im Vergleich zu 0,14 %
und 0,09 % in den PBS-Kontrollgruppen Diese Werte sind mit den Werten aus der
Literatur vergleichbar: Bei der Arbeit von Becker et. al wurde eine konservierte
Sequenz des humanem Genoms mittels real-time PCR in muriner DNA quantifiziert.
Dabei wurde die DNA aus xenotransplantierten humanen Tumoren in Mdusen isoliert
(Becker et al., 2002). Bei der Arbeit von Schneider et al. wurden Alu-Sequenzen in
muriner DNA von xenotransplantierten Karzinomen mittels real-time PCR quantifiziert
(Schneider et al., 2002). Die immunhistochemischen Analysen flir Zytokeratin-19

belegen, dass vereinzelte MDA-MB-435 Brustkrebszellen in die regiondren
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Lymphknoten metastasiert sind. Auch in den Lungen von Mausen, die mit NTF-TSP-2
behandelt wurden, war der Anteil humaner DNA nach 2 Wochen und nach 5 Wochen

deutlich geringer als in den mit PBS behandelten Kontrollgruppen. .

Zusammenfassend zeigen die Daten, dass die intraperitoneale Anwendung des
rekombinant hergestellten NTF-TSP-2 zu systemischen Effekten mit Hemmung des

Wachstums, der Angiogenese und der Metastasierung von Mammakarzinomen fihrt.

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten lassen am ehesten darauf schlieRen, dass die
Hemmung der Tumorprogression durch NTF-TSP-2 durch die Hemmung der
Tumorangiogenese vermittelt wird. Die computer-unterstitzte Auswertung von
Tumorgewebsschnitten  (Streit et al.,, 1999) (Hawighorst et al., 2001), die
immunhistochemisch hinsichtlich CD31 Expression gefarbt wurden, ergab eine
signifikante Reduzierung der Geféalldichte sowie eine deutlich verminderte
Durchschnittsgréfiie der Gefalle in MDA-MB-435 Mammakarzinomen von Mausen, die
systemisch mit NTF-TSP-2 behandelt wurden. In Ubereinstimmung mit der Arbeit von
Noh et al. (Noh et al., 2003) konnte ein direkter Effekt von NTF-TSP-2 auf die
Tumorzellen durch in vitro Proliferationsstudien ausgeschlossen werden. Die tégliche
Inkubation von MDA-MB-435 Mammakarzinomzellen mit NTF-TSP-2 ergab keinen
wesentlichen Unterschied im in vitro Wachstumsverlauf verglichen mit der Inkubation
in PBS. Diese Ergebnisse bestdtigen die beschriebenen antiangiogenen Effekte von
TSP-2 in vivo (Streit et al., 1999) (Streit et al., 2002) (Hawighorst et al., 2001) und
unterstreichen die Bedeutung der N-terminalen Domane von TSP-2 flr die Vermittlung

dieser antiangiogenen Aktivitat (Noh et al., 2003).

Die genauen Wirkmechanismen, wie TSP-2 einen Effekt auf die Endothelzelle ausubt,
sind im Gegensatz zu TSP-1 weitgehend unbekannt. TSP-1 hemmt die VEGF- und
bFGF-induzierte Migration von Endothelzellen. Die Hauptaktivitat wird dabei der
N-terminalen Doméne und besonders den Type-1-Repeat-Domanen zugesprochen
(Lawler and Detmar, 2004). TSP-1 hemmt ferner die Angiogenese durch
Antagonisierung von mobilisiertem VEGF aus der extrazelluldren Matrix und durch die
direkte Bindung an VEGF (Gupta et al., 1999) (Rodriguez-Manzaneque et al., 2001).
Die Hemmung von VEGF wird durch die Type-1-Repeats und anderen Doménen von
TSP-1 verursacht. Durch die Aktivierung von TGF-B durch die N-terminale Doméne
von TSP-1 wird die Angiogenese von A413 Plattenepithelkarzinomen gehemmt (Yee et

al., 2004). Zahlreiche Studien koénnen belegen, dass TSP-1 Fragmente, oder Proteine
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von TSP-1 die Apoptose in Endothelzellen induzieren (Guo et al., 1997) (Jimenez et al.,
2000) (Nor et al., 2000). Uber eine kurze Peptidsequenz (CSVTCG) innerhalb des
zweiten und dritten drei Type-1-Repeat bindet TSP-1 am CD36 Rezeptor von
Endothelzellen (Asch et al., 1992) (Leung et al., 1992) (Tuszynski et al., 1993). Dabei
kommt es zur Einleitung von Apoptose tber den CD36 Rezeptor (Jimenez et al., 2000)
(Volpert et al., 2002).

Um auf zellulérer Ebene die Wirkmechanismen aufzukléren, die der durch NTF-TSP-2
induzierten Angiogenesehemmung zugrunde liegen, wurden verschiedene in vitro
Assays unter Verwendung von HUVEC und HDMEC durchgefiihrt. Diese beiden
Zelllinien unterscheiden sich hinsichtlich der Expression des CD36 Rezeptors (Swerlick
et al., 1992) (Petzelbauer et al., 1993). Die Immunfluoreszenzanalyse fiir CD36 in dieser
Arbeit bestatigte die Expressionsunterschiede fiir die beiden Zelllinien. HDMEC zeigten
eine deutliche Expression von CD36 auf der Zellmembran, wahrend fur HUVEC keine

CD36 Expression nachgewiesen werden konnte.

NTF-TSP-2 hemmt eindeutig die VEGF-induzierte Ausbildung von Endothelzellrohren
von HDMEC, die auf Matrigel kultiviert wurden. Dies konnte fir HUVEC nicht gezeigt
werden. Hier wurde die Ausbildung von Endothelzellréhren durch Inkubation mit
NTF-TSP-2 nicht beeinflusst. Dies ist somit ein erster Hinweis, dass der CD36 Rezeptor
auch bei der durch NTF-TSP-2 induzierten Angiogenesehemmung eine bedeutende
Funktion besitzen kénnte. Um dies néher zu analysieren, wurde der sogenannte ,, Tube
Formation Assay“ mit HDMEC unter Verwendung eines CD36 Rezeptor blockierenden
Antikorpers  durchgefiihrt.  Dabei  konnte  Ausbildung  VEGF-stimulierter
Endothelzellréhren durch Behandlung mit NTF-TSP-2 um 64 % im Vergleich zur PBS-
Kontrolle gehemmt werden. Diese Hemmung l&sst sich durch Zugabe eines
CD36-blockierenden Antikorper nicht mehr nachweisen. Diese Daten unterstiitzen die
Arbeit von Dawson et al., bei der TSP-1 die Ausbildung von Endothelzellréhren tber
einen CD36-abhéngigen Mechanismus hemmt. Fragmente von TSP-1 binden an
rekombinantes CD36 und Antikorper gegen CD36-blockieren die Fahigkeit von TSP-1,
die Migration von Endothelzellen zu hemmen (Dawson et al., 1997). Die Daten
untermauern ebenfalls die Uberlegung, dass dem CD36 Rezeptor fiir die antiangiogene
Aktivitat von TSP-1 und TSP-2 eine bedeutende Funktion zukommt (Silverstein and
Febbraio, 2007). Da allerdings auch die Migration von CD36 negativen HUVEC durch
die Behandlung mit den Type-1-Repeat Domdnen von TSP-1 gehemmt wird (Short et
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al., 2005), scheint es noch weitere CD36 Rezeptor unabhéngige Wirkmechanismen zu
geben, die noch detailliert aufzukl&ren sind.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in dieser Arbeit gezeigt werden konnte,
dass die N-terminalen Domédnen von TSP-2 die Angiogenese in vitro bei

mikrovaskul&ren Endothelzellen (iber einen CD36-abhéngigen Mechanismus hemmen.

Die Behandlung von HDMEC mit NTF-TSP-2 fiihrte in dieser Arbeit zur Induktion von
Apoptose. Durch den Zusatz eines CD36-blockierenden Antikorpers, konnte die
Induktion von Apoptose signifikant verhindert werden. Diese Daten stehen im Einklang
zu Untersuchungen von verschiedenen Arbeitsgruppen, die zeigen konnten, dass TSP-1
mit seinen N-terminalen Doménen an CD36 bindet und dabei die Apoptose von
Endothelzellen induziert (Silverstein and Febbraio, 2007) (Jimenez et al., 2000)
(Jimenez et al.,, 2001). NTF-TSP-2 verfugt Uber die gleichen CD36-bindenden
Sequenzen wie TSP-1 (Rege et al., 2005), die kurzen Peptidsequenzen (CSVTCG) und
(GDGVITRIR) (Noh et al., 2003).

Apoptose wird Uber zwei bedeutende Hauptsignalwege eingeleitet. Der intrinsische
Signalweg beschreibt die Einleitung der Apoptose durch eine erhdhte Permeabilitat der
Mitochondrienmembran und der Freisetzung von Cytochrom c. Eine Permeabilitat der
Mitochondrienmembran fuhrt zum Verlust des mitochondrialen Membranpotentials. Die
Hohe des Verlustes des mitochondrialen Membranpotentials kann durch die Behandlung
von stimulierten Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff JC-1 quantifiziert werden (Smiley
et al., 1991). Durch die Behandlung von HDMEC mit NTF-TSP-2 kommt es zu einem
CD36-abhéngigen Verlust des mitochondrialen Membranpotentials. Es konnte somit
erstmalig gezeigt werden, dass durch NTF-TSP-2 die Induktion der Apoptose von
Endothelzellen {ber den intrinsischen Signalweg verlauft und abh&ngig von der
Gegenwart des CD36 Rezeptors ist. Fur TSP-1 ist bereits gezeigt worden, dass durch die
Bindung an CD36 die Kinasen JNK und p38 aktiviert werden (Jimenez et al., 2000)
(Jimenez et al., 2001), und dass die Aktivierung von JNK und p38 zur Einleitung der
Apoptose Uber den intrinsischen Weg flhrt. Inwieweit dies auch fur NTF-TSP-2 zutrifft
Ist gegenwartig noch nicht geklart.

Die Effektor-Caspase-3 wird bei der Induktion von Apoptose sowohl Uber den
intrinsischen als auch tber den extrinsischen Signalweg aktiviert (Degterev et al., 2003).
Die Behandlung mit TSP-1 fuhrt zur Apoptose von HDMEC (iber eine CD36-abhéngige
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Aktivierung von Caspase-3 (Nor et al.,, 2000) (Jimenez et al.,, 2000). Die
Quantifizierung von aktiver Caspase-3 kann mittels computerunterstuitzter Western Blot
Analyse von Proteinlosungen lysierter Zellen erfolgen (Fister et al., 2007a). Die
Behandlung von HDMEC mit NTF-TSP-2 fihrte zu einer CD36-abhdngigen
Aktivierung von Caspase-3. Dabei konnte nicht geklart werden, ob auch der extrinsiche
Signalweg eingeleitet wird, da tber den intrinsichen Weg ebenfalls Caspase-3 aktiviert
wird. Die Arbeit von Volpert et al. zeigt eine Aktivierung des extrinsischen Weges fir
TSP-1 durch die Aktivierung von JNK und p38, die die Transkription und Expression
von FasL stimulieren, was den extrinsischen Signalweg tber Todesrezeptoren einleitet
(Volpert et al., 2002).

Mit diesen Daten konnte somit der Beweis erbracht werden, dass die NTF-TSP-2
induzierte Hemmung der Angiogenese unter anderem durch eine vom CD36 Rezeptor
abhdngige Aktivierung der Effektor-Caspase-3 und damit der Apoptose von

Endothelzellen bewirkt wird.

Durch die Interaktion des 80 kDa groRen Teils der N-terminalen Doméne von TSP-2
mit dem CD36 Rezeptor von mikrovaskulédren Endothelzellen kann aber nicht
ausgeschlossen werden, dass die antiangiogene Aktivitat des Fusionsproteins nicht auch
uber andere Mechanismen induziert wird. Dazu bedarf es weiterer Aufklarung,
insbesondere wie NTF-TSP-2 mit Matrix Metalloproteinasen interagiert (Yang et al.,
2001).

Zusammenfassend ist in dieser Arbeit deutlich gezeigt worden, dass das Fusionsprotein
NTF-TSP-2, ein N-terminales Fragment von humanem Thrombospondin-2, das an
1gG,-Fc gekoppelt ist, ein potenter Hemmer des Tumorwachstums, der Angiogenese
und der Metastasierung von MDA-MB-435 Mammakarzinomen ist Dabei konnten
Wirkmechanismen aufgeklart und aufgezeigt werden, indem experimentelle Beweise
geliefert wurden, dass NTF-TSP-2 die Apoptose von mikrovaskuldren Endothelzellen

uber einen CD36 Rezeptor abhéngigen Mechanismus induziert.
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7 Zusammenfassung

Die Bildung neuer Gefélle durch Tumoren (Tumorangiogenese) ist ein wichtiger
Mechanismus fir das Wachstum und die Progression von Tumorgewebe.
Tumorangiogenese ist von einem komplexen Zusammenspiel von pro- und
antiangiogenen Faktoren abhdngig. Thrombospondin-2 (TSP-2) gehdrt zu den
endogenen antiangiogenen Faktoren. TSP-2 hemmt das Tumorwachstum durch

Hemmung der GeféalRneubildung, die fur die Progression von Tumoren notwendig ist.

Im Gegensatz zu dem strukturell verwandten Thrombospondin-1, sind die Mechanismen
der antiangiogenen Wirkung von TSP-2 noch weitgehend unklar. Zur weiteren
Untersuchung der biologischen Funktion von TSP-2 und zur Aufklarung der
antiangiogenen Mechanismen wurde rekombinant ein humanes 80 kDa N-terminales
TSP-2 Fragment (NTF-TSP-2) hergestellt, das als Fusionsprotein an 1gG,-Fc gekoppelt
ist. Die Behandlung von mikrovaskuldren Endothelzellen (HDMEC) mit NTF-TSP-2
fihrte zu einer deutlichen Hemmung der VEGF-induzierten Ausbildung von
Endothelzellréhren. Durch die systemische Gabe von NTF-TSP-2 wurden das
Tumorwachstum und die Angiogenese von xenotransplantierten Mammakarzinomzellen
deutlich reduziert. Die Behandlung mit NTF-TSP-2 resultierte dabei in einer
signifikanten Hemmung der Metastasierung sowohl in die regiondren Lymphknoten als

auch in die Lungen.

Nach intraperitonealer Gabe kann das Fusionsprotein NTF-TSP-2 sowohl im Blut
mittels Inhibitions-ELISA als auch im Tumor mittels Immunprazipitation nachgewiesen
werden. Anhand mehrerer in vitro Assays konnte belegt werden, dass die CD36
Rezeptor vermittelte Induktion der Apoptose von mikrovaskuldren Endothelzellen ein

wichtiger Mechanismus zur Hemmung der Angiogenese ist.
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8 Abstract

The formation of new tumor vessels (tumorangiogenesis) is an important mechanism for
the growth and progression of tumors. Tumorangiogenesis depends on a complex
interplay between pro-and antiangiogenic factors. Thrombospondin-2 (TSP-2) belongs
to the endogenous antiangiogenic factors. TSP-2 inhibits tumor growth through
inhibition of angiogenesis, which is necessary for the progression of tumors. Compared
to TSP-1, which has similar structures, the exact antiangiogenic mechanisms of TSP-2
remain unclear. To elucidate the biologic functions and antiangiogenic mechanisms of
TSP-2 an 80 kDa N-terminal fragment of human TSP-2 (NTF-TSP-2), which is bound
as a fusion protein to 1gG,-Fc, was recombinantly produced. The treatment of
microvascular endothelial cells (HDMEC) with NTF-TSP-2 led to a significant
inhibition of VEGF-stimulated “tube-like” structures. Tumor growth and angiogenesis
of xenotransplanted breast carcinomas were significantly reduced by systemic delivery
of NTF-TSP-2. The treatment with NTF-TSP-2 resulted in a considerable inhibition of

metastasis both in lymph nodes and lungs.

After intraperitoneal injection the fusion protein NTF-TSP-2 is detectable in the blood
using an inhibition-ELISA as well as in the tumor tissue using immunoprecipitation. It
is shown with different in vitro assays that the CD36 mediated induction of apoptosis of
microvascular endothelial cells is an important mechanism for the inhibition of

angiogenesis.
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10 Anhang
10.1 Abkurzungsverzeichnis

Mg Mikrogramm

ul Mikroliter

UM Mikromol / Liter

ad auf

ad libitum nach Belieben

Alexa-gek. gekoppelt mit einem Alexa Fluoreszenzfarbstoff
APS Ammoniumperoxodisulfat

BHQ-1 Black Hole Quencher-1

BSA Rinderserumalbumin

DAPI 4',6-Diamidino-2-phenylindol

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

ELISA Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest
FCS Fetales Kalberserum

g Erdbeschleunigung

h Stunde

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N"-2-Ethansulfonséure
HRP-gek. gekoppelt mit Meerrettich-Peroxidase
IF Immunfluoreszenzfarbung

19G Immunglobulin G

lgG-Fc Fc-Teil von humanem IgG

IHC Immunhistochemie

IP Immunprazipitation

kDa Kilodalton

kg Kilogramm

KG Korpergewicht

I Liter

M Mol / Liter

mg Milligramm

Min. Minute
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ml Milliliter

Na-Citrat Natriumcitrat

Na-EDTA Tetranatriumethylendiamintetraacetat

NP40 Nonidet-P40

NTE-TSP-2 Rekombinantes  humanes  N-terminales 80 kDa
Thrombospondin-2 Fragment gekoppelt an 1gG,-Fc

Pg Picogramm

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVDF-Membran Polyvinylidenfluorid-Membran

SDS Natriumdodecylsulfat

Sek. Sekunden

TEMED Tetramethylethylendiamin

TNF Tumor Nekrose Faktor

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Triton X-100 Octoxinol-9

TSP-1 Thrombospondin-1

TSP-2 Thrombospondin-2

Tween 20 Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat

U Internationale Einheit

UNG Uracil N-Glycosylase

UPM Umdrehungen pro Minute

VEGF 4 Humaner rekombinanter  vaskuldrer  endothelialer
Wachstumsfaktor A, Aminoséuren 5 bis 169

YY Yakima Yellow

z.B. zum Beispiel

10.2 Aminosauren

A Alanin G Glycin P | Prolin

R Arginin H Histidin S | Serin

N Asparagin I Isoleucin T | Threonin

D Aspartat L Leucin W | Tryptophan

C Cystein K Lysin Y | Tyrosin

E Glutamat M Methionin V | Valin

Q Glutamin F Phenylalanin
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10.3 Sequenzen

10.3.1 NTF-TSP-2 cDNA
Nachfolgend wird die cDNA Nukleotidsequenz von NTF-TSP-2 ohne die

Nukleotidsequenz des Fc-Teils dargestellt. Sie entspricht der Nukleotidsequenz von
Basenpaar 291 bis Basenpaar 1886 von humanem Thrombospondin-2 (LaBell and
Byers, 1993):
gctggtcaccaggacaaagacacgaccttcgaccttttcagtatcagcaacatcaaccgcaagaccattggcgcecaageagtt
ccgegggeccgacccecggegtgeecggcttaccgettegtgegctttgactacatcccaccggtgaacgcagatgacctcage
aagatcaccaagatcatgcggcagaaggagggcttcttcctcacggeccagctcaagcaggacggcaagtccaggggeac
gctgttggctctggagggecccggtctctcccagaggceagttcgagatcgtctccaacggecccgeggacacgctggatcte
acctactggattgacggcacccggcatgtggtctccctggaggacgtcggectggetgactcgcagtggaagaacgtcaccg
tgcaggtggctggcgagacctacagcttgcacgtgggcetgcgacctcataggaccagttgcetctggacgageccttctacga
gcacctgcaggcggaaaagagccggatgtacgtggccaaaggcetctgccagagagagtcacttcaggggtttgcttcagaa
cgtccacctagtgtttgaaaactctgtggaagatattctaagcaagaagggttgccagcaaggccagggagctgagatcaacg
ccatcagtgagaacacagagacgctgcgcectgggtcegceatgtcaccaccgagtacgtgggecccagetcggagaggagg
cccgaggtgtgcgaacgctcgtgcgaggagetgggaaacatggtccaggagctetcggggetecacgtectegtgaaccag
ctcagcgagaacctcaagagagtgtcgaatgataaccagtttctctgggagcetcattggtggecctectaagacaaggaacat
gtcagcttgctggcaggatggecggttetttgcggaaaatgaaacgtgggtggtggacagcetgcaccacgtgtacctgcaag
aaatttaaaaccatttgccaccaaatcacctgcccgcectgcaacctgegecagtccatectttgtggaaggcegaatgetgecctt
cctgecteccactcggtggacggtgaggagggetggtetecgtgggeagagtggacceagtgeteegtgacgtgtggetetgg
gacccagcagagaggccggtcctgtgacgtcaccagcaacacctgcttggggecctcgatccagacacgggcttgeagtet
gagcaagtgtgacacccgcatccggcaggacggcggctggagcecactggtcaccttggtcttcatgetctgtgacctgtgga
gttggcaatatcacacgcatccgtctctgcaactccccagtgecccagatggggggcaagaattgcaaagggagtggecgg
gagaccaaagcctgccagggcgcecccatgeccaatcgatggecgcetggageccctggtecccgtggtcggectgeactgte
acctgtgccggtgggatccgggagegcaccegggtcetgcaacagecctgagectcagtacggagggaaggectgegtgg
gggatgtgcaggagcgtcagatgtgcaacaagaggagetgeecc

10.3.2 NTF-TSP-2 Aminosauresequenz
Aus der in Abschnitt 10.3.1 dargestellten Nukleotidsequenz resultiert folgende

Aminosduresequenz von NTF-TSP-2 ohne die Aminosauresequenz des Fc-Teils:

AGHQDKDTTFDLFSISNINRKTIGAKQFRGPDPGVPAYRFVRFDYIPPVNADDLS
KITKIMRQKEGFFLTAQLKQDGKSRGTLLALEGPGLSQRQFEIVSNGPADTLDLT
YWIDGTRHVVSLEDVGLADSQWKNVTVQVAGETYSLHVGCDLIGPVALDEPF
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YEHLQAEKSRMYVAKGSARESHFRGLLONVHLVFENSVEDILSKKGCQQGQG
AEINAISENTETLRLGPHVTTEYVGPSSERRPEVCERSCEELGNMVQELSGLHVL
VNQLSENLKRVSNDNQFLWELIGGPPKTRNMSACWQDGRFFAENETWVVDSC
TTCTCKKFKTICHQITCPPATCASPSFVEGECCPSCLHSVDGEEGWSPWAEWTQ
CSVTCGSGTQQRGRSCDVTSNTCLGPSIQTRACSLSKCDTRIRQDGGWSHWSP
WSSCSVTCGVGNITRIRLCNSPVPOMGGKNCKGSGRETKACQGAPCPIDGRWS
PWSPWSACTVTCAGGIRERTRVCNSPEPQYGGKACVGDVQERQMCNKRSCP
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