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1. Zusammenfassung

Angiogenese beschreibt die Gefdneubildung aus bereits bestehenden Gefid3en. Angiogenese findet
sowohl in physiologischen als auch pathologischen Vorgéngen, wie z.B. in malignen Tumoren statt.
So konnte gezeigt werden, dass Angiogenese fiir das Wachstum und die Metastasierung von soliden
Tumoren von essentieller Bedeutung ist. Angiogenese wird durch ein Zusammenwirken von pro-
und antiangiogenetisch wirksamen Faktoren reguliert. Auch an den morphogenetischen
Veridnderungen der neugebildeten Blutgefile sind eine Vielzahl von verschiedenen Faktoren
involviert, unter denen die Zelladhidsionsmolekiile neben den pro- und antiangiogenetisch
wirksamen Faktoren eine bedeutende Rolle spielen. Wihrend dieser morphogenetischen Vorginge
finden direkte und indirekte Interaktionen unter den beteiligten Faktoren statt, wobei diese
Interaktionen teilweise von dem jeweiligen Gefalentwicklungsstadium abhingig sind. Das
Zelladhdsionsmolekiill CEACAMI liegt hauptsidchlich in Membran-gebundener Form vor, es gibt
aber 10sliche Formen. Beide Formen von CEACAMI1 wirken offensichtlich proangiogenetisch.
Endostatin ist ein potenter Angiogeneseinhibitor, welches seine antiangiogenetischen Eigenschaften
nach der Abspaltung vom Kollagen 18 entwickelt. Bis zum Beginn dieser Arbeit war berichtet
worden, dass sowohl CEACAMI als auch Endostatin besonders stark in der Wand neuformierter
Blutgefde nachzuweisen sind. Ob beide Molekiile hierbei miteinander agieren und somit durch
Interaktion die Morphogenese der Blutgefi3e beeinflussen, war unbekannt. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es zu untersuchen, ob eine Interaktion beider Faktoren besteht. In
immunhistochemischen Untersuchungen von BlutgefiBen eines Glomus Caroticumtumors konnte
sowohl CEACAMI1 als auch Endostatin an der BlutgefiBwand nachgewiesen werden.
Nachfolgende Untersuchungen am Prostatakarzinomgewebe zeigten an den Tumorblutgefien
mitunter eine stadienabhingige Ko-Lokalisation beider Faktoren. Weiterhin konnte in
proteinbiochemischen Bindungsversuchen unter Verwendung von rekombinant hergestelltem
Endostatin und CEACAMI1 aus Granulozytenextrakten gezeigt werden, dass Endostatin an
CEACAMI1 bindet. Diese Bindung konnte in Ko-Immunoprizipitationsuntersuchungen bestitigt
werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Endostatin offensichtlich direkt an
CEACAM1 bindet und dass Endostatin in einem bestimmten Abschnitt der GefiBBentwicklung, zum
Beispiel im Rahmen der Tumorvaskularisation, mit CEACAMI1 gemeinsam in der BlutgefiBwand
ko-lokalisiert ist. Da dies in einer frithen Phase der GefidBBentwicklung stattfindet, konnte diese
Interaktion die GefdBBwandstabilisierung und somit die Gefédlreifung beeinflussen. Ob und in
welcher Form diese Interaktion beider Faktoren die Formierung neuer Blutgefide moduliert, in pro-

oder antiangiogenetischer Weise eingreift, bedarf weiterer Untersuchungen.



2. Einleitung

Angiogenese beschreibt die Aussprossung neuer Gefidlle aus bereits bestehenden Gefidllen
(Folkman, 1984; Risau, 1997; Carmeliet, 2000). Dieser Prozess findet sowohl in physiologischen
als auch in pathologischen Vorgingen statt. Somit ist Angiogenese ein wesentlicher Bestandteil
des Auf- und Abbaus des Endometriums, bei zyklischen Verdnderungen des Ovars, bei der
Wundheilung, bei pathologischen Prozessen wie Tumorwachstum und Metastasierung (Folkman
und Shing, 1992; Modlich et al., 1996). Des Weiteren spielt Angiogenese bei diabetischer
Mikro- und Makroangiopathie und bei entziindlichen Erkrankungen wie rheumatoider Arthritis

eine wichtige Rolle (Folkman, 1995).

Hierbei bilden die strukturelle Formation und Reifung von Blutgefiden komplexe Prozesse, die
unter physiologischen Bedingungen aufeinander abgestimmt sind und folgende Schritte
beinhalten (Folkman and D amore, 1996; Hanahan, 1997). Die Aussprossung der neuen Gefil3e
aus bereits bestehenden GefidBlen wird zundchst {iber eine Zunahme der lokalen
GefidBBdurchlissigkeit und die damit verbundene Extravasation von Plasmaproteinen wie z.B.
Fibrinogen initiiert (Carmeliet, 2000). Diese Permeabilititssteigerung erfolgt meistens an den
Stellen der GefdaBwand, an denen die zukiinftigen Gefidl3e aussprossen sollen. Es kommt dann zu
einer Degradierung der Basalmembran durch Proteasen der Metalloproteinasenfamilie (Vu et al.,
1998; Koshikawa et al., 2005). Hierdurch wird schlieBlich der Endothelzellverband vollig
aufgelost und es kommt dann zur Migration und Proliferation von Endothelzellen. Die neuen
Endothelzellen werden von den pro-angiogenetischen Faktoren in der Umgebung angelockt und
werden somit zu einer gerichteten Migration angeregt. Dieser Prozess endet mit der Formierung
neuer Kapillaren, die zunichst nur aus den so genannten endothelialen Tubes (Rohren) bestehen
(Risau und Flamme, 1995). Damit ist der erste Schritt der GefidBneubildung vollzogen. In

weiteren Schritten erfolgt die Ausreifung der neugebildeten Blutgefile. Diese umfasst die



Neubildung einer Basalmembran und die Integration der peri-endothelialen Zellen, wie Perizyten
(bei Kapillaren) oder glatten Muskelzellen (bei groeren Gefdllen) in die GefaBwand, welche die
Struktur der neugebildeten Gefidlle unterstiitzt und stabilisiert (Folkman und D“amore, 1996;

Hanahan, 1997; Ergiin et al., 2005).

Der Prozess der Angiogenese wird durch das Zusammenwirken von Angiogeneseaktivatoren
initiiert und durch ein Gleichgewicht zwischen Aktivatoren und Inhibitoren der Angiogenese
reguliert (Hanahan und Folkman, 1996), von denen einige potente Vertreter unten kurz

beschrieben werden sollen.

2.1. VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

Zu den bekanntesten Angiogeneseaktivatoren gehoren der VEGF, der FGF-2 (Fibroblast Growth
Factor 2), der PDGF (Platelet Derived Growth Factor), das Angiogenin, das Interleukin 8, der
Granulozyten-stimulierende Wachstumsfaktor G-CSF, Angiopoetin-1 und Angiopoetin-2 mit
den dazu gehorigen Zelloberfldchenrezeptoren. Der VEGF ist einer der zentralen Mediatoren der
Angiogenese. Die VEGF-Expression wird durch viele Hormone, Zytokine (z.B. b-FGF (Stavri et
al., 1995), TGF-B (Houck et al., 1992), Interleukin 6, PDGF, EGF), Oncogene (Fernandez et al.,
2001) und Austfall von Tumorsuppressorgenen induziert (Folkman and Kalluri, 2003). Weiterhin
fiihren ATP-Mangel und Hypoxie zu einer verstirkten VEGF-Expression (Sheweiki et al., 1992;
Levy et al., 1996). VEGF ist ein Glykopeptid und weist als Monomer ein Molekulargewicht von
ca. 22-24 kDa und als Dimer ein Molekulargewicht von ca. 42-48 kDa auf. Die VEGF-Familie
umfasst heute 5 Mitglieder wie VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D und VEGF-E. Der
VEGF-A hat mehrere Isoformen, welche durch alternatives Splicen der pre-mRNA entstehen
und sich in der Aminosdurekettenldnge unterscheiden (VEGFm, VEGF'® , VEGF'® , VEGF'®

und VEGF206) (Klagsbrun and D”"Amore, 1996). Die Splicevarianten des VEGF-A unterscheiden



sich in der Loslichkeit und in ihrer Bindungsfahigkeit zu Heparin (Olofsson et al., 1996; Joukov
et al., 1996). Der VEGF-A bindet an den Rezeptoren VEGFR-1 (fms-like tyrosin kinase, kurz
FLT-1) und VEGFR-2 (kinase-insert domain receptor, kurz FLK-1 oder beim Menschen KDR)
(DeVries et al., 1992; Terman et al., 1992). Der VEGF-C und VEGF-D interagieren mit dem
Rezeptor VEGFR-2, besitzen jedoch eine hohere Affinitdt zu dem Rezeptor VEGFR-3 (FLT-4)
(Kaipainen et al., 1995; Achen et al., 1998). Die genannten VEGF-Rezeptoren gehoren zur
Familie der transmembrandsen Tyrosinkinaserezeptoren. Die VEGFR-1 und -2 werden
hauptsichlich auf Endothelzellen, aber auch auf normalen und malignen hématopoetischen
Progenitorzellen (z.B. AML-Blasten) und Zellen einiger solider Tumoren exprimiert (O ‘Byrne et
al., 2000; Kato et al., 2002). Der VEGFR-3 wird bevorzugt auf lymphatischen Endothelzellen
exprimiert. Die Interaktion der VEGFs mit ihren Rezeptoren fiihrt in der Regel {iber
Rezeptordimerisierung zu deren Aktivierung mit anschlieBender Autophosphorylierung und

Stimulierung intrazelluldrer Signalketten.

Der VEGF-A fiihrt zur Angiogenese durch Aktivierung der Migration und Proliferation von
Endothelzellen mit anschlieBender Formierung endothelialer Tubes (Connolly et al., 1991;
Ferrara et al., 1999). Die Expression der VEGF-Familie korreliert mit dem BlutgefdBwachstum
wihrend der Embryogenese (Breier et al., 1992; Peters et al., 1993). Weiterhin stellt der VEGF
einen essentiellen Faktor fiir die Entwicklung des embryologischen GefidB3systems und seine
Aufrechterhaltung dar, wie Untersuchungen an Knock-out-Méusen ergaben. Es konnte gezeigt
werden, dass bereits der Verlust eines Allels des VEGF-Gens letal fiir den Organismus ist
(Carmeliet et al., 1996).

Der VEGEF ist auBerdem ein potenter GefidBBpermeabilitdsfaktor, der die Gefi3permeabilitit um
etwa 50.000 fache stirker als Histamin steigert (Brown et al., 1993; Senger et al., 1993). Diese
Eigenschaften weisen die Isoformen von VEGF-A in unterschiedlicher Ausprigung auf. Nicht

nur wihrend der Angiogenese sondern auch unter normalen Bedingungen spielt VEGF-A fiir die



Regulation der GefidBlpermeabilitit eine essentielle Rolle. Hinsichtlich der Angiogenese ist
anzumerken, dass die pathologische Steigerung der Gefidllpermeabilitit, z.B. durch eine erhchte
Expression von VEGF, in den meisten Féllen den initialen Schritt zur Aktivierung der
Angiogenese bedeutet. Dies ist in den meisten Féllen mit der volligen Destabilisierung der
GefidBBwand und der strukturellen Desintegration der Endothelzellen sowie der Loslosung der so
genannten peri-endothelialen Zellen von der GefiBBwand verbunden (Ergiin et al., 2005).
Vollstindigkeitshalber muss hier erwidhnt werden, dass VEGF-C und -D neben der Angiogenese
insbesondere fiir die Lymphangiogenese von entscheidender Bedeutung sind (Mandriota et al.,

2001; Alitalo und Carmeliet, 2002).

In einer neueren Studie wurde aufgezeigt, dass Endothelzellen direkt an immobilisierten VEGF-
Isoformen VEGF'® und VEGF'® adhirieren kénnen (Hutchings et al., 2003). Offensichtlich
erfolgt diese Bindung durch Integrine an der Zelloberfliche. Weiterhin fordert an
Extrazellularmatrix gebundener VEGF neben der Endothelzelladhésion auch die Migration und

das Uberleben der Endothelzellen (Hutchings et al., 2003).

Ein wichtiger Stimulus, der die Expression von VEGF steigert, ist Hypoxie (Shweiki et al.,
1992). Dieser Mechanismus spielt insbesondere bei der Vaskularisierung von Tumoren eine
wichtige Rolle. Beispielsweise werden in hypoxischen Tumorbereichen die heterodimeren
Transkriptionsfaktoren HIF-1a / HIF-1B (hypoxia inducible factor 1 o / ) aktiviert, welche zu
einer Steigerung der VEGF-mRNA-Transkription filhren und damit die VEGF-Expression
steigern (Levy et al., 1996).

Neben dem VEGF und anderen oben kurz erwihnten 16slichen Angiogenesefaktoren spielen
auch Zelladhisionsmolekiile eine wichtige Rolle bei der Angiogenese, da sie in Zell-Zell- und
Zell-Matrix-Interaktionen involviert sind und somit fiir die morphogenetischen Prozesse

wihrend der Formierung neuer Blutgefdle von entscheidender Bedeutung sind (Dejana, 1996;
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Bischoff, 1997). Zelladhdsionsmolekiile sind unter anderem Substratadhisionsmolekiile wie die
Integrine, Calcium-abhéngige Cadherine (z.B.: fiir Endothelzellen VE-Cadherin), heterotypische
Adhéisionsmolekiile ICAM-1 (Intercellular Adhaesion Molecule I), N-CAM (Neural Cell
Adhision Molecule) und das CEACAMI1 (Carcinoembryonal Antigen-related Cell Adhaesion
Molecule 1). Mit wenigen Ausnahmen sind die Mitglieder der heterotypischen
Adhisionsmolekiile transmembrandse Molekiile. In ihrem extrazytoplasmatischen Anteil haben
sie Immunglobulin-ihnliche Dominen. Uber ihren intrazytoplasmatischen Anteil vermitteln sie
Signale an das Zytoskelett (Heicappell, 1996). Ein detailliertes Darstellen der Rolle von
Zelladhdsionsmolekiilen bei der Angiogenese wiirde den Umfang der vorliegenden Arbeit
tiberschreiten. Daher soll hier nur auf die Bedeutung von CEACAMI1 bei der Angiogenese ndher
eingegangen werden, das pro-angiogenetisch wirkt und als morphogenetischer Effektor von

VEGEF funktioniert (Ergiin et al., 2000; Kilic et al., 2005).

2.2. CEACAM1 (Carcinoembryonal Antigen-related Cell Adhaesion Molecule 1)

CEACAMI, frither auch bekannt als BGP (biliary glycoprotein) beim Menschen oder als C-
CAM bei der Ratte, ist ein Zelladhédsionsmolekiil, das in die Familie des Carcinoembryonalen
Antigens (CEA) gehort und strukturell in die Superfamilie der Immunglobuline einzuordnen ist
(Obrink et al., 1997). Es hat extra-, transmembranose- und zytoplasmatische Dominen und ist in
glykosylierter Form ca. 160 kDa schwer. Physiologisch ist CEACAMI1 an der luminalen
Oberfliche zahlreicher Epithelien, wie z.B. Epithel des Darms, der weiblichen Brustdriise, der
Prostata und der Harnblase sowie in Granulozyten, Lymphozyten und angiogenetisch aktivierten
Endothelzellen exprimiert. Dariiber hinaus kommt CEACAMI1 in Endothelzellen der Blutgefille
von regeneratorischen Geweben, wie z.B. Plazenta, vor. Aber auch in pathologischen
Vorgingen, beispielsweise in malignen Tumoren, wird CEACAMI1 exprimiert. So konnte eine

CEACAMI1-Expression in einer Vielzahl von Karzinomen, wie z.B. in bestimmten Stadien des
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Prostatakarzinoms (Busch et al., 2002), Bronchialkarzinom (Sienel et al., 2003) und anderen
Malignomen, wie z.B. malignen Melanom (Thies et al., 2002) nachgewiesen werden. In
glykosylierter Form kommt es in einer hohen Menge in menschlichen Granulozyten vor. Unter
den aus menschlichen Granulozytenmembranen isolierten Glykoproteinen ist CEACAMI der
Haupttrager von Lewis’x Strukturen (Stocks et al., 1990; Lucka et al., 2004). Das losliche
CEACAMI zeigt proangiogenetische Eigenschaften, indem es die Proliferation, die Chemotaxis
und die Tubeformierung der Endothelzellen fordert. Zudem wird die CEACAM1-Expression in
Endothelzellen durch VEGF sowohl auf der mRNA-Ebene als auch der Proteinebene erhoht
(Ergiin et al.,, 2000). Interessanterweise wird die durch VEGF induzierte Formierung von
endothelialen Tubes durch simultane Applikation des monoklonalen Antikérpers gegen
CEACAMI1 4D1/C2 (Ergiin et al., 2000) oder durch das zelluldre Ausschalten von CEACAMI1
mittels siRNA (Kilic et al., 2005) gehemmt. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde postuliert,
dass CEACAMI1 bei der Morphogenese der Blutgefille als ein Haupteffektor des VEGF

funktioniert (Ergiin et al., 2000).

Interessante Aspekte ergaben immunhistochemische Untersuchungen von CEACAMI an
Geweben mit einer Neovaskularisation. CEACAMI1 konnte an Endothelzellen kleiner unreifer
Blutgefide sowohl bei der physiologischen als auch bei der pathologischen Angiogenese, wie
z.B. Tumorvaskularisierung, nachgewiesen werden. Ausgereifte und ruhende Gefdfle wiesen
keine CEACAM I-Immunfédrbung auf. Weitere Untersuchungen belegten, dass diese endotheliale
Hochregulierung von CEACAM1 iiber bisher noch im Wesentlichen unbekannte Signalwege zu
einer Hochregulierung von proangiogenetischen Faktoren, wie z.B. VEGF, Interleukin-8,
Angiopoitin-1 und Angiogenin fithrt (Kilic et al., 2005). Im Gegensatz dazu fiihrt in
Epithelzellen eine Herunterregulierung von CEACAMI1 zur Aktivierung der Angiogenese, wie
kiirzlich am Beispiel des Harnblasen-Karzinoms (Olivera-Ferrer et al., 2004) und des

Prostatakarzinoms (Tilki et al., 2006) gezeigt wurde. Hierbei war vor allem die Expression von
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VEGF-C und -D hochreguliert, so dass anzunehmen ist, dass CEACAMI hierbei sowohl
proangiogenetisch als auch lymphangiogenetisch wirkt. Diese Befunde deuten darauf hin, dass
CEACAMI in einer frithen Phase der GefiBBentwicklung in Endothelzellen hoch reguliert wird
und zusammen mit anderen proangiogenetischen Faktoren diese frithe Phase der Formierung von
Kapillaren steuert. Dass CEACAMI1 pro-angiogenetisch wirkt und auch die Arteriogenese, die
das Wachstum der bereits bestehenden Kollateralgefiae beschreibt, aktiviert, konnte kiirzlich
durch in vivo-Untersuchungen an CEACAMI-transgenen und CEACAMI1-Knock-out Méusen
bestétigt werden (Horst et al., 2006). Bisher gibt es jedoch wenige Informationen {iber mogliche

Interaktionspartner von CEACAMI in der frithen Phase der Gefaneubildung.

2.3. Endostatin

Insbesondere haben die wissenschaftlichen Arbeiten der letzten 10 — 15 Jahre gezeigt, dass
neben den Angiogeneseaktivatoren auch endogene Angiogeneseinhibitoren existieren. Unter den
Angiogeneseinhibitoren sind bisher das Alpha-Interferon, Plédttchen Faktor 4, Thrombospondin-1
und -2, Angiostatin, Prolaktin, 16slicher basophiler FGF-Rezeptor, Tumstatin und Endostatin
bekannt (Folkman und Kalluri, 2003). Im Folgenden soll auf die Rolle von Endostatin néher

eingegangen werden.

Endostatin ist ein 20 kDa schweres c-terminales Fragment des Kollagen 18 und wurde von
OReilly et al. 1997 als Angiogeneseinhibitor beschrieben. Es wird durch Enzyme wie Elastase
und Cathepsin vom Kollagen 18 abgespalten und entwickelt in dieser Form seine anti-
angiogenetischen Effekte (Wen et al., 1999; Felbor et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass
Endostatin als ein potenter Angiogeneseinhibitor Tumorwachstum in experimentellen
Tumormodellen an Miusen signifikant blockieren kann (O Reilly et al., 1997; Dhanabal et al.,

1999; Jia et al., 2004). In Untersuchungen, die sich mit der BlutgefdBentwicklung und deren
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Reifung beschiftigten, konnte gezeigt werden, dass Endostatin spezifisch die
Endothelzellproliferation und besonders die Endothelzellmigration hemmt. Die Behandlung
experimenteller Tumore mit rekombinant hergestelltem Endostatin fiihrte zu einer
Tumorregression bis hin zu minimalen Lésionen (O’Reilly et al., 1997). Immunhistochemisch
zeigte sich eine Blockierung der Angiogenese bei verstirkter Apoptose der Tumorzellen

(O"Reilly et al., 1997; Dhanabal et al., 1999).

Auch in in vitro Angiogeneseversuchen konnte gezeigt werden, dass Endostatin die Proliferation
und Migration von Endothelzellen hemmt. Die durch VEGEF initiierte Formierung von Kapillaren
in vitro (endotheliale Tubes) wurde durch simultane Zugabe von Endostatin dahin gehend
verdandert, dass zwar die Anzahl der neu gebildeten Kapillaren zuriick ging, aber die bestehenden
Kapillaren bestidndiger und stabiler waren als die, die sich ohne eine zusitzliche Zugabe von
Endostatin entwickelten. Ebenso war die Uberlebenszeit der in in vitro Versuchen gebildeten
Kapillaren unter der Behandlung mit Endostatin verldngert (Ergiin et al., 2001). Endostatin lésst
sich in immunhistochemischen Untersuchungen an der Basalmembran einiger Epithelien und der
GefiBwinde sowie insbesondere auch an elastischen Fasern der Winde groflerer Blutgefille
nachweisen (Miosge et al., 1999). Kiirzlich konnte gezeigt werden, dass wihrend der
angiogenetischen Aktivierung die Immunfirbung fiir Endostatin bevorzugt in den kleinen
Gefiflen zu finden ist. Die Farbung war besonders stark in der Wand der Blutgefidf3e, die eine
Schicht von peri-endothelialen Zellen aufwiesen. Im Gegensatz dazu wiesen die groflen reifen
Blutgefdfe, die mehrere Schichten glatter Muskulatur besalen, keine Immunfirbung fiir
Endostatin auf. Immunelektronenmikroskopisch konnte die Endostatin-Immunfirbung zwischen
den Endothelzellen und der Basallamina sowie an den interendothelialen Kontaktzonen von

neuen, strukturell noch instabilen Blutgefden lokalisiert werden (Ergiin et al., 2001).
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In experimentell gewachsenen Tumoren wurde die Endostatinimmunfarbung besonders in den
Tumorgefialen nachgewiesen, die in der Tumorrandzone zu finden waren. Die Tumorrandzone
zeichnet sich durch eine besonders starke angiogenetische Aktivitit aus. In dieser Zone erfolgt
auch die Invasion des Tumorgewebes in die Umgebung, wo wiederum weitere Blutgefdlie zur
Aussprossung neuer Blutgefile angeregt werden. Dass Endostatin insbesondere in den
BlutgefiBlen dieser Tumorzone nachzuweisen ist, deutet auf eine potentielle Rolle des
Endostatins bei der Morphogenese neuer Blutgefile hin. Tatsdchlich wurde berichtet, dass

Endostatin zur Stabilisierung und Reifung der neugebildeten Gefidle beitrdgt (Ergiin et al., 2001).

Der genaue Wirkmechanismus des Endostatins ist jedoch noch weitestgehend unbekannt. Eine
Vielzahl von Interaktionen des Endostatins mit verschiedenen Angiogenese-relevanten Faktoren
sind bisher publiziert worden (Dixelius et al., 2002, 2003; Nyberg et al., 2003; Yokoyama und
Ramakrishnan, 2004). Insbesondere sind Untersuchungen im Hinblick auf mogliche
Bindungspartner des Endostatins Gegenstand aktueller Forschungen.

Fiir den Ablauf der Angiogenese sind zwei Prozesse, ndmlich Proliferation und Migration von
Endothelzellen, notwendig. Die Migration von Endothelzellen erfordert einen kontinuierlichen
Auf- und Abbau von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen. In Zell-Zell-Interaktionen, wie sie
in interzelluldren Kontaktzonen zu finden sind, sind u.a. B-Catenine involviert. In einer neueren
Studie konnte eine Interaktion des Endostatins mit B-Catenin nachgewiesen werden. Endostatin
bewirkte eine Tyrosinphosphorylierung des B-Catenins, welches zu einer Lockerung bzw.
Loslosung der Zell-Zell-Kontakte fiihrte (Dixelius et al., 2002). Als weitere Interaktionspartner
des Endostatins werden Integrine diskutiert (Rehn et al., 2001; Wickstrom et al., 2002; Zhang et
al., 2006). Integrine sind heterodimere Rezeptorkomplexe, die Kontakte zur Extrazellularmatrix

herstellen und Signale in die Zelle tibertragen konnen.
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In Zell-Matrix-Interaktionen spielen Integrine eine essentielle Rolle. Integrine sind heterodimere
transmembrandse Rezeptorkomplexe, die aus zwei nicht-kovalent gebundenen Untereinheiten
aufgebaut sind. Die Untereinheiten werden in Alpha und Beta unterteilt, von denen bislang 18
verschiedene Alpha- und 8 verschiedene Beta-Subtypen bekannt sind (Stupack und Cheresh,
2004). Die verschiedenen Alpha- und Beta-Subtypen konnen sich zu verschiedenen
Heterodimeren verbinden. Bislang sind 24 verschiedene Heterodimere bekannt (Ivaska et al.,
2000). Integrine erméglichen Zellkontakte zu Proteinen der Extrazellularmatrix und dienen der
Signaliibertragung zwischen den Zellen und der Extrazellularmatrix (Watt, 2002). Die
bevorzugte Bindungssequenz von Integrinen ist eine Gly-Asp-Sequenz (RGD), wie sie in den
Matrixproteinen Fibronectin, Vitronectin, Fibrinogen und Kollagen vorhanden ist (Ruoslahti et
al., 1996). Auch bei der Angiogenese spielen die Integrine eine zentrale Rolle (Alghisi und
Ruegg, 2006). Fiir das a,B3—Integrin, welcher als ein Rezeptor des Vitronectins fungiert, konnte
eine Beteiligung an der Angiogenese (Brooks et al., 1994) und der Vaskularisierung maligner
Tumoren, wie Mammakarzinomen (Gasparini et al., 1998), beschrieben werden. Auch fiir das
ayPs—Integrin konnte eine Beteiligung an der Angiogenese nachgewiesen werden (Friedlander et
al., 1996).

Im Gegenzug konnte gezeigt werden, dass durch die Zugabe von Antikorpern oder eines
Antagonisten gegen a,ps—Integrin die Angiogenese gehemmt und die Apoptose von
angiogenetisch aktiven BlutgefdBlen induziert werden kann (Brooks et al., 1994; Kumar, 2003).
GleichermaBen konnte in in vitro Untersuchungen durch Zugabe eines o,f3 / ayBs-Integrin-
Antagonisten $247 eine Hemmung der Angiogenese und in experimentellen Tumormodellen
eine Hemmung des Wachstums von Kolonkarzinommetastasen nachgewiesen werden (Reinmuth
et al., 2003).

Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass Endostatin an asf;-Integrin bindet (Rehn et al.,
2001; Sudhakar et al., 2003). Durch Verbesserung der Bindungseigenschaften des Endostatins

mittels Kopplung einer RGD-Sequenz an das Endostatinmolekiil konnte eine stirkere Bindung
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an osP;-Integrin erzielt werden. Hierdurch kam es zu einer Erhohung der antiangiogenen
Wirkungen des Endostatins mit einer stirkeren Hemmung des Tumorwachstums (Yokoyama und

Ramakrishnan, 2004).

Als einen weiteren Erklarungsansatz fiir die anti-angiogenetische Wirkung des Endostatins
wurde die Interaktion des Endostatins mit dem VEGFR-2 angenommen (Kim et al., 2002). In
einer neueren Studie konnte in einem in vivo Modell mit Miusen, denen Kolon-Karzinomzellen
subkutan injiziert worden waren, gezeigt werden, dass unter einer Behandlung mit Endostatin
einerseits das Tumorwachstum gehemmt wurde, andererseits die VEGFR-2-Expression in den
Kolon-Karzinomzellen reduziert war (Jia et al., 2004). Die eigentliche VEGF-Expression wurde
durch eine Endostatin-Behandlung nicht beeinflusst. Es gilt als gesichert, dass der
VEGF/VEGFR-2-Signalweg der Wichtigste fiir die Tumorangiogenese, das Tumorwachstum

und Metastasierung ist (Jia et al., 2004).

Ein weiterer wichtiger Schritt in der Angiogenese ist der lokale Abbau der Extrazellularmatrix,
um u.a. eine Endothelzellmigration zu ermoglichen. Hierfiir sind katalytische Enzyme, wie
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), erforderlich (Brinckerhoff und Matrisian, 2002). Eine
Interaktion des Endostatins mit Metalloproteinasen konnte ebenfalls gezeigt werden. Endostatin
hemmt die Aktivierung und die katalytische Aktivitit bestimmter Tumor-assoziierter Matrix-
Metalloproteinasen, wie MMP-2, -9 und -13. Hierdurch konnte in den Versuchsreihen eine
Endothelzell- und Tumorzellinvasion vermindert werden (Kim et al., 2000; Nyberg et al., 2003).
In neueren Untersuchungen an der Retina von Maiusen konnte belegt werden, dass durch
Endostatinbehandlung die durch VEGF induzierte Steigerung der Gefdlpermeabilitdt und die
Neovaskularisation, die zur Ablosung der Netzhaut fithren, signifikant reduziert werden konnen

(Takahashi et al., 2003).
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Zusammenfassend kann man aus diesen Daten hervorheben, dass Endostatin wihrend der
Entwicklung der Blutgefie in einem frithen Stadium proteolytisch vom Kollagen 18
abgespalten und in die Morphogenese der Blutgefille einbezogen wird. In dieser Phase der
GefidBBentwicklung wird Endostatin somit in der GefiBwand der unreifen Blutgefille stark
akkumuliert und nachweisbar. Anzunehmen ist daher, dass insbesondere in dieser frithen Phase
der Gefidlentwicklung besondere Bindungspartner fiir Endostatin exprimiert bzw. lokalisiert
werden missen, damit sie Endostatin binden und zu der beobachteten Akkumulation des
Endostatins in der Basalmembran und in endothelialen Kontaktzonen neuer Blutgefille fiihren.
Neben einer Reihe von Faktoren, welche als Bindungspartner fiir Endostatin in Frage kommen
und oben kurz beschrieben wurden, ist es auffillig, dass sowohl Endostatin als auch CEACAMI1
in einer frithen Phase der Gefdentwicklung in der Wand der neuen Blutgefalle sichtbar werden
und nach struktureller Reifung dieser Blutgefifle wieder verschwinden. Obwohl dies auch eine
zufillige Erscheinung sein kann, so gilt es zu iiberpriifen, ob und in wieweit beide Faktoren

withrend der Morphogenese neuer Blutgefdfle miteinander interagieren konnen.

2.4. Zielsetzung

Ziel und somit die Arbeitshypothese der vorliegenden Dissertationsarbeit war, ob eine direkte
Interaktion zwischen CEACAMI1 und Endostatin mit proteinbiochemischen Methoden
nachweisbar ist und wenn ja, welche Bedeutung dies fiir die Formierung neuer Blutgefif3e haben
konnte. Zu diesem Ziel wurden zunichst immunhistochemische Versuche an Gewebeschnitten
eines Tumors des Glomus caroticums durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass sowohl Endostatin als
auch CEACAMI1 in einem Teil der neuformierten Blutgefile nachweisbar sind. Es folgten
immunhistochemische Untersuchungen an Prostatakarzinomgewebe fiir Kollagen 18/Endostatin
und CEACAMI. Hier konnte in einem Teil der Tumor-assoziierten BlutgefiBle eine Ko-

Lokalisation beider Faktoren in der GefdBwand nachgewiesen werden. Weiterhin konnte durch
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proteinbiochemische Verfahren eine Bindung des Endostatins an CEACAMI1 nachgewiesen
werden. In den Bindungsversuchen wurden Proteinextrakte aus menschlichen Granulozyten und
das aus diesen Extrakten aufgereinigte CEACAMI1 sowie rekombinant hergestelltes humanes
Endostatin verwendet. Die Ergebnisse dieser Bindungsversuche weisen auf eine Bindung beider
Faktoren bzw. von Endostatin an CEACAMI hin. Diese Bindung wurde anschlieend durch Ko-

Immunoprizipitationsversuche bestitigt.

Zusammenfassend ist fest zu halten, dass die hier aufgestellte Arbeitshypothese einer direkten
Interaktion zwischen CEACAMI1 und Endostatin bestitigt wurde. Die Art der Interaktion, ob
Endostatin beispielsweise als ein Ligand des CEACAMI1 fungiert, bedarf noch weitergehender
Untersuchungen. Auch sollte geklart werden, in welcher Form diese Interaktion das Verhalten
der Endothelzellen bei der Angiogenese beeinflusst, um damit nicht zuletzt die tatsdchliche
Relevanz dieser Interaktion hinsichtlich der Regulation der Angiogenese und

Tumorvaskularisierung besser verstehen zu konnen.
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Material und Methoden

Antikorper, Chemikalien und Substanzen

Antikorper:

hES: Der monoklonale Antikorper (mAb hES) gegen humanes Endostatin wurde von Dr.
T. Boehm im Labor von Prof. Dr. J. Folkman (Children’s Hospital/ Harvard Medical
School, Boston, USA) freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

Der polyklonale Antikorper (pAb hES) gegen humanes Endostatin mit Kreuzreaktivitit
gegen die Muttersubstanz von Endostatin, das Kollagen Typ 18, wurde kauflich erworben
von R&D Systems (AF 570).

4D1/C2: Dieser monoklonale Antikdrper gegen humanes CEACAMI1  wurde
freundlicherweise von Prof. Dr. C. Wagener, Institut fiir Klinische Chemie, UKE,
tiberlassen.

T84.1: Ein monoklonaler Antikorper gegen CEACAMI1 mit Kreuzreaktivitit gegen
Antigene der CEA-Familie, wurde uns ebenfalls von Prof. Dr. C. Wagener, Institut fiir
Klinische Chemie, UKE, iiberlassen.

Anti-Mouse-IgG—Peroxidase bzw. anti-Rabbit-IgG-Peroxidase sind sekundire Antikorper
gegen Maus- bzw. Kaninchen-Immunglobulin-G Peroxidase gekoppelt, wurden bei der

Firma ImmunoPure, PIERCE (Cat.:31432) erworben.

Chemikalien fiir SDS-PAGE (SDS-Polyacrylamidegelelektrophorese) und Western Blot:

Zur Herstellung von zwei Trenngelen & 8%-Stirke wurden 4,6 ml Wasser, 2,7 ml
Acrylamid, 2,5 ml Tris (pH 8,8), 100ul SDS 10%, 100 ul Ammoniumpersulfat, 6 ul

TEMED angesetzt.
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. Fir das Sammelgel wurden 2,5 ml je Kammer eingesetzt: 3,4 ml Wasser, 830 ul
Acrylamid, 630 ul Tris (pH 6,8), 50 ul SDS 10 %, 50 ul Ammoniumpersulfat, 5 ul
TEMED.

. Nicht-reduziertes Laemmli-Puffer wurde wie folgt zusammengesetzt: 4% SDS, 12%
Glycin, 50mM Tris (pH 6,8), 0,01% Bromphenolblau.

° Der Gibco Proteinmarker, Benchmark Prestained Protein Ladder, ist von Life Technologies
erworben.

. Das Blockingreagenz besteht aus: 5% Magermilchpulver gelost in TBS/TWEEN 0,1%.

. Das ECL-Reagenz wurde von Amersham, Braunschweig (RPN 2106) geliefert,

o die Nitrocellulose-Transfermembrane von PROTRAN Schleicher&Schuell, (Cat.:
10401196).

° Fiir das Laufpuffer wurde ein 5-facher Ansatz gewdhlt: 15,14 g Tris, 93,8 g Glycin, 5 ml
SDS 20% ad 1 Liter Aqua dest. und fiir

. das Transferpuffer ein 10-facher Ansatz: 121 g Tris, 145 g Glycin ad 1 Liter Aqua dest.

. Laufkammer und Transferapparatur sind von BioRad, Miniprotean III.

e  Fuji-RX Film.

Substanzen fiir Immunhistochemie:

° Normales Kaninchen Serum (2% NRS), Cat.: S2632, Sigma

. Normales Schweine Serum (2% NSS), DAKO Code X0901.

. Antikorper-Anti-Rabbit IgG Biotin gekoppelt, Cat.: E0353, DAKO
. Antikorper-Anti-Mouse IgG Biotin gekoppelt, Cat.: E0354, DAKO
° Mouse PAP (Peroxidase-Anti-Peroxidase), Cat.: P0850, DAKO

° Rabbit PAP (Peroxidase-Anti-Peroxidase), Cat.: Z0113, DAKO

. Antikorper-Anti-Mouse IgG Alkalische Phosphatase gekoppelt, Cat.: A-3563 Sigma.
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° Avidin-Biotin-Komplex Reagenz, Vectastain ABC-Kit PK-6100 Standard Elite, Linaris

o Entwicklungslosung fiir Peroxidase-Reaktion: 45ml Phosphatpuffer (PB), 1ml DAB
(Diaminobenzidinhydrochlorid), 100 pul Ammoniumchlorid, 900ul Nickelsulfat, 900ul
Glucose 10%, 150ul Glucoseoxidase aus Ansatz: 1,2 mg auf 1ml Aqua dest.

. Entwicklungslosung  fiir  Alkalische  Phosphatase-Reaktion  (Verwendung  bei

Doppelfiarbung im Prostatakarzinom)

3.2. Herstellung von Granulozytenextrakt und Aufreinigung von CEACAM1

Die Gewinnung von Proteinextrakten aus menschlichen Granulozyten, die CEACAMI in einer
groen Menge enthalten, erfolgte im Institut fiir Klinische Chemie, Universititsklinikum
Hamburg-Eppendorf (UKE). Aus Vollblut von gesunden Spendern wurden die Granulozyten aus
dem Buffy Coat nach der Methode Stoffel et al. (1993) isoliert. Zunichst wurde das Blut bei
2000 rpm iiber 20 Minuten zentrifugiert, der Uberstand wurde vorsichtig entfernt. Das
Zellsediment wurde in Erythrozyten-Lysepuffer resuspendiert, um die Erythrozytenfraktion zu
entfernen. AnschlieBend wurde erneut zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die
Granulozyten gewonnen. Um die Membranproteine der Granulozyten zu extrahieren, wurde
Extraktionspuffer hinzugegeben, anschlieBend erneut zentrifugiert und der Uberstand mit den
Membranproteinen der Granulozyten aufgenommen. Die Proben wurden als Aliquots bei -20°C
aufbewahrt und erst kurz vor der Versuchsdurchfithrung bei Raumtemperatur aufgetaut. Fiir
SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) und Overlay-Assays wurden 20 ul Proteinextrakt in 10 pl

Laemmli-Puffer aufgenommen.

Aufreinigung des CEACAMI1 aus dem Proteinextrakt menschlicher Granulozyten:
Die Aufreinigung erfolgte ebenfalls im Institut fiir Klinische Chemie (UKE). Aus dem

Proteinextrakt menschlicher Granulozyten wurde mittels eines



22

Immunaffinitdtschromatographieverfahrens unter Verwendung des monoklonalen Antikorpers
gegen CEACAMI1 T84.1, welcher an eine CNBr-aktivierte Sepharose gekoppelt war,
CEACAMI1 aufgereinigt. Die gebundene CEACAM 1-Fraktion wurde mit Glycinpuffer (0.2 M
Glycin/HCL, pH 2,8) eluiert und anschlieBend iiber eine Gelfiltration aufgereinigt (Superdex 200
HR, Column Size XK 26/60, Pharmacia). Die CEACAMI-enthaltende Fraktion wurde
anschlieBend iiber eine Ultrafiltration (Amicon Membran, Cutoff 100 kDa) konzentriert und mit
Perchloraceticazid (PCA) extrahiert. Die Reinheit wurde durch Silberfirbung kontrolliert. Die
Spezifitat wurde durch Western Blot-Analysen mit dem monoklonalen CEACAM-Antikorper
(4D1/C2) kontrolliert. Die Western Blot-Analyse ergab eine Bande bei ca. 160 kDa. Die Probe

wurde im Verhéltnis 2:1 mit Laemmli-Puffer gemischt.

3.3. Herstellung von rekombinantem Endostatin und Biotin-Konjugation von

Endostatin

Die rekombinante Herstellung von humanem Endostatin wurde mittels eines bakteriellen
Expressionsvektors in E. coli durchgefiihrt. Vor Beginn der Endostatinsequenz wurde ein His-
TAG (6 Histidin-Reste) integriert, so dass rekombinantes Endostatin mit dem His-TAG
fusioniert gebildet wurde. An Hand dieses His-TAG konnte in Zusammenarbeit mit Hr. Dr.
Ebrahimnejad (Institut fiir Klinische Chemie, UKE) rekombinantes Endostatin mittels einer
Nickel-Chelatchromatographie (Ni-Nitriloessigsdure-Siule) aufgereinigt werden. Die Reinheit
der Probe wurde durch Silberfirbung und die Spezifitit durch Western Blot-Analysen
nachgewiesen. Die Konzentration des Endostatins betrug 300 ng/ul. Die Endostatinproben
wurden in Aliquots bei -20°C aufbewahrt und kurz vor der Versuchsdurchfithrung bei

Raumtemperatur aufgetaut.
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Biotin-Konjugation von Endostatin:

Von der Firma Sigma (H-1759) wurde 5 mg NHS-Biotin bezogen, dieses wurde in 1 ml DMF
(Dimethylformamid) (Merck) gelost. Die Biotinkonzentration betrug 10 pg/ul. Das
Mengenverhéltnis zur Koppelung sah fiir 1 mg Endostatin eine Biotinmenge von 50 ug vor. Fiir
die Probe wurde 500 ul Endostatin mit 1,5 ul Biotin vermischt und inkubiert. Die Inkubation
erfolgte bei Raumtemperatur fiir 2 Stunden auf dem Uberkopfschiittler. Wichtig ist fiir den
Umgang mit biotinhaltigen Proben, dass man Glasgefile benutzen und die Probe vor
Lichteinfall schiitzen sollte. Nach der Inkubation wurde nicht gebundenes, iiberschiissiges Biotin
durch ein Dialyseverfahren entfernt. Das nun Biotin-konjugierte Endostatin wurde in einem

Mengenverhéltnis von 1:50 in PBS gelost und in den Overlay-Assays eingesetzt.

34. Immunhistochemie

Glomus Caroticumtumor

Fiir immunhistochemische Untersuchungen an Glomus Caroticumtumoren wurden aus den
Tumorpriparaten unmittelbar nach der operativen Resektion kleine Gewebeblocke entnommen
und in fliissigem Stickstoff eingefroren. Von diesen Gewebeblocken wurden Kryostatschnitte in
Serie von 6-8um Dicke hergestellt, auf mit Chromalaun-Gelatine beschichtete Objekttriger
aufgezogen und fiir ca. 5 Min. luftgetrocknet. Danach erfolgte die Fixierung der Schnitte mit
frisch angesetztem Paraformaldehyd (4%) fir 15 Min. Die Schnitte wurden der
immunhistochemischen Behandlung unterzogen, bei der folgende Antikorper verwendet wurden:
a.) monoklonaler Antikdrper gegen humanes Endostatin: hES (1:10000) (300ng/ml)

b.) monoklonaler Antikorper gegen CEACAMI1: 4D1/C2 (1:200) (1pug/ml).

Die Antigene des Endostatin und CEACAM1 wurden nach der von Davidoff und Schulze (1990)

beschriebenen Kombination aus der Methode Peroxidase-Anti-Peroxidase (PAP) und der



24

Methode Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplex (ABC) visualisiert. Die in Serie angefertigten
Gefrierschnitte wurden nach dem Waschen mit PBS mit normalem Kaninchenserum (2%) fiir 30
Min. weiterbehandelt, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Durch die in Serie
Anfertigung der Gefrierschnitte waren fast gleiche bis sehr dhnliche Gewebestrukturen auf den
nacheinander folgenden Schnitten zu sehen. Dieses war wichtig, da auf einem Schnitt Endostatin
nachgewiesen wurde und auf dem nachfolgenden Schnitt CEACAMI. Die Schnitte wurden
jeweils mit den priméren Antikérpern mAb hES (1:10000) und mAb 4D1/C2 (1:200) iiber Nacht
im Kiihlschrank inkubiert. Als Kontrolle wurden Schnitte statt dem primédren Antikdrper nur mit
dem sekundédren Antikorper gegen Maus-IgG inkubiert. Am néchsten Tag wurden alle Schnitte
in PBS (2 x 10 Min.) gewaschen und fiir 30 Min. mit dem sekundidren Antikorper gegen Maus
IgG-(Biotin gekoppelt 1:250) inkubiert. Nach wiederholtem Waschen der Schnitte in PBS (2x10
Min.) erfolgte eine weitere Behandlung mit der Maus-Peroxidase-Anti-Peroxidase (1:100) fiir 30
Min. Nachfolgend wurden die Schnitte nach dem Waschen mit einem Avidin-Biotin-Komplex
Reagenz (1:250, 30 Min.) behandelt. Nach abschlieBendem Waschen fiir 3 x 10 Min. in PBS
wurde die Peroxidase-Reaktion durch Diaminobenzidin und Wasserstoffperoxid entwickelt
(Davidoff und Schulze 1990). Fiir die Entwicklung der Peroxidase-Reaktion wurde die nach Itoh
et al. (1979) und nach Zaborszky und Leranth (1985) modifizierte Verstirkungsmethode mit
Nickel und Glukoseoxidase durchgefiihrt. Nach Zugabe der Entwicklungslosung wurde die
Entwicklung der Immunfirbung abgewartet, diese dauerte im Schnitt ca. 20 Minuten. Die
Entwicklungsreaktion wurde durch AbgieBen der Entwicklungslosung und Aufnahme der
Schnitte in PBS gestoppt. Alle Schnitte wurden in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert, mit
DePeX (Serva, Heidelberg, Deutschland) eingedeckelt und mit einem Lichtmikroskop (Leica

DMRB, Leica, Deutschland) analysiert und fotografiert.
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Prostatakarzinomgewebe

Es wurden immunhistochemische Ko-Lokalisationsversuche von Endostatin und CEACAMI1 an
Paraffinschnitten des Prostatakarzinomgewebes durchgefiihrt. Das Prostatakarzinomgewebe
wurde nach operativer Resektion in Formalin fixiert. AnschlieBend wurden kleine Gewebeblocke
entnommen und in Paraffin eingebettet. Es wurden diinne Gewebeschnitte von 6-8 um Dicke
mittels Mikrotom angefertigt, die anschlieBend auf Chromalaun-Gelatine beschichtete
Objekttrager aufgezogen und fiir 30 Minuten luftgetrocknet wurden. Es wurden hauptsédchlich
die Schnitte verwendet, die nebeneinander normales Gewebe und dysplastische Anteile, wie
hochgradiges PIN, enthielten. Die Schnitte wurden in absteigender Alkoholreihe rehydriert. In
dieser Versuchsreihe wurde eine Doppelfarbung mit dem monoklonalen CEACAM1 Antikorper
4D1/C2 und dem polyklonalen Antikérper gegen humanes Endostatin/Kollagen 18 (pAK hES)
durchgefiihrt. Es erfolgte zundchst die Immunfarbung gegen CEACAMI1 und Entwicklung mit
Alkalischer Phosphatase-Reaktion, welche fiir die Differenzierung in der Doppelfiarbung eine
rote Farbung ergibt. Hierfiir wurden die Schnitte zunéchst mit normalem Kaninchenserum (NRS
2%) fiir 30 Min. behandelt, anschlieend in PBS gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem
mAb (4D1/C2) gegen CEACAMI iiber Nacht bei 4°C. Am néchsten Tag wurden die Schnitte in
PBS gewaschen und mit dem sekundédren Antikorper gegen Maus-IgG, welcher Alkalische
Phosphatase gekoppelt war (30 Min., RT), inkubiert. Nach erneutem Waschen in PBS wurde die
Reaktion durch Hinzugeben von Entwicklungslosung visualisiert. Nach Visualisierung der
CEACAMI-Immunfirbung erfolgte die zweite Immunfirbung der Schnitte mit dem
polyklonalen Antikorper gegen Endostatin/Kollagen 18. Hierfiir wurden die Schnitte ausgiebig
in PBS gewaschen. AnschlieBend mit normalem Schweine Serum (NSS 2%) fiir 30 Min.
inkubiert. Nachdem Waschen in PBS wurde der polyklonale Antikérper gegen
Endostatin/Kollagen 18 aufgetragen und die Schnitte iiber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag
wurden die Schnitte zunichst mit sekundirem Antikorper gegen Rabbit-IgG (Biotin gekoppelt)

(1:250, 30 Min.) und nach dem Waschen mit dem AntikOrper gegen Rabbit (Peroxidase-Anti-
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Peroxidase) fiir 30 Min. behandelt. Die Visualisierung erfolgte iiber Entwicklung der
Peroxidasereaktion und Verstirkungsmethode mit Nickel und Glukoseoxidase. Die
Immunfiarbung von CEACAMI1 ergab eine rote Markierung, die von Endostatin ergab eine
schwarze Markierung. AnschlieBend wurden die Schnitte in aufsteigender Alkoholreihe

dehydriert und eingedeckelt.

3.5. SDS-PAGE und Western Blot

Eine Bindung des Endostatins an CEACAMI sollte durch Bindungsversuche untersucht werden.
Hierzu wurden CEACAMI enthaltender Granulozytenextrakt und aufgereinigtes CEACAMI1 aus
Granulozyten verwendet.

Zu Beginn des Western Blot-Verfahrens wurden die oben genannten CEACAMI1 Proben zur
Denaturierung in Laemmli-Puffer (Laemmli 1970) (Verhiltnis 2:1) aufgenommen und fiir 5 Min.
bei 96° C gekocht. Je 30ul der Proben wurden aufgetragen und mittels einer 8§ % SDS-PAGE
(bet 100 mA) getrennt. AnschlieBend wurden die Proteine durch ein Tank-Blotting
Transferverfahren (60 Min. bei 350 mA) auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Die
Nitrocellulose-Membran wurde iiber Nacht in einer Blockierungslosung (5% Magermilchpulver)
bei 4°C inkubiert. Nach dem Waschen mit TBS (Tris Buffered Saline)/Tween 0,1 % fiir 3 x 10
Min. wurde die Nitrocellulose-Membran mit dem primiren Antikdrper behandelt. Die primiren
Antikorper wurden in unterschiedlichen Konzentrationen in TBS/T aufgelost und auf die
Membranen fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur auf dem Schiittler hinzu gegeben. Die primiren
Antikorper waren je nach Versuchsautbau:

a) monoklonaler Antikorper gegen humanes Endostatin hES in einer Konzentration von 0,75
pg/ml und einer Verdiinnung von (1: 2000),

b) monoklonaler Antikorper 4D1/C2 gegen CEACAMI in einer Konzentration von 0,9 pg/ml

und einer Verdiinnung von (1:300).
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Nach der Inkubation mit dem priméren Antikorper wurden die Membranen intensiv mit TBS/T
gewaschen (3x10 Min.) und mit dem passenden sekunddren Antikorper gegen Maus IgG-
Peroxidase-gekoppelt (1:5000) ebenfalls fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
erneutem Waschen in TBS/T (3x10 Min.) wurde die Reaktion durch ein Chemielumineszenz-
Verfahren durch Zugabe von ECL-Reagenz autoradiographisch auf einem Fuji-RX Film sichtbar

gemacht.

3.6. Overlay-Assay mittels Western Blot

Das Overlay-Assay wurde anlehnend an das Protokoll von Merdes et al. (1991) durchgefiihrt.
Dieses stellt ein proteinbiochemisches Verfahren dar, mit dem man die Bindung zweier Proteine
untersuchen kann.

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Bindungsversuchen wurden CEACAMI1 enthaltene
Proben (Granulozytenextrakt und aufgereinigtes CEACAM1) nach SDS-PAGE getrennt und auf
eine Membran transferiert. Auf diese Membran wurde eine Endostatin-haltige Probenlosung
(rekombinantes Endostatin Verdiinnung 1:50) als Overlay aufgebracht und fiir 24 Stunden
schiittelnd bei Raumtemperatur inkubiert. Am niichsten Tag wurde die ungebundene Fraktion der
Endostatin-Probe durch intensives Waschen in TBS/T von der Membran entfernt. Anschlie3end
erfolgte nach der Western Blot-Technik die Behandlung der Membran mit dem priméren
Antikorper gegen Endostatin (mAb hES) (1 Std., Schiittler, Raumtemperatur). Es folgte nach
intensivem Waschen der Membran in TBS/T die Inkubation mit dem sekundiren Antikorper
gegen Maus IgG (Peroxidase gekoppelt). Anschlieend wurde die Membran intensiv gewaschen
und die Reaktion durch das Chemilumineszenzverfahren mit ECL-Reagenz entwickelt und auf

einem Film sichtbar gemacht.
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3.7. Overlay-Assay mittels Biotin-konjugiertem Endostatin

Eine weitere Moglichkeit ein Overlay-Assay durchzufiihren, ist iiber eine Markierung des
Proteins, welcher als Overlay auf die Membran inkubiert wird, mit z.B. Biotin. In unseren
Bindungsversuchen haben wir Endostatin mit Biotin markiert. Diese Methode ist kiirzer und
direkter als die oben beschriebene Methode mit Nachweis durch Western Blot, da sie ohne
Antikorper auskommt und direkt die Bindung des Biotin-konjugierten Endostatins an Proteine
der Membran nachweist. Eine eventuelle Storung durch unspezifische Reaktion der Antikdrper
kann hier von Beginn an umgangen werden. Die Herstellung von Biotin-konjugiertem
Endostatin wurde im Kapitel Material beschrieben.

In den Overlay-Bindungsversuchen wurde, wie oben beschrieben, eine CEACAMI1 enthaltende
Probe auf ein Gel aufgetragen, nach SDS-PAGE getrennt und auf eine Membran transferiert. Die
Versuchsdurchfithrung verldauft bis zur Overlay Inkubation mit dem Biotin gekoppelten
Endostatin identisch wie bei der Durchfiihrung des Overlay-Assay mit Nachweis iiber Western
Blot-Technik. Unterschiede gibt es jedoch in den folgenden Punkten:

Die CEACAMI1-Proben diirfen vor dem Auftragen auf das Gel nicht denaturiert werden, also
entfillt der Schritt mit dem fiinfminiitigen Aufkochen der Proben. Weiterhin darf den
CEACAMI1-Proben kein B-Mercaptoethanol zu gegeben werden. Aus diesem Grund wurden die
Proben in B-Mercaptoethanol freiem Laemmli-Puffer aufgenommen. Ein weiterer Punkt ist, dass
die Overlayinkubation bei 4° C und abgedunkelt erfolgen sollte.

Konkret wurden die CEACAMI1 enthaltenden Proben (Granulozytenextrakt und aufgereinigtes
CEACAM1) durch SDS-PAGE getrennt, auf eine Membran transferiert und iiber Nacht mit
Blockierungslosung behandelt. Am nédchsten Tag wurde die Membran gewaschen und mit
Biotin-konjugiertem Endostatin als Overlay inkubiert (24 Stunden, abgedunkelt, schiittelnd bei
4°C). Am folgenden Tag wurde ungebundenes Biotin-konjugiertes Endostatin durch 3 x 10 Min.

Waschen in PBS von der Membran entfernt. Es folgte eine Inkubation der Membran mit dem
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Avidin-Biotin-Komplex Reagenz (1: 250) fiir 1 Stunde. Nach anschlieBendem Waschen fiir 3 x
10 Min. in PBS wurde die Peroxidase-Reaktion durch Diaminobenzidin und Wasserstoffperoxid
entwickelt (Davidoff und Schulze 1990). Fiir die Entwicklung der Peroxidase-Reaktion wurde
die nach Itoh et al. (1979) und nach Zaborszky und Leranth (1985) modifizierte
Verstarkungsmethode mit Nickel und Glukoseoxidase durchgefiihrt. Nach Zugabe dieser
Entwicklungslosung wurde die Bandenentwicklung auf der Membran abgewartet. Diese dauerte
im Schnitt ca. 20 Minuten. Die Entwicklungsreaktion wurde durch Abgieen der

Entwicklungslosung und Aufnahme der Membran in PBS gestoppt.

3.8. Ko-Immunoprizipitation mit Immunaffinititschromatographie

Uber eine Immunaffinititschromatographie wurde eine Ko-Immunoprizipitation durchgefiihrt.
Mit diesem Verfahren kann ein bestimmtes Antigen aus einer Antigenmischung mittels eines
spezifischen Antikorpers, welcher an eine Matrix gekoppelt wurde, spezifisch gebunden und
immobilisiert werden. In einem weiteren Schritt kann das gebundene Protein eluiert und in
weiteren spezifischen Analysen untersucht werden.

Wir fiihrten eine Ko-Immunoprizipitation durch, um eine Bindung oder Komplexbildung von
CEACAMI1 und Endostatin aus einer Probenmischung beider Faktoren nachzuweisen.

Hierfiir wurde eine Immunaffinititschromatographiesdule, die mit einer CNBr-Sepharose Matrix
bestiickt war, verwendet. An die Matrix wurde der monoklonale CEACAM1 Antikorper T84.1
gekoppelt. Eine Probenmischung aus Granulozytenextrakt und Endostatin wurde in einem
Mischungsverhiltnis 50 pg Granulozytenextrakt: 300 ng Endostatin hergestellt. Diese
Probenmischung wurde durch die Immunaffinititschromatographiesdule laufengelassen.
Ungebundene Proteine wurden durch mehrfaches Waschen mit dem Puffer entfernt.
AnschlieBend erfolgte die Eluierung der selektiv an den Antikorper T84.1 gebundenen Proteine

durch pH-Wert Anderung mittels Zugabe von Glycin-Puffer. Dieses Eluat und die



30

Ausgangsprobenmischung von Granulozytenextrakt und Endostatin wurden in Western Blot-
Analysen untersucht. Hierfiir wurden je 30 ul Probe von der Probenmischung (Endostatin und
Granulozytenextrakt) und des Eluats (zweifach) auf ein Gel aufgetragen, nach SDS-PAGE
getrennt und auf eine Membran transferiert.

Der Membranabschnitt mit der Probenmischung (Endostatin und Granulozytenxtrakt) und eine
Laufspur der Eluatprobe wurden mit dem Endostatin spezifischen mAb hES inkubiert,
nachfolgend mit sekunddrem Antikorper behandelt und die Reaktion nach dem
Chemilumineszensverfahren auf einem Film sichtbar gemacht. Ein weiterer Membranabschnitt,
der die zweite Laufspur der Eluatprobe enthielt, wurde mit dem CEACAM]1 spezifischen mAb
4D1/C2 inkubiert, nachfolgend mit sekundidrem Antikorper behandelt und die Reaktion nach

dem Chemilumineszensverfahren auf einem Film sichtbar gemacht.
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4. Ergebnisse

4.1. Lokalisation von Endostatin und CEACAMI1 in neuformierten Blutgefiflen eines

Glomus Caroticumtumors

An 4 Fillen von Patienten mit einem Glomus Caroticumtumor wurden immunhistochemische
Untersuchungen hinsichtlich der Lokalisation von Endostatin und CEACAM1 durchgefiihrt.

Die immunhistochemischen Untersuchungen unter Verwendung des CEACAM1 monoklonalen
Antikorpers 4D1/C2 ergaben eine deutliche spezifische Fiarbung in kleinen Blutgefiflen des
Glomus Caroticumtumors (Abb. 1A). Bei sehr dichter Vaskularisierung waren beinahe alle
kleinen BlutgefiBle mehr oder weniger stark markiert fiir CEACAMI, wihrend die grof3en
Blutgefiae keine Immunfirbung fiir CEACAMI1 aufwiesen. An Serienschnitten des gleichen
Tumorgewebes durchgefiihrte Immunfirbung fiir Endostatin ergab eine starke Immunfirbung in
groflen, teilweise erweiterten GefidBlen, wihrend die ganz kleinen Blutgefde entweder keine

Endostatinfarbung aufwiesen oder aber nur schwach markiert waren (Abb. 1B).

Der Vergleich der beiden Abbildungen ergab, dass nur in einem Teil der kleinen Blutgefi3e
CEACAMI1 und Endostatin mit einer deutlichen Immunfirbung gleichzeitig vorhanden sind,
wihrend in ganz kleinen und groen Blutgefilen keine iiberlappende Immunfidrbung beider
Faktoren vorzufinden war. In parallel dazu durchgefiihrten Kontrollfirbungen unter alleiniger
Verwendung des sekunddren Antikorpers (Anti-Maus-IgG-Biotin-konjugiert) konnte keine

spezifische Fiarbung gefunden werden (nicht gezeigt).



Abb. 1A-B: Immunfirbung fiir Endostatin und CEACAM1 am

Glomus Caroticumtumor. Immunfiarbung fir CEACAMI1 mit dem
mAb 4DI1/C2 zeigte eine Markierung in den sehr kleinen,
offensichtlich unreifen Tumorgefidfen (A, Pfeilkopf). Immunfarbung
fiir Endostatin mit dem mAb hES ergab eine starke Markierung in
groBen Blutgefien und eine eher schwichere in kleinen

BlutgefdBen (B, Pfeil). X 400. Gegenfarbung mit Kernechtrot.
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4.2. Nachweis einer Ko-Lokalisation von Endostatin und CEACAMI1 in neuformierten

BlutgefiBen eines Prostatakarzinoms

Um zu kldren, ob das im Glomus Caroticustumor nachgewiesene Immunfarbungsmuster fiir
Endostatin und CEACAMI1 auch in anderen Tumoren vorhanden ist, wurden weitere
immunhistochemische Untersuchungen durchgefiihrt. Am Beispiel des Prostatakarzinoms
wurden Immunfarbungen fiir Endostatin und CEACAMI mittels Einzeln- als auch der
Doppelimmunfiarbung am gleichen Schnitt durchgefiihrt. Diese Analysen zeigten, dass auch im
Prostatakarzinomgewebe = CEACAMI1  hauptsiachlich  in  kleinen  Blutgefien des
Prostatakarzinoms zu finden ist. CEACAMI wird offensichtlich in einer sehr frithen Phase der
Tumorentwicklung in Endothelzellen der Tumorgefi3e exprimiert, da schon in der Phase des
hochgradigen PIN (Prostate Intra-epithelial Neoplasia) die dem dysplastischen Epithel
benachbarten Blutgefile CEACAMI1 aufweisen (Abb. 2 A und B). Dagegen ist die
normalerweise an der luminalen Oberfliche des Prostataepithels vorhandene CEACAMI-

Immunfirbung (siehe Abb. 2 E, Pfeilkopf) bereits in diesem Stadium nicht mehr nachweisbar.

Die Endostatin-Immunféarbung hingegen ist nur in der Wand einiger PIN-assoziierter Blutgefi3e
zu finden (Abb. 2 C). Im Vergleich zu CEACAMI1 bleibt die Endostatin-Immunférbung in
diesen Arealen deutlich schwicher, wihrend sie in groferen BlutgefiBlen z.B. in soliden

Tumorarealen deutlich stirker ausgeprigt ist (Abb. 2 D).

In normalen Arealen des Prostatagewebes ergab die Doppelimmunfirbung fiir
Endostatin/Kollagen 18 und CEACAMI eine bereits in der Literatur beschriebene Lokalisation
von CEACAMI an der luminalen Oberfliche des normalen Epithels (Abb. 2 E, rotliche
Farbung), wihrend die Kollagen 18-Immunfirbung in den Winden der Blutgefdlle zu finden war

(Abb. 2 E, schwarze Firbung). Die fiir Kollagen 18-positiven Blutgefde in normalem
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Prostatagewebe waren weder fiir CEACAMI1 noch fiir Endostatin positiv, wenn man eine
Farbung mit dem monoklonalen Antikérper fiir Endostatin  durchfithrte. Die
Doppelimmunfarbung fiir Endostatin unter Verwendung des polyklonalen Endostatin-
Antikorpers (hES) und fiir CEACAMI1 unter Verwendung des monoklonalen CEACAMI-
Antikorpers (4D1/C2) am Prostatakarzinom und PIN ergab eine Ko-Lokalisation beider Faktoren
in der Wand einiger, vor allem dem PIN-Gewebe assoziierter Blutgefdal3e (Abb. 2 F).

In den entsprechenden Kontrollimmunfiarbungen mit den verwendeten sekundédren Antikorpern

wurde keine spezifische Immunfarbung nachgewiesen (nicht gezeigt).
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Abb. 2 A-F: Einzel- und Doppelimmunfirbung fiir Endostatin und CEACAMI1 am
Prostatakarzinomgewebe. CEACAM1 Immunfirbung mit dem mAb 4D1/C2 ergab Markierungen an
kleinen, eher unreif wirkenden Blutgefiafien (A und B). Endostatin-Immunfiarbung mit dem mAb hES
zeigt nur in einigen PIN-assoziierten Blutgefiflen (C) und in Blutgefidflen im Bereich mit soliden
Tumoranteilen eine Markierung (D). Doppelimmunfiarbung fiir CEACAMI und Kollagen
18/Endostatin in Anteilen von normalem Prostatagewebe zeigte eine CEACAM 1-Immunfirbung an
der luminalen Prostataepithelseite (Pfeilkopf, rote Immunfiarbung) und fiir Kollagen 18/Endostatin in
der BlutgefdaBwand (Pfeil, schwarze Immunfarbung) (E). Doppelimmunfirbung fir CEACAMI1 (mAb
4D1/C2) und Endostatin (pAb hES) ergab im Prostatakarzinom, insbesondere in PIN-assoziierten
Bereichen eine Ko-Lokalisation beider Faktoren (Pfeil, rote und schwarze Markierung) (F).

X 400. A-F: Gegenfirbung mit Kernechtrot.
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Diese Beobachtungen lieen annehmen, dass CEACAMI1 und Endostatin in dieser frithen Phase
der Morphogenese von Blutgefillen miteinander interagieren konnten. Um dieser Frage
nachzugehen, wurden proteinbiochemische Analysen zur Untersuchung moglicher

Bindungsinteraktionen zwischen CEACAM1 und Endostatin durchgefiihrt.

4.3. Nachweis einer Bindung von rekombinantem Endostatin an CEACAMI1 im

Granulozytenextrakt und an aufgereinigte CEACAMI1-Form

In diesen Versuchsreihen sollte untersucht werden, ob rekombinant hergestelltes Endostatin und
das aus menschlichen Granulozyten isolierte CEACAMI eine Bindung eingehen. Rekombinant
hergestelltes Endostatin hat ein Molekulargewicht von ca. 20 kDa. Endostatin kann in SDS-
PAGE Untersuchungen auch in mehreren Banden zur Darstellung kommen, da es auch als Di-,
Tri- und Tetramere vorliegen kann. Das rekombinant hergestellte Endostatin wurde beziiglich
der Reinheit durch Silberfarbung des SDS-PAGE-Gels und bzgl. der Spezifitit in Western Blot-
Analysen mittels des mAb hES untersucht.

Nach der CEACAMI-Aufreinigung mittels der Inmunchromatographie, wie im Kapitel Material
und Methoden beschrieben, konnte CEACAMI relativ sauber gewonnen werden, wenn man die
Silbergelfarbung der aufgereinigten CEACAMI-Form mit der Silbergelfirbung des
Granulozytenextraktes (Abb. 3, Abschnitt A) vergleicht. Die zusitzliche Bande der
aufgereinigten CEACAMI1-Form in der Silbergelfarbung (Abb. 3, Abschnitt A, Laufspur 2) bei
ca. 50 kDa konnte nicht weiter identifiziert werden. Da bei den anschlieBenden Western Blot-
Untersuchungen unter Verwendung des mAb gegen CEACAMI1 4D1/C2 diese Bande im
Granulozytenextrakt ebenfalls nachzuweisen war, ist zu vermuten, dass es sich hierbei um ein

Spaltprodukt des CEACAMI1 handeln konnte (Abb. 3, Abschnitt B, Laufspur 1).
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Abb. 3: Silbergelfirbung (Abschnitt A)
und Western Blot-Analyse (Abschnitt B)
mittels des monoklonalen Antikorpers
4D1/C2  gegen CEACAMI1  zeigten
Reinheit und Spezifitit von CEACAMI1 im
Granulozytenextrakt (1) und aufgereinigte
CEACAMI-Form (2)(«).

Ob eine direkte Interaktion beider Faktoren, CEACAMI1 und Endostatin, besteht, wurde in

proteinbiochemischen Bindungsversuchen anhand von Overlay-Assays untersucht.

Der Endostatin-spezifische monoklonale Antikorper hES erkennt keine Antigene des
Granulozytenextraktes. Vor Beginn der Bindungsversuche musste ausgeschlossen werden,
dass der Endostatin spezifische mAb hES keine Kreuzreaktivitit mit Proteinen des
Granulozytenextrakten aufwies. Zur Uberpriifung wurden Granulozytenextrakte mittels SDS-
PAGE getrennt, die Membran wurde mit dem monoklonalen Antikdrper gegen Endostatin hES
behandelt und die Reaktion wurde auf einem Film sichtbar gemacht. Die Entwicklung ergab
keine spezifische Bande. Eine anschliefende Behandlung der Membran mit dem monoklonalen
Antikorper gegen CEACAMI1 4D1/C2 und weiterer Entwicklung ergab eine deutliche Bande bei
160 kDa. (Abb.4). Hiermit konnte gezeigt werden, dass der mAb gegen Endostatin hES keine

Proteine des Granulozytenextraktes erkennt. Ob eine ausreichende Proteinmenge des
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Granulozytenextraktes auf der Membran vorhanden war, wurde iiber eine Kontrollbehandlung

der Membran unter Verwendung des CEACAMI1 spezifischen mAb iiberpriift.

Abb. 4: Western ~ Blot-Analyse am
f% <«— Granulozytenextrakt mit dem monoklonalen
Antikorper hES gegen Endostatin. Nach der
Entwicklung zeigte sich keine sichtbare Reaktion
(A). Die anschlieBende Inkubation derselben der
Membran mit dem monoklonalen Antikorper
4D1/C2 gegen CEACAMI1 zeigte eine starke
Bande bei 160 kDa («+), welche CEACAMI1
entspricht ~ (B).  Folglich  besteht keine
Kreuzreaktivitit des Endostatin Antikorpers hES
A B mit Proteinen des Granulozvtenextraktes.

4.3.1. Bindungsuntersuchungen mittels Overlay-Assay

Endostatin bindet an CEACAMI1 aus Granulozytenextrakt im Overlay-Assay mit
Nachweis iiber Western Blot. Hinsichtlich des Nachweises einer Bindung von Endostatin an
CEACAMI1 wurden Overlay-Assays und anschlieBende Western Blot-Analysen durchgefiihrt.
Zwei Granulozytenextraktproben wurden auf ein Gel aufgetragen, mittels der SDS-PAGE
getrennt und anschlieBend auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Die Membran mit 2
Laufspuren der Granulozytenextrakte wurde in der Mitte geteilt. Die eine Membranhilfte wurde
mit Endostatin als Overlay inkubiert, die andere nicht, da sie als Kontrolle diente. Nach
Behandlung beider Membranhilften mit dem mAb hES wurde die Reaktion entwickelt und auf
einem Film sichtbar gemacht. Auf der mit Endostatin vorbehandelten Membranhilfte zeigte sich
eine Bande bei 160 kDa. Die Membranhilfte ohne Endostatin-Inkubation zeigte keine
spezifische Reaktion (Abb. 5). Dieses Ergebnis deutete auf eine Bindung des Endostatins an ein
Protein aus dem Granulozytenextrakt hin, welches ein Molekulargewicht von ca. 160 kDa
aufwies und dem CEACAMI1 entsprechen konnte. Weiterhin konnte erneut gezeigt werden, dass

der verwendete mAb hES selbst keine Antigene des Granulozytenextraktes erkennt, da sich auf
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der Membranhilfte ohne Endostatin-Inkubation keine spezifische Reaktion entwickelte. Eine
Kreuzreaktivitit des mAb hES konnte somit erneut ausgeschlossen werden. Die gezeigten

Ergebnisse waren in mehreren Versuchsdurchgingen reproduzierbar.

kDa A MB Abb. 5: Overlay-Assay mit Western Blot-Technik.
M: Proteinmarker. Granulozytenextraktproben
wurden jeweils in die Laufspuren der
182 - Membranabschnitte A und B aufgeladen. Abschnitt
B wurde mit Endostatin im Overlay-Assay

115 - inkubiert. Abschnitt A diente als Kontrollmembran
84 - ohne Inkubation mit Endostatin. Beide
62 - Membranabschnitte wurden mit dem mAb hES

gegen Endostatin behandelt. Es zeigte sich nur in
dem mit Endostatin vorbehandelten Abschnitt (B)
eine spezifische Bande bei 160 kDa («) als
Hinweis auf eine Bindung von Endostatin an
CEACAMI in diesem Bereich.

Endostatin bindet an aufgereinigte CEACAMI1-Form aus Granulozyten. Zur Bestitigung
der Annahme, dass Endostatin an CEACAMI1 aus dem Granulozytenextrakt bindet, wurden
Overlay-Assays unter Verwendung von aufgereinigtem CEACAMI1 durchgefiihrt. Fiir diese
Untersuchungen wurde aufgereinigtes CEACAMI1 aufgetragen, nach SDS-PAGE getrennt und
auf eine Membran transferiert. Die Membran wurde mit Endostatin als Overlay inkubiert und die
Reaktion nach Behandlung mit mAb hES entwickelt. Das Ergebnis zeigte eine deutliche Bande
bei 160 kDa (Abb. 6). Somit konnte gezeigt werden, dass Endostatin auch an die aufgereinigte
CEACAMI1-Form bindet. Die intensive Bandenbildung konnte durch die Aufreinigung des
CEACAMI1 begriindet sein, da hierdurch hohere Konzentrationen des Proteins erzielt werden.
Der Aufreinigungsprozess kann zudem mit leichten Konformationsinderungen am CEACAMI-
Molekiil einhergehen, welche auch die potentiellen Endostatin-Bindungsstellen betreffen
konnten. Moglich wire auBerdem, dass durch die Aufreinigung CEACAMI aus der sonst
hauptsédchlich membrangebundenen Form 16slich gemacht wird und hierdurch die Endostatin

Bindungsstellen besser exponiert werden konnten.
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kDa M A )
Abb. 6: Overlay-Assay mittels

Western Blot-Analyse.

182 - Aufgereinigte CEACAMI-Form
wurde aufgetragen und nach

115 - SDS-PAGE  getrennt.  Die
84 - Membran wurde mit Endostatin

v als Overlay inkubiert.

62 - u Anschliefend  erfolgte  die

Western Blot-Analyse mit mAb
hES gegen Endostatin. Es zeigte
sich eine ca. 160 kDa schwere
Bande (A) («).

M: Proteinmarker.

Biotin-konjugiertes Endostatin bindet an CEACAM1 aus Granulozytenextrakt im
Overlay-Assay. In den zuvor beschriebenen Bindungsversuchen des Endostatins an CEACAM1
wurde das Western Blot-Verfahren angewendet, bei dem die Anwendung von Antikorpern
erforderlich ist. Da hierbei mogliche Kreuzreaktivititen auftreten konnen, wurde versucht, die
Bindungsversuche ohne den Nachweis durch Antikdrper durchzufiihren. Hierfiir wurde Biotin-
konjugiertes Endostatin in den Overlay-Assays verwendet.

Im folgenden Bindungsversuch wurden Granulozytenextrakte auf 2 Gele aufgetragen, nach SDS-
PAGE getrennt und auf Membrane transferiert. Die erste Membran wurde mit Biotin-
konjugiertem Endostatin inkubiert. Die zweite Membran, die als Kontrolle diente, wurde nur mit
Biotin behandelt. Nachfolgend wurden beide Membranen mit dem Avidin-Biotin-Reagenz
behandelt und die Reaktion auf den Membranen entwickelt. Die Reaktion ergab auf der
Membran, die mit Biotin-konjugiertem Endostatin inkubiert war, eine Bande bei 160 kDa. Die
Kontrollmembran, die mit Biotin allein behandelt war, zeigte keine Reaktion (Abb. 7). Dieses
Ergebnis spricht fiir eine spezifische Bindung des Biotin-konjugierten Endostatins an
CEACAMI1 aus dem Granulozytenextrakt. Da der Kontrollversuch mit alleiniger Biotin-
Inkubation ohne Endostatin keine Reaktion zeigte, konnte eine sekundidre Reaktion des Biotins

ausgeschlossen werden.
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Abb. 7: Overlay-Assay mit Biotin-
konjugiertem rekombinantem Endostatin.
Granulozytenextraktproben wurden auf die
Laufspuren A, A” und B aufgetragen. Die
Membranabschnitte mit den Laufspuren A
und A” wurden mit Biotin-konjugiertem
Endostatin inkubiert. Der Abschnitt mit
Laufspur B wurde nur mit Biotin inkubiert
und diente als Kontrolle. Die Reaktion wurde
direkt auf der Membran entwickelt und ergab
auf den Abschnitten A und A~ eine deutliche
Bande bei 160 kDa («). Abschnitt B zeigte
keine Bande. M: Proteinmarker.

4.3.2. Bindung von Endostatin und CEACAM1 im Ko-Immunoprizipitationsversuch

Die vorangegangenen Overlay-Assays deuten auf eine chemische Bindung oder Komplexbildung
von Endostatin und CEACAMI1 hin. Zur weiteren Bestitigung dieser Annahme wurde eine Ko-
Immunoprézipitation durchgefiihrt. Granulozytenextrakt und Endostatin wurden in einer
Probenmischung gemischt. Dieses Probengemisch wurde durch eine
Immunaffinititschromatographiesdule, welche mit dem monoklonalen Antikérper gegen
CEACAMI1 T84.1 bestiickt war, laufen gelassen. Die spezifisch gebundene Fraktion wurde
eluiert und in Western Blot-Analysen untersucht.

Aufgrund der Annahme, dass beide Faktoren in der Probenmischung gebunden oder als
Komplex vorliegen konnten, wurde untersucht, ob Endostatin ebenfalls in vorhandener
Komplexbildung mit CEACAMI1 ko-prizipitiert werden konnte.

In den anschlieBenden Western Blot-Analysen konnte unter Verwendung des Endostatin-
Antikorpers (mAb hES) eine sehr starke Bande bei ca. 20 kDa nachgewiesen werden. Dariiber
hinaus kommen noch etwa vier weitere Banden hoheren Molekulargewichtes zur Darstellung.
Angenommen werden kann, dass in der starken Bande bei 20 kDa Endostatin detektiert wurde.

Die weiteren, allerdings schwicheren Banden mit hoherem Molekulargewicht konnten
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Endostatin-Di-, Tri- und Tetrameren entsprechen. Die Western Blot-Analyse der Eluatprobe aus
der Immunaffinititschromatographiesdule mit dem Endostatin-Antikorper hES ergab eine
deutliche Bande bei ca. 20 kDa. Aufgrund der Bandenerkennung durch den Endostatin-
Antikorper hES muss angenommen werden, dass in dieser Bande Endostatin detektiert wurde.
Nicht zuletzt weil sich diese Bande des Eluats und die starke Bande in der Untersuchung des
Probengemisches in gleicher Hohe wieder finden lassen. Diese Resultate lassen die
Schlussfolgerung zu, dass Endostatin aufgrund einer Bindung oder Komplexbildung mit
CEACAMI1 durch den CEACAMI-Antikorper ko-prézipitiert werden konnte. Entsprechend
dieser Annahme konnte in der Western Blot-Analyse der Eluatprobe unter Verwendung des
CEACAMI1-Antikorpers 4D1/C2 eine starke Bande bei ca. 160-180 kDa nachgewiesen werden,

welche CEACAMI entspricht (Abb. 8).
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« Abb. 8: Ko-Immunoprézipitation von Endostatin und CEACAM1 aus
dem Granulozytenextrakt. In der Laufspur 1 wurde ein
Probengemisch aus Endostatin und CEACAMI1 aufgetragen. Die
Laufspuren 2 und 3 wurden mit der Eluatprobe, welche aus der
Immunaffinititssdule mittels mAb T84.1 gegen CEACAMI
gewonnen wurde, beladen. Der Membranabschnitt mit den
Laufspuren 1 und 2 wurde anschlieBend mit dem mAb hES gegen
Endostatin behandelt. Nach Entwicklung der ECL-Reaktion zeigte
sich im Probengemisch (1) eine starke Bande bei ca. 20 kDa und

weitere, schwerere Banden passend zu Endostatin-Dimeren. Die

!
66 — - e
| —
,.ﬁ » Eluatprobe (2) zeigte eine deutliche Bande bei 20 kDa passend zu
‘ :
1 2

45— |

Endostatin («—). Der Abschnitt mit der Laufspur 3, welcher mit der
Eluatprobe beladen war, wurde mit mAb gegen CEACAM1 4D1/C2

3 behandelt. Hier zeigte sich eine deutliche CEACAM]1-Bande bei ca.
160-180 kDa (Pfeilkopf).

kDa

Die in diesem Versuch iiber Immunaffinititschromatographie gewonnene Eluatprobe enthilt
demnach Endostatin und CEACAMI. Diese Ergebnisse bestitigen die Annahme, dass
Endostatin und CEACAMI eine Bindung oder Komplexbildung eingehen konnen, so dass sich

Endostatin iiber eine Bindung/Komplexbildung an CEACAM1 nachweisen ldsst.
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5. Diskussion

Die vorliegende Arbeit belegt erstmalig, dass der Angiogeneseinhibitor Endostatin direkt mit
dem Zelladhidsionsmolekiill CEACAMI, welches eine pro-angiogenetische Wirkung besitzt,
interagiert. Die proteinbiochemischen Untersuchungen weisen darauf hin, dass Endostatin direkt
an CEACAMI1 bindet. Die immunhistochemischen Untersuchungen zeigen eine Ko-Lokalisation
von Endostatin und CEACAMI in der Wand neuer Tumorgefdfe in einer frithen Phase der
GefidBBentwicklung und lassen vermuten, dass die Interaktion zwischen CEACAMI1 und

Endostatin offensichtlich in einem bestimmten Zeitabschnitt der GefaBentwicklung stattfindet.

Eine der wesentlichen Voraussetzungen der Neubildung von Blutgefden ist die Morphogenese
der GefdBwand, die durch die Bildung reguldarer Zell-Zell-Kontakte zwischen den
Endothelzellen, eine reguldr strukturierte Basalmembran der GefaBwand und die Integration der
peri-endothelialen Zellen in die GefaBwand gekennzeichnet ist (Dejana, 2004). Es wurde bereits
gezeigt, dass Endostatin die morphogenetischen Prozesse der neuen Blutgefile beeinflusst und
die neuformierten endothelialen Tubes stabilisiert (Ergiin et al., 2001). Hierbei wurde postuliert,
dass Endostatin dadurch einerseits die angiogenetische Potenz der neuen Blutgefille reduzieren,
andererseits auch ihre Durchlédssigkeit herabsetzen wiirde. Tatsdchlich konnten spitere Arbeiten
an Knock-out-Méausen belegen, dass das Vorhandensein von Kollagen 18, der Muttersubstanz
von Endostatin, fiir die normale Durchlissigkeit der Retinagefidf3e von entscheidender Bedeutung
ist (Takahashi et al., 2003). Das Fehlen von Kollagen 18 resultiert in einer pathologisch
gesteigerten Extravasation und Ablosung der Retina, wie man sie z.B. bei der diabetischen
Retinopathie beobachtet. Diese Befunde sind insofern nicht verwunderlich, da Kollagen 18 als
Bestandteil der Basalmembran am Aufbau der Gefidlwand eine Rolle spielen kann. Im
Unterschied zu der Muttersubstanz ist jedoch fiir Endostatin kennzeichnend, dass diese Substanz

vor allem an der Wand neuformierter Blutgefifle, z.B. der Tumorgefi3e stark akkumuliert ist,
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nicht jedoch an der Wand reifer ruhender Blutgefi3e (Ergiin et al., 2001; Schuch et al., 2005),
wenn man einmal von der Lokalisation des Endostatins an elastischen Fasern in der Wand grof3er
BlutgefiBle (Miosge et al., 1999) absieht. In zahlreichen Publikationen seit der Entdeckung von
Endostatin (O Reilly et al., 1997) konnte die anti-angiogenetische und anti-tumorigene Wirkung
von Endostatin in experimentellen Tumormodellen bestétigt werden (Dhanabal et al., 1999; Jia

et al., 2004). Zurzeit wird Endostatin bei weiteren klinischen Studien eingesetzt.

Diese strukturellen Vorginge der GefdBneubildung und GefidBreifung werden durch eine
Vielzahl von Faktoren initiiert und kontrolliert. Unter diesen Faktoren kommt den
Zelladhisionsmolekiilen eine wichtige Bedeutung zu (Dejana, 2004). Hierbei wurde vor kurzem
gezeigt, dass das Zelladhédsionsmolekiil CEACAMI1 pro-angiogenetische Effekte besitzt und die
l6slichen Formen von CEACAMI1 die durch VEGF induzierte morphogenetischen Prozesse
wihrend der Neubildung von Blutgefalen maBSgeblich unterstiitzen (Ergiin et al., 2000). Hierbei
konnte nachgewiesen werden, dass CEACAMI1 in der frilhen GefidBentwicklung in
Endothelzellen exprimiert wird, wihrend es in Endothelzellen ruhender, also angiogenetisch
inaktiver Blutgefifle, nicht nachweisbar ist. Somit wurde gezeigt, dass CEACAMI erst wihrend
der angiogenetischen Aktivierung in vaskuldren Endothelzellen hochreguliert wird. Kiirzlich
wurde diese Situation in vitro nachgeahmt und konnte somit in weiteren Analysen belegt
werden, dass die Uberexpression von CEACAMI1 in menschlichen mikrovaskulidren
Endothelzellen die Expression potenter angiogenetischer Faktoren, wie VEGF, Angiogenin,
Angiopoietin-1 und -2 sowie IL-8 signifikant erhoht (Kilic et al., 2005). Hierbei konnten diese
Ergebnisse insofern durch weitere Analysen gesichert werden, dass das Ausschalten der
CEACAMI1-Expression in Endothelzellen durch spezifische siRNA-Technik zu einer
Blockierung der von VEGF induzierten endothelialen Kapillarbildung in vitro fiihrt (Kilic et al.,
2005). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass auch das epitheliale CEACAMI, das an der

luminalen Oberfldche zahlreicher normaler Epithelien nachweisbar ist, die angiogenetische
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Aktivitat indirekt beeinflusst. Neuere Unersuchungen am Harnblasen— und Prostatakarzinom
(Oliveira-Ferrer et al., 2004; Tilki et al., 2006) belegen, dass die Expression von CEACAMI1 in
normalen Epithelien mit einer Unterdriickung der Expression potenter angiogenetischer Faktoren

einhergeht und somit die angiogenetische Aktivierung benachbarter Blutgefifie blockiert.

Zusammenfassend spielen beide Molekiile, Endostatin und CEACAMI, offensichtlich in einer
frithen Phase der Morphogenese von Blutgefi3en eine wichtige Rolle. Die Untersuchungen hier
belegen, dass dies nicht nur eine zufillige zeitliche Uberlappung der beiden Molekiile ist,

sondern, dass offensichtlich beide Molekiile miteinander direkt interagieren.

5.1. Endostatin und CEACAMI1 sind in neuformierten BlutgefiBen phasenabhingig

ko-lokalisiert.

Die hier vorgelegten Befunde anhand immunhistochemischer Untersuchungen an
Prostatakarzinomgewebe zeigen, dass Kollagen 18, die Muttersubstanz von Endostatin, in der
Wand normaler Blutgefie und auch der Tumorgefidlle, vermutlich in der Basalmembran der
GefidBwand, zu finden ist. Endostatin selbst ist hauptsichlich in der Wand der Tumorgefille
akkumuliert, wie bereits in fritheren Publikationen berichtet wurde (Ergiin et al., 2001; Schuch et
al., 2005). Ubereinstimmend mit den kiirzlich publizierten Daten (Tilki et al., 2006) konnte
CEACAMI1 insbesondere in den kleinen Blutgefden des Prostatakarzinoms, und hierbei vor
allem in den mit dem High Grade PIN-assozierten (Prostate Intraepithelial Neoplasia) und
angiogentisch aktiven Blutgefden nachgewiesen werden. Da PIN die frithe noch nicht invasive
Phase des Prostatakarzinoms darstellt, bei der jedoch die angiogenetische GefidBBneubildung
offensichtlich bereits aktiviert ist, eignet sich diese Phase fiir das Studium mdoglicher
Interaktionen zwischen CEACAMI1 und Endostatin, die wie oben beschrieben in der frithen

Phase der BlutgefiBBentwicklung in Endothelzellen bzw. in der Wand dieser Gefide vorhanden
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sind. Die hier vorgelegten Ergebnisse aus immunhistochemischen Ko-Lokalisationversuchen
belegen, dass CEACAMI1 und Endostatin in einer bestimmten Phase der GefidB3entwicklung in
der Wand neuformierter bzw. angiogenetisch aktiver Tumorgefidle ko-lokalisiert sind. Des
Weiteren zeigen diese Befunde, dass die CEACAMI-Immunfiarbung vor allem in unreifen und
instabilen Blutgefidlen, die offensichtlich keine reguldre Anbindung der peri-endothelialen
Zellen in ihrer Wand aufweisen, stirker vorhanden ist als die Immunfdrbung fiir Endostatin.
Umkehrt nimmt die Immunfiarbung fiir Endostatin mit zunehmender Stabilisierung der neuen
GefiBBe an Starke zu, so dass die Interaktion zwischen beiden Faktoren, CEACAMI1 und
Endostatin, vermutlich auf ein kurzes Zeitfenster der vaskuldren Morphogenese limitiert zu sein
scheint. Die entscheidende Frage war nach diesen Befunden, inwiefern tatséachlich eine direkte
Bindung von Endostatin zu CEACAMI vorliegt. Hierzu wurden dann proteinbiochemische

Analysen durchgefiihrt.

5.2. Endostatin bindet an CEACAMI1 aus Granulozyten und an die aufgereinigte

CEACAM1- Form.

In zahlreichen Publikationen ist berichtet worden, dass menschliche Granulozyten CEACAMI in
hoher Menge in ihrer Zellmembran enthalten (Prall et al., 1996). Fiir die Bindungsversuche
wurden daher Granulozytenextrakte oder das aus menschlichen Granulozytenextrakten
aufgereinigte CEACAMI1 verwendet. Endostatin wurde rekombinant hergestellt und in den
Bindungsversuchen eingesetzt. Die hier vorgelegten Ergebnisse aus den Overlay-Assays, bei
denen das mit Biotin-konjugierte Endostatin eingesetzt und iiber eine direkte Farbung mittels
Nikel-verstidrkter Glukoseoxidase-Technik nachgewiesen wurde, lassen eine spezifische Bande
in Hohe der zu erwartenden CEACAMI1-Bande erkennen. Dieser Befund belegt, dass das Biotin-
konjugierte Endostatin an das zuvor iiber SDS-PAGE getrennte und auf eine Nitrocellulose-

Membran transferierte CEACAM1 bindet. Ubereinstimmend damit zeigen auch die Ergebnisse
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mit der Western Blot-Technik unter Verwendung des monoklonalen Antikorpers gegen das
menschliche Endostatin den Nachweis einer Bindung von nicht-konjugiertem Endostatin an der
CEACAMI1-enthaltenden Nitrocellulose-Membran in der zu erwartenden Hohe von CEACAMI.
Diese Bindungsergebnisse konnten sowohl unter Verwendung der Granulozytenextrakte als auch
des aus diesen Extrakten isolierten CEACAMI mehrfach reproduziert werden. In einem
Gegenversuch konnte die Bindung von Endostatin an CEACAMI1 durch die Inkubation der
CEACAMI1-enthaltenden  Nitrocellulose-Membran mit dem  CEACAMI-spezifischen
monoklonalen Antikorper 4D1/C2 vor der Zugabe von Endostatin blockiert werden. Dies ist ein

weiterer Hinweis auf eine spezifische Bindung von Endostatin an CEACAMI.

Diese Daten aus den Bindungsanalysen werden auch durch die hier vorgelegten Ergebnisse aus
den Ko-Immunoprizipitationsanalysen unterstiitzt. Die nach der Inkubation des Proteinextraktes
menschlicher Granulozyten mit dem rekombinanten menschlichen Endostatin durchgefiihrte
Immunoprizipitation mittels des CEACAMI1-spezifischen Antikorpers T84.1 zeigt, dass
hierdurch nicht nur CEACAMI, sondern auch Endostatin mit prézipitiert wurde. Die der
Immunopriézipitation anschlieBenden Western Blot-Analysen unter Verwendung des
monoklonalen Endostatinantikdrpers weisen nach, dass Endostatin mit CEACAMI1 aus dem
Proteingemisch prézipitiert werden konnte. Somit ist anzunehmen, dass Endostatin nicht nur an
das denaturierte CEACAMI, wie es im Rahmen des Overlay-Assays nachgewiesen wurde,
sondern auch an nativem CEACAMI1 bindet. Diese Ergebnisse sind starke Hinweise darauf, dass
vermutlich auch in Situ eine direkte Interaktion oder Bindung zwischen CEACAMI1 und
Endostatin stattfindet.

Zusammenfassend lassen die hier vorgestellten Ergebnisse schlussfolgern, dass Endostatin an
CEACAMI1 bindet ungeachtet darauf, obo CEACAMI in Endothelzellen oder in Granulozyten
exprimiert ist. Die potentiellen Auswirkungen einer Interaktion von Endostatin mit dem

granulozytiren CEACAMI, z.B. bei der Modulierung entziindlicher Prozesse stellen einen
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interessanten Aspekt dar, konnen jedoch hier nur als eine Fragestellung aufgeworfen werden. In
der Wand der neuformierten Blutgefile konnte die Interaktion zwischen CEACAMI1 und
Endostatin dazu fiihren, dass die pro-angiogenetischen Effekte von CEACAMI1 durch Bindung
an Endostatin unterdriickt werden. Da CEACAMI in einem Teil der neuformierten Blutgefille
sowohl an den inter-endothelialen Kontaktzonen als auch an der basalen, also der Basalmembran
der GefaBwand zugewandten Seite, exprimiert wird, ist es anzunehmen, dass iiber die Interaktion
der beiden Faktoren die inter-endothelialen Adhésionsprozesse verbessert und das neue
endotheliale GefdBrohr an der Basalmembran besser verankert wird. Durch Vermittlung solcher
Vorginge konnen Signalwege zum Zytoskelett und somit moglicherweise auch die Polarisierung
der Endothelzellen wihrend der vaskuldren Morphogenese beeinflusst werden. Damit konnte die
Grundlage fiir spezialisierte inter-endotheliale Verbindungen gebildet werden, die dann von
anderen Molekiilen, wie VE-Cadherin oder Occludine vermittelt werden (Feldman et al., 2005;
Cavallaro et al., 2006). Diese Interpretation wird auch durch bereits publizierte Daten unterstiitzt,
die zeigen, dass Endostatin iiber Adhisionsprozesse die Organisation des endothelialen
Zytoskeletts reguliert (Dixelius et al., 2002). Inwieweit die Interaktion mit CEACAMI diese
Prozesse beeinflusst, bedarf weiterer Untersuchungen. Jedoch kénnte Endostatin unter anderem
auch dadurch anti-angiogenetisch wirken und gleichzeitig die Blutgefile in einen ruhenden
stabilisierten Phénotyp iiberfithren und die gesteigerte Durchlidssigkeit der neuen Blutgefille
herabsetzen. Diese Interpretation wird weiter dadurch unterstiitzt, dass tatsdchlich in
Endothelzellen der BlutgefdBBe mit der stirksten Immunfirbung fiir Endostatin die CEACAMI1-
Immunfirbung entweder nicht nachweisbar oder nur sehr schwach vorhanden ist. Andererseits
konnte man sich umgekehrt vorstellen, dass durch die Bindung von Endostatin an CEACAMI1
die anti-angiogenetischen Effekte von Endostatin eher blockiert werden, da das Vorhandensein
von CEACAMI1 verhindert, dass Endostatin in der Gefilwand an den Partnern bindet, iiber die
es seine Angiogenese-hemmenden Effekte entfaltet. Zukiinftige Arbeiten sind notwendig, um die

funktionelle Relevanz der Interaktion zwischen CEACAM1 und Endostatin zu evaluieren und zu
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tiberpriifen, ob und welche der oben genannten Hypothesen zu treffen. Durch die Kldrung dieser
Fragen konnten die Mechanismen der Endostatinwirkung besser verstanden und neue Wege anti-

angiogenetischer Tumortherapie entwickelt werden.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

ABC Avidin-Biotin-Complex

b-FGF basophile fibroblast growth factor

c-DNA Complementary Desoxyribonucleic acid

CEACAMI1 Carcinoembryonal Antigen-related Cell Adhaesion Molecule 1
HisTag Histidin-Kette aus 6 Histidinen an einem Terminus des Proteins
HIF-1 a hypoxia inducible factor 1 alpha

HIF-1 B hypoxia inducible factor 1 beta

kDa Kilo Dalton

MMP Matrix Metalloproteinase

mRNA Messenger-Ribonucleic acid

PAP Peroxidase anti-Peroxidase

PIN Prostate Intra-epithelial Neoplasia

PBS Phosphate buffered saline

RGD-Sequenz Aminosduren Arginin-Glycin-Asparaginsaure-Sequenz

RT Raumtemperatur

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulphate Polyacrylamide gel electrophoresis
TBS Tris buffered saline

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

VEGFR-1 Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-1 (Fms-like tyrosin

kinase-1, kurz FLT-1)

VEGFR-2 Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-2 (Kinase-insert domain
receptor, kurz FLK-1/KDR)

VEGFR-3 Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-3 (Fms-like tyrosine

kinase-4, kurz Flt-4)
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