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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfuhrung

Maligne Neoplasien waren im Jahr 2013 die zweithaufigste Todesursache in Deutschland
[1]. Bodsartige Tumoren des Osophagus standen weltweit an sechster Stelle der
tumorbedingten Todesfélle. Sie sind mit einer schlechten Prognose assoziiert [2]. Daher ist
es von Interesse, geeignete neue therapeutische Angriffspunkte zu identifizieren. Fokus
dieser Arbeit ist, die Hyaluronsaure (HA), ein Molekil der extrazellularen Matrix (EZM),
beziiglich ihrer Rolle im Osophaguskarzinom zu untersuchen. Die vorliegende Arbeit gliedert
sich in drei Teile, die unterschiedliche Aspekte zur Rolle der HA und HA-Synthase (HAS)-
Isoformen beleuchtet. Zunachst wird eine Splicevariante der HAS3 charakterisiert, die in
Adenokarzinomen des Osophagus starker exprimiert wurde als in gesundem Gewebe [3].
AnschlielRend wird die Rolle der HA bei der Interaktion von Plattenepithelkarzinomzellen des
Osophagus mit Fibroblasten dargestellt. Der letzte Teil beinhaltet in vitro-Untersuchungen
zur Therapie des Plattenepithelkarzinoms des Osophagus (esophageal squamous cell
carinoma, ESCC) unter Verwendung des HA-Synthese-Inhibitors 4-Methylumbelliferon (4-
MU) in der Kombination mit Erlotinib, einem epidermal growth factor (EGF)-Rezeptor-

Tyrosinkinase-Inhibitor.

Einleitend werden grundlegende Charakteristika maligner Neoplasien beschrieben und
insbesondere wird auf die Rolle tumorassoziierter Fibroblasten (cancer-associated
fibroblasts, CAF) eingegangen, die unter anderem fur den Umbau der EZM verantwortlich
sind. Anschlielend werden Hintergrinde zu HA, ihrer Synthasen und ihre mdgliche Rolle in
der Tumortherapie dargelegt. AuBerdem werden die malignen Neoplasien des Osophagus
sowie Ergebnisse aus Studien, in denen Erlotinib zur Therapie des Osophaguskarzinoms

angewendet wurde, vorgestellt.
1.2 Maligne Neoplasien

Maligne Tumore sind komplexe Gewebe aus neoplastischen Zellen und unterschiedlichen
lokalen oder rekrutierten Zellen. In Karzinomen ist das Tumorparenchym vom Tumorstroma
abgegrenzt. Das Parenchym wird aus neoplastischen, epithelialen Zellen gebildet wahrend
das Stroma aus Endothelzellen, Perizyten, Adipozyten und CAF besteht. Auerdem befinden
sich unterschiedliche Arten von Immunzellen im Tumor [4, 5]. Maligne Tumore sind

organahnliche Strukturen und zeichnen sich durch chronische Proliferation und zum Teil



1 Einleitung

durch Dissemination aus [6]. Durch genomische Instabilitdt und Mutationen kénnen normale
Zellen schrittweise Merkmale ausbilden, um maligne Tumore zu bilden und aufrecht zu
erhalten. Im Gegensatz zu normalen Zellen erhalten maligne Tumorzellen die proliferative
SignalUbertragung aufrecht und sind unbegrenzt teilungsfahig. Tumorzellen kédnnen dem
Zelltod, Wachstums-Suppressoren und der Zerstérung durch das Immunsystem entgehen.
Aulerdem zeichnen sich die Zellen durch einen veranderten Energiestoffwechsel aus und
der Fahigkeit zur Invasion und Metastasierung. Aullerdem koénnen sie Angiogenese
induzieren [4]. Die neoplastischen Zellen tragen nicht allein zur Malignitat des Tumors bei,
wichtig ist auch das Mikromilieu des Tumors, das durch die EZM und die Zellen des

Tumorstromas gebildet wird [6].

1.3 Fibroblasten im Tumorstroma

In einigen Tumorarten, zum Beispiel in Brust-, Prostata- und Pankreaskarzinomen, besteht
das Stroma hauptsachlich aus CAF [5, 7]. Diese werden in der Literatur insbesondere als
pro-inflammatorisch und tumorférdernd beschrieben. Gesunde, normale Fibroblasten zeigen
daneben aber auch tumorinhibiernde Eigenschaften. Humane, normale Fibroblasten
hemmen zum Beispiel das Wachstum von Prostata-, Lungen- und Lymphoblastoid-

Tumorzelllinien, als Ausdruck ihrer Aufgabe, die Proliferation epithelialer Zellen zu regulieren

[7].

1.3.1 Herkunft tumorassoziierter Fibroblasten

Als CAF werden verschiedene fibroblastenartige Zellen im Tumor bezeichnet, die
unterschiedlichen Ursprungs sein kdnnen. Es handelt sich dabei um umprogrammierte lokale
Gewebsfibroblasten oder rekrutierte mesenchymale Stammzellen (MSC) aus dem
Knochenmark. Weiterhin kdnnen sie von lokalen Fibroblasten-Vorlauferzellen, Adipozyten
oder lokalen Sternzellen abstammen. Fibroblastenartige Zellen im Tumor kénnen auch durch
den Prozess der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) entstehen, den manche
epitheliale Tumorzellen durchlaufen. Auch proliferierende Endothelzellen kénnen durch
endothelial-mesenchymale Transition (EndMT) mesenchymale Eigenschaften erlangen [5, 7-
9.

Aufgrund ihrer Heterogenitat ist eine Vielzahl von Markern beschrieben, die CAF
charakterisieren. Diese sind etwa a-Glattmuskelaktin (aSMA), Fibroblasten-spezifisches
Protein 1 (FSP1), Vimentin, Thrombozyten-stammiger Wachstumsfaktorrezeptor- (platelet-
derived growth factor receptor 8, PDGFR[) und Fibroblasten-Aktivierungs-Protein (FAP) [8,
9]. AuBerdem wurden Popdoplanin, Asporin, Zinc finger E-box binding homeobox 1 (ZEB1),
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Osteoglycin, Neurogliales Antigen 2 und Prolyl-4-Hydroxylase als CAF-Marker identifiziert [5,
9]. Die genannten Marker befinden sich zum Teil auch auf anderen Zelltypen und ihre

Expression kann uneinheitlich sein [5].

Die aus den Tumorzellen stammenden Faktoren wie transformierender Wachstumsfaktor-3
(TGF-B), PDGF-a/p, Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF), Interleukin (IL)-6 und
Lysophosphatidsaure kénnen die CAF-Aktivitat induzieren [5, 7, 8]. AuRerdem fdrdern
Hypoxie und reaktive Sauerstoffspezies die CAF-Aktivierung [5]. Zudem wurden in
Fibroblasten des Mammakarzinoms TGF- und CXCL12 als autokrine Stimuli identifiziert, die

die Myofibroblasten-Differenzierung initiieren und den CAF-Phanotyp erhalten [8].

1.3.2 Einfluss tumorassoziierter Fibroblasten auf die Tumorprogression

CAF koénnen auf vielfaltige Weise die Tumorprogression unterstlitzen. Sie koénnen die
Proliferation und Metastasierung der Tumorzellen férdern, sowie deren Phanotyp

beeinflussen und zur Angiogenese beitragen.

Die Stimulation der Proliferation von Tumorzellen erfolgt zum Beispiel durch die von CAF
sezernierten Wachstumsfaktoren, wie Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF), EGF und b-
FGF [7]. Sie verstarken die Angiogenese durch die Expression des vaskuldren endothelialen
Wachstumsfaktors (VEGF)-A [5], durch CXCL12-induzierte Mobilisierung von Endothel-
Vorlauferzellen aus dem Knochenmark und durch Rekrutierung pro-angiogener
Makrophagen [8]. Die Metastasierung fordern CAF zum Beispiel durch Faktoren wie TGF-,
HGF, VEGF, FGF und CXCL12 sowie durch Modulierung der EZM im Tumor [8]. Au3erdem
stimulieren beispielsweise Brustkrebszellen die Sekretion von CCL5 in MSC. CCL5
wiederum die férdert die Invasivitat der Tumorzellen [10]. Weiterhin beglnstigen Fibroblasten
und vom Tumor sezernierte Zytokine die Tumorprogression, indem sie zur Generierung einer
metastatischen Nische beitragen [7]. Aulderdem kénnen CAF sich dort zum Beispiel vom
Primartumor aus ansiedeln und auch die Apoptose zirkulierender Tumorzellen verhindern,
wenn sie sich gleichzeitig im Blut befinden [8]. Ferner beeinflussen CAF die
Selbsterneuerungskapazitat mancher Karzinomzellen, erhéhen die Expression des
Stammzellmarkers CD133 sowie das CD44/CD24-Verhaltnis und férdern EMT [8, 9]. Es wird
auBerdem berichtet, dass sich CAF in ihrem Metabolismus den Bedlrfnissen der

Tumorzellen anpassen [5].

Interessanterweise konnen CAF aber auch tumorhemmende Eigenschaften besitzen. Zum
Beispiel werden durch Slit2 tumorférdernde Signalwege Uber PI3K, B-Catenin und
CXCL12/CXCR4 gestort [9].
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1.3.3 Immunmodulierende Eigenschaften tumorassoziierter Fibroblasten

CAF tragen auch zu inflammatorischen Prozessen im Tumor bei. Die immunmodulierende
Gen-Signatur von CAF kann Cyclooxygenase (COX)-2, Osteopontin (OPN), die Chemokine
CXCL1, -2, -12, -14, CCL5 und auch IL-6, -1B sowie Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)
umfassen [7, 9, 11]. Pro-inflammatorische Signale der Fibroblasten kdnnen parakrin zum
Beispiel durch IL-13 oder TNF-a, aus den Tumorzellen selbst oder von residenten
Immunzellen, tGber NFkB induziert werden [7]. AuBerdem tragen CAF zur Rekrutierung von
Makrophagen und CD11b+Gr1+Ly6¢c+ Monozyten bei [7]. Letztere Marker charakterisieren
die immunsupprimierend und tumorfordernd wirkenden Monozyten-Myeloid-derived
suppressor-cells (MDSC) [12]. Nicht nur die Sekretion von Chemokinen durch die
Fibroblasten fihrt zur Rekrutierung von Makrophagen, auch via HAS2 gebildete HA flhrte zu
mehr tumorassoziierten Makrophagen (TAM) und mehr Angiogenese im Tumor [13]. CAF
beeinflussen zudem das Verhaltnis von tumorférdernden Lymphozyten wie regulatorischen
T-Zellen (Treg), T-Helfer (Th)-2-Typ Zellen und Th17 Zellen zu tumorhemmenden Th1 Zellen
und zytotoxischen T-Zellen [7]. Im murinen Brustkrebsmodell zum Beispiel, induzierten CAF
den Wechsel vom Th1-Typ zum Th2-Typ. |hr Zyto- und Chemokinprofil ermdéglicht es ihnen,
zur Rekrutierung und Differenzierung von Th17 Zellen und Treg beizutragen. Auf’erdem gibt
es Hinweise, dass von CAF stammendes TGF-B die Funktion naturlicher Killerzellen (NK)

und CD8+ zytotoxischer T-Zellen hemmt [7].

1.3.4 Umbau der extrazellularen Matrix durch tumorassoziierte
Fibroblasten

Ein weiterer wichtiger funktioneller Aspekt von CAF ist der Umbau der EZM. Dadurch
regulieren sie unter anderem das Volumen und den Druck der interstitiellen Fllssigkeit [5].
Die Beschaffenheit der EZM, zum Beispiel ihre Steifigkeit, beeinflusst die Zellmorphologie,
die Integrin-vermittelte Signaltransduktion und den Aufbau des Aktinzytoskeletts [8]. CAF
synthetisieren EZM-abbauende Proteasen wie zum Beispiel Matrix-Metalloproteinasen
(MMP) [8]. Auch der CAF-Marker FAP besitzt Kollagenase- und Dipeptidylpeptidase-Aktivitat
[5]. Diese veranderte EZM fordert die Motilitat, die Invasion und das Wachstum der
Tumorzellen [7]. Es wurde beobachtet, dass CAF den Tumorzellen voranmigrierten und
ihnen so Wege bereiteten [8, 9]. MMP kénnen durch den Abbau der EZM-Komponenten die
Invasion der Zellen erleichtern und Angiogenese fordern und auch die Freisetzung von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren vermitteln. Die Spaltung von Adhasionsmolekilen

verstarkt die Motilitdt und induziert EMT in manchen Tumorzellen [14].

Des Weiteren synthetisieren CAF EZM-Molekiile wie Kollagen, Fibronektin, Proteoglykane

und Glycosaminoglykane wie HA. In der EZM enthaltenes Fibronektin spielt eine Rolle in der

4
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Zelladhasion, der Migration und im Wachstum, bindet unter anderem an Integrine und
erleichtert Metastasierung [8]. Die Rolle der HA, als weiterer wichtiger Bestandteil der EZM,

wird im folgenden Kapitel beschrieben.

1.4 Hyaluronsaure

1.4.1 Struktur der Hyaluronsaure

Wenn Gewebe schnellen Umbauprozessen unterliegen, kommt verstarkt HA vor, wie zum
Beispiel wahrend der Embryogenese, in Entzindungsprozessen und in malignen Tumoren
[15]. HA ist ein Hauptbestandteil der EZM im Tumor. Sie ist ein unverzweigtes, nicht-
sulfatiertes Glycosaminoglykan bestehend aus B1,3- und B1,4-glycosidisch verknupfter D-

Glucuronsaure und N-Acetyl-D-Glucosamin (s. Abbildung 1).

Abbildung 1. Struktur der Hyaluronsaure.
Gezeigt sind miteinander verknupfte Glucuronsaure und N-Acetyl-D-Glucosamin.

Ein HA-Molekul kann eine Grdlie von einigen Millionen Dalton annehmen [16]. Wegen ihrer
hohen molekularen Masse und der negativen Ladung kann HA das bis zu 1000-fache ihres
Gewichts an Wasser binden und allein dadurch ein Milieu schaffen, in dem Zellen gut
migrieren und proliferieren kénnen [15]. Die von der Zelle synthetisierte HA befindet sich
entweder im die Zelle umgebenden Medium oder liegt perizellular gebunden vor. Sie konnte
auch intrazellular detektiert werden [17]. AuRerdem kann die Struktur des perizellularen HA-
Mantels variieren. Durch verschiedene Stimuli werden Kabel-ahnliche HA-Strange gebildet,
die Leukozyten binden kénnen [18]. HA bindet an die so genannten Hyaladherine, wie TSG6
(tumor necrosis factor-alpha-stimulated gene-6), Inter-alpha-trypsin Inhibitor, Tensacin [17]
und HA-Rezeptoren CD44, Rezeptor fur HA-vermittelte Motilitat (RHAMM), HA-Rezeptor flr
Endozytose (HARE), lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor 1 (LYVE-1) und Toll-
like-Rezeptoren (TLR) 2 und -4 [16]. HA kann durch Hyaluronidasen und durch freie

Radikale fragmentiert werden. In Saugetieren sind sechs Hyaluronidase-Gene (Hyal)-1,-2,-
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3,-4, P1 und PH20 bekannt [16]. Je nach Gr6éRe, Konzentration und Bindung assoziierter

Molekiile kann sie unterschiedliche Funktionen haben [19, 20].

Gesundes Gewebe enthalt oft hochmolekulare HA, wahrend in Tumoren zuséatzlich zum Teil
kleinere HA-Fragemente zu finden sind [15, 21]. Diese kleinen HA-Fragmente kénnen zum
Beispiel die MMP- und Zytokinexpression in Melanomzellen stimulieren [22], dendritische
Zellen aktivieren [23], aber auch die Apoptose von Lymphomzelllinien, murinen

Mammakarzinomzellen und humanen Kolonkarzinomzellen induzieren [24, 25].

1.4.2 Einfluss der Hyaluronsaure auf das Tumorwachstum

In einigen Publikationen wurde die Rolle der HA im Tumorgeschehen durch knockdown oder
Uberexpression der HAS untersucht. In maligne transformierten 3Y1 Fibroblasten der Ratte
ist die HAS2-Expression im Vergleich zu nicht-transformierten 3Y1 induziert [19]. Eine HAS-
Uberexpression in 3Y1 ist allerdings allein nicht tumorgen [26]. Durch HAS2-antisense RNA
konnte die Tumorgenitdt der transformierten Zellen reduziert werden — sie zeigten
vermindertes adhasionsunabhangiges Wachstum und eine eher geringere Zahl an
gebildeten Tumoren. Interessanterweise war aber die Eigenschaft, Tumore zu bilden, auch
durch eine zu starke HA-Produktion durch HASZ-Uberexpression vermindert, sodass die
Autoren diskutieren, dass es fir die Malignitat ein Optimum der HA-Konzentration gibt [19].
Analog dazu fanden Tian et al., dass die Krebsresistenz des Nacktmulls auf frihe
Kontaktinhibition ~ durch  eine  starke = hochmolekulare-HA-CD44  Wechselwirkung
zurtckzufuhren ist [27]. Die genaue Rolle der HA im Nacktmull und der Zusammenhang mit
der Krebsresistenz bedarf weiterer Untersuchungen, da HA in einem anderen
krebsresistenten Nager, dem Blindmull, zwar in groRen Mengen vorhanden ist, aber nicht flr

dessen hemmende Effekte auf Tumorzellen verantwortlich war [28].

Ubereinstimmend mit einer Hemmung des Tumorwachstums durch HA ist nach HAS-
Uberexpression das Wachstum von Prostatatumoren im murinen Modell gehemmt [29, 30].
Bei gleichzeitiger Hyal- und HAS2- und HAS3-Uberexpression jedoch, ist das
Tumorwachstum in Prostatatumormodellen erhéht [29, 31]. In Xenografttumoren von ESCC,
von Blasenkarzinomzellen und von Brustkrebszellen fuhrte HAS-knockdown zu reduziertem
Tumorwachstum mit verminderter Proliferation [32-34]. HAS3-Uberexpression fiihrte zu
erhéhtem Tumorwachstum, adhasionsunabhangigem Wachstum und verstarkter Proliferation
[35]. HAS3-knockdown im Kolonkarzinom-Modell flihrte zu vermindertem Wachstum
aufgrund von induzierter Apoptose [36]. Auch HAS1-knockdown in Blasenkarzinomzellen

fUhrte zu gesteigerter Apoptose [33].
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Zusammenfassend inhibierte eine reduzierte HA-Synthese durch HAS-knockdown die
Tumorprogression in murinen Modellen. Im Allgemeinen ist festzuhalten, dass je nach

Zusammenhang HA tumorférdernde oder tumorhemmende Eigenschaften besitzen kann.

1.4.3 Bedeutung der Hyaluronsaure fur Zellmotilitat und Metastasierung

HA ist wichtig fur die Migration, Invasion und Metastasierung von Tumorzellen. HAS2-
knockdown in Brustkrebszellen und HAS1-knockdown in Blasenkarzinomzellen flhrte zu
verminderter Migration und/oder Invasion der Zellen in vitro [33, 34, 37]. Entsprechend
konnte bei einer Uberexpression von HAS3 eine erhéhte Migration von Tumorzellen in vitro
festgestellt werden [35]. In HAS2- oder HAS3-lberexprimierenden Prostatakarzinomzellen
fuhrt erst die gleichzeitige Uberexpression von Hyal1l zu verstarkter Migration [29]. Die
Herunterregulation von HAS2 in Brustkrebszellen reduzierte im Tiermodell auerdem die
Bildung von Metastasen [34, 38] und die Uberexpression von Hyall, vor allem mit
gleichzeitiger HAS2- und HAS3-Uberexpression, flihrte zu vermehrten spontanen
Lymphknotenmetastasen im murinen Prostatatumormodell [29]. Zirkulierende Tumorzellen
sollen Uber CD44-HA-Interaktion besser an Endothelzellen zum Beispiel im Knochenmark

oder in der Lunge binden und so Metastasen initiieren [21].

1.4.4 Hyaluronsaure und Angiogenese

HA kann aulBerdem die Angiogenese fordern. In murinen Brustkrebs- und
Prostatakarzinommodellen fiihrte die Uberexpression von HAS2 bzw. HAS3 zu einer
erhohten Zahl an Gefallen [35, 39]. Nach Transfektion mit HAS1-, HAS2- und HAS3-
antisense RNA wurde die GefalRdichte im Prostata- bzw. Blasenkarzinommodell reduziert
[33, 40]. Knockdown von HAS2 in CAF flhrte zu verminderter TAM-Rekrutierung und zu

verminderter Angiogenese [13].

1.4.5 Hyaluronsaure und epithelial-mesenchymale Transition

HA wird eine wichtige Rolle in der EMT zugesprochen. Uberexpression von HAS2 in
normalen Mammaepithelzellen induziert einen mesenchymalen Phanotyp mit einem eher
spindelférmigen Erscheinungsbild der Zellen statt der typischen Kopfsteinpflaster-Form
epithelialer Zellen in Zellkultur [41]. Zusatzlich bilden die Mammaepithelzellen und intestinale
Epithelzellen durch HAS2-Uberexpression mehr Vimentin, einen mesenchymalen Marker
[41, 42]. AulRerdem sind Invasivitdt und adhasionsunabhangiges Wachstum nach HAS2-
Uberexpression gesteigert [41]. Auch maligne Pleuramesotheliomzellen zeigen einen
fibroblastenartigen Phanotyp nach HAS2-Uberexpression mit gesteigerter Motilitat und

adhasionsunabhangigem Wachstum [43].
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TGF-(3, ein typischer Stimulus der EMT, induziert auch die HAS2-Expression. Hemmt man
diesen Schritt in murinen Mammaepithelzellen durch HAS2-si RNA, werden die EMT-Marker
Fibronektin, ZEB1 und Snail family zinc finger 1 (SNAI1) weniger durch TGF-f stimuliert und
die Migration der Zellen ist gehemmt. Interessanterweise ist dieser Effekt nicht durch
extrazellulare HA und CD44 vermittelt [44].

HAS3-Uberexpression in epithelialen Lungenadenokarzinomzellen fiihrte zu einem EMT-
Phanotyp mit reduzierter E-Cadherin- und gesteigerter Vimentin-Proteinmenge sowie
gesteigerter Invasivitat [45]. Hingegen zeigte die epitheliale humane
Prostatakarzinomzelllinie 22Rv1 nach HAS3-Uberrexpression eine Reduktion von N-
Cadherin, nicht aber von E-Cadherin und eine Reduktion zellularer Kontakte [46]. In anderen
Publikationen wird eine hohe Expression von N-Cadherin mit EMT in Verbindung gebracht
[47].

In der Literatur gibt es folglich Hinweise, dass HA die Veranderung des Phanotyps
epithelialer Zellen modulieren kann. lhre Rolle bei Veranderungen im Fibroblasten-Phanotyp

wird im folgenden Kapitel erlautert.

1.4.6 Einfluss der Hyaluronsaure auf den Myofibroblasten-Phanotyp

Dass HA einen wichtigen Einfluss auf den CAF-Phanotyp ausiben kann, konnte durch
Behandlung mit dem HA-Synthese-Inhibitor 4-MU gezeigt werden. In einem murinen
orthotopen Modell des hepatozelluldren Karzinoms reduzierte die Behandlung mit 4-MU die
aSMA-Farbung im Gewebe. aSMA ist ein Marker fur Myofibroblasten. Entsprechend fuhrte
4-MU in diesem Modell zu einer Reduktion von Myofibroblasten oder reduzierte deren

Aktivierungsstatus [48]. Somit stellt 4-MU auch eine mdégliche anti-CAF-Therapie dar.

Auch in dermalen Fibroblasten fihrt 4-MU-Behandlung zu verminderter durch TGF-
stimulierte aSMA-Expression [49].

1.4.7 Immunmodulierende Wirkung von Hyaluronsaure

HA kann die Immunantwort auf verschiedenen Wegen modulieren. Zum einen beeinflusst sie
die Expression immunmodulierdener Proteine, zum Beispiel in manchen Karzinomzellen und

Fibroblasten. Zum anderen kann HA auch direkte Effekte auf Immunzellen ausiiben.
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In Tumorzellen férdert HA mit geringem Molekulargewicht, nicht aber hochmolekulare HA,
die Expression von IL-18 und IL-8 [22, 50]. In Prostatakarzinomzellen konnte die durch 4-MU
reduzierte Expression von IL-8 und den Chemokinrezeptoren CXCR1,4,7 durch exogene HA
wieder erhdht werden [51]. Die Rolle der HA beziglich immunmodulierder Expression wurde
bisher nicht in CAF untersucht. In Synovialfibroblasten flihrte die Behandlung mit einem HA-
Hexamer zu induzierter IL-18- und IL-33-Synthese, nicht aber die Behandlung mit HA
mittleren Molekulargewichts [52]. In humanen dermalen Fibroblasten induzierte das HA-
Dodecamer deutlich die TGF-B1 und -3 Expression [53]. Weiterhin konnte niedermolekulare
HA IL-6, -8, CXCL1,-2,-6 und CCL2 und -8 in dermalen Fibroblasten induzieren [54].

HA hat ebenfalls einen direkten Einfluss auf Zellen des Immunsystems. Stromal-exprimierte
HAS2 etwa spielt eine Rolle bei der TAM-Rekrutierung [13]. HA mit geringem
Molekulargewicht induziert CCL3, CCL4, CCL5, IL12, Interferon- in Makrophagen [55-57]
und kann im Gegensatz zu HA mit hohem Molekulargewicht als Adjuvans die T-Zell-
Aktivierung fordern [55]. HA-Fragmente konnen, wie bereits erwahnt, dendritische Zellen

aktivieren [23], IL-8 und IL-6 in Monozyten stimulieren [58].

1.4.8 Hyaluronsaure im Tumorgewebe

Einige Studien untersuchten eine Korrelation zwischen der HA-Menge und krankheitsfreiem
sowie Gesamtuberleben in verschiedenen Tumorentitdten. Dabei wurde bei einigen
Publikationen HA im Tumorstroma und in den Tumorzellen selbst unterschieden. Fur einige
Tumorarten ist die Starke der HA-Farbung ein prognostischer Faktor. So ist eine vermehrte
HA-Farbung des Tumorstromas bei Brustkrebs, nicht-kleinzelligem Lungenadenokarzinom
und differenziertem Schilddriisenkarzinom mit verkirztem Uberleben oder krankheitsfreiem
Uberleben assoziiert. Bei Brustkrebs und nicht-kleinzelligem Lungenadenokarzinom konnte
es sogar als unabhangiger negativ-prognostischer Faktor identifiziert werden [59-61]. Auch
die parenchymale HA war bei Brustkrebs, kolorektalem Karzinom und Magenkarzinom mit
verkiirztem Uberleben verbunden, konnte aber nur im Fall des kolorektalen Karzinoms als
unabhangiger prognostischer Wert identifiziert werden [59, 62, 63]. In Studien, die nur die
gesamte HA-Menge betrachteten, war viel HA mit verkiirztem Uberleben in malignen
peripheren Nervenscheidentumoren und in duktalen Adenokarzinomen des Pankreas
verbunden [64, 65]. Eine Ubersicht tiber die Ergebnisse der Publikationen sind in Tabelle 1
zusammengefasst. Im Osophaguskarzinom konnte HA sowohl im Parenchym als auch im
Stroma detektiert werden und war im Carcinoma in situ mehr vorhanden als im normalen
Epithel [66].
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Tabelle 1. Vorhersagewert der Hyaluronsaure-Menge in malignen Tumoren

Tumor, Autor, Jahr Stromale HA Parenchymale HA
UniV Cox Multi Cox Multi
Brustkrebs
Auvinen, 2000 [59] HA?® S| DFS| HA®T S| HAT S| DFS @ 1]
Kolorektales Karzinom SO HA?T
Ropponen 1998 [62] DFS @ N HATS|DFS| S|DFS|
S: g

nicht-kleinzelliges Adenokarzinom:  Adenokarzinom: HA| DFS|
Lungenkarzinom HAT DFS ' HAT DFS " Adenokarzinom: DFS: @
Pirinen, 2001 [60] TDFSy TDFSy HA? n.s. Trend
S
HA?T S|
. Kurativ operierte .
g;%?;ﬁaggén[%g] S: 1] Patienten S:@
(Stadium I +11)

HA1 S: @

differenziertes
S . HAT S| . S: 9

Schilddrisenkarzinom DFS & S: DFS: & 0]

Boéhm, 2002 [61]

Multivariate Analyse ges.
Tumor

UniV gesamter Tumor

Brustkrebs 5o Untergruppe mit HA? in
Auvinen, 2000 [59] o stromalen und Tumorzellen: S|

Maligner peripherer

Nervenscheidentumor HAT S| DFS| HATHr;AsT ?’fesnld s
Ikuta, 2014 [64] "

Orales

Plattenepithelkarzinom HA|S| DFS| HA|S| DFS|

Kosunen 2004 [67]

duktales Adenokarzinom
des Pankreas HAT S| HAT S|
Cheng, 2013 [65]

UniV: Univariate Analyse

Cox Multi: Cox’s multivariate Uberlebensanalyse

DFS: krankheitsfreies Uberleben, definiert als Zeitspanne zwischen Diagnose oder chirurgischer
Entfernung und Wiederauftreten des Tumors oder von Metastasen, Patienten mit Metastasen zum
Zeitpunkt der Diagnose wurden z.T. ausgeschlossen (disease-free survival)

S: Uberleben, definiert durch alle Todesursachen oder tumorbedingten Tod (survival)

@: HA Expression hat keinen signifikanten prognostischen Wert

n.s.: nicht signifikant

Rote Schrift kennzeichnet den Zusammenhang von einer hohen HA-Menge mit einer schlechten
Prognose. Grune Schrift kennzeichnet den Zusammenhang von einer geringen HA-Menge mit einer
schlechten Prognose.
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1.5 Hyaluronsauresynthasen

1.5.1 Hyaluronsauresynthese

Die HA-Synthese findet im Gegensatz zur Synthese anderer Glucosaminoglykane an der
Plasmamembran statt [16, 17]. Die gebildete HA wird in den extrazellularen Raum extrudiert,
sodass sehr lange HA-Ketten entstehen kdnnen [68]. Die HAS-Proteine selbst werden im
endoplasmatischen Retikulum (ER) synthetisiert, durch den Golgi-Apparat zur
Plasmamembran transportiert und muissen aktiviert werden, um dann alternierend
Glucuronsaure (GIcUA) und N-Acetylglucosamin (GlcNAc) an das reduzierende Ende des
entstehenden HA-Polymers zu knipfen [17]. Als Substrate dienen dabei Uridindiphosphat
(UDP)-GIcUA und -GIcNAc. Nicht eindeutig ist, ob die HAS-Proteine im Golgi oder im ER
aktiv sind [16, 17, 69, 70].

1.5.2 Struktur der Hyaluronsauresynthasen

HAS sind evolutionar konserviert. Humane und murine HAS besitzen eine intrazellulare
Schleife, die eine Konsensussequenz von Glycosyltransferase-Domanen enthalt. Zusatzlich
wurden sieben moégliche Membrandomanen identifiziert, zwei am N-terminalen und flinf am
C-terminalen Ende [71]. Besonders an den HAS ist, dass sie beide Substrate binden und
sowohl als Glycolsyltransferase als auch als Translokase fungieren kénnen [68, 72]. Es wird
allerdings auch diskutiert, dass die HA-Sekretion durch einen ABC-Transporter vermittelt
wird [73, 74]. In Brustkrebszellen jedoch flihrte die Behandlung mit Inhibitoren des ABC-
Transporters nicht zu verminderter HA-Produktion [75]. In den letzten Jahren wurden HAS2-
Homooligomerisierung und auch HAS2-HAS3-Heterooligomerisierung gefunden, die dem

ersten Modell der HAS-Proteine, die als Monomer vorliegen, widersprechen [18, 76].

1.5.3 Regulation der Hyaluronsauresynthese

Die HA-Synthese kann durch Veranderung der Transkription und der mRNA-Stabilitat der
HAS, aber auch durch posttranskriptionelle Modifikation beeinflusst werden. Die
Transkription der HAS2 kann zum Beispiel durch CREB1, STATS3, all-frans-Retinoinsaure,
Sp1 oder NFkB induziert werden [18]. Externe Stimuli wie PDGF, FGF-2, Keratinozyten-
Wachstumsfaktor, EGF, TGF-B, IL-18, TNF-a und Interferon-c induzieren die HAS-
Expression, wahrend sie beispielsweise durch Corticoide reduziert wird [18]. Fur HAS2 ist
ein natirliches antisense-Transkript bekannt, das zum einen als HAS2-transkriptionsférdernd
und HAS2-mRNA stabilisierend beschrieben wurde, zum anderen aber nach Uberexpression
die HAS2-mRNA reduzierte [77-79].
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Aulerdem wird HAS2 posttranskriptionell modifiziert, indem sie am Serin in Position 221 O-
glycosylisch mit GIcNAc verbunden wird und dadurch ihre Stabilitdt und die HA-Produktion
steigen [16]. Weiterhin wird sie durch Proteinkinase C phosphoryliert und damit wird ihre
Aktivitat erhoht [17, 80]. Eine Phosphorylierung an Threonin in Position 110 durch AMPK
inhibiert hingegen die HAS2-Aktivitat [81]. Auch Ubiquitinylierung der HAS2 konnte
festgestellt werden. Dabei war eine Mono-Ubiqutinylierung wichtig fr ihre Aktivitat [76].

Weiterhin ist die Aktivitat der HAS abhangig von der Bereitstellung der UDP-GIcNAc- und
UDP-GIcUA-Substrate durch UDP-Glucose-Phosphorylase und UDP-Glucose-
Dehydrogenase. Auch die Zusammensetzung der Membran konnte die Aktivitat der HAS

beeinflussen, zum Beispiel konnte der Cholesterolgehalt eine Rolle spielen [82, 83].

1.5.4 Isoformen der Hyaluronsauresynthasen

HA wird in Saugetieren von drei HAS-Isoformen synthetisiert. In Tabelle 3 im Anhang sind
die zurzeit bekannten humanen und murinen Isoformen aufgelistet, deren moglichen

Splicevarianten und antisense- und nicht-codierende RNA.

Die drei HAS-Isoformen kénnen sich in ihrer Lokalisierung in Geweben unterscheiden, zum
Beispiel im Mausembryo oder auch in der Lokalisierung innerhalb der Zelle [84, 85]. HAS1
wurde vor allem im Golgi-Apparat, HAS2 im ER und HAS3 im Golgi und Microvilli gefunden
[84]. Die drei Isoformen spielen unterschiedliche Rollen in der Embryonalentwicklung.
Wahrend Has2-knockout-Mause embryonal wegen schwerer vaskularer und kardialer
Fehlbildungen versterben [86], leben Has7- und Has3-knockout-Mause und sind fertil [13,
87]. Im Gegensatz zu HAS2 und HAS3 bendtigt HAS1 mehr UDP-GIcNAc fiir die HA-
Synthese nach Transfektion von COS-1-Zellen [88] und in HAS1-transfizierten MCF7-Zellen
wurde HA erst durch Glucose- und Glucosamin-Zusatz oder auch durch Stimulation mit IL-
18, TNF-a oder TGF-B detektierbar. Wahrend der von HAS2 und HAS3 gebildete
perizellulare HA-Mantel kein CD44 bendtigt, verschwand der von HAS1 gebildete HA-Mantel
durch einen CD44-blockierenden Antikdrper [89].

Humane HAS1 und HAS3 unterliegen alternativem Splicing. Aberrante HAS1-
Splicevarianten wurden zum Beispiel in Proben von Patienten mit Waldenstroms
Makroglobulinamie [90], mit Blasenkarzinom [91] und mit Multiplem Myelom detektiert [92,
93]. Die aberranten HAS1-Splicevarianten oligomerisierten mit dem langen HAS1-Protein
Uber Disulfidbindungen und veranderten deren Stabilitdt und Zelllokalisierung [70]. Die NCBI
Gene-Datenbank [94] listet zwei HAS3-Proteinprodukte auf. Isoform a (HAS3a), mit 553

Aminosauren, Glycosyltransferasedoméane und sieben Transmembrandomanen ist die
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langere Isoform und das Produkt der Transkriptionsvarianten 1 und 3. Isoform b (HAS3Db) ist
das Produkt der HAS3 Transkriptionsvariante 2 (HAS3v2). Sie wird aus nur 281
Aminosauren gebildet und gleicht N-terminal mit zwei Transmembrandomanen und einem
Teil der postulierten Glycosyltransferasedomane der Isoform a [94-96]. In Abbildung 2 sind

die HAS3-Isoformen a und b schematisch dargestellt.

N G
Has3a I B
Has3bhb R -
Transmembran — —— i — —
Glycosyltransferase PR R o

Abbildung 2. Hyaluronsauresynthase 3-lsoformen a und b.

Schematische Darstellung der Proteinstrukturen von HAS3a und -b. Gleiche Sequenzen sind
untereinander dargestellt und Exongrenzen durch Unterbrechungen gekennzeichnet. Die Lage und
Zahl der Transmembrandomanen und der Glycoslytransferase-2-ahnlichen Domane orientiert sich an
Angaben aus der Ensembl-Datenbank [97].

Has3b befindet sich vor allem im ER und Golgi. Die mRNA der Transkriptionsvariante 2
konnte in Adenokarzinomen des Osophagus detektiert werden, sie wurde durch EGF
stimuliert und ihre Uberexpression filhrte zu verstarkter Proliferation in vitro und in in vivo-

Xenograftmodellen, sowie zu erhéhter ERK-Phosphorylierung [3].

1.6 Hyaluronsaure in der Tumortherapie

1.6.1 Wirkung von Hyaluronsaure-Oligosacchariden

Da HA in unterschiedlicher Weise das Tumorgeschehen positiv beeinflussen kann, wurde sie
als moglicher therapeutischer Angriffspunkt in in vitro- und in vivo-Versuchen getestet. Die
antagonistische Wirkung von HA-Oligosacchariden an HA-Rezeptoren wie CD44 ist mit
reduziertem Tumorwachstum von zum Beispiel malignen peripheren
Nervenscheidentumoren, Mamma-, Lungen- und Ovarialkarzinomen in vivo und reduziertem

adhasionsunabhangigem Wachstum und Apoptose in vitro verbunden [25, 98, 99].

1.6.2 Hyaluronidasen in der Tumortherapie

In vivo-Experimente mit PEGPH20, einer Hyaluronidase, die physiologisch auf der
Spermienoberflache vorkommt, und fur die Experimente pegyliert wurde, um die
Halbwertszeit zu verldngern, fuhrte zu einer Hemmung des Tumorwachstums von nicht-
kleinzelligem Lungenkarzinom- (non-small cell lung carcinoma, NSCLC) und
Prostatakarzinom-Xenografttumoren. Die Wirkung erklaren die Autoren durch eine

veranderte Architektur des Tumormikromilieus und daran assoziierte lI0sliche Faktoren, die
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fur das Tumorwachstum notwendig sind. Dies wirde auch die fehlende Wirksamkeit der
PEGPH20 auf die Tumorzellen in 2D-Zellkultur erklaren [100, 101]. Auch in Brustkrebs-
Xenograftmodellen filhrte die Behandlung mit Hyaluronidase zu einer Reduktion des
Tumorvolumens [102]. Im murinen Modell des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas
erwies sich die Kombination aus PEGPH20 und Gemcitabin als wirksam, vermutlich durch
eine verbesserte Exposition der Karzinomzellen mit Gemcitabin [103]. Tumor-endogene
Hyaluronidase hingegen ist mit verstarktem Tumorwachstum, Invasion und Angiogenese
assoziiert und ihre Hemmung durch sulfatierte Hyaluronsaure reduziert das Tumorwachstum

in vivo [104].

1.6.3 anti-CD44-gerichtete Tumortherapie

Tumor-fordernde HA-Signalwege kénnen auch auf der Ebene der HA-Rezeptoren gehemmt
werden. CD44 ist neben einem HA-Rezeptor auch ein Tumorstammzellmarker. Es unterliegt
alternativem Splicing. Standard-CD44 kommt in normalen und in Tumorgeweben haufig vor,
CD44-Splicevarianten (CD44v) werden vor allem von Tumorzellen gebildet [105]. So war
anti-CD44-gerichtete Tumortherapie Gegenstand einiger Untersuchungen. Im murinen
Modell wurde eine Immunisierung mit humanen CD44v3-v10 getestet, die ein deutlich
reduziertes Tumorwachstum von humanen-CD44v-transfizierten Maus-Adenokarzinomzellen
zur Folge hatte [106]. In vivo-Behandlung von intraperitonealen Xenografttumoren mit
Nanopartikeln mit small hairpin (sh) RNA gegen CD44 reduzierte das Tumorwachstum [107].
Aulerdem wurde bereits in Studien an Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Kopf-
Hals-Bereichs, des Osophagus und Brustkrebs Bivatuzumab getestet. Dies ist ein
humanisierter monoklonaler anti-CD44v6-Antikdrper, der in den Studien mit '®*Re oder mit
einem Maytansinoid-Zytostatikum gekoppelt war, sodass die Bindung an CD44v6 eine
spezifisch auf die Tumorzellen gerichtete Therapie gewahrleisten sollte. Aufgrund eines

Todesfalls nach toxischer epidermaler Nekrolyse wurden die Studien eingestellt [108-111].

1.6.4 4-Methylumbelliferon

Eine andere Méglichkeit ist, die HA-Synthese mit 4-MU (s. Abbildung 3) zu hemmen. 4-MU
ist ein 7-Hydroxycumarin-(Umbelliferon)-Derivat, das aufgrund seiner choleretischen
Eigenschaften als Nahrungserganzungsmittel bzw. als Arzneimittel in verschiedenen

Landern in den Verkehr gebracht wurde. Es ist generell gut vertraglich [112].
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Abbildung 3. Struktur von 4-Methylumbelliferon.

Umbelliferon kommt in verschiedenen Pflanzenarten vor und wird zum Beispiel von
Apiaceaen (Umbelliferae) wie Engelwurz (Angelica archangelica) und Liebstockel
(Levisticum officinale) aber auch Kamille (Matricaria chamomilla, Asteraceae) und Lavendel
(Lavandula officinalis, Lamiaceae) gebildet [113]. Fir die HA-Synthese-hemmende Wirkung
ist die Hydroxygruppe in Position 7 und eine Methylgruppe in Position 3 oder 4 wichtig. Eine
zusatzliche Hydroxygruppe in Position 5 oder 6 kdnnte sogar die HA-Synthese-hemmende

Wirkung verstarken [114].

4-MU kann auf unterschiedliche Weise die HA-Synthese hemmen. Je nach Testsystem
wurden sowohl transkriptionelle als auch posttranskriptionelle Wirkmechanismen gefunden.
Aullerdem kann 4-MU die Verfligbarkeit der Substrate beeinflussen. Es wird durch endogene
UDP-Glycosyltransferasen glucuronidiert und reduziert damit den UDP-GIcUA-Pool, der flr
die HA-Synthese bendtigt wird. Da die HA-Synthese an der Plasmamembran stattfindet, ist
sie insbesondere auf die im Zytosol vorliegende Menge der UDP-GIcUA angewiesen. UDP-
GIcUA ist allerdings vor allem im Golgi zu finden, dem Ort, an dem andere
Glucosaminoglykane synthetisiert werden, da sie von hochaffinen Transportern dort hinein
gepumpt wird. Daher, so diskutieren die Autoren, wird durch 4-MU spezifisch die HA-
Synthese gehemmt [115, 116].

Méglicherweise beeintrachtigt 4-MU auch das Trafficking der HAS zur Plasmamembran,
denn dort ist nach Behandlung weniger HAS3 zu finden [69]. In einigen humanen
Tumorzelllinien reduziert 4-MU die Expression der HAS2- und/ oder der HAS3-mRNA [116].
Die posttranskriptionelle Modifikation der HAS2 durch Phosphorylierung ist in Fibroblasten
unter 4-MU Behandlung geringer im Vergleich zur Kontrolle [80]. Nicht nur die HA-Synthese,
sondern auch die HA-Signaltransduktion kann durch 4-MU beeintrachtigt werden. So ist auch
die Menge der HA-Rezeptoren CD44 und RHAMM unter Behandlung mit 4-MU reduziert
[51].

Je nach betrachtetem System kommt es unter 4-MU-Behandlung zum Verlust von Filopodien

und Spaltung der fokalen Adhasionskinase (FAK), zu einer Hemmung des ERK-Signalwegs
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[117] oder des AKT-Signalwegs [51, 118, 119], mit resultierenden anti-proliferativen [48, 117,
120], anti-migratorischen [51, 116-118], anti-invasiven [51, 118, 120] oder apoptotischen [51,
119] Effekten. In Fibroblasten und Melanomzellen wird auf3erdem eine mdglicherweise HA-
unabhangige Hemmung des Zellwachstums durch 4-MU diskutiert [120]. Die Behandlung mit
4-MU in ESCC- und Prostatakarzinom-Xenograftmodellen flihrte zu reduziertem
Tumorvolumen [32, 51]. Allerdings war das Tumorvolumen nicht in allen Studien unter 4-MU-
Behandlung signifikant reduziert [48, 118]. 4-MU erwies sich aber auch als besonders gut
wirksam in der Kombination mit Gemcitabin [121], Sorafenib [122] und Trastuzumab [123].
AulRerdem hemmte es die Zahl der auftretenden Metastasen in mehreren in vivo-Modellen
[38, 118, 124, 125].

1.7 Osophaguskarzinom

Statistiken zeigen, dass im Jahr 2012 weltweit schatzungsweise 456 000 maligne
Neoplasien des Osophagus neu diagnostiziert wurden und etwa 400 000 Patienten an den
Folgen dieser Erkrankung verstarben. Circa 80 % der Falle traten in weniger entwickelten
Landern auf und Manner waren haufiger betroffen als Frauen. Das Verhaltnis von Mortalitat
zu Inzidenz betrug 0,88 und verdeutlicht die mit dieser Erkrankung verbundene schlechte
Prognose  [2]. Maligne Neoplasien des  Osophagus  sind hauptsachlich
Plattenepithelkarzinome oder Adenokarzinome (EAC). Sarkome und kleinzellige Karzinome
sind seltener [126]. In den westlichen Landern nimmt die Inzidenz des EAC zu, wahrend die
des ESCC eher stabil bleibt [127, 128]. Das kdnnte an veranderten Haufigkeiten von
Risikofaktoren durch eine Anderung des Lebensstils liegen. Risikofaktoren fiir ESCC sind
Rauchen und der Konsum von Alkohol, wahrend Risikofaktoren fiir EAC gastroésophageale
Refluxkrankheit und ein erhohter Body-Mass-Index sind [129]. Die Therapie des
Osophaguskarzinoms richtet sich nach Stadium, Lokalisierung und Histologie des Tumors
und nach der Verfassung und den Winschen des Patienten. Sie kann chirurgische Eingriffe,
sowie ein Bestrahlungs- und Chemotherapie umfassen. Platin-Derivate, 5-Fluorouracil und

Taxane werden fiir die Therapie des ESCC empfohlen [129].

1.8 Erlotinib zur Behandlung des Osophaguskarzinoms

Erlotinib (s. Abbildung 4) ist ein EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor, der die intrazellulare
Phosphorylierung des EGFR hemmt. Es ist zur Erstlinientherapie des NSCLC mit
aktivierenden EGFR-Mutationen zugelassen. Diese befinden sich in der Kinasedomane des
EGFR und flihren zu einer sehr starken Stimulation EGFR-vermittelter pro-proliferativer und
anti-apoptotischer Signale [130]. Diese Stimulation wird durch die Bindung von Erlotinib an
der ATP-Bindungsstelle gehemmt. Im Mausmodell mit EGFR-Mutationen fihrte die

Behandlung mit Erlotinib zu einer Tumorregression, die durch gehemmte Zellproliferation
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und Apoptose erklart werden konnte [131]. Auch Patienten mit EGFR-Mutationen wiesen
eine deutlich langere progressionfreie Uberlebenszeit unter Erlotinib-Behandlung auf. Diese
betrug 10,4 Monate im Vergleich zu 5,2 Monaten unter Chemotherapie. Auflerdem ist
Erlotinib indiziert zur Erhaltungstherapie bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem oder
metastasietem NSCLC mit unverandertem Krankheitszustand nach Standard-
Chemotherapie oder zur Behandlung nach Versagen von mindestens einer
vorausgegangenen Chemotherapie. Eine weitere Indikation ist das metastasierte

Pankreaskarzinom, bei dem es zusammen mit Gemcitabin eingesetzt wird [132].
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Abbildung 4. Struktur von Erlotinib.

Bisher gibt es keine Zulassung von Erlotinib zur Behandlung des Osophaguskarzinoms. Es
gibt wenige Phase-I- und Phase-II-Studien, in denen Erlotinib als Monotherapie oder in
Kombination mit Radio- oder Chemotherapie eingesetzt wurde. Diese Studien sind in Tabelle
4 im Anhang zusammengefasst. Wegen der geringen Patientenzahl, heterogener
Patientenkollektive und unterschiedlichen Behandlungen sind die Studien untereinander
nicht vergleichbar und es ist schwierig, definitive Aussagen zur Wirksamkeit zu treffen. Auch
fehlt in diesen Phase-I- und —II-Studien der Vergleichsarm, um den Beitrag von Erlotinib zum
Behandlungserfolg bewerten zu kénnen. Nur sehr ausgepragte Wirkungen (etwa Heilung
aller Studienteilnehmer) wirde man in dieser Form der Studien erfassen. Das
Gesamtiberleben in den Studien, in denen Erlotinib eingesetzt wurde, betrug 6,7 — 30,2
Monate [133, 134] und vollstandiges Ansprechen wurde in 2,3 — 45,8 % der Patienten
beobachtet [134, 135]. In anderen Studien zu Chemotherapie oder Chemoradiotherapie mit
oder ohne chirurgischen Eingriff schwanken die Angaben zu Gesamtliberlebenszeiten
ebenfalls stark. Sie werden von 9 Monaten bis hin zu 53,8 Monaten beziffert. Vollstandiges
Ansprechen wurde in diesen Studien in 22,4 % bis zu 57 % der Patienten beobachtet [136-
142]. Vor diesem Hintergrund zeigen die Therapien des Osophaguskarzinoms, die Erlotinib

einschliel3en, nur moderate Wirksamkeit.
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In einigen der Studien wurde untersucht, ob EGFR-Mutationen, EGFR-Genamplifikationen
oder EGFR-Expression einen prognostischen Wert im Hinblick auf ein Ansprechen auf die
Erlotinib-Behandlung hatten. EGFR-Mutationen wurden in bis zu 14 % der Gewebeproben
von Osophaguskarzinomen gefunden [134, 143-146]. Wegen der geringen Patientenzahlen
und der nicht haufig vorkommenden aktivierenden EGFR-Mutationen und EGFR-
Genamplifikationen [147, 148] im Osophaguskarzinom konnte kein signifikanter
Zusammenhang zwischen EGFR-Status und Therapieerfolg gefunden werden [148-150],
obwohl EGFR in den meisten Tumoren exprimiert wurde [134, 149, 150]. Interessanterweise
sehen llson et al. einen Trend zu besserem Ansprechen von Plattenepithelkarzinomen im
Vergleich zum Adenokarzinomen [149]. Haufige unerwlinschte Arzneimittelwirkungen von

Erlotinib sind Diarrhoe und Rash (Ausschlag).

1.9 Zielsetzung

HA und HAS-Isoformen kdénnen durch unterschiedliche Mechanismen eine wichtige Rolle im

Tumorgeschehen spielen. Ziele der vorliegenden Arbeit sind daher:
i) die HAS3-Isoform b auf mdgliche Bildung von Homo- und Heterooligomeren hin zu
Uberprifen und eventuell daraus folgende Konsequenzen flir die HA-Synthese zu

untersuchen

ii) die Regulation der HA-Synthese in der Interaktion von ESCC-Zellen und Fibroblasten in

vitro und ihre mdgliche Rolle im Tumorgeschehen zu untersuchen

i) die Kombinationstherapie aus dem HA-Synthese-Inhibitor 4-MU und Erlotinib im in vitro-

Modell des ESCC zu evaluieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellversuche

2.1.1 Isolation primarer muriner Fibroblasten

2.1.1.1 Isolation von murinen Hautfibroblasten

Zur lIsolation von murinen Hautfibroblasten (SF) aus mannlichen BomTac:NMRI-Foxn1™-
(NMRI nude) Mausen (Taconic Biosciences, Inc., Hudson, USA) und ROSA26CreER™ *"
/HAS2™™ \wurde ein mindestens 2 x2cm groRes Stiick Haut nach oberflachlicher
Desinfektion aus der toten Maus entnommen. Das Hautstiick wurde mindestens 15 min auf
Eis in ChillProtec® Medium (Biochrom AG, Berlin) inkubiert und anschlieRend in eine Losung
von 5 mg/ml Dispase Il (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) in sterilem Gibco® DPBS
(Dulbecco's phosphate-buffered saline (DPBS), Life Technologies™, Paisley, UK) tberfiihrt
und Uber 45 min bei 37 °C partiell enzymatisch verdaut. AnschlieRend wurden die dermalen
Zellen durch Schaben mit einem Skalpell von der Epidermis getrennt und flr 1 Stunde bei
37 °C mit Hilfe einer Lésung von 4 mg/ml Collagenase aus Clostridium histolyticum (Sigma-
Aldrich Co. LLC., St. Louis, USA) in Gibco®DPBS verdaut. Durch Zugabe von eiskaltem
Fibroblasten-Medium zu gleichen Teilen wurde die Reaktion gestoppt und die Zellen durch
dreimaliges kurzes Schiitteln auf dem Vortexmischer separiert und durch EASY-strainer’™
Filter mit 70-100 ym Maschenweite (Greiner BIO-ONE, Frickenhausen) von groReren
Gewebestiicken getrennt. Die Zusammensetzung der in der Zellkultur verwendeten Medien
ist in Tabelle 5 im Appendix aufgelistet. Nach 5-minitiger Zentrifugation bei 1000xg wurde
das Zellsediment in Fibroblasten-Medium aufgenommen und in eine Zellkulturflasche
Uberfihrt. Die Zellen wurden standardmafig bei 37 °C und 5 % CO, gehalten und das
Medium wurde 2 Tage nach der Isolation erneuert. Fibroblasten, die aus ROSA26CreER™ *-
JHAS2™1°% isoliert wurden, wurden nach der Isolation in Passage 0 oder in Passage 1
entweder mit absolutem Ethanol (Vehikel) oder mit 4-Hydroxytamoxifen (Sigma-Aldrich) in
einer Endkonzentration von 500nM flir mindestens 24 Stunden behandelt. 4-
Hydroxytamoxifen induziert die nukledren Translokation der Cre-Rekombinase und in der
Folge die Rekombination von Teilen des Has2-Gens. Der knockdown der Has2-mRNA
wurde nach reverser Transkription durch anschlielende quantitative Realtime-Polymerase-

Kettenreaktion (qPCR) Experimente bestatigt.
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2.1.1.2 Isolation tumorassoziierter Fibroblasten

CAF wurden mit Hilfe von an Antikérper gekoppelten magnetischen Perlen aus ESCC-
Xenografttumoren isoliert. Die ESCC-Xenografttumoren stammten aus NMRI nude Mausen,
denen ESCC-Zellen subkutan in die Flankenregion injiziert wurden. Die Tierversuche wurden
von Herrn Dr. Till Freudenberger durchgefiihrt und vom Landesamt fir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen, Bezirksregierung Dusseldorf entsprechend § 8 des
Tierschutzgesetzes vom 18. Mai 2006 genehmigt (Aktenzeichen 8.87-50.10.37.09.203).

Die Tumore wurden mit einem Skalpell zerkleinert und in einer Losung aus 12 mg
Collagenase aus Clostridium histolyticum (Sigma-Aldrich) und 4,8 mg Dispase Il (Roche
Diagnostics GmbH) in 5 ml Tumorzell-Medium in einem gentleMACS™ C Reaktionsgefall
(Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach) fur 20 min bei 37 °C geschuttelt. Durch
zweimaliges Ausfiihren des Programms ,m_impTumor_04“ des gentleMACS™ Dissoziators
(Miltenyi Biotec GmbH) wurde das Gewebe weiter zerkleinert und anschlieRend flir 20 min
bei 37 °C unter Schitteln verdaut. Nach wiederholtem Zerkleinern mit dem gentleMACS™
Dissoziators wurden die Zellen von gréberen Gewebestiicken durch einen EASY-strainer™
Filter mit 40 um Maschenweite getrennt. Um die Ausbeute zu erhdéhen wurden
gentleMACS™ C Reaktionsgefalle und Filter mit 5 ml sterilem Gibco® DPBS gespiilt. Die
Zellen wurden durch 10-minitiges Zentrifugieren bei 300xg sedimentiert, der Uberstand
wurde entfernt und die Zellen in 80 pl sterilfiltrierter Lésung von 0,5 % (m/m) bovinem
Serumalbumin (BSA, Sigma-Aldrich), 2 mM Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Merck
KGaA, Darmstadt) in Gibco®DPBS resuspendiert. Dazu wurden 20 ul einer Suspension von
anti-Maus-Feeder-Antikorper-konjugierten  Mikroperlen (Feeder Removal MicroBeads,
Miltenyi Biotec GmbH) pipettiert. Nach 30-minutiger Inkubation bei 4 °C und Equilibrierung
der magnetischen Saulen mit sterilfiltrierter Losung von 0,5 % (m/m) BSA, 2 mM EDTA in
Gibco®DPBS wurde die Zellsuspension mit der BSA/EDTA/PBS-Ldsung auf 500 ul aufgefullt
und Uber eine magnetische Saule (MS Column, Miltenyi Biotec GmbH) auf dem MiniMACS™
Separator (Miltenyi Biotec GmbH) durch viermaliges Waschen mit 500 pl der
BSA/EDTA/PBS-L6ésung aufgereinigt. CAF wurden in der S&ule zurtck gehalten und durch
Entfernen des Magneten gewonnen. Sie wurden dann in einer Zellkulturflasche mit 75 cm?
Wachstumsflache in Fibroblasten-Medium bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Das Protokoll
orientiert sich an den Herstellerangaben der Feeder Removal MicroBeads (Miltenyi Biotec
GmbH).
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2.1.2 Direkte und indirekte Ko-Kultur

Neben SF wurden humane KYSE-410-Zellen (Leibniz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig) flr die in vitro-Versuche
benutzt. Sie stammen aus einem schlecht differenzierten, invasiven Plattenepithelkarzinom
des Osophagus eines 51 Jahre alten mannlichen japanischen Patienten. Sie wurden in
Tumorzell-Medium bei 37 °C und 5% CO, kultiviert. Zur Bestimmung der HAS-mRNA-
Expression und der HA-Konzentration im Zellkulturiberstand wurden 50 000 Zellen pro Loch
in direkter Ko-Kultur oder in Monokultur in einer 6-Loch-Zellkulturplatte (Greiner BIO-ONE)
ausgesat und nach 24 Stunden lysiert. Fur die indirekte Ko-Kultur wurden die Zellsorten
getrennt durch einen Steg in 500 pl Tumorzell-Medium ausgesat. Dazu wurde ein
autoklavierbarer Metalleinsatz mittels 0,8 % (m/m) in Wasser aufgekochter Agarose in der 6-
Loch-Platte befestigt (s. Abbildung 5). Nach dem Adhérieren der Zellen wurde das Medium
abgesaut und durch 2 ml Tumorzell-Medium ersetzt, sodass ein Austausch I&slicher

Faktoren beider Zellsorten tUber das Medium gewahrleistet wurde.

A B

Abbildung 5. Einsétze fir die indirekte Ko-Kultur.

A, Schematische Abbildung der indirekten Ko-Kultur. B, Foto der Einsatze in einer 6-Loch-
Zellkulturplatte. Die Einsatze wurden entworfen und hergestellt von Frau Petra Rompel und Herrn
Detlev Rohrbach. Die schematische Zeichnung ist von Frau Regina Flahs.

2.1.3 Transfektion

2.1.3.1 Transfektion von KYSE-410-Zellen und Hautfibroblasten mit si RNA

KYSE-410-Zellen und SF wurden mit kurzer interferierender RNA (si RNA) transfiziert, die
gegen HAS2,-3, CD44 und RHAMM sowie gegen Basigin und Lymphoid enhancer-binding
factor 1 (Lef1) gerichtet war. Dazu wurde ein modifiziertes Protokoll des Herstellers zur
reversen Transkription mit Lipofectamine® RNAIMAX (Life Technologies™, Carlsbad, USA)
angewendet. In 6- und 12-Loch-Zellkulturplatten wurden 24 pmol bzw. 12 pmol si RNA
(FlexiTube si RNA, Qiagen, Hilden, s. Tabelle 6 im Anhang), im Fall von Lef1 72 pmol si
RNA bzw. Kontroll-si RNA, mit 400 ul bzw. 200 pl serum- und antibiotikafreiem Medium und
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4 pl bzw. 2 pl Lipofectamine® RNAIMAX Lésung gemischt. Innerhalb der folgenden etwa 20-
minUtigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur bildeten sich Transfektionskomplexe.
AnschlieBend wurden die Zellen in serumhaltigen aber antibiotikafreiem Medium in die
Lécher zu der Transfektionskomplex-Mischung gesat. Nach 24 Stunden wurde das Medium
gewechselt. Die Transfektionseffizienz wurde in parallel angesetzten Platten mittels gPCR

bestimmt.

2.1.3.2 Transfektion von COS-1- und HEK293-Zellen mit
Hyaluronsauresynthase-codierenden Plasmiden

COS-1- und HEK293-Zellen wurden mit Plasmiden transfiziert, die fur HAS-Proteine mit N-
terminaler Fusion mit kleinen Proteinen codierten. Das N-EYFP-HAS3v2-Konstrukt wurde
von Herrn Dr. Guang Dai zur Verfugung gestellt [3]. Die N-DDK- und N-Hamagglutinin-
HAS3v2-Konstrukte wurden mit Hilfe des RapidShuttling Kits (Sgfl/Mlul) (OriGene
Technologies, Inc., Rockville, USA) hergestellt. Die Ausgangsprodukte waren Myc-DDK-
HAS3v2 (#RC205784) und pCMV6-AN-DDK (#PS200014) bzw. pCMV6-AN-HA
(#PS200013). Die N-EGFP- und N-mCherry-HAS3v2-Konstrukte wurden von Frau Petra
Rompel durch PCR-Amplifikation der HAS3v2 aus dem pCMV6-AN-DDK-HAS3v2 Plasmids
und anschlieBender Klonierung in pEGFR-C1- bzw. pBSKS-MBmCherry-Vectoren
hergestellt. Die Plasmidkarten befinden sich im Anhang (s. Abbildung 33). HAS3v2 wurde
von Herrn Ashik Jawahar Deen in den pDendra2-Vector (Evrogen, Moskau, Russland) ligiert.
N-EGFP-HAS1,-2 und -3 wurden von der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Markku Tammi,

Universitat von Ost-Finnland, Kuopio, zur Verfligung gestellt.

HEK293-Zellen (Cell Line Service, Eppelheim) und COS-1-Zellen (zur Verfiigung gestellt von
der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. Markku Tammi, Finnland) wurden mit Polyethylenimin
(PEI, Sigma-Aldrich), GeneCellin™ Transfection Reagent (BioCellChallenge, Toulon,
Frankreich) und ExGen 500 (Fermentas, Helsinki, Finnland) in antibiotikafreiem Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) transfiziert. In Tabelle 2 sind die verwendeten
Konzentrationen sowie die bendtigte Inkubationszeit fur die Bildung von
Transfektionsreagenz-DNA-Komplexen angegeben. Wurden Zellkulturschalen mit einer

anderen Wachstumsflache verwendet, wurden die Mengen entsprechend angepasst.
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Tabelle 2. Transfektionsbedingungen.

Reagenz Medium fir
genz, Flache Medium DNA- DNA Reagenz Inkubation
Experiment, 2 .
Zellen [cm?] [ml] Reagenz- [mg] [wi] [min]
Komplexe [pl]
PEI (1mg/ml),
cross-linking, 9,6 0,66 330 2,2 6,6 30
HEK293
GeneCellin, Co-IP,
58 10 500 10 30 15

HEK293
GenEx 500, FRET,
HA-Messung, 3,9 0,45 100* 2 6 10

COS1

* in steriler 0,9% NaCl-Lésung
PEI: Polyethylenimin, Co-IP: Co-Immunprazipitation, FRET: Fluoreszenz-Resonanz-Energie-

Transfer

2.1.4 Behandlung der Zellen mit einem MEK-1-Inhibitor

In den Ko-Kultur-Experimenten wurde zur Analyse der mdglicherweise beteiligten
Signalwege das Medium der Zellen 24 Stunden nach dem Aussden durch Tumorzell-
Medium, versetzt mit dem MEK-1-Inhibitor PD98059 [Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt;
geldst in Dimethylsulfoxid (DMSO, Carl Roth GmbH, Karlsruhe)], in einer Endkonzentration
von 50 uM oder DMSO, ersetzt. Die Zellen wurden nach weiteren 24 Stunden lysiert. Die
verwendete Konzentration von PD98059 wurde anhand einer effektiven Reduktion der ERK-

Phosphorylierung nach 24 Stunden durch Western-Blot-Analyse ermittelt.

2.1.5 Bestimmung der Proliferation in Ko-Kultur

2.1.5.1 Quantifizierungen der KYSE-410-Zellzahl mittels Durchflusszytometrie

Je 25 000 SF, CAF und KYSE-410-Zellen wurden in 6-Loch-Zellkulturplatten in Mono- oder
in Ko-Kultur ausgesat und nach 3 Tagen mit Trypsin/EDTA-LOsung (Gibco®, Life
Technologies™, Paisley, UK) abgelést. Nach dem Waschen mit PBS und Coulter®Isoton II
Diluent (Isoton, Beckman Coulter, Inc., Brea, USA) wurden sie in Isoton aufgenommen und
mit 1:10 verdinntem Antikorper fir 30 min bei 4 °C inkubiert. Durch spezifische Bindung des
CD326 (EpCAM)-PE-Antikorpers (Miltenyi Biotec GmbH) wurden die KYSE-410-Zellen
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detektiert und durch Zugabe von Flow Count™ Fluorospheres (Beckman Coulter, Inc.) am

Gallios™ Flow Cytometer (Beckman Coulter, Inc.) quantifiziert.

2.1.5.2 Bestimmung der Fibroblasten-Proliferation in der Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung der Proliferationsrate von Fibroblasten in Mono- und Ko-Kultur wurden
diese vor dem Aussden mit 2,5 uM Cell Trace™ CFSE Cell Proliferation Kit (Molecular
Probes™, Life Technologies™, Eugene, USA) in Gibco®DPBS mit 0,1 % BSA inkubiert. In
lebenden Zellen wird CFSE zu fluoreszierendem Carboxyfluorescein umgesetzt. Die durch
Zellteilung abnehmende Carboxyfluorescein-Floureszenz wurde nach 1-4 Tagen in Kultur am
Gallios™ Flow Cytometer (Beckman Coulter, Inc.) bestimmt. Die Experimente zur

Proliferation in Ko-Kultur wurden von Frau Petra Rompel durchgefuhrt.

2.1.6 Behandlung mit Erlotinib und 4-Methylumbelliferon in 2D und 3D in
vitro-Modellen

Zur Untersuchung des Ansprechens von KYSE-410-Zellen auf die Behandlung mit Erlotinib
und 4-MU wurden die Zellen in einer Dichte von 5000 Zellen/cm? in einer 12-Loch-
Zellkulturplatte in Tumorzell-Medium ausgesat. Nach 24 Stunden wurde das Medium
erneuert und mit 1 yM Erlotinib (LC Laboratories, Woburn, USA), 300 uM 4-MU-Natriumsalz
(Sigma-Aldrich), der Kombination von Erlotinib und 4-MU oder Vehikel (DMSO) versetzt.
Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen fir die Western-Blot-Analyse mit 150 pl
zweifach Lysepuffer (Zusammensetzung in Tabelle 8 im Anhang) lysiert und nach
Zentrifugation mit den gegebenenfalls im Zellkulturiiberstand vorhandenen Zellen vereinigt.
Fir die Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen nach 72 Stunden Behandlung mit 1 mi
Gibco®DPBS gewaschen und mit 300 ul Trypsin/EDTA-L6sung abgelost. Die Enzymreaktion
wurde durch Zugabe von 200 yl Tumorzell-Medium abgestoppt und die Zellen nach Mischen
durch auf- und abpipettieren in der Neubauerzahlkammer unter dem Mikroskop gezahlt. Fir
die Zellzyklusanalyse wurden die Zellen in 6-Loch-Platten nach dem gleichen Protokoll

behandelt und nach 24 Stunden Behandlung analysiert.

Neben dem 2D-Zellkulturmodell wurde auch ein 3D-Modell benutzt, in dem die
Volumenzunahme der gebildeten multizelluldren Tumor-Sphéaroide (MCTS) beobachtet
wurde und somit auf die Effektivitat der Therapie geschlossen werden konnte. Dazu wurden
analog zu dem von Friedrich et al. beschriebenen Protokoll 3000 KYSE-410-Zellen
adhasionsfrei in 96-Loch-Platten kultiviert [151]. Um die Zelladhasion zu verhindern wurden
die Platten mit 50 pl Agarose [1,5 % (m/V)] Uberzogen, die in serumfreien Tumorzell-Medium
aufgekocht worden war. Nach dem Aussaen in 200 ul Tumorzell-Medium pro Loch wurde die
Platte 5 min bei 200xg zentrifugiert und fir 4 Tage bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. An Tag
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4 begann die Behandlung der geformten MCTS mit 1 uM Erlotinib, 300 uM 4-MU-
Natriumsalz. An Tag 4, 7, 10 und 14 nach Aussden wurden mit dem 5x Objektiv am Zeiss
Axio Observer Z.1 (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Géttingen) Aufnahmen der gebildeten
MCTS gemacht. Das Medium wurde an den oben genannten Tagen erneuert bzw. die
gebildeten MCTS wurden flr die Western-Blot-Analyse lysiert. Ebenso wurden MCTS an Tag
5 lysiert. Je Behandlungsgruppe wurden mindestens drei MCTS angesetzt. Mit Hilfe des
Automatic Measurement Program der AxioVision Software Version 4.8.20 (Carl Zeiss

Microlmaging GmbH) wurde der durchschnittiche Durchmesser d der MCTS ermittelt. Das

Volumen wurde dann mit Hilfe der Formel V = %‘ITdS berechnet.

2.1.7 Ermittlung des Kombinations-Index

Um mogliche additive oder synergistische Effekte von Erlotinib und 4-MU zu untersuchen,
wurde hier die Methode nach Chou [152] verwendet. Dazu wurden zur Simulation von Dosis-
Wirkungskurven oben beschriebene Versuche mit 3-tdgiger Behandlung und

anschlieliendem Zahlen der Zellen mit folgenden Endkonzentrationen durchgefihrt:

Erlotinib: 0,25 pM, 0,5 uM, 1 M, 2 pM, 4 uM
4-MU: 50 uM, 75 uM, 150 pM, 300 pM, 600 uM
In Kombination: 0,17 pM Erlo + 50 M 4-MU, 0,25 uM Erlo + 75 pM 4-MU,

0,5 uM Erlo + 100 uM 4-MU, 1 pM Erlo + 300 pM 4-MU,
2 uM Erlo + 600 pM 4-MU

Die Mittelwerte aus funf unabhangigen Versuchen wurden zur Simulation der Dosis-
Wirkungskurven in Mono- und Kombinationsbehandlung herangezogen, so dass ein
akzeptabler Korrelationskoeffizient von r> 0,97 flr die Kombination berechnet wurde. Die
von Chou und Martin entwickelte CompuSyn-Software [153] bestimmte mit Hilfe der Median-
Effekt Gleichung

fo/f, = (D/Dy)"™

(D: Dosis; f,: fraction affected, f: fraction unaffected; D,,: median-effect dose; m: Steigung
oder kinetische Ordnung)

die fur den jeweiligen Effekt (als fraction affected, f,) bendétigte Dosis in Monotherapie (Dy)4
und (D,)2 und die Dosis der einzelnen Komponenten in Kombination (D), und (D),, die zur

Berechnung des Kombinationsindex (combination index, Cl), herangezogen wurden:

Cl = (D)1/(Dx)1 + (D)2/(Dx)2.
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Werte von CI < 0,1 charakterisieren nach Chou einen sehr starken Synergismus, Cl = 0,1 -
0,3 starken Synergismus, ClI = 0,3 - 0,7 Synergismus, Cl = 0,7 - 0,85 moderaten
Synergismus, Cl = 0,85 - 0,90 geringen Synergismus, Cl = 0,9 - 1,10 einen nahezu additiven

Effekt. Werte von Cl > 1,10 zeigen antagonistische Interaktionen an [152].

2.1.8 Zellzyklusanalyse mit Propidium-lodid in der Durchflusszytometrie

Das Verfahren zur Analyse des DNA-Gehalts der Zellen wurde in Anlehnung an Nicoletti
[154] durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen mit 600 pl Trypsin/EDTA-LOsung abgeldst und
nach Zugabe von 1 ml Tumorzell-Medium in ein Eppendorf-Réhrchen (berfiihrt, bei 250xg
5 min zentrifugiert, mit 1 ml PBS gewaschen und nach erneuter Zentrifugation in 75 pl
Natrium-Citrat-Puffer (0,1% Na-Citrat, Carl Roth GmbH, 0,1% TritonX-100, Sigma-Aldrich in
Wasser) aufgenommen. Vor der durchflusszytometrischen Analyse mit dem guava
easyCyte™ Durchflusszytometer (EMD Millipore Corporation, Hayward, USA) wurden die
Zellen durch Zugabe von 25 ul Guava® Cell Cycle Reagent (EMD Millipore Corporation)
gefarbt. Die Rohdaten wurden anschlieBend mit der ModFit LT™ Software (Verity Software
House, Topsham, USA) prozessiert. Zunachst wurden in der Ansicht des Vorwarts-
/Seitwartsstreulichts (forward scatter, FSC/ side scatter, SCC) die Ereignisse selektiert, die
auf Zellen und nicht Debris schlief3en lieken. Im Anschluss daran wurden Dubletten aus der
Analyse ausgeschlossen. Die Software analysierte anschlieRend die prozentuale Anzahl der
Ereignisse unter den peaks des Histogramms — Zellen mit einfachem Chromosomensatz
fielen unter den GO/G1-peak und Zellen mit doppeltem Chromosomensatz unter den G2/M-
peak. Dazwischenliegend befanden sich Zellen in der S-Phase. Zellen, deren Chromatin im

apoptotischen Prozess abgebaut wurde, fielen in die sub-G1-Phase.
2.1.9 [*H]-Thymidin-Inkorporations-Analyse

Der Einbau radioaktiv markierten Thymidins in DNA-synthetisierende Zellen wurde nach 24-
stindiger Behandlung mit 4-MU und Erlotinib quantifiziert. Fur die letzten 6 Stunden der
insgesamt 24-stiindigen Behandlung wurde [°H]-Thymidin-Lésung (Perkin Elmer, Waltham,
USA) in einer Endkonzentration von 0,5 uCi/ml bei einer spezifischen Aktivitat von 2 Ci/mmol
zugefiigt. AnschlieRend wurde der Uberstand abgesaugt. Die Zellen wurden mit kaltem PBS
gewaschen und die [°H]-Thymidin-haltige DNA mit kalter 0,3 M Perchlorsaure gefllt. Durch
20-minltige Inkubation mit 300 yl 0,1 M Natriumhydroxid-Lésung bei 37 °C wurden die
Zellreste lysiert. 250 ul des Lysats wurden mit Rotiszint® ecoplus scintillation mix (Carl Roth
GmbH, Karlsruhe) auf 5 ml aufgeflllt und die Radioaktivitdt wurde mit
Flissigkeitsszintillations-Spektrometrie im Beckman LS 6000 IC mit 3-minltiger Messzeit pro
Probe als counts per minute (cpm) gemessen. 20 ul des Lysats wurden zur Bestimmung des

Proteingehalts mit Hilfe des unten beschriebenen Bio-Rad-Protein-Assays (Bio-Rad
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Laboratories, Inc., Minchen) benutzt. Die gemessenen cpm pro Probe wurden anschlief3end

auf ihren Proteingehalt normiert.

2.2 Mikroskopie
2.2.1 Immunzyto- und Immunhistochemie

2.2.1.1 Fluoreszenzfarbung von -Catenin und Zytokeratin-18 auf Zellen

Murine dermale Fibroblasten und KYSE-410-Zellen wurden in einer 24-Loch-Platte auf
Deckglasern in einer Dichte von 10 000 pro Loch ausgesat und nach 24 Stunden bei -20 °C
mit einem Methanol/Acteon-Gemisch (je 50 %, V/V) fur 20 min fixiert. Nach Waschen mit
PBS wurden die Zellen 5 min mit 0,1 % TritonX-100 in PBS permeabilisiert, wieder mit PBS
gewaschen und 1 Stunde mit 3 % (m/V) BSA in PBS blockiert. Die Zellen wurden mit den
Primarantikérpern anti-B-Catenin und anti-Zytokeratin 18 (CK-18) in einer 1:500-Verdinnung
in 3% (m/V) BSA in PBS Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS
wurden die Praparate mit AlexaFluor568-gekoppelten anti-Kaninchen-Sekundarantikorper (-
Catenin) in einer 1:1000-Verdinnung und mit FITC-gekoppelten anti-Meerschweinchen-
Sekundarantikorper (CK-18) in einer 1:500-Verdinnung fir 1 Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen erneut gewaschen und mit Roti®-Mount Fluor
Care DAPI (Carl Roth GmbH) eingedeckt und mit Nagellack versiegelt. Eine Ubersicht aller
verwendeten Antikorper befindet sich im Anhang (s. Tabelle 9 und Tabelle 10). Die
mikroskopischen Aufnahmen erfolgten am Zeiss Axio Observer.Z1 mit dem ApoTome.2-

Modul (Carl Zeiss Microlmaging GmbH).

2.2.1.2 Fluoreszenzfarbung von Hyaluronsaure und Zytokeratin-18 auf Zellen

Zur Vorbereitung fluoreszenzmikroskopischer Aufnahmen von HA und CK-18 wurden die auf
Deckglasern ausgesaten Zellen mit einer Mischung von 3,7 % Formaldehyd, 70 % Ethanol,
5 % konzentrierter Essigsaure in PBS (V/V) fur 15 min bei Raumtemperatur fixiert, mit 0,1 %
TritonX-100 in PBS permeabilisiert und nach dem Waschen mit PBS fir 1 Stunde bei
Raumtemperatur mit 1 % BSA in PBS (m/V) blockiert. AnschlieBend wurde biotinyliertes HA-
bindendes Protein (HABP, Calbiochem, Merck KGaA, Darmstadt) in einer 1:250-Verdinnung
und anti-CK-18-Antikérper in einer 1:500-Verdinnung in 1 % BSA in PBS (m/V) auf die
Deckglaser pipettiert und bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Nach dem Waschen wurden die
Praparate mit den Sekundarantikdrpern FITC-anti-Meerschweinchen (Verdinnung: 1:500 in
PBS) und ZyMAX™Cy™5-gekoppeltem Streptavidin  (Invitrogen, Frederick, USA,
Verdinnung: 1:250 in PBS) fir 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
anschliellendem dreimaligem Waschen wurden sie mit ProLong® Gold Antifade Mountant
with DAPI (Life Technologies™, Eugene, USA) eingedeckt.
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2.2.1.3 Fluoreszenzfarbung von Hyaluronsaure, Zytokeratin-18 und a-
Glattmuskelaktin auf Tumorgewebe

KYSE-410-Xenografttumore aus NMRI nude Mausen wurden enthommen und in
Einbettmedium fur Gefrierschnitte (KP-CryoCompound Frozen Tissue Medium, Klinipath BV,
Duiven, Niederlande) eingebettet und bei — 80 °C gelagert. Mit Hilfe eines Kryostaten (Leica
CM1850, Leica Biosystems Nussloch GmbH) wurden Gewebsschnitte von 10 um Dicke
angefertigt. Diese wurden mit einer etwa 4 °C-kalten Mischung aus 95 % Ethanol 5 %
konzentrierter Essigsaure (V/V) fir 10 min fixiert. Nach dem Waschen mit PBS erfolgte eine
Avidin/Biotin-Blockierung (Thermo Fisher Scientific, Fremont, USA) nach Herstellervorschrift
und anschlieRende Blockierung mit einer Losung aus 10 % fetalem bovinen Serum (FCS)
und 2 % BSA in PBS fur 1 Stunde bei Raumtemperatur. Die Gewebsschnitte wurden mit
anti-CK-18-Antikorper, anti-aSMA-Antikorper in einer Verdinnung von je 1:100 und mit
biotinyliertem HABP in einer 1:50-Verdinnung in 1 % BSA in PBS (m/V) bei 4°C Uber Nacht
in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden sie mit
FITC-gekoppeltem anti-Meerschweinchen-Antikérper (CK-18) und  AlexaFluor568-
gekoppeltem anti-Kaninchen-Antikorper (aSMA) in einer 1:200-Verdinnung und mit
ZyMAX™cCy™5_gekoppeltem Streptavidin in einer 1:50-Verdiinnung in PBS fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen
mit PBS wurden die Gewebsschnitte mit Roti®- Mount Fluor Care DAPI (Carl Roth GmbH)

eingedeckt.

2.2.2 Perizellularer Hyaluronsauremantel von transfizierten COS-1-Zellen

Der perizellulare HA-Mantel transfizierter COS-1-Zellen wurde an lebenden Zellen durch 30-
minutige Inkubation mit 1 pg/ml AlexaFluor568- bzw. 5 pg/ml AlexaFluor647- und -680-
gekoppelten HA-Bindekomplex sichtbar gemacht [155] und mit dem einem 40x Ol-Objektiv
am Zeiss Axio Observer mit einem Zeiss LSM 700 Konfokalmodul (Carl Zeiss Microlmaging
GmbH) aufgenommen. Zum Teil wurden die Zellkerne mit DRAQ5™ (Biostatus Ltd.,

Leicestershire, UK) in einer finalen Konzentration von 3 uM angefarbt.

2.2.3 Lokalisierung der Hyaluronsauresynthase 3-Isoform b

In transfizierten COS-1-Zellen wurde das ER mit Hilfe des ER-Tracker™ Red dye (Molecular
Probes™, Life Technologies™) und der Golgi-Apparat mit Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten
Sphingolipiden (Molecular Probes) angefarbt. Zur Markierung der Plasma-Membran wurden
die Zellen zusatzlich mit Plasmiden transfiziert, die fir mRFP-gekoppeltes R-Pre codierten
(Addgene Plasmid #17275 von Dr. Sergio Grinstein) [156].
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2.2.4 Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer (FRET)

COS-1-Zellen wurden transfiziert, sodass sie N-mCherry-HAS3b und gleichzeitig EGFP
bildeten oder N-EGFP-HAS1, -2 oder HAS3a. 48 Stunden nach Transfektion wurden die
Zellen mit 4 % Formaldehyd-Lésung fixiert und in Mowiol® 4-88 (Sigma-Aldrich) eingebettet.
Die FRET-Effizienz (E) wurde mit dem Verfahren der Photobleichung des Akzeptorfarbstoffs
bestimmt. Dazu wurden Aufnahmen mit einem 40x OI-Objektiv am Zeiss Axio Observer mit
einem Zeiss LSM 700 Konfokalmodul gemacht. Ein Teil der Zelle wurde als Region Of
Interest (ROI) markiert und mCherry mit einem 555 nm-Laser bei 100 % Starke mit 15
Iterationen geblichen. Es wurden Aufnahmen mit dem 40x Objektiv vor und nach dem
Bleichvorgang gemacht. Die Aufnahmen wurden unter Zuhilfenahme eines von Herrn
Dr. Anthony Squire geschriebenen Makros fur die Software Fiji [157] ausgewertet und E
anhand der Intensitaten () des Donors (EGFP) vor (pra) und nach (post) dem Bleichen wie

folgt berechnet:

E[%] = (Ipost — |pré) x 100/Ipost

Dabei wurde E fiur jede Zelle berechnet und um die Hintergrund-Fluoreszenz aul3erhalb der

geblichenen ROI korrigiert.

2.2.5 Zeitraffer-Mikroskopie zur Bestimmung der Zell-Migration

Die Geschwindigkeit ungerichteter Wanderung von KYSE-410-Zellen und SF in Mono- und
Ko-Kulturen wurde durch Auswertung von mikroskopischen Zeitrafferaufnahmen mit dem Fiji
Manual Tracking Plugin [157] gemessen. Pro Bedingung wurden Uber 24 Stunden mit dem
5x Objektiv des Zeiss Axio Observers Z.1 und Verwendung des Haltefokus in 10-minttigem
Abstand Phasenkontrastbilder aufgenommen. Pro Bedingung wurden mindestens funf
zufallig ausgewahlte Zellen verfolgt und die durchschnittliche Geschwindigkeit in pm/min
berechnet. Fir die Wundschluss-Migrations-Analyse wurden Silikon-Einsatze der Firma
Ibidi® (ibidi® GmbH, Martinsried) verwendet, die aus zwei Kammern bestehen, die durch
einen 500 pym-breiten Steg voneinander getrennt werden. Pro Kammer wurden 20 000 Zellen
in 70 pl Medium ausgesat. Nach 24-stiindiger Adhasionszeit wurde der Zelleinsatz entfernt,
sodass eine 500 um breite unbewachsene Flache zwischen zwei konfluenten Zellrasen
entstand. Uber weitere 24 Stunden wurde die Geschwindigkeit des Schlusses der zuvor
freien Flache mit dem Zeiss Axio Observer Z.1 in 10-minitigen Abstanden verfolgt. Zur
Hemmung der Proliferation wurden zusatzlich 5 mM Hydroxyharnstoff (Sigma-Aldrich) in das
Medium pipettiert. Mit Hilfe der Zen 2012 Software wurde alle 2 Stunden der Abstand
zwischen den Migrationsfronten an zwei Positionen vermessen und die mittlere

Migrationsgeschwindigkeit wurde berechnet. Die beiden Positionen wurden so gewahlt, dass
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sie nach 24 Stunden den klrzesten bzw. den langsten Abstand zwischen den migrierenden
Zellfronten aufwiesen. Schlossen sich die Zellfronten vor dem Ende des Experiments, so

wurde die mittlere Migrationsgeschwindigkeit bis zu diesem Zeitpunkt berechnet.

2.3 Hyaluronsaure- und Proteinanalytik

2.3.1 Bestimmung der Proteinkonzentration der Zelllysate

Der Gesamt-Proteingehalt von Zelllysaten wurde mit dem Bio-Rad-Protein-Assay (Bio-Rad
Laboratories, Inc., Minchen) bestimmt. Dieser Assay basiert auf der Bradford-Methode
[158], die den Farbumschlag von Coomassie brilliant blue G-250 nach Interaktion mit
kationischen (insbesondere Arginin) und unpolaren Seitenketten der Polypeptidkette
quantifiziert [159]. Die Proben wurden im 96-Loch-Format mit einer Standard-Reihe von 0 —
3,6 ug BSA pro Loch in 0,4 ug-Schritten auf dem Multiskan™ FC Microplate Photometer

(Thermo Scientific™, Shanghai) bei 595 nm Absorption vermessen.

2.3.2 Bestimmung der Hyaluronsaurekonzentration im
Mediumsuberstand

Die HA-Konzentration im Mediumsiberstand wurde nach 24 Stunden Kultivierung
gemessen. Sie wurde mit dem Hyaluronic Acid (HA) Testkit (Corgenix, Westminster, USA)
nach Herstellerangaben bestimmt und auf je 25 000 SF bzw. 25 000 KYSE-410 normiert.
Das Kit basierte auf der spezifischen Bindung der HA durch in Mikrovertiefungen
immobilisiertes HABP. In einem zweiten Schritt wurde die gebundene HA von
Meerrettichperoxidase-konjugietem HABP durch die enzymatische Umsetzung eines
Chromophors quantifiziert. Dartiber hinaus wurden HA-Standardmengen und eine Leerprobe
vermessen. Die Messung der optischen Dichte erfolgte spektrophotometrisch bei 450 nm auf

dem Multiskan™ FC Microplate Photometer.

2.3.3 Bestimmung der CCL5- und CCL11-Konzentration im
Mediumsiuberstand

Die CCL5-Konzentration im Mediumsiberstand wurde in Uber einen Zeitraum von
48 Stunden konditioniertem Medium der Monokulturen und der Ko-Kulturen mit je 25 000
Zellen pro Zellsorte bestimmt. Es wurde der RANTES (CCL5) Mouse ELISA (Abcam®,
Cambridge, UK) nach Herstellerangaben verwendet. Die Proben wurden unverdinnt
gemessen und die Standardreihe umfasste 0 pg/ml, 0,82 pg/ml, 2,05 pg/ml, 5,12 pg/ml, 12,8
pg/ml, 32 pg/ml und 80 pg/ml CCL5-Konzentrationen.
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Die CCL11-Konzentration im Mediumsiberstand wurde mit dem Eotaxin Single Analyte
ELISArray Kit, Mouse (Qiagen) gemessen. Die Proben wurden 60 Stunden nach Aussat von
je 25 000 Zellen pro Zellart in 1 ml serumfreiem DMEM gewonnen. Davon wurden 100 pl
unverdinnt gemessen. Die Standardreihe (ebenfalls je 100 yl) umfasste 0 pg/ml,
15,63 pg/ml, 31,25 pg/ml, 62,5 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml CCL11-

Konzentrationen.

2.3.4 Western-Blot

Zur Quantifizierung der Proteine ERK und AKT, in phosphorylierter und nicht-
phosphorylierter Form, sowie PARP, HAS3b, aSMA und der Ladekontrolle B-Tubulin wurden
Western-Blot-Analysen durchgefuhrt. Dazu wurden die Zellen in zweifach Lyse-Puffer lysiert
(s. Tabelle 8 im Anhang). MCTS wurden zusatzlich mit Hilfe eines Ultraschallstabs (Sonifier®
B12, Branson Sonic Power Company, Danbury, USA) zerkleinert. Die Proben wurden bei
65°C 5 min unter Schitteln erhitzt und anschlielen durch diskontinuierliche
Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate, SDS)-Polyacrylamid Gelelektrophorese
(PAGE) in Anlehnung an die von Laemmli beschriebene Methode [160] nach ihrer Masse
aufgetrennt. GroRere Proteine wie PARP wurden in 8 %-igen Polyacrylamid-Gelen
aufgetrennt, aSMA, AKT und ERK in 10 %-igen und HAS3b mit 12 %-igen. Die

Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 7 im Anhang aufgefuhrt.

Die durch Elektrophorese bei 140 V mit Puffer aus 3 g/l Tris-HCI (Sigma-Adlrich), 14,4 g/l
Glycin (Carl Roth GmbH), 1 g/l SDS (Carl Roth GmbH) aufgetrennten Proteine wurden durch
das halbtrockene (semidry) Elektroblotting-Verfahren im PerfectBlue™ 'Semi-Dry*-
Elektroblotter (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen) vom Acrylamid-Gel auf 0,2 ym
Whatman™ Nitrocellulose Membranen (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) iibertragen.
Dazu wurde ein Puffer aus 3 g/l Tris, 14,4 g/l Glycin und 20 % Methanol verwendet. Um
unspezifische Antikdrperbindung zu vermeiden, wurden die Membranen in 5 % Milch in Tris-
buffered saline/ Tween®20 (TBS/T) (anti-PARP-Antikorper) bzw. 5% BSA in TBS/T (alle
anderen Primarantikérper) flr 1 Stunde bei Raumtemperatur geschwenkt. Blockierte
Membranen wurden mit Primarantikdrpern in einer 1:1000-Verdinnung in einer Losung von
3 % Milch bzw. 3 % BSA in TBS/T bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Der anti-aSMA-Antikérper
wurde in einer 1:2000-Verdinnung eingesetzt. AnschlieRend wurden die Membranen dreimal
mit TBS/T gewaschen und mit 1:5000 in TBS/T verdinntem Sekundarantikorper fur 1 Stunde
bei Raumtemperatur inkubiert. Die Liste der verwendeten Antikdrper ist in Tabelle 9 und
Tabelle 10 im Anhang zu finden. Die Zusammensetzung von TBS/T befindet sich in Tabelle
11. Nach dreimaligem Waschen wurden die Membranen mit dem Odyssey infrared imaging

system (LI-COR® Biosciences, Lincoln, USA) gescannt und die um den Hintergrund
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korrigierte integrierte Intensitat wurde als Maly fur die Menge des von den Antikdrpern

gebundenen Proteins bestimmt.

2.3.5 Co-Immunprazipitation

HEK293-Zellen wurden wie oben beschrieben transfiziert, sodass sie gleichzeitig N-DDK-
HAS3b und N-EYFP-HAS3b oder nur EYFP bildeten. 48 Stunden nach Transfektion erfolgte
die Immunprazipitation (IP). Zunachst wurden die Zellen fir 15 min bei 4 °C in einer 1%-igen
Formaldehyd-PBS-L6sung inkubiert, zweimal mit Proteaseinhibitor-haltigem PBS [1:1000
gesattigte ethanolische Lésung von Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF), Proteaseinhibitor
Cocktail (Sigma-Aldrich)] gewaschen und mit 3 ml Triton X-100-Lyse-Puffer (s. Tabelle 8 im
Anhang) fur 20 min bei 4 °C lysiert. 30 yl wurden fur die Western-Blot-Analyse abgenommen,
um die Proteinexpression vor der IP zu analysieren. Durch Zentrifugation fir 15 min bei
13 000 rpm und 4 °C wurde die nukledre Fraktion von der Membran- und Zytoplasma-
Fraktion getrennt. Der Uberstand wurde mit 40 yl Pierce® Protein A/G Agarose-Perlen
(Thermo Scientific, Rockford, USA) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert und
unspezifische Agarose-Protein-Bindung anschlieRend durch Abzentrifugieren der Perlen flr
5 min und 2000 rpm bei Raumtemperatur entfernt. Der Uberstand wurde bei 4 °C mit 6 ug
anti-DDK-Antikérper tUber Nacht inkubiert. Anschlie®end wurden 100 pl Pierce® Protein A/G
Agarose-Perlen hinzu pipettiert und 6 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Durch
Zentrifugieren (5 min, 5000 rpm) und finfmaliges Waschen mit Proteaseinhibitor-haltigem
PBS wurden die durch den Antikérper an die Agarose-Perlen bindenden Proteine
aufgereinigt und durch Zugabe von zweifach Lysepuffer unter Schiitteln bei 65 °C in Lésung
gebracht und die Perlen flr 10 min bei 14 000 rpm abzentrifugiert. Anschlieend erfolge eine
Auftrennung und Detektion der Proteine mittels Western-Blot und anti-EYFP- und anti-
HAS3b-Antikorpern.

2.3.6 Protein-Quervernetzung

Die durch Transfektion N-Hamagglutinin-HAS3b bildenden HEK293-Zellen wurden mit PBS
gewaschen und dann fur 5 min bei 37 °C mit 0,1 % Glutaraldehyd (Merck KGaA, Darmstadt)
in PBS inkubiert. Durch Zugabe von Tris-HCI-Lésung (pH=7-8) in einer Endkonzentration von
100 mM wurde die Reaktion gestoppt . Die Zellen wurden anschlie®end in einer Lésung von
150 mM Tris pH = 6,8, 30 % Glycerol (Carl Roth GmbH), 4 % SDS, 7 % Mercaptoethanol,
etwas Bromphenolblau (Serva Feinbiochemica GmbH, Heidelberg) lysiert und wie
beschrieben durch SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Proteine wurden mit anti-

Hamagglutinin- und anti-HAS3b-Antikdrpern detektiert.
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2.4 Genexpressionsanalyse

2.4.1 RNA-Isolation und reverse Transkription

Die Gesamt-RNA wurde mit der Phenol-Chloroform-Methode isoliert [161]. Dazu wurden die
Zellen aus 6- und 12-Loch-Platten mit 1 ml PeqGOLD TriFast™ (PEQLAB Biotechnologie
GmbH) lysiert in ein Eppendorf-Reaktionsgefal tberfihrt und mit 200 pl Chloroform (VWR
Chemicals, Fontenay-sous-Bois, Frankreich) versetzt. Nach Zentrifugation bei 13 000 rpm flr
10 min wurde die wassrige Phase abgenommen und zu gleichen Teilen mit 2-Propanol
vermischt. Die RNA wurde Uber Nacht bei -20 °C gefallt. AnschlieBend wurde sie durch
Zentrifugation bei 4 °C und 13 000 rpm fir mindestens 40 min sedimentiert. Sie wurde dann
zweimal mit 75 % (V/V) Ethanol gewaschen, getrocknet und in 20 pl RNase-freiem Wasser
5 min bei 65 °C unter Schitteln geldst. Die Quantitat und Qualitadt der RNA wurden mit dem
NanoDrop 1000 Spektrophotometer (Thermo Scientific) bei 230 nm, 260 nm und 280 nm
Absorption bestimmt. 1 ug der RNA wurde mit dem QuantiTect Reverse Transcription Kit

(Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben in cDNA umgeschrieben.

2.4.2 Quantitative Realtime-PCR

Die cDNA wurde mit Hilfe der qPCR auf dem Applied Biosystems 7300 Real-Time-PCR
System (Applied Biosystems, Darmstadt) und dem StepOnePlus™ Real-Time-PCR System
(Life Technologies™, Singapur) quantifiziert. Je Probe wurden zwei parallele
Reaktionsansatze gemessen. Die Ansatze bestanden aus Platinum®SYBR® Green qPCR
SuperMix-UDG (Life Technologies™, Carlsbad, USA) mit ROX-Referenzfarbstoff,
Primerlésung und cDNA-LAsung. Fir die Primer-Lésung wurden Vorwarts- und Rlckwarts-
Primer zu gleichen Teilen in Wasser geldst. Die Endkonzentration im Reaktionsansatz betrug
je Primer 0,625 uM. Die Primer wurden mit Hilfe der Primer3Plus Software [162] und Primer-
BLAST [163] entwickelt oder basieren auf Sequenzen aus der Literatur [117, 164-166]. Alle
Sequenzen sind in Tabelle 12, Tabelle 13 und Tabelle 14 im Appendix aufgelistet. Die
Endkonzentration der cDNA im Reaktionsansatz betrug 1,25 ng/pl fir die Analysen von den
KYSE-410-Zellen Ko-Kulturen mit den 4-Hydroxytamoxifen- bzw. ethanolbehandelten
Hautfibroblasten und fur alle anderen 2,083 ng/ul. Die PCR-Bedingungen wurden nach
Herstellervorschrift wie folgt gewahit:
1x 2 min 50 °C
1x 2 min 95 °C
40x 15s95°C

30s60°C

Schmelzkurve: Standardprotokoll des jeweiligen Gerats
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Fir die Auswertung wurden Ansatze mit groRen Abweichungen zwischen den parallelen
Ansatzen sowie Ansatze, die mehrere Maxima in der Schmelzkurvenanalyse aufwiesen, von
der Analyse ausgeschlossen. Basislinie und Schwellenwert wurden initial von der 7300 Real-
Time PCR System RQ Study Software Version 1.4 (Applied Biosystems) bzw. StepOne™
Software Version 2.3 (Life Technologies™) automatisch gesetzt. Die Lage des
Schwellenwerts wurde vor der Datenanalyse Uberprift und je Experiment pro Primerpaar
konstant gehalten. Der Wert, an dem die Fluoreszenz die Schwellenwertlinie Uberschritt
(quantification cycle, Cq) wurde zur Berechnung herangezogen. Als endogene Kontrolle
diente die Expression der Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH), auf die die
Zielgene bezogen wurden. Die relative mRNA-Expression wurde wie folgt berechnet [1671]:
ACq = CQzieigen - CqcarpH
Rel. Expression bezogen auf die GAPDH = 274
Alle Werte wurden durch den Mittelwert der Kontrollgruppe dividiert und vor der statistischen

Analyse logarithmisch transformiert [168].

2.5 Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse wurde die Graph PadPrism 6 Software Version 6.04 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, USA) verwendet. Zwei Datensatze wurden mit Hilfe des
zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-test analysiert, mehrere Datensatze mittels one-way
ANOVA. AnschlieRend wurden ausgewahlte paarweise Vergleiche mit dem Sidak’s multiple
comparisons test durchgefiuhrt. Um zu Uberprifen, ob sich die berechneten FRET-
Effizienzen von der Kontrolle unterschieden, wurden sie mit der one-way ANOVA und
Dunnett’s multiple comparisons test analysiert. Die Wachstumskurven der MCTS wurden mit
einer two-way ANOVA analysiert. Fiir Western-Blot-Daten, die auf eine Kontrolle normalisiert
wurden (pERK/ERK und pAKT/AKT), wurde der Kruskal-Wallis test verwendet. Da die Daten
des Wundschluss-Assays nach Kolmogorov-Smirnov nicht normalverteilt waren, wurden sie
mit Hilfe des Kruskal-Wallis test und dem Dunn’s multiple comparisons test verglichen.
Ebenso wurden die Prozent-Werte der Zellzyklusanalyse mit dem Kruskal-Wallis test und
dem Dunn’s multiple comparisons test analysiert. Waren die berechneten p-Werte < 0,05
wurde der Unterschied als statistisch signifikant definiert. Ein Ausrei3er wurde mit Hilfe des
Grubb’s Test identifiziert und alle Daten dieses Versuchsdurchgangs wurden von der
Analyse ausgeschlossen (s. Abbildung 22C). Signifikanz-Entscheidungen anderten sich
dadurch nicht.
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3 Ergebnisse

Nachfolgend werden die Ergebnisse der Untersuchungen zu den unter ,Zielsetzung®
angegebenen drei unabhangigen Fragestellungen dargelegt. Der erste Teil beinhaltet
Untersuchungen zur HAS3-Isoform b, der zweite Teil thematisiert die Rolle der HA in der
Interaktion von Fibroblasten und KYSE-410-Zellen. Im letzten Teil sind die Ergebnisse zur
Wirksamkeit der Kombination aus dem HA-Synthese-Inhibitor 4-MU und Erlotinib in KYSE-
410-Zellen dargestellt.

3.1 Charakterisierung der Hyaluronsauresynthase 3-lsoform b

3.1.1 Hyaluronsauresynthese von Hyaluronsauresynthase 3-lsoform a
und b in COS-1-Zellen

Zur Untersuchung des Einflusses von HAS3b auf die HA-Synthese wurden COS-1-Zellen
benutzt. Diese zeichnen sich durch ihre geringe endogene HA-Produktion aus [88] und

waren gut geeignet, HAS-Isoformen in verschiedenen Kombinationen zu exprimieren.

Durch Vorarbeiten ist bekannt, dass eine Uberexpression von HAS3b in HEK293-Zellen nicht
zu erhdhter HA-Konzentration im Zelliberstand flihrt [3]. Im Gegensatz zu HAS2 und
HAS3a, ist HAS3b vermutlich im ER und Golgi lokalisiert [3]. Wie in Abbildung 6 dargestellt,
fuhrte Dendra2-HAS3a nach Transfektion zu einem deutlichen perizellularen HA-Mantel in
COS-1-Zellen, nicht aber Dendra2-HAS3b. Auch die Konzentration von HA im Medium
befand sich nach HAS3b-Uberexpression auf Kontroll-Niveau, wahrend die Uberexpression
von HAS3a zu einem deutlichen Anstieg der HA-Konzentration flihrte. Da bereits
Untersuchungen zur Lokalisation und zur HA-Synthese von HAS3b ausfuhrlich in HEK293-
Zellen durchgefuhrt wurden [3], beschranken sich die hier gezeigten Experimente auf zwei
unabhangige Versuchsdurchgange. Diese zeigten ein dhnliches Bild in COS-1-Zellen im

Vergleich zu den bereits beschriebenen HEK293-Zellen.
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ng HA/ 10 000 Zellen

Abbildung 6. Hyaluronsauresynthese in Hyaluronsduresynthase 3-lsoform-transfizierten COS-
1-Zellen.

A, Perizellularer HA-Mantel (rot) in COS-1-Zellen, die nach Transfektion Dendra2, B, Dendra2-HAS3b
und C, Dendra2-HAS3a bildeten. Dendra2-Fluoreszenz dargestellt in Grun, Kernfarbung dargestellt in
Blau. Reprasentative Aufnahmen. Malstabsbalken entspricht 50 ym. D, HA-Menge im Medium
transfizierter COS-1-Zellen bezogen auf die Zellzahl, n = 2.

Die Lokalisation von Dendra2-HAS3b ahnelte in den COS-1-Zellen der beschriebenen ER-
/Golgi-Lokalisation in HEK293-Zellen (s. Abbildung 7).
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Golgi

Membran

Abbildung 7. Lokalisierung von Dendra2-Hyaluronsauresynthase 3-lsoform b in COS-1-Zellen.
Reprasentative Aufnahmen von transfizierten COS-1-Zellen. Dendra2-HAS3b dargestellt in Grin,

ER-, Golgi- und Membranmarker in Rot. Mal3stabsbalken entspricht 20 uym.

3.1.2 Stimulation des perizellularen Hyaluronsauremantels durch
Glucosamin

Fur HAS1-lberexprimierende COS-1-Zellen ist beschrieben, dass sie fir die HA-Produktion
eine hdhere Substratkonzentration bendtigen als HAS2- und HAS3-lUberexprimierende COS-
1-Zellen. Erst nach Stimulation mit Glucosamin war ein perizellularer HA-Mantel deutlich
detektierbar [88]. Um zu Uberprifen, ob auch HAS3b-lberexprimierende COS-1-Zellen einen
Zusatz von Glucosamin bendtigen, um einen perizelluldaren HA-Mantel zu produzieren,
wurden die transfizierten Zellen 6 Stunden vor der mikroskospischen Untersuchung mit
1 mM Glucosamin stimuliert. In finf zufallig gewahlten Aufnahmen wurde allerdings auch
hier keine Bildung eines HA-Mantels mit Hilfe von AlexaFluor568-gekoppeltem HABP
sichtbar (s. Abbildung 8).
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Abbildung 8. Perizelluldarer Hyaluronsduremantel in Hyaluronsauresynthase 3-lsoform b-
transfizierten COS-1-Zellen nach Glucosamin-Stimulation.

Reprasentative Aufnahme von Dendra2-HAS3b-lUberexprimierenden COS-1-Zellen. A, Mischbild aus
Dendra2-HAS3b in Grin und HA-Farbung in Rot. B, HA-Farbung des Bildes. Malistabsbalken
entspricht 50 um.

3.1.3 Oligomerisierung der Hyaluronsauresynthase 3-lsoform b

Es wurde auBerdem untersucht, ob HAS3b ahnlich wie die aberranten Splicevarianten der
HAS1 vermag, Homo- und Heterooligomere zu bilden [70]. Zur Quervernetzung von
Proteinen, die miteinander interagieren, wurden transfizierte HEK293-Zellen, die N-
Hamagglutinin-HAS3b synthetisierten, mit Glutaraldehyd behandelt. In der anschliellienden
Western-Blot-Analyse zeigten sich dann neben der erwarteten Bande des monomeren
Proteins bei etwa 35 kDa auch Banden hoheren Molekulargewichts (s. Abbildung 9A). Die
Bande auf der Héhe von etwa 70 kDa, kénnte auf eine mdgliche Dimerisierung der HAS3b
hindeuten, die Bande bei etwa 100 kDa auf mogliche Trimere und die schwache Bande bei
etwa 130 kDa auf mdgliche Tetramere. Diese Banden konnten sowohl mit einem Antikdrper
gerichtet gegen das an HAS3b gebundene Hamagglutinin, als auch mit einem Antikérper

gerichtet gegen HAS3b detektiert werden.
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Abbildung 9. Oligomerisierung der Hyaluronsauresynthase 3-Isoform b.

A, Protein-Quervernetzung mit Glutaraldehyd und anschliefende Western-Blot-Analyse.
Repréasentativer Blot (anti-HAS3b-Antikdrper). * kennzeichnet mogliche HAS3b-Oligomere. B,
Reprasentativer Blot der Co-Immunprazipitation (IP). Gezeigt sind Lysate vor (links) und nach (rechts)
der IP mit anti-DDK-Antikdrper. Grine Banden zeigen die Bindung von anti-EYFP-Antikorper, rote
Banden die von anti-HAS3b-Antikdrper. Gelb ist die Uberlagerung der roten und griinen Banden. C,
FRET-Effizienz in % der Kombination von HAS3b mit jeweils EGFP, HAS1,-2,-3a und HAS3b.
Dargestellt ist der Mittelwert £+ SEM. *p < 0,05.

Durch Co-IP konnte gezeigt werden, dass tatsachlich HAS3b-Homooligomere gebildet
wurden. Nach Doppeltransfektion mit Plasmiden codierend flir N-DDK-HAS3b und N-EYFP-
HAS3b und anschliefliender IP mit anti-DDK-Antikorper konnte neben der erwarteten Bande
von N-DDK-HAS3b auch N-EYFP-HAS3b im Western-Blot detektiert werden. Als Kontrolle
wurde das Lysat von N-DDK-HAS3b und EYFP-exprimierenden Zellen verwendet. Nach Co-
IP mit anti-DDK-Antikorper konnte kein EYFP detektiert werden (s. Abbildung 9B).
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3.1.4 Homo- und Heterooligomerisierung der Hyaluronsauresynthase 3-
Isoform b

Mit Hilfe von FRET-Experimenten konnte die Bildung von HAS3b-Homooligomeren bestatigt
werden. Darilber hinaus wurde mit dieser Methode untersucht, ob HAS3b auch mit anderen
HAS-Isoformen Komplexe bildete. Dazu wurden EGFP-, bzw. mit EGFP fusionierte HAS1,
HAS2, HAS3a und —b zusammen mit mCherry-HAS3b nach Transfektion in COS-1-Zellen
exprimiert (s. Abbildung 10 und Abbildung 11). Im Vergleich zur reinen EGFP-Kontrolle
zeigten alle HAS-HAS3b-Kombinationen eine deutliche Zunahme der EGFP-Fluoreszenz
nach dem Bleichen von mCherry. Die daraus berechnete FRET-Effizienz war signifikant
hoher als die der EGFP-Kontrolle. Die FRET-Effizienz in der Kombination aus HAS1 und
HAS3b betrug im Mittel Uber 20 % (s. Abbildung 9C).

vorher nachher

FRET-Effizienz

100 %

0%
Abbildung 10. EGFP- und mCherry-Fluoresenz vor- und nach dem Bleichvorgang und
Darstellung der FRET-Effizienz.

Reprasentative  Aufnahmen der EGFP (grin) und mCherry-Fluoreszenz (rot) sowie
Durchlichtaufnahme und Darstellung der berechneten FRET-Effizienz doppelt-transfizierter COS-1-
Zellen. A, EGFP/mCherry-HAS3b-exprimierende COS-1-Zellen. B, EGFP-HAS1/mCherry-HAS3b-
exprimierende COS-1-Zellen.
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vorher nachher

0%
Abbildung 11. EGFP- und mCherry-Fluoresenz vor- und nach dem Bleichvorgang und Darstellung der
FRET-Effizienz.

Reprasentative Aufnahmen der EGFP (griin) und mCherry-Fluoreszenz (rot) sowie Durchlichtaufnahme und
Darstellung der berechneten FRET-Effizienz doppelt-transfizierter COS-1-Zellen. A, COS-1-Zellen exprimierten
mCherry-HAS3b in Kombination mit EGFP-HAS2, B, EGFP-HAS3a bzw. C, EGFP-HAS3b.
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3.1.5 Einfluss der Heterooligomerisierung auf die Hyaluronsaure-
Produktion

Wie oben gezeigt, interagierte HAS3b mit anderen HAS-Isoformen, synthetisierte selbst aber
keine extrazellular detektierbare HA. Daher wurde untersucht, ob die HA-Produktion von
HAS2 und HAS3a durch die Anwesenheit der HAS3b beeinflusst wird. In doppelt-
transfizierten COS-1-Zellen wurde der perizellularere HA-Mantel untersucht und die HA-
Konzentration im Uberstand gemessen. Wie in Abbildung 12A dargestellt, war trotz
Anwesenheit von HAS3b ein deutlicher perizellularer HA-Mantel in HAS2-
Uberexprimierenden COS-1-Zellen detektierbar. Ebenso deutlich war die HA-Konzentration
im Zelliberstand durch HAS2-Uberexpression erhdéht und durch HAS3b nicht signifikant
verandert (s. Abbildung 12B).
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Abbildung 12. Hyaluronsduresynthese in Hyaluronsduresynthase 2- und -3-Isoform b

exprimierenden COS-1-Zellen.
A, Reprasentative Aufnahmen des perizellularen HA-Mantels (blau) in transfizierten COS-1-Zellen.
MaRstabsbalken entspricht 50 um. B, HA-Menge im Medium transfizierter COS-1-Zellen bezogen auf

die Zellzahl, n = 3.

Auch der perizelluldre HA-Mantel sowie die HA-Menge im Uberstand gebildet von HAS3a-
transfizierten COS-1-Zellen wurden durch HAS3b nicht verandert (s. Abbildung 13).
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Abbildung 13. Hyaluronsauresynthese in Hyaluronsdauresynthase 3-lsoform a und b
exprimierenden COS-1-Zellen.

A, Reprasentative Aufnahmen des perizellularen HA-Mantels (blau) in transfizierten COS-1-Zellen.
Mafstabsbalken entspricht 50 ym. B, HA-Menge im Medium transfizierter COS-1-Zellen bezogen auf
die Zellzahl, n = 3.
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Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die kurze HAS3-Isoform, HAS3b, keine
extrazelluldare HA synthetisierte, aber Homo- und Heterooligomere mit allen anderen HAS-
Isoformen bildete. Diese Oligomerisierung hatte jedoch keinen Einfluss auf die Menge der

von HAS2 und HAS3a synthetisierten extrazellularen HA.
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3.2 Untersuchungen zur Interaktion von KYSE-410-Zellen mit

Fibroblasten

3.2.1 Hyaluronsaure in KYSE-Xenografttumoren

In histologischen Proben von KYSE-Xenografttumoren wurde eine deutliche HA-Farbung in
stromalen Bereichen beobachtet (s. Abbildung 14). Dort waren ebenfalls aSMA-positive
Zellen vorhanden. Diese kdnnten CAF mit myofibroblastenartigen Eigenschaften darstellen.
Auch im Tumorparenchym wurden HA-positive Bereiche detektiert. Insgesamt war dort die

HA-Farbung jedoch deutlich schwéacher.

Abbildung 14. Hyaluronsaure in Xenografttumoren.

A, Fluoreszenzfarbungen von HA (magenta), CK-18 (griin), aSMA (gelb) und Zellkernen (blau) in
Xenografttumoren. B, Separate Darstellung der Cy5-Fluoreszenz der Aufnahme zur Detektion von
HA. Repréasentative Abbildung. Mal3stabsbalken entspricht 100 um.

Die folgenden Untersuchungen gingen daher der Frage nach, ob HA durch die Interaktion
von KYSE-410-Zellen und Fibroblasten reguliert wurde und welche Bedeutung HA fiir das
Tumorgeschehen haben kénnte. Dazu wurde ein in vitro Ko-Kultur-Modell von KYSE-410-
Zellen und primaren Fibroblasten verwendet. Es wurden sowohl primare gesunde
Hautfibroblasten (SF) als auch aus Xenografttumoren isolierte CAF verwendet. Die
Interaktion von KYSE-410-Zellen mit SF diente als Modell fir die Konditionierung von
gesunden Gewebsfibroblasten zu CAF, wahrend die Ko-Kultur mit CAF die Situation im

bereits etablierten Tumor widerspiegeln sollte.

3.2.2 Hyaluronsaure in direkten Ko-Kulturen von KYSE-410-Zellen und
Fibroblasten

Wie im Gewebe konnte HA in der direkten Ko-Kultur von KYSE-410-Zellen und SF in beiden
Zellarten angefarbt werden (s. Abbildung 15B, C). In Mono- und Ko-Kulturen wurde
aullerdem die HA-Konzentration im Zelliberstand quantifiziert. Diese erschien in der Ko-
Kultur etwas hdher als die zusammengenommene HA-Menge, die 25 000 Fibroblasten und
25 000 KYSE Zellen in Monokultur produzieren wirden (s. Abbildung 15D). Durch qPCR-
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Experimente mit speziesspezifischen Primern wurde eine erhdhte Has2-mRNA-Expression

in den murinen Fibroblasten durch die direkte Ko-Kultur festgestellt (s. Abbildung 15F). Wie

aus Abbildung 15l ersichtlich, kam es in den KYSE-410-Zellen nur zu einer leichten Induktion
der HAS3-mRNA-Expression.
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Abbildung 15. Hyaluronsduresynthese und Hyaluronsiduresynthase-mRNA-Expression in
direkter Ko-Kultur.

A, Reprasentative Phasen-Kontrast Aufnahme der direkten Ko-Kultur von KYSE-410-Zellen und SF.
Malstabsbalken entspricht 100 ym. B, Fluoreszenzfarbungen von HA (magenta), CK-18 (griin) und
Zellkernen (blau) in SF und KYSE Ko-Kultur. Reprasentative Abbildung. Mal3stabsbalken entspricht
100 ym. C, Separate Darstellung der Cy5-Fluoreszenz der HA-Farbung. D, HA-Konzentration im
Uberstand von Mono- und Ko-Kulturen normiert auf je 25000 SF bzw. KYSE-410-Zellen und
dargestellt als Vielfaches von SF, n = 4. E-G, Murine Has7-3-mRNA-Expression in SF nach 24
Stunden in Mono- und Ko-Kulturen, n = 7. H-l, Humane HAS2,-3-mRNA-Expression in KYSE-410-
Zellen nach 24 Stunden in Mono- und Ko-Kulturen, n = 6. Humane HAS7-mRNA war in KYSE-410-
Zellen unterhalb der Detektionsgrenze. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM. *p < 0,05, n.s. nicht
signifikant.
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3.2.3 Regulation der Hyaluronsauresynthase 2-Induktion in Fibroblasten

Um zu priifen, ob ein direkter Zell-Zell-Kontakt fir die Induktion der Has2-mRNA in SF nétig
war, wurden SF und KYSE-410-Zellen in gemeinsamen Medium, aber rdumlich durch einen
Steg getrennt, ausgesat. In diesen indirekten Ko-Kulturen konnte keine Induktion der
murinen Has2-mRNA beobachtet werden (s. Abbildung 16). Ein direkter Zell-Zell-Kontakt war

fur diesen Effekt unter den gegebenen Bedingungen also notwendig.
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Abbildung 16. Hyaluronsauresynthase-mRNA-Expression in indirekter Ko-Kultur.
A-C, Murine Has1-3-mRNA-Expression in SF nach 24-stindiger indirekter Ko-Kultur bzw. Monokultur,
n =3 (Has1), n = 4 (Has2,3). Gezeigt sind Mittelwerte £ SEM. n.s. nicht signifikant.

Es wurde zunachst untersucht, ob heterotypische Adhasionsverbindungen zwischen KYSE-
410-Zellen und SF bestanden. Immunzytochemische Farbungen von B-Catenin zeigten
vereinzelt positiv gefarbte Bereiche an Berlihrungspunkten von KYSE-410-Zellen und SF in
Ko-Kultur (s. Abbildung 17B). B-Catenin ist auf der cytoplasmatischen Seite von vielen
Cadherin-vermittelten Zell-Zell-Kontakten zu finden. Daher ist es mdglich, dass hier einige
heterotypische Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Kontakte zwischen SF und KYSE-410-Zellen
gebildet wurden. Gleichzeitig wiesen SF eine positive p-Catenin-Farbung im Zellkern auf.
Kernstandiges B-Catenin konnte Zeichen eines aktiven kanonischen Wnt-Signalwegs sein.
Nach Stimulation kann B-Catenin in den Zellkern gelangen und bindet an
Transkriptionsfaktoren der T-Zell Faktor (TCF)/LEF-Familie, deren Zielgene dann
transkribiert werden. In der gqPCR-Analyse mit speziesspezifischen Primern konnte gezeigt
werden, dass die mRNA-Expression des [B-Catenin-Interaktionspartners und
Transkriptionsfaktors Lef? durch die Ko-Kulturbedinungen induziert wurde (s. Abbildung
17C). Lef1 ist gleichzeitig auch Zielgen der kanonischen Wnt-Signaltransduktion [169].
Wurden SF nun mit si RNA gerichtet gegen Lef1-mRNA transfiziert und im Anschluss in Ko-
Kultur mit KYSE-410-Zellen gebracht, blieb die Induktion der Has2 aus (s. Abbildung 17D).
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Abbildung 17. Beteiligung von B-Catenin/LEF1-Signhalwegen an der Hyaluronsduresynthase 2-
Induktion.

A, Immunzytochemische Farbung von B-Catenin (rot) in Monokultur. DAPI-Fluoreszenz der Zellkerne
in Blau. Der weile Pfeil zeigt kernstandige B-Catenin-Farbung an. B, Immunzytochemische Farbung
von B-Catenin (rot) und CK-18 (griin) in Ko-Kultur. Die Zellkerne sind blau dargestellt. B-Catenin-
positive Bereiche befanden sich an KYSE-KYSE-Kontakten (oranges Dreieck), an KYSE-SF-
Kontakten (gelbes Dreieck) und im Zellkern von SF (weilRer Pfeil). Reprasentative Abbildungen.
Malstabsbalken entsprechen 50 um. C, Lef1-mRNA-Expression in SF nach 24-stindiger Mono- bzw.
Ko-Kultur, n = 4. D, Has2-mRNA-Expression in SF, die zuvor mit Kontroll-si RNA oder si RNA zum
knockdown von Lef1 transfiziert wurden, n = 4. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM. *p < 0,05, n.s. nicht
signifikant.

Darlber hinaus wurden andere maogliche Stimuli der Has2-Expression untersucht. Es ist
bekannt, dass Has2-mRNA-Expression tber MEK/ERK aber auch Uber Basigin induziert
werden kann [170-173]. Wie in Abbildung 18A dargestellt, konnte der MEK1-Inhibitor
PD98059 tatsachlich die Has2-mRNA-Expression in der SF-Monokultur reduzieren.
Allerdings konnte trotz Anwesenheit des Inhibitors weiterhin ein signifikanter Anstieg der
Has2 durch die Ko-Kultur gemessen werden. Auch der knockdown von Basigin in

Fibroblasten konnte die Has2-Induktion nicht hemmen (s. Abbildung 18B). Allerdings ist die
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MRNA-Expression der Has2 nicht mehr signifikant erhéht, wenn SF mit KYSE-410-Zellen
zusammengebracht wurden, deren Basigin-Expression durch si RNA reduziert wurde (s.
Abbildung 18C).
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Abbildung 18. Einfluss von MEK1-Inhibition und Basigin (Bsg)-knockdown auf die
Hyaluronsauresynthase 2-Induktion.

A, Has2-mRNA-Expression in SF in Mono- und Ko-Kulturen mit und ohne MEK1-Inhibitor PD98059
(PD), n = 6. B, Has2-mRNA-Expression in si RNA-transfizierten SF in Mono- und Ko-Kulturen, n = 3.
C, Has2-mRNA-Expression in SF in Monokultur und in Ko-Kultur mit si RNA transfizierten KYSE-410-
Zellen, n = 4. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. *p < 0,05, n.s. nicht signifikant.
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3.2.4 Untersuchungen zum Einfluss der von Fibroblasten exprimierten
Hyaluronsauresynthase 2 auf die KYSE-410-Zellen in Ko-Kultur

Da HA bekanntermalien pro-proliferative und pro-migratorische Signale vermitteln [26, 35,
174] und eine Rolle bei der EMT spielen kann [41, 43, 45, 86], wurde der Einfluss der Has2-
Induktion in der Ko-Kultur untersucht. Zunachst wurde Uberprift, ob sich die Eigenschaften
von KYSE-410-Zellen unter Ko-Kulturbedingungen anderten und inwiefern ein knockdown
der Has2 in SF einen Einfluss hatte. Zu diesem Zweck wurden primdre murine
Hautfibroblasten aus der Linie ROSA26CreER™ *"/HAS2™"* isoliert und in vitro ein Has2-

knockdown induziert.

Abbildung 19 zeigt, dass kein signifikanter Unterschied zwischen KYSE-410-Zellen in
Monokultur und den Zellen in Ko-Kultur hinsichtlich der Expression von EMT-Markern und
der proliferativen Eigenschaften bestand. Zur Detektion mdglicher EMT wurden
Kulturbedingungen gewahlt, die zum einen mdglichst ausreichend Zeit lieRen, um
Phanotypveranderung hervorzurufen und zum anderen ein Uberwachsens der SF durch die
KYSE-410-Zellen in der Ko-Kultur verhinderten. Nach 96-stlindiger Ko-Kultur unter
Serumentzug konnte jedoch nur ein leichter Trend hin zu weniger E-Cadherin mRNA-
Expression durch die Ko-Kultur beobachtet werden (s. Abbildung 19D). Auch nach 48-
stiindiger Ko-Kultur in serumhaltigem Tumorzell-Medium gab es keine Veranderung der
EMT-Marker (s. Abbildung 34 im Appendix). In der Durchflusszytometrie konnte kein
Unterschied in der KYSE-Zellzahl im Vergleich von Mono- und Ko-Kulturen detektiert werden
(s. Abbildung 19E). Auch die mRNA-Expression von MKI67, das von proliferierenden Zellen
gebildet wird, war in den Ko-Kulturen nicht signifikant verandert (s. Abbildung 19F). In der
Zeitraffer-Mikroskopie wurde die ungerichtete  Migrationsgeschwindigkeit  zufallig
ausgewahlter KYSE-410-Zellen gemessen. Hier war die durchschnittliche Geschwindigkeit
der KYSE-410-Zellen in Ko-Kultur durch knockdown der Has2 in den Fibroblasten nicht
beeinflusst (s. Abbildung 19G).
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Abbildung 19. Einfluss der Hyaluronsauresynthase 2-Expression in Fibroblasten auf den
KYSE-Phanotyp in Ko-Kultur.

A-D, mRNA-Expression der mesenchymalen Marker Fibronektin (FN7), Vimentin (VIM), SNAI/1 und
des epithelialen Markers E-Cadherin (CDH1) in KYSE-410-Zellen nach 96-stiindiger Mono- und Ko-
Kultur. Die Ko-Kultur enthielt Has2-knockdown Fibroblasten (SFHas2KD) oder Kontroll-Fibroblasten
(SF Kon), n = 4. E, KYSE-410-Zellzahl bestimmt als EpCAM+-Zellen in der Durchflusszytometrie in
Mono- und Ko-Kulturen 3 Tage nach Aussaat, n = 4. F, MKI67-mRNA-Expression in KYSE-410-Zellen
nach 48 Stunden in Monokultur oder Ko-Kultur mit SF Kon bzw. SFHas2KD, n = 3. G,
Durchschnittliche Geschwindigkeit von KYSE-410-Zellen in Ko-Kultur mit SF Kon bzw. SFHas2KD,
n = 3. Gezeigt werden Mittelwerte £ SEM.
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3.2.5 Einfluss der Hyaluronsauresynthase 2-mRNA-Induktion auf die
Fibroblasten in Ko-Kultur

Weiterhin wurde der Einfluss der Has2-mRNA-Induktion auf die Eigenschaften von SF in Ko-
Kultur untersucht. In Zelllysaten konnte in den Ko-Kulturen mit Has2-knockdown SF eine
signifikante Reduktion des Myofibroblasten-Markers aSMA im Vergleich zu Kontroll-SF-Ko-
Kulturen gemessen werden (s. Abbildung 20A). Zur Untersuchung der Proliferation von SF
wurden diese mit CSFE inkubiert. CSFE wird in lebenden Zellen zu einem Fluoreszenz-
Farbstoff (Carboxyfluorescein) umgesetzt, der durch Zellteilung an Intensitat verliert. Der
Intensitatsverlust ist daher ein Mald fur die Proliferation von Zellen. Die Fluoreszenz-
Intensitat wurde an unterschiedlichen Tagen in SF Mono- und Ko-Kulturen nach Markierung
der Fibroblasten mit CFSE gemessen. Es wurde kein Unterschied im Vergleich von Mono-
und Ko-Kultur gefunden sowie kein Unterschied durch den Has2-knockdown (s. Abbildung
20B). Auch die ungerichtete Migration der SF, gemessen in der Zeitraffer-Mikroskopie, war
weder durch die Ko-Kulturbedigungen noch durch den Has2-knockdown signifikant verandert
(s. Abbildung 20C).
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Abbildung 20. Einfluss der Hyaluronsauresynthase 2 auf den Fibroblasten-Phanotyp in Ko-
Kultur.

A, Reprasentativer Western-Blot und Quantifizierung der aSMA-Expression in Ko-Kulturen von KYSE-
410-Zellen mit Has2-knockdown Fibroblasten (SFHas2KD) oder Kontroll-Fibroblasten (SF Kon), n = 4.
B, Mittlere Carboxyfluorescein-Fluoreszenz in CFSE-markierten Fibroblasten bestimmt durch
Durchflusszytometrie, n = 3. C, Durchschnittliche Migrationsgeschwindigkeit von SF in Mono- und Ko-
Kulturen, n = 3. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.
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3.2.6 Chemokinexpression von Fibroblasten in Ko-Kultur

Nicht nur HA und Has2 waren unter Ko-Kultur Bedingungen erhéht. Auch eine Regulation
von Chemokinen wurde beobachtet. So war im Vergleich zum Uberstand muriner SF in
Monokultur signifikant mehr murines CCL5 im Uberstand von direkten Ko-Kulturen muriner
SF und humaner KYSE-410-Zellen zu finden (s. Abbildung 21A). CCL5 war sowohl auf
Proteinebene als auch in der mRNA-Expression erhoht (s. Abbildung 21A, B). Da wie oben
beschrieben, die Expression der Has2 den Fibroblasten-Phanotyp beeinflusste, wurde
getestet, ob HA auch eine Rolle bei der Regulation der Chemokinexpression spielte. Wie in
Abbildung 21B zu sehen, war die Ccl5-mRNA-Expression nicht nur in Kontroll-SF sondern
auch in Has2-knockdown SF induziert. Gleichfalls konnte die Induktion auch unter
Behandlung mit dem HA-Synthese Inhibitor 4-MU beobachtet werden (s. Abbildung 21C).
Ccl5 wurde in SF folglich unabhangig von HA reguliert. Um beurteilen zu kénnen, ob CCL5
direkte Rezeptor-vermittelte Signalwege in den KYSE-410-Zellen stimulieren kdnnte, wurde
die mMRNA-Expression der CCL5-Rezeptoren CCR1, -3 und -5 in KYSE-410-Zellen mittels
gPCR gemessen. Es konnte keine CCR5-mRNA durch qPCR detektiert werden, weder in
Mono- noch in Ko-Kultur. CCR3 war nur in einer der drei Monokulturproben und in keiner Ko-
Kultur-Probe nachweisbar. CCR7-mRNA wurde zwar in KYSE-410-Zellen exprimiert, aber
nicht durch die Ko-Kultur reguliert (s. Abbildung 21D).
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Abbildung 21. CCLS5 in direkter Ko-Kultur.

A, CCL5-Konzentration im Zellkulturiberstand nach 48-stindiger Mono- bzw. Ko-Kultur. Murines
CCLS5 konnte in KYSE-410-Zellen nicht detektiert werden (n.d.), n = 4. B, Cc/5-mRNA-Expression in
Has2-knockdown Fibroblasten (SFHas2KD) bzw. Kontroll-Fibroblasten (SF Kon) nach 48-stiindiger
Mono- bzw. Ko-Kultur, n = 4. C, Cc/5-mRNA-Expression in SF nach 48-stlindiger Mono- bzw. Ko-
Kultur unter Behandlung mit 4-MU oder Vehikel, n = 4. D, CCR71-mRNA-Expression in KYSE-410-
Zellen nach 48-stiindiger Mono- bzw. Ko-Kultur mit SF, n = 3. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM.
*p < 0,05, n.s. nicht signifikant.
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Neben CCL5 fand auch eine Regulation von CCL11 auf mRNA- und Proteinebene statt. In
direkter Ko-Kultur wurde die Ccl/77-mRNA-Expression in SF signifikant reduziert (s.
Abbildung 22). Um auch CCL11-Proteine mittels ELISA quantifizieren zu kénnen, wurden die
Zellen in serumfreiem DMEM fir 60 Stunden kultiviert. Unter diesen Bedigungen konnte in
allen vier Versuchsansatzen CCL11 in Medium der SF-Monokultur detektiert werden.
Hingegen lag die CCL11-Konzentration in drei von vier Uberstanden der Ko-Kulturen
unterhalb der Detektionsgrenze (s. Abbildung 22A). Die Herabregulation von Ccl/717-mRNA
fand trotz beeintrachtigter HA-Synthese durch Has2-knockdown bzw. 4-MU-Behandlung
statt. Sie war allerdings nicht mehr statistisch signifikant reguliert (s. Abbildung 22B, C).
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Abbildung 22. CCL11 in direkter Ko-Kultur.

A, CCL11-Konzentration nach 60-stiindiger Mono- bzw. Ko-Kultur. Murines CCL11 konnte in KYSE-
410-Zellen nicht detektiert werden (n.d.). B, Ccl11-mRNA-Expression in Has2-knockdown
Fibroblasten (SFHas2KD) bzw. Kontroll-Fibroblasten (SF Kon) nach 48-stiindiger Mono- bzw. Ko-
Kultur, n = 4. C, Ccl/11-mRNA-Expression in SF nach 48-stlindiger Mono- bzw. Ko-Kultur unter
Behandlung mit 4-MU oder Vehikel, n = 4 (ein unabhangiger Versuchsdurchgang nach Identifizierung
eines Ausreil3ers nach Grubb’s Test ausgeschlossen). Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. *p < 0,05,
n.s. nicht signifikant.
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3.2.7 Einfluss der KYSE-410-Zellen auf tumorassoziierte Fibroblasten in
Ko-Kulturen

Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass durch den direkten Kontakt mit KYSE-410-
Zellen normale Hautfibroblasten zur Synthese von HA und CCL5 stimuliert wurden, wahrend
sie vermindert CCL11 ausschitteten. Die Has2-Expression war assoziiert mit aSMA-Bildung
in den Ko-Kulturen und damit mit einem Myofibroblasten-Phanotyp. Um der Frage
nachzugehen, ob diese Prozesse auch in CAF durch den direkten Kontakt mit KYSE-410-
Zellen zu beobachten sind, wurden Ko-Kultur-Experimente mit aus Xenografttumoren
gewonnenen primaren CAF durchgeflhrt. Auch in CAF konnte eine signifikant erhdhte Has2-
mMRNA-Expression in der direkten Ko-Kultur nachgewiesen werden (s. Abbildung 23B). Im
Gegensatz zu SF fihrte die Hemmung der HA-Synthese nicht zu weniger aSMA in der Ko-
Kultur mit CAF (s. Abbildung 23D). Ahnlich wie in SF waren Ccl5 und Ccl11 in Ko-Kulturen
mit CAF reguliert (s.Abbildung 23E, F). In CAF jedoch schien die HA-Synthese einen
deutlicheren Einfluss auf die Chemokinregulation zu haben. Unter 4-MU-Behandlung war der
Anstieg der Ccl5-mRNA-Expression nicht mehr signifikant. Ein direkter Vergleich der beiden
Ko-Kulturen zeigte eine signifikante Reduktion der Ccl5-mRNA-Expression durch die
Behandlung mit 4-MU (s. Abbildung 23E). Ebenso war signifikant mehr Cc/17-mRNA unter 4-
MU-Behandlung in den Ko-Kulturen exprimiert (s. Abbildung 23F). Hier jedoch war trotz 4-
MU-Behandlung weiterhin eine Reduktion der Ccl/17-mRNA-Expression zu finden. Insgesamt
schien HA dennoch in diesem Zelltyp einen modulierenden Einfluss auf die

Chemokinexpression zu haben.
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Abbildung 23. Eigenschaften tumorassoziierter Fibroblasten in direkter Ko-Kultur.

A-C, Murine Has1-3-mRNA-Expression in CAF nach 24-stindiger direkter Ko-Kultur bzw. Monokultur,
n = 10 (Has1,-2), n = 7 (Has3, in n = 3 nicht durchgehend exprimiert). D, aSMA in direkten Ko-
Kulturen mit CAF und KYSE-410-Zellen, quantifiziert durch Western-Blot, n = 3. E, Ccl/5-mRNA-
Expression in CAF nach 48-stiindiger Mono- bzw. Ko-Kultur unter Behandlung mit 4-MU oder Vehikel,
n = 4. F, Cc/11-mRNA-Expression in CAF in Mono- bzw. Ko-Kultur mit Behandlung mit 4-MU oder
Vehikel, n = 4. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM. *p < 0,05, n.s. nicht signifikant.
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3.2.8 Untersuchungen zum Einfluss tumorassoziierter Fibroblasten auf
die KYSE-410-Zellen in Ko-Kultur

In einigen Publikationen wurde gezeigt, dass CAF einen starkeren Einluss auf Tumorzellen
austiben kénnen als normale Fibroblasten [175-177]. Daher wurden die Experimente zu
Veranderungen von EMT-Markern sowie der Proliferation und Migration der KYSE-410-
Zellen in Ko-Kulturen mit CAF wiederholt. Jedoch konnte unter den gewahlten Bedigungen
kein signifikanter Einfluss der CAF auf die KYSE-410-Zellen festgestellt werden (s.
Abbildung 24).
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Abbildung 24. mRNA-Expression von EMT-Markern, Proliferation und Migration in KYSE-410-
Zellen in Ko-Kulturen mit tumorassoziierten Fibroblasten.

A-D, mRNA-Expression der mesenchymalen Marker Fibronektin (FN7), Vimentin (VIM), SNAI/1 und
des epithelialen Markers E-Cadherin (CDH1) in KYSE-410-Zellen nach 96-stiindiger Mono- und Ko-
Kultur unter Behandlung mit 4-MU oder Vehikel, n = 4. E, KYSE-Zellzahl bestimmt als EpCAM+-Zellen
in der Durchflusszytometrie in Mono- und Ko-Kulturen nach 3 Tagen in Kultur, n = 5. F,
Durchschnittliche Migrationsgeschwindigkeit von KYSE-410-Zellen in Mono- und Ko-Kulturen mit CAF,
n = 3. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM, n.s. nicht signifikant.
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Es kann festgehalten werden, dass KYSE-410-Zellen Has2-mRNA in Fibroblasten
stimulierten. Die Stimulation war abhangig vom direkten Zell-Zell-Kontakt sowie von der
LEF1-Expression in Fibroblasten. Weiterhin wurde auch die Produktion der Chemokine
CCL5 und CCL11 in Fibroblasten durch die Ko-Kultur verandert. In Ko-Kulturen mit KYSE-
410-Zellen und CAF wurden diese Veranderungen durch Hemmung der HA-Synthese

moduliert.
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3.3 Wirksamkeit der Kombination aus Hyaluronsaure-Synthese-
Hemmung und Erlotinib in KYSE-410-Zellen

3.3.1 Zellzahl nach der Behandlung mit Erlotinib und gleichzeitiger
Hemmung von Hyaluronsaure-Signalwegen

KYSE-410-Zellen wurden flr 72 Stunden mit Erlotinib, 4-MU oder beiden Substanzen in
Kombination behandelt und anschlielend gezahlt. Signifikant weniger Zellen befanden sich
in den behandelten Gruppen im Vergleich zur Kontrolle. AuRerdem war die Zellzahl unter der
Doppelbehandlung signifikant geringer im Vergleich zu Zellen, die nur mit einer Substanz
behandelt wurden (s. Abbildung 25A). Um aufzuklaren, ob die verminderte Stimulation von
HA-induzierten Signalwegen fur diesen Effekt verantwortlich war, wurden die Zellen vor ihrer
Behandlung mit si RNA gegen die HA-Rezeptoren RHAMM und CDA44 transfiziert.
Beispielhaft wurde die Transfektionseffizienz mittels gPCR Uberprift (s. Abbildung 25B, D).
Die Kombination aus der Transfektion mit si RNA gerichtet gegen CD44 und Erlotinib-
Behandlung flihrte zu einer signifikanten Reduktion der Zellzahl gegentiber der Kontrolle (s.
Abbildung 25C). AuRerdem erwies sich diese Kombination auch als signifikant effektiver als
eine alleinige Erlotinib-Behandlung und ein alleiniger knockdown von CD44 (s. Abbildung
25C). Auch die Kombination aus der Erlotinib-Behandlung und si RHAMM flihrte zu
signifikant weniger Zellen im Vergleich mit der Kontrolle. Allerdings war der Unterschied zur

alleinigen Erlotinib-Behandlung hier nicht signifikant (s. Abbildung 25E).
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Abbildung 25. Wirkung von Erlotinib in Kombination mit einer Hemmung von Hyaluronséaure-
Signalwegen auf die KYSE-410-Zellzahl.

A, Zellzahl nach 72-stiindiger Behandlung mit Erlotinib und 4-MU allein, in Kombination oder mit
DMSO, n =5. B, CD44-mRNA-Expression von si CD44 und Kontroll-transfizierten Zellen, n=3. C,
Zellzahl nach Transfektion mit si CD44 oder Kontrolle und anschlielender 72-stiindiger Behandlung
mit Erlotinib oder DMSO, n=7. D, RHAMM-mRNA-Expression von si RHAMM und Kontroll-
transfizierten Zellen, n=4. E, Zellzahl nach Transfektion mit si RHAMM oder Kontrolle und
anschlieBender 72-stindiger Behandlung mit Erlotinib oder DMSO, n = 7. Dargestellt sind Mittelwerte
+ SEM. *p < 0,05 gegeniiber der Kontrolle, #p < 0,05 gegeniiber Erlotinib + 4-MU bzw. si CD44/ si
RHAMM.
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3.3.2 Synergistische Effekte der Kombination aus Erlotinib und 4-
Methylumbelliferon

Um zu evaluieren, ob die beobachteten Effekte auf die Zellzahl auf eine synergistische
Wirkung von Erlotinib und 4-MU zurtickzufiihren waren, wurde die Methode von Chou [152]
herangezogen. Dazu wurden KYSE-410-Zellen mit verschiedenen Verdinnungen der
Pharmaka sowie deren Kombination in dem Verhaltnis 1:300 behandelt und anschlielend
gezahlt (s. Abbildung 26A). Die aus flnf unabhangigen Versuchen erhaltenen Werte fir die
Wirkung wurden gemittelt um anschliefiend mit Hilfe des Computerprogramms von Chou und
Martin [153] Dosis-Wirkungs-Kurven bzw. median-effect plots zu simulieren, die akzeptable
Korrelationskoeffizienten von r> 0,97 aufwiesen. Die Korrelationskoeffizienten betrugen
r=0,991 fur Erlotinib, r =0,985 fir 4-MU und r=0,994 fir die Kombination. Die
Kombination zweier Wirkstoffe wird als synergistisch definiert, wenn der berechnete Cl < 1
betragt. Es gibt dariber hinaus eine detailliertere Einteilung; eine Interaktion ist
~Synergistisch®, wenn die Cl-Werte zwischen 0,3 und 0,7 liegen und ,moderat synergistisch*,
wenn diese zwischen 0,7 und 0,85 liegen. In den hier dargestellten Experimenten war die
Interaktion von Erlotinib und 4-MU fur fraction affected (Fa)=0,5 als ,synergistisch® zu
bewerten. Bei der Kombination von Erlotinib und 4-MU lag der Cl-Wert der effektiven Dosis
(ED)95 bei 0,58. Dieser Wert fallt in den Bereich, der Synergismus definiert (s. Abbildung
26B, C).
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Abbildung 26. Synergistische Wirkung von Erlotinib und 4-Methylumbelliferon auf die KYSE-
Zellzahl.

A, Zellzahl nach 72-stindiger Behandlung mit Erlotinib und 4-MU allein oder in Kombination,
dargestellt als Vielfaches der DMSO-behandelten Kontrolle, n = 5-10. B, Dargestellt sind experimentell

ermittelte Cl-Werte (o) und durch Kurvenanpasung simulierte CI-Werte in Abhangigkeit der Fa. C,
Berechnete Cl-Werte fiir gesetzte ED.
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3.3.3 Anti-proliferative Effekte von Erlotinib und 4-Methylumbelliferon

Ferner wurde analysiert, ob die reduzierte Zellzahl unter Behandlung mit Erlotinib und 4-MU
auf anti-proliferative oder auf apoptotische Prozesse zurlickzufihren war. Dazu wurde der
DNA-Gehalt der Zellen durch Propidiumiodid-Farbung durchflusszytometrisch bestimmt. Der
Anteil der Zellen in der S-Phase war nach Doppelbehandlung signifikant gegeniiber der
Kontrolle reduziert. Entsprechend war verglichen mit der Kontrolle ein hdéherer Anteil von
Zellen in der GO0/G1-Phase nach Doppelbehandlung zu finden (s. Abbildung 27B, C, E). Es
konnte kein signifikanter Anstieg des Anteils der Zellen in der sub-G1-Phase festgestellt
werden. Daher wurde die beobachtete reduzierte Zellzahl vermutlich nicht durch eine
induzierte Apoptose, als vielmehr durch eine Reduktion der Proliferation verursacht (s.
Abbildung 27A). Unterstitzt wurde dieser Befund auch durch einen im Vergleich zur
Kontrolle oder zur alleinigen Erlotinib-Behandlung verminderten *[H]-Thymidineinbau der

Zellen unter der Doppelbehandlung (s. Abbildung 27F).
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Abbildung 27. Einfluss der Kombination von Erlotinib und 4-Methylumbelliferon auf die
Proliferation.

Zellzyklusanalyse nach 24-stindiger Behandlung mit Erlotinib und 4-MU allein, in Kombination oder
mit DMSO. Dargestellt sind die prozentualen Anteile der Zellen in sub-G1- (A), GO/G1- (B), S- (Cb
G2/M-Phase (D), n = 5. E, Reprasentative Histogramme der Zellzyklusanalyse durch die ModFit LT"
Software. F, *[H]-Thymidin-Einbau nach 24-stiindiger Behandlung mit Erlotinib und 4-MU bzw. DMSO,
n = 5. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM. *p < 0,05 gegeniliber der Kontrolle, #p < 0,05 gegeniber
Erlotinib + 4-MU.
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3.3.4 Die Rolle moglicher involvierter Signalwege

Da sowohl der PI3K/AKT- als auch der MAPK/ERK-Signalweg nachgeschaltete Signalwege
der EGFR und der HA-Rezeptoren sind, wurde ihre Aktivitdt unter Behandlung bestimmt.
Dazu wurde das Verhaltnis von aktivem, phosphorylierten Protein zur Gesamtmenge mittels
Western-Blot-Analyse berechnet. Wie in Abbildung 28 dargestellt, fiihrte die Kombination aus
Erlotinib und 4-MU zu signifikant reduziertem phosphoryliertem ERK1/2 bezogen auf
Gesamt-ERK, wahrend kein Unterschied im Phosphorylierungsstaus von AKT unter
Behandlung beobachtet wurde. Erlotinb und 4-MU allein zeigten keine signifikant reduzierte
ERK-Phosphorylierung. Dennoch war ein Trend hin zu reduziertem Phospho-ERK durch
Erlotinib zu erkennen (s. Abbildung 28A).
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Abbildung 28. ERK- und AKT-Phosphorylierung unter Behandlung mit Erlotinib und 4-
Methylumbelliferon.

A, Western-Blot-Analyse von phosphoryliertem ERK im Verhaltnis zu Gesamt-ERK nach 24-stiindiger
Behandlung mit Erlotinib und 4-MU, n=7. B, Reprasentativer Blot. C, Western-Blot-Analyse von
phosphoryliertem AKT im Verhaltnis zu Gesamt-AKT nach 24-stlindiger Behandlung mit Erlotinib und
4-MU, n =6. D, Reprasentativer Blot. Dargestellt sind Mittelwerte £+ SEM. *p < 0,05 gegenuber der
Kontrolle, #p < 0,05 gegeniber Erlotinib + 4-MU.
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3.3.5 Migration unter Behandlung mit Erlotinib und 4-Methylumbelliferon

Uber EGFR- und HA-Signalwege kénnen neben pro-proliferativen Effekten auch pro-
migratorische Effekte vermittelt werden. Daher wurde durch Zeitraffer-Mikroskopie die
Wundschluss-Geschwindigkeit zweier Zellfronten unter Erlotinib- und 4-MU-Behandlung
untersucht. Gegenuber der Kontrolle zeigten die Zellen unter Doppelbehandlung eine
signifikant reduzierte Migrationsgeschwindigkeit. Diese war auch im Vergleich zur alleinigen
Erlotinib-Behandlung signifikant reduziert (Abbildung 29). Erlotinib und 4-MU allein konnten
die Migrationsgeschwindigkeit nicht signifikant reduzieren. Allerdings deutete sich durch 4-

MU-Behandlung ein nicht-signifikanter Trend zu reduzierter Geschwindigkeit an.
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Abbildung 29. Migration von KYSE-410-Zellen unter Behandlung mit Erlotinib und 4-
Methylumbelliferon.

A, Mittlere Geschwindigkeit der migrierenden Zellfronten innerhalb von 24 Stunden, n=6. B,
Reprasentative Aufnahmen der Zellen 12 Stunden nach Beginn des Experiments. Malistabsbalken
entspricht 500 um. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM. *p < 0,05 gegentiber der Kontrolle, #p < 0,05
gegenuber Erlotinib + 4-MU.

3.3.6 Einfluss des Hyaluronsaure-Systems auf die Apoptose unter
Behandlung mit Erlotinib in einer hohen Konzentration

Da unter den vorangehend beschriebenen Bedingungen keine Apoptose zu beobachten war
(s. Abbildung 27A), wurden die Zellen unter Serumentzug mit Erlotinib in einer hdheren
Endkonzentration von 10 uM behandelt. Daraufhin konnte als Zeichen apoptotischer
Prozesse eine erhdhte PARP-Spaltung in der Western-Blot-Analyse beobachtet werden (s.
Abbildung 30A, B, Vergleich der jeweils linken Saulen). Durch Transfektion mit si RNA
gerichtet gegen HASZ? lag signifikant mehr PARP gespalten vor (s. Abbildung 30A, B). Einen
Trend zu mehr Apoptose unter Erlotinib-Behandlung zeigten auch mit si HAS3 und si CD44
transfizierte Zellen (s. Abbildung 30B). Transfektion mit si RHAMM hingegen erhdhte die
PARP-Spaltung nicht. In Abbildung 30C-F ist zu sehen, dass die si RNA in der Lage war, die

Expression der gewlinschten Zielgene zu reduzieren.
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Abbildung 30. PARP-Spaltung nach knockdown von Hyaluronsauresynthasen und
Hyaluronséaurerezeptoren und Behandlung mit Erotinib in hoher Dosierung.

A, Repréasentativer Blot und Quantifizierung von gespaltenem PARP bezogen auf die PARP-
Gesamtmenge, DMSO-Behandlung, n=4-5. B, Reprasentativer Blot und Quantifizierung von
gespaltenem PARP bezogen auf die PARP-Gesamtmenge, Behandlung mit 10 uM Erlotinib, n = 4-5.
C-F, Genexpression nach si RNA-Transfektion zur Kontrolle des knockdown von HAS und HA-
Rezeptoren, n = 3. Gezeigt sind Mittelwerte £+ SEM. *p < 0,05 gegeniiber der si RNA-Kontrolle.

3.3.7 Wirksamkeit der Kombinationsbehandlung in einem 3D-Zellkultur-
Modell

Zur weiteren Beurteilung der Wirksamkeit der Kombination aus Erlotinib und 4-MU wurde
das komplexere 3D in vitro-Modell der MCTS gewahlt. MCTS =zeichen sich durch
metabolische und proliferative Gradienten aus und erméglichen eine 3D-Matrixdisposition.
Ebenso sind innere und aufere Schichten der MCTS anderen Arzneistoffkonzentrationen
ausgesetzt. MCTS sollen daher die Physiologie von Mikrometastasen, Tumormikroregionen

oder intervaskularen Domanen widerspiegeln [151, 178].
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Auch in dem MCTS-System erwies sich die Kombination aus Erlotinib und 4-MU als
wirksam. Das MCTS-Volumen nahm in der Gruppe der Doppelbehandlung nicht zu (s.
Abbildung 31A, B). Das MCTS-Volumen unter Erlotinib und 4-MU-Behandlung war an Tag
14 nach Aussaat signifikant geringer als das der Kontolle und als das von MCTS, die nur mit
einer der beiden Substanzen behandelt wurden. Auch in dem 3D-Format wurde eine
verminderte ERK-Phosphoylierung durch Doppelbehandlung beobachtet. Diese konnte
sowohl nach 24-stiindiger Behandlung, als auch nach 10-tdgiger Behandlung nachgewiesen
werden. Interessanterweise flihrte alleinige Behandlung mit 4-MU in der 3D-Zellkultur zu
signifikant reduzierter ERK-Phosphorylierung (s. Abbildung 31C). Ein Befund, der nicht in
dem Ausmal in der 2D-Kultur beobachtet werden konnte (s. Abbildung 28A).

Zusammenfassend erwies sich die Hemmung der HA-Synthese durch 4-MU und die der
EGFR-Tyrosinkinase durch Erlotinib als wirksame Kombination, um die Proliferation von
KYSE-410-Zellen in vitro zu reduzieren. Die Interaktion von 4-MU und Erlotinib wurde als
synergistisch bewertet und flihrte zu verminderter ERK-Phosphorylierung und reduzierter
Zell-Migration. AuRerdem war das Wachstum von MCTS durch die Kombination gehemmt.
Hoéhere Erlotinib-Konzentrationen vermochten es, die Apoptose der Zellen zu induzieren, die

durch den knockdown von HAS2 verstarkt wurde.
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Abbildung 31. Erlotinib und 4-Methylumbelliferon in der 3D-Zellkultur.

A, Reprasentative Abbildungen von MCTS vor (Tag 4) und 10 Tage nach (Tag 14) Beginn der
Behandlung mit Erlotinib und 4-MU bzw. DMSO. Mafstabsbalken entspricht 500 um. B, MCTS
Volumina vor (Tag 4) und nach 3, 6 und 10 Tagen Behandlung mit Erlotinib und 4-MU bzw. DMSO,
n =6. C, D Phospho-ERK im Verhaltnis zu Gesamt-ERK nach 24-stiindiger (C) bzw. 10-tagiger (D)
Behandlung der MCTS quantifiziert mit Hilfe der Western-Blot-Analyse, n=7. Dargestellt sind
Mittelwerte £ SEM. *p < 0,05 gegenliber der Kontrolle, #p < 0,05 gegeniber Erlotinib + 4-MU.
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4 Diskussion

HA kann auf vielfaltige Weise das Tumorgeschehen modulieren. Zum Beispiel spielt sie eine
Rolle bei der Proliferation, Migration und dem Uberleben mancher Tumorzellen und
beeinflusst Zell-Phanotypen und die Immunantwort. Damit ist HA ein mdglicher
therapeutischer Angriffspunkt, beispielsweise zur Therapie des Osophaguskarzinoms.
Unterschiedliche Aspekte zur HA im Kontext des Osophaguskarzinoms wurden in den drei

Teilen der vorliegenden Arbeit beleuchtet.

Im ersten Teil wurden Untersuchungen zur Funktion einer verkiirzten Splicevariante der
HAS3 durchgefiihrt, HAS3b, die in Gewebeproben von Adenokarzinomen des Osophagus
gefunden worden war. HAS3b produzierte keine extrazellulare HA und bildete Oligomere mit
HAS-Isoformen, beeinflusste aber dennoch nicht die HA-Produktion von HAS2 und HAS3a.

Die Interaktion von Plattenepithelkarzinomzellen des Osophagus und Fibroblasten fiihrte
durch die Induktion der Has2-mRNA-Expression zu einem HA-reichen Milieu. Dieses
Ergebnis war der Ausgangspunkt zu den Untersuchungen, die im zweiten Teil der Arbeit
dargelegt sind. Da kein Einfluss der Has2-Induktion auf die Zellproliferation oder Migration
gefunden wurde, spielt Has2 eventuell eine Rolle bei der Modulation der Immunantwort,
neben ihrer Beeinflussung des Myofibroblasten-Phanotyps. Interessanterweise veranderten

die Tumorzellen auch das Chemokinprofil der Fibroblasten.

Tatsachlich flihrte die Hemmung der HA-Synthese durch 4-MU in Kombination mit dem
EGFR-Tyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib zu verminderter Proliferation von Plattenepithel-
karzinomzellen des Osophagus in vitro. Weitere Ergebnisse zur Wirkung dieser Kombination

sind im dritten Teil dieser Arbeit erortert.

4.1 Eigenschaften der Hyaluronsauresynthase 3-Isoform b

HAS3b ist das Proteinprodukt von HAS3v2, einer kurzen Splicevariante der HAS3. HAS3v2
wurde in humanen EAC-Proben gefunden [3]. Da flir aberrante Splicevarianten der HAS1
bekannt ist, dass sie untereinander und mit der langen HAS1-Isoform Oligomere bilden
kénnen [70], wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob HAS3b ebenso vermag,

Oligomere zu bilden und, ob diese Oligomerisierung Einfluss auf die HA-Synthese hat.

Hinweise auf eine Oligomerbildung gab die Quervernetzung der HAS3b mit Glutaraldehyd
und anschlieRende Western-Blot-Analyse. Nach Quervernetzung waren neben deutlichen

Banden der HAS3b auf der Hohe der Monomere auch Banden auf der H6he mdglicher Di-,
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Tri- oder Tetramere zu sehen. Die mit reduzierenden Agenzien wie Dithiothreitol (DTT) oder
B-Mercaptoethanol erhitzen Proben zeigten vor allem eine klare Bande auf der H6he von
Monomeren. Schwach war dennoch auch eine Bande bei etwa 70 kDa sichtbar (s. Abbildung
9). Dies kdnnte entweder auf eine unspezifische Bindung des Antikérpers zurlckzuflhren
sein oder es handelte sich um eine Oligomerisierung, die nicht durch reduzierende Agenzien
spaltbar war. Letzteres entsprache der von Karousou et al. beschriebenen Beobachtung flr
HAS2-Dimere [76]. In zuklnftigen Experimenten konnte durch Verwendung von
bifunktionalen N-Hydroxysuccinimid-Estern, wie zum Besipiel Disuccinimidylsuberat, die
Oligomerbildung von HAS3b bestatigt werden. Vorteil ware die definierte Lange der
Kohlenwasserstoffkette zwischen den beiden funktionellen Gruppen, lber die die Proteine

quervernetzt wirden.

Auch die FRET-Experimente legen nahe, dass HAS3b Oligomere bildete. Sowohl Homo- als
auch Heterooligomerisierung waren maoglich. In Zellen, die mCherry-HAS3b und gleichzeitig
EGFP-gekoppelte HAS-Isoformen exprimierten, wurde eine Zunahme der EGFP-
Fluoreszenz nach dem Bleichen von mCherry gegenuber der EGFP-Kontrolle detektiert. Der
Abstand zwischen diesen Proteinen war also so gering, dass ein Teil der Energie von EGFP
auf mCherry transferiert werden konnte. Durch die Co-IP-Experimente konnte die Bildung
von HAS3b-Homooligomeren bestatigt werden. Oligomer-Bildung ist auch fir aberrante
HAS1-Splicevarianten, die Homo- und Heterooligomere mit der langen HAS1-Variante
bilden, und flir murine HAS2, als Homooligomer und Heterooligomer mit HAS3, bekannt [70,
76].

Die grote FRET-Effizienz wurde fur das Paar HAS1/HAS3b berechnet. Gemeinsam ist
beiden, dass sie nach Transfektion in COS-1-Zellen keine extrazellulare HA produzieren.
HAS1 benétigt dazu Zusatze wie Glucosamin [88]. Im Gegensatz zur HAS1 konnte bei
HAS3b-bildenden COS-1-Zellen keine Produktion eines perizellularen HA-Mantels durch
Glucosamin-Stimulation gezeigt werden. HAS3b ist intrazellular in der ER- und Golgi-Region
lokalisiert [3]. Da auch HAS1,-2 und -3a intrazellular in Golgi bzw. ER zu finden sind [84],
werden dies vermutlich die Orte der Oligomerbildung sein. Getestet wurde jeweils nur die
Interaktion von HAS-Isoformen mit N-terminalen Fluoreszenzproteinen. Da unbekannt ist,
wie die Proteine im Oligomer ausgerichtet sind, konnte es sein, dass eine Fusion der
Fluoreszenzproteine an anderer Stelle der HAS-Isoformen sogar einen besseren

Energietransfer ermdglichen wirde.

Die Funktion der Heterooligomerisierung der HAS3b bleibt unklar, denn die von HAS2 und
HAS3a gebildete extra- und perizellulare HA war durch Co-Expression von HAS3b nicht
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verandert. Eventuell kénnte der Einfluss von HAS3b erst bei einer Doppeltransfektion mit
Plasmiden, die fur HAS1 codieren, deutlich genug werden, um sie detektieren zu kénnen.
Die hier beschriebenen Untersuchungen beschrankten sich auf die Interaktion mit HAS2 und
HAS3a, da diese im Gegensatz zu HAS1 bereits extrazellulare HA in COS-1-Zellen bilden

und keiner externen Stimuli bedurfen.

Auch die Lokalisation von HAS2 und HAS3a erschien durch HAS3b nicht verandert. Es
wurde beschrieben, dass aberrante HAS1-Splicevarianten zu einer veranderten zellularen
Lokalisation der langen HAS1- und HAS3-Variante fuhrten und die Halbwertszeit der langen
HAS1-Variante verlangerten [70]. In weiterflihrenden Experimenten kdénnte untersucht
werden, ob auch HAS3b Einfluss auf die Stabilitat von HAS-Isoformen hatte. Dazu wiirden
HAS-exprimierende Zellen mit HAS3b-Konstrukten oder Kontrollplasmiden transfiziert
werden und anschlielend mit einem Translationshemmer behandelt werden. Dies wirde
eine Analyse der Halbwertszeit der HAS-Isoformen in An- oder Abwesenheit von HAS3b

mittels Western-Blot-Analyse ermdglichen.

Da in den doppelt-transfizierten Zellen nur die extrazellulare HA-Konzentration bestimmt
wurde, besteht auRerdem die Mdglichkeit, dass die Menge der intrazellularen HA in COS-1-
Zellen zunimmt, wenn HAS3b zusammen mit einer langen, funktionstiichtigen HAS-Isoform
exprimiert wird. HAS3b kénnte dann die gebildete HA intrazellular binden oder auch selbst
an der Synthese intrazellularer HA beteiligt sein [3, 70]. Darlber hinaus kdénnte die Funktion
der HAS3b unabhéangig von HA sein.

Im Hinblick auf weiterfihrende Experimente ist auch ein moéglicher Nachweis von HAS3b-
Oligomeren nicht nur in artifiziellen, HAS3b-lUberexprimierenden in vitro-Modellen, sondern
auch in Gewebeproben des EAC zu erwagen. Dies konnte zum Beispiel mit Hilfe eines

Proximity Ligation Assays erfolgen [179].
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4.2 Interaktion von KYSE-410-Zellen und Fibroblasten

Die Rolle der Hyaluronsdure in der Interaktion von Fibroblasten mit KYSE-410-Zellen war

Gegenstand des zweiten Teils dieser Arbeit.

4.2.1 Hyaluronsauresynthase 2-Induktion in Fibroblasten in direkter Ko-
Kultur

Experimente zum Verstandnis von CAF wurden an normalen Hautfibroblasten (SF) und an
primaren CAF durchgeflhrt. In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass ein direkter
Kontakt von KYSE-410-Zellen mit SF und mit CAF zu einer Induktion der Has2 fihrte. Die
Verwendung von SF stellte ein Modell lokaler Gewebsfibroblasten dar, die initial Kontakt mit
Tumorzellen bekommen. Eventuell spiegelt der in vitro-Befund einer Has2-Induktion
tatsachlich Prozesse wider, die bei invadierenden Osophaguskarzinomzellen ablaufen. Es
wurde gezeigt, dass Osophaguskarzinomzellen, die den Muskel invadieren mit stark HA-
positiven stromalen Zellen umgeben sind [66]. In CAF des oralen Plattenepithelkarzinoms
konnte im Vergleich zu normalen Fibroblasten mehr HA in einer in vitro-3D-Kultur gefunden
werden [180].

4.2.1.1 An der Hyaluronsauresynthase 2-Induktion beteiligte Signalwege

Die HAS2-Expression in Fibroblasten wird unter anderem tber den ERK-Signalweg stimuliert
und entsprechende Inhibitoren kdnnen die HAS2-mRNA-Expression senken [170-172]. Auch
hier, in den Monokulturen muriner Fibroblasten, wurde die Has2-mRNA-Expression durch
den MEK1-Inhibitor PD98059 reduziert. Nichtsdestotrotz konnte aber durch die Ko-Kultur
Has2 induziert werden, sodass vermutlich ein MEK-1-unabhangiger Mechanismus fir diese
Induktion verantwortlich war. Auch Melanomzellen vermégen es, HASZ2 in normalen
dermalen Fibroblasten zu induzieren [172, 181]. Dieser Effekt wurde allein durch das
konditionierte Medium via PDGFR-PI3K-AKT und p38-Aktivierung vermittelt [172, 181]. Stern
et al. postulierten, dass stromale Fibroblasten stimuliert durch Lactat aus der anaeroben
Glycolyse der Tumorzellen verstarkt HA produzieren [182]. Die Stimulation der HA-Synthese
durch Lactat in humanen Fibroblasten konnte allerdings in anderen Publikationen nicht

gezeigt werden [172, 183].

Aulerdem wurde Uberprift, ob Basigin an der Has2-Induktion beteiligt war. In
Brustkrebszelllinien fiihrt eine Uberexpression von Basigin zur Induktion der HAS-mRNA und
der HA-Synthese [173]. Und in Ko-Kultur von SKBR3 und MCF7 Brustkrebszelllinien mit

Fibroblasten aus der Brust wurde Tumorzell-assoziiertes-Basigin durch knockdown-
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Versuche als Faktor fir die Fibroblastenaktivierung und induzierte aSMA-Expression
identifiziert [184]. Es ist bekannt, dass Medium, das von Keratinozyten konditioniert wurde,
die HA-Synthese in Fibroblasten induziert. Diese Induktion kann durch Entfernen von Basigin
aus dem konditionierten Medium wieder reduziert werden [185]. In den im Rahmen dieser
Arbeit durchgeflihrten Experimente war durch knockdown von Basigin in KYSE-410-Zellen
die Has2-mRNA-Expression in Fibroblasten nicht mehr signifikant induziert. Im direkten
Vergleich der Ko-Kulturen gab es jedoch keinen signifikanten Unterschied in der Has2-
mRNA-Expression, wenn die de novo Synthese von Basigin der KYSE-410-Zellen durch si
RNA reduziert war. Knockdown von Basigin in den Fibroblasten selbst hatte keinen Einfluss

auf die Has2-mRNA-Expression.

In der vorliegenden Arbeit wurde das DNA-Bindeprotein LEF1 zum ersten Mal als beteiligtes
Protein an der Tumorzell-vermittelten Has2-Induktion in Fibroblasten identifiziert. LEF1
fungiert durch Bindung von (3-Catenin als Transkriptionsfaktor [186]. B-Catenin befindet sich
auf der cytoplasmatischen Seite von Zell-Zell-Kontakten, wo es Cadherine Uber a-Catenin
mit dem Zytoskelett verbindet. Freies cytoplasmatisches B-Catenin kann in den Zellkern
transportiert werden, wird aber normalerweise rasch abgebaut. Kanonische Wnt-
Signaltransduktion verhindert den Abbau von B-Catenin, sodass dieses in den Nukleus
gelangt und Transkriptionsfaktorkomplexe mit Mitgliedern der TCF/LEF-Familie bildet (s.
Abbildung 32). Nukledres [B-Catenin ist also zentraler Effektor des kanonischen Wnt-
Signalwegs. Als positive feedback-Schleife induziert der Wnt-Signalweg unter anderem die
LEF1-Expression [169]. LEF1 wiederum kann B-Catenin im Nukleus stabiliseren [187].
Neben dem Vorkommen von nuklearem B-Catenin in den Fibroblasten deutet die induzierte
Lef1-Transkription auf eine durch die Ko-Kultur in den Fibroblasten erhdhte kanonische Wnt-
Signaltransduktion hin. Knockdown von Lef1 in den Fibroblasten verhinderte die Induktion
von Has2-mRNA in der Ko-Kultur.
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Abbildung 32. Kanonische Wnt-Signaltransduktion.

Schematische Darstellung nach [169]. Ist Wnt-Signaltransduktion inaktiv, wird B-Catenin (B-cat) in einem
Komplex aus Axin, adenomatous polyposis coli (APC), Casein Kinase 1 (CK1), Glykogen Synthase Kinase
3-B (GSK-3B) phosphoryliert (P) und anschlieBend unter Beteiligung des B-fransducin repeat-containing
protein (B-TrCP) fir den proteasomalen Abbau ubiquintinyliert. Aktivierung des Frizzled Rezeptors (Fz)
durch Bindung des Wnt-Liganden fihrt zu einer Dishevelled (DSH)-vermittelten Hemmung des [-cat-
abbauenden Komplexes, sodass (B-cat in den Kern gelangen kann. Nach Interaktion mit Proteinen aus der
TCF/LEF-Familie und Ko-Aktivatoren (B-cell lymphoma 9, BCL9 und Pygopus) wird die Genexpression

angeregt.

Dass Has2 Zielgen von Wnt-Signaltransduktion bzw. von (-Catenin ist, konnte durch die
Transfektion von Prostatakarzinomzellen mit einer sehr aktiven B-Catenin-Mutante gezeigt
werden, die zu einer Induktion von HAS2-mRNA flihrte [188]. An Madin-Darby canine kidney
(MDCK) Zellen konnte man nach B-Catenin Uberexpression eine Induktion des perizellularen
HA-Mantels feststellen [41]. Und Wnt3a induzierte HAS2- und HAS3-Genexpression in

embryonalen Fibroblasten [189].

Offen bleibt hier die Frage, ob die Wnt-Signaltransduktion direkt durch extrazellulare Wnt-
Proteine von KYSE-410-Zellen induziert wurde und/oder sekundar die Fibroblasten zu
verstarkter Wnt-Autostimulation angeregt wurden. Moglicherweise ist die letztere Option der

Fall, denn CAF, die aus ESCC isoliert werden, weisen eine erhdhte Expression von Wnt2,
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Wnt5a und LEF1 im Vergleich zu normalen Fibroblasten auf [177]. Interessanterweise ist

Wnt2 in ESCC mit einem verkiirzten kranksheitsspezifischen Uberleben assoziiert [190].

4.2.1.2 Einfluss des direkten Zell-Zell-Kontakts auf die Induktion der
Hyaluronsauresynthase 2

Unter den hier vorgestellten Versuchsbedingungen war die Has2-Induktion nur bei direktem
Kontakt von KYSE-410-Zellen und Fibroblasten nachweisbar. Grundsatzlich kdnnen Gber
direkten Kontakt zum Beispiel juxtakrin Signale Ubertragen werden oder Uber Gap-Junctions.
Es wird diskutiert, dass parakrine Signale auch Uber den direkten Kontakt durch
spezialisierte Filopodien (Cytonemes) vermittelt werden [191, 192]. In mikroskopischen
Zeitraffer-Aufnahmen konnten im Rahmen der vorliegenden Arbeit Filopodien zwischen
KYSE-410-Zellen und Fibroblasten erkannt werden (s.

Abbildung 15A).

Whnt-Proteine werden posttranslational durch Lipide modifiziert und sind hydrophob. Es gibt
verschiedene Theorien, wie sie trotz ihres hydrophoben Charakters zur Zielzelle gelangen
kénnen. Neben der Solubilisierung durch Micell-Bildung, Bindung an Lipid-bindende Proteine
oder durch Exosomen, kdnnten sie Uber Matrixmolekile an der Zelloberflache gebunden
werden und dann von der Zelloberflache der einen Zelle auf die Zelloberflache der Zielzelle
bei Kontakt Ubertragen werden. Ein anderer moglicher Mechanismus ware die Ausbildung
von Rezeptor- bzw. Ligand-tragenden Cytonemes, die die beiden Zellarten verbinden [191,
193]. Die beiden letzteren Mdglichkeiten wirden erklaren, warum das gegebenenfalls an der
Has2-Induktion beteiligte extrazellulare Wnt-Signal dennoch nur durch direkten Zell-Zell-

Kontakt Gbertragen werden konnte.

4.2.1.3 Mogliche Rolle von B-Catenin an Zell-Zell-Kontakten von KYSE-410-
Zellen und Fibroblasten

Als Nebenbefund ergab die Immunzytochemie neben dem Nachweis von nuklearem (-
Catenin auch positive B-Catenin-Signale an manchen heterotypischen Zell-Zell-Kontakten
zwischen den murinen Hautfibroblasten und den humanen KYSE-410-Zellen. Das ware ein
Hinweis darauf, dass an diesen Stellen moglicherweise ein Zell-Zell-Kontakt Gber Cadherin-
Interaktion besteht. In MCF7 Brustkrebszellen wurde Cadherin-23 an heterotypischen
Kontakten zu Fibroblasten in Kultur beschrieben [194]. Weiterhin zeigen Nachweise von N-
Cadherin an Kontakten von Melanomzellen mit Fibroblasten [195], an Prostata-
Adenokarzinomzellen mit stromalen Fibroblasten [196] sowie an Kontakten von epithelialen
Zellen mit Fibroblasten aus der Ratte [197] eine Ausbildung von Cadherin-vermittelten Zell-
Zell-Kontakten.
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4.2.2 Veranderung der Zell-Phanotypen durch die Ko-Kultur

4.2.2.1 Untersuchungen zur epithelial-mesenchymalen Transition von KYSE-
410-Zellen in Ko-Kultur

Als mogliche Folge der Has2-Induktion wurden Veranderungen im Phanotyp der KYSE-410-
Zellen durch die direkte Ko-Kultur untersucht. Sowohl fir HA als auch fir die Ko-
Kulturbedingung sind EMT-induzierende Eigenschaften beschrieben. Durch den Prozess der
EMT verlieren die Zellen ihre epithelialen Eigenschaften — ein Hauptmerkmal ist der Verlust
von E-Cadherin. Gleichzeitig gewinnen die Zellen mesenchymale Eigenschaften. Sie bauen
das Aktinzytosklett um und bekommen eine eher langgestreckte Morphologie. Au3erdem
werden mesenchymale Marker wie Vimentin, Fibronektin und N-Cadherin gebildet. Auch
SNAI1, SNAI2 und ZEB1 sind EMT-Marker. Diese induzieren EMT-Prozesse durch die
Modulation der Transkription. Typischerweise konnen Wachstumsfaktoren wie TGF-31, aber
auch EGF, HGF und PDGF EMT induzieren [47]. Diese Wachstumsfaktoren werden zum
Beispiel von CAF sezerniert [5, 8, 198]. Auch Uber Wnt/B-Catenin kann EMT induziert
werden [199]. Wachstumsfaktoren induzieren oft transiente EMT nach wenigen Stunden bis
einigen Tagen. Stabile EMT hingegen wird durch die Expression ausgewahlter

transkriptioneller EMT-Induktoren oder deren Regulatoren hervorgerufen [47].

In der Literatur gibt es Hinweise, dass Fibroblasten EMT von Tumorzellen stimulieren
konnen. Verschiedene Tumorzellen und Fibroblasten, sowie unterschiedliche
Kulturbedigungen liegen den Experimenten zugrunde. Durch die Ko-Kultur mit normalen
Fibroblasten und CAF zeigen MCF7 Brustkrebszellen nach einer Woche eine
Herunterregulation von E-Cadherin und eine Induktion von N-Cadherin und Vimentin [200].
CAF-konditioniertes Medium konnte innerhalb von 6 bzw. 10 Tagen EMT-Marker in MCF7
verandern — starker als konditioniertes Medium von normalen Fibroblasten [175]. In anderen
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass EMT-Marker in Brustkrebszelllinien bereits
nach 2 Tagen Behandlung mit CAF-konditioniertem Medium eine entprechende Regulation
aufwiesen [198]. Auch in Prostatakarzinomzellen fiihrte bereits eine 48-stiindige Inkubation
mit Uberstinden aktivierter Fibroblasten zur Proteinexpression von EMT-Markern Vimentin,
SNAI1 und TWIST und zu reduziertem E-Cadherin [201] und direkter Kontakt mit CAF flhrte
nach 7 Tagen zu EMT von NSCLC-Zellen [176]. In kolorektalen Adenokarzinomzellen konnte
SNAI1-, SNAI2-, ZEB1-mRNA durch konditioniertes Medium normaler Fibroblasten und
durch CAF-konditioniertes Medium induziert und E-Cadherin-Proteinexpression reduziert
werden [202].
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Um zu untersuchen, ob auch KYSE-410-Zellen in Ko-Kultur mit normalen Hautfibroblasten
oder mit CAF EMT-Marker verstarkt exprimieren, wurden unterschiedliche
Kulturbedingungen gewahlt. Die EMT-Marker wurden nach 48 und 96 Stunden in Ko-Kultur
mit Hautfibroblasten und nach 96-stlindiger Ko-Kultur mit CAF quantifiziert. Um ein
Uberwachsen der Fibroblasten mit KYSE-410-Zellen zu vermeiden, wurde die Ko-Kultur
nicht langer als 96 Stunden gefihrt. Unter diesen Bedingungen war keine signifikante

Veranderung der gewahlten Marker zu beobachten.

Auch die HA-Synthese kann einen Effekt auf die EMT ausiben. MDCK-Zellen und humane
normale Mammaepithelzellen weisen bereits 2 Tage nach adenoviral-induzierter HAS2-
Uberexpression mesenchymale Merkmale auf. Zusétzlich sind sie in ihrer Invasivitat
gesteigert [41]. TGF-B kann EMT in NMuMG Mammaepithelzellen nach etwa 8 Stunden
induzieren und ein gleichzeitiger knockdown der HAS2 schwacht die Expression der EMT-
Marker ab. Interessanterweise kann trotz knockdown von CD44 durch si RNA oder Verdau
extrazelluldrer HA mit Hyaluronidase kein Effekt auf die TGF-B-induzierte EMT festgestellt
werden. Weiterhin hat auch die Expression der dominant-negativen Form der HAS2 keine
hemmende Wirkung [44]. Allein die HAS2-Expression in diesen epithelialen Zellen ist also fur
die EMT-Induktion mitverantwortlich, nicht aber ihr Produkt, HA. Analog dazu hatte auch in
den hier vorliegenden Experimenten die durch Fibroblasten produzierte HA keinen Einfluss
auf die Expression von FN1, VIM, SNAI1 und CDH1 in KYSE-410-Zellen. Weiterhin spielte
auch die endogene HA-Synthese keine erkennbare Rolle fir die EMT, denn unter 4-MU-
Behandlung konnte keine signifikante Veranderung der EMT-Marker festgestellt werden.
Lediglich ein nicht-signifikanter Trend zu mehr E-Cadherin-mRNA durch 4-MU-Behandlung

wurde gemessen.

Die Tatsache, dass in KYSE-410-Zellen im Rahmen dieser Arbeit keine Veranderung der
EMT-Marker beobachtet werden konnte, konnte zum einen in den gewahlten
Versuchsbedigungen begriindet sein. Etwa konnte die Zeit der Ko-Kultur fiir die Induktion der
Phanotypveranderung nicht ausgereicht haben. Zum anderen ist auch mdéglich, dass KYSE-
410-Zellen grundsatzlich keine EMT-Prozesse durchlaufen. Im Allgemeinen konnte in ESCC
jedoch das Phanomen der EMT beobachtet werden. In Gewebeschnitten von ESCC wurde
EMT anhand der Marker E-Cadherin und Vimentin untersucht [203-205]. Zum Beispiel wurde
in nur 19 % der Proben vermindertes E-Cadherin und in 20 % der Proben Vimentin in der
invasiven Front detektiert [205]. In KYSE-30-Zellen fihrte Wnt2-konditioniertes Medium zur
Verminderung von E-Cadherin und in EC109-Zellen zu mehr Vimentin, welches eine fur EMT
typische erhohte Migration und Invasion der Zellen zur Folge hatte [190]. CAF aus ESCC

zeigen erhdhte Wnt-Signaltransduktion und kénnten so EMT induzieren [177]. Auch in den
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hier dargelegten Experimenten konnte in der Ko-Kultur aktivierte Wnt-Signaltransduktion
vorliegen, denn die Has2-Induktion war vom Transkriptionsfaktor LEF1 abhangig. Dennoch

konnte keine signifikante Veranderung der gewahlten EMT-Marker festgestellt werden.

4.2.2.2 Untersuchungen zur Proliferation von KYSE-410-Zellen und
Fibroblasten in Ko-Kultur

Auch im Hinblick auf proliferative Eigenschaften von Zellen sind sowohl fir HA als auch fiir
Ko-Kulturbedingungen modulierende Eigenschaften beschrieben. Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit untersucht, ob die Proliferation von KYSE-410-Zellen durch die Ko-Kultur
mit Fibroblasten verandert war. AuRerdem wurde die Proliferation von Fibroblasten in Ko-
Kultur mit und ohne knockdown von Has2 gemessen, um den mdglichen Einfluss der Has2

zu untersuchen.

In den hier beschriebenen Experimenten konnte kein Anstieg der KYSE-410-Zellzahl durch
die Ko-Kultur beobachtet werden. Das koénnte verschiedene Ursachen haben. Die
beschriebenen pro-proliferativen Eigenschaften von HA basieren vor allem auf Ergebnissen
von Untersuchungen nach Uberexpression oder knockdown von HAS-Isoformen. In
verschiedenen Tumorzellen, darunter ESCC, fihrte der HAS-knockdown zu verminderter
Proliferation [32-34] und Uberexpression zu gesteigerter Proliferation [35]. Unter Umstanden
ist fir pro-proliferative Signale auf KYSE-410-Zellen nur die von KYSE-410-Zellen endogen
produzierte HA nétig. Exogen zugeflihrte HA, zum Beispiel durch konditioniertes Medium von
Hautfibroblasten, konnte im Vergleich zu konditioniertem Medium von HAS2-knockdown
Fibroblasten die Proliferation von Melanomzellen nur leicht erhéhen [172]. Auch in J82
urothelialen Blasenkarzinomzellen fihrte exogene HA in Form von Healon® nur zu einem
geringen Anstieg der Zellzahl [206]. Die Bedeutung der endogenen HA-Produktion fiir die
Proliferation von KYSE-410-Zellen wird im dritten Teil der vorliegenden Arbeit deutlich. 4-MU
allein konnte die Zahl der KYSE-410-Zellen reduzieren. AulRerdem ist anzumerken, dass
eine Proliferationshemmung durch Entfernen eines Stimulus nicht bedeuten muss, dass eine
Erhdhung dieses Stimulus zu einer gesteigerten Proliferation fuhrt. Hinzu kommt, dass es
Hinweise aus der Literatur gibt, dass die pro-proliferative Wirkung von HA
konzentrationsabhangig sein kann und eine sehr hohe endogene HA-Produktion
hervorgerufen durch alleinige HAS-Uberexpression mit einer erniedrigten Proliferation
assoziiert ist [19, 29-31]. Moglich ware also auch, dass in den hier prasentierten
Experimenten zu viel HA gebildet wurde. Aufderdem kénnte das Molekulargewicht der von
der Fibroblasten-HAS2 synthetisierten HA-Spezies nicht fiir die Induktion pro-proliferativer
Signalwege geeignet sein. Humane Blasenkrebszellen etwa, die mit hochmolekularer HA

behandelt wurden, waren in der Folge in ihrer Zahl gegeniber der Kontrolle reduziert [207].
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Da Tumore aus mehr Zelltypen als nur Fibroblasten und Karzinomzellen bestehen, ware
mdglich, dass die erhdhte HAS2-Expression in Fibroblasten pro-proliferative Stimuli indirekt
induzieren kann. Durch HAS2-Expression in Tumorstammzellen werden TAM stimuliert,
PDGF-BB zu produzieren. Dieses wiederum stimuliert stromale Zellen wie MSC und
Knochenmarksfibroblasten, Wachstumsfaktoren zu exprimieren, die zu einer verstarkten
Tumorstammezellproliferation flhren. Die konditionierten Medien hingegen aus Ko-Kulturen
von Tumorstammzellen mit und ohne knockdown von Has2 und stromalen Zellen allein
beeinflussen nicht die Proliferation der Tumorstammzellen [38]. Folglich bestiinde auch hier
die Moglichkeit, dass die induzierte stromale HasZ2 erst Uber einen Umweg ihre Wirkung
vermittelt, zum Beispiel durch erhdhte TAM-Rekrutierung und TAM-produzierte

Wachstumsfaktoren.

HA ist nicht der einzige mdgliche Stimulus, der in Ko-Kultur die Proliferation beeinflussen
kann. Zum Beispiel kann CXCL12 aus CAF das Tumorwachstum dber den von
Brustkrebszellen exprimierten CXCR4-Rezeptor stimulieren [208]. Allerdings kénnen
normale Fibroblasten auch die Proliferation von Tumorzellen hemmen, durch ihre Funktion,
Gewebshomostase herbeizufiihren [5]. Zum Beispiel steigert CAF-konditioniertes Medium,
nicht aber Medium normaler Fibroblasten die Proliferation, Migration und Invasion von
KYSE-30- und KYSE-510-Zellen [177]. Dennoch konnte hier weder in der Ko-Kultur mit SF
noch mit CAF eine Induktion der KYSE-410-Zellzahl beobachtet werden. Zusatzlich kdnnten
auch die erwahnten tumorhemmenden Eigenschaften von SF und auch von CAF zum

Tragen kommen [9].

Auch die Proliferation von Fibroblasten war weder durch die Ko-Kulturbedingung noch durch

den knockdown der Has2 verandert.

An dieser Stelle soll aulierdem hervorgehoben werden, dass in dem hier gezeigten Modell
Zellen zweier unterschiedlicher Spezies verwendet wurden — mit dem Vorteil, durch
speziesspezifische Primer die Genexpression der zwei Zelltypen unterscheiden zu kdnnen.
Allerdings bedingt das den Nachteil, dass mogliche Rezeptor-Ligand-Interaktionen durch

speziesspezifische Unterschiede verloren gehen kdnnten.
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4.2.2.3 Untersuchungen zum Einfluss der Hyaluronsauresynthase 2 auf die
Migration von KYSE-410-Zellen und Fibroblasten

HA wurde in der Literatur als migratorischer und invasiver Stimulus beschrieben [26, 33-35,
37]. In ESCC Zellen fuhrte lentiviraler knockdown von HAS2 und HAS3 durch Spaltung der
FAK zu verminderter Migration [117]. Exogene HA konnte die Migration von Brustkrebs- und
Lymphomzellen Uber Bindung an CD44 und Aktivierung von Tiam1 stimulieren [209, 210].
Da in der Ko-Kultur eine Induktion der Has2 in Fibroblasten zu beobachten war, wurde
folglich untersucht, ob die Ko-Kulturbedingung bzw. die Has2-Expression in Fibroblasten
Einfluss auf die Migration von KYSE-410-Zellen oder Fibroblasten hatte. Es wurde
beschrieben, dass CAF, die mit 4-MU behandelt wurden, eine verminderte intrinsische
Migration und weniger Lamellopodien und Filopodien aufzeigten. Die Invasion von Zellen des
oralen Plattenepithelkarzinoms in Matrices war vermindert, wenn diese 4-MU-behandelte
oder mit shHAS2-transfizierte CAF enthielten [180]. In den im Rahmen dieser Arbeit
durchgefuhrten Experimenten war keine verminderte Migration von KYSE-410-Zellen durch
Has2-knockdown in Fibroblasten nachweisbar. Hier war unter Umstanden der Stimulus der
von den KYSE-410-Zellen endogen produzierten HA ausreichend fir eine maximal durch

HA-stimulierbare Migration.

In humanen dermalen Fibroblasten, die durch von Melanomzellen konditioniertem Medium
etwas erhohte migratorische Fahigkeiten besalien, konnte der knockdown von HAS2 die
Migration vermindern. Interessanterweise flihrte der HAS2-knockdown in Fibroblasten nicht
zu signifikant verminderter Migration unter Kontrollbedingungen [181]. Auch in den hier
beschriebenen Messungen der Migrationsgeschwindigkeit konnte kein Unterschied zwischen
Has2-knockdown- und Kontroll-Fibroblasten in Monokultur festgestellt werden. Allerdings
wurde auch unter Ko-Kulturbedingungen kein Unterschied durch den knockdown deutlich.
Ferner konnte die Anwesenheit der KYSE-410-Zellen die Motilitdt der Fibroblasten nicht

steigern.

Im Gegensatz zu normalen Fibroblasten fuhren CAF, bzw. CAF-konditioniertes Medium, zum
Beispiel im  Wundschluss-Assay zu  starkerer  Migration von  kolorektalen
Adenokarzinomzellen [211]. Wie bereits erwahnt, verstérken die Uberstande aus ESCC-CAF
im Vergleich zu normalen Fibroblasten die Migration und Invasion [177]. Aber auch die
Anwesenheit normaler 6sophagealer Fibroblasten steigert die Migration der ESCC-Zelllinien
TE-11 und KYSE-150 [212]. Fetale Osophagus-Fibroblasten sowie Osophagus-CAF
produzieren im Vergleich zu fetalen Hautfibroblasten viel HGF, das die Invasion von ESCC-

Zellen in organotypischen Matrices fordert [213]. Die verwendeten primaren CAF aus
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Xenografttumoren waren in den hier beschriebenen Experimenten hingegen nicht in der
Lage, die Migrationsgeschwindigkeit der KYSE-410-Zellen in der Zeitrafferaufnahme

signifikant zu verandern.

In dem in vitro-Versuchsaufbau der hier vorliegenden Arbeit fehlte moéglicherweise eine
verstarkte Hyaluronidase-Aktivitdt, um pro-migratorische Effekte kleiner HA-Fragmente
hervorzurufen. Im Tumor hingegen koénnte Hyaluronidase-Aktivitat durch einen anderen
Zelltyp vorhanden sein, zum Beispiel durch Immunzellen. HA-Hexa- und Octamere kdnnen
die Migration von dermalen Rattenfibroblasten férdern und hochmolekulare HA hemmt sie
[214]. Etwa 7 kDa grolte HA steigert humane Pankreaskarzinomzell-Migration, 1000 kDa HA
nicht [215].

4.2.2.4 Einfluss der Hyaluronsauresynthase 2 auf den Myofibroblasten-
Phanotyp

In den vorliegenden Experimenten wurde eine Reduktion der aSMA-Expression in Ko-
Kulturen mit HAS2-knockdown Fibroblasten im Vergleich zu ihren Kontrollen festgestellt.
aSMA ist ein CAF-Marker, der CAF mit Myofibroblasten-Eigenschaften identifiziert. In ESCC
Stadium | und Il hatte hohe aSMA-Expression einen Vorhersagewert fiir das Uberleben der
Patienten [212]. Allerdings kann es auch von normalen Fibroblasten exprimiert werden — und
muss in CAF nicht immer starker vorhanden sein als in normalen Fibroblasten [5]. In Ko-
Kulturen mit ESCC-Zellen (TE-1, TE-8, TE-10, TE-11 und TE-12) oder mit ESCC-Zell-
konditioniertem Medium konnte eine Zunahme von aSMA in fetalen &6sophagealen
Fibroblasten beobachtet werden, die vermutlich auf der Stimulation durch TGF-f aus den
ESCC-Zellen beruhte [216]. TGF- ist neben CXCL12 au3erdem ein autokriner Stimulus der
Myofibroblasten-Differenzierung [8].

HA ist fur eine TGF-B-vermittelte Induktion von aSMA wichtig, denn durch si HAS2 oder
Behandlung mit 4-MU wird diese reduziert [217]. Mechanistisch wird die Differenzierung
durch HA Uber eine Interaktion von CD44 und EGFR und Aktivierung von ERK und CaMKI|
erklart [218]. Dabei ist eine HAS2-Uberexpression allein nicht ausreichend fiir die
Fibroblasten-Differenzierung. Zusatzlich ist eine Stimulation mit TGF-B Uber Smad nétig
[219].

In den Ko-Kulturen mit CAF allerdings wurde aSMA nicht durch die Behandlung mit 4-MU
reduziert. Es ist denkbar, dass HA nur einen Einfluss auf die initiale Veranderung des
Fibroblasten-Phanotyps hatte, aber weniger auf bereits differenzierte CAF. Mdglicherweise

hat 4-MU also auch einen modulierenden Einfluss auf das Entstehen von Myofibroblasten-
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CAF im Tumorgeschehen. Sollte 4-MU so den potenziellen Beitrag von Myofibroblasten zur
Malignitat reduzieren, waren die tumorhemmenden Eigenschaften von 4-MU zum Teil auf
eine anti-CAF-Aktivitat zuriickzufihren. Im murinen Modell des hepatozellularen Karzinoms
fuhrte 4-MU zu reduzierter Zahl oder Aktivierung von Myofibroblasten, gemessen an

reduziertem aSMA im Gewebe [48].

Es kann also festgehalten werden, dass die Fibroblasten-Has2 in der Ko-Kultur zwar keine
deutliche Rolle bei der Proliferation oder Migration der Zellen spielte, aber dennoch Einfluss
auf den Phanotyp der Fibroblasten, d.h. auf den Gehalt an aSMA, hatte. Da normale
Fibroblasten durch Tumorzell-Uberstéande oder Ko-Kulturen eine CAF-ahnliche Zytokin- und
Chemokin-Signatur bekommen konnen [220], wurde im weiteren Verlauf untersucht, ob die
Chemokin-Genexpression der Fibroblasten unter Ko-Kulturbedignungen verandert war und

ob HA auch bei dieser Phanotypveranderung eine Rolle spielte.

4.2.3 Modulation von Chemokinen in der Ko-Kultur

Durch die Ko-Kultur wurde nicht nur die Genexpression von Has2 sondern auch die der
Chemokine Ccl/5 und Ccl11 sowohl in normalen Hautfibroblasten als auch in CAF moduliert.

Ccl5-mRNA-Expression wurde induziert wahrend Ccl/77-mRNA-Expression reduziert wurde.

4.2.3.1 Induktion von CCL5

In soliden Tumoren kann CCL5 von Tumorzellen, Leukozyten, Fibroblasten oder MSC
gebildet und sowohl im Primartumor, in regionalen Lymphknoten, Metastasen oder auch im
Serum detektiert werden [221]. Die im Rahmen dieser Arbeit beobachtete CCL5-Induktion in
Fibroblasten spiegelt eventuell eine im Tumorgewebe ablaufende Reaktion wider. Passend
dazu konnte CCL5-Expression in CAF aus ESCC, Ovarialkarzinomen und NSCLC
nachgewiesen werden [177, 222, 223]. Auch im murinen Magenkarzinommodell exprimieren
die aus dem Knochenmark zum Tumor rekrutierten mesenchymalen Zellen CCL5 und im
murinen Mammakarzinommodell stammt CCL5 aus CAF [224, 225]. Ahnlich wie in dem hier
gezeigten Modell kann die Ko-Kultur mit Ovarialkarzinomzellen CCL5-mRNA-Expression in
normalen Fibroblasten induzieren. miR-214 ist an dieser Regulation beteiligt [222]. Auch in
mesenchymalen stromalen Zellen konnte Osteopontin aus MDA-MB-231-Brustkrebszellen
nach 12-24 Stunden in Ko-Kultur CCL5-Expression induzieren [226]. Osteopontin ist wie HA
ein negativ geladenes Molekil der EZM, das auch Gber CD44 seine Effekte vermitteln kann
[227].
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In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Regulation der Cc/5-mRNA-Expression in
CAF, nicht aber in normalen Hautfibroblasten, von der HA-Synthese abhangig war. Durch 4-
MU-Behandlung war die Ccl/5-mRNA-Expression in Ko-Kulturen im Vergleich zur
Kontrollbehandlung reduziert. Dass HA CCL5 induzieren kann, wurde fir niedermolekulare
HA in Makrophagen gezeigt [56]. Aulierdem zeigen mit 4-MU behandelte Mause gegentiber
der Kontrollbehandlung verminderte Cc/5-mRNA-Expression im linken Ventrikel nach
Myokardinfarkt [228]. Die Modulation kénnte tiber HA-Rezeptoren CD44, RHAMM oder TRL2
und -4 erfolgen. Fir TLR2 und -4 ist bekannt, dass sie CCL5 regulieren kdénnen, denn in
TLR2-, TLR4- und TLR2/4-knockout-Mausen wurde in Keratinozyten weniger CCL5
gefunden [229]. Die Expression dieser Rezeptoren wurde in humanen Hautfibroblasten auf
mRNA-Ebene nachgewiesen [230]. Auch CD44 konnte eine Rolle spielen. In kardialen
Fibroblasten konnte IL-6-Stimulation sowohl Has7- und Has2- als auch Ccl/5-mRNA
induzieren. Nach CD44-knockdown war die Ccl/5-mRNA-Expression allerdings nicht mehr
signifikant induziert [231].

CCL5-vermittelte Effekte werden durch Bindung an CCR1, CCR3 und hauptsachlich CCR5
induziert [221]. AuRerdem kann CCL5 an Glucosaminoglykan-Seitenketten von CD44 binden
und so zu einer ERK1/2-Aktivierung fuhren [232]. Vor dem Hintergrund, dass in der hier
gezeigten Ko-Kultur sowohl CCL5 als auch HA verstarkt exprimiert wurden, ware interessant,
ob sich die beiden Bindungspartner an CD44 gegenseitig verstarken wirden. Eine
gleichsinnige Regulation von Chemokinen und HA kann zu starkeren Effekten fihren. In der
CXCR4-positiven Hepatomzelllinie etwa, fuhrte CXCL12-Behandlung zur Induktion der
Migration, die mit hochmolekularer HA noch verstarkt werden konnte, mit HA-
Oligosacchariden, die an HA-Rezeptoren antagonistisch wirken, aber gehemmt wurde.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Chemokinrezeptor CXCR4 mit CD44 interagiert
[233].

Auch hinsichtlich der Rekrutierung und Aktivierung von Immunzellen kdnnte ein
synergistischer Effekt von CCL5 und HA auftreten. Insbesondere kénnen T-Lymphozyten
und Monozyten durch CCL5 in den Tumor rekrutiert werden [221]. CAF-Zellkulturiiberstande
konnten die Chemotaxis von T-Zellen [225] bzw. von tumor-infiltrierenden Th17-Zellen
induzieren, die durch neutralisierende CCL5-Antikdrper reduziert werden konnte [234]. Durch
HA kénnen zum Beispiel Makrophagen rekrutiert [235] und ihre Zyto- und
Chemokinexpression induziert werden [55-57]. Im murinen Tumormodell ist HAS2 aus
Fibroblasten flr eine erhéhte Zahl an TAM verantwortlich [13]. In humanen Brustkrebs-
Proben konnte eine Korrelation der HA-Menge und der Anzahl TAM gezeigt werden [236].

Die Behandlung mit niedermolekularer HA erhéht die Zahl CD3+ Lymphozyten im murinen
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Tumor [237]. HA kann auch die Aktivierung der T-Zellen férdern [55]. Dartiber hinaus hat HA
einen Einfluss auf die Funktion von Treg [238, 239]. Zudem kann HA Kabel-ahnliche
Strukturen annehmen, die in der Lage sind, Leukozyten Uber CD44 zu binden [18]. Sollten
diese Eigenschaften im Tumorgewebe vorliegen, kénnten die durch CCL5 in den Tumor

rekrutierten Leukozyten durch die Form der HA dort besser adharieren.

Von CCL5 sind vor allem tumorférdernde Eigenschaften beschrieben. In einem in vivo-
Kolonkarzinommodell reduzierten CCL5- und CCR5-knockdown in immunkompetenten
Mausen das Tumorwachstum mit gleichzeitig verminderter Treg-Infiltration und reduzierter
CD8+ T-Zell-Apoptose [240]. In einem in vivo-Magenkarzinommodell wurde die
Uberlebensrate der Ma&use durch anti-CCL5-Antikérperbehandlung verlangert und
Magenkarzinomzellen, die mit CCL5 vorbehandelt wurden, induzieren durch direkten Zell-
Zell-Kontakt die Apoptose von CD8+ T-Zellen [241]. Interessanterweise flihrte RNA-
Interferenz mit CCL5 in Brustkrebszellen in einem in vivo-Modell nicht zu erhdhtem
Tumorwachstum oder Metastasierung [242], wahrend ein kompletter CCL5-knockout zu
geringerem Tumordurchmesser und weniger Lungenmetastasen fihrte. In diesen CCL5-
knockout-Mausen konnten weniger Treg im Tumor detektiert werden, keinen Unterschied
gab es zwischen Wildtyp- und knockout-Mausen bezlglich der Zahl der TAM. AuRerdem
zeigte sich ein veranderter MDSC-Phanotyp von unreiferem Charakter mit reduzierter
Fahigkeit, T-Zell-Proliferation zu hemmen [243]. In einem anderen murinen Modell war
hingegen CCL5-Uberexpression im Tumor mit reduziertem Tumorwachstum und NK, CD4+
und CD8+ T-Zell-Infiltration verbunden [244].

Neben den chemotaktischen Eigenschaften wurden auch direkte Effekte von CCL5 auf
Tumorzellen beschrieben. Die durch Ko-Kultur mit Ovarialkarzinomzellen induzierten CAF
konnten Zellen zweier Ovarialkarzinomzelllinien in vitro anlocken. Dies wurde durch einen
CCL5-Antikorper vermindert [222]. Der CCL5-Rezeptor CCR5 wird in Postatakarzinomzellen,
Magenkarzinomzellen und Melanomzellen exprimiert. In Brustkrebszelllinien kann er in einer
Subpopulation gefunden werden, die durch erhdhte Migration und Invasivitat charakterisiert
ist. Genauso waren nur in CD113+ Ovarialkarzinom-Stammzellen CCL5 und die Rezeptoren
CCRH1, -3 und -5 exprimiert, die zu den invasiven Eigenschaften dieser Zellen beitrugen
[221]. Auch die Stimulation mit durch MSC produziertem CCL5 kann die Brustkrebszell-
Invasion und Metastasierung fordern [10]. In Prostata-, Magen- und Kolonkarzinomzellen
stimuliert CCL5 die Proliferation. Ebenfalls sind die Invasion und Migration der Tumorzellen
durch CCL5 erhoéht [221]. In KYSE-410-Zellen konnte hier keine durchgehende CCR5- und
CCR3-mRNA-Expression durch qPCR detektiert werden. Nur CCR71-mRNA wurde in allen

Proben exprimiert, aber nicht durch die Ko-Kultur reguliert. Direkte Effekte des durch
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Fibroblasten in Ko-Kultur sezernierten CCL5 auf die KYSE-410-Zellen sind somit
unwahrscheinlich. Zumindest die Proliferation und Migration der KYSE-410-Zellen waren

unter Ko-Kulturbedingungen mit CAF bzw. SF nicht verandert.

Sollte analog zu den in vitro-Befunden in Tumoren die Ccl5-Genexpression durch 4-MU-
Behandlung vermindert sein, ware dies ein moglicher weiterer Mechanismus tber den 4-MU

anti-Tumor-Aktivitat vermitteln konnte.

4.2.3.2 Reduktion von CCL11

Die Ko-Kultur mit KYSE-410-Zellen fuhrte in den Fibroblasten zu einer verminderten Ccl11-
Genexpression. Auch indirekte Ko-Kultur mit kolorektalen Adenokarzinomzellen fiihrte nach
5 Tagen zur Reduktion der CCL11-Expression in normalen Fibroblasten. Au’erdem war
CCL11 in gesunder Kolonmukosa starker exprimiert als im Tumor [211]. Hingegen wird die
CCL11-Expression in normalen dermalen Fibroblasten durch Ko-Kultur mit Hodgkin-Zelllinien
induziert [245].

Uber eine mdgliche Rolle von CCL11 im Tumorgeschehen ist nur wenig bekannt. Im Serum
von Patienten mit Prostata-, Brust-, Pankreas-, Magen und Kolonkarzinom ist die CCL11-
Konzentration im Vergleich zu Gesunden signifikant erhoht, in Patienten mit Ovarial- und
Endometriumkarzinom dagegen signifikant erniedrigt [246-248]. CCL11 vermittelt vor allem
Uber CCR3 Effekte. Es initiiert die Chemotaxis von Eosinophilen, aber auch von Basophilen
und Th2-Lymphozyten [249, 250].

Fir CCL11 wurden sowohl tumorférdernde als auch tumorinhibierende Eigenschaften
beschrieben. Es kann die Proliferation, Migration bzw. Invasion von Ovarialkarzinomzellen
stimulieren, vermutlich Uber eine Aktivierung von ERK1/2, MEK1 und STAT3 [247].
AuRerdem kénnte CCL11 Uber die Chemotaxis von Endothelzellen die Angiogenese férdern
[251].

Tumorinhibierende Eigenschaften von CCL11 wurden in CCL11-knockout BALB/c—-Mausen
beschrieben, die gegenliber Wildtyp-Mausen ein signifikant starkeres 3-Methylcholanthren-
induziertes Fibrosarkomwachstum aufzeigten und Eosinophile, die durch CCL11 rekrutiert
werden kdnnen, induzierten den Tod von Fibrosarkomzellen in vitro [252]. In einem murinen
Modell mit CCL11-UOberexprimierenden hepatozelluldren Karzinomzellen war das
Tumorwachstum initial vergleichbar mit der Kontrolle, fihrte aber zu einem reduzierten
Wachstum ab etwa der 3. Woche. Es konnte aulRerdem gezeigt werden, dass LPS-aktivierte

Eosinophile den Zelltod von hepatozellularen Karzinomzellen herbeifilhren kénnen [253].
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CCL11 wurde aulBerdem fir die Th2-Zell-vermittelte Reduktion von Lungenmetastasen von

Melanomzellen im murinen Modell benétigt [254].

In dem hier prasentierten Modell steht wahrscheinlich nicht der direkte Effekt von CCL11 auf
KYSE-410-Zellen im Vordergrund, da CCR3, wie bereits erwahnt, nicht durchgehend
exprimiert vorlag. In humanen Lungenfibroblasten ist CCR3 exprimiert, iber den CCL11 zu
verstarkter Fibroblasten-Migration, nicht aber zu einer Induktion des Myofibroblasten-
Phanotyps fiuhrte [255]. Es ist denkbar, dass die Bedeutung der beobachteten CCL11-
Modulation erst in einem in vivo-Tumormodell deutlich wird, in dem deutlich mehr Zelltypen

als nur Fibroblasten und Tumorzellen das Tumorgeschehen beeinflussen.

4.2.4 Limitierung und Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit beobachtete Induktion der Has2 in Fibroblasten in Ko-Kultur mit
KYSE-410-Zellen beschrankte sich auf eine Verdopplung der Has2-mRNA. Aufgrund nicht
verfugbarer speziesspezifischer Antikdrper zufriedenstellender Qualitat konnte das HAS2-
Protein nicht quantifiziert werden. Allerdings legt eine hohe HA-Konzentration im Medium
nahe, dass vermutlich vermehrt aktives HAS-Enzym vorlag. Durch die Verwendung zweier
unterschiedlicher Spezies (murine Fibroblasten, humane KYSE-410-Zellen) konnten
mdgliche Interaktionseffekte dadurch verloren gegangen sein, dass nicht genigend
speziesibergreifende Aktivitaten von Mediatoren wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren
bestanden. Die Hautfibroblasten wurden als ein Modell lokaler Gewebsfibroblasten
verwendet, die ggf. durch initialen Kontakt zu Karzinomzellen ihren Phanotyp andern. Sie
wurden aus der murinen Haut und nicht aus dem Osophagus isoliert, um sie bestmdglich mit
den CAF aus subkutanen Xenografttumoren vergleichen zu kénnen. Dennoch kénnten sich
CAF und normale Fibroblasten aus dem Osophagus anders verhalten. Da die Induktion der
Has2 nur in direkter Ko-Kultur beobachtet werden konnte, mussten die Experimente so
konzipiert werden, dass die Analyse zelltypspezifisch erfolgen konnte. Dadurch war das
Methodenspektrum eingeschrankt. Aulerdem handelt es sich bei den geschilderten
Ergebnissen um in vitro-Befunde, die sich auf zwei der vielfaltigen Zelltypen im
Tumorgeschehen beschrankten. Es bleibt offen, ob die gefundenen Prozesse tatsachlich in
vivo ablaufen und welchen Einfluss sie auf das Tumorgeschehen haben. Die vorliegende
Arbeit bildet aber eine Grundlage, um in nachfolgenden in vivo-Untersuchungen gezielt die

Messergebnisse zu Uberprifen.

Zukunftige Untersuchungen koénnten kléren, ob tatsachlich kanonische Wnt-
Signaltransduktion, an deren Ende die Transkriptionsregulation durch LEF1 steht, fur die

beobachtete Has2-Induktion verantwortlich ist und welcher Zelltyp Wnt-Proteine in Ko-Kultur
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bildet. Die tatsachliche Rolle der Fibroblasten-Has2 ist sicherlich in einem murinen Has2-
knockdown-Modell deutlicher, in dem auch mdgliche Effekte auf Immunzellen detektiert
werden kénnten. Ob dann auch eine Regulation der Chemokine vorliegt, misste Uberprift
werden. Interessant ware auch, aufzuklaren, wie sich die gegenlaufige Regulation von CCL5
und CCL11 auf das Immunzellprofil im Tumor auswirkt und welche Folgen das fir die

Tumorprogression hat.
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4.3 Kombinationsbehandlung von KYSE-410-Zellen mit Erlotinib
und 4-Methylumbelliferon

4.3.1 Wirksamkeit von Erlotinib in KYSE-410-Zellen

Erlotinib (Tarceva®) war erstmalig im Jahr 2005 zur Therapie des NSCLC verfiigbar.
Besonders deutlich profitierten in den Studien Patienten mit NSCLC, bei denen aktivierende
EGFR-Mutationen vorlagen. Bei diesen ist Erlotinib daher als Erst-Linien-Behandlung
zugelassen [132]. Die hier verwendeten KYSE-410-Zellen weisen gemal der Roche Cancer
Genome Database TP53 und KRAS-Mutationen auf, nicht aber EGFR-Mutationen [256]. Die
Wirkung von 1 uM Erlotinib war in KYSE-410-Zellen daher erwartungsgemaf nicht stark
ausgepragt. Allein die Zellzahl konnte durch Erlotinib nach 3 Tagen im Vergleich zur
Kontrolle signifikant reduziert werden und das Wachstum der MCTS war gegenuber der
Kontrolle verlangsamt. Alle anderen hier untersuchten Effekte, bezlglich des Einflusses auf
den Zellzyklus, auf die DNA-Synthese, die ERK-/AKT-Phosphorylierung und Migration
waren, wenn vorhanden, nur nicht-signifikante Trends. Eine gleichzeitige Behandlung mit 4-
MU flahrte allerdings stets zu signifikanten Unterschieden verglichen mit der Kontroll-
Behandlung. Fichter et al. berichten von der ESCC-Zelllinie OE-21, in der 1 uM Erlotinib zu
einer signifikanten, etwa 50%-igen Reduktion des Anteils der lebenden Zellen fiihrte [257].
Auch die Migration dieser Zellen war durch 1 pyM Erlotinib reduziert [258]. Es wurden im
Gegensatz zu den hier dargestellten Ergebnissen auch apoptotische Prozesse beobachtet
und insbesondere eine verminderte AKT-Phosphorylierung und nicht eine reduzierte ERK-
Phosphorylierung gemessen [257]. Hingegen konnten in KYSE-30, -70 und -140-Zellen auch
verschiedene Erlotinib-Konzentrationen von bis zu 25 uM keine Apoptose induzieren [259].
In den hier untersuchten KYSE-410-Zellen wurde eine PARP-Spaltung als Zeichen von

Apoptose unter Serumentzug und einer Erlotinibkonzentration von 10 uM beobachtet.

4.3.2 Wirksamkeit von 4-Methylumbelliferon und Hemmung des
Hyaluronsaure-Signalwegs in KYSE-410-Zellen

Bei der vorliegenden Untersuchung in KYSE-410-Zellen, zeigte die Behandlung mit 300 uM
4-MU keine stark ausgepragten Effekte. Signifikant reduzierte es die Zellzahl nach 3 Tagen,
das Wachstum von MCTS und die ERK-Phosphorylierung in der 3D-Zellkultur. Si RNA
gerichtet gegen die HA-Rezeptoren CD44 und RHAMM zeigten nicht-signifikante Trends zu
reduzierter Zellzahl. Dies deutet darauf hin, dass der durch HA stimulierte Effekt Gber
mehrere Signalwege vermittelt wird, und gegebenenfalls Gegenregulationsmechanismen
beim Ausschalten eines Signalwegs greifen. Weiterhin konnten nicht-signifikante Trends zu

einem erhéhten Anteil an Zellen in der GO/G1-Phase und einem erniedrigten Anteil in der S-
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Phase, sowie geringerer DNA-Synthese und erniedrigter Migrationsgeschwindigkeit unter
Behandlung mit 4-MU detektiert werden. In der ESCC-Zelllinie OSC1 fuhrte 4-MU zu
signifikant reduziertem °[H]-Thymidin-Einbau und reduziertem Phospho-ERK. Auch die
Migration war signifikant verringert [117]. Neben OSC1-Zellen verminderte 4-MU auch die
Migration in Osteosarkom- [118], Prostatakarzinom- [51] und Brustkrebszellen [260]. 4-MU
hemmte aullerdem auch die AKT-Phosphorylierung [51, 118, 119, 257], welches unter den
beschriebenen Bedinungen in KYSE-410-Zellen nicht beobachtet werden konnte.
Offensichtlich war die HA-Synthese der HAS2 flir anti-apoptotische Signale nétig, denn si
HAS2 induzierte die PARP-Spaltung. In J82 Blasentumorzellen, flhrte si HAS3 zu erhéhter
PARP-Spaltung [206]. Und in anderen Zellen wies 4-MU pro-apoptotische Effekte auf [51,
119]. Dies stimmt mit Befunden Uberein, dass HA pro-proliferative und pro-migratorische
Phanotypen induziert und fir das Uberleben der Zellen wichtig ist [26, 35, 174, 261]. In den
hier vorgestellten Experimenten konnten solch deutliche Effekte teilweise erst unter

Kombination mit Erlotinib erreicht werden.

Interessanterweise scheint in KYSE-410-Zellen der HA-Synthese-hemmende Effekt von 4-
MU auf die ERK-Phosphorylierung besonders im 3D-Zellkultur-System deutlich zu werden.
Hier war unter 4-MU-Behandlung signifikant weniger ERK phosphoryliert. In der 2D-Kultur
konnte dieser Effekt allerdings nicht durchgehend beobachtet werden. Das 3D-Arrangement
von HA scheint fur aktivierende Signale in KYSE-410-Zellen von grof3er Bedeutung zu sein.
Betrachtet man die Einflisse der beiden untersuchten HA-Rezeptoren RHAMM und CD44,
so war die Kombination von si CD44 und Erlotinib der reinen Erlotinib-Behandlung
gegenuiber Uberlegen, wahrend si RHAMM plus Erlotinib gegeniliber Erlotinib allein nicht die
Zellzahl weiter reduzierte. Auch im Hinblick auf die Apoptose bewirkte si CD44 einen nicht-
signifikanten Trend hin zu mehr Apoptose in Kombination mit Erlotinib. Dagegen zeigte si
RHAMM diesen Trend nicht. Knockdown von sowohl CD44 als auch RHAMM fihrten in
OSC1-Zellen zu verminderter Migration, DNA-Synthese, ERK- und AKT-Phosphorylierung.
Allerdings war die FAK-Spaltung besonders den Effekten von RHAMM und nicht denen von
CD44 zuzuordnen [117].

4.3.3 Mogliche Mechanismen der synergistischen Wirkung von 4-
Methylumbelliferon und Erlotinib

Wahrend 4-MU oder Erlotinib allein nicht durchgangig Effekte auf Wachstum und Migration
von KYSE-410-Zellen zeigten, konnte sich ihre Kombination stets signifikant von der
Kontroll-Behandlung unterscheiden. Im Hinblick auf die Beeinflussung der Zellzahl erwies
sich die Kombination als synergistisch, berechnet mit der Methode von Chou [152]. Flr
manche Zelllinien ist gezeigt, dass EGFR und CD44 interagieren und CD44 EGFR aktiviert
[262-265]. Folglich kdnnte eine gleichzeitige Hemmung von EGFR und CD44 eine verstarkte
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Hemmung EGFR-vermittelter Signaltransduktion bedeuten. AuRerdem kann CD44 noch mit
anderen Rezeptoren interagieren, wie PDGFR, c-Met, ErbB2 and TGFR1 oder
Zytoskletettproteinen wie Ankyrin oder Adapterproteinen oder GTPasen wie zum Beispiel
RhoA, Rac1 [105, 264]. Diese kénnten bei EGFR-Hemmung flr anhaltende pro-proliferative
und pro-migratorische Signaltransduktion verantwortlich sein. Eine Hemmung von CD44
wlrde dem entgegenwirken. Gleichzeitig wirde eine HA-Synthese-Hemmung durch 4-MU
nicht nur die Signaltransduktion Gber CD44 hemmen, sondern auch Uber andere HA-
Rezeptoren wie RHAMM. Damit waren mehrere Angriffspunkte blockiert und eine starkere

Inhibition ist zu erwarten.

4.3.4 Limitierung und Ausblick

Die Untersuchungen zum Synergismus der anti-proliferativen Wirkung von Erlotinib und 4-
MU wurden durch Zahlen der Zellen durchgefihrt. Dies ist eine einfache Methode, dennoch
kénnten Zellviabilitatstests wie der MTT-Test, bei dem der entstehende Farbstoff Formazan
quantifiziert wird, eine geringere Streuung aufweisen, sodass Effekte sogar noch deutlicher
erkennbar wirden. Bei diesem Testverfahren kdnnte man sowohl si RNA-Transfektion als
auch die Behandlung mit 4-MU parallel durchfihren, um gleichzeitig Effekte einer generellen
HA-Synthese-Hemmung und dem gezielten knockdown von Zielgenen des HA-Systems
vergleichen zu kénnen. Auch in den im dritten Teil der Arbeit durchgefihrten Experimenten
handelt es sich um Untersuchungen in vitro. Zur Bestatigung der Wirksamkeit in einem
komplexeren Zusammenhang sind daher in vivo-Experimente erforderlich. AulRerdem konnte
untersucht werden, ob 4-MU positive Effekte auf den Erhalt der Erlotinib-Sensitivitat hatte,
denn in NSCLC-Zellen reduzierte HA die EGFR-TKI-Sensitivitat [45]. Da KYSE-410-Zellen
keine aktivierende EGFR-Mutationen aufweisen, ware es interessant festzustellen, ob 4-MU
auch in Zellen mit diesen Mutationen, zum Beispiel in NSCLC Zellen, die anti-proliferativen
Effekte von Erlotinib verstarken konnte. Ebenso ware es flr einen mdglichen
therapeutischen Nutzen zu prifen, ob 4-MU neben Erlotinib und Sorafenib [51] auch andere
zur Tumortherapie zugelassene Kinase-Inhibitoren oder auch die Standardtherapie des
ESCC verstarken wirde. Zudem bleibt der genaue Mechanismus des Synergismus zwischen

HA-System und Erlotinib zu untersuchen.
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Maligne Tumore des Osophagus sind mit einer schlechten Prognose assoziiert, sodass es
von Interesse ist, neue therapeutische Ansatze zu identifizieren. Ein Eingriff in die Synthese
von Hyaluronsaure (HA) kdnnte zielflhrend sein, da diese in manchen Tumoren mit einem
verkiirzten Uberleben verbunden ist. Zudem wird die Tumorprogression in murinen Modellen
durch knockout von HA-Synthase (HAS)-Isoformen gehemmt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die von Adenokarzinomen des Osophagus exprimierte
kurze Splicevariante der HAS3 (HAS3b) im Hinblick auf eine Oligomerbildung und auf ihren
Einfluss auf die HA-Synthese untersucht. Im zweiten Teil wurde die Rolle der HA-Synthese
bei der Interaktion von Fibroblasten mit Plattenepithelkarzinomzellen des Osophagus, KYSE-
410-Zellen, analysiert. Der dritte Teil befasst sich mit der Wirkung der Kombination aus dem
HA-Synthese-Inhibitor 4-Methylumbelliferon (4-MU) und dem EGF-Rezeptor (EGFR)-
Tyrosinkinase-Inhibitor Erlotinib auf KYSE-410-Zellkulturen.

Es konnte gezeigt werden, dass HAS3b sowohl Homo- als auch Heterooligomere bildete.
HAS3b-Expression flihrte allein nicht zu einer erhdhten extrazellularen HA-Konzentration
und beeinflusste auch nicht die Syntheseleistung von HAS2 und HAS3a nach
Doppeltransfektion.

In direkter Ko-Kultur induzierten KYSE-410-Zellen die Expression von Has2-mRNA sowohl in
Hautfibroblasten (SF), als auch in tumorassoziierten Fibroblasten (CAF). Eine raumliche
Trennung der KYSE-410-Zellen sowie knockdown von LEF1 verhinderte die Has2-Induktion
in SF. In SF und CAF wurde zudem die mRNA-Expression des Chemokins Ccl/5 induziert
und Ccl11 reduziert. Eine Hemmung der HA-Synthese mit 4-MU erniedrigte die Ccl5- und
erhohte die Ccl11-mRNA-Expression in CAF-Ko-Kulturen. Aulerdem wurde in Ko-Kultur mit
SF durch Has2-knockdown vermindert a-Glattmuskelaktin gebildet; dies weist auf einen
weniger stark ausgepragten Myofibroblasten-Phanotyp hin.

4-MU und Erlotinib reduzierten synergistisch die KYSE-410-Zellzahl. Die Kombination fuhrte
neben der Reduktion der Proliferation zu verminderter Migrationsgeschwindigkeit der Zellen
und zu einem gehemmten Wachstum in 3D-Zellkultur. Es wurde auch eine verminderte ERK-
Phosphorylierung gemessen.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Aspekte zur Rolle von HA und HAS-
Isoformen im Osophaguskarzinom untersucht. Die Funktion der HAS3b liegt méglicherweise
aulerhalb einer Beeinflussung der Synthese extrazellularer HA. Has2 der Fibroblasten
moduliert den  Myofibroblasten-Phanotyp und unter Umstanden auch die
Tumorimmunantwort zusammen mit ebenfalls regulieten Chemokinen. Ein neuer
Therapieansatz fiir das Osophaguskarzinom kénnte aus der Kombination des HA-Synthese-

Hemmers 4-MU, mit der Inhibition des EGFR, zum Beispiel durch Erlotinib, bestehen.
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Patients with esophageal cancer have a very poor survival. Hence, there is a demand for
new treatment options. Interfering with hyaluronan (HA) synthesis is a promising approach as
HA is associated with a poor prognosis in various tumours, and knockdown of HA synthase
(HAS) isoforms reportedly inhibits tumour progression in mice.

The aim of this thesis was to investigate the role of HA in the context of esophageal
carcinoma. In the first part of the thesis, it was examined if the short splice variant of HAS3
(HAS3b) that was found in esophageal adenocarcinoma formed oligomers and whether
oligomerisation interfered with HA synthesis by other HAS isoforms. The second part deals
with the role of HA in the interaction of an esophageal squamous cell carcinoma cell line
(KYSE-410) and fibroblasts. Finally, the impact of combined inhibition of HA-synthesis by 4-
methylumbelliferone (4-MU) and inhibition of the EGF receptor (EGFR) tyrosine kinase by
erlotinib was evaluated in vitro.

In transfected cells, HAS3b formed homooligomers and heterooligomers with HAS1, HAS2
and HAS3a. Overexpression of HAS3b did not result in an increased amount of extracellular
HA and did not affect HA production by HAS2 and HAS3a in double-transfected cells.

Direct co-culture with KYSE-410 induced Has2 mRNA expression in both skin fibroblasts
(SF) and cancer associated fibroblasts (CAF). In SF, Has2 was no longer induced in indirect
co-cultures or when Lef1 expression was reduced by si RNA. Additionally, Cc/5 mRNA was
increased and Cc/17 mRNA was decreased in SF and CAF in co-culture with KYSE-410. In
co-cultures of CAF with KYSE-410, 4-MU treatment reduced Cc/5 and increased Ccl11
mRNA expression. Furthermore, Has2 knockdown in SF reduced the expression of the
myofibroblast marker a smooth muscle actin in co-cultures of SF and KYSE-410.

In KYSE-410 monocultures, the combination of erlotinib and 4-MU synergistically reduced
the number of cells. This could be attributed to reduced proliferation. In addition, cell
migration and the growth of multicellular tumour spheroids in 3D cell-culture were decreased
by erlotinib and 4-MU. Furthermore, the combination effectively reduced ERK
phosphorylation.

In this thesis, the possible roles of HA synthesis and HAS isoforms in esophageal carcinoma
were investigated. The contribution of HAS3b remains to be elucidated as it did not interfere
with extracellular HA synthesis. Has2 expressed by fibroblasts is important for a
myofibroblast phenotype and in combination with the chemokines that are regulated in co-
culture it may have an impact on the tumour immune response. Inhibition of both HA
synthesis by 4-MU and EGFR by erlotinib may be a promising treatment option for

esophageal carcinoma.
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Tabelle 3. Hyaluronsauresynthase-lsoformen, -Transkirptionvarianten und antisense-RNA

ENNS"‘ET:BL ENSEMBL-ID Name NCBI NCBI-ID Pl'r:r:;':
HAS1-001* ENST00000540069 HAS1 transcript variant 2, isoform 2 ~ NM_001297436 577 aa
HAS1-005 ENST00000222115 HAS1 transcript variant 1, isoform 1 NM_001523 578 aa
HAS1-002 ENST00000601714 585 aa
HAS1-003 ENST00000594621 214 aa
HAS1-004 ENST00000601667 140 aa
Has1-201 ENSMUST00000003762 Has1 NM_008215 583 aa

uncharacterized LOC102640970
/ (LOC102640970), transcript variant XR 385438 /
X2, ncRNA
HAS2-001* ENST00000303924 HAS2 NM_005328 552 aa
HAS2-AS1-001 ENST00000514180 HAS?2 antisense RNA 1 (HAS2-AS1) NR_002835 antisense
HAS2-AS1-004 ENST00000522197 antisense
HAS2-AS1-002 ENST00000518865 antisense
HAS2-AS1-003 ENST00000520043 antisense
Has2-001* ENSMUST00000050544 Has2 NM_008216 552 aa

Has20s-003 ENSMUST00000166290
Has20s-002 ENSMUSTO00000163314

Has20s-001 ENSMUSTO00000125401

Has20s-004 ENSMUST00000165880
I ———

HAS2, opposite strand (Has2os), long

non-coding RNA NR_002874 /

HAS3-003* ENST00000569188 HASS, transcript variant 3, isoforma NM_001199280 553 aa
HAS3-001* ENST00000306560 HASS3, transcript variant 1, isoform a NM_005329 553 aa
HAS3-002* ENST00000219322 HASS3, transcript variant 2, isoform b NM_138612 281 aa
HAS3-004 ENST00000566118 264 aa
HAS3-005 ENST00000568321 /
/ predicted HAS3, transcript variant X2 XM_005255920 553 aa
/ predicted HASS3, transcript variant X3 XM_005255921 553 aa
Has3-001* ENSMUST00000034385 Has3 NM_008217 554 aa
Has3-002 ENSMUST00000176144 554 aa
Has3-003 ENSMUSTO00000175987 258 aa
/ predicted Has3, transcript variant X3 XM_006530701 554 aa
/ predicted Has3, transcript variant X1 XM_006530699 554 aa
/ predicted Has3, transcript variant X2 XM_006530700 554 aa

* Transkript identisch bei der automatischen Annotation von Ensembl und der manuellen von
VEGA/Havana und kann daher als stabil betrachtet werden.

aa: Aminosauren

Die Tabelle basiert auf Angaben der Datenbanken Ensembl [97] und NCBI Gene Database [94].
Humane Gene sind mit weilRem Hintergrund unterlegt, murine mit grauem.

120



Tabelle 4. Erlotinib in der Therap
Studien-typ

Artikel

Appendix

ie des Osophaguskarzinoms.

Patienten-

Intervention

Ergebnis

Unerwiinschte EGFR Status

Autor, Jahr
Bendell, 2012
[133]

Phase I,
unverblindet,
multizentrisch

62

merkmale

58 EAC

4 ESCC

Ohne
Vorbehandlung

Erlotinib 100 mg/Tag Paclitaxel
(200 mg/m?), Carboplatin (AUC 5,0)
Bevacizumab (15 mg/kg)

5-FU (225 mg/m?)

Radiotherapie 45 Gy

CR: 18/62
PR: 22/62
0S:30,2m
PFS: 28,6 m

Ereignisse

>Grad 2 %
40 Leukozytopenie

27 Neutropenie

26 Mucositis/Stomatitis
19 Dehydratation

17 Diarrhoe

17 Esophagitis

10 Anorexie

9 Fatigue

9 Rash

7 fiebrige Neutropenie
5 Thrombozytopenie
4 Anamie

4 Nausea/Erbrechen
4 Thrombus/Embolie
3 Gl Blutungen

2 Wundkomplikation

1 Periphere arterielle
Ischamie

1 Synkope

1 Abdominale
Eviszeration

Dobelbower,
2006
[266]

Phase |

11

8 EAC
3 ESCC

Erlotinib 50, 100, 150 mg/Tag
Radiotherapie: 50,4 Gy
Cisplatin (75 mg/m?)

5-FU (1000 mg/m?/24 h)

%

11 Esophagitis %
10 Anamie

9 Leukozytopenie

9 Nausea

9 Fatigue

7 Thrombozytopenie
7 Gewichtsverlust

6 Rash

4 Erbrechen

4 Diarrhoe

3 Dehydratation

Dragovich,
2006
[134]

Phase Il
unverblindet,
multizentrisch

43

43 EAC

Erlotinib 150 mg/Tag

CR: 1/43
PR: 3/43
SD: 5/43
0S:6,7m
TTF2m

37 Rash

25 Diarrhoe
22 Fatigue
10 Erbrechen
9 Pruritus

86% EGFR positive

0 EGFR Mutationen in
Exons 18,19,21

0 EGFR
Amplifikationen
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Artikel Studien-typ Pat. Patienten-merkmale

(Autor, Zahl

Appendix

Intervention

Ergebnis

Unerwiinschte
Ereignisse

EGFR Status

lison, Phase I, 30 17 EAC Erlotinib CR: 2/30 total 23 Rash 24/30 OE EGFR
2011 unizentrisch 13 ESCC 150 mg/Tag 2/13 ESCC 4 Diarrhoe 12/17 EAC OE EGFR
[149] 0/17 EAC 12/13 ESCC OE EGFR
SD: 15/30 Keine signifikante Korrelation von der
713 ESCC Hohe der EGFR Expression und
8/17 EAC Ansprechen der Therapie
TTP: 3,3 m ESCC 0/5 EGFR Mutationen in Exons 18,19,21
1,6 m EAC
OsS:
10,3 m total
8,2mESCC
11,2m EAC
lyer, Phase I 17 16 EAC Erlotinib CR: 2/9 16 Fatigue 4 EGFR Amplifikationen
2013 unverblindet, 1 ESCC 150 mg/Tag, PR: 3/9 13 Rash 12 EGFR negativ/ niedrige Kopienzahl
[148] multizentrisch Ohne Vorbehandlung  Radiotherapie 0S:7,3m 11 Diarrhoe PFS/OS von Patienten mit EGFR
> 65 Jahre 50,.4 Gy geschétze PFS: 10 Lymphopenie Amplifikation: 22,3 m (beides)
Platinbasierte 4,5m 7 Anorexie PFS/OS von Patienten ohne
Therapie nicht 1-Jahres 6 Dehydratation Amplifikation: 4,2 m / 6,4 m
moglich Uberlebensrate: n<5 Andere Der Unterschied ist nicht signifikant.
29%
Li, 2010 Phase Il 24 24 ESCC Erlotinib CR: 11/24 24 Leukozytopenie %
[135] 150 mg/Tag PR: 11/24 24 Erbrechen
Paclitaxel 2-Jahres 24 Esophagitis
135 mg/m? Uberlebensrate: 21 Alopezie
Cisplatin 70,1% 21 Rash
20 mg/m2 13 Tracheitis
Radiotherapie 8 Anamie
60 Gy 7 Thrombozytopenie
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Artikel Studien-typ Patienten- Intervention Ergebnis Unerwiinschte EGFR Status
(Autor, merkmale Ereignisse
Wainberg, Phase Il 38 38 EAC Erlotinib 150 mg/Ta% CR: 2/33 >Grad 2 0/36 EGFR Mutationen
2011 [146] unverblindet, Oxaliplatin 85 mg/m*, 5-FU PR: 15/33 9 Diarrhoe 3/36 EGFR Amplifikation
multizentrisch 400 mg/m? bzw. 2400mg/m?,  SD: 11/33 5 Anorexie EGFR Status hat keinen
Leucovorin 400 mg/m2 OS:11m 5 Neutropenie Vorhersagewert von PFS oder OS.
PFS:55m 4 Nausea/Erbrechen
4 Fatigue
3 Rash
3 Periphere
Neurophathie
1 fiebrige
Neutropenie
Zhai Y, Phase Il 18 18 ESCC Erlotinib 150 mg/Tag CR: 2/18 >Grad 2 5/6 hohe EGFR Expression
2012, Radiotherapie 60 Gy PR: 11/18 5 Esophagitis Zu wenige Patienten, um EGFR mit
[150] SD: 5/18 2 Rash Behandlungsergebnissen zu
Median OS: 21,1 m korrelieren.
PFS: 12 m
2-Jahres
Uberlebensrate
44,4%

EAC: Adenokarzinom des Oesophagus, inkl. Oesophagogastraler Ubergang
ESCC: Plattenepithelkarzinom des Oesophagus

5-FU: 5-Fluorouracil

CR: vollstandiges Ansprechen (complete response)

OE: Uberexpression (overexpression)

OS: Gesamtuberleben (overall survival)

PFS: Progressionsfreies Uberleben (progression free survival)

PR: partielles Ansprechen (partial response)

SD: stabile Erkrankung (stable disease)
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Tabelle 5. Zusammensetzung der Nahrmedien in der Zellkultur.
Fibroblasten- 1% Penicillin-Streptomycin (P/S) (10 000 U/ml)
Medium 1% MEM Non-Essential Amino Acids Solution
20% FCS
In DMEM high glucose
alles von Gibco®, Life Technologies™, Paisley, UK
Tumorzell- 1%P/S
Medium 10% FCS
In Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 RPMI GLUTAMAX | Medium
alles von Gibco® Life Technologies™
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Abbildung 33. Plasmide codierend fiir EGFP- und mCherry- HAS3b-Fusionsproteine.
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Tabelle 6. Verwendente si RNA.

Bestellnr.
Bezeichnung Ziel-mRNA (RefSeq NCBI)
(Qiagen, Hilden)
Mm_Bsg 3
FlexiTube NM_001077184, NM_009768 S100187376
siRNA
Mm_Lef1 5
FlexiTube NM_010703, NM_001276402, NM_001276403 S102713025
siRNA
. _________________________________________________________________________________________________________________________________________|
Hs_BSG_1
- - NM_001728, NM_198589, NM_198590,
FlexiTube S100313733
NM_198591
siRNA
Hs_CD44_5 NM_000610, NM_001001389, NM_001001390,
FlexiTube NM_001001391, NM_001202555, NM_001202556, S100299705
siRNA NM_001202557
Hs_HAS2 4
FlexiTube NM_005328, XM_001128807 S100075831
siRNA
Hs_HAS3 2
FlexiTube NM_001199280, NM_005329, NM_138612 S100433895
siRNA
Hs_HMMR_5
- - NM_001142556, NM_001142557, NM_012484,
FlexiTube S102653196
NM_012485
siRNA
I ———

AllStars
Negative control / S103650318
SiRNA
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Tabelle 7. Zusammensetzung

Appendix

der Gele fiir die Western-Blot-Anal

Sammelael Trennael Fir 4 8% Fiir 4 10% Fir 4 12%
g 9 Gele (ml) Gele (ml) Gele (ml)

Wasser 13 Wasser 15,9 14,4 13
Rotiphorese® Rotiphorese®
Gel 40 225 | Gel 40 6 7.5 "
1.0 M Tris 1.5 M Tris
pH = 6.8 225 | H=838 75 75 75
10 % SDS 0,18 10 % SDS 0,3 0,3 0,3
Temed 0,02 Temed 0,03 0,03 0,03
10 % APS 0,18 10 % APS 0,3 0,3 0,3
Rotiphorese® Gebrauchsfertige, gasstabilisierte, wassrige 40% Acrylamid-, Bisacrylamid-
Gel 40 Stammlésung im Verhaltnis 37,5:1, Carl Roth GmBH, Karlsruhe
TEMED N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin, Sigma Aldrich, St. Louis
APS Ammonium peroxodisulfat, Sigma Aldrich, St. Louis
SDS Natriumdodecylsulfat/ Natriumlaurylsulfat, Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Tris 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol, Trizma® base, Sigma Aldrich, St.

Louis

Tabelle 8. Zusammensetzung der Lysepuffer.
Bezeichnung Zusammensetzung

zweifach Lysepuffer

125 mM Tris

20% Glycerol

4% SDS

100 mM Dithiothreitol
100 mM Natriumfluorid,
1ug/ml Leupeptin,
1ug/ml Aprotinin
Bromphenol-Blau

pH =6,8

Triton X-100 Lysepuffer

137,5 mM NacCl

50 mM Tris

10% Glycerol

0.5% Triton X-100

1 mM NazVO,

50 mM NaF

5 mM EDTA

Protease-Inhibitor-Cocktail (Sigma Aldrich)
pH=7,5
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Tabelle 9. Primarantikorper.

Appendix

Bezeichnung Bestellnr. Firma Anwendung

AKT Antikérper (Kaninchen) 9272 ?:ghsr:groa;';@% WB

Phospho-AKT Antikdrper Cell signaling

(Kaninchen) Sl Technology® s

_— . WB, ICC,

aSMA Antikdrper (Kaninchen) ab5694 Abcam® IHC

B-Catenin (6B3) Antikorper Cell signaling

(Kaninchen) e Technology® e
-Tubulin | Antikérper (Maus igma-Aldric

B-Tubulin I Antikd (Maus) T7816 Si Aldrich WB

DDK, OctA (D-8) Antikorper (Ziege) ~ sc-807G ggt‘iﬁgfo 9y, Inc IP, WB

EYFP, Living Colors® A.v. (JL-8) Clontech

Antikorper (Maus) 632381 Laboratories, Inc. WB

Hamagglutinin (12CA5) Antikérper Roche Diagnostics

(Maus) IEEnle Corporation WiE

HAS3b (HAS3V2B) Antikorper SQ10AK057/8 Squarix GmbH WB

(Kaninchen)

Keratin K18 (CK-18) Antikorper ) Progen Biotechnik

(Meerschweinchen) ClEeIKiE GmbH e, 7l

p44/42 MAPK (ERK1/2) Antikdrper 9102 Cell signaling WB

(Kaninchen) Technology®

Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) 9101 Cell signaling WB

Antikdrper (Kaninchen) Technology®

PARP Antikérper (Kaninchen) 9542 %ghsr:groag:?cg WB

Tabelle 10. Sekundarantikorper.

Bezeichnung

Bestellnr.

Firma

Anwendung

Anti-Mouse IRDye® 680LT (Ziege) 926-32210 'E-;'.‘CO.R® WB
losclences

Anti-Mouse IRDye® 800CW (Ziege) 926-68020 'é'.'CO.R® WB
losclences

Anti-Rabbit IRDye® 680RD (Ziege) 926-68071 'E-;'.‘CO.R® WB
l0osclences

Anti-Rabbit IRDye® 800CW (Ziege) 926-32211 'é'.'CO.R® WB
losclences

Alexa Fluor 568 Anti-Kaninchen (Ziege) A-11036 Life Technologies™ ICC, IHC

FITC Anti-Meerschweinchen Antikdrper 106-096- Dianova ICC, IHC

(Ziege) 003
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Tabelle 11. Pufferzusammensetzung.
Bezeichnung Zusammensetzung

PBS 137 mM NaCl
2,7mM KCI
1,5 mM KH,PO,
7,8 mM Na,HPO,4 x 2H,0
pH=7,4
TBS 10 mM Tris
150 mM NaCl
pH=7,6

TBS/T 10 mM Tris
150 mM NaCl
0,1 % Tween® 20
pH=7,6

Tabelle 12. Primersequenzen fiir speziesspezifische qPCR muriner Gene.

Zielgen Vorwartsprimer (5° — 3Y) Riickwartsprimer (5° — 3°)
Bsg GTGGGCAGAAGCGAGATCAA AGGGTAGGATGCATCGGACT
Ccl5 AGCAGCAAGTGCTCCAATCT CCCACTTCTTCTCTGGGTTG
Ccl11 CACGGTCACTTCCTTCACCT GCTTTCAGGGTGCATCTGTT
Gapdh GGTGCTGAGTATGTCGTGGA GTGGTTCACACCCATCACAA
Has1 TATGCTACCAAGTATACCTCG TCTCGGAAGTAAGATTTGGAC
Has2 CGGAGGACGAGTCTATGAGC TGTGATTCCGAGGAGGAGAG
Has3 TCCCCAAGTAGGAGGTGTTG CTCACACTGCTCAGGAAGGA
Lef1 GCACGGAAAGAGAGACAGCTA TCTGGGACCTGTACCTGAAGT
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Tabelle 13. Primersequenzen fiir speziesspezifische qPCR humaner Gene.

Zielgen Vorwartsprimer (5° — 3f) Riickwartsprimer (5 — 3)
BSG TCTGCAAGTCAGAGTCCGTG TCACGAAGAACCTGCTCTCG
CCR1 CACGGACAAAGTCCCTTGGAA TCAAACTCTGTGGTCGTGTCA
CCR3 ACCACTGGTCTTCTTGTGCTT TGTGGTACCAAAGGTCTCAACT
CCR5 GACATCCGTTCCCCTACAAGA TGGCAGGGCTCCGATGTAT
CDH1 GCCGAGAGCTACACGTTCA ACACCATCTGTGCCCACTTT
FN1 GCTGGGCGAGGGAGAATAAG TGGTCTCCTCCAGGTGTCAC
GAPDH CGAGATCCCTCCAAAATCAA GGCAGAGATGATGACCCTTT
HAS1 TCGGAGATTCGGTGGACTAC GTCCAGTACCCGCACGAG
HAS?2 GTGGATTATGTACAGGTTTGTGA TCCAACCATGGGATCTTCTT
HAS3 CGAGATGCTTCGAGTCCTGG ACGCTGCTCAGGAAGGAAAT
MKI67 CTGCTCGACCCTACAGAGTG GCGATGTGACATGTGCTTGT
SNAI1 GCGAGCTGCAGGACTCTAAT GGACAGAGTCCCAGATGAGC
VIM GCAAAGCAGGAGTCCACTGA GCAGCTTCAACGGCAAAGTT
Tabelle 14. Primersequenzen zur Uberpriifung des knockdowns humaner Gene durch qPCR.

Zielgen

Vorwartsprimer (5° — 3Y)

Riickwartsprimer (5° — 3)

CD44 GCTATTGAAAGCCTTGCAGAG CGCAGATCGATTTGAATATAACC
GAPDH GTGAAGGTCGGAGTCAACG TGAGGTCAATGAAGGGGTC
HAS2 GTGGATTATGTACAGGTTTGTGA TCCAACCATGGGATCTTCTT
HAS3 GAGATGTCCAGATCCTCAACAA CCCACTAATACACTGCACAC
RHAMM GAATTTGAGAATTCTAAGCTTG CCATCATACCCCTCATCTTTGTT
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VIM C
1,5-

SNAI1

D cpH1
15-

1,01

relative mRNA-Expression
relative mRNA-Expression
relative mRNA-Expression
relative mRNA-Expression

2

Abbildung 34. Untersuchungen zur epithelial-mesenchymalen Transition von KYSE-410-Zellen
nach 48-stiindiger Ko-Kultur.

A-D, mRNA-Expression der mesenchymalen Marker Fibronektin (FN7), Vimentin (VIM), SNAI/1 und des
epithelialen Markers E-Cadherin (CDH1) in KYSE-410-Zellen nach 96-stiindiger Mono- und Ko-Kultur. Die
Ko-Kultur enthielt Has2-knockdown Fibroblasten (SFHas2KD) oder Kontroll-Fibroblasten (SF Kon), n = 4.
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