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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Hyaluronsaure

1.1.1 Struktur und Funktion

Hyaluronsaure besteht aus Disaccharideinheiten aus N-Azetyl-Glukosamin und
Glukuronsaure, die B(1-4) bzw. B(1-3) verknlpft vorliegen (Abbildung 1-1). Es
handelt sich um ein unverzweigtes Polysaccharid, welches in einer sehr breiten

GroRRendistribution auftritt, die von wenigen Disaccharid-Einheiten bis zu mehr als

OH
o OH
HO
o) g
- NH H OH
o<

N-Acetyl-Glukosamin Glukuronsaure

Abbildung 1-1 Hyaluronsédure besteht aus bis zu 10° alternierenden Einheiten N-Azetyl-
Glukosamin und Glukuronséure, die B(1-4) bzw. B(1-3) verkniipft sind und sich nicht verzweigen.

10° Disacchariden, entsprechend 10’ Dalton Molekulargewicht, reicht>. Im Gegen-
satz zu den anderen Glykosaminoglykanen wie Chondroitinsulfat, Dermatansulfat,
Heparansulfat, Keratansulfat und Heparin, die alle sulfatiert vorliegen, wird
Hyaluronsaure nicht im endoplasmatischen Retikulum bzw. dem Golgi-Apparat
produziert. Vielmehr wird sie von drei membranstandigen Isoenzymen der
Hyaluronsauresynthase (HAS 1-3) aus den beiden oben genannten Bestandteilen
synthetisiert’>. Es ist noch nicht abschliessend untersucht, ob die entstehenden
Hyaluronsaureketten im gleichen Schritt von den HAS-Enzymen in den
Extrazellularraum  extrudiert® oder Uber einen ABC-Transporter in den
Extrazelluldrraum transportiert* werden. Hyaluronsdure ist neben Kollagen ein
Hauptbestandteil der Extrazellularmatrix und erfullt eine Reihe wichtiger Funktionen,
die sich grob in mechanische und biochemische bzw. zellbiologische Aufgaben

unterteilen lassen:
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Die mechanischen Funktionen der Hyaluronsaure stehen in direktem
Zusammenhang mit ihrer ausgepragten Wasseraufnahmefahigkeit, die durch die
vielen negativen Ladungen dieses Molekuls zustande kommt, und dem daraus
resultierenden Quellvermdgen. So besteht das Innere des Augapfels aus 98 %
Wasser, das an 2 % Hyaluronsaure gebunden vorliegt®. Hyaluronséure sorgt nicht
nur fir eine starke Hydratisierung des Gewebes, sondern erflllt aufgrund der
Tatsache, dass das eingelagerte Wasser nicht komprimierbar ist, auch eine
stutzende Funktion. Diesen strukturgebenden Effekt kann man nicht nur im Binde-
und Stltzgewebe finden, sondern auch sehr eindrucksvoll in den Nuclei pulposi, den
Gallertkernen der Bandscheiben. Eine weitere wichtige lokale Akkumulation von
Hyaluronsaure findet sich schlieBlich in der Synovia, der Gelenkflussigkeit.
Interessant sind hier die thixotropen Eigenschaften der Hyaluronséure®. Diese
aulBern sich dadurch, dass die Viskositdt mit steigender Bewegung, d.h.
zunehmenden Scherkraften abnimmt. Somit wird das Gelenk in Ruhe gestutzt, bleibt
aber bei schnellen Bewegungen flexibel. Als weitere mechanische Eigenschaft sei
noch die Funktion der Hyaluronsaure in der Zellwanderung erwahnt. Hier wird durch
vermehrte Hyaluronsaureproduktion ein Raum im Zellverband erd6ffnet, in den sich
die migrierende Zelle hineinbewegen kann. Diesen Mechanismus benutzen in
verstarktem MaRe auch Krebszellen’® (siehe unter 1.1.6).

Einen besonders wichtigen Aspekt, der erst in den letzten Jahrzehnten wachsende
Aufmerksamkeit gefunden hat, stellen die biochemischen und zellbiologischen
Funktionen der Hyaluronsaure dar. In diesem Zusammenhang sind vor allem die
mannigfaltigen Wechselwirkungen der Hyaluronsaure mit anderen Matrixbestand-
teilen zu nennen. So bindet Hyaluronsaure an eine Reihe von Proteoglykanen wie
die Hyalektane Aggrecan oder Versican oder an Hyaladherine wie TSG-6 (Tumor
Nekrose Faktor stimuliertes Gen 6) und lal (Inter-a-Trypsin-Inhibitor) und hilft
dadurch eine stark vernetzte perizelluldre Hyaluronsdurematrix auszubilden®. Der
zweite Aspekt der zellbiologischen Aktivitat der Hyaluronsaure bezieht sich auf die
spezifischen Ligand-Rezeptor-Interaktionen mit den in der Regel membranstandigen
Hyaluronsaurerezeptoren. Zwei der wichtigsten Rezeptoren sind CD44 und RHAMM
(Rezeptor fiir Hyaluronsaure mediierte Motilitat, CD168)'"%"" (siehe 1.1.3 und 1.1.4).
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Einen weiteren wichtigen Aspekt stellt die Funktion der Hyaluronsaure in der
Signalvermittlung zwischen einzelnen Zellen untereinander bzw. im Falle eines
Tumors, zwischen der Krebszelle und den Stromazellen dar. So hangt es in
bedeutendem Malde vor allem von der GroRe der synthetisierten Hyaluronsaure ab,
welche Funktion sie ausiibt?. In diesem Zusammenhang vermitteln kleine
Hyaluronsaurefragmente in der Grélkenordnung von wenigen Disacchariden
immunogene, inflammatorische und migrationsférdernde Prozesse'?'®, wahrend
groldere Molekule, darunter ein 20 kDa grol3es Fragment als ein wichtiger Stimulus
der Angiogenese identifiziert wurden'”?°. Hochmolekulare Hyaluronsaure im Bereich
zwischen 10° und 10’ Dalton hingegen unterdriickt Angiogenese?’ und erfillt

22,23

immunsuppressive Funktionen=*”, ist aber mdglicherweise auch an Prozessen wie

Migration und Proliferation beteiligt®*.

1.1.2 Hyaluronsauresynthasen (HAS) und Hyaluronidasen (HYAL)

Die verschiedenen HAS-Isoenzyme (HAS1-3) produzieren Hyaluronsaureketten, die
sich vor allem in der PolymergroRe unterscheiden: Wahrend HAS1 und HAS2
Hyaluronsdure in einer GroRenordnung von 10° bis 10° Dalton produzieren,
synthetisiert HAS3 Molekiile mit einem Molekulargewicht von ca. 10° Dalton®. Vor
allem die kleineren, hochaktiven Hyaluronsaurefragmente entstehen nicht direkt bei
der Synthese, sondern sind die Produkte der hyaluronsdureabbauenden Enzyme,
den Hyaluronidasen (HYAL1-3)>>%. HYAL1 und HYAL2 arbeiten dabei in einer
Kaskade zusammen, wobei membranstandige HYALZ2 Hyaluronsaure bindet,
internalisiert und auf ein 20 kDa grofdes Fragment herunterspaltet. Dieses wird dann
in die Lysosomen transportiert und dort von HYAL1 bis auf eine Grof3e von wenigen
Disacchariden abgebaut®. Fir HYAL3 sind bisher noch keine spezifischen
Funktionen bekannt. Da vor allem durch die Arbeit der Hyaluronidasen die bereits
beschriebenen, hochaktiven Hyaluronsaurefragmente entstehen, ist es nicht
verwunderlich, dass diese haufig im Verlauf der Tumorzellprogression

heraufreguliert werden®2"-%8,



Einleitung

1.1.3 Der membranstandige Hyaluronsaurerezeptor CD44

CD44, der erste Oberflachen-Hyaluronsaurerezeptor, der entdeckt wurde, besitzt
eine weite Verbreitung auf u.a. hdmatopoetischen Stammzellen, Fibroblasten und
Tumorzellen?®. CD44 erfiillt verschiedenartige Aufgaben in der Lymphozyten-
Aktivierung und -Bewegung, der Hamatopoese, der Zell-Aggregation und Zytokin-
Ausschuttung. In der Tumorgenese vermittelt CD44 vor allem Metastasierung und
Anheftung®*3*. CD44 kommt in einer Vielzahl von Isoformen vor, von denen einige
gewebe- und zellspezifisch exprimiert werden®. Die haufigste Isoform besteht aus
einem 37 kDa grof3en Kernprotein, dass nachtraglich extensiv N- und O-glykosiliert
wird und so schliel3lich ein Molekulargewicht von 85-95 kDa erreicht. Diese weit
verbreitete Form wird CD44s (s=Standard) genannt und enthalt keine variablen
Exons. Die durch Spleilen zustande kommenden Formen werden CD44v
(v=Variante) genannt und werden zell-, zellzyklus- und erkrankungsspezifisch
exprimiert®®>®, CD44 bindet neben Hyaluronsdure auch andere Liganden wie
Osteopontin, Kollagen und Matrixmetalloproteinasen (MMP)*°. Der wichtigste
nachgeschaltete  Signaltransduktionsweg wird Uber die Phosphoinosid-3-
Kinase (PI3K) vermittelt und flhrt letztlich zu einer Proteinkinase B (AKT) -
Phosphorylierung. Diese steuert die Vorgange der Apoptose, der Adhasion und der

Migration*°.
1.1.4 Der intra- und extrazellulare Hyaluronsaurerezeptor RHAMM

RHAMM wurde als zweiter Hyaluronsaure-Rezeptor entdeckt und ist sowohl in der
Zellmembran als auch im Zytoplasma lokalisiert’. RHAMM reguliert die

t*> und den Umsatz der fokalen Adhasionen®. Dies erklart seine

Zellmotilita
transformierende Wirkung bei Uberexpression***°. RHAMM kommt in fast allen
Zelltypen vor*®*’ . In ruhenden Zellen ist die Expression von RHAMM eher gering;
diese wird aber nach Zytokin-Stimulation und in transformierten Zellen stark
aufreguliert**®. Wie CD44, kommt RHAMM in mindestens sechs SpleiRvarianten
vor, von denen in nicht transformiertem Gewebe ein 70 kDa groRes Protein
(RHAMM™1) vorherrschend ist, wahrend in transformiertem Gewebe die 73 kDa

Variante RHAMM1v4 in den Vordergrund tritt*"*°>. RHAMM fiihrt nach einer
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Stimulation der Zellen mit Hyaluronsaure zu einer Phosphorylierung der fokalen
Adhasionskinase (FAK) (siehe 4.2.2) und zu einem gesteigerten Umsatz der
gesamten fokalen Adhasionskompexe®® (siehe 4.2). Hall et al.** und Zang et al.*
beschreiben eine Signalkaskade, in der zwischen der Aktivierung der extrazellular
regulierten Kinase (ERK) durch das Protoonkogen Ras ein regulierendes RHAMM
steht (Abbildung 1-2). Dabei fiihrt eine Uberexpression oder Stimulierung von
RHAMM durch Hyaluronsaure zu einer Verstarkung dieses Weges. Umgekehrt
konnte durch eine dominant-negative Mutante von RHAMM eine Reversibilitat des
Ras-transfomierten Phanotyps beobachtet werden®. Die Signaltransduktion des
membranstandigen RHAMM-Rezeptors ist noch nicht zur Ganze verstanden.
Wahrscheinlich assoziiert RHAMM mit dem PDGF (Platelet derived Growth Factor)-
Rezeptor, der Uber Src und FAK eine Ras-Induktion verursacht, die die zuvor
beschriebene, RHAMM-regulierte, ERK-Phosphorylierung auslést (Abbildung 1-2).

Mikrotubuli

nucleus

Abbildung 1-2 Die RHAMM-Rezeptor-regulierte Signaltransduktion. Bei Aktivierung durch
Hyaluronséure bindet der RHAMM-Rezeptor an den PDGF-Rezeptor. Dieser aktiviert (iber Src und
FAK das Ras-Protein. Ras phosphoryliert seinerseits ERK. Diese Aktivierung wird wieder durch
RHAMM kontrolliert. Aktiviertes ERK bindet schlie8lich an Mikrotubuli und transloziert in den Kern.
Modifiziert nach Turley, Signaling Properties of Hyaluronan Receptors, JBC, 2002, Vol. 277, Nr. 7, pp.
4589-4592.
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1.1.5 Mit einer pathologischen Veranderung des Hyaluronsauresystems
assoziierte Erkrankungen

Pathologische Veranderungen in hyaluronsaureabhangigen Prozessen finden sich
bei einer Reihe bedeutender Krankheitsbilder.

In vitro Daten deuten darauf hin, dass in der Pathogenese der Atherosklerose eine
starke Stimulation der Hyaluronsauresynthasen HAS1 und HAS2 durch von
Makrophagen freigesetztes Prostaglandin E; zu einer vermehrten Anreicherung von
Hyaluronsaure im perizellularen Raum fuhrt, was eine Migration glatter
GefaRmuskelzellen in die atherosklerotische Plaque bewirken kann®®. Die
Bedeutung eines weiteren HAS-Isoenzyms (HAS3) in der konkomitierenden
Inflammation ist Gegenstand aktueller Forschung. Ein durch Hyaluronsaure-
fragmente unterhaltenes Entzindungsgeschehen findet sich auch Dbei
pathologischen Veranderungen in anderen Bereichen des Korpers wie z.B. bei der
Gingivitis oder Parodontitis®’.

Ein weiteres klassisches Gebiet der Hyaluronsaureforschung beschaftigt sich mit der
Hautalterung und den damit verbunden Dehydratations- und Degenerations-
prozessen in den verschiedenen Schichten der Haut®’. Auch in der
Gelenkdegeneration ist die Verarmung der Synovia (fur die Bedeutung der
Hyaluronsaure in der Synovia siehe 1.1.1) an Hyaluronsaure ein patho-
physiologischer Schlisselprozess. Die Hyaluronsaure fungiert hier als eine Art
,Gelenkschmiere®, so dass das Fehlen von Hyaluronsaure im Alter die typische
Ursache einer Osteoarthrose, namlich eine Erosion des ebenfalls aus Hyaluronsaure
bestehenden Knorpels, darstellt. Im weiteren Verlauf kommt es zu einer Umbildung
des knorpelnahen Knochens, einhergehend mit Schmerzen, Schwellungen,
Bewegungseinschrankung und Deformierung der Gelenke. Hinzu kdnnte in diesem
Geschehen der vermehrte Abbau der hochmolekularen Hyaluronsaure durch
Hyaluronidasen zu den bereits erwahnten proinflammatorischen nur aus wenigen
Disacchariden aufgebauten Hyaluronsaurefragmenten kommen, die Uber die
Auslosung einer Arthritis zu einer zusatzlichen Exazerbation des Grundgeschehens

fUhren wirden.
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1.1.6 Hyaluronsaure in der Karzinogenese

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Tumorgenese, einem weiteren sehr
bedeutenden Feld der Hyaluronsaureforschung. In diesem Bereich erfullt die
Hyaluronsaure eine Vielfalt an Funktionen, die im Folgenden beschrieben werden
(Abbildung 1-3):

Hyaluronséure (HA) oo0O©

Hyaluronsauresynthase (HAS 1-3) D

HA-Rezeptoren

RHAMM V7  CD44 ,Ligand-Rezeptor-
Interaktion’

Angiogenese ™
adhasionsunabhangiges

Wachstum
Metastasierung Proliferation
Invasion N
Apoptose = i

Abbildung 1-3 Die Bedeutung der Hyaluronséure in der Tumorgenese, unterteilt nach progressions-
und metastasierungsférdernden Eigenschaften.

Als Grundlage fur jede Zellbewegung und -teilung bietet eine vermehrte Hyaluron-
saureproduktion der Tumorzelle eine wichtige Moglichkeit, die Migration zu steigern
und die Invasion in Fremdgewebe zu forcieren”?®'®. Dabei produziert die Zelle, nach
einer Sondierung der Wanderungsrichtung unter Zuhilfenahme verschiedener
Zellfortsatze wie Filopodien, Mikrospikes oder Mikrovilli®, in einem ersten Schritt
vermehrt Hyaluronsdure, um in ihrer direkten Umgebung eine leichter zu

durchdringende Matrix zu etablieren”®. In einem zweiten Schritt extrudiert die Zelle
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gerichtet Hyaluronsaure, um sich vom Substrat abzulésen. (Abbildung 1-4, zum

Vorgang der Migration siehe Kapitel 4.8).

Migration
Proliferation

Abbildung 1-4 Hyaluronsdure-vermittelte Wanderung einer Tumorzelle. In Wanderungsrichtung
bilden sich fokale Adhdsionskomplexe, wéhrend sie auf der gegeniiberliegenden Seite degradiert
werden. Die Zelle nutzt Hyaluronsédure einerseits, um sich den Weg zu bahnen und andererseits, um
sich abzulésen. Gleichzeitig stimuliert die abgegebene Hyaluronsdure die Hyalurons&urerezeptoren
RHAMM und CD44, die ihrerseits zu einer verstarkten Migration flihren.

Ein weiterer von der Tumorzelle genutzter Mechanismus ist die Einhullung in einen
Hyaluronsauremantel, der zweierlei Aufgaben erflllen kann:

Einerseits bietet er der Tumorzelle einen Schutz vor exogen zugeflihrten Noxen wie
Chemotherapeutika, indem er eine wirkungsvolle Diffusionsbarriere fur eine Vielzahl
von Molekulen darstellt. So wird in der klassischen Chemotherapie bereits seit
langer Zeit Hyaluronidase eingesetzt, um diesen Hyaluronsauremantel zu verdauen
und so die Chemotherapieresistenz zu verringern®*.

Andererseits wird auf diese Weise der jeder Zelle eigene Mechanismus des Anoikis,
d.h. die durch Kontaktverlust zur Extrazellularmatrix des umliegenden Gewebes
ausgeloste Apoptose, unterbrochen. Hierbei stimuliert der verstarkte Hyaluronsaure-
mantel den membranstandigen Hyaluronsaurerezeptor CD44. Dieser vermag durch
den nachgeschalteten Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) — Proteinkinase B (AKT)
Signalweg die nachlassenden Integrin-vermittelten Signale der fokalen Adhasions-
komplexe auszugleichen, wodurch eine abldésungsbedingte Apoptose verhindert
wird® 3. Die Folge ist eine Metastasierung der Tumorzelle liber die vorher durch

Angiogenese gebildeten Blutgefalie.
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Weitere wichtige Aspekte betreffen die gesteuerte Beeinflussung der direkten
Tumorumgebung: So beeinflusst eine Tumorzelle die nicht neoplastisch veranderten
Umgebungszellen (Stroma-Zellen) durch verschiedene Stimuli:

Eine wichtige Rolle spielen in diesem Zusammenhang die Hyaluronsaure-
abbauenden Enzyme HYAL1-3. Sie generieren auf die bereits beschriebene Weise
(siehe unter 1.1.2) die besonders aktiven niedermolekularen Hyaluronsauremolekiile,
die hier z.B. zu einer Suppression der Apoptose, einer vermehrten Transkription von
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), einer Stimulation der Tumor-Neovaskulari-
sierung, einer Forderung der Angiogenese durch Stimulation von Endothelzellen

225 Unter diesen

und zu einer Beglnstigung der Tumorzellmigration flhren
Prozessen stellt besonders die Hyaluronsaure-vermittelte Angiogenese einen
weiteren Schlusselmechanismus auf dem Weg zur Malignitat der Krebszelle dar.

Ein anderer Stimulus entsteht durch Ausnutzung des so genannten Warburg-Effekts
(die aerobe Glykolyse), den fast alle Tumorarten aufweisen und der zu einer starken
Produktion von Laktat durch das Karzinom fuhrt. Das entstehende Laktat fungiert als
ein Stimulus der Hyaluronsauresynthese und veranlasst die Stroma-Zellen, fur den
wachsenden Tumor Hyaluronsaure als Matrix zur Verfugung zu stellen. Die

gebildete Hyaluronsaurematrix fordert dann wieder die Tumorgenese®®®’.

In einer Vielzahl an Tumorzellen und Tumorzelllinien lasst sich eine starke
Hyaluronsaureproduktion gepaart mit einer starken Expression des Hyaluron-

75881 Dies trifft auch auf die hier untersuchten

saurerezeptors CD44 feststellen
Osophagealen Plattenepithelkarzinomzellen zu, wie in immunhistochemischen

Farbungen aus menschlichem Gewebe zu erkennen ist (Abbildung 1-5).
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Abbildung 1-5 Immunhistochemische Farbung von menschlichem 6sophagealen Tumorgewebe.
(A) Férbung auf Hyaluronséure (braun), (B) Fédrbung des Hyaluronsédurerezeptors CD44 (braun).
Sarbia et al., unveréffentlichte Korrespondenz.

Durch viele Publikationen ist belegt, dass es unter einer Inhibition der
Hyaluronsaureproduktion oder einer Blockade des Hyaluronsaurerezeptors CD44 zu
einer signifikanten Reduktion des invasiven Zellwachstums von Tumorzellen
kommt 83334586283 Djes |3sst einerseits auf die Bedeutung der Hyaluronsaure fiir
den malignen Phanotyp, aber auch auf eine gute Beeinflussbarkeit dieses Systems

schliel3en.
Zusammenfassend stellt Hyaluronsaure eine wichtige Schaltstelle in der

Tumorgenese dar. Daher ist offensichtlich, dass eine gerichtete Beeinflussung der

beschriebenen Prozesse zu einem potenten therapeutischen Ansatz fuhren kénnte.
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1.2  Der Hyaluronsaureinhibitor 4-Methylumbelliferon

1.2.1 Struktur und Vorkommen

4-Methylumbelliferon (4-MU) ist ein an der Position 4 methyliertes Umbelliferon
(Abbildung 1-6 a, b).

Hs
4
X X
HO o 0 HO o ~o ’ 0

4-Methylumbelliferon Umbelliferon Cumarin

O

Abbildung 1-6 Formeln von (a) 4-Methylumbelliferon und seinen Vorstufen (b) Umbelliferon und
(c) Cumarin.

Umbelliferon findet sich als ubiquitar auftretender Inhaltsstoff in unserer heimischen
Flora, so z.B. in Angelica archangelica, Matricaria recutita, Daphne mezereum,
Levisticum officinale u.v.a mit auffalliger Haufung in der Familie der Apiaceae, die
friher aufgrund ihrer Blutenstdnde Umbelliferen genannt wurden und so die
Namensgeber dieser Verbindung darstellen.

Umbelliferon seinerseits wird durch eine Hydroxylierung an Position 7 des Cumarin-
Grundgerustes gebildet (Abbildung 1-6 b, ¢). Cumarin findet in seiner an Position 4
hydroxylierten Form mit weiteren Substituenten an Position 3 z.B. in Form von
Phenprocoumon Verwendung als Dblutgerinnungshemmendes  Arzneimittel
(Abbildung 1-7).

OH CHs
Phenprocoumon O X O
@) O

Abbildung 1-7 Blutgerinnungshemmendes Cumarin-Derivat Phenprocoumon (Marcumar®).
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Als Bestandteil vieler Pflanzen wird Umbelliferon selbst héchstens eine adjuvante
Wirkung zugeschrieben. Bemerkenswert ist dabei die Tatsache, dass weder
Cumarin noch Umbelliferon eine hemmende Wirkung auf das Hyaluronsauresystem

austiben®.

1.2.2 Wirkungsmechanismus

4-MU ist ein selektiver, kompetitiver Inhibitor der Hyaluronsauresynthese.
Hyaluronsaure wird von den drei Hyaluronsauresynthase-lsoenzymen
HAS 1, 2 und 3 aus den Vorstufen UDP-N-Azetylglukosamin und UDP-Glukuron-
saure synthetisiert. Die Aktivierung von N-Azetylglukosamin und Glukuronsaure
findet Uber eine UDP-Glukuryltransferase (UGT) statt. 4-MU wird von dieser statt
Uridindiphosphat (UDP) mit Glukuronsaure zu 4-MU-Glukuronsaure verknupft
(Abbildung 1-8).

O=~-OH

HO O 0]
4-MU-Glukuronsaure OH
OH =
CHs

Abbildung 1-8 An Stelle des physiologischen Metaboliten UDP-Glukuronsdure wird 4-MU-
Glukuronséure gebildet. Dies fiihrt zu einer Depletion von UDP-Glukuronséure und in der Folge zu
einer Verminderung der Hyaluronséuresynthese.

Dadurch verarmt die Zelle an aktivierter UDP-Glukuronsaure, was zu einer

verminderten Hyaluronséureproduktion fiihrt®® (Abbildung 1-9).
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A B
N-Azetyl-Glukosamin Glukuronséure N-Azetyl-Glukosamin Glukuronsaure
k :‘; p < ;; )l @/4'MU l
-N-Azetyl-Glukosamin -Glukuronsaure -N-Azetvl-Glukosamin 4-MU-Glukuronsaure

\@/ - @ o

N-Azetyl-Glukosamin-B(1-4)-Glukuronséaure X

¢xn ¢Xn

Hvaluronsaure Hyaluronsaure| |

Abbildung 1-9 Mechanismus der Hyaluronsduresynthese (A) und dessen Hemmung durch 4-MU (B).
Die UDP-Glukuryltransferase (UGT) addiert ein aktivierendes Uridindiphosphat (UDP) an N-Azetyl-
Glukosamin und Glukuronséure. Im Anschluss werden diese von der Hyaluronséuresynthase (HAS)
zu Hyaluronséure verknlipft. 4-MU wird an Stelle von UDP mit Glukuronséure verkniipft. Es resultiert
eine Inhibition der Hyaluronsduresynthese.

Analog diesem Mechanismus hemmen hohe Konzentrationen an D-Mannose, wenn
auch weniger selektiv, die Bildung von UDP-N-Azetylglukosamin (Tammi, nicht

publizierte Konferenzkorrespondenz).

1.2.3 Geschichte des 4-Methylumbelliferons als Hyaluronsaureinhibitor
und seine Anwendung in der Karzinogeneseforschung

Erste Versuche, die einen Effekt von 4-MU auf die Hyaluronsauresynthese von
humanen Hautfibroblasten zeigten, wurden im Jahr 1995 durch Nakamura et al.
unternommen®®. Diese zeigten bereits, dass 4-MU den hochmolekularen Anteil an in
das Medium abgegebener Hyaluronsaure starker verringert, als den Anteil mittlerer
GroRe. Konzentrations-Wirkungsbestimmungen in dieser Arbeit zeigen eine
maximale Hemmung der Hyaluronsauresynthese unter dem Einfluss von 0,5 mM
4-MU. Des Weiteren wurde festgestellt, dass 4-MU keinen Einfluss auf Galaktos-
aminoglykane (Chondroitinsulfat, Dermatansulfat und Keratansulfat) hat. 1997 wies
dieselbe Arbeitsgruppe nach, dass 4-MU die Hyaluronsaure direkt am Enzym
inhibiert und daflr keine weiteren Zellkompartimente gebraucht werden®’. Kakizaki
et al. zeigten 2002 anhand der Hyaluronsauresynthese von Streptococcus equi,

dass sich in Bezug auf das Hyaluronsauresynthase-Enzym weder mRNA, noch
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Proteinlevel  anderten.  Zusatzlich wird flir  Streptococcus equi als
Wirkungsmechanismus eine Veranderung in der Membranlipidzusammensetzung
v.a. des Cardiolipins vorgeschlagen®. Ebenfalls 2002 zeigten Nakamura et al.®’ eine
Induktion der Genexpression von MMP-1 und der Aktivitat von MMP-2 durch 4-MU.
Diese sind hochstwahrscheinlich sekundarer Natur und eine Folge der
Matrixveranderungen unter Hyaluronsauredepletion.

1.%% im Jahre

Seit der Entdeckung des Wirkungsmechanismus durch Kakizaki et a
2004 erfahrt 4-MU eine wachsende internationale Aufmerksamkeit im Feld der
Extrazellularmatrixforschung. In dieser Veroffentlichung wird UDP-Glukuronsaure,
eine Vorstufe der Hyaluronsauresynthese (siehe 1.2.2) als die Zielstruktur der
Wirkung von 4-MU nachgewiesen. Unter einer Zugabe dieser Vorstufe ist der Effekt
von 4-MU auf die Hyaluronsauresynthese vollstandig reversibel, was eine
kompetitive Substrat-Hemmung durch 4-MU anzeigt. Noch im selben Jahr und in
den Folgejahren wurde 4-MU von verschiedenen Autoren in Zellkulturversuchen
eingesetzt. So zeigten Kudo et al., dass 4-MU die Adhasion und Bewegung von
Tumorzellen senkt®?. Rilla et al. berichteten ebenfalls 2004 Uber den Einsatz von
4-MU zur Eind@ammung einer Keratinozyten-Aktivierung und einer epidermalen
Hyperproliferation. Ein erste Veroffentlichung in vivo kam 2005 von Yoshihara et al.,
die eine Akkumulation von 4-MU in der Leber von Nacktmausen feststellten und
deshalb dessen Einfluss auf Lebermetastasen untersuchten’. Bei einer Behandlung
der Mause mit 4-MU konnten sie eine Abnahme von Lebermetastasen um 30 % und
bei einer Vorbehandlung der Zellen um 50 % berichten. Als Chemotherapie-
Adjuvans eingesetzt, fuhrt 4-MU zu erhdhten Ansprechraten von humanen
Pankreaskrebszellen”'. Wahrscheinlich kommen hier die unter 1.1.6 beschriebenen
Mechanismen der Aufldsung des Hyaluronsauremantels und der Verminderung des
CD44 vermittelten PISBK-AKT Signalweges zum Tragen, wie sie bereits friher unter
einer Hyaluronidase-Behandlung genutzt wurden®. Morohashi et al. Uberpriiften
2006 die Wirkung von strukturellen Variationen des 4-MU-Grundgerustes und
fanden nur zwei Derivate mit einer geringflgig starkeren Wirkung auf die
Hyaluronsaureproduktion. Diese unterscheiden sich von 4-MU dahingehend, dass
sie eine zweite Hydroxy-Gruppe in Position 5 oder 6 tragen. 6-Hydroxy-4-

Methylumbelliferon wird auch 4-Methylesculetin (=4-ME) genannt. Wie von Tofuku et
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al. gefunden wurde, hemmte 4-MU die HAS3-vermittelte Proliferation und Invasion
von Osteosarkoma-Zellen’®. Erst kiirzlich untersuchten Hajime et al. den Einfluss
von 4-ME auf das Tumorwachstum in immundefizienten Nacktmausen und wiesen
eine starke Senkung der Tumorproliferation nach”. Die aktuellste Verdffentlichung
zu 4-MU beschreibt eine Abnahme der MMP-9-Expression in Krebszellen®. Diese

wird unter 4.5 diskutiert.

1.2.4 Wirksamkeit und Sicherheit

4-MU ist seit langer Zeit in Deutschland mit der INN Bezeichnung Hymecromon
unter den Handelsnamen Cholspamin® forte und Chol-Spasmoletten® zur
symptomatischen Behandlung von Gallenwegsspasmen zugelassen. Die
Wirksamkeit gegen Gallenwegsspasmen beruht auf einer Ausnutzung der
papaverinartigen Wirkung von 4-MU. Die Ubliche Tagesdosis betragt bei dieser
Anwendung 1200 mg oral per dies. Selbst in hohen Dosen sind keine
schwerwiegenden Nebenwirkungen bekannt geworden. Dieser Sachverhalt spricht
fur eine gute Vertraglichkeit der hier untersuchten Substanz, die durch ihren Status
als zugelassenes Arzneimittel bereits samtliche zulassungsrelevanten Hirden wie
toxikologische Priifungen und Unbedenklichkeits-Untersuchungen passiert hat”.
Einer klinischen Erprobung am Menschen als Tumortherapeutikum steht somit
nichts im Wege. Die vorliegende Arbeit soll in diesem Zusammenhang
Grundlagenforschung im Bereich der pharmakologisch induzierten Hyaluronsaure-
depletion leisten, damit eine eventuelle kinftige Pharmakotherapie vor dem

Hintergrund eines eindeutig geklarten Wirkungsmechanismus ablaufen kann.
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1.3 Das Osophaguskarzinom

1.3.1 Definition

Die Entitat des Osophaguskarzinoms stellt eine maligne Neoplasie der Speiseréhre
dar, die sich histologisch in Plattenepithelkarzinome und Adenokarzinome
unterteilen |alt. Dabei handelt es sich heute in 50-60 % der Falle um
Plattenepithelkarzinome, die besonders im mittleren, weniger im oberen
Osophagusdrittel auftreten (Verhaltnis ca. 1:3-4). 40-50 % der Osophaguskarzinome
treten als Adenokarzinome in Erscheinung, welche vor allem im unteren

Osophagusdrittel zu finden sind”®.

1.3.2 Atiologie

Zu den Risikofaktoren speziell fir das Plattenepithelkarzinom zahlen Nikotin- und
Alkoholabusus sowie eine obst- und gemisearme Erndhrung. Die Risikofaktoren fir
ein Adenokarzinom umfassen vor allem eine Refluxerkrankung sowie Ubergewicht
und mannliches Geschlecht’’. Eine prakanzerése Vorstufe eines Adenokarzinoms
stellt der Barrett-Osophagus dar. Dieser wird durch eine persistierende
Saureeinwirkung im Rahmen der Refluxerkrankung ausgelést und entsteht durch
einen metaplastischen Umbau von Plattenepithel zu Zylinderepithel, im unteren, zur
Kardia des Magens hin gelegenen Teil des Osophagus. Ein wichtiger, die Malignitat
bestimmender Faktor im Verlauf der Karzinogenese ist die Eindringtiefe des
Karzinoms in die Speiseréhrenwand. Sie korreliert direkt mit der lymphogenen

Metastasierungshaufigkeit, einem wichtigen prognostischen Parameter’”.

1.3.3 Epidemiologie

Das Osophaguskarzinom ist durch eine in den letzten 15 Jahren stetig ansteigende

Zahl an Neuerkrankungen bei fast gleich bleibend schlechter Prognose
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gekennzeichnet. Es handelt sich dabei international um die achthaufigste
Tumorerkrankung, die in Europa und den USA mit einer Inzidenz von etwa 4-6
Fallen / 100.000 Einwohner und Jahr auftritt’®. Weltweit zeigt sich eine besonders
starke Haufung in China (ca. 130 Falle / 100.000 per annum), dem lIran, Sud- und
Ostafrika und Nordfrankreich’® 8 8" Obwohl das Plattenepithelkarzinom nach wie
vor die dominierende Form darstellt, ist die Inzidenz des Adenokarzinoms in den
letzten 15 Jahren in der westlichen Welt auf ein Vierfaches angestiegen. Manner
sind haufiger als Frauen betroffen (Geschlechterverhaltnis etwa 4:1) und Schwarze
oOfter als Kaukasier (Verhaltnis ca. 2:1). Der Altersgipfel liegt zwischen dem 65. und

dem 70. Lebensjahr’®.

1.3.4 Prognose

Das Osophaguskarzinom hat eine insgesamt unglinstige Prognose. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate konnte seit den 1970er Jahren im Vergleich zu den spaten 1990er
Jahren nur von 5% auf 13 % angehoben werden®®. Eine Resektion mit kurativer
Intention gelingt nur in 30 % der Falle; die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt dann
10-25%®. Der Vergleich zwischen der Inzidenz maligner Neoplasien der
Speiserdhre und der Mortalitat der betroffenen Patienten in den USA und Europa
zeigt, dass 90-95 % der Patienten schliellich auch an dieser Erkrankung
sterben®®®. Die mittlere Uberlebensrate liegt bei 9 Monaten ab Diagnosestellung,
bei Lymphknotenmetastasierung betréagt sie 6 Monate®®*. Die ungiinstige Prognose
ergibt sich aus der schnellen Metastasierung dieser Tumorform und der

Symptomarmut der frihen Krankheitsstadien.

1.3.5 Therapie

Die chirurgische Intervention, entweder in Form einer lokal ablativen Technik oder
einer Resektion, ist heute immer noch, trotz erheblicher peri- und postoperativer
Komplikationen und geringer Langzeitiiberlebenschancen, die Therapie der Wah!”’.
Zusatzlich kommen multimodale Therapieansatze, in denen die chirurgische

Intervention mit Chemo- und Radiotherapien kombiniert wird, zum Einsatz. Hingegen
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kommt der alleinigen adjuvanten Radiotherapie oder Chemotherapie aufgrund
ungenugender Wirksamkeit keine Bedeutung zu. Nur eine Kombination aus beiden
scheint eine sinnvolle, wenn auch moderat wirksame, zusatzliche
Behandlungsoption zu sein’’. Ein groRes Problem stellt die schon erwéhnte rasche
Metastasierung bei geringem Symptomaufkommen dar. In diesem Zusammenhang
ware eine medikamentose Therapie, deren pharmakologischer Ansatzpunkt auch
die metastasierenden Zellen einschliet, ein grolRer Fortschritt fur die

Therapierbarkeit des Osophaguskarzinoms’”.
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14 Zielsetzung

Die Umgebung von Tumorzellen weist eine Anreicherung der extrazellularen Matrix
mit Hyaluronsaure (HA) auf, die fur eine Vielzahl von Malignitatsfaktoren wie
Metastasierung, Invasion und Chemotherapieresistenz verantwortlich ist’. Daher
beschaftigt sich die vorliegende Arbeit mit dem konstitutiv aktiven Hyaluronsaure-
system in der Osophaguskarzinomzelllinie OSC1 und dessen pharmakologischer
Beeinflussbarkeit. Stellvertretend flr andere Tumorarten werden die Auswirkungen
des Hyaluronsaureinhibitors 4-Methylumbelliferon (4-MU) erforscht. Dabei steht die
Frage im Vordergrund, ob es gelingt, durch eine pharmakologische Therapie das
Hyaluronsauresystem der Tumorzelle dergestalt zu beeinflussen, dass eine
Ausbreitung des Tumors in vivo verhindert oder aufgehalten werden kann. Eine
Osophageale Tumorlinie wurde ausgewahlt, da diese Tumorentitdt durch ein
besonders aggressives Erscheinungsbild gepragt ist, was mit einer schlechten
Prognose und nur unzureichender Behandelbarkeit durch konservative Methoden
wie operative Eingriffe, Bestrahlung oder Chemotherapie einhergeht’”.

In diesem Zusammenhang sollen in der vorliegenden Arbeit folgende Parameter

einer Behandlung von OSC1-Zellen mit 4-MU untersucht werden:

1. Welchen Einfluss hat eine Inhibition der Hyaluronsauresynthese auf die
Zellmorphologie?

2. Welche Mechanismen liegen diesen morphologischen Veranderungen
zugrunde?

3. Welche funktionellen Auswirkungen haben diese Veranderungen auf OSC1-

Zellen?
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2 Material und Methoden

2.1 Substanzen

Tabelle 2-1 Verwendete Substanzen und Komplettpakete

Substanzen

Hersteller

[°H]-Glukosaminhydrochlorid

Hartmann Analytic, Braunschweig

4-Methyl-Umbelliferon

Sigma-Aldrich, Minchen

Acrylamid / Bisacrylamid-Lésung 40 %

BioRad, Munchen

Ammoniumpersulfat (APS)

BioRad, Miinchen

Bradford-Reagenz

BioRad, Miinchen

Calcein-AM

Sigma-Aldrich, Minchen

Calpain-Inhibitor MDL28170

Sigma-Aldrich, Minchen

DMEM (Dulbeccos’ Modified Eagle

Medium) Zellkulturmedium

Gibco—Invitrogen, Karlsruhe

ECL Advanced Blocking Reagenz

GE-Healthcare Europe, Munchen

ECL plus Detection Reagent

GE-Healthcare Europe, Munchen

ERK-Inhibitor U0126

Sigma-Aldrich, Minchen

Hoechst 33324

Sigma-Aldrich, Minchen

Image-iT® LIVE Plasma Membran Marker

Invitrogen, Karlsruhe

Latrunculin A

Sigma-Aldrich, Minchen

EndoFree Plamid Maxi Kit

Qiagen, Hilden

[methyl->H]-Thymidin

Hartmann Analytics, Braunschweig

PageRuler™ Prestained Protein Ladder
(Protein-Standard)

Fermentas, St.Leon-Rot

PEP-1 Biosynthan, Berlin

P13-Kinase-Inhibitor LY294002 Sigma-Aldrich, Minchen
Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich, Minchen
Pronase Sigma-Aldrich, Minchen

Protaminsulfat

Sigma-Aldrich, Minchen

Proteinkinase-C-Inhibitor

Bisindolylmaleimid |

Sigma-Aldrich, Mlinchen
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Rho-Kinase-Inhibitor HA1077

Sigma-Aldrich, Minchen

Rotiszint® Eco plus

Carl Roth, Karlsruhe

RPMI 1640 (Rosswell Park Memorial

Institute) Zellkulturmedium

Sigma-Aldrich, Minchen

Sephacryl S-1000

GE-Healthcare Europe, Minchen

Sephadex G50 Sigma-Aldrich, Minchen
Streptomyces Hyaluronidase MP Biomedicals, Frankreich
SuperScript™ Il First Strand cDNA | Gibco-Invitrogen, Karlsruhe

Synthesis Kit

SYBR Green® PCR Master Mix

Applied Biosystems, Darmstadt

Tri—Reagent®

Sigma-Aldrich, Mlinchen

Vectashield® Antifade Mounting Medium

Vector Laboratories, CA, USA

Vitrogen 100

Collagen Corp, Palo Alto, CA, USA

2.2 Puffer und Losungen

Tabelle 2-2: VVerwendete Puffer und Lésungen in der immunzytochemischen Féarbung

Puffer bzw. Losung

Zusammensetzung

1 x PBS

pH 7,4

137 mM NaCl
2,7 mM KCI

1,5 mM KH,PO4
8,3 mM NayHPO,

Blockierungs-Puffer 1x PBS

3 % (w/v) BSA (Bovines Serumalbumin)

Permeabilisierungs-Puffer

Blockierungs-Puffer
0,3 % (v/v) Triton X-100
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Tabelle 2-3 Verwendete Puffer und Lésungen in der Protein-Analyse

Puffer bzw. Losung Zusammensetzung

10 x Laufpuffer 250 mM Tris (Trishydromethylaminomethan)
1,9 mM Glycin
1 % SDS

1 x Lysispuffer 1 % SDS

1 mM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
10 mM Tris pH 7,4

2 x Auftragspuffer 125 mM Tris pH 6,8

4 % SDS

10% Glyzerol

0,006 % Bromophenol Blau

100 mM DTT
Sammelgel (5%) 0,5 M Tris pH 6,8 0,625 ml
10 % SDS 50 pl
dH,0 3,895 ml
40% Acrylamid / Bis-acrylamid 37.5:1 375 yl
TEMED 5l
APS 10 % - 0,1 g/ml 50 pl
Trenngel (10%) 3 M Tris pH 8,7 0,975 ml
10 % SDS 75
dH,O 4,545 mi
40 % Acrylamid / Bis-acrylamid 37,5:1 1,875 ml
TEMED 5 ul
APS 10 % - 0,1 g/ml 25 yl
Blockierlosung 2 % (w/v) ECL Advanced Blocking Reagenz in
1x TBST
1x Transfer-Puffer 1 x Laufpuffer
20 % Methanol
0,01% SDS
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10 x TBS 100 mM Tris / HCI
1,5 mM NaCl
pH7,4

1x TBST 1xTBS
0,1 % Tween 20

Tabelle 2-4 Verwendete Puffer und Lésungen in der Hyaluronséuregré8enbestimmung

Gelquellungspuffer fur G50 Saule | 0,1 M Trisazetat
0,02 % NaNj3
pH 7,3

Elutionspuffer G50 Gelquellungspuffer
0,025 % CHAPS (3-[(3-Cholamido-

propyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate)

Elutionspuffer S-1000 0,5 M Natriumazetat
0,02 % NaNj3;

0,025 % CHAPS

pH 7

2.3  Antikorper

Tabelle 2-5 Im Immunoblot verwendete Antikérper

Primar-Antikorper Hersteller Verdiinnung
rabbit anti-beta-Aktin Abcam, Cambridge, UK 1:1000
rabbit anti-Akt Cell Signaling Danvers, 1:500

MA, USA
rabbit anti-phospho-Akt Cell Signaling Danvers, 1:500
(Ser473) MA, USA
mouse anti-CD44H R&D Systems, Wiesbaden | 1:500
rabbit anti-ERK Cell Signaling Danvers, 1:500

MA, USA
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rabbit anti-phospho-ERK Cell Signaling Danvers, 1:500
MA, USA

mouse anti-FAK BD Transduction Lab, 1:500
Heidelberg

rabbit anti-phospho-FAK Santa Cruz, Heidelberg 1:500

(Y397)

rabbit anti-FAK (A-17) (C-20) | Santa Cruz, Heidelberg 1:200

sc-557, sc-558 (Degradation)

mouse anti-beta-Tubulin Typ | | Sigma-Aldrich, Minchen 1:10000

Tabelle 2-6 In der Immunozytochemischen Farbungen verwendete Antikérper

Primar-Antikorper Hersteller Verdiinnung
mouse anti-CD44H R&D Systems, Wiesbaden | 1:500
mouse anti-FAK BD Transduction Lab, 1:200
Heidelberg
rabbit anti-phospho-FAK Santa Cruz, Heidelberg 1:200
(Y397)
Hyaluronsaurebindeprotein, Seikagaku, Tokyo, 2ug/ ml
biotinyliert Japan
Hermes-1 Endogen, Pierce 40 pg / mi
(blockierend fur CD44) Biotechnology, Rockford,
USA
dodo anti-Marmelade Xylophon Inc, Viersen 1:1000
mouse anti-Paxillin BD Transduction Lab, 1:500
Heidelberg
Phalloidin-FITC Sigma-Aldrich, Minchen 1:1000
mouse anti-beta-Tubulin Typ | | Sigma-Aldrich, Minchen 1:1000
rabbit anti-phospho-Tyrosin Cell Signaling, Danvers, 1:500

(pTyr 100)

MA, USA

24




Material und Methoden

Tabelle 2-7 Im Immunoblot verwendete Sekundérantikérper

Sekundar-Antikorper Hersteller Verdiinnung

goat anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz, Heidelberg 1:4000

goat anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz, Heidelberg 1:4000

Tabelle 2-8 In der Immunzytochemie verwendete Sekundéarantikérper

Sekundar-Antikorper Hersteller Verdiinnung

anti-mouse IgG F(ab’)2 Frag. | Sigma-Aldrich, Minchen 1:600

Cy3-konjugiert

anti-mouse 1gG FITC- Santa Cruz, Heidelberg 1:400

konjugiert

anti-rabbit IgG F(ab’)2 Frag. Sigma-Aldrich, Minchen 1:600

Cy3-konjugiert

anti-rabbit FITC-konjugiert Jackson Immuno- 1:500
Research, Suffolk, UK

Streptavidin, Cy3-konjugiert Caltag Laboratories, 1:500
Invitrogen, Karlsruhe

Streptavidin, FITC-konjugiert DAKO, Hamburg 1:200
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Gerate und Material

Tabelle 2-9 VVerwendete Geréte und Material

Elektrophoresekammer
(Protein)

Mini-PROTEAN®3
Electrophoresis Cell,
PowerPac 200 + 300
Power Supply

BioRad, Miinchen

Filmauswertung

(Scanner und Software)

GS-800 Calibrated
Densitometer
Quantity One® Version 4.4.1

Umax Systems GmbH,
Willich
BioRad, Munchen

Gefriertrocknung

Gefriertrocknungsanlage
Beta |

Christ, Osterode am

Harz

Fluoreszenz-Mikroskop

inkl. Kamera und

Olympus BX 50, IX 50

Colorview Il Kamera mit Soft

Olympus, Hamburg

Soft Imaging System,

Software Imaging System-Software Mdunster
Fluoreszenz-Mikroskop | Nikon Eclipse TE-2000 PFS | Nikon, Badhoevedorp,
inkl. Kamera und NIS-Elements Software Niederlande

Software

Konfokales Mikroskop

Zeiss LSM510

Zeiss, Oberkochen

Protein-Transfer
(Western-Blot)

PerfectBlue Semi-Dry
Elektroblotter

Peqlab, Erlangen

RNA, DNA-Messung

Nanodrop-1000

Peqglab, Erlangen

PCR-Gerat

Mastercycler Gradient

Eppendorf, Hamburg

Realtime-PCR-Gerat

Applied Biosystems 7300
Real-Time PCR System

Applied Biosystems,

Darmstadt

Fluoreszenzimager

Taiphoon 8600 Imager

GE Healthcare Europe,
Minchen

Szintillationszahler

LS6000IC

BeckmanCoulter,
Krefeld

Zentrifugen

Centrifuge 5415 R (kuhlbar)

Eppendorf, Hamburg
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Chromatographiepumpe | HiLoad Pump P-50 GE-Healthcare Europe,
Muanchen

Fraktionssammler Frac-100 GE-Healthcare Europe,
Munchen

Chromatographiesaule Tricorn 300/10 GE-Healthcare Europe,
Muanchen

Blot-Papier Whatman-Papier Schleicher und Schuell,
Maidstone, England

Blot-Membran PVDF-Membran Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA

Migrationsmembran Polycarbonat-Membran mit | Neuro Probe Inc.,

10 um Poren Gaithersburg, USA)

2.5 Zellkultur

Die humane Osophaguskarzinomzelllinie OSC1 wurde von Sarbia et al. isoliert und
erstmals beschrieben®. Die in den Invasionsversuchen verwendete Fibroblasten-
Zelllinie CRL-1635 sowie die Tumorzelllinien ACC China, BLM und Hep G2
stammen von der ATCC (American Type Culture Collection vertrieben von LGC
Promochem, Wesel). Die Zellen wurden unter Standardbedingungen als
Monoschicht-Kulturen in RPMI-1640-Medium (Sigma-Aldrich, Minchen) mit Zusatz
von 2 mM Glutamin (Gibco, Karlsruhe), 1000 U / ml Penicillin G (Gibco, Karlsruhe),
1000 pg / ml Streptomycin (Gibco, Karlsruhe) und 10 % FCS (Fotales Kalberserum,
Gibco, Karlsruhe) bei 37°C in einer 5% CO, Atmosphare gehalten. Die Zellen
wurden bei Erreichen einer 90%igen Konfluenz passagiert und zwischen den
Passagen 16 und 30 fir Experimente eingesetzt. Grundsatzlich erfolgten alle
Experimente in Vollmedium. Wenn nicht anders angegeben erfolgte die Behandlung
mit 0,3 mM 4-MU 24 Stunden nach Aussaat flr weitere 24 Stunden. Als

Lésungsmittelkontrolle wurde DMSO in einer Endkonzentration von 0,1 % eingesetzt.
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2.6 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung der in den Versuchskammern befindlichen Zellen erfolgte
mit Hilfe eines Bradford-Reagenz’ (Biorad). Die Probe wurde 1:10 mit destilliertem
Wasser verdunnt und mit dem Reagenz (1:5 in Wasser) vermischt. Als Standard
wurde eine BSA-Verdunnungsreihe herangezogen. Die Auswertung erfolgte

photometrisch bei 595 nm.

2.7 Bestimmung der Hyaluronsaurekonzentration mit einem
ELISA-ahnlichen Versuchsaufbau

Die Aussaat der Zellen erfolgte bei einer Dichte von 10° Zellen pro Kammer einer
6-Loch-Kulturplatte. Nach einer 24-stundigen Wachstumszeit wurden die Zellen
weitere 24 Stunden mit 300 uM 4-MU (in DMSO, Lésungsmittelkontrolle aquivalent)
inkubiert. In das Medium abgegebene Hyaluronsaure wurde analog den Hersteller-
anweisungen (Corgenix, Colorado, USA) bestimmt. Die Proteinbestimmung erfolgte
wie unter 2.6 beschrieben. Die gemessene Hyaluronsauremenge wurde auf die

Protein-Menge in Mikrogramm bezogen.

2.8 Messung der DNA-Neusynthese mittels [*H]-Thymidin-
Inkorporation zur Bestimmung der proliferativen Aktivitat

Die Aussaat der Zellen erfolgte bei einer Dichte von 2,5 x 10* Zellen pro Kammer
einer 24-Loch-Kulturplatte in Dreifach-Bestimmung. Nach einem Serum-Entzug Uber
Nacht wurden die Zellen fur 24 Stunden mit 10 % FCS stimuliert und zusatzlich mit
0,3 mM 4-MU oder Losungsmittel behandelt. Wahrend der letzten sechs Stunden
wurde 1 pCi/ ml Methyl-[*H]-Thymidin (Hartmann Analytics, Braunschweig) zu den
Zellen gegeben. Im Anschluss wurden die Zellen nacheinander mit PBS und
0,1 M Perchlorsaure gewaschen und mit 0,1 M NaOH lysiert. Der Proteingehalt im
Lysat wurde, wie unter 2.6 beschrieben, bestimmt. Das Lysat wurde in einem
LS6000IC Szintillationszahler (BeckmanCoulter, Krefeld) gemessen, um den Anteil
des in die DNA eingebauten radioaktiven Tritiums zu bestimmen. Das Ergebnis
wurde in cpom (Radioaktive Ereignisse pro Minute) pro Mikrogramm (ug) Protein

angegeben.
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2.9 Bestimmung der migratorischen Aktivitat mittels eines
modifizierten Boyden-Kammer-Versuches

Mit 4-MU vorbehandelte Zellen und Kontrollzellen wurden in einer Dichte von
10° Zellen pro Loch in Medium ohne Serum in Sechsergruppen auf die Oberseite
einer mit monomerem, aufgereinigten Kollagen (Vitrogen 100, Collagen Corp, Palo
Alto, CA, USA) beschichteten Polycarbonat-Membran mit 10 Mikrometer Poren
(Neuro Probe Inc., Gaithersburg, USA) in einer modifizierten Boyden-Kammer
aufgebracht. Medium mit Serum wurde in die untere Kammer appliziert. Die Zellen
wurden flr 6 Stunden inkubiert. Anschlieend wurden die nicht gewanderten Zellen
von der Oberseite entfernt und die durch die Membran migrierten Zellen auf der
Unterseite mit Methanol fixiert. Darauf wurde die Membran mit 5 ug / ml Propidium-
jodid in PBS gefarbt und dreimal in PBS gewaschen. Die Detektion fand auf einem
Taiphoon 8600 Imager (GE Healthcare Europe, Minchen) bei einer Exzitations-
wellenlange von 532 nm und einer Detektionswellenlange von 580 nm statt. Die
quantitative Auswertung erfolgte Uber eine Messung der Intensitat der gefarbten
Punkte.
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2.10 Immunoblot-Analyse

Die behandelten Zellen wurden mit PBS gewaschen und in Lyse-Puffer geerntet.
Nach Ultraschallbehandlung wurden die Proben fur funf Minuten bei 13.000 g
zentrifugiert. Die Proteinbestimmung erfolgte wie unter 2.6 beschrieben. Danach
wurden die Lysate mit 2 x Auftragspuffer vermischt und zur Denaturierung fur finf
Minuten bei 95 °C inkubiert. Die Protein-Lysate wurden uber eine Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. Dabei wurden 20 uyg Gesamtprotein
jeder Probe pro Spur eines Polyacrylamid-Gels (5%iges Sammelgel, 10%iges
Trenngel) aufgeladen. Zusatzlich wurde ein Molekulargewichts-Marker (Prestained
Protein Ladder, 10-180 kDa, Fermentas, St. Leon-Roth) auf das Gel aufgebracht.
Die Auftrennung erfolgte bei 120 V. Im Anschluss wurden die aufgetrennten Proteine
im Polyacrylamidgel mit einer Semi-Dry-Apparatur auf eine PVDF-Membran
(Bio-Rad) bei 15V fur eine weitere Stunde transferiert. Die Membran wurde in
ECL Advance Blocking Solution fur eine Stunde blockiert, um unspezifische
Bindungsstellen auf der Membran abzusattigen. Die primaren Antikdrper wurden in
einer Verdunnung von 1:200-1:500 in Blockierldsung eingesetzt, die sekundaren
HRP-gekoppelten anti-Maus oder anti-Kaninchen Antikérper wurden 1:4000 mit
Blockierlésung verdinnt. Die Membran wurde mit beiden Antikérpern jeweils flr eine
Stunde inkubiert und zwischen den Inkubationsperioden drei Mal fur finf Minuten mit
PBS gewaschen. Daraufhin folgte eine Behandlung mit dem ECL plus™
Detektionssystem (GE Healthcare Europe, Munchen) fur 5 Minuten. Die entstehende
Chemilumineszenz wurde durch Exposition der Membran auf einem Roéntgenfilm
(Hyperfim ECL™, GE Healthcare Europe, Minchen) visualisiert. Um eine
gleichmallige Proteinbeladung zu garantieren, wurden die detektierten Banden auf
das Signal eines nicht regulierten, konstitutiv exprimierten housekeeping Gens
normiert. Sofern madglich, wurden Erst-Antikdrper verschiedener Spezies verwendet,

um beide Signale gleichzeitig auf einem Film detektieren zu kédnnen.
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211 Immunzytochemische Farbungen

Die Zellen wurden auf einem 20 mm Deckglaschen ausgesat und 24 Stunden
inkubiert. Danach wurden sie fur weitere 24 Stunden mit 300 uM 4-MU bzw.
Losungsmittelkontrolle behandelt und nach Ablauf der Inkubationszeit entweder mit
3,7 % Paraformaldehyd (zur weiteren Detektion mit anti-CD44, anti-pFAK, anti-FAK,
HADbP oder pTyr100) oder mit einer Azeton-/Methanol-Mischung im Verhaltnis 1:1
bei -20°C (Phalloidin-FITC) fuar 20 Minuten fixiert. Darauf wurden die Zellen
5 Minuten mit Permeabilisierungspuffer (0,3 % Triton X-100, 3 % BSA in PBS)
inkubiert und anschlieend eine Stunde in 3 % BSA in PBS blockiert.

Die Primarantikorper wurden in Verdunnungen zwischen 1:100-1:500 in
Blockierungslosung fur eine Stunde eingesetzt. Die nachgewiesenen Epitope
umfassten: die fokale Adhasionskinase (FAK) und deren phosphorylierte Form
(pFAK) sowie Paxillin; beides sind Bestandteile des fokalen Adhasionskomplexes,
an dem auch Integrin beteiligt ist. Des Weiteren kamen HAbP, ein Hyaluronsaure-
bindeprotein, zum Nachweis von Hyaluronsaure, der Phosphotyrosin-Antikorper
pTyr 100 und ein Antikdrper gegen den Hyaluronsaure-Rezeptor CD44 zum Einsatz.
Eine Ausnahme stellte die Inkubation mit Phalloidin-FITC (Sigma, Munchen), zum
Nachweis von Aktin, und dem Image-lT® LIVE Plasma Membran Marker (Invitrogen,
Karlsruhe), einem Alexa Fluor® 594 konjugierten Weizenkeim-Agglutinin, dar. Diese
bewirken eine direkte Anfarbung der relevanten Strukturen und wurden fur eine
Dauer von 20 Minuten eingesetzt.

Nach wiederholtem Waschen wurden die Praparate flr eine Stunde mit chromophor-
konjugierten Sekundarantikdrpern in einer Verdunnung von 1:600 in PBS inkubiert.
Abschliefend wurden die Kerne mit Hoechst 33342 fur eine Minute gegengefarbt
und das Praparat mit Vectashield Antifade Mounting Medium® (Vector Laboratories,

CA, USA) eingedeckt und mit handelsiblichem Nagellack versiegelt.
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212 Auswertung immunozytochemischer Farbungen

Die Praparate wurden im Dunkeln bei 4 °C aufbewahrt. Eine mikroskopische
Auswertung erfolgte entweder mit einem Nikon TE-2000 Fluoreszenzmikroskop mit
gekuhlter Graustufen-CCD-Kamera oder mit einem konfokalen LSM510
Laserfluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss. Zusammengehdrige Praparate wurden
stets mit der gleichen Belichtungszeit (TE-2000) bzw. den gleichen Laser- und
Detektoreinstellungen (LSM510) aufgenommen. Die verwendeten Chromophore
sind in Tabelle 2-10 aufgefuhrt.

Tabelle 2-10 In der Fluoreszenzmikroskopie verwendete Chromophore

Chromophor Absorptionmaximum | Emissionsmaximum | verw. Exzitation
Hoechst 33324 343 nm 483 nm 351 nm
FITC (Fluorescein- | 495 nm 519 nm 488 nm

isothiocyanat)
Cy3 (Carbocyanin 3) | 550 nm, (512 nm) 570 nm, (615 nm) 543 nm

Eine Nachbearbeitung der Fluoreszenzaufnahmen erfolgte auf elektronischem Wege
mit Photoshop 7.0 (Adobe Systems Inc., San Jose, CA, USA). Dabei wurden die
einzeln im TIF-Dateiformat mit 24 Bit Farbtiefe vorliegenden Graustufenbilder der
Fluoreszenzkanale zuerst mittels einer festgelegten Tonwertkorrektur in den
sichtbaren Sattigungsbereich transferiert und danach unter Zuhilfenahme eines
programmierten Makros in eine Farbtiefe von 8 Bit und im Anschluss in den RGB-
Farbraum umgewandelt. Die Ubereinanderlagerung der drei Kanale erfolgte Uber
eine negative Multiplikation der Ebenen. Danach wurden die Ebenen gemeinsam im

verlustfreien TIF-Format abgespeichert und das entstandene Bild ausgewertet.
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213 GroRenausschlusschromatographie

Die Zellen wurden bei einer Dichte von 2 x 10° Zellen pro Kammer in einer 6-Loch-
Kulturplatte ausgesat. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit 300 uM 4-MU oder
Lésungsmittelkontrolle und 60 pCi/ ml  [°H]-Glukosaminhydrochlorid (Hartmann
Analytics, Braunschweig) flr weitere 24 Stunden inkubiert. Nach Beendigung der
Inkubationszeit wurde das Medium entfernt und mit 500 ug / ml Pronase bei 37 °C
uber Nacht inkubiert. Dadurch wurden bei der GroRenauftrennung storende,
proteinvermittelte ~ Verknupfungen zwischen einzelnen Hyaluronsaureketten
vermieden. Am darauf folgenden Tag erfolgte eine Hitzeinaktivierung der Pronase
durch finfzehnminuatiges Aufkochen der Proben.

Die Gesamt-Glykosaminoglykan-Fraktion wurde gewonnen, indem der verdaute
Mediumuberstand Uber eine Sephadex G50-GroRenausschluss-Vorsaule aufgerei-
nigt wurde. Zur Rehydratisierung und Einstellung der adaquaten Porengrof3e wurde
das Sephadex G50 Saulenmaterial fir vier Stunden im Gelquellungspuffer
(0,1 M Trisazetat, 0,02 % NaNs;, pH 7,3) equilibriert. Bei der Elution aus der Vorsaule
wurden nur die Anteile der Probe mit einem Molekulargewicht {iber 10* Dalton eluiert.
Der ungebundene Anteil an radioaktivem Glukosamin blieb ebenso in der Saule
zurtick wie sehr kleine Hyaluronsaurefragmente, die mit diesem Verfahren nicht
untersucht werden konnen.

Nach Szintillationszahlung in einem LS6000IC Szintillationszahler (BeckmanCoulter,
Krefeld) wurde ein 20.000 com enthaltendes Aliquot mit und ohne einen vorherigen
Hyaluronidaseverdau (10 U/ml fuar 24 h bei 37 °C) einer GroRenaustausch-
Chromatographie auf Sephacryl S-1000 Fullmaterial in einer 30x1 cm Tricorn-Saule
(GE Healthcare Europe, Munchen) unterworfen. Die Elution erfolgte mittels
S-1000 Elutionspuffer (0,5 M Natriumazetat, 0,02 % NaNs, 0,025 % CHAPS, pH 7).
Hyaluronidase-empfindliche cpm wurden von cpm aus den entsprechenden
unverdauten Proben abgezogen um ein Verteilungsprofil an Hyaluronsauregréfien

im Medium zu erhalten.
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214 Programmierung eines Saulenchromatographie-
Steuerungsprogramms

Zum Einsatz kam eine eigens fur diese Applikation in der Programmiersprache
Visual Basic 6.0 (Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiRheim, Deutschland)
geschriebene Saulenchromatographie-Steuerungs-Software, die ein fortlaufendes
Uberwachen des Eluatflusses mittels eines proprietaren Tropfenzahlers auf
Lichtschrankenbasis gewahrte und den Fraktionssammler entsprechend steuerte.
Diese Mallnahme wurde notig, da im Zuge der Auftrennung hochmolekularer
Hyaluronsaure auf der Chromatographiesaule eine nicht kalkulierbare Verzdgerung
des Eluatflusses auftrat, aufgrund dessen nicht die Ubliche zeitgesteuerte
Fraktionsnahme erfolgen konnte. Eine solche Stdérung des Eluatflusses ist

exemplarisch vor dem Hintergrund der Programmoberflache in Abbildung 2-1

dargestellt.
NI
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Abbildung 2-1 Bildschirmfoto des Saulenchromatographie-Steuerungsprogramms. Der
dargestellte Graph zeigt eine typische durch hochmolekulare Hyaluronsédure hervorgerufene
Stérung des Eluatflusses.
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Die Zeit zwischen den Tropfen des die Chromatographiesaule verlassenden Eluats
wurde erfasst und gegen die verstrichene Zeit aufgetragen. Als Interface zwischen
Software und Hardware wurde der Digital / Analog Wandler Nr. 8055 der Firma
Velleman, Gevere, Belgien eingesetzt. Uber diesen wurden die Signale einer von
der technischen Abteilung des Instituts fur Pharmakologie konstruierten
Lichtschranke auf LED-Basis verarbeitet. Uber einen weiteren Ausgang wurde das
,Nachste Probe“-Signal an den Fraktionssammler Ubermittelt und Uber eine
Kontrollleitung dessen Status uberwacht. Die Tropfzeiten des gesamten Laufes

wurden im Anschluss Uberpruft und archiviert.

215 Bestimmung der sulfatierten Glykosaminoglykane im
Medium

Die Zellen wurden bei einer Dichte von 2 x 10° Zellen pro Kammer in einer 6-Loch-
Kulturplatte ausgesat. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit steigenden
Konzentrationen von 4-MU und 10 pCi **SO; fiir weitere 24 Stunden inkubiert. 50 pl
Mediumuberstand wurde in Dubletten in 3x3 cm grofe Quadrate auf einem
Whatman-Papier aufgebracht und trockengefont. Nach viermaligem zweistundigen
Waschen mit einer einprozentigen Cetylpyridiniumchloridldsung, mit deren Hilfe die
Glycosaminoglykane auf das Papier gefallt und andere Bestandteile entfernt werden,
wurden die Quadrate ausgeschnitten, mit Rotiszint® Eco plus Szintillationsl&sung
vermischt und die radioaktiven Ereignisse in cpm (counts per minute) gezahlt. Die
gemessenen cpm stehen flr den Anteil an sulfatierten Glykosaminoglykanen im

Medium.
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2.16 Lentivirale Ausschaltung der HAS3-mRNA- Expression

2.16.1 Beschreibung des lentiviralen Systems

Die genetische Ausschaltung der Hyaluronsauresynthasegene wurde mit Hilfe des
MISSION™  [entiviral shRNA knockdown systems (Sigma-Aldrich, Muinchen)
durchgefuhrt.

Die Interferenz-RNA-Technik sorgt flr eine effektive Depletion der Zelle an der
mRNA (Boten-Ribonukleinsaure) des Zielgens. Die lentivirale Produktion basierte
auf einem Drei-Plasmid-System der dritten Generation. Ein Plasmid kodierte fur das
VSV-G (Vesikulares Stomatitis Virus G-Protein)-Hullprotein und ein Plasmid trug die
aus Sicherheitsgriinden verkurzten Sticke der HIV-1 (Humanes Immundefizienz-
virus 1) Strukturproteine. Das dritte Plasmid (siehe Abbildung 2-2) enthielt eine
shRNA-Sequenz, die gegen HAS3 gerichtet war. Das Ampicillin-Resistenz-Gen
(ampR) ist nétig, um den Vektor Uber eine Selektion in E. coli zu vervielfaltigen, die
Puromycin-Resistenz (puroR) dient zur Selektion der infizierten Zielzellen. Nur die
Sequenz zwischen den beiden Long Terminal Repeats (LTRs) wird bei einer
Infektion der Zielzelle in die DNA (Desoxyribonukleinsdure) des Wirtes integriert. Da
sich hier keine fir den Aufbau der Lentiviren wichtigen Gene befinden, ist sicher
gestellt, dass keine vermehrungsfahigen Lentiviren von den Zielzellen produziert
werden. Das Verpackungssignal Psi sorgt schlieRlich dafir, dass die DNA in die in

der Produktionszelllinie entstehenden Lentiviren verpackt wird.
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Abbildung 2-2 Das die shRNA-Sequenz tragende Plasmid des lentiviralen Systems. Uber die
Ampicillin-Resistenz (ampR) ist eine Selektion in E.coli mdglich, die Puromycin-Resistenz (puroR)

dient zur Selektion der Zielzellen.

Aus kodierendem Strang und Gegenstrang bildet sich, nach Ablesung durch eine
DNA-Polymerase, die shRNA (small hairpin RNA), die schliel3lich wie eine

herkdbmmliche siRNA (small interfering RNA) Uber Interferenz-RNA-Mechanismen flr

eine Zerstdérung der Ziel-mRNA sorgt. Eine gegen kein bekanntes humanes Gen

gerichtete, zufallige shRNA-Sequenz wurde als Kontrolle eingesetzt.
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2.16.2 Vermehrung der Plasmide

Die Vermehrung der Plasmide erfolgte unter Ausnutzung des Ampicillin-Resistenz-
Gens, welches eine selektive Amplifikation in E. coli Bakterien erlaubt. Die
Aufreinigung der Gesamt-DNA erfolgte durch einen EndoFree Plasmid Maxi Kit der
Firma Qiagen, Hilden. Die Quantifizierung erfolgte photometrisch bei 260 nm mit

dem Nanodrop-1000-Photometer (Peqlab, Erlangen).

2.16.3 Produktion der Lentiviren

Der Transfer in die Produktionszelllinie HEK 293T (ATCC) wurde mittels des
Lipofektions-Reagenzes Fugene 6 (Roche, Mannheim) durchgefuhrt. Nach
16 Stunden wurde das normale Wachstumsmedium (DMEM, Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) gegen HEPES-gepuffertes Spezialmedium (IMDM, Iscove’s Modified
Dulbecco’s Medium) getauscht, um eine bessere Stabilitat der Lentiviren zu
erreichen. Alle Schritte erfolgten unter Benutzung von hitzeinaktiviertem FCS, um
die entstehenden Viren nicht einem aktiven Komplementssystem auszusetzen. Am
nachsten Tag wurden die Zellen geerntet und mit Zentrifugation unter Zugabe von
Poly-L-Lysin aufkonzentriert. Dies fand unter den von Zhang et al.®® vorgeschla-

genen Bedingungen statt.

2.16.4 Infektion der Zielzellen

Die Zielzellen wurden bei einer MOI (Multiplicity of Infection; gibt an, wie viele Viren
rechnerisch auf eine Zielzelle treffen) von 10 infiziert. Zur Verbesserung der
Verschmelzung der Virushulle mit der Zellmembran wurde 10 ug / ml Protaminsulfat
zugegeben. Nach einem Mediumwechsel am folgenden Tag und einer Wartezeit von
funf Tagen in normalem Wachstumsmedium wurde die Ausschaltung der Zielgene in
den Zellen validiert und bei einem positiven Befund weitere Untersuchungen

vorgenommen.
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2.16.5 Validierung der Gen-Ausschaltung

2.16.5.1 RNA-Praparation

Die Gesamt-RNA fur die Quantifizierung des Ausmales der Gen-Ausschaltung
wurde wie folgt isoliert: Pro Kammer einer 6-Loch-Platte wurde ein Milliliter
TriReagent® (Sigma-Aldrich, Miinchen) verwendet. Die Aufarbeitung erfolgte nach
den Angaben des Herstellers und umfasste eine Ausschuttelung der wassrigen,
phenolhaltigen Phase des TriReagents gegen Chloroform. Die in der wassrigen
Phase angereicherte RNA wurde anschlieliend mit Isopropanol gefallt und in
70 % Ethanol gewaschen. Die in RNAse-freiem Wasser aufgenommene RNA wurde
darauf mit einem Nanodrop-1000 (Peglab, Erlangen) bei 260 nm photometrisch

vermessen.

2.16.5.2 Quantifizierung der mRNA mittels quantitativer
Realtime-PCR

Die Quantifizierung der Expressionslevel der Zielgene erfolgte unter Zuhilfenahme
der quantitativen Realtime-PCR. In einem ersten Schritt wurde ein Mikrogramm
Gesamt-RNA  mittels des  Superscript™Ill  First-Strand  synthesis — Systems
(Invitrogen, Karlsruhe) in cDNA (kodierende DNA) umgeschrieben. Die Reaktionen
der nachfolgenden PCR wurden unter Benutzung des SYBR Green® PCR Master
Mix (Applied Biosystems, Darmstadt) auf einer Opticon 1 Platte (MJ-Research,
Waltham, MA, USA) nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Die Auswertung
erfolgte durch eine Schmelzkurvenanalyse, anhand derer die Anzahl der
amplifizierten  Produkte errechnet wurde. Der Vergleich der relativen
Expressionslevel wurde Uber die 2[AAC(T)] Methode bewerkstelligt. Es erfolgte eine

Dreifachbestimmung, aus der ein Mittelwert gebildet wurde.
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2.16.5.3 Hyaluronsiurebestimmung im Uberstand

Die Evaluation der Zielprotein-Ausschaltung auf Produktebene erfolgte Uber eine
Bestimmung der an das Medium abgegebenen Hyaluronsaure wie unter 2.7

beschrieben.

2.16.6 Untersuchungen des Phanotyps nach Gen-Ausschaltung

Nach einer Validierung der Ausschaltung des Zielgens auf mRNA- und
Produktebene erfolgte die Untersuchung des Einflusses des veranderten Genotyps
auf den Phanotyp der Zellen.

Hierzu wurden immunzytochemische Farbungen zur Detektion der Mikrovilli (wie
unter 2.11 beschrieben) und Immunoblots (siehe 2.10) zur Untersuchung einer
FAK-Degradation durchgeflhrt.
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3 Ergebnisse

3.1  Einfluss von 4-MU auf die Hyaluronsauresynthese und
Morphologie von OSC1-Zellen

Wie in quantitativen Realtime-PCR-Bestimmungen untersucht wurde, zeigten OSC1-
Zellen keine signifikante Genexpression von HAS1, eine moderate HAS2-
Expression und ein starkes Signal fur HAS3-mRNA (Abbildung 3-1). OSC1-Zellen

wiesen eine Hyaluronsaureproduktion von ca. 125 ng HA / ug Protein pro 24 h auf.

0,1% THAST
BHAS2
OHAS3VI

31.4% Abbildung 3-1 OSC1-Zellen zeigten keine
signifikante Expression von HAS1, eine moderate
Expression von HAS2 und eine dominante HAS3
Expression. Die Bestimmung erfolgte (iber eine
quantitative Realtime-PCR. Dargestellt ist ein fiir
n=5 repréasentatives Ergebnis.

68,5%

Unter Behandlung mit 0,3 mM 4-MU konnten durch quantitative Realtime-PCR nur
moderate Veranderungen in der Genexpression der drei HAS-Isoformen festgestellt
werden (Abbildung 3-2).
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£ Abbildung 3-2 Unter einer 24-stiindigen
S 1.54 Behandlung mit 0,3 mM 4-MU ftraten keine
5 signifikanten Verdnderungen der Genexpression
° 1.0 | U I T der HAS-Enzyme auf. Angegeben ist das
2 0.5 Vielfache der Kontrolle eines fiir n=3
8 0.0 reprédsentativen Versuchs.

S 0.

> HAS1 HAS2 HAS3
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Die Untersuchung einer 24-stindigen Behandlung mit 4-MU ergab auf Produktebene
eine verringerte Gesamtmenge der in das Zellkulturmedium abgegebenen

Hyaluronsaure (Abbildung 3-3).
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Abbildung 3-3 Eine 24-stiindige Behandlung mit Abbildung 3-4 4-MU fiihrte bei einer 24-

0,3 mM 4-MU senkte die von OSC1-Zellen an das stiindigen  Behandlung  bis zu  einer

Medium abgegebene Hyaluronsduremenge auf Konzentration von 0,5 mM nicht zu einer

48,81 % + 18,55 % der Kontrolle, Mittelwert + Signifikanten Verdnderung in der Produktion

SEM, n=3, *p<0,05. Die Messung erfolgt mit Sulfatierter Glykosaminog/ykane. Bestimmung

einem ELISA-dhnlichen Versuchsaufbau. erfolgte  mit einem %S_Aufnahmeversuch.
0,3mM 4-MU 94,33% + 1,45%, 0,5mM
4-MU 86,33 % * 2,33 %, 1,0 mM 4-MU
6533% + 9,02%, Hintergrund-Kontrolle
833% +240% (Mittelwert + SEM), n=3,
*p<0,05.

Mittels 3°S-Aufnahme-Experimenten wurde nachgewiesen, dass eine Behandlung
mit 4-MU bei Konzentrationen bis zu 0,5 mM keine signifikanten Veranderungen in
der Synthese von sulfatierten Glykosaminoglykanen bewirkte. Dies zeigt, dass die
Effekte von 4-MU im Hinblick auf den Kohlenhydratanteil der Matrix bis zu einer
Konzentration von 0,5 mM 4-MU auf eine Hemmung der Hyaluronsaureproduktion
beschrankt sind (Abbildung 3-4). Die folgenden Versuche wurden daher mit einer
Konzentration von 0,3 mM 4-MU durchgefuhrt, um nur die spezifischen Effekte der
Hyaluronsauredepletion zu untersuchen.

Wie die Grélenausschlusschromatographie zur Bestimmung der hydrodynamischen
Grolle der in das Medium abgegebenen Hyaluronsaure zeigte, war die von

OSC1-Zellen sezernierte Hyaluronsaure vornehmlich in Fraktionen zu finden, die
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hochmolekulare Hyaluronsaure enthielten, wahrend im intermediaren Bereich nur
eine basale Exkretion nachgewiesen werden konnte. Nach Behandlung mit 4-MU
zeigte sich eine gleichmalige Hyaluronsauregrolenverteilung Uber alle Fraktionen.
Dies spricht fur einen starkeren Einfluss von 4-MU auf die Produktion

hochmolekularer Hyaluronsaure (Abbildung 3-5).
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Abbildung 3-5 Hydrodynamische Grél3e der in das Medium sezernierten Hyaluronséure. Die
Auftrennung erfolgte lber eine 30x1cm Sephacryl S-1000 GréRenaustausch-
chromatographieséule in 0,5M Natriumazetat, 0,02 % NaN;, 0,025 % CHAPS, pH 7.
Aufgetragen sind auf der Abszisse die volumenbasiert gesammelten Fraktionen, auf der
Ordinate die radioaktive Aktivitdt der einzelnen Fraktionen. Hochmolekulare Hyaluronsdure
wurde zuerst eluiert und erscheint in den ersten Fraktionen nach dem S&ulentotvolumen. Die
starke Anhéufung hochmolekularer Hyaluronséure in den Fraktionen 5-10 wurde durch eine
Behandlung mit 4-MU auf den Level der niedermolekularen Hyaluronséure nivelliert.
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Die Behandlung mit 4-MU flhrte zu einer morphologischen Veranderung der OSC1
Zellen. Die Zellen zeigten als Phanotyp eine Abflachung und zogen sich in Haufen
zusammen (Abbildung 3-6). Dieser Vorgang wird auch als Clustering bezeichnet.

Die Zellrander erschienen im Vergleich zur Kontrolle weicher (Pfeile).

Abbildung 3-6 Morphologische Verdnderung unter 4-MU-Behandlung. (A) Kontrolle, (B) 24-
stiindige Behandlung mit 0,3 mM 4-MU. Die Zellen erscheinen abgeflacht und zusammen-
gezogen. Die Pfeile zeigen die weicheren Konturen der Zellrénder.
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3.2 4-MU vermittelte Veranderungen der proliferativen und
migratorischen Aktivitat von OSC1-Zellen

Es wurden funktionelle Experimente durchgefihrt, um die Motilitat und Proliferation
der OSC1-Zellen in Gegenwart von 4-MU zu untersuchen und so den Einfluss von
verminderter Hyaluronsauresynthese auf diese Parameter zu erfassen. Proliferation
und Migration wurden signifikant durch 4-MU inhibiert (Abbildung 3-7).
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Abbildung 3-7 (A) Proliferationsversuch. Uber die Messung des Einbaus von Tritium-Thymidin
bei der DNA-Neusynthese wurde die Proliferationsrate ermittelt und auf Protein bezogen. Eine
24-stiindige Behandlung mit 0,3 mM 4-MU fiihrt zu einer Reduktion der Proliferation auf 58,6 %
+ 8,6 % der Kontrolle, n=5, *p < 0,05 (B) Migrationsversuch. Die Bestimmung der migratorischen
Aktivitat der Zellen erfolgte in einem modifizierten Boyden-Kammer-Versuchsaufbau. Dabei wird
die Wanderung der Zellen durch eine mit monomerem Kollagen beschichtete Polycarbonat-
Membran gemessen. Als mitogener Stimulus wurde FCS eingesetzt. Die mit 4-MU behandelten
Zellen zeigten nur 45 % * 4 % der Migrationsaktivitét von Kontrollzellen, n=3, *p<0,05.
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3.3 Veranderungen der fokalen Adhasionen, des Zytoskeletts
und des Hyaluronsaurerezeptors CD44 unter 4-MU-
Behandlung

Um den Einfluss von 4-MU auf wichtige Zelladhasionsmolekile zu untersuchen,
wurde die Expression des Hyaluronsaurerezeptors CD44 und Bestandteile der
fokalen  Adhasionskomplexe (Paxillin, phospho-FAK) sowie Aktin, ein
Hauptbestandteil des Zytoskeletts untersucht. Zu diesem Zweck erfolgten
immunzytochemische Anfarbungen der genannten Strukturen.

In der Immunfarbung (Abbildung 3-8) ist eine Umverteilung von CD44 zu einer
mehr Kkortikalen Lokalisation zu sehen. Gleichzeitig deutet sich eine verstarkte
Expression von CD44 unter Behandlung mit 4-MU an. Um diese zu quantifizieren,
wurden Immunoblots auf CD44 durchgeflihrt. Der Immunoblot (Abbildung 3-9) zeigt
reprasentativ eine Heraufregulation von CD44 nach 24-stundiger 4-MU-Behandlung
(0,3 mM) wohingegen nach einer Stunde keine Veranderungen detektierbar waren.
Die Aufregulation des Hyaluronsaurerezeptors CD44 koénnte eine Gegenregulation

auf die Verknappung an perizellularer Hyaluronsaure darstellen.

A B

50 um 50 uym

Abbildung 3-8 Umverteilung des Hyaluronséurerezeptors CD44 unter einer vierundzwanzig-
stiindigen Behandlung mit 0,3 mM 4-MU. Im Gegensatz zur Kontrolle (A), in der nur eine diffuse
Verteilung von CD44 zu erkennen ist, erfolgt unter Behandlung mit 4-MU (B) eine Umverteilung
von CD44 in die Membran. Gleichzeitig deutet sich eine verstédrkte Expression von CD44 an.
Rot=CD44, Blau=Kerne.

J— <« 85 kDa

K 1h 24h

Abbildung 3-9 Aufregulierung des Hyaluronsdurerezeptors CD44. Es erfolgte eine Behandlung mit
0,3 mM 4-MU. Nach einer Stunde zeigte sich noch kein Unterschied in der Expression, jedoch war
nach 24 Stunden eine deutliche Aufregulierung zu erkennen. Dargestellt ist ein fir n=3
repréasentativer Blot.
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Um die Verteilung und den Aktivierungsstatus der fokalen Adhasionen zu
untersuchen, wurden immunzytochemisch Paxillin, als Marker fir die
Grundexpression der fokalen Adhasionen, und an der Autophosphorylierungsstelle

(Y397) phosphoryliertes FAK als adhasions-assoziierter Aktivierungsmarker, gefarbt.

Abbildung 3-10 Paxillin-Farbung. Eine Behandlung mit 0,3 mM 4-MU fiir 24 h fiihrte zu einer
Abnahme der Expression von fokalen Adhdsionkomplexen, wie durch die Anfarbung von Paxillin
(stdbchenférmige Intensitdtsanhdufungen in rot) zu beobachten war, Kerne in Blau
(A) Kontrolle, (B) 24-stiindige Behandlung mit 0,3 mM 4-MU.

Abbildung 3-11 Phospho-FAK-Férbung. Eine Behandlung mit 0,3 mM 4-MU fiir 24 h fihrte zu
einer Abnahme der Autophosphorylierung der fokalen Adhdsionskinase (pFAK). Auch die bereits
berichtete Zunahme und Umverteilung des CD44-Rezeptors ist gut zu erkennen. Rot = CD44,
Orange = pFAK, Blau = Kerne, (A) Kontrolle, (B) 24-stiindige Behandlung mit 0,3 mM 4-MU.

Im Gegensatz zu der beobachteten Zunahme von CD44 zeigten sowohl Paxillin
(Abbildung 3-10, Pfeile) als auch phosphorylierte FAK (Abbildung 3-11, orange)

eine starke Herabregulierung unter Behandlung mit 4-MU.
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Ausgehend von diesem Befund wurde das mit den fokalen Adhasionen in Kontakt

stehende Zytoskelett untersucht. Zu diesem Zweck wurde Aktin Uber eine Phalloidin-

Abbildung 3-12 Aktin-Farbung. Eine vierundzwanzigstiindige Behandlung mit 0,3 mM 4-MU fiihrte
zu einem Zusammenbruch des Zytoskeletts. Die Anférbung erfolgte mit Phalloidin-FITC.
Griin=Aktin, Blau=Kerne, (A) Kontrolle, (B) 24-stiindige Behandlung mit 0,3 mM 4-MU.

FITC-Sonde angefarbt. Wie in Abbildung 3-12 zu sehen ist, fihrte die Behandlung
mit 4-MU zu einem Zusammenbruch des kortikal betonten Aktin-Zytoskeletts der
OSC1-Zellen.

3.4 Calpain-abhangige Verminderung von FAK und phospho-FAK

Um die in Abbildung 3-10 und Abbildung 3-11 dargestellte Verminderung an
fokalen Adhasionskomplexen naher zu untersuchen, wurden die Expression und der
Phosphorylierungs-Status der fokalen Adhasionskinase (FAK) im Immunoblot
bestimmt.

Eine Behandlung mit 0,3 mM 4-MU verringerte sowohl die Expression von Gesamt-
FAK-Protein (Abbildung 3-13 A) und als auch den Anteil von phosphorylierter FAK
(pPFAK) (Abbildung 3-13 B). Aus den dargestellten reprasentativen Immunoblots
lasst sich eine Tendenz zu einer starkeren Abnahme von pFAK im Vergleich zu

Gesamt-FAK erkennen.
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Abbildung 3-13 (A) Herunterregulierung der Gesamt-FAK-Proteinmenge nach einer 24-stiindigen
Behandlung des OSC1-Zellen mit 0,3 mM 4-MU. (B) Verminderte Phosphorylierung von FAK unter
den gleichen Bedingungen. Als Ladungskontrolle wurde B-Aktin verwendet. Dargestellt sind fiir n=4
représentative Immunoblots.

Es konnte also zu einem Verlust an Gesamt-FAK zusatzlich eine verminderte
Phosphorylierung von FAK hinzukommen.

Die Kinetik der Gesamt-FAK-Abnahme sowie deren Ursache sind in Abbildung 3-14
zu sehen. Die Reduktion von Gesamt-FAK wird durch eine Degradation ausgelost,
die zwischen 15 und 30 Minuten nach Zugabe von 4-MU einsetzte und auch noch
nach 24 Stunden detektierbar war (Abbildung 3-14 A). Zur Detektion der
FAK-Abbauprodukte wurde ein Antikérper gegen das C-terminale Ende von FAK
eingesetzt (FAK C-20, sc-558, Santa Cruz). Die typischen Hauptbanden lagen
entsprechend den Literaturangaben®”® bei 125 kDa, 90 kDa, 70 kDa, 45 kDa und
40 kDa. Um die Ursache der Degradierung der FAK zu untersuchen, wurde ein
Inhibitor flr Calpain eingesetzt, da Calpain neben Caspase-3 das wichtigste in den
Abbau von FAK involvierte Enzym darstellt. Die durch 4-MU ausgeloste
FAK-Degradierung wurde vom Calpain-Inhibitor MDL28170 bei einer Konzentration
von 25 ug/ml inhibiert, was darin resultierte, dass die Gesamt-FAK-Protein-
Expression auf Kontrollniveau blieb. Die Behandlung von Kontrollzellen mit Calpain-
Inhibitor flhrte sogar zu einem Anstieg an Gesamt-FAK, was mit einem Ubergewicht
der FAK-Neusynthese nach Wegfall der Degradation erklart werden kann
(Abbildung 3-14 B). Diese Beobachtungen sprechen dafur, dass Calpain
mafgeblich an der durch 4-MU induzierten FAK-Degradierung beteiligt ist.
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Abbildung 3-14 (A) Der Verlust an FAK-Expression (intakte FAK bei 125 kDa) war bedingt durch
eine Degradierung, die zwischen 15 und 30 Minuten nach Behandlung mit 0,3 mM 4-MU einsetzte.
Man kann die Zunahme der typischen Degradierungsbanden bei 90 kDa, 70 kDa, 45 kDa und
40 kDa erkennen. (B) Die Tatsache, dass die FAK-Degradierung nach 24 Stunden durch die
Behandlung mit dem Calpain-inhibitor MDL28170 (25 ug / ml) verhindert werden konnte, weist auf
die Beteilung von Calpain an der Degradation hin. Der Anstieg an Gesamt-FAK unter Kontrolle und
MDL28170 Idsst auf ein Uberwiegen der Gesamt-FAK-Synthese bei verminderter FAK-
Degradierung schliessen. Dargestellt sind zwei fiir jeweils n=3 représentative Immunoblots.

Der gesteigerte FAK-Abbau (Abbildung 3-15 A) fuhrte spatestens nach 30 Minuten
zu einer verminderten Phosphorylierung der nachgeschalteten Signalproteine ERK
(extrazellular regulierte Kinase) (Abbildung 3-15 B, C) and AKT (Proteinkinase B)
(Abbildung 3-15D,E) und damit zu deren Inhibition. In Bezug auf die
Phosphorylierung von ERK Iasst sich ein transienter Anstieg zwischen 5 und 15
Minuten erkennen. Bei AKT ist nur ein kurzer Anstieg nach 15 Minuten zu

beobachten.
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Abbildung 3-15 Zeitverlauf der FAK-Degradation (A) und der Phosphorylierung in den
nachgeschalteten Signalwegen. Nach einem transienten Anstieg zwischen 5 und 15 Minuten
nimmt die Phosphorylierung von ERK (pERK) stark ab. (B) phospho-ERK, (C) ERK. Die
Phosphorylierung von AKT steigt zwischen 10 und 15 Minuten an, um danach stark abzusinken

(D) phospho-AKT, (E) AKT. Gezeigt sind flir n=3 reprdsentative Immunoblots.
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3.5 Einfluss von Inhibitoren verschiedener Signaltransduktions-
wege auf den Phanotyp von OSC1

Um die Beteiligung der verschiedenen durch FAK aktivierten Signaltrans-
duktionswege an der morphologischen Veranderung der OSC1-Zellen zu
untersuchen, wurden spezifische Inhibitoren fur den ERK-Signalweg (U0126, 1 uM),
den PI3K-Signalweg (LY294002, 10 uM), den PKC (Phosphokinase C)-Weg
(Bisindolylmaleimid I, 1 uM) und den Rho-Kinase-Weg (HA1077, 1 uM) eingesetzt.

Abbildung 3-16 Die Auswirkung verschiedener
Signalweg-Inhibitoren auf die Morphologie von
OSC1-Zellen. Der ERK-Inhibitor U0126
verursachte 30 min nach Behandlungsbeginn
einen Phénotyp (C) der sich &hnlich dem unter
4-MU-Behandlung (B) darstellte. Es war ein
Zusammenziehen und eine Abflachung der
Zellen zu sehen. Der Rho-Kinase-Inhibitor
HA1077 fihrte zur Fragmentierung der Zellen
(D), wéhrend der PKC-Inhibitor BIM | eine
Verdickung und  Streckung der Zellen
verursachte.

- ﬂ =

Rfie#Kinase-hibitor HA1077, 330 [ Phosphokinass C-hhibitofBi | in.
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Es zeigte sich, dass nur die Behandlung mit dem ERK-Inhibitor zu einem Phanotyp
fuhrte, der dem unter 4-MU-Einfluss (Abbildung 3-16 B) glich: Es war eine
Abflachung und ein Zusammenziehen der Zellen zu beobachten (Abbildung 3-16 C).
Der Rho-Kinase-Inhibitor fuhrte zu einer weitgehenden Fragmentierung der Zellen
(Abbildung 3-16 D), wahrend die Behandlung der Zellen mit dem PKC-Inhibitor in
einer Verdickung und Streckung der Zellen (Abbildung 3-16 E) resultierte.
Hingegen zeigte sich unter einer Behandlung mit dem PI3-Kinase-Inhibitor keine

morphologische Veranderung der OSC1-Zellen.

3.6 Einfluss anderer Hyaluronsaure-,Antagonisten* auf die
FAK-Degradation

Um zu verifizieren, dass die von 4-MU ausgelosten Effekte hyaluronsaureabhangig
waren, wurden andere Moglichkeiten untersucht, in die Hyaluronsaure-Matrix
einzugreifen. Dabei wurde eine FAK-Degradierung auch bei der Behandlung mit
Substanzen gefunden, die einen anders gearteten negativen Einfluss auf
Hyaluronsaure-Funktionen ausuben als 4-MU. So flhrte der Verdau der
perizelluldaren Hyaluronsaure-Matrix durch Zugabe von 5U/ml Streptomyces
Hyaluronidase zu einem gesteigerten FAK-Abbau, der bereits nach 5 Minuten
einsetzte und fur mehrere Stunden anhielt (Abbildung 3-17 A). Pep-1, ein Peptid,
das Hyaluronsaure von seinen Bindungsstellen verdrangt, wurde erstmals von
Mummert et al.*® beschrieben. In einer Konzentration von 500 pg / ml fiihrte Pep-1

zu einer nach 24 Stunden nachweisbaren FAK-Degradierung (Abbildung 3-17 B).
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Abbildung 3-17 (A) Eine Behandlung mit 5 U / ml Streptomyces Hyaluronidase fiihrte bereits nach
5 Minuten zu einer Degradation von FAK, die fir die Dauer mehrerer Stunden anhielt. (B) Das
Hyaluronsédure-verdrédngende Peptid Pep-1 (500 ug / ml) zeigte erst nach 24 Stunden einen Einfluss
auf die FAK Degradation. Dargestellt sind fiir n=3 reprédsentative Immunoblots.
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Um die Beteiligung des Hyaluronsaurerezeptors CD44 an den beobachteten
Effekten von 4-MU zu untersuchen, erfolgte eine Ausschaltung der CD44
vermittelten Signaltransduktion mit einem blockierenden CD44-Antikorper. Dies
fuhrte allerdings weder zu einer FAK-Degradation (Abbildung 3-18 A), noch zu
einer morphologischen Veranderung der Zelle. Die Phosphorylierung des
wichtigsten nachgeschalteten Signalproteins, AKT, konnte hingegen stark gesenkt

werden (Abbildung 3-18 B), was einen Beweis fur die Funktionsfahigkeit des

<« 130 KDa B oAKT

< 72 KDa
AKT s s— <4 60 KDa

Antikorpers darstellt.
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Abbildung 3-18 Die Blockade von CD44 fiihrte nicht zu einer FAK-Degradation (A). Als Positiv-
Kontrolle wurde die Phosphorylierung des nachgeschaltete Zielproteins von CD44, AKT untersucht. Es
kam zu der erwarteten Dephosphorylierung (B). Dargestellt sind fiir n=3 représentative Blots. Die
Probennahme erfolgte nach 24 Stunden unter einer Behandlung mit 0,3 mM 4-MU.
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3.7 0OSC1-Zellen wiesen Hyaluronsaure-assoziierte Zellfortsatze
auf, die unter Einfluss von 4-MU zerstort wurden

Fixierte OSC1 Zellen zeigten bei einer immunzytochemischen Farbung fur CD44
oder bei einer Anfarbung mit einem Membranmarker (Image-iT® LIVE Plasma
Membrane Marker, Invitrogen, Karlsruhe) eine Vielzahl an langgestreckten, mitunter

verzweigten Zellfortsatzen, die, wie durch Hyaluronsaurebindeprotein nachgewiesen

wurde, von einer Hyaluronsaurematrix umgeben waren und unter einer Behandlung
mit 4-MU verschwanden (Abbildung 3-19).

- Rl i1 4 : 1 of wm N
Abbildung 3-19 Konfokale (A, B) und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (C, D) von membran-
assoziierten Zellfortsdtzen (A, C) und deren Rlckbildung nach vierundzwanzigstindiger
Behandlung mit 0,3 mM 4-MU (B, D). Die Hyaluronséure (orange) kann dabei fixierungsbedingt nur
in Form kleiner Aggregate angeférbt werden. Griin = CD44, Orange = Hyaluronséure, Blau = Kern.
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Auch bei lebenden Zellen konnten diese Zellfortsatze, und ihre Auflésung unter einer
Behandlung mit 4-MU, durch eine Calcein-Farbung (2 uM) nachgewiesen werden
(Abbildung 3-20). Das beweist, dass sie keine durch die Fixierung bedingten
Artefakte darstellen.

Abbildung 3-20 Anfdrbung lebender OSC1-Zellen mit 2 uM Calcein (A-D). Das volle Ausmal3 der
Zellfortsdtze wurde erst nach einer elektronischen Kontrastverbesserung sichtbar (Ausgangsbilder
in der rechten oberen Ecke). Auch hier zeigte sich unter Behandlung mit 4-MU eine Aufiésung der
protrusiven Strukturen. (A,C) Kontrolle, (B,D) 24-stiindige Behandlung mit 0,3 mM 4-MU.

Die beobachteten Strukturen sind hauptsachlich flache, tendenziell eher
oberflachenassoziierte Zellfortsatze, die allerdings, wie mit einer konfokalen
Stapelaufnahme gezeigt werden konnte, auch dreidimensional tber die Zelle verteilt

vorlagen und in die Betrachtungsebene hineinzeigten (Abbildung 3-21).
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Die in die z-Ebene ragenden Strukturen wurden mit einer Hohenebenenauswertung

(Insert in Rot) elektronisch verstarkt und besser sichtbar gemacht.

Abbildung 3-21 Konfokale Stapelaufnahme einer OSC1-Zelle zur Bestimmung der
Lokalisation der protrusiven Strukturen. (A) zeigt eine Schnittebene nahe der
Zellkulturschalenoberfldche. In dieser ist im Vergleich mit den in der Seitenansicht
(B, C) erkennbaren Fortsétzen ein stérkeres Ausmald an protrusiven Strukturen zu
erkennen. Griin = Hyaluronséure, Orange = Membranmarker, Blau = Kerne. Das
Insert in Rot in (A) zeigt eine Héhenebenen-Auswertung, anhand derer sich die in die
Betrachtungsebene hereinragenden Spitzen deutlicher zeigen (rote Punkte).

57



Ergebnisse

Um die Abhangigkeit der beobachteten Effekte von 4-MU auf die Zellfortsatze zu
beweisen und hyaluronsaureunabhangige Wirkungen als Ursache auszuschlie3en,
wurde Streptomyces Hyaluronidase (5 U/ ml) zugegeben, um den Hyaluronsaure-

mantel zu verdauen (Abbildung 3-22). Bereits nach 15 Minuten waren keine

Zellfortsatze mehr erkennbar.

Abbildung 3-22 Um die Hyaluronsédure-Abhéngigkeit der Zellfortsdtze (A) zu lberpriifen, wurden
5 U/ml Streptomyces Hyaluronidase eingesetzt. Bereits nach 15 Minuten zeigte sich eine
Riickbildung der protrusiven Strukturen (B). Orange = Hyaluronséure, Griin = CD44, Blau = Kerne.

o o ' P ¥
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3.8 Die beobachteten Zellfortsatze waren protrusiv, enthielten
Aktinfasern und fokale Adhasions-Komplexe, aber kein
Tubulin

Um zu uberprifen, ob die Zellfortsatze eine Verbindung zum Zytoskelett aufweisen,
wurde eine Aktinfarbung durchgefuhrt, die ein starkes Signal fur Aktin in den
Zellfortsatzen ergab (Abbildung 3-23 A-C). Auch in der Aktin-Farbung ist eine
deutliche Abnahme in der Zahl der Zellfortsatze unter Behandlung mit 4-MU zu
erkennen (Abbildung 3-23 D-F).

Abbildung 3-23 Anférbung der Aktin-Fasern mit FITC-markiertem Phalloidin und Kolokalisation
mit Membranmarker zum Nachweis des Aktingehalts der Zellfortsétze. (A,B,C) Kontrolle, (D,E,F)
24-stiindige Behandlung mit 0,3 mM 4-MU. (A,D) Griin = Aktin, (B,E) Rot = Membranmarker,
Blau = Kerne (C,F) Uberlagerung beider Kanéle.

Hingegen konnte trotz eines stark ausgepragten Tubulin-Gerustes der OSC1-Zellen
kein Tubulin in den Zellfortsatzen detektiert werden (Abbildung 3-24). Anhand
dieser Abbildung lasst sich auch gut der phanotypische Unterschied zwischen
Kontrolle und mit 4-MU behandelten Zellen erkennen. Die behandelten Zellen
erscheinen verglichen mit der Kontrolle breiter, abgeflacht und sind in Gruppen

zusammengelagert.
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Abbildung 3-24 Tubulin-Férbung. OSC1-Zellen weisen ein markantes Tubulin-Gertst auf, das
allerdings nicht bis in die Zellfortsdtze reicht. (A,C) Kontrolle, (B, D) 24-stiindige Behandlung mit
0,3 mM 4-MU. Auffallend ist auch hier die phénotypische Verdnderung der OSC1-Zellen unter 4-MU-
Behandlung. Die behandelten Zellen erscheinen verglichen mit der Kontrolle breiter, abgeflacht und
sind in Gruppen zusammengelagert. Griin=Tubulin, Rot=Membranmarker, Blau=Kerne.

Um eine Beteiligung von Aktin am Aufbau und der Aufrecherhaltung der Zellfortsatze
zu untermauern, wurde Latrunculin A (2 pM), ein Aktin-Polymerisations-Inhibitor,
benutzt, der in der Folge durch die fortwahrenden Umbauprozesse des Aktin-
Zytoskeletts zu einer Depolymerisation von Aktinfasern fuhrt (Abbildung 3-25).

Eine bereits nach 3 Minuten einsetzende Aktin-Depolymerisation (Abbildung 3-25 B)
zog eine sofortige Auflosung der in den Zellfortsatze befindlichen Aktinfasern nach

sich, wahrend der kortikale und zentrale Teil des Aktinzytoskeletts noch intakt waren.
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Zu diesem Zeitpunkt konnte man anhand der Membranfarbung noch die vormalige
Struktur einzelner Zellfortsatze erkennen. Das war bereits nach 5 Minuten
Behandlungsdauer (Abbildung 3-25 C) kaum noch moglich. Dieses Ergebnis zeigt,

dass die Fortsatze einen Teil des Zytoskeletts darstellen und mit diesem verbunden

sind.

Abbildung 3-25 Um die Abhéngigkeit der
Zellfortsdtze vom  Aktin-Zytoskelett  zu
zeigen, wurden OSC1-Zellen (A) mit 2 uM
Latrunculin A behandelt. Dies fiihrte zu einer
Zerstérung des Aktin-Zytoskeletts, die schon
nach 3 Minuten (B) einen betrachtlichen
Abbau der Zellfortsétze zur Folge hatte und
nach 5 Minuten (C) fast zu deren génzlicher
Auflbsung fiihrte.

Um die Verteilung der mit den Aktinfasern assoziierten fokalen Adhasionskomplexe
zu untersuchen, wurden Farbungen mit einem phospho-Tyrosin-Antikdrper
(pTyr 100) durchgefuhrt.
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Abbildung 3-26 Mit Hilfe eines phospho-Tyrosin-Antik6rpers, der mit hoher Sensitivitédt phosphory-
lierte Proteine anzeigt, wurde phospo-FAK detektiert. Phospho-FAK, als Marker fiir einen aktiven
fokalen Adhésionskomplex, konnte in der Spitze (A-C) und in der Wurzel (D-F) der Mikrovilli detektiert
werden. (A,D) pTyr 100, (B,E) Membranmarker, (C,F) Uberlagerung beider Kanéle.

pTyr 100 bietet vor allem bei naszierenden fokalen Adhasionskomplexen den Vorteil
einer friihen Detektion, da es sehr sensitiv auf phosphorylierte Proteine z.B. pFAK
reagiert. Wie in Abbildung 3-26 dargestellt, konnte bei einem Teil der Zellfortsatze
phospho-FAK in der Spitze (Abbildung 3-26 A-C, Pfeile) festgestellt werden, bei
einem anderen Teil an der Wurzel (Abbildung 3-26 D-F, Pfeile). Eine Detektion mit
einem pFAK-Antikérper war durch ein unzureichendes Signal-Hintergrundverhaltnis

nicht moglich.

Um die Protrusivitat der Zellfortsatze nachzuweisen und sie so von Rickzugsfasern
zu unterscheiden, wurde ein Adhasions- und Wachstumsversuch auf Fibronektin-
beschichteten Deckglasern durchgefuhrt. Da in der frihen Phase der Anheftung
ausschlieBlich im Aufbau befindliche Zellstrukturen zu erwarten sind, zeigt eine
Detektion der Zellfortsatze in diesem Stadium deren protrusiven Charakter an.
Bereits zehn Minuten nach Aussaat waren sowohl erste fruhe fokale Adhasions-
komplexe als auch protrusive Strukturen detektierbar (Abbildung 3-27 A, B). Nach
weiteren zehn Minuten hatte die Zahl der fokalen Adhasionskomplexe stark
zugenommen und es war eine grolle Anzahl von Zellfortsatzen zu erkennen
(Abbildung 3-27 C, D). Mit einem Antikorper gegen phospho-Tyrosin, der in diesem
Wachstumsstadium hauptsachlich pFAK detektiert®, konnte in den naszenten
Zellfortsatzen (angefarbt mit Membranmarker, Abbildung 3-27 B, D) die Bildung
fokaler Adhasionskinasen beobachtet werden (Abbildung 3-27 A, C).
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Abbildung 3-27 In der Entstehung befindliche Zellfortsétze 10 (A,B) und 20 (C,D) Minuten nach
Aussaat von OSC1-Zellen auf Fibronektin. (A,C) Anfdrbung von phospho-FAK mit phospho-Tyrosin-
Antikérper, (B,D) Membranmarker.

Wie in Abbildung 3-28, einer kleineren VergroRerung der Abbildung 3-27, zu
erkennen ist, fuhrte die Behandlung mit 0,3 mM 4-MU (Abbildung 3-28 B, D) zu

einer verminderten pFAK-Expression und einer eingeschrankten Ausbreitung der

Zelle. AuBRerdem wurde die Entstehung der protrusiven Zellfortsatze verhindert.

Abbildung 3-28 Auswirkung von 4-MU (B, D) auf die Anheftung und Ausbreitung von OSC1-
Zellen sowie auf die Membranfortsédtze 10 (A,B) und 20 (C,D) Minuten nach Aussaat. Es ist eine
deutlich verringerte Expression von pFAK wie auch eine gestérte Ausbreitung der Zellen
festzustellen. Dariiberhinaus wird die Entstehung der protrusiven Zellfortsdtze verhindert.
Griin = Anféarbung von phospho-FAK mit phospho-Tyrosin-Antikérper, Rot = Membranmarker,
Blau = Kern.
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3.9 Lentivirale Ausschaltung der Genexpression von HAS3

Um nachzuweisen, dass die beobachteten Effekte von 4-MU auf eine Abnahme der
Hyaluronsaureproduktion zurickzuflhren sind, wurde Uber ein lentivirales System
eine Interferenz-RNA gegen HAS3 in die Zellen eingeschleust. HAS3 ist, wie aus
Abbildung 3-1 hervorgeht, die Hauptisoform der Hyaluronsauresynthasen in OSC1-
Zellen. Die Abnahme der HAS3-mRNA wurde Uber eine Realtime-Bestimmung
verifiziert (2.16.5.2) (Abbildung 3-29 A). Auf Produkt-Ebene wurde die HA-
Produktion Uber einen ELISA-ahnlichen Versuchsaufbau (2.16.5.3) (Abbildung
3-29 B) nachgewiesen. Die Ausschaltung von HAS3 in OSC1-Zellen flhrte zu einer
FAK-Degradation (Abbildung 3-29 C) und morphologisch zu einem Phanotyp
ahnlich dem unter 4-MU-Behandlung (Abbildung 3-30).
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Abbildung 3-29 Lentivirale Einschleusung von shHAS3
<4 125KkDa in OSC1-Zellen fiihrte zu (A) einer Abnahme von HAS3-
< 90 kDa mRNA, (B) verminderter Hyalurons&ureproduktion und

(C) einer Degradierung von FAK.
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Abbildung 3-30 Auswirkung der Ausschaltung von HAS3 auf die Morphologie
von OSC1-Zellen (A) Kontroll-Virus, (B) shHAS3-Virus. Die Zellen erscheinen
flacher und finden sich in Gruppen zusammen.
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Wie in der konfokalen Aufnahme der immunzytochemischen Anfarbung auf
Hyaluronsaure und Zellmembran (Abbildung 3-31) zu erkennen ist, fuhrt die
Ausschaltung von HAS3 in OSC1-Zellen sowohl zu einem verringerten

Hyaluronsaure-Gehalt, als auch zu einer Auflosung der Zellfortsatze.

Abbildung 3-31 Auflésung der Zellfortsétze und Verringerung des Hyaluronsdure-Gehaltes durch
Behandlung der OSC1-Zellen mit HAS3-Interferenz-RNA. (A) Kontrolle, (B) shHASS3.
Griin = Hyaluronséure, Orange = Membranmarker, Blau = Kerne.
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3.10 Invasives Potential der Zellfortsatze

Um das Invasionspotential der hier beschriebenen Zellfortsatze zu untersuchen,
wurde eine Mischkultur im Verhaltnis 1:4 aus OSC1-Zellen und Fibroblasten,
stellvertretend fur Stromazellen, vorgenommen (Abbildung 3-32). Da ein
Membranmarker auf Weizenkeim-Agglutinin-Basis verwendet wurde, sind die
Tumorzellen aufgrund des hohen Gehaltes an N-Azetylneuraminsdure in der
Membran intensiver gefarbt als die Fibroblasten®'. In diesem Versuchsaufbau konnte
beobachtet werden, dass die Tumorzellen keine Kontaktinhibierung zeigten, wie sie
fur nicht transformierte Zellen typisch ist, sondern bei der Annaherung an einen
Fibroblasten unter diesem hindurchwanderten (Abbildung 3-32 B) oder diesen
zuruckdrangten (Abbildung 3-32 A Pfeile).

Abbildung 3-32 Misch-Kultur zwischen OSC1-Zellen und Fibroblasten stellvertretend fiir
Stromazellen. Die Zellen wurden mit Membranmarker angeféarbt. (A, B, C, D) OSC1-Zellen (stark
rot) zeigen eine groBe Anzahl an Zellfortsétzen, die Fibroblasten eindriickten (A Pfeile), eine
Bewegung der Krebszelle iiber und unter der Stromazelle hindurch vermittelten (B), den
Extrazelldrraum ausfiillten (C) und die Zellmembran des Fibroblasten abtasteten (D). Unter
vierundzwanzigstiindiger 4-MU-Behandlung verkiirzten sich die protrusiven Strukturen (E, F, G).
Auch eine Kontaktinhibierung wurde wieder hergestellt (E, F). (G) Trotz Raumangebots wurde der
Extrazelluldrraum nicht mehr durch die Zellfortsétze ausgefiillt.
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Des Weiteren konnten sondierende protrusive Strukturen (Abbildung 3-32 D)
gezeigt werden, die an einigen Stellen den Extrazellularraum zwischen Krebszellen
und Fibroblasten ausfullten (Abbildung 3-32 C). Die Behandlung mit 4-MU fuhrte zu
einer Groldenreduktion der Zellfortsatze (Abbildung 3-32 E, F, G). AuRerdem waren
keine Uberlagerungen von OSC1-Zellen und Fibroblasten mehr zu erkennen
(Abbildung 3-32 E, F). Wie in Abbildung 3-32 G zu sehen ist, wurden auch die
Zwischenraume zwischen den Zellen nicht mehr durch Zellfortsatze ausgefullt.
Zusatzlich konnte beobachtet werden, dass sich eine verstarkte Bildung von
Zellfortsatzen an den Stellen zeigte, an denen Krebszellen und Fibroblasten

aufeinander trafen.
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3.11 Ahnliche Zellfortsatze in anderen Arten von Krebszellen

Ahnliche Zellfortsatze wurden ebenfalls in melanomatdsen BLM Zellen gefunden
und konnten auch hier mit 4-MU zerstort werden (Abbildung 3-33 A, B). In
geringerem Male war dies auch in der hepatokarzinomalen Hep G2 Linie
(Abbildung 3-33 C, D) und der adenokarzinomalen ACC China Linie der Fall
(Abbildung 3-33 E, F).

Abbildung 3-33 Vorkommen protrusiver Strukturen (A, C, E) und deren Auflésung
unter einer 24-stiindigen Behandlung mit 0,3 mM 4-MU (B, D, F) in verschiedenen
Krebszelllinien. BLM Melanom (A, B), Hep G2 Hepatokarzinom (C, D), ACC China
Adenokarzinom (E, F).
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4 Diskussion

Im Folgenden sollen die Effekte von 4-MU auf den Phanotyp von OSC1-Zellen naher
untersucht werden. Die offensichtlichste Auswirkung einer Behandlung mit 4-MU
stellt die morphologische Veranderung der Zellen dar (Abbildung 3-6). Eine zentrale
Rolle in der Kontrolle der Zellform spielen die verschiedenen Arten an
Haftverbindungen, die die Zelle mit der Umgebung verbinden und die direkt mit dem
Zytoskelett in Verbindung stehen. Diese werden in Kapitel 4.1 vorgestellt. Von den in
diesem Kapitel genannten mit dem Zytoskelett assoziierten Haftverbindungen
scheint dem fokalen Adhasionskomplex eine besondere Funktion in der Vemittlung
der 4-MU-Wirkungen zuzukommen. So konnten unter Behandlung mit 4-MU sowohl
eine Degradation der fokalen Adhasionskinase (FAK) als auch eine Abnahme der
Zahl der fokalen Adhasionskomplexe beobachtet werden. Aus diesem Grund
werden die fokalen Adhasionskomplexe zusammen mit deren Hauptmolekul Integrin
und FAK als wichtigstem Vermittler der intrazellularen Integrinwirkungen in Kapitel
4.2 naher erlautert. Dort werden auch die nachgeschalteten Signaltransduktions-
wege von FAK und deren Bedeutung in der Karzinogenese erortert. Die Degradation
der FAK stellt einen zentralen Prozess dar, der uUber die Auflosung der fokalen
Adhasionskomplexe extrazellulare und, Uber die Herabregulierung nachgeschalteter
Signaltransduktionswege wie den ERK- und AKT-Signalkaskaden, intrazellulare
Auswirkungen hat. Aus diesem Grund soll die Erklarung der 4-MU-induzierten
Wirkungen ausgehend von der Degradation von FAK besprochen werden. In diesem
Zusammenhang wird diskutiert, wie eine verminderte Hyaluronsaureproduktion eine
Degradierung von FAK auslésen konnte (Kapitel 4.3) und welcher unmittelbare
Mechanismus zur Degradation der FAK fuhrt (Kapitel 4.4). Im Anschluss werden
modgliche Auswirkungen der FAK-Degradation auf die Zellform und die MMP9 (Matrix
Metalloproteinase 9)-Expression diskutiert (Kapitel 4.5). Auch von der FAK-
Degradation unabhangige Mechanismen, wie die direkte hyaluronsaureabhangige
Beeinflussung von ERK werden untersucht (Kapitel 4.6). Den Abschluss des ersten
Teils der Diskussion bildet eine Zusammenfassung der Hemmstoffe der
Hyaluronsaurewirkungen und ihres Einflusses auf Zellmorphologie und FAK-
Degradierung (Kapitel 4.7).
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Der zweite Teil der Diskussion beschaftigt sich mit den in OSC1-Zellen stark
vertretenen protrusiven Zellfortsatzen und deren Rlckbildung unter 4-MU. Es wird
eine Ubersicht aktin-basierter Strukturen gegeben (Kapitel 4.8) und die in dieser
Arbeit beschriebenen Zellfortsatze werden den in der Literatur definierten Strukturen
zugeordnet (Kapitel 4.9). AuRerdem soll versucht werden, ihre Funktion fur die
Motilitdt und Invasion der OSC1-Zellen abzuschatzen. Auch der Mechanismus der
Auflosung unter einer Behandlung mit 4-MU ist Gegenstand der Untersuchung
(Kapitel 4.10).

Abschlieend soll aufgrund der Daten der vorliegenden Arbeit ein kurzer Ausblick
auf eine mogliche Verwendung von 4-MU in der Krebstherapie gegeben werden und

die Ergebnisse der Arbeit werden kurz zusammengefasst.
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41 Die Verankerung der Zelle im Gewebe

Der Zusammenhalt des Gewebes wird Uber zwei Funktionsprinzipien
aufrechterhalten: Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen. Es existieren vier
Hauptgruppen von zytoskelett-assoziierten Haftverbindungen, von denen zwei mit
der Matrix interagieren, wahrend die anderen beiden Zell-Zell-Interaktionen

vermitteln®?:

Zell-Zell-Verbindungen

- Gurteldesmosomen (Adhasionsgurtel, Zonula adherens, adhesion belf)
bestehen extrazellular aus Cadherinen, Kalzium-abhangigen
Verbindungsmolekullen, die intrazellular Uber die assoziierten Proteine
Catenin, Vinculin und a-Aktinin mit filamentdsen Aktin-Bundeln des
Zytoskeletts verbunden sind.

- Punktdesmosomen (Macula adherens) bestehen ebenfalls aus Cadherinen,
weisen aber auf der Innenseite der Plasmamembran eine Plaque-Struktur aus
einer anderen Gruppe an assoziierten Proteinen auf (die Caterine
Desmoglein und Desmopollin sowie Platoglobin und Desmoplatin), an die sich

in epithelialem Gewebe Intermediar-Filamente aus Keratin anlagern.

Zell-Matrix-Verbindungen

- Die Fokalen Adhasionskomplexe (Fokale Kontakte, adhesion plaques)
vermitteln Uber transmembranare Integrine (siehe 4.2.1) die Anheftung der
Zelle an Extrazellularmatrixmolekule wie z.B. Fibronektin und Kollagen, die
spezifische Liganden der Integrine darstellen. Intrazellular bildet sich ein
fokaler Adhasionskomplex, der unter 4.2 naher besprochen wird. Dieser bildet
eine Verbindung zwischen den Integrinen und dem filamentésen Aktin des
Zytoskeletts. Integrine konnen Uber ihre Bindung an die oben genannten
Liganden der Extrazellularmatrix auch als Rezeptoren fungieren, wobei der
fokale Adhasionskomplex die Signaltransduktion an nachgeschaltete

Zielstrukturen vermittelt.
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- Hemidesmosomen haben wie fokale Adhasionskomplexe einen
extrazellularen Integrin-Anteil und erscheinen intrazellular wie Punkt-
desmosomen, d.h. sie koppeln Uber einen Plaque aus assoziierten Proteinen

an Intermediar-Filamente aus Keratin.

Zusammenfassend lauft bei den genannten Interaktionsmolekilen die Zell-Matrix-
Verbindung immer Integrin-abhangig ab, wahrend die Zell-Zell-Verbindung
Cadherin-vermittelt ist. Es findet entweder eine Verknlpfung mit intermediaren

Keratin-Filamenten oder mit filamentdsen Aktin-Blndeln des Zytoskeletts statt.

Daneben existieren noch eine Reihe von nicht mit dem Zytoskelett in Verbindung
stehenden Adhasionsmolekulen, die im Falle einer Zell-Matrix-Verbindung als
Substrat-Adhasionsmolekule (,SAMs“) und bei einem Zell-Zell-Kontakt als Zell-

Adhasionsmolekiile (,CAMs*) bezeichnet werden.
Die beschriebenen Arten von Zell-Verbindungen werden durch molekulare

Bausteine hergestellt, die alle einer von vier Familien an Zell-Adhasions-Molekulen

entstammen®,
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Dies sind einerseits die Selektine, die heterotypische Zell-Zell-Verbindungen
ausbilden. Die wichtigsten Mitglieder dieser Familie werden nach ihrem
Zelltropismus benannt, L- (leukozytare), E- (endotheliale) und P- (Plattchen)
Selektine. Sie binden intrazellular an Aktin und extrazellular an bestimmte
Glykoproteine wie P-Selektin Glykoprotein Ligand 1 (PSGL-1) und das kutane
Lymphozyten Antigen (CLA). Andererseits ist hier die 1g-CAM-Familie zu nennen.
Sie besteht unter anderem aus N-CAM (neuronale Haufung), V-CAM (vaskulare
Haufung) und M-CAM (melanom-assoziert). Die Mitglieder der Ig-CAM-Familie
bilden heterotypische Verbindungen mit Integrinen und Selektinen benachbarter
Zellen aus.

Die Familie der Cadherine findet sich als Hauptstruktur der Gurtel- und
Punktdesmosomen und bildet enge homotypische Zell-Zell-Verbindungen aus. Auch
Cadherine unterteilen sich nach ihrem urspringlichen Fundort in N- (neurale), P-
(plazentare), R- (retinale), B- (brain), E- (epitheliale) und VE- (vaskular endotheliale)
Cadherine. Intrazellular binden sie a-, B- und y-Catenine, die schlieRlich die
Verbindung zum Zytoskelett herstellen. Alle hier erwahnten Molekule vermitteln ihre
Funktion kalzium-abhangig.

Die vierte Familie umfasst die Integrine und wird genauer in Kapitel 4.2.1

besprochen.
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4.2 Der fokale Adhasionskomplex
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Abbildung 4-1 Fokaler Adhé&sionskomplex (Modifiziert nach Handbook of Experimental
Pharmacology, Vol. 163/ll, J.W. Fischer, p. 54)7. Dargestellt sind die membransténdigen
Integrine und die im fokalen Adhésionskomplex vereinigten assoziierten nachgeschalteten
Proteine. Diese sind grob in Bestandteile des Zytoskeletts (blau) und Tyrosinkinasen (rot)
eingeteilt. Im griinen Kasten sind einige nachgeschaltete Signalproteine zusammengefasst.

Ein fokaler Adhasionskomplex besteht aus einer Anhaufung integrin-assoziierter
intrazelluldrer Proteine (Abbildung 4-1)". Diese lassen sich grob in Bestandteile des
Zytoskeletts und die Tyrosinkinasen unterscheiden. Hinzu kommen Serin / Threonin-
kinasen (Proteinkinase C), Modulatoren von kleinen GTPasen, Tyrosinphosphatasen
und andere Enzyme (Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und die Zysteinprotease

Calpain). Die wichtigsten mit Integrinen assoziierten Bestandteile des Zytoskeletts
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sind Tensin, Vinculin, Paxillin, a-Actinin und Talin. Diese sind in der Abbildung blau
markiert. Sie erflillen die Aufgabe von Adapter-Proteinen, die entweder eine direkte
Verbindung zwischen Integrin und Aktinfasern herstellen (Talin) oder z.B. uber die
FAT-Bindestelle von FAK (siehe 4.2.2) eine indirekte Verbindung zwischen Integrin
und Aktinfasern etablieren (Paxillin und Talin). Zusatzlich fihrt z.B. eine Bindung von

Talin an Integrin zu dessen Aktivierung (siehe 4.2.1, Abbildung 4-3).

Der fokale Adhasionskomplex bildet das Bindeglied zwischen der integrin-
vermittelten Haftung an ein Substrat der Matrix und dem Zytoskelett. Hinzu kommt
die Weiterleitung extrazellularer Signale an die intrazellularen Signaltransduktions-
wege.

Die im fokalen Adhasionskomplex versammelten Tyrosinkinasen Ras, c-Src, FAK
und das Adaptermolekil p130 Cas sind in der Abbildung rot markiert. Die
Tyrosinkinasen erganzen die fehlende Tyrosinkinase-Aktivitat der Integrine. Diese
Signalmolekule sind entweder auf den fokalen Adhasionskomplex beschrankt (FAK)
oder werden z.B. mit Tyrosin-Kinase-Wachstumsrezeptoren geteilt (Src), was zu
einer Synergie zwischen Integrin und Wachstumsrezeptor fiihrt*>. Ras und Src
steuern wichtige Proliferations- und Uberlebens-Signalwege und sind bekannte

Proto-Onkogene.

Die beiden wichtigsten Komponenten der fokalen Adhasionskomplexe, Integrin und

FAK, werden im Folgenden genauer besprochen:
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4.2.1 Integrine, Kontaktstellen zur Extrazellularmatrix

Die Integrine sind eine grofle und stark differenzierte Familie von Adhasions-
rezeptoren. Aus diesem Grund sind die unterschiedlichen Signalwege, die durch
Integrine aktiviert werden, aulerst heterogen. Viele der elementaren Integrin-
spezifischen Signalwege, wie Zell-Zyklus-Kontrolle und Apoptose-Inhibition finden
ubiquitar statt, einige dagegen nur in ganz speziellen Zelltypen, so z.B. die
Zelldifferenzierung.

Strukturell gesehen handelt es sich bei Integrinen um groRe Glykoproteine (MG ca.
300 kDa), die aus einer Gruppe von nicht-kovalent verknlpften, transmembranaren
a- und B-Untereinheiten zusammengesetzt sind. Auf diese Weise bilden sich 24
verschiedenartig zusammengesetzte Heterodimere mit einer redundanten aber

spezifischen Ligandenbindung (Abbildung 4-2)*.
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11 Abbildung 4-2 Die 24 bisher gefundenen af3
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Integrin Heterodimere. In den Ovalen stehen die in
der Tumorgenese bedeutsamen Kombinationen.
Aus Moschos, Integrins and Cancer, Oncology,

2007;21(9 Suppl 3):13-20.
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Das Vorkommen dieser verschiedenen Heterodimere, mit einer Vielfalt von Liganden
und nachgeschalteten Signaltransduktionswegen ist der Grund fur die erwahnte
Funktionsdiversitat der Integrine, die diese Familie zu der facettenreichsten unter
den Zell-Adhasionsmolekulen macht.

Im Gegensatz zu den unter 4.1 beschriebenen Zell-Adhasions-Familien bendtigen
Integrine nicht nur wie diese Kalzium-lonen zur Bindung sondern auch Magnesium-
lonen.

Verschiedene in der Extrazellularmatrix vorkommende Liganden von Integrinen sind
z.B. Laminin, Kollagen, Fibrinogen, Fibronectin und Vitronectin. Meist kann ein
Ligand an mehrere Integrin-Heterodimere binden. Im Fall des Fibronektins ist dies

hauptsachlich asB1, zusatzlich aber noch mindestens neun weitere Heterodimere®.
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Aber auch heterotypische Verbindungen mit anderen Zellen werden uber Integrine
geknupft, so z.B. mit der erwdhnten Familie der Ig-CAMs, aber auch selten mit E-
Cadherin. Integrine binden selektiv an die RGD-Sequenz (Ein-Buchstaben-
Kodierung der drei beteiligten Aminosauren Arginin, Glyzin und Asparaginsaure), die
besonders in Proteinen der extrazellularen Matrix vorkommt; so zeigen Fibronektin
und Vitronektin dieses Epitop-Motiv. Es existieren aber auch viele Liganden der

Integrine ohne dieses Motiv, so z.B. CAMs, Kollagene und Laminin.

Die Bindung der erwahnten Liganden an Integrine fihrt zu deren Dimerisierung und
zur Rekrutierung von Signalmolekilen und Aktinfilamenten am zytoplasmatischen
Ende der Integrine. Fokale Adhasionkomplexe gewahrleisten eine gerichtete
Substratbindung und Lokalisation von Aktinfilamenten und Signalmolekiilen®®".
Diese Prozesse sind fur die gerichtete Zellmigration, die Polaritat der Zellen sowie
fur die Zellproliferation und das Uberleben der Zellen von essentieller Wichtigkeit.
Die Verbindung zwischen dem Aktin-Zytoskelett und den Integrinen ist dynamisch
und durch verschiedene Faktoren sogar innerhalb einer Zelle unterschiedlich
reguliert. Bei migrierenden Zellen lasst sich beobachten, wie sich am Lamellipodium
in Wanderungsrichtung standig neue fokale Adhasionskomplexe bilden und Aktin
rekrutiert wird. Am gegenuberliegenden Ende |0sen sich Integrine von der
Extrazellularmatrix, das gebildete Aktinzytoskelett verschwindet und die fokalen

Adhasionskomplexe werden degradiert®® .

Eine wichtige Besonderheit der Integrin-Rezeptoren ist die Tatsache, dass sie nicht
nur eine von auf3en nach innen gerichtete Signalverarbeitung durchfihren, sondern
es auch durch intrazellulare Signale, wie z.B. eine Anlagerung von Talin, zu einer
Aktivierung oder Inaktivierung des extrazellularen Teils der Integrine kommen
kann'®. (Abbildung 4-3).
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Abbildung 4-3 Aktivierung und Deaktivierung von Integrin (iber z.B. eine
Anlagerung von Talin. Aus Moschos, Integrins and Cancer, Oncology
2007;21(9 Suppl 3):13-20.

Im Zusammenhang mit der Karzinogenese konnte durch eine Vielzahl von
Publikationen belegt werden, dass Integrine eine Schlusselrolle bei der Steuerung
onkogener Prozesse wie Migration und Invasion, Metastasierung und Angiogenese

sowie Apoptose einnehmen.
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4.2.2 Die fokale Adhasionskinase (FAK), ein zentrales Molekul in der
integrin-vermittelten Signaltransduktion

Viele Komponenten der fokalen Adhasionskomplexe sind Substrate von
Tyrosinkinasen, einschliel3lich der Tyrosinkinasen selbst. Eine der wichtigsten "nicht-
Rezeptor“-Tyrosinkinasen der fokalen Adhasionskomplexe ist die fokale
Adhasionskinase (FAK).

(28] Paxillin
- @ and Talin |
Binding
\;3-3'.' Pro-1 Pro-2
FAK w0 e W T e e
| 1 1 1 | 1 1 | | | |
0 oo 200 0 400 00 G600 oo 500 800 1000 aming

acids

Alternativ gespleiBtes FAK Protein
={ Met-668 )

FRNK %A e

Abbildung 4-4 Die Struktur der fokalen Adhédsionskinase (FAK). Die beiden wichtigsten
Doménen sind die Kinase-Doméne, die die Phosphorylierung der nachgeschalteten Proteine ausldst
und die FAT-Doméne (focal adhesion targeting), mit der FAK an Paxillin und Talin bindet. Aus
Schlaepfer, Signaling of focal adhesion kinase, Prog Biophys Mol Biol (1999), Vol. 71, pp. 435-478.

In Abbildung 4-4 ist der strukturelle Aufbau von FAK zu erkennen. Am C-terminalen
Ende von FAK befindet sich die sogenannte FAT-Domane (focal adhesion targeting),
die fur die indirekten Interaktionen mit dem zytoplasmatischen Ende der Integrine
verantwortlich ist. Diese Doméne enthalt Bindungsstellen fur die mit Integrin
assoziierten Proteine Paxillin und Talin'"'%%. Die zentrale Kinase-Region gilt als
hochkonserviert und besitzt eine wichtige Autophosphorylierungsstelle an Tyrosin-
397, die fur die Aktivitat von FAK eine besondere Rolle spielt. Eine Spleil3-Variante
von FAK stellt die alleinige Expression der C-terminalen Domane von FAK, genannt
FRNK (FAK related non-kinase) dar. FRNK kann als endogener, dominant negativer

Inhibitor von FAK fungieren'®"%,

Uber seine verschiedenen nachgeschalteten Signaltransduktionswege vermittelt
FAK eine Vielzahl wichtiger Zellvorgange, wie Migration, Proliferation und Uberleben,

105,106

die besonders in der Tumorgenese eine groRe Rolle spielen und daher im

Folgenden naher betrachtet werden:
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Nach einer Rezeptordimerisierung von Integrin oder des EGF-R (epithelialer
Wachstumsfaktorrezeptor) erfolgt die Aktivierung der fokalen Adhasionskinase
(FAK), die selber keinen Rezeptor darstellt, sondern uber Konformationsanderungen
aktiviert wird und durch Phosphorylierung weitere Signalwege aktiviert. In
Abbildung 4-5 sind die fur die Karzinogenese wichtigsten nachgeschalteten

Transduktionswege von FAK dargestellt.

@ — > | Uberleben

Py ©— Migration
.\EAE", Calpair—ERE-JMEK g

4

| @ Invasion

@ MEP_(@—- Wachstum

Gutartig Invasiv

Abbildung 4-5 Die Signaltransduktionswege der fokalen Adhdsionskinase (FAK). Genauere
Beschreibung im Text. Modifiziert nach McLean, Nat Rev Cancer (2005) Vol.5 pp.105-115.

Das Zellwachstum wird uber den Ras-ERK-Signalweg reguliert (in der Abbildung
unten). Die beteiligten Proteine kommen dabei groftenteils aus der Familie der
MAP-Kinasen (mitogen-aktivierte Kinasen). Dabei aktiviert FAK indirekt das Ras-
Protein, ein Proto-Onkogen, das fur eine kleine GTPase kodiert. Ras phosphoryliert
Raf (eine proto-onkogene Proteinkinase), die wiederum MEK (MAPK-ERK-Kinase)
phosphoryliert. MEK schlieBlich aktiviert ERK Uber eine weitere Phosphorylierung.
Um der Funktion der einzelnen Proteine in der Signaltransduktionskaskade
Rechnung zu tragen, wird Raf auch als MAP-Kinase-Kinase-Kinase, MEK als MAP-

Kinase-Kinase und ERK als MAP-Kinase bezeichnet. Das Beispiel zeigt den
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typischen Fall eines Signaltransduktionsweges, in dem ein Faktor den nachsten Uber
eine Phoshorylierung aktiviert. Das Ziel solcher Kaskaden stellen meist
Transkriptionsfaktoren dar, die in den Zellkern transloziert werden und dort die
Ablesung einzelner Gene veranlassen.

Eine Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinase (in der Abbildung oben) fuhrt Gber
eine Phosphorylierung von AKT (Proteinkinase B) zur Aktivierung einer Vielzahl von
Zielstrukturen, die unter anderem eine Apoptose-Resistenz hervorrufen konnen und
indirekt fur eine erhdhte Migration und Proliferation von Tumorzellen verantwortlich
sind. Als Gegenspieler sorgt der Caspase-3 vermittelte Signalweg fur eine verstarkte
Apoptose.

Die Uber CAS (p130cas, CRK assoziiertes Substrat) und JNK (c-Jun N-terminale
Kinase) (in der Abbildung Mitte oben) ablaufenden Transduktionswege tragen zu

einer erhohten Migration und Invasion der Krebszelle bei.

s Abbildung 4-6 Mit steigendem Grad an
% Malignitét, findet sich auch eine verstérkte
£ Expression von FAK. Aus MclLean, The
5 Role of FAK in Cancer, Nat Rev Cancer
é (2005), Vol. 5, pp. 505-515.

B .
DMEA
+ TFA
L' Initiated  |—= il — | S

Tumorprogression

All diesen Signaltransduktionswegen ist die Ubergeordnete Aktivierung durch FAK
gemeinsam. Wie aus Abbildung 4-5 und Abbildung 4-6 ersichtlich, ist die
Tumorprogression folglich auch oft mit einer Erhdhung der FAK-Expression
vergesellschaftet'®. Dies zeigt die Schliisselposition dieses Proteins in der Tumor-
Exazerbation. Weitere Faktoren, die in transformierten Zellen konstitutiv Uberaktiv

107,108

gefunden werden, sind das kleine G-Protein Ras und die Tyrosin-Kinase

Src'®™° die deshalb auch als Proto-Onkogene bezeichnet werden.
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4.3 Mogliche Mechanismen der 4-MU induzierten
FAK-Degradation

Wie durch Immuno-Blot-Analysen festgestellt wurde, fuhrte eine Behandlung mit
4-MU zu einer signifikanten FAK-Degradation (Kapitel 3.4) und wahrscheinlich in
deren Folge zu einer im Lichtmikroskop wahrnehmbaren Veranderung der
Zellmorphologie. Diese Beobachtung impliziert eine Abhangigkeit der Stabilitat der
fokalen Adhasionskomplexe von dem Vorhandensein einer kritischen Menge an
Hyaluronsaure im Extra- bzw. Intrazellularraum der Zelle. Diese Verbindung
zwischen Hyaluronsaure- und Integrinsystem kénnte auf folgenden Mechanismen

beruhen:

4.3.1 Abhangigkeit der Integrin-vermittelten Adhasion von der
hyaluronsaure-vermittelten Adhasion

Cohen etal."" haben den Ubergang von hyaluronsdure- zu integrinvermittelter
Adhasion untersucht. Sie beobachteten, dass die Bildung von fokalen
Adhasionskomplexen eine initiale hyaluronsaure-abhangige Adhasion an das
Substrat vorraussetzt und es erst in dessen Folge zur Ausbildung der stabileren
fokalen Adhasionskomplexe kommt. In diesem Zusammenhang konnten sie die
Existenz einer Hyaluronsaure-Bindestelle nachweisen, die auf einer Vielzahl von
Substraten und Materialien existiert''”. Diese wird von den Autoren, zur
Unterscheidung von Rezeptoren und anderen membranstandigen Bindeproteinen,
"Molekulare Bindungstelle" genannt. Sie unterscheidet sich von der Integrin-
vermittelten Adhasion durch ein zwar schwacheres, aber aufgrund der geringeren
Selektivitat, multivalenteres Bindungspotential. So kommen Hyaluronsaure-
Bindungsstellen auf Glas und anderen kristalloiden Strukturen vor. Anhand der
Anheftung an die verschiedenen Enantiomeren eines Calciumtartrat-Kristalles,
konnte die Chiralitdt dieser Bindungsstellen nachgewiesen werden. Die Autoren
beschreiben den Vorgang der konzertierten hyaluronsaure- und integrin-vermittelten

Adhasion als einen Prozess in zwei Schritten:
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Im ersten Schritt werden Uber Hyaluronsaureketten, die an den hyaluronsaure-
bindenden Proteinen CD44 oder HYAL2 in der Zellmembran verankert sind,
schwache Bindungen zu Hyaluronsaure-Bindungsstellen auf einem Substrat der
Matrix geknupft (Abbildung 4-7 A). Darauf erfolgt durch eine Umlagerung der
Hyaluronsaureketten und durch ein Vorstllpen der Zellmembran eine starke
Bindung von transmembranarem Integrin an die RGD-Sequenzen (siehe 4.2.1)
verschiedener Matrix-Proteine (Abbildung 4-7 B). Der Hyaluronsaure kommt also

eine adjuvante Aufgabe in der integrin-vermittelten Matrix-Adhasion zu.

Hyaluronsaure-
Bindestelle

Abbildung 4-7 Die beiden Schritte der Hyaluronséure-vermittelten Adhédsion. (A) Im ersten Schritt
werden durch, (ber CD44 oder HYAL2 in der Zellmembran verankerte, Hyaluronsdureketten
schwache Verbindungen zu Hyaluronsdure-Bindungstellen auf einem Substrat der Matrix geknlipft.
(B) Darauf erfolgt durch eine Konformitétsverlagerung und ein Vorstilpen der Zellmembran eine
starke Bindung von transmembrandrem Integrin an die RGD-Sequenzen verschiedener Matrix-
Proteine. Aus Cohen, ChemBioChem, Vol. 5, Issue 10, pp. 1393-1399.

Vor diesem Hintergrund sind die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dahingehend
zu interpretieren, dass der durch 4-MU ausgeloste Verlust an perizellularer
Hyaluronsaure zu einer Destabilisierung der Bindung von fokalen Adhasions-
komplexen fuhrt, die deren Aufldsung und somit eine Degradation von FAK nach
sich zieht. Die Folge ist ein in der Aktivitat vermindertes ERK- und AKT-System
(siehe 4.2.2), das zu den beobachteten Migrations- und Proliferationsdefiziten flihren

wdurde.
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4.3.2 Moglicher EinfluB der Hyaluronsaurerezeptoren CD44 und RHAMM
auf die Degradierung von FAK

Eine weitere Erklarung fur die Degradation der FAK unter Behandlung mit 4-MU
konnte im Bereich der Signaltransduktionswege der wichtigsten Hyaluron-
saurerezeptoren, CD44 und RHAMM zu finden sein. Aufgrund des Wirkungs-
mechanismus fuhrt die Hemmung der Hyaluronsaureproduktion durch 4-MU sowohl
zu einer extrazellularen als auch zu einer intrazellularen Hyaluronsaureverarmung.
Dieser Umstand unterscheidet 4-MU von anderen Substanzen, die Hyaluronsaure-
Bindungen stdren, wie oligomere Hyaluronsaure®**3*'"3 |5sliches Hyaluronsaure-
bindeprotein (HABP)**&3114.113 55liches CD44%*''* und Pep-1%, einem Peptid, das
Hyaluronsaure von seinen Bindungsstellen verdrangt. Diese Substanzen greifen alle
von der extrazellularen Seite in den Hyaluronsaure-Stoffwechsel ein. Die Tatsache,
dass die Effekte von 4-MU auf die FAK-Degradation und die Morphologie nicht mit
einem blockierenden Antikorper gegen den membranstandigen Hyaluronsaure-
rezeptor CD44 nachgestellt werden konnten, spricht fur eine Beteiligung intra-
zelluldrer Mechanismen. Da RHAMM sowohl intrazelluléar als auch auf der
Zelloberflache zu finden ist, kdnnten die beobachteten Effekte auf eine Beteiligung
von RHAMM weisen. Hall et al.*® berichten, dass eine transiente Stimulation von
Zellen mit Hyaluronsdure oder geringen Konzentrationen an (unter diesen
Umstanden aktivierenden) anti-RHAMM-Antikérpern zu einer FAK-Phosphorylierung
und einer vermehrten Bildung von fokalen Adhasionen flhrt, die nachgeschaltet
einen hoheren Umsatz an fokalen Adhasionen zur Folge haben. In diesem
Zusammenhang denkbar ist die Hypothese, dass eine Stdérung des stimulierenden
Effektes von HA auf RHAMM durch 4-MU-Behandlung in Bezug auf die fokalen
Adhasionen ein Ungleichgewicht zwischen auf- und abbauenden Prozessen mit
starkerer Betonung des katabolen Weges erzeugt. Diese Verschiebung wuirde
schliefdlich in einer vermehrten Degradation von FAK und der fokalen Adhasionen im

Ganzen resultierten.
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4.4 Calpain-Abhangigkeit der FAK-Degradation

Um festzustellen, auf welchem Weg die Degradation der FAK ausgelost wird, wurde
der Versuch unternommen, den Effekt von 4-MU, Uber die Beeinflussung bekannter
an einer Degradierung von FAK beteiligter Proteasen, aufzuheben.

Als moglicher Mechanismus der FAK-Degradation kommt vor allem eine gerichtete
Spaltung durch das in den naturlichen Abbau von FAK involvierte Calpain in
Betracht®”""®'""_ Eine Alternative ware eine Spaltung durch Caspase-3 im Rahmen
der Apoptose''®.

Zu diesem Zweck wurde ein Inhibitor von Calpain, MDL28170, eingesetzt. Calpain
verdankt seinen Namen dem Umstand, dass es ein Hybrid aus dem durch Ca?*-
lonen reguliertem Signalprotein Calmodulin und der Zysteinprotease Papain ist'"®.
Calpain ist ein Bestandteil des fokalen Adhasionskomplexes (siehe Kapitel 4.2) und
leistet den katabolen Teil des Grundumsatzes von FAK'?%12,

Auch im vorliegenden Fall scheint der Prozess der FAK-Degradation durch Calpain
vermittelt zu sein; so konnte gezeigt werden, dass es durch den Einsatz des
Calpain-Inhibitors zu einer Inhibierung der durch 4-MU ausgelosten FAK-
Degradation kam (Kapitel 3.4, Abbildung 3-14 B).

Auf der Suche nach einem mdglichen Induktor der Calpain-vermittelten FAK-
Degradation gerat zunachst dessen Kalzium-vermittelte Aktivierung in den Focus.
Obwohl allerdings Kalzium-lonen in-vitro einen wichtigen Stimulus fur die Protease-
Aktivitat von Calpain darstellen, wird die zur Aktivierung notwendige Konzentration
(ca. 1 mM) physiologisch bei einer zytosolischen Verfligbarkeit von 1uM praktisch

nie erreicht'?2.

Als aktivierender Stimulus gilt daher hauptséchlich eine Aktivierung durch ERK'%62,
In diesem Zusammenhang stellt der zu beobachtende transiente Anstieg der ERK-
Phosphorylierung zwischen 10 und 20 Minuten nach 4-MU-Behandlung (siehe
Kapitel 3.4, Abbildung 3-15) eventuell das Aktivierungssignal fur die Calpain-
induzierte Degradation von FAK dar, die schlieBlich zur Dephosphorylierung von

ERK nach 30 Minuten 4-MU-Behandlung fluhrte und Uber 24 Stunden anhielt.
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Abbildung 4-8 Eine vermehrte Aktivierung von
Activetion ERK2 fiihrt (ber eine Induktion von Calpain-2 zu

einer gesteigerten Degradation von FAK. Aus
. D McLean, The Role of FAK in Cancer, Nat Rev
Cancer (2005), Vol. 5, pp. 505-515.
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Im Unterschied zu einer Caspase-vermittelten Degradation von FAK, die nur unter
apoptotischen Bedingungen auftritt''®'®*, scheint die vorliegende Spaltung durch
Calpain vermittelt zu sein, was von verschiedenen Autoren als Folge eines Verlustes
an Adhéasionsstarke der fokalen Adhasionen angesehen wird®'"®'"7  Diese
Hypothese, die die Vorgange im extrazellularen Bereich, namlich in der Bindung von
Integrin an das Substrat als Ursache einer FAK-Degradation sieht, untermauert die
These von einer teilweise physikalischen Ursache der FAK-Degradation, wie sie

unter 4.3.1 vorgeschlagen wurde.
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4.5 Auswirkungen der FAK-Degradation auf die Zellmorphologie
und MMP9

Es ist sehr wahrscheinlich, dass die unter einer Behandlung von 4-MU auftretende
Degradation von FAK eine wichtige Ursache der morphologischen Veranderungen
der OSC1-Zellen unter 4-MU-Einfluss darstellt. Als Folge einer FAK-Degradation
ergibt sich nicht nur die Beeintrachtigung der nachgeschalteten Signalwege wie des
ERK-Transduktionsweges, sondern auch die Auflésung so wichtiger Zell-Matrix-
Kontakte wie den fokalen Adhasionskomplexen. Es erscheint logisch, dass solche
einschneidenden Veranderungen in der Aktivitdt und Proteinexpression der
Adhasionsmechanismen der Zelle eine morphologische Veranderung nach sich
ziehen.

Schlaepfer et al.’® zeigen in diesem Zusammenhang in Fibroblasten nach
Ausschaltung des FAK-Gens einen Phanotyp (Abbildung 4-9), der ahnlich dem
unter Einfluss von 4-MU in OSC1-Zellen beobachteten, eine Verflachung und
Clusterung der Zellen sowie weichere Zellrander aufweist. Ein ahnlicher Phanotyp
konnte im Rahmen dieser Arbeit auch unter der Behandlung mit einem ERK-Inhibitor
beobachtet werden (siehe Kapitel 3.5, Abbildung 3-16).

Subconfluent Confluent

Abbildung 4-9 Ph&notyp von
Fibroblasten unter
Ausschaltung des FAK-Gens.
(A,B) Kontrolle, (C,D)
Morphologie unter FAK-
Verlust, (E,F) Rekonstitution
des Kontrollphdnotyps unter
exogener Expression von
FAK. Aus Schlaepfer et al.,
Signaling trough focal
adhesion kinase, Progr Bio
Mol Bio (1999), Vol. 71, pp.
435-478.

FAK -

87



Diskussion

Ein weiterer Baustein, der sich gut in die Ergebnisse dieser Arbeit einflgt, ist die
Beobachtung von Nakamura et al.”*, die gefunden haben, dass die Expression von
MMP9 durch eine 4-MU Behandlung herunterreguliert wird. Da aktive MMPs
erwiesenermaRen einen invasiven Phanotyp begiinstigen kdnnen'®, stellt diese
Beobachtung einen gunstigen Aspekt einer antiproliferativen Therapie mit 4-MU dar.
Vor dem Hintergrund, dass die Expression von MMP9 in Gegenwart von
FAK-Aktivitat'®'?" zunimmt, fiigt die vorliegende Arbeit durch den Nachweis der
4-MU- vermittelten FAK-Degradation die fehlende Verbindung in den Mechanismus
ein (Abbildung 4-10).

Nakamura et al.

v

4-MU » FAK
vorl. Arbeit Mon et al.
Rothhut et al.

MMP9|

v

Abbildung 4-10 Wirkung von 4-MU auf MMP9 (ber FAK. Die von Nakamura et al. gefundene
Herunterregulation von MMP9 ldsst sich mit den Beobachtungen von Mon et al. und Rothhut et al.,
dass FAK die MMP9-Expression reguliert und den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit, dass 4-MU
zu einer FAK-Degradation fiihrt, erklaren.

46 FAK-unabhangige Wirkung von 4-MU auf die ERK-Aktivitat

Da die Behandlung mit 4-MU eine Degradation von FAK zur Folge hat, ist eine
negative Beeinflussung der nachgeschalteten Signalwege offensichtlich (siehe 4.2.2).
Zusatzlich zu einer geringeren Phosphorylierung von ERK aufgrund einer
verminderten FAK-Aktivitat bietet der bereits unter 1.1.4 erwahnte RHAMM-
Signalweg eine Verknupfung zur Regulation der Aktivierung von ERK: Die meisten
Krebszellen weisen ein stark aktives Ras System auf'®"'%® (siehe auch 4.2.2,
Abbildung 1-2). Hall et al.** und Zang et al.*® beschreiben eine Signalkaskade, in
der durch HA stimuliertes RHAMM die Aktivierung von ERK durch Ras reguliert.
Eine Blockade dieses intrazellularen RHAMM-Signals durch 4-MU waurde folglich zu
der beobachteten anhaltenden Deaktivierung von ERK fuhren. Die Beteiligung
dieses System wirde auch erklaren, warum eine durch 4-MU ausgeloste

morphologische Veranderung in einer Krebszelllinie wie OSC1 entdeckt wurde, aber
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keine Veranderungen in nicht transformierten Zelllinien von Fibroblasten oder glatten
GefalRmuskelzellen erfolgten: Diese Zellen weisen kein Uberaktives Ras-System auf.
Vor dem Hintergrund dieser Theorie konnte also angenommen werden, dass der
Effekt von 4-MU auf den Ras-ERK Signalweg mit Aktivierung zunimmt. Auch fur den
beobachteten Zusammenbruch des Aktin-Zytoskeletts unter 4-MU-Behandlung
(Kapitel 3.3, Abbildung 3-12) wirde unter einer Beteiligung von RHAMM eine
weitere Erklarungsmoglichkeit existieren, da RHAMM direkte Interaktionen mit

Aktinfilamenten eingeht'??

Ein weiterer Hinweis auf die Beteiligung von ERK an dem von 4-MU ausgeldsten
Phanotyp ist die Beobachtung, dass der selektive ERK1- und ERK2-Inhibitor U0126-
Ethanolat einen Phanotyp hervorrief, der dem unter 4-MU-Behandlung vergleichbar
war (Kapitel 3.4, Abbildung 3-16). Ein UberschielRender ERK-Signalweg stellt einen
wichtigen, in einer Vielzahl von Tumorarten nachweisbaren, Malignitatsfaktor dar
und ist deshalb die therapeutische Zielstruktur vieler in der Entwicklung befindlicher
Chemotherapeutika'®. In Bezug darauf kdnnte die Herunterregulation von ERK und
AKT als ein viel versprechender Wirkmechanismus angesehen werden, der fir eine

pharmakologische Therapie wertvoll ware.

89



Diskussion

4.7 Die verschiedenen Hemmstoffe der Hyaluronsaure-
Wirkungen und ihre Effekte auf FAK-Degradation und
Zellmorphologie - Zusammenfassung

4-MU - FAK| |, Morphologie v
shHAS3 - FAK| |, Morphologie v
Pep-1 - FAK|, Morphologie &
Hyaluronidase -> FAK|, Morphologie &
Blockierender CD44 Antikorper
- FAK &, Morphologie &

HA=~
Integrin 2~ RHAMM
>

— CHAC
l @ Zelistruktdr
@13 X

4-MU - FAK||, Morphologie V
RHAMM ] «— |'L > shHAS3-> FAK| |, Morphologie v

\\

CDC37,P32, \

v
IHABP4 Mltosespindel

Abbildung 4-11 Zusammenfassung der in die Hyaluronsdure-Wirkung eingreifenden Substanzen
(graue Késten). Unterschieden wird zwischen den nur extrazelluldr und den extra- und intrazellulér
wirkenden Substanzen (in fett). Dargestellt sind die méglichen Zielstrukturen sowie relevante
Signaltransduktionswege.

Um die Einflisse der verschiedenen in die Hyaluronsaure-Wirkung eingreifenden
Substanzen und ihre unterschiedliche Auswirkung auf FAK-Degradation und die
morphologischen Veranderungen zu verstehen, muss man die Angriffspunkte der

einzelnen Stoffe naher betrachten und in einen vergleichenden Kontext setzen.

Das Ubersichtsschema zeigt die Angriffspunkte der Hyaluronsdure (HA) und
wichtige, in dieser Arbeit untersuchte Signaltransduktionswege im Uberblick.
Zu unterscheiden sind dabei extrazellulare Zielstrukturen, wie die beiden

Hyaluronsaurerezeptoren RHAMM und CD44 und die im Extrazellularraum
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angesiedelte, indirekte, physikalische Wirkung der Hyaluronsaure auf die Stabilitat
der Integrine, die in Kapitel 4.3.1 diskutiert wird. Dem gegenuber stehen die weniger
gut untersuchten intrazellularen Wirkungen der Hyaluronsaure. Evanko et al.
beschreiben eine Akkumulation intrazellularer Hyaluronsaure in mitotischen Zellen
mit einer starken Anhaufung im Bereich der Mitosespindel und den Zentromeren'.
Intrazelluldre Hyaluronsdure bindet an RHAMM'"'?® und aktiviert damit unter
anderem den Ras-ERK-Signalweg® (siehe auch 1.1.4). Weitere Verdffentlichungen
fanden eine wachsende Anzahl von intrazellularen Bindeproteinen fur Hyaluronsaure
wie CDC37"™", ein Zellzyklusregulator, P32'%, ein Kofaktor beim SpleiRen der pre-
mRNA durch SF2 (Splicing factor 2) und IHABP4'*3, dessen Funktion bisher nicht
bekannt ist. Aul3erdem ist vorstellbar, wenn auch bisher nicht genauer untersucht,
dass Hyaluronsaure durch seine quellenden Eigenschaften einen Einfluss auf die

Zellform austben konnte.

Die eingesetzten Hemmstoffe der Hyaluronsaure-Wirkungen und ihr Einfluss auf die
FAK-Degradation und die Zellmorphologie sind in grauen Kasten dargestellt. Dabei
sind die sowohl extra- als auch intrazellular angreifenden Prinzipien 4-MU und
Interferenz-RNA gegen HAS3 (shHAS3) fett gedruckt. Auffallig ist, dass nur diese
einen Einfluss auf den makroskopisch erkennbaren morphologischen Phanotyp der
OSC1-Zellen aufwiesen und zusatzlich eine starkere FAK-Degradation als die nur
extrazellular aktiven Substanzen aufwiesen. Die zusatzliche intrazellulare Wirkung
dieser beiden Molekile scheint folglich fur eine gesteigerte FAK-Degradation und die
Formveranderung der Zelle ausschlaggebend zu sein. Angriffspunkte in der Zelle
sind die erwahnte Beeintrachtigung der Funktion von intrazellularem RHAMM,
anderen HA-Bindeproteinen, der Mitosespindel und eventuell der physikalischen
Stutzwirkung der HA.

Die starkere Wirkung der amphitrop wirkenden Substanzen beruht somit
wahrscheinlich auf der Ausnutzung beider beschriebener Mechanismen: sowohl des
unter 4.3.1 diskutierten extrazellularem hyaluronsaure-integrin-vermittelten Weges
als auch der in 4.3.2 erlauterten Beteiligung von intrazellularem RHAMM.

Den extrazellular wirkenden Substanzen stehen nur der Hyaluronsaure-Integrin Weg

und die Signaltransduktion Uber die Hyaluronsaurerezeptoren zur Verfligung. Wie
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aus Abbildung 4-11 hervorgeht, fihrt eine Blockade des extrazellularen RHAMM-
Rezeptors zu einer verminderten PDGF-Rezeptor-vermittelten Aktivierung von FAK.
Eine Blockade des CD44-Rezeptors mit einem blockierenden Antikorper zeigte
hingegen keinen Einfluss auf FAK-Degradation oder Morphologie. Diese
Beobachtung kdonnte sowohl durch den signal-Uberschreibenden Einfluss von FAK
auf die PI3K als auch eventuell durch die in Kapitel 3.3 in Abbildung 3-9 gezeigte,
wahrscheinlich reflektorische, Aufregulierung und damit Signalverstarkung des

CD44-Rezeptors erklart werden.

Wie unter 4.5 erlautert, ist die Degradation von FAK eine mdgliche Erklarung fir die
morphologischen Veranderungen der Zellen. Die schwachere Wirkung der nur
extrazellular angreifenden Substanzen auf die FAK-Degradierung scheint nicht fur
einen morphologischen Effekt auszureichen. Eine andere Erklarungsmadglichkeit der
besseren Wirkung der auch intrazellular angreifenden Substanzen ware eine nur
uber intrazellulares RHAMM stattfindende Wirkung oder die erwahnte Moglichkeit
einer direkten physikalischen Beeinflussung der intrazellularen Hyaluronsaure-

struktur.
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4.8 Auf Aktin basierende Strukturen

Die Aktin-Fasern des Zytoskeletts spielen fiur die Bildung und Aufrechterhaltung
einer Vielzahl von Strukturen eine wichtige Rolle, die vor allem fir die Zellbewegung
von Bedeutung sind. Relevante mikroskopisch erkennbare Strukturen umfassen
Filopodien, Mikrovilli und Lamellipodien®®. Podosomen und Invadopodia sind
ausschlieBlich ventral vorkommende Strukturen und sollen hier nicht naher
besprochen werden. Alle genannten Zellstrukturen stellen Membranausstulpungen
verschiedener Grolke dar, die einen Aktin-Strang beinhalten. Zu unterscheiden sind
die ,blatt-artigen“ Strukturen wie Lamellipodien und die ,finger-artigen“ Strukturen

wie Mikrovilli und Filopodien.

Lamellipodien sind durch flachige Ansammlungen von fokalen Adhasions-
komplexen und einer starken Verdichtung des Zytoskelettes gekennzeichnet.
Lamellipodien bilden wahrend des Vorganges der Migration die Flhrungslamelle der
Zellbewegung. Im Gegensatz dazu haben Filopodien und Mikrovilli eher eine
sondierende Funktion und bestimmen im Vorfeld der Migration die

Wanderungsrichtung.

Die Zellmigration lasst sich als eine Art von Kriechbewegung beschreiben, die ein
konzertiertes Zusammenspiel krafterzeugender Zytoskelett-Komponenten und
kraftiibertragender Adhasionsstrukturen vorraussetzt'*1%.

Nachdem durch Abtasten der Umgebung mit den Filopodien und Mikrovilli eine
Entscheidung fir die Bewegungsrichtung gefallen ist, beginnt der eigentliche
Vorgang der Migration. Man kann diesen Prozess in verschiedene Stufen gliedern,

welche in Abbildung 4-12 schematisch dargestellt sind">*'3°,

A. Polarisierung. Eine Vorraussetzung flr die Migration ist die Polarisierung der
Zelle mit klar unterscheidbarer Vorder- und Hinterseite. Die Vorderseite wird vom
blattartigen Lamellipodium eingenommen, das auch die Bewegungsrichtung der
Zelle festlegt. Die Filopodien ragen als kleine fingerférmige Ausstllpungen aus dem

Lamellipodium heraus und unterliegen einem dynamischen Auf- und Abbau.
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B. Protrusion. Durch Aktinpolymerisation am vorderen Rand der Zelle
(FUhrungslamelle, Leading Edge) wird die Zellmembran nach vorne geschoben, was
eine Verlangerung von Lamellipodien und Filopodien zur Folge hat. Dieser Vorgang

wird als Protrusion bezeichnet.

C. Adhasion und Kontraktion. Neue fokale Adhasionskomplexe werden gebildet
und verankern die vorgeschobene Fuhrungslamelle im Substrat. Durch myosin-
vermittelte Kontraktion Uber die Aktinfasern zieht sich die Zelle zusammen. Die

Zugkrafte werden dabei auf die Adhasionsstellen Ubertragen.

D. Substrat-Ablésung. Durch eine calpain-vermittelte Degradierung der fokalen
Adhasionskinase (FAK) wird die Auflésung der ruackwartig liegenden fokalen

Adhasionskomplexe betrieben.

A Polarisierung B Protrusion

O Lamellipodium O

/

Fokale Adhésionspunkte Substrat Fokale Adhasionspunkte Substrat

C Adhésion und D Substrat-
Kontraktion Abloésung . .
Migration
Kontraktion Ruckzugsfaser O
N
Fokale Adhasionspunkte Substrat Fokale Adhsionspunkte Substrat

Abbildung 4-12  Stadien der Migration. Nach einer Polarisierung (A) findet eine
Lamellipodienprotrusion in Wanderungsrichtung statt (B), die von einer Adhésion (ber fokale
Adhé&sion und einer Kontraktion der Aktinfasern gefolgt wird (C). Den Abschluss bildet die Ablésung
von den nicht mehr benétigten Bindungsstellen (D).
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Filopodien werden meist aus Lamellipodien heraus entwickelt. Chhabra und Higgs®?
beschreiben zwei Mechanismen der Filopodien-Entwicklung, wie in Abbildung 4-13
dargestellt.

Entweder werden die Filopodien aus den Aktinfasern der Lamellipodie durch einen
sogenannten Konvergenz-Elongations-Mechanismus gebildet (A). In diesem Fall
existiert keine fokale Adhasionskinase in der Filopodienspitze. Die zweite Art geht
aus dem lammelaren Netzwerk hervor und enthalt einen fokalen Adhasionskomplex

in der Spitze (B). Die Bildung dieser Art von Filopodien ist noch nicht ganzlich

verstanden.
A B
Filopodium .
B N aviavalN
e E

Abbildung 4-13 Die zwei Arten von Filopodien. (A) Ein aus den Aktinfasern des Lamellipodiums
entstehendes Filopodium enthélt an seiner Spitze keinen fokalen Adhédsionskomplex. (B) Ein aus dem
lamelldren Netzwerk heraus aufgebautes Filopodium bildet an seiner Spitze einen fokalen
Adhésionskomplex. Aus Chhabra und Higgs, The many faces of actin: matching assembly factors
with cellular structures. Nat Cell Biol. 2007,;9:1110-21.

Filopodien und Mikrovilli sind als maximal 200 Nanometer (nm) breite Zellfortsatze
definiert, die parallele Bindel von 10-30 Aktinfilamenten enthalten®®. Chhabra und
Higgs®® legen weiter als wichtigstes Unterscheidungskriterium zwischen Mikrovilli
und Filopodien die Tatsache fest, dass Filopodien substrat-basiert wachsen,
Mikrovilli nicht. In diesem Zusammenhang beschreiben sie auch die Existenz von
Mischformen zwischen Filopodien und Mikrovilli. Filopodien werden regelmalig in
einer Vielfalt an Zellarten gefunden, so etwa Fibroblasten und Nervenzellen'*®. Sie
werden allgemein als direktionale Sensoren eingestuft'>’, die ihrer Aufgabe eventuell

durch eine Anreicherung aktivierter Integrine in der Spitze nachkommen'?®.
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Mikrovilli kommen physiologisch auf der luminalen Seite von intestinalen oder
Nierenepithelzellen vor, sind dort aber eng gepackt und von gleicher Lange'.
Mikrovilli variabler Lange sind auf der Oberflache vieler Zellen prasent, so z.B. auf
zirkulierenden Lymphozyten und auf der dorsalen Seite vieler in Kultur gehaltener

Ze”en140,141

Diese Mikrovilli haben meist andere Funktionen, als die der
Oberflachenvergrolerung dienenden luminalen Mikrovilli; so scheiden sie als
Bestandteile der Zellmembran von Lymphozyten Zelloberflachenproteine ab, die fur

die Extravasation wichtig sind'#%'?,

4.9  Struktur und mogliche Funktion der beobachteten
Zellfortsatze

4.9.1 Struktur

Auf der Basis der in Kapitel 4.8 genannten aktin-haltigen Strukturen, soll eine
Klassifizierung der beobachteten Zellfortsatze erfolgen: Es stellt sich die Frage nach
der Zuordnung zu Filopodien oder Mikrovilli. Nach der Definition von Chhabra und
Higgs®® wachsen Filopodien substrat-adhdrent und konnen fokale Adhasions-
kompexe ausbilden. Mikrovilli sind auf der dorsalen Seite von kultivierten Zellen
zufinden und weisen keine Substrathaftung auf. Beide Strukturen bestehen aus
parallelen Aktin-Bundeln und sind hochsten 200 nm breit. Vor diesem Hintergrund ist
die Mehrzahl der beobachteten Zellfortsatze als Filopodien zu bezeichnen. Nur die
dreidimensionale konfokale Aufnahme in Abbildung 3-21 weist dorsal wachsende
Mikrovilli auf. Offen bleibt, ob beide Strukturen ineinander Ubergehen kdénnen oder
getrennt nebeneinander existieren. Die Beobachtung von Svitkina et al. '**, dass ein
kontinuierlicher Umbau zwischen Mikrovilli, Filopodien und RuUckzugsfasern
stattfindet, macht die zweite Mdglichkeit wahrscheinlich. Es konnte nachgewiesen
werden, dass in OSC1-Zellen aktive fokale Adhasionskomplexe heterogen verteilt,
d.h. sowohl in der Spitze als auch an der Wurzel der Zellfortsatze vorlagen (Kapitel
3.8, Abbildung 3-26). Diese Tatsache zeigt, dass die beobachteten Strukturen

maoglicherweise beiden in Kapitel 4.8, Abbildung 4-13 beschriebenen Klassen von
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Filopodien zuzuordnen sind. Um auszuschliessen, dass es sich bei den
beobachteten Zellfortsatzen nur um Rickzugsfasern handelt, wurden zum Beweis
der Progressivitat der beschriebenen Strukturen die Zellen einem Adhasions- und
Wachstumsversuch unterworfen. 10 bis 20 Minuten nach Zellaussaat konnten
bereits erste Filopodien detektiert werden (Kapitel 3.8, Abbildung 3-27 und
Abbildung 3-28). Die immunozytochemische Anfarbung mit einem phospho-
Tyrosin-Antikorper (pTyr 100), der in diesem Wachstumsstadium hochselektiv fur
phosphorylierte fokale Adhasionen ist, detektierte aktive fokale Adhasionskomplexe
in den gebildeten Zellfortsatzen. Dies zeigt eindeutig die protrusive Ausrichtung
dieser Strukturen und unterscheidet sie somit von Rickzugsfasern, die in diesem

Stadium der Anheftung nicht vorkommen.

Die beschriebenen Zellfortsatze glichen bis auf die Substrathaftung den Mikrouvilli,
die von Kultti et al. in Verbindung mit einer HAS-Uberexpression beschrieben
wurden'®, insofern, dass jene ebenfalls eine perizelluldre HA-Matrix aufwiesen und
wahrscheinlich durch eine starke HA-Produktion entstanden. Im Gegensatz zu
diesen hatten die hier charakterisierten Strukturen allerdings keine Verdickung an
der Spitze und wiesen mitunter Verzweigungen auf. Hinzu kommt, dass die
Fortsatze zwar dreidimensional Uber die ganze Zelle verteilt vorlagen, aber dennoch
eine starkere Auspragung im Bereich der Zellkulturplatte aufwiesen, was fur ein
substrataffines Wachstumsverhalten spricht (siehe oben). Diese Tatsache,
zusammen mit dem Nachweis des HA-Rezeptors CD44 und dem phosphorylierten,
aktiven FAK in den Filopodien, impliziert eine spezifische Funktion dieser Strukturen
im Kontext der substratabhdangigen Progression und eines Abtastens der
extrazellularen Matrix.

Das Vorkommen mikrovilli-dhnlicher Strukturen in verschiedenen Krebszellarten
wurde auch von anderen Autoren berichtet. Oury et al.'*®'’ beschreiben nicht-
verzweigte Mikrovilli, die stark von HA umbhiillt waren. Zu et al.”*® diskutieren einen
modglichen Zusammenhang solcher mikrovilli-artigen Strukturen mit einem invasiven

Geschehen.
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4.9.2 Mogliche Funktion der Filopodien

In einer Mischkultur zwischen OSC1-Zellen und Fibroblasten, einem Modell fur die
Tumor-Stroma-Interaktionen, zeigte sich, dass die Zellfortsatze an invasiven
Prozessen beteiligt sein kdnnten (Abbildung 3-32). So fehlte die flr nicht
transformierte Zellen typische Kontaktinhibition des Zellwachstums, wodurch OSC1-
Zellen unter Beteiligung der Filopodien unter Fibroblasten hindurchwanderten.
Zusatzlich waren sondierende Strukturen zu erkennen, die den extrazellularen Raum
zwischen OSC1-Zellen und Fibroblasten fast vollstandig ausflllten. Die
Beobachtung, dass OSC1-Zellen in Nachbarschaft zu Fibroblasten verstarkt
Filopodien aufwiesen, lasst auf eine eventuell Uber extrazellulare Botenstoffe
vermittelte Aktivierung der Krebszellen durch die Stromazellen schliessen.
Zusatzlich zu den bekannten mitogenen Faktoren wie z.B. dem
Migration stimulierenden Faktor (MSF)'*® kénnten in diesem Zusammenhang die in
den Verdffentlichungen von Formby et al.*®, Rudrabhatla et al.>” und Stern et al.*®
beschriebenen Mechanismen eine Rolle spielen. Sie wiesen nach, dass eine
vermehrte Ausschuittung von Laktat, wie sie durch den Warburg-Effekt, der aeroben
Glykolyse, zustande kommt und charakteristisch fir viele Krebszellen ist, die
Hyaluronsaureproduktion der Stromazellen stark steigert. Die vermehrt gebildete
Hyaluronsaure wiederum Ubt eine stark stoffwechsel-aktivierende und pro-
proliferative Wirkung auf die Krebszellen aus.

Die erhobenen Daten legen nahe, dass die hier beschriebenen Filopodien
progressive und invasive Strukturen darstellen, denen eine Bedeutung in Vorgangen
der Adhasion und Zellausbreitung zukommen konnte. Aus dem hohen Gehalt an
CD44 und dem in der Mischkultur zu beobachtenden Verhalten lasst sich au3erdem
eine Funktion der Filopodien als Sensoren der Zelle ableiten, mit deren Hilfe die
umgebende Matrix abgetastet wird, um so z.B. Bereiche mit einem hoheren
Hyaluronsauregehalt zu detektieren, die der Krebszelle eine leichtere Invasion

ermoglichen.
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410 Mechanismen der 4-MU induzierten Ruckbildung der
Zellfortsatze

Es konnte nachgewiesen werden, dass die untersuchten Filopodien Uber fokale
Adhasionskomplexe in der Extrazellularmatrix verankert vorliegen (3.8,
Abbildung 3-26). Die fokalen Adhasionskomplexe liegen dabei je nach Art des
Filopodiums entweder distal oder proximal zur Zellmembran und bilden eine enge
Verbindung zu den Aktinfasern, die fur eine Aufrechterhaltung der Struktur der
Filopodien sorgen (3.8, Abbildung 3-25).

Eine wahrscheinliche Erklarung fur die Auflésung der Filopodien unter Behandlung
mit 4-MU stellt daher die bereits im ersten Teil der Diskussion besprochene 4-MU
induzierte FAK-Degradation dar, da diese zu einem Verlust an fokalen Adhasions-
komplexen fuhrt, wodurch die Protrusionen ihrer Verankerung in der Extrazellular-
matrix beraubt werden. Hinzu kommt die in der Folge einer Degradation von FAK
auftretende Auflésung des Aktin-Zytoskeletts. Dieses ist, wie der Einsatz des Aktin-
Polymerisierungs-Inhibitors Lantrunculin A zeigte (Abbildung 3-25), zur Aufrecht-

erhaltung der Strukturintegritat der Filopodien notig.

Eine weitere Erklarung fur die Verminderung der Zellfortsatze in Gegenwart von
4-MU wird von Kultti et al.’® beschrieben. Diese stellten die Theorie auf, dass
Hyaluronsaure bei starker in Membrannahe ablaufender Synthese Uber
physikalische Krafte auf die Zellmembran einwirkt und so eine Mikrovillus-Bildung
auslost. Eine Behandlung mit 4-MU wirde dieser Theorie nach uber eine Aufhebung
der Struktur des perizellularen Hyaluronsaure-Mantels zum Zusammenbruch der

Integritat der Protrusionen fuhren.
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411 Ausblick

Die Elimination der Zellfortsatze durch 4-MU legt nahe, dass 4-MU einen viel
versprechenden Arzneistoff zur Verhinderung der Tumorzellausbreitung darstellen
konnte. Das Vorkommen der hier beschriebenen 4-MU-empfindlichen Strukturen in
anderen Tumorzelllinien als den untersuchten OSC1-Zellen (Kapitel 3.11,
Abbildung 3-33) =zeigt die Tumorzellarten Ubergreifende Relevanz dieses
Angriffpunktes. Auch die beobachtete Auflosung der fokalen Adhasionskomplexe,
die zu einer Einschrankung der Motilitat der OSC1-Zellen fihrte und die Degradation
von FAK, die eine Deaktivierung der nachgeschalteten fir Proliferation, Migration
und Uberleben wichtigen Signalwege nach sich zieht, sind wichtige tumor-
suppressive Effekte. Durch die unternommenen Proliferations- und Migrations-
experimente, in denen 4-MU einen eindeutigen hemmenden Effekt auf die
Krebszellen aufwies, ist der Beweis erbracht, dass die beobachteten Veranderungen
im Phanotyp der Zellen funktionelle Relevanz aufweisen. Somit ware eine weitere
Erforschung dieser Substanz in vivo sinnvoll. Interessant fur diese Fragestellung
ware ein immundefizientes Nacktmausmodell, in dem die Auswirkungen von oral
verabreichten 4-MU auf das Anwachsen und die Metastasierung von subkutan oder
intravenods applizierten OSC1-Zellen untersucht werden kénnten. In zweiter Instanz
ware eine Evaluierung der Wirksamkeit von 4-MU als Tumortherapeutikum in

klinischen Studien wiinschenswert.
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412 Fazit

Die vorliegende Arbeit zeigt zum ersten Mal die Wirkung einer pharmakologisch
induzierten Verarmung an Hyaluronsaurematrix auf den Phanotyp und die
funktionellen Eigenschaften von Osophaguskarzinomzellen und untersucht die
diesem Phanomen zugrunde liegenden Signalwege.

Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen, dass die Hyaluronsaurematrix eine wichtige
Rolle in der Unterhaltung und Forderung von Motilitat und Proliferation von
Tumorzellen spielt. Es konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Osophagus-
Karzinomzellen eine Vielzahl an Filopodien ausbildeten, die mit Hyaluronsaure
assoziiert waren. Eine Entfernung der Hyaluronsaure zog eine Rickbildung dieser
Strukturen nach sich. Zusatzlich fuhrte die Hyaluronsauredepletion zu einer
Auflésung von fokalen Adhdsionen, einer proteolytischen Spaltung von FAK, einem
Abbau des Zytoskeletts und einem eingeschrankten ERK und AKT Signalweg. In
Folge dessen verloren die Krebszellen ihre Motilitat und veranderten ihre
Morphologie. Diese Beobachtungen zeigten eindrucksvoll die Bedeutung des

Hyaluronsauresystems fur diese Tumorzellen.
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Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Eine UberschieRende Produktion an Hyaluronsaure in der Umgebung von
gastrointestinalen Tumorzellen ist ein wichtiges Merkmal dieser Erkrankung.
Hyaluronsaure ist fur eine Vielzahl an malignen Eigenschaften von Krebszellen
verantwortlich wie ein erhohtes invasives Potential, Proliferation, Neigung zur
Metastasierung und einer Anheftung an nicht transformiertes Stromagewebe. Das
Osophaguskarzinom ist ein seltener aber schwerwiegender Tumor des
Gastrointestinaltraktes und wird in Plattenepithel- und Adenokarzinom unterteilt.
4-Methylumbelliferon (4-MU) ist ein Inhibitor der Hyaluronsauresynthasen (HAS1-3).
Um die spezifischen Effekte von 4-MU auf die Hyaluronsaurematrix von Krebszellen
und die diesen zugrunde liegenden Signalwege zu untersuchen, wurde eine
Osophagus-Krebszelllinie mit einem distinkten HAS-Expressionsmuster ausgewahlt
(HAS3>HAS2>>>HAS1). OSC1-Zellen zeigten eine starke Anhaufung an Zellfort-
satzen auf der Zelloberflache, die mit perizellularer Hyaluronsaurematrix umhallit
waren. 4-MU fuhrte zu einer Auflosung dieser Strukturen und darUber hinaus zu
einem eindrucksvollen morphologischen Phanotyp, der eine Abflachung und eine
Zusammenballung der Krebszellen einschloss. Als mogliche Ursache konnten eine
Dephosphorylierung der fokalen Adhasionskinase (FAK) und eine Calpain-induzierte
FAK-Degradation festgestellt werden. Diese Vorgange flhrten zu einem
Zusammenbruch des Zellgeristes und zu einer Auflosung der fokalen Adhasions-
komplexe. Aullerdem resultierte die Behandlung mit 4-MU in einer erniedrigten
Phosphorylierung von ERK1/2 und AKT, die nachgeschaltete Signaltrans-
duktionswege der FAK kontrollieren. Die Effekte von 4-MU waren nicht CD44-
abhangig, wie mit einem blockierenden Antikorper gegen CD44 gezeigt werden
konnte. Eine lentivirale Ausschaltung der Genexpression von HAS3 mit Interferenz-
RNA verursachte hingegen alle Auswirkungen einer 4-MU-Behandlung. Damit ist
belegt, dass die beobachteten Effekte unter 4-MU hyaluronsaureabhangig waren.
Die genannten Mechanismen fuhren schliel3lich zu einer Hemmung von Proliferation
und Migration der Krebszellen. Dartber hinaus wurde unter Behandlung mit 4-MU
das aggressive Wachstum der OSC1-Zellen in Ko-Kultur-Versuchen mit
Stromazellen eingeschrankt. 4-MU konnte daher therapeutisches Potential in der
Behandlung von Tumorerkrankungen aufweisen. Daher erscheint es interessant, in
zukunftigen Tierversuchen und gegebenenfalls klinischen Untersuchungen 4-MU
weiter fur eine Indikation in der Onkologie zu untersuchen.
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6 Summary

Abundant production of hyaluronic acid (HA) in the vicinity of gastrointestinal cancer
cells is a hallmark of tumor development. Hyaluronan accounts for a plethora of
malignant properties of cancerous phenotype such as invasive potential, proliferation,
metastatic spread and adhesion to stroma tissue. Esophageal cancer is a rare but
severe kind of gastrointestinal cancer which is differentiated in adenocarcinoma and
squamous cell carcinoma of the esophagus. 4-methylumbelliferone (4-MU) is an
inhibitor of the hyaluronan synthases (HAS1-3) and is thought to have promising
properties as an anticancer agent. We used a squamous cancer cell line (OSC1)
expressing HAS3>HAS2>>>HAS1 to evaluate the specific effects of 4-MU on the
phenotype of OSC1 and the underlying pathways.

OSC1 exhibit a unique and strong expression of microvillus-like structures, which are
associated with the hyaluronan matrix. These structures were shown to be involved
in cancer cell invasion. 4-MU induced resolution of these structures and caused a
distinct morphological change in OSC1 which was at least partly basd on a calpain-
mediated cleavage of focal adhesion kinase (FAK). These actions subsequently led
to a resolution of focal adhesions and a collapse of the cytoskeleton. Moreover,
treatment with 4-MU resulted in a decreased phosphorylation of ERK1/2 and AKT,
two downstream targets of FAK. The effects of 4-MU were not CD44 dependent as
shown by use of a CD44-blocking antibody. A lentiviral delivered knockdown of
HAS3 expression mimicked all effects of 4-MU treatment, showing that the observed
effects were dependent on hyaluronan depletion. As a consequence, 4-MU inhibited
proliferation and migration of the cancer cells. In addition, 4-MU diminished invasive
growth of the cancer cells under co-culture conditions. We conclude that 4-MU leads
to a breakdown of the cancer matrix interactions and therefore might be useful in the

control of esophageal cancer.
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Abkurzungsverzeichnis

7 Abkurzungsverzeichnis

4-MU
BSA
cDNA
CHAPS

cpm
Cy3
DMSO
DNA, DNS
DTT
EDTA
ELISA
ERK

FAK

FCS

FITC

h

HA

HAbP
HAS
HEPES
HIV-1

HRP

INN

LTR
MAP-Kinase
MG

4-Methylumbelliferon

Bovines Serumalbumin

Kodierende DNA
3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-
propanesulfonate

Radioaktive Ereignisse pro Minute
Carboncyanin 3

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsaure
Dithiothreitrol

Ethylen-diamin-tetraacetat
Enzymkonjugierter immunvermittelter Assay
Extrazellular regulierte Kinase

Fokale Adhasionskinase

Fotales Kalberserum
Fluoresceinisothiocyanat

Stunden

Hyaluronsaure

Hyaluronsaurebindeprotein

Hyaluronsauresynthase

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

Humanes Immundefizienz Virus 1

Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase)

International ~ nonproprietary  name, Internationaler

markenfreier Name

Long Terminal Repeat, Lange endstandige Wiederholung

Mitogen aktivierte Protein-Kinase

Molekulargewicht
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Min. Minuten

MMP Matrix Metalloproteinase

MOl Multiplicity of Infektion, Verhaltnis zwischen Viren und
Zielzellen

MmRNA Messenger-RNA, Boten-RNS

MSF Migration stimulierender Faktor

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PDGF Aus Plattchen stammender Wachstumsfaktor,

Platelet derived growth factor

PKC Proteinkinase C

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PVDF Polyvinylidendifluorid

RNA, RNS Ribonucleic acid, Ribonukleinsaure

rpm Umdrehungen pro Minute

SDS Natrium-Dodecylsulfat

SDS-PAGE Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
shRNA Small hairpin RNA, kleine Haarnadel RNS
siRNA Small interference RNA, kleine Interferenz RNS
TBS Tris-gepufferte Kochsalzlésung

VSV-G Vesikulares Stomatitis Virus G-Protein
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