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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Tumorerkrankungen stellen eine der haufigsten Todesursachen weltweit dar, wobei
90 % der Todesfalle aus den durch Metastasierung entstandenen Sekundartumoren
resultieren. Sowohl die Tumorprogression, als auch die Metastasierung eines Tumors
wird durch das umliegende Gewebe beeinflusst, das sich aus stromalen Zellen,
BlutgefalRen und der extrazelluldren Matrix (EZM) zusammensetzt. Ein Hauptbestandteil
der EZM ist die Hyaluronsaure (HA), wobei es sich um ein unverzweigtes Polysaccharid
handelt, welches die Tumorprogression unterstitzen kann. Mesenchymale Stammzellen
(MSC), als Bestandteil der Mikroumgebung des Tumors, férdern zusatzlich das
Tumorwachstum aufgrund ihrer immunsuppressiven Eigenschaften.

In vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die HA-System assoziierten
Gene der HA-Synthase 3 (HAS3), Hyaluronidase 1 (HYAL7) und -2 (HYAL2) im
Vergleich zu normalen humanen epithelialen Keratinozyten (NHEK) Uberexprimiert sind.
In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die nach Spaltung durch HYAL1
entstehende niedermolekulare HA (LMW-HA) zu einer Aktivierung der anti-
apoptotischen TLR4-TAK1-Signalkaskade fuhrte. Somit induzierte die Herabregulierung
von HYALT in der Plattenepithelkarzinomzelllinie A431, jedoch nicht in NHEKs oder
humanen dermalen Fibroblasten (NHDF), einen apoptotischen Phanotyp. Die
Abhangigkeit der TAK1-Aktivierung konnte immunhistologisch in humanen Proben von
Patienten mit M. Bowens oder kutanem Plattenepithelkarzinom (kPEK) bestatigt werden.
Des Weiteren flhrte die Modulation des HA-Systems durch den HAS-Inhibitor 4-
Methylumbelliferon (4-MU) und den Hyaluronidase-Inhibitor Ascorbinsdurepalmitat
(Vecpal) zu einer erhdhten Apoptoserate in vitro und zu einem reduzierten
Tumorwachstum in vivo.

Untersuchungen der Tumor-Stroma-Interaktion ergaben, dass die Mammakarzinom-
Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 die HA-Synthese in Knochenmarks-isolierten MSCs
(bmMSC) induzierten, wohingegen die Gliomablastomzelllinie U87-MG auf die HA-
Produktion keinen Einfluss hatte. Zusatzlich inhibierten MDA-MB-231-Zellen die
adipogene Differenzierung der bmMSCs. Ein genereller Einfluss der HA in der
Aufrechterhaltung des pluripotenten Potentials der bmMSCs wurde durch die erhdhte
adipogene Differenzierung nach Stimulation mit 4-MU nachgewiesen. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass adipogen differenzierte MSCs (adipoMSC) ein reduziertes
immunmodulatorisches Potential aufwiesen und die Proliferation der Tumorzellen
reduzierten.

In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Aspekte der HA in der
Tumorprogression dargestellt. LMW-HA aktivieren eine anti-apoptotische Signalkaskade
in PEK-Zellen. Die Induktion der HA-Synthese in bmMSCs durch invasive

Mammakarzinom-Zellen fuhrt zu einer reduzierten adipoogenen Differenzierung.



Zusammenfassung

Dadurch etablieren diese Zellen mdglicherweise die eigene pre-metastatische Nische
durch die Aufrechterhaltung des immunsuppressiven Potentials der bmMSCs.



Summary

Summary

Cancer is one of the major causes of death worldwide. Metastasis resulting from a
primary tumour, are responsible for 90% of human cancer deaths. Both tumour
progression and metastasis are influenced by the tumour microenvironment, which is
composed of stromal cells, blood vessels, cytokines and the extracellular matrix (ECM).
The ECM-molecule Hyaluronic acid (HA) is an unbranched polysaccharide and was
shown to have various tumorigenic properties. Mesenchymal stem cells (MSC) are able
to infiltrate the tumour stroma and promote tumour growth mainly by their
immunsuppressive potential.

Here, comparison of mRNA expression revealed an increase of the hyaluronan (HA)
associated genes Hyaluronan-Synthase 3 (HAS3), Hyaluronidase 1 (HYAL7) and
Hyaluronidase 2 (HYALZ2) in the cutaneous squamous cell cancer (cSCC) cell line A431
compared with normal epithelial keratinocytes (NHEK). Low molecular weight HA (LMW-
HA) generated by HYAL1 activated the anti-apoptotic TLR4-TAK1 signalling pathway.
Interference of the HYAL 71-expression by siRNA induced an apoptotic phenotype in A431
cells, whereas non-cancerous cells were not affected. Human samples taken from
patients diagnosed with either M. Bowen or SCC, showed a positive correlation between
HYAL 1-expression and TAK1-activation. The pharmacological modulation of the HA-
system with the HAS-inhibitor 4-methylumbelliferone (4-MU) or the Hyaluronidase-
inhibitor ascorbic acid 6-palmitate (Vcpal) induced apoptosis in A431 cells in vitro and
reduced tumour progression in vivo.

Investigations of the tumour-stroma-interaction revealed that the breast cancer cell lines
MCF-7 and MDA-MB-231 induced HA-synthesis in bone marrow derived MSCs
(bmMSC), whereas the glioblastoma cell line U87-MG had no influence on HA-
production. Additionally, MDA-MB-231 cells were able to inhibit adipogenic differentiation
of bmMSCs. A general role of HA in maintaining the stemness of bmMSCs could be
shown by inducing differentiation in the presence of 4-MU which enhanced the
adipogenic differentiation potential. Furthermore, it was shown that adipogenic
differentiated bmMSCs have a reduced immunomodulatory potential and inhibit the
proliferation of tumour cells.

In this thesis, two different mechanisms were investigated how HA contributes to tumour
progression. In ¢cSCC LMW-HA activates an anti-apoptotic signalling pathway and
supports tumour survival. The induction of HA-synthesis in bmMSCs by invasive breast
cancer cells interferes with the adipogenic differentiation potential and maintains the
immunomodulatory potential. Thereby, invasive breast cancer cells may be able to
create a pre-metastatic microenvironment.
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1. Einleitung

1.1. Karzinome

In der Medizin beschreibt der Begriff Karzinom eine Vielzahl von Erkrankungen, die
durch maligne Neoplasien und die Verbreitung abnormaler Zellen charakterisiert sind.
Jedes Organ kann von Karzinomzellen befallen werden, allerdings variieren die
Inzidenzen je nach Alter, Geschlecht oder Region. Laut der World Health Organisation
(WHO) sind Krebserkrankungen die zweithaufigste Todesursache weltweit mit 8,8 Mio.
Toten im Jahr 2015. Die Todesursache ist in den meisten Fallen jedoch nicht der
entstandene Primartumor, sondern in 90 % der Falle die durch Metastasierung
entstandenen Sekundartumoren [1]. Der Prozess der Metastasierung beschreibt die
Dissemination von Tumorzellen des Primartumors und die Ausbildung eines
Sekundartumors in einem entfernten Organ [2]. Bereits 1889 stellte der Chirurg Stephen
Paget einen Zusammenhang zwischen Tumorzellen und der Auspragung einer

Metastase in Abhangigkeit der Mikroumgebung eines Organs her [3].

1.1.1. Plattenepithelkarzinom der Haut

Die Haut ist das grofdte Organ des menschlichen Koérpers und besteht aus drei
Schichten: Die Epidermis (Oberhaut), die Dermis (Lederhaut) und die Subkutis
(Unterhaut). Die Epidermis besteht zu 90 — 95% aus Keratinozyten und ist tber eine
Basalmembran von der Dermis getrennt. In der untersten Schicht der Epidermis befinden
sich die fur die Proliferation verantwortlichen Stammzellen, die zur Oberflache hin zu
Keratinozyten ausdifferenzieren [4]. Diese werden von den basal neugebildeten Zellen
nach AuRen verdrangt und unterlaufen morphologischen und biochemischen
Veranderungen.
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Abbildung 1: Aufbau der Haut modifiziert nach Neill et al., 2012 [5]
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Die Haut ist die erste Schutzbarriere vor aufleren Einflissen, wie zum Beispiel
Sonnenlicht. Die darin enthaltene UVB-Strahlung (280 — 315 nm) ist der pradominante
Risikofaktor eines Morbus Bowens, der als ein frilhes Stadium eines kutanen
Plattenepithelkarzinoms (PEK) betrachtet wird [6]. Dabei handelt es sich um einen
malignen Tumor, der ein destruierendes Wachstum aufweist, jedoch mit geringer
Metastasierungstendenz. Liegt bei Erstdiagnose ein lokal begrenztes PEK vor, kann
eine dauerhafte Heilung mit einer Wahrscheinlichkeit von 88-96% durch mikroskopische
Chirurgie erreicht werden [7, 8]. Im Falle einer Metastasierung sinkt die 5-

Jahresiberlebensrate auf 25-50%.

Fir die Genese eines PEKSs ist eine durch UVB-Strahlung initiierte Mutation des
Tumorsuppressorgens TP53 essentiell. Dabei handelt es sich Uberwiegend um C->T
oder CC>TT Basenwechsel in den konservierten Regionen IlI-V, die zu einer dominant-
negativen Inaktivierung des Gens flhren [6, 9]. Keratinozyten mit einer Mutation in TP53
nach UVB-Bestrahlung durchlaufen den Prozess der Apoptose. Liegt jedoch bereits ein
in seiner Funktion gestortes TP53 vor, bevor die Zellen bestrahlt werden, wird dieses
klonal auf die Tochterzellen vererbt und es resultiert die Ausbildung einer aktinischen
Keratose (AK) [9]. Dadurch kommt es zu einer Akkumulation weiterer genetischer
Alterationen, die zu der Ausbildung eines malignen Tumors fihren kénnen [6, 10]. Dabei
liegt die Rate, dass aus einer AK ein PEK entsteht, bei schatzungsweise 3-5 % [11].
Neben einem dysfunktionalen p53 wurde auch eine Uberexpression der GTPase RAS
in den meisten PEKs und dessen Vorstufen beobachtet, welche zu einer gesteigerten
Proliferation, Angiogenese, Motilitat und einer modulierten Immunantwort des Wirts flihrt
[12, 13]. Des Weiteren konnte jlingst eine Veranderung der extrazellularen Matrix des
PEKSs im Vergleich zur gesunden Haut nachgewiesen werden (Doktorarbeit Kellner M.
B., unveroéffentlicht). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Hyaluronsaure-Synthase 3
(HAS3) und die Hyaluronsaure (HA)- degradierenden Enzyme Hyaluronidase1 und 2
(HYALT und HYAL2) auf mRNA Ebene Uberexprimiert sind. Auf diese Enzyme wird im

spateren Verlauf dieser Arbeit noch eingegangen.

1.1.2. Mammakarzinom

Brustkrebs ist die haufigste Krebserkrankung bei Frauen. Unter allen Brustkrebs-
Patienten betragt der Anteil der Manner circa 1 %. Schatzungsweise starben im Jahr
2011 Uber 508.000 Frauen an Brustkrebs (WHO), wobei die hauptsachliche
Todesursache Metastasen in distal gelegenen Organen ist [14]. Die am haufigsten von
einer Metastase betroffenen Organe sind bei einem Mammakarzinom die Leber, die
Lunge, die Knochen und das Gehirn. Laut dem Robert Koch Institut gibt es jahrlich ca.
70.000 Neuerkrankungen in Deutschland. Im Jahr 2005 ist die Zahl der
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Neuerkrankungen mit der Einflhrung des Mammographie-Screenings sprunghaft
angestiegen, jedoch sank damit einhergehend die Zahl der Todesfalle. Zu den
Risikofaktoren gehéren ein erhéhter body mass index (BMI), ein hormonelles
Ungleichgewicht, zunehmendes Alter und eine genetische Pradisposition [15, 16].
Mehrere Gene werden mit einem erhdhten Brustkrebsrisiko in Verbindung gebracht.
Darunter auch die Gene BRCA1 (breast cancer 1) und BRCAZ2 (breast cancer 2), welche
eine wichtige Rolle bei der Behebung von Doppelstrangbriichen der chromosomalen
DNA spielen [17, 18].

Bei Mammakarzinomen unterscheidet man auf molekularer Ebene zwischen vier
Unterklassen, die sich beziglich Verhalten, Behandlung, Diagnose und Metastasierung
unterscheiden. Fir die Einstufung wurde die Expression der routinemaRig evaluierten
Hormonrezeptoren (HR) Progesteronrezeptor (PR) und Ostrogenrezeptor (ER), sowie
der humane epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor 2 (HER2) verwendet [19]. Hierbei
ist insbesondere der dreifachnegative Brustkrebs zu erwahnen, der mit einer infausten
Prognose einhergeht. Dieser exprimiert keinen der genannten Rezeptoren und spricht

somit auf keine endokrine Therapie an [20].

1.1.3. Glioblastoma multiforme

Als Gliome werden eine Vielzahl verschiedener Hirntumore bezeichnet, die aus
Gliazellen entstehen. Nach Angaben des Robert Koch Instituts wurden im Jahre 2012
uber 7.000 Menschen in Deutschland mit einem Hirntumor diagnostiziert. Diese werden
in der Klinik in vier Gruppen unterteilt, wobei die aggressivste Form der Stufe 4, auch als
Glioblastoma multiforme (GBM) bekannt, die haufigste Form beim Menschen ist [21].
Die durchschnittliche Uberlebenszeit (mean survival time, MST) eines mit GBM
diagnostizierten Patienten liegt bei 0,4 Jahren [22]. Die Auspragung einer extrakranialen
Metastase ist bei einem primaren GBM sehr selten und wird mit einer Wahrscheinlichkeit
von 0,44 % beziffert [23]. Als Griinde werden die kurze Uberlebenszeit, die Blut-Hirn-
Schranke, das Immunsystem oder ein fehlendes lymphatisches System angefuhrt [24-
27]. Die Zielorgane der Metastasen variieren stark und sind z. B. Lunge, Lymphknoten

oder Knochen/Knochenmark [28].

1.1.4. Die Rolle der Mikroumgebung des Tumors in Tumorprogression und

Metastasierung
Der Begriff tumour microenvironment (TME) beschreibt die Umgebung in der ein Tumor
entsteht. Dazu gehdren die umliegenden Blutgefale, stromale Zellen, Signalmolekile

und die extrazellulare Matrix (EZM). In den letzten Jahren erlangte die Erforschung des
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TME als therapeutisches Ziel an Bedeutung, da aufgrund dessen genetischer Stabilitat
das Risiko einer therapeutischen Resistenz im Vergleich zu Tumorzellen geringer ist und
fur die Progression und Metastasierung essentielle Vorgange in der Tumor-Stroma-

interaktion unterbunden werden kdénnen [29].

Bei der Etablierung einer tumorférdernden Nische im Organismus ist die Modulation des
Immunsystems essentiell. Durch die Erschaffung eines hypoxischen Milieus werden
CD11b*/Ly6C™/Ly6G* myeloide Suppressorzellen (MDSC) rekrutiert, die die
Zytotoxizitat naturlicher Killerzellen (NK) beeintrachtigen [30]. Regulatorische T-Zellen
(Treg) supprimieren das Immunsystem ebenfalls, indem diese Prostaglandin E>
sekretieren und die Angiogenese fordern [31, 32]. Des Weiteren beeinflusst das TME
die Dissemination von Tumorzellen und die Metastasierung in entfernte Organe. Wie
bereits in Abschnitt 1 erwahnt sind in 90% der Falle ein metastatisches Tumorwachstum
und die damit einhergehende eingeschrankte Funktion lebenswichtiger Organe letztlich
die Todesursache von Krebserkrankungen [1]. Ein fir die Metastasierung erforderliche
Prozess ist die epithelial-to-mesenchymal Transition (EMT), wodurch Tumorzellen den
direkten Zell-Zell-Kontakt zu benachbarten Zellen verlieren [33, 34]. EMT kann
beispielsweise durch die Sekretion des transformierenden Wachstumsfaktor B (TGFB)
induziert werden [34]. Diese losgelésten Tumorzellen sind in der Lage die EZM zu
degradieren und in das Lymph- oder BlutgefalRsystem einzudringen [35, 36]. Daruber
gelangen die Tumorzellen dann zu ihrer potentiell metastatischen Nische, wie
Knochenmark, Lymphknoten oder Lunge. Die Metastasierung an sich ist jedoch ein
hoéchst ineffektiver Prozess, da nur ca. 0,01 % aller disseminierten Zellen in der Lage
sind eine Metastase auszubilden [37]. Der Grofteil der gestreuten Zellen durchlauft den
Prozess der Apoptose, den programmierten Zelltod. Der restliche Teil durchlauft
entweder ein Ruhestadium (tumour dormancy) als einzelne Zelle, als
mikrometastatische Lasion oder bildet direkt eine proliferierende Mikrometastase aus
[38]. Es wird vermutet, dass sich die im Ruhestadium befindlichen Zellen sich nicht teilen.
Daher wird angenommen, dass diese Zellen resistent gegen Chemotherapien sind und
lange nach einer Therapie Rezidive ausbilden kénnen [39, 40]. Am Beispiel des
Lymphoms konnte gezeigt werden, dass durch den vaskularen endothelialen
Wachstumsfaktor (VEGF), ein Angiogenese steigernder Stimulus, ruhende Tumorzellen
reaktiviert werden [41]. Dabei wird die metastatische Nische durch den Primartumor
selbst vorbereitet. Die metastatische Nische wird durch VEGF-Rezeptor positive
(VEGFR™), aus dem Knochenmark stammende Zellen (BMDCs) besiedelt, welche durch
die Sekretion von VEGF des Primartumors aktiviert werden [42]. Diese Beobachtung

geht mit der bereits 1889 postulierten seed-and-soil Hypothese einher, die besagt, dass
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Metastasen sich nur dort entwickeln, wo die durch den Primartumor vorgegebene

Mikroumgebung besonders gunstig ist [3].

1.2. Mesenchymale Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen oder mesenchymale Stromazellen (MSC) sind
multipotente Vorlauferzellen des Bindegewebes, die sich durch ein hohes Proliferations-
und Differenzierungspotential auszeichnen. Wahrend mesenchymale Stammzellen
erstmals 1974 beschrieben und aus dem Knochenmark isoliert wurden, kbnnen sie heute
aus fast jedem Gewebe gewonnen werden [43-46]. Es gibt weder eine eindeutige
Definition noch ein spezifisches Testverfahren, um MSCs in einer Mischpopulation zu
identifizieren. Daher hat die international society for cellular therapy (ISCT) Kriterien zur
Identifikation von MSCs definiert. Diese Zellen missen: 1. plastische Adharenz
aufweisen, 2. eine gewisse Zusammensetzung von Zelloberflichenmarkern besitzen
und 3. sich in Zelllinien der mesodermalen Abstammung, wie Adipozyten, Chondrozyten

und Osteoblasten ausdifferenzieren [47].

In den letzten Jahren ist das Interesse an MSCs als therapeutisches Werkzeug
gestiegen, da deren Einsatz im Gegensatz zu embryonalen Stammzellen (ES) nicht an
ethische Richtlinien gebunden ist. Zudem ist bei der Verwendung von MSCs die Gefahr
fur die Entstehung eines Teratoms, wie bei induzierten pluripotenten Stammzellen (iPS),
nicht gegeben. Derzeit laufen 602 registrierte Studien (clinicaltrial.gov) weltweit, in denen
das Potential einer MSC-basierten Zelltherapie, insbesondere im Bereich der

neurodegenerativen und Autoimmunerkrankungen, erhoben wird [48-50].

Die Aufgaben der MSCs sind vielfaltig und nicht vollstandig verstanden. Sie sind
Vorlaufer der nicht-hamatopoetischen Komponenten, wie Osteoblasten und Adipozyten,
die die Hamatopoese im Knochenmark mitregulieren [51]. In Studien an lebenden
Mausen konnte gezeigt werden, dass aus MSCs differenzierte Osteoblasten durch
direkten Zell-Zell-Kontakt mit hamatopoetischen Stammzellen (HSC) die Hamatopoese
positiv regulieren, wahrend Adipozyten die hadmatopoetische Mikroumgebung negativ
beeinflussen [52, 53].

1.2.1. Immunsuppressives Potential mesenchymaler Stammzellen

MSCs zeichnen sich durch ihr immunsuppressives Potential aus und modulieren sowohl
das angeborene, als auch das adaptive Immunsystem. Aufgrund dieser Eigenschaft
finden sie in der Therapie der Graft-versus-host Reaktion (GvHD) nach allogener

Transplantation Verwendung [54].
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Die Regulation des adaptiven Immunsystem durch MSCs erfolgt Uber verschiedene
Wege. Dabei ist insbesondere die Interaktion zwischen MSCs und T-Zellen fur diese
Arbeit von Bedeutung. MSCs sind in der Lage die Proliferation, die Interferon-y
Produktion und die Zytotoxizitdt von CD4* und CD8" Zellen zu hemmen [55]. In
Krankheitsmodellen, die ein Ungleichgewicht zwischen T Helfer 1 (Tu1)- und T Helfer 2
(Tu2)- Zellen aufweisen, wie bei Arthritis (Uberschuss and Tu1- Zellen) oder bei einer
allergischen Reaktion (Uberschuss an Tu2- Zellen), kann dieses durch MSCs wieder
hergestellt werden [56, 57]. Das immunsuppressive Potential wird dadurch verstarkt,
dass MSCs in der Lage sind konventionelle T-Zellen in sog. regulatorische T-Zellen (Treg)
umzuwandeln. Dabei handelt es sich um eine Population von T-Zellen, die suppressiv
auf das Immunsystem wirken. /n vitro Modelle deuten darauf hin, dass in Abhangigkeit
von der Hdmoxygenase-1 (HO-1) CD25"FOXP3* Trg-Zellen induziert werden [58]. T-
Zellen sind die wesentlichen Effektorzellen des adaptiven Immunsystems und werden
durch Antigen-prasentierende Zellen (APCs) gesteuert. Dendritische Zellen (DCs) sind
in der Lage Antigene zu erwerben und zu prozessieren. In in vitro Studien konnte gezeigt
werden, dass MSCs mit der Sekretion von Interleukin-12 (IL-12), einem
tumorsupprimierenden Zytokin, und der Aktivierung zytotoxischer T-Zellen durch DCs
interferieren [59, 60]. Uber die Ausschittung von TGF-B wird die Differenzierung von
CD4* in forkhead box 3 positive (FOXP3") in Twg-Zellen induziert, wahrend die
Differenzierung dieser Vorlauferzellen in T-Helfer 17 (Tu17)- Zellen unterdrickt wird [61].
Diese haben ihren Namen aufgrund der hohen Expression und Sekretion des Zytokins
Interleukin-17 (IL-17) erhalten. Auf den MSCs selbst ist der IL-17 Rezeptor (IL-17R) stark
exprimiert, wodurch die Proliferation der MSCs dosisabhangig von IL-17 gesteigert wird
[62]. Dadurch kommt es zu einer negativen Rickmeldung (feedback loop) die dafir
sorgt, dass die Population der Ty17- Zellen verringert wird, da unter anderem die

Umprogrammierung der Ty17- Zellen in Trg-Zellen durch MSCs vermittelt wird [63].

1.2.2. Tumorassoziierte MSCs

Insbesondere aufgrund der in Kapitel 1.2.1 beschriebenen immunsuppressiven
Eigenschaften sind MSCs wichtige Regulatoren des Uberlebens, der Proliferation und
der Migration eines Tumors und vermitteln zudem Therapieresistenzen. Es konnte
gezeigt werden, dass MSCs von einem Tumor rekrutiert werden konnen und in Tumor-
assoziierte MSCs (TA-MSC) oder Karzinom-assoziierte Fibroblasten (CAF)
differenzieren. Somit sind sie in der Lage Einfluss auf die inflammatorische
Mikroumgebung zu nehmen. Der Begriff TA-MSC bezieht sich nicht allein auf die
Lokalisation der MSCs, sondern auch auf veranderte Eigenschaften der Stammzellen.

Im humanen Ovarialkarzinom wurde bei TA-MSCs ein signifikanter Anstieg des
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Knochen-morphogenetischen  Proteins (BMP) nachgewiesen, welches die
Differenzierung der MSCs zu vorwiegend Osteoblasten kontrolliert. In Reaktion auf das
hypoxische Milieu oder auf den Tumornekrosefaktor a (TNFa) sezernieren TA-MSCs
Chemokine der CC- und CXC- Familie oder Zytokine, wie den Koloniestimulierenden
Faktor 1 (CSF1). Dadurch werden verschiedene Zellarten des angeborenen
Immunsystems, wie Neutrophile, MDSC, Monozyten und Makrophagen rekrutiert [64-
66]. Bei Makrophagen induzieren TA-MSCs eine phanotypische Veranderung (switch)
von den nicht-tumorférdernden M1-Makrophagen hin zu den tumorférdernden M2-
Makrophagen [67]. Der Einfluss der TA-MSCs auf das adaptive Immunsystem ahnelt
dem der MSCs (s. auch Kapitel 1.2.1).

Auch die Angiogenese wird durch TA-MSCs beeinflusst. Es ist bisher nicht klar, inwieweit
die Angiogenese eines Tumors durch TA-MSCs behindert oder unterstitzt wird.
Kolonkarzinomzellen, die zusammen mit MSCs injiziert wurden, weisen eine erhdhte
mikrovaskulare Dichte auf, wohingegen in Glioblastomen die Vaskularisierung reduziert
ist [68, 69].

MSCs bzw. TA-MSCs beglnstigen die Metastasierung von Tumorzellen und kreieren
eine pre-metastatische Nische. Die Produktion von TGF-f induziert in Tumorzellen EMT,
wodurch diese Zellen einen invasiven Phanotyp erhalten [70]. Diese pro-metastatischen
Eigenschaften werden wiederum durch die tumorzelleigene Sekretion von Osteopontin
(OPN) und des plazentaren Wachstumsfaktors (PIGF) geférdert [71, 72]. TA-MSC sind
in der Lage primare Tumorzellen parakrin zu beeinflussen und Chemokin-vermittelt eine
pre-metastatische Nische zu modellieren. Dies fuhrt zur Rekrutierung von MDSCs, Treg-
Zellen und M2-Makrophagen [73, 74]. Durch die zusatzliche Sekretion von Matrix-
Metalloproteasen wird die lokale EZM degradiert und die Infiltration der pre-
metastatischen Nische durch die Tumorzellen beginstigt [75]. Um etwaige
metastatische Tumorzellen, die in Ermangelung von Nahrstoffen inaktiv sind (tumour
dormancy), zu reaktivieren, infiltrieren VEGFR-positive Stammzellen die metastatische
Nische und fordern dort die Angiogenese [42]. Interessanterweise wurde in vitro am
Model des Mammakarzinoms gezeigt, dass MSCs exosomal die Expression von VEGF

und somit die Angiogenese reduzieren [76].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass MSCs die Tumorprogression und
Metastasierung férdern, jedoch in Bezug auf die Angiogenese dichotome Eigenschaften

in Abhangigkeit vom Tumormodel aufweisen.



Einleitung

1.3. Hyaluronsaure

Ein Hauptbestandteil der EZM ist die Hyaluronsaure (HA), ein unverzweigtes, nicht-
sulfatiertes Glykosaminoglykan (GAG). Dieses besteht aus den Monosacchariden D-
Glucuronsaure (GIcUA) und N-Acetylglucosamin (GIcNAc), die $1,3- und f1,4-
glycosidisch miteinander verknipft sind (Abbildung 2) [77]. HA kann aus bis zu 10° dieser

alternierenden Disaccharid-Einheiten bestehen.
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D-Glucuronsaure N-Acetyl-Glucosamin

Abbildung 2: Chemische Struktur der Hyaluronsaure.
Gezeigt ist eine glykosidische Bindung zwischen D-Glucuronsdure und N-Acetyl-Glucosamin
(nach PubChem CID 24728612).

Durch ihre hydrophilen Eigenschaften, aufgrund der negativen Ladungen, kann HA eine
grole Menge an Wasser binden, was eine stiitzende Wirkung auf das Gewebe hat. Dies
hat zur Folge, dass ein Milieu geschaffen wird, in dem Zellen gut migrieren und
proliferieren kénnen [77]. HA wird direkt in den perizellularen Raum extrudiert. Die
Interaktion findet Gber spezifische Proteine, die sog. Hyaladharine, statt, wie dem TNF-
stimulierten Gen6 Protein (TSG6), CD44, den Rezeptor flir HA-vermittelte Motilitat
(RHAMM), den HA-Rezeptor fur Endozytose (HARE), die Toll-dhnlichen Rezeptoren 2
und 4 (TLR2 und TLR4), dem endothelialen Hyaluronsaurerezeptor 1 der Lymphgefalie
(LYVE1) und Layilin [77-79]. So kénnen beispielsweise Leukozyten durch die HA
rekrutiert werden, indem sie lUiber CD44 an kabelahnliche HA-Strukturen binden [80]. HA
wird im Korper sehr schnell umgesetzt und so betragt die Halbwertszeit in der Haut
weniger als ein Tag [81]. Die langkettigen HA-Polymere werden durch die

Hyaluronidasen degradiert (EC 3.2.1.35), welche die HA hydrolytisch spalten.

1.3.1. Hyaluronsauresynthasen

Im Gegensatz zu anderen GAG findet die Synthese der HA an der Plasmamembran statt
und von dort erfolgt eine direkte Extrusion der HA in den perizellularen Raum. Der
genaue Mechanismus, wie die HA aus der Zelle geschleust wird, wird noch kontrovers

diskutiert. Die HA-Synthasen (HAS) vereinen die Funktionen einer Glycosyltransferase

8
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und Translokase [82, 83]. Eine weitere Hypothese besagt, dass die HAS fir die
Sekretion der HA mit einem ABC-Transporter interagieren [84]. Die Synthese der HAS-
Isoformen selbst findet im endoplasmatischen Retikulum (ER) statt. Anschlief3end
werden diese Uber den Golgi-Apparat in die Plasmamembran eingebettet. Aktivierte
HAS fugen alternierend GlcUA und GIcNAc an das reduzierende Ende des entstehenden

HA-Polymers aus den entsprechenden Uridindiphosphat (UDP)-Vorstufen hinzu [78].

Das Saugetiergenom codiert fur drei verschiedene HAS-Isoformen, HAS1, -2, und -3,
die trotz ihrer Ahnlichkeiten in der Aminosduresequenz auf unterschiedlichen
Chromosomen lokalisiert sind. HAS-Isoformen besitzen sieben Membrandomanen
sowie eine zytoplasmatische Domane mit einer Konsensussequenz, die durch die
Proteinkinase C phosphoryliert werden kann [78]. Die Aktivierung der HAS-Isoformen
wird durch posttranslationale Modifizierungen, wie Phosphorylierungen und N-
Glykosylierungen, aber auch durch Dimerisierungen kontrolliert. Dabei konnten HAS2-

Homodimere, aber auch HAS2-HAS3-Heterodimere nachgewiesen werden [85-87].

Die HAS-Isoformen unterscheiden sich in ihrer Lokalisierung und in ihrer Rolle wahrend
der Embryonalentwicklung. HAS2-defiziente Mause sind aufgrund schwerer vaskularer
und kardialer Fehlbildung embryonal-letal, wobei die Defizienz von HAS1 oder HAS3
keinen Einfluss auf die Fertilitit haben [88-90]. Die Uberexpression rekombinanter HAS
in Ovarialzellen des chinesischen Hamsters (CHO) deutet darauf hin, dass sich die von
den verschiedenen HAS-Isoformen synthetisierten HA-Polymere in ihrem
Molekulargewicht unterscheiden [91]. Dies scheint sich auch auf die katalytische Aktivitat
der diversen HAS-Isoformen auszuwirken. So weist HAS3 die hdchste katalytische

Aktivitat auf, wahrend diese bei HAS1 am geringsten ist [91].

Die HA-Synthese wird insbesondere in Folge von Verletzungen oder Entzindungen und
im Rahmen von Neoplasien hochreguliert. Dies erfolgt Uber eine veranderte
Transkription, eine Stabilisierung der mRNA und posttranslationale Modifikationen.
Zytokine, wie der Thrombozyten freigesetzter Wachstumsfaktoren (PDGF), Fibroblasten
Wachstumsfaktor-2 (FGF-2), Keratinozyten Wachstumsfaktor (KGF), Epidermale
Wachstumsfaktor (EGF), TGF-B, TNFa und Interleukin-1B erhéhen die Expression
einzelner HAS-Isoformen [86]. Untersuchungen am HAS2-Gen ergaben, dass sich in der
Promotorregion Bindungsstellen pro-inflammatorischer Transkriptionsfaktoren, wie dem
nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells (NFkB) befinden [92]. Die
humanen Gene HAS7 und HAS3 weisen unterschiedliche Spleildvarianten auf. Im Falle
der HAS1 konnten aberrante Spleivarianten im Urothelkarzinom oder multiplem

Myelom nachgewiesen werden, die Uber Disulfidbrickenbindungen mit dem
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funktionellen HAS1-Protein oligomerisieren und so Einfluss auf dessen Stabilitat und

Lokalisation nehmen [93-95].

1.3.1.1. 4-Methylumbelliferon

4-Methylumbelliferon (4-MU) ist ein Inhibitor der HA-Synthese. Dabei handelt es sich um
ein 7-Hydroxycumarin-Derivat, welches aufgrund seiner choleretischen und
krampflésenden Wirkung in vielen Landern als Arzneistoff mit geringen Nebenwirkungen

zugelassen ist.

A B
HO
(0]
o
HO
HO (0] o o
OH
/
HO
CH,
4-Methylumbelliferon 4-Methylumbelliferon-

Glucuronsaure

Abbildung 3: Chemische Struktur von A, 4-Methylumbelliferon und B,
4-Methylumbelliferon-Glucuronséure

A, 4-Methylumbelliferon (nach PubChem CID 5280567), B, 4-Methylumbelliferon-Glucuronsaure
(nach PubChem CID 5280567 und 94715).

Fur die inhibitorische Wirkung auf die HA-Synthese ist die Methylgruppe in Position 3
oder 4 und die Hydroxygruppe in Position 7 essenziell (Abbildung 3A), die durch die
Hydroxygruppe in Position 7 verstarkt wird [96]. Die HA-Synthese ist vom
zytoplasmatischen UDP-GIcUA-Gehalt abhangig. 4-MU wird durch endogene UDP-
Glycosyltransferasen glucuronidiert und reduziert so die im Zytoplasma vorhandene
Menge an UDP-GIcUA (Abbildung 3B). Die Inhibition der HA-Synthese wird dadurch
begriindet, dass das zytoplasmatisch verfigbare UDP-GIcUA nicht mehr flr die HA-
Synthese zur Verfligung steht, wahrend die restlichen UDP-GIcCUA sich Gberwiegend im

Golgi-Apparat befinden und dort zur Synthese anderer GAG eingesetzt werden [97, 98].

Des Weiteren interferiert 4-MU mit der Translokation der HAS in die Plasmamembran
[99]. Auch die Expression der Gene HAS2 und HAS3 in den Mammakarzinom-Zelllinien
MCF-7 und MDA-MB-231 ist nach Behandlung mit 4-MU signifikant reduziert [98]. 4-MU
nimmt auch Einfluss auf die HA-Signaltransduktion, da die Menge der HA-Rezeptoren
CD44 und RHAMM auf der Zellmembran reduziert wird [100].
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1.3.1.2. Einfluss von 4-Methylumbelliferon auf die Tumorprogression

HA ist als eine der Hauptkomponenten der EZM auch ein wichtiger Bestandteil der
Mikroumgebung des Tumors. Osophagus- und Prostatakarzinom-Xenograftmodelle
zeigten unter Behandlung mit 4-MU ein reduziertes Tumorwachstum [94, 100, 101].
Osophaguskarzinomzellen beeinflussen die Sekretion der Chemokine von CAFs. In
Kokultur mit der Osophaguskarzinomzelllinie Kyse 410, die einer Vorbehandlung mit
4-MU unterzogen wurde, zeigen CAFs eine signifikant reduzierte Expression der
Chemokine CCL5 und CCL171 [102]. In einem Xenograftmodell mit Kyse 410 Zellen
fuhrte die Behandlung mit 4-MU unter diabetogenen Bedingungen zu einer deutlichen
Reduktion des Tumorwachstums. Hierbei wurde eine reduzierte Proliferationsrate und
die Induktion der Apoptose in Tumorzellen nachgewiesen [101]. Ebenfalls konnte unter
4-MU-Behandlung in verschiedenen Modellen ein reduziertes Auftreten von Metastasen
beobachtet werden [103, 104].

Neben dem direkten Einfluss auf Wachstum oder Metastasierung der Tumorzellen kann
4-MU auch die Wirksamkeit verschiedener Krebsmedikamente, wie Gemcitabin und
Sorafenib steigern [105, 106]. Dabei wird vermutet, dass durch die Reduktion der HA-
Matrix die Verflugbarkeit der Wirksubstanzen im Tumor gesteigert wird. Zusatzlich flhrt
in den Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 die Behandlung mit 4-MU zu
einer Strahlensensitivierung, wodurch die apoptotische Rate nach Applikation von 4-MU

und simultaner Bestrahlung mit 2 Gy ionisierender Strahlung erhéht wird [107].

1.3.2. Hyaluronidasen

Bisher sind zwei Mechanismen bekannt, Uber die HA abgebaut werden kann. Entweder
mittels nichtenzymatischer Oxidation oder mit Hilfe einer Klasse von Enzymen, die als
Hyaluronidasen bekannt sind. Die nichtenzymatische Oxidation der HA wird durch
instabile Molekile, wie reaktive Sauerstoffspezies (ROS) oder freie Radikale verursacht
[108]. Im Vergleich zur enzymatischen Degradation der HA ist der Anteil der

nichtenzymatischen Oxidation am HA-Metabolismus gering.

Das humane Genom kodiert fur sechs HYAL-Gene, von denen alle transkribiert werden.
Die Gene HYAL1, HYAL2 und HYALS3 befinden sich in einem Cluster auf Chromosom
3p21.3, wahrend sich die Gene HYAL4, PHYAL1 und PH20 auf Chromosom 7q31.3
befinden [109]. In Vertebrata sind Hyaluronidasen (EC 3.2.1.35) endo-B-N-Acetyl-
Hexosaminidasen, die die Hydrolyse der HA katalysieren [110]. Dabei findet die Spaltung
spezifisch an der 31,4-glykosidischen Bindung statt [78]. Fir den Abbau der HA im

somatischen Gewebe sind hauptsachlich die Proteine HYAL1 und -2 verantwortlich.
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HYAL2 spaltet hochmolekulare HA (HMW-HA) in 20 kDa groR3e intermediare Fragmente.
Das pH-Optimum des Enzyms liegt bei 4,0, weshalb anféanglich vermutet wurde, dass
HYALZ2 ausschlieBlich im Lysosom aktiv ist [111]. HYAL2 kann aber auch Uber einen
Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker mit der Zellmembran verbunden sein und dort
mit CD44 und dem Na*/H*-Austauscher (NHE1) interagieren. So wird extrazellular in den
sog. lipid rafts ein saures Milieu erschaffen, das die Funktion der HYAL2 ermdglicht
[112]. Auf diesem Weg entstehende HA-Fragmente werden internalisiert und Uber frihe
Endosomen zu den Lysosomen transportiert, wo sie durch HYAL1 weiter prozessiert

werden.

HYAL1 ist ebenfalls extrazellular, Gberwiegend in Blutplasma und Urin, und intrazellular
in den Lysosomen lokalisiert. Im Gegensatz zu anderen Hyaluronidasen besitzt es keine
GPI-Signalsequenz und ist somit nicht an der Membran gebunden [113]. Das pH-
Optimum liegt bei 3,8. Die Spaltung der HA erfolgt zufallig an der 1,4-glykosidischen
Bindung, wobei vorwiegend Tetrasaccharide entstehen [78]. Zellen, wie Hepatozyten,
die selbst keine HYAL1 synthetisieren, kénnen diese durch Endozytose in die
Lysosomen aufnehmen [114]. Im Lysosom werden die Tetrasaccharide durch
Exoglycosidasen, B-Glucuronidasen und B-Hexosaminidasen zu einzelnen Hexose-
Molekulen weiterverarbeitet und im Zytosol verschiedenen Stoffwechselwegen zugefihrt
[78].

1.3.3. Die Rolle der Hyaluronidasen in der Tumorprogression

Wahrend hochmolekulare HA (HMW-HA) in den meisten normalen biologischen
Prozessen von Relevanz ist, wurde in den letzten Jahren die Prasenz niedermolekularer
HA-Fragmente (LMW-HA) mit einer erhdhten Motilitdt und Invasion von Tumorzellen in

Zusammenhang gebracht.

Der Einfluss der Hyaluronidasen auf Karzinomerkrankungen wurde Gberwiegend fir die
Expression von HYAL1 charakterisiert. Im Urothelkarzinom ist die Expression von
HYAL1 4-16-fach erhéht und geht mit einer gesteigerten Gefahr der Metastasierung und
erhohten Mortalitdt der Patienten einher. Im Falle vom Prostatakarzinom besteht bei
gesteigerter HYAL 1-Expression eine zunehmende Wahrscheinlichkeit fir Rezidive [115,
116]. Das Vorhandensein von HYAL1 im Urin gilt als nicht-invasiver Marker in der
Diagnostik des Harnblasenkarzinoms [117]. Im Mammakarzinom ist eine erhohte
HYAL1-Expression ein Pradiktor fiir invasives Wachstum [118]. Die Uberexpression von
HYAL1 flhrt zu einer erhéhten Motilitdt der Tumorzellen und vermittelt das Adhasion-
unabhangige Wachstum, sowie eine gesteigerte Angiogenese [119]. HYAL1 unterliegt

dem alternativen Splei3en. Die dadurch resultierende Spleilvariante HYAL1-v1 weist
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eine um 30 Aminosauren (AS) verklrzte Aminosauresequenz auf [120]. HYAL1-v1
besitzt selbst keine Hyaluronidaseaktivitat, wirkt jedoch inhibitorisch auf HYAL1 durch
die Bildung eines katalytisch inaktiven Komplexes [120]. Im Model des
Harnblasenkarzinoms konnte gezeigt werden, dass dadurch das Tumorwachstum

reduziert und Apoptose induziert werden kann [121].

Untersuchungen bezlglich der Expression von HYALZ in Krebserkrankungen ergaben
in den letzten Jahren ein uneinheitliches Bild. Wahrend in Melanomen und
Mammakarzinomen die Expression von HYALZ2 signifikant erhoht ist, ist die Menge an
HYAL2 mRNA im Endometriumkarzinom reduziert [119, 122, 123]. Des Weiteren
korreliert der Verlust der HYAL2-Expression im Lungenkarzinom mit einer erhdhten
Tumorinzidenz [124]. Epigenetische Veranderungen von HYALZ2 finden auch
Verwendung im Bereich der TumorfrGherkennung. Das Methylierungsprofil
verschiedener Gene, darunter auch HYALZ2, wird benutzt, um normales Gewebe vom
Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich (hnSCC) zu differenzieren [125]. Die
SpleiBvariante HYALZ2ex2-3 wird in Magenkarzinomen im Vergleich zum nicht-

transformierten Gewebe vermehrt exprimiert [126].

1.3.4. Degradation der Hyaluronsaure im Tumor

Insbesondere HYAL1 ist im Tumorgewebe Uberexprimiert und hat durch die Produktion
niedermolekularer HA-Fragmente angiogenetische und anti-apoptotische
Eigenschaften. Im Frihstadium des Tumors wird dieser durch ein Geflecht langkettiger
HA-Polymere vom Immunsystem abgeschirmt. Des Weiteren kdénnen dadurch ein
anfangliches Wachstum und eine ausreichende Nahrstoffversorgung durch Diffusion
gewahrleistet werden. Im weiteren Verlauf des Wachstums wechselt der Tumor vom
avaskularen in einen vaskuldren Zustand. Der anaerobe Stoffwechsel und das
hypoxische und inflammatorische Milieu fihren zu einer Senkung des extrazellularen
pHs bis zu einem Wert von 5,6 [127]. Diese azidotische Lokalreaktion fihrt zu einer
erhohten Aktivitat der extrazellularen Hyaluronidasen und in Folge zu einer gesteigerten
Degradation der HA-Matrix [112].

HA-Fragmente im niedermolekularen Bereich, bestehend aus 4 — 25 Disacchariden,
fuhren zu einer gesteigerten Angiogenese durch Stimulation der Proliferation, Migration,
Invasion und Tubulusformation endothelialer Zellen [128-130]. Des Weiteren wird durch
LMW-HA das Immunsystem moduliert. Beispielsweise wird durch LMW-HA die Reifung,
Aktivierung und Infiltration dendritischer Zellen reguliert, die wiederum tumorférdernde

Zytokine sezernieren [131]. In in vitro Studien konnte die exogene Zugabe von LMW-HA
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einen anti-apoptotischen Effekt hervorrufen, der durch die Induktion des Hitzeschock-
Protein (HSP) 72 zu erklaren ist [132].

1.3.5. Ascorbinsdurepalmitat

Aufgrund der tumorférdernden Eigenschaften der Hyaluronidasen stellen diese einen
vielversprechenden Ansatz einer zielgerichteten Therapie dar. Verschiedene
Substanzen wurden bezuglich ihrer inhibitorischen Eigenschaften auf die Hyaluronidase-
Aktivitat getestet. Aufgrund der strukturellen Verwandtschaft wurden GAGs wie Heparin,
Heparansulfat, Chondroitinsulfat und Dermatansulfat, aber auch sulfonierte HA
strukturell charakterisiert. Dabei wurde festgestellt, dass die Inhibition mit dem Grad der

Sulfonierung korreliert [133].

Untersuchungen mit Streptococcus pneumoniae zeigten, dass L-Ascorbinsaure (Vitamin
C; Vc, Abbildung 4A) die von diesem Organismus exprimierte Hyaluronatlyase
geringflugig inhibiert [134]. Durch die Bindung des Molekliils an das aktive Zentrum der

Hyaluronatlyase kommt es zu einer kompetitiven Hemmung.

A B
HO OH HO OH
— — o
= o N = o S YN
0~ N Y~ ToH o~ N Y o CH,(CH,)13CH;
OH OH
L-Ascorbinsaure Ascorbinsaurepalmitat

Abbildung 4: Chemische Struktur von A, L-Ascorbinsaure und B, Ascorbinsdurepalmitat
A, L-Ascorbinsaure (nach PubChem CID 54670067), B, Ascorbinsaurepalmitat (nach PubChem
CID 54680660).

Dieser Effekt wird durch zuséatzliche hydrophobe Interaktionen verstarkt.
Ascorbinsaurepalmitat (Vcpal, Abbildung 4B) ist ein Ester bestehend aus dem Alkohol
L-Ascorbinsdaure und der Saure Palmitinsdure. Dieser Ester besitzt eine starke
inhibitorische Wirkung sowohl auf die bovine Hyaluronidase (BTH), als auch auf die
Hyaluronatlyase der Streptokokken [135]. Dabei wurden ICso-Werte von 4 uM in Bezug
auf die bakterielle Hyaluronatlyase, bzw. 56 uM fur die BTH festgestellt.

Der Einsatz von Vcpal ist gesundheitlich unbedenklich, da Vcpal als
Nahrungserganzungsmittel gemafl der Zusatzstoff-Zulassungsverordnung (ZZulV) mit

der Nummer E304 zugelassen [136].
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1.4. Ziele der Arbeit

Fir die Tumorprogression und Metastasierung ist das Mikromilieu von groRRer
Bedeutung. Wichtige Bestandteile des Mikromilieus sind zum einen die HA-Matrix, als
ein Hauptbestandteil der EZM, und zum anderen MSCs, als wichtige Vertreter der

stromalen Zellpopulation.

Vorangegangene Untersuchungen in unserem Labor ergaben, dass in kutanen
Plattenepithelkarzinomen die HA-assoziierten Gene HAS3, HYAL1 und HYAL2 im
Vergleich zur gesunden Haut stark Uberexprimiert sind. Insbesondere die
Uberexpression von HYAL1 wird mit einer schlechten Prognose diverser Tumorentitaten
in Verbindung gebracht [115, 116]. Daher soll im ersten Teil dieser Arbeit die Rolle der
HA-Matrix auf die Progression kutaner Plattenepithelkarzinomen in vitro und in vivo

untersucht werden.

Im zweiten Teil soll die Interaktion zwischen Tumorzellen und MSCs untersucht werden
und wie diese durch die HA-Matrix beeinflusst wird. MSCs sind wichtiger Bestandteil des
Tumor-Mikromilieus und kénnen aufgrund ihrer immunsuppressiven Eigenschaften die
pre-metastatische Nische modulieren und direkten Einfluss auf die Tumorzellen
nehmen. Dabei wird ein besonderer Fokus auf die Fragestellung gelegt, warum

verschiedene Tumorentitaten sich im metastatischen Potential unterscheiden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

Material und Methoden

2.1.1. Zelllinien und Zellkultur Materialien

Tabelle 1: Liste der untersuchten Zelllinien

Bezeichnung Beschreibung Kultivierungsmedium Lieferant
DMEM + 4,5g/I Glukose +
NHDE N_ormale, humane, dermale 10% FCS + 100 U/ml PrqmoCeII,
Fibroblasten A~ . Heidelberg
Penicillin-Streptomycin
Normale, humane KGM2 + KGM Promocell
NHEK e iderméle Keratir,wz ten SupplementMix (Promocell) Heidelber,
P y +0,06 mM CaCly g
Humane DMEM + 4,59/l Glukose + ECACC,
A431 Plattenepithelkarzinome aus  10% FCS + 100 U/mi Porton
der Haut Penicillin-Streptomycin Down
. . DMEM + 4,59/l Glukose +
MCF-7 Humane, epitheliale 10% FCS + 100 U/ml CLS,
Mamma-Karzinomzellen L . Eppelheim
Penicillin-Streptomycin
Humane, mesenchymale DMEM + 4,5g/I Glukose + CLS
MDA-MB-231 Mamma- 10% FCS + 100 U/ml E élheim
Adenokarzinomzellen Penicillin-Streptomycin PP
Humane Glioblastoma DMEM + 4,5¢g/l Glukose + ECACC,
us7-MG : o 10% FCS + 100 U/ml Porton
multiforme Zelllinie L .
Penicillin-Streptomycin Down

Tabelle 2: Liste der untersuchten Priméarzellen

Zelltyp

Kultivierungsmedium

Lieferant

CD3* T-
Lymphozyten

RPMI + 10% FCS + 1% L-
Glutamin + 100 U/ml Penicillin-
Streptomycin

GMP-Anlage der Kilinik fur Kinder-
Onkologie, -Hamatologie und
Klinische Immunologie der Heinrich-
Heine-Universitat Disseldorf

Mesenchymale
Stammzellen
(MSC)

DMEM + 1g/l Glukose + 5%
Plattchenlysat/Heparin  + 5%
gefrorenes Frischplasma + 1%
L-Glutamin + 100 U/ml Penicillin-
Streptomycin

GMP-Anlage der Klinik fur Kinder-
Onkologie, = -Hamatologie  und
Klinische Immunologie der Heinrich-
Heine-Universitat Disseldorf

Tabelle 3: Verwendete Basismedien

Medium Bezeichnung Hersteller

Keratinocyte Growth Medium 2 KGM2 PromoCell, Heidelberg

Dulbecco’s Modified Eagle Medium ~ DMEM Thermo Fisher Scientific,
Waltham

Roswell Park Memorial Institute 1640 RPMI 1640 Thermo Fisher Scientific,

Medium Waltham
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2.1.2. Antikorper

Tabelle 4: Auflistung und Verwendung der in dieser Arbeit verwendeten Erstantikorper

Material und Methoden

Antikorper Verwendung Verdiinnung Wirt Katalog-Nr.  Hersteller
PARP Cell Signaling
WB 1:1.000 Kaninchen #9532 Technologies,
[46D11] D
anvers
Cell Signaling
PTAK1 WB 1:1.000 Kaninchen #9339 Technologies,
(Ser412) D
anvers
BIOSS
pTAKI IHC 1:200 Kaninchen ~ bs-3435R  Antibodies,
(Serd12)
Boston
TAKA Cell Signaling
wWB 1:1.000 Kaninchen #5206 Technologies,
(D94D7) D
anvers
Sigma-
Hyal1 WB 1:500 Kaninchen HPA002122  Aldrich, St.
Louis
Hyal1 IHC 1:50 Kaninchen  ab203293  ‘Abcam,
Cambridge
Cell Signaling
pERK WB 1:1.000 Kaninchen #9101 Technologies,
Danvers
Cell Signaling
ERK wWB 1:1.000 Kaninchen #9102 Technologies,
Danvers
Sigma-
B-Aktin WB 1:10.000 Maus A5316 Aldrich, St.
Louis
Sigma-
B-Tubulin WB 1:10.000 Maus T7816 Aldrich, St.
Louis

Tabelle 5: Auflistung und Verwendung der in dieser Arbeit verwendeten Zweitantikorper

Antikérper ~ Anwendung  Verdiinnung  Wirt Katalog-Nr.  Hersteller
IRDye®
800CW anti- WB 1:10.000 Ziege 925-32280  --COR
Lincoln
mouse IgM
IRDye®
800CW anti- WB 1:10.000 Ziege 926-32211  -FCOR,
i Lincoln
rabbit 1I9G
IRDye®
680LT ant-  WB 1:10.000 Ziege 926-68080  --COR
Lincoln
mouse IgM
IRDye®
680LT ant-  WB 1:10.000 Ziege 026-68071 | TOOK
incoln
mouse 1gG
goat anti- Santa Cruz
rabbit 1gG- IHC 1:100-200 Ziege sc-2004 Technology,
HRP Dallas
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2.1.3. Inhibitoren und Stimulantien

Tabelle 6: Verwendete Inhibitoren und Stimulantien

Substanz Verwendung Endkonzentration  Katalog- Hersteller
Nr.
4-Methyl- - : Sigma-
umbelliferon g&%')'”h'b'tm (Kulttietal., 464 g 300 uM M1508  Aldrich, St.
(4-MU) Louis
) . Inhibitor der vakuolaren :
E;‘X‘;;”VC'” AT+ ATPase (Yoshimoriet 10 nM 196000 ~ SaPiochem.
al., 1991) 9
Ascorbinsdure  Inhibitor der Sigma-
6-palmitat Hyaluronidasen (Botzki et 125 & 250 uM 76183 Aldrich, St.
(Vcpal) al., 2004) Louis
Inhibitor der MAP-Kinase Cayman
(256?6;]70'|OX°' TAK1 (Rawlins et al., 185 uM 17459  Chemical,
1999) Ann Arbor
Inhibitor des TLR4 (Li et ; InvivoGen,
CLI-095 al,, 2006) 5&10 uM tirl-cli95 San Diego
Aktivierung von TAK1 PeproTech,
TGF-p1 (Kim et al., 2009) 10 ng/ml 100-21 Rocky Hil
Dexa- Adipogene/ osteogene Sigma-
. 1 uM & 0,01 uM D1756 Aldrich, St.
methason Dlfferenzierung .
Louis
Adipogene Sigma-
Indometacin Di . 200 uM 17378 Aldrich, St.
ifferenzierung Loui
ouis
. Sigma-
Insulin gf"p"ge".e 100 pg/ml 19275  Aldrich, St.
ifferenzierung .
Louis
Sigma-
B-Glycerol- — Osteogene 10 mM G9422  Aldrich, St.
phosphat Differenzierung Loui
ouis
Osteogene Sigma-
Ascorbinsaure Di . 50 uM A8960 Aldrich, St.
ifferenzierung Louis

2.1.4. Puffer

Tabelle 7: Zusammensetzung der in dieser Arbeit verwendeten Puffer
Puffer Zusammensetzung
Blotpuffer ;1)4a4 g Glycin, 3 g TRIS ad 800 ml H20 + 20% V/V Methanol
Laufpuffer 14,4 g Glycin, 3 g TRIS, 1 g SDS ad 1.000 ml H20
Phosphatgepufferte 0,2 g KCl, 0,2 g KH2PO4, 8 g NaCl, 1,15 g NazHPO4, pH

Salzlésung (PBS)

7,4 ad 1.000 dH20

TRIS-gepufferte Salzlésung
(TBS)

1,21 g TRIS, 8,76 g NaCL ad 1.000 ml H20

TBS-T

TBS Puffer + 0,1% Tween® 20

Radioimmunoprazipitations
Assay Puffer (RIPA)

150 mM NaCl, 50 mM TRIS pH 8,0, 1% Triton X-100, 0,5%
Na-Desoxycholat, 0,1% SDS

2x Laemmli Puffer

125 mM TRIS, 20% Glycerin, 4% SDS, 0,004%
Bromphenolblau, pH 6,8 (10% B- Mercaptoethanol vor
Verwendung hinzugeben)

Citratpuffer

0,1% Natriumcitrat-Dihydrat, 0,1% Triton X-100 in ddH20
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2.1.5. Primer

Tabelle 8: Liste der in dieser Arbeit verwendeten Primer fiir die qRT-PCR

Material und Methoden

Gen Vorwartsprimer (5‘->3) Rickwartsprimer (5‘>3°)
GAPDH GTGAAGGTCGGAGTCAACG TGAGGTCAATGAAGGGGTC
18S GCAATTATTCCCCATGAACG GGCCTCACTAAACCATCCAA
HYALA1 CCAAGGAATCATGTCAGGCCATCAA  CCCACTGGTCACGTTCAGG
(Var.
2,3,5,7 &8)
HYAL2 TTCACACGACCCACCTACAG GTCTCCGTGCTTGTGGTGTA
HAS1 TACAACCAGAAGTTCCTGGG CTGGAGGTGTACTTGGTAGC
HAS2 GTGGATTATGTACAGGTTTGTGA TCCAACCATGGGATCTTCTT
HAS3 CCTTCCCCTACCCAGAGC GAACTGGTAGCCCGTCACAT
(Var.1)
PDL1 CAAGGCCGAAGTCATCTGGA GGAATTGGTGGTGGTGGTCT
BIRC2 TGCGGCCAACATCTTCAAAAA TCCAGTGACAGACCTGAAACAT
(clAP1) Cc
BIRC3 TGCTGTGATGGTGGACTCAG ACTCACACCTTGGAAACCACT
(clAP2)
XIAP CAGAGCGGAGTTGGCATTTC TCACCTTTTCGCGCCAG
COL3A1 AACACGCAAGGCTGTGAGACT GCCAACGTCCACACCAAATT
COL1A1 GGAGCAAGTGGTGAACGTG CTCGTCCAGGGGAACCTT
MMP2 GCTCAGATCCGTGGTGAGAT GGTGCTGGCTGAGTAGATCC
MMP9 TCTTCCCTGGAGACCTGAGA ATTTCGACTCTCCACGCATC
HSPG2 TGAGTCCTTCTACTGGCAGC GTTGTTGCCCGTGATCTGC
DEC TCTTCCCCCTGACACAACTC TGCTCCAGGACTAACTTTGCT
(Var.1 & 2)
CSPG4 CACGGATGCCACCCTACAAG TCCTGGGCTGCCTCCAG
CHST1 TCCTAGCTTTGGGGAGGACA CAGTGTTGAGGGTGACAAGAGT
FN1 TGGGCAACTCTGTCAACGAA CCACTCATCTCCAACGGCAT
MMP14 GAGCATTCCAGTGACCCCTC ACCCTGACTCACCCCCATAA
COL2A1 CCGTTTCGCTGCGCTC GCCAGCCTCCTGGACATC
(Var.1)
COL5A1 GACAAGAAGTCCGAAGGGGC TAGGAGAGCAGTTTCCCACG
(Var.1)
COL6A1 TAAAGGCTACCGAGGCGATG GCCGTCTTCTCCCCTTTCAC
DSE CCCAGCATGTAGGAGCAGTT TTCGAAAGATCCTTCCTGCCTC
COL4A1 GGCTCAGCGTCTGGCTG CCAGCACAGCCACCCTTC
(Var. 1)
COLB8A1 ATCACAGCCCTTCCCCGAT AACGTGTGAGCTCCCTTGAG
COL9A1 GGGTAACAGTGAAGGGGTCG TGGAATTTTCCAGCAGGTCTTCA
(Var.1)
COL10A1 GAAGCTTCAGAAAGCTGCCAA CATATTCTCAGATGGATTCTGCG
TG
COL12A1 GGCAAGGCTATCCAGGTTCC TAAGCACGTGCGCAAACATC
COL11A1 AGGCTGAAAGTGTAACAGAGGG CAACGATGTTTGCCTCCGTC
(Var.1)
COL13A1 GAGAAAAGGGTCAGTGTGGAGA GAGCCAGTCGCACTGAATTG
(Var.1)
COL14A1 ACTCCGAGGGAAGAGAGCAA TGTAGCAGCCACCTGTGC
COL17A1 CAGGACCTGTCACCACCATC CGTACCCCGAAGTCCGTAAG
CD44 GCTATTGAAAGCCTTGCAGAG CGCAGATCGATTTGAATATAACC
RHAMM GAATTTGAGAATTCTAAGCTTG CCATCATACCCCTCATCTTTGTT
LAYILIN ATCCTAATCCCCAGCATTCC GGTGTGTTGCTTCTTTGTGC
LYVE ACTTCCATCTGGACCACGAG ATGACACCTGGATGGAAAGC
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2.2. Methoden
2.2.1. Zellkultur

Die Zellen wurden bei 37 °C und 5 % CO bei humider Atmosphare im entsprechenden
Medium kultiviert. Fur das Passagieren wurden die Zellen mit PBS gewaschen und im
Anschluss mit einer 0,5 %igen Trypsin/EDTA-L6sung (TE, Thermo Fisher Scientific,
Waltham) abgeldst. Nachdem die Zellen abgeldst waren, wurden diese bei 300 g fur
5 min zentrifugiert und das Pellet im entsprechenden Medium resuspendiert. Nach der
Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Kammer wurden die Zellen in einer Dichte von

12.500 Zellen/cm? ausgesat.

2.2.2. Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl wurden die Zellen abgeldst und in ein 1,5 ml
Eppendorf-Gefaly Uberfihrt. Die Zellen wurden bei 300 g bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 100 ul des fiir die Zellen
entsprechenden Mediums resuspendiert. Die Zellsuspension wurde 1:1 mit
0,4 % Trypanblau (ThermoFisher Scientific, Waltham) verdinnt und die Zellzahl mittels
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Nach Auswertung von vier Grof3quadraten wurde das

Ergebnis mit dem Faktor 10* multipliziert, was der Zellzahl/ml entsprach.

2.2.3. Stimulierung von Zellen

Die Zellen wurden in einer Dichte von 12.500 Zellen/cm? in DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) mit 4,5 g/l Glukose und Zusatz von 10 % fetalem Kalberserum (FCS)
sowie die Zugabe von 1 % Penicillin-Streptomycin (Thermo Fisher Scientific, Watham)
ausgesat. Um die Zellen beziglich der Zellzyklusphase zu synchronisieren, wurde das
Medium nach 24 h durch DMEM ohne FCS ersetzt. Nach Ablauf weiterer 24 h wurden

die Zellen stimuliert und 48 h post Stimulation analysiert.

2.2.4. Herstellung von Uberstinden

Die Zellen wurden in einer Dichte von 5.000 Zellen/cm? in T75 Flaschen in 12 ml des
entsprechenden Mediums ausgesat und fir 72 h bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. Im
Anschluss wurde das Medium abgenommen und mittels eines SpritzenvorsatZfilters
Filtropur S mit einer PorengréfRe von 0,2 um steril filtriert (Sarstedt, NUimbrecht). Der
Uberstand wurde jeweils fiir die direkte Nutzung generiert.

2.2.5. Transfektion

Um die Expression bestimmter Gene zu reduzieren, wurden kurze interferierende RNAs
(siRNA) in die Zellen mittels Lipofectamin® RNAIMAX (Life Technologies, Carlsbad)
eingebracht. In einer Lochung einer Mehrlochplatte wurde 1 pl der siRNA

(Ausgangskonzentration 10 uM) in 100 yl DMEM ohne FCS und Penicillin-Streptomycin
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gegeben. Parallel dazu wurden 2 pl Lipofectamin® ebenfalls in 100 yl DMEM ohne FCS
und Penicillin-Streptomycin bei Raumtemperatur flr 5 min inkubiert.

Tabelle 9: Fiir die Transfektion verwendete siRNAs

mRNA siRNA Hersteller

siKontrolle AllStars Negative Control siRNA Qiagen, Hilden
HAS3 Hs HAS3 3 FlexiTube siRNA Qiagen, Hilden
HYAL1 Hs HYAL1 6 FlexiTube siRNA Qiagen, Hilden
HYALZ2 Hs HYAL2 1 FlexiTube siRNA Qiagen, Hilden

Zur Ausbildung der Lipofectamin®-siRNA Komplexe wurde der Lipofectamin® Mix direkt
in die Lochung mit der siRNA gegeben und fir weitere 20 min inkubiert. Die Zellen
wurden in einer Dichte von 12.500 Zellen/cm? in 800 pl Medium hinzugegeben, sodass
sich ein finales Volumen von 1 ml mit einer Endkonzentration der siRNA von 10 nM
ergab. Nach 24 h wurden die Zellen mit 110 pl FCS stimuliert. Die Transfektionseffizienz
wurde nach 96 h mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR)
Uberprift und als ausreichend befunden, sobald die Expression des Zielgens um

mindestens 50 % reduziert war.

2.2.6. Bestimmung der Proliferationsrate

Zur Bestimmung der Proliferationsrate wurden die Zellen mit 5(6)-Carboxyfluorescein N-
hydroxysuccinimidylester (CFSE; Life Technologies, Carlsbad) nach Quah et al.
(2007)[137] gefarbt. Intrazellulare Esterasen wandeln dabei CFSE in ein
fluoreszierendes Molekul um, welches Uber stabile Amidbindungen an zytoplasmatische
Proteine bindet und in der Zelle verweilt. Nach jeder Zellteilung wird der fluoreszierende
Farbstoff gleichmaRig auf die Tochterzellen aufgeteilt (Deleyrolle et al. 2012). Fur die
Farbung werden 1x10°6 Zellen in 1 ml PBS mit 0,1 % FCS und einer Endkonzentration
von 10 yM CFSE fur 20 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wird durch die Zugabe des
5-fachen Volumens von DMEM mit 10% FCS und 1 % Penicillin-Streptomycin gestoppt.
Anschlieend wurden die Zellen bei 300 g fur 5 min zentrifugiert, zweimal mit PBS
gewaschen und in einer Dichte von 12.500 Zellen/cm? ausgesat. Fur die Auswertung
wurden die Zellen trypsiniert und mit Hilfe des Durchflusszytometers EasyCyte 5
(Millipore, Billerica) das gemittelte Fluoreszenzsignal im grinen Kanal (525/30 nm)

gemessen. Die Auswertung und graphische Darstellung erfolgte reziprok.

2.2.7. Quantifizierung der sezernierten Hyaluronsaure im Uberstand

Zur Quantifizierung der HA im Uberstand wurde das Hyaluronic Acid Test Kit (Corgenix,
Colorado) entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Dabei handelt es sich um
einen ELISA-artigen, immunturbidimetrischen Assay. Die HA im Uberstand bindet auf
speziell mit HA-Bindeprotein (HABP) praparierten Latexpartikel in einer 96-Loch

Multititerplatte. Die Detektion erfolgt bei einer Wellenlange von 800 nm, wobei der Grad
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der Tribung proportional zum HA-Gehalt war. Zur Normalisierung wurden die Zellen in
0,1 M Natriumhydroxid fir 15 min bei Raumtemperatur lysiert und die
Proteinkonzentration bestimmt. Die Quantifizierung der HA wurde freundlicherweise von

Irmhild Ruter Gbernommen.

2.2.8. Adipogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen mit
anschlieRender Ol Rot O Firbung

MSCs wurden in einer Dichte von 16.000 Zellen/Lochung in einer 24-Loch-Multititerplatte
ausgesat. Das dafur verwendete Kultivierungsmedium (s. Tabelle 2) wurde zur
Entfernung der Thrombozyten im Plattchenlysat filtriert. Sobald die Zellen eine Konfluenz
von 80-90 % erreicht hatten, wurde mit der Stimulation begonnen. Daflir wurde das
Medium durch DMEM + 1 g/l Glukose + 10 % FCS + 1 % L-Glutamin + 1 % Penicillin-

Streptomycin ersetzt und mit den folgenden Stimulantien versetzt (Tabelle 10):

Tabelle 10: Substanzen fiir die adipogene Differenzierung

Substanz Ausgangskonzentration Endkonzentration
Dexamethason 10 mM 0,001 mM

Insulin 10 mg/ml 100 pg/ml
Indomethacine 20 mM 0,2 mM

Das Medium wurde Uber einen Zeitraum von 28 d zweimal wochentlich gewechselt.

Im Anschluss wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 4 % PFA fir 15 min fixiert
und mittels einer 0,2 %igen Ol Rot O-Lésung gefarbt. Zur Herstellung der Arbeitslésung
wurde eine 0,3 %ige Ausgangsldésung (300 mg Ol Rot O in 100 ml 2-Propanol p.a.) mit
2-Propanol p.a. im Verhaltnis 3:2 verdunnt. Die Zellen wurden in 60 % 2-Propanol (VWR,
Radnor) gewaschen und fiir 10 min mit der Ol Rot O-Arbeitslésung inkubiert. Danach
wurde die Arbeitslosung entnommen und die Zellen mit PBS gewaschen. Um bei der
anschlieRenden Quantifizierung auf die Zellzahl zu normieren, wurden die Zellen fur
5 min mit Hoechst 33342 (Invotrigen, Carlsbad) in einer Verdinnung 1:1.000 inkubiert.
Die Quantifizierung erfolgte durch mikroskopische Aufnahmen am Axio Observer.Z1
(Carl Zeiss, Oberkochen) im Cy3-Kanal. Fur die Auswertung der Bilder wurde die
freiverfugbare Software FIJI verwendet. Der Grad der Differenzierung wurde anhand des

Faktors

% Anteil roter Fairbung am Gesamtbild

Anzahl der Kerne

ermittelt.
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2.2.9. Osteogene Differenzierung mesenchymaler Stammzellen mit
anschlieBender Alizarin S Farbung

Fir die osteogene Differenzierung von MSCs wurden diese wie in Abschnitt 2.2.8
beschrieben ausgesat. Die dafur bendtigten Stimulantien sind der nachfolgenden

Tabelle 11 zu entnehmen:

Tabelle 11: Substanzen fiir die osteogene Differenzierung

Substanz Ausgangskonzentration Endkonzentration
Dexamethason 10 uM 0,01 uM
L-Ascorbinsaure 50 mM 0,05 mM
B-Glycerolphosphat 1M 0,01 M

Das Medium wurde uber einen Zeitraum von 28 d zweimal wdchentlich gewechselt.

Die bei der osteogenen Differenzierung auf der Zelloberflaiche abgelagerten
Calciumphosphate wurden mittels Alizarin S gefarbt. Dazu wurden die Zellen mit 4
% PFA fur 15 min fixiert und mit demineralisiertem H>O gewaschen. Danach wurden die
Zellen mit 2 % Alizarin S-Lésung (pH 4,0) fir 10 min inkubiert und mehrmals gespuilt und

in PBS gelagert.

2.2.10. Quantifizierung der osteogenen Differenzierung mittels
Bestimmung der Calcium-Konzentration

Die in einer 24-Loch-Multititerplatte ausgesaten Zellen wurden wie im Abschnitt 2.2.9
differenziert. Nach der Differenzierung wurden die Zellen vorsichtig mit PBS gewaschen
und in 50 pl 100 mM Tris/HCI + 1 % Triton X-100 lysiert.

Die Ca?*-Konzentration wurde mit Hilfe eines Calcium Assay Kits (Abnova, Taipeh)
gemal den Herstellerangaben gemessen. Die Absorption wurde mit einem Microplate
Reader Synerge™ Mx (BioTek, Winooski) bei einer Wellenlange von 612 nm gemessen.

Die Ergebnisse wurden auf die Proteinkonzentration normalisiert.

2.2.11. T-Zell-Proliferations-Analyse = zur Ermittlung des immun-
suppressiven Potential von MSCs

MSCs wurden in einer Dichte von 20.000 Zellen/Lochung einer 96-Loch Multititerplatte
in DMEM + 1g/I Glukose und 10 % FCS ausgesat.

24 h spater wurden die T-Zellen in einem 37 °C Wasserbad aufgetaut und mit RPMI
gewaschen. Danach wurden die Zellen bei 400 g flr 5 min zentrifugiert und das Pellet
erneut in 10 ml RPMI resuspendiert und die T-Zellen bei 37 °C in einem Wasserbad flr

30 min inkubiert. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen erneut zentrifugiert.
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Das Pellet wurde diesmal in 2 ml PBS resuspendiert und mit 2 yl CFSE in einer
Konzentration von 0,5 mM versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 15 min bei 37 °C
wurde die Farbung durch die Zugabe von 10 ml RPMI gestoppt und erneut zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 10 ml RPMI aufgenommen und flir 30 min bei 37 °C inkubiert, damit
sich die Zellen von der Farbung regenerieren konnten. Die bendtigte Menge an T-Zellen
wurde im Anschluss in einem 50 ml Falcon-Rdéhrchen im Pellet aktiviert. Dazu wurden
auf 2.000.000 Zellen 4 pl des Antikorpers gegen humanes CD28 (BD Pharmingen™,
Franklin Lakes) und 8 ul des Antikérpers gegen humanes CD3 (BD Pharmingen™,
Franklin Lakes) gegeben und fir 10 min inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen in der
entsprechenden Menge RPMI resuspendiert, sodass eine Suspension mit einer
Zellkonzentration von 500.000 Zellen/ml entstand, und jeweils 200 ul in eine Lochung
der 96-Loch Multititerplatte gegeben. Nach 6 d wurden die Zellen von Dr. Ozer Degistirici
und Silke Stuhlsatz mit einem Durchflusszytometer bezuglich der proliferativen Rate

analysiert mit Hilfe des FACSCaliburs (BD Biosciences, Franklin Lakes).

2.2.12. Zeitraffer-Mikroskopie zur Bestimmung der Motilitat
Die Motilitat kultivierter Zellen wurde mittels Zeitraffer-Mikroskopie bestimmt. Dafilr
wurden die Zellen entweder wie in Abschnitt 2.2.3 behandelt und 24 h nach Stimulation

oder 24 h nach Etablierung einer Kokultur untersucht.

Die akkumulierte Distanz wurde mit Hilfe des Manual tracking plug-ins der Software FIJI
bestimmt und die so erhaltenen Datenpunkte mit der Software Chemotaxis and Migration

Tool (Ibidi, Martinsried) ausgewertet.

2.2.13. Nicoletti Untersuchung zur Bestimmung der apoptotischen Fraktion
Zur Bestimmung der Apoptose wurde die internukleosomale DNA-Fragmentierung nach
Nicoletti et al. (1991)[138] bestimmt. Dazu wurden der Uberstand der Zellen gesammelt
und diese mit 1 ml PBS gewaschen. Dieses wurde ebenfalls gesammelt und die Zellen
im Anschluss trypsiniert. Nach Neutralisierung der Trypsinierung (s. Abschnitt 2.2.1)
wurden die Zellen in das gleiche Gefal wie die entsprechenden Ubersténde Uberfihrt.
Die Zellen wurden bei 300 g zentrifugiert und mit PBS gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation wurde das Zellpellet in 75 pl Lysepuffer resuspendiert. Durch die Zugabe
von 25 ul Guava® Cell Cycle Reagent (Millipore, Billerica, MA, USA) wurde die
internukleosomale DNA durch das darin befindliche Propidiumiodid (PI) markiert. Die
Auswertung erfolgte durch das Durchflusszytometer EasyCyte 5 (Millipore, Billerica) im
roten Kanal (690/50 nm).
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2.2.14. Immunzytochemische Farbung

Die Zellen wurden auf Deckglaschen mit einem Durchmesser von 18 mm ausgesat. Im
Anschluss wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fur 5 min in einer 1:1.000 Hoechst
33342 (Invitrogen, Carlsbad) Lésung inkubiert. Mit 4 % PFA wurden die Zellen bei
Raumtemperatur fur 20 min fixiert. Zur Detektion der Hyaluronsaure wurden die Zellen
in einem sauren Milieu fixiert um die kabelahnlichen Strukturen der Hyaluronsaure zu
bewahren. Dazu wurde PBS mit 4 % PFA, 70 % EtOH und 0,5 % Essigsaure verwendet.
Zur Farbung intrazellularer Proteine wurden die Zellen mit 0,3 % Triton X-100 in PBS mit
5 % BSA permeabilisiert und dreimal mit PBS gewaschen. Die Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen erfolgte durch PBS mit 5 % BSA. Die Zellen wurden mit
dem Erstantikorper Gber Nacht in einer Feuchtkammer bei 4 °C inkubiert. Nachdem die
Zellen mit PBS gewaschen wurden, wurden diese mit dem Zweitantikdrper bei
Raumtemperatur fur 1 h inkubiert. SchlieBlich wurden die Zellen nach dreimaligem
Waschen mit PBS mit ProLong® Gold (Invitrogen, Karlsruhe) invertiert auf einem
Objekttrager eingedeckt. Die Mikroskopie erfolgte mittels einem Axio Observer.Z1 (Carl

Zeiss, Oberkochen).

2.2.15. Farbung der Lysosomen lebender Zellen

Zum Endpunkt der Analyse wurden die Zellen mit auf 37 °C temperierten PBS
gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen fir 1 h bei 37 °C mit LysoTracker® Red
DND-99 (Thermo Fisher Scientific, Waltham) mit einer Endkonzentration von 50 nM in
serumfreien Medium inkubiert. Nachdem die Zellen mit PBS gewaschen wurden, wurden
diese mit 4 % PFA fur 20 min bei Raumtemperatur fixiert. Die Kernfarbung und das
Eindecken der Zellen erfolgte wie im Kapitel 2.2.14 beschrieben. Die Proben wurden
sofort nach der Farbung mit einem Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss, Oberkochen)

mikroskopiert.

2.2.16. Proteinkonzentrationsbestimmung mittels BCA-Reaktion

Die Proteinkonzentration wurde mittels Bicinchoninsaure (BCA) nach Smith et al.
(1985)[139] unter Zuhilfenahme des Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, Waltham) bestimmt. Dafir wurden die Zellen in Radioimmun-
prazipitationsassay (RIPA) Puffer lysiert. Eine Standardreihe aus bovinem

Serumalbumin (BSA; 2 mg/ml) wurde entsprechend der Tabelle 12 hergestellt.

Tabelle 12: Praparation der BSA Standardreihe

Volumen Volumen und BSA
Gefa Verdiinnungsmittel Endkonzentration

(ul) Quelle BSA (ul) (walm)
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A 0 300 (Standard) 2.000
B 125 375 (Standard) 1.500
C 325 325 (Standard) 1.000
D 175 175 (GefaR B) 750
E 325 325 (GefaRk C) 500
F 325 325 (GefaR E) 250
G 325 325 (Gefal F) 125
H 400 100 (GefaR G) 25

| 400 0 0

Zur Herstellung der Arbeitsldsung wurden die dem Kit beiliegendem Reagenzien A und
B in einem Verhaltnis 50:1 vermischt. Die Messung erfolgte in einer Mikrotiterplatte mit
96 Lochungen. Es wurden 200 ul der Arbeitsldsung auf 25 ul des Lysats bzw. des BSA-
Standard gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde im Anschluss fur 30 min bei 37 °C inkubiert
und mit Hilfe eines Microplate Reader Synerge™ Mx (BioTek, Winooski) die Absorption

bei einer Wellenlange von 562 nm gemessen.

2.2.17. Immunoblot
Die Zellen wurden mit kalter Phosphat-gepufferter Salzlosung gewaschen und auf Eis
RIPA-Puffer Die

Proteinkonzentration wurde wie im Abschnitt 2.2.16 bestimmt und das Lysat mit 5-fach

mit mit Proteinase- und Phosphatase-Inhibitor-Mix lysiert.

Laemmli-Puffer versetzt. AnschlieRend wurden die Proben fir 10 min bei 95 °C erhitzt.

Die Hilfe

gelelektrophorese (engl. sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel electrophoresis,

Proteine  wurden mit einer  Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
SDS-PAGE) nach aufgetrennt. Fir das Sammelgel wurde ein 5% Polyacrylamid-Gel
verwendet, wahrend die Konzentration des Trenngels bezuglich des molekularen

Gewichts des zu detektierenden Proteins zwischen 8 und 15 % variierte.

Tabelle 13: Zusammensetzung eines Sammelgels (5%)

H20 3,263 ml
40% Acrylamid 0,563 ml
1,0 M TRIS/HCI (pH 6,5) 0,563 ml
10% SDS w/v 0,045 mi
10% APS w/v 0,045 ml
TEMED 0,005 ml

Tabelle 14: Zusammensetzung der Trenngele verschiedener Konzentrationen

8% 10% 12% 15%
H.0 3,970 ml 3,600 ml 3,220 ml 2,658 ml
40% Acrylamid 1,500 ml 1,875 ml 2,250 ml 2,813 ml
1,5 M TRIS/HCI (pH 8,8) 1,875 ml 1,875 ml 1,875 ml 1,875 ml
10% SDS wiv 0,075 ml 0,075 ml 0,075 ml 0,075 ml
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10% APS wiv 0,075 ml 0,075 ml 0,075 ml 0,075 ml
TEMED 0,005 ml 0,005 ml 0,005 ml 0,005 ml

Die Gele wurden mit 5 pg Protein beladen und mittels Mini-PROTEAN® Tetra Vertical
Electrophoresis Cell (BIO-RAD, Hercules), die mit Laufpuffer befillt wurde, getrennt. Die
Auftrennung erfolgte bei einer elektrischen Spannung von 120 V. AnschlieRend wurden
die Proteine durch die semidry-Technik bei einer konstanten elektrischen Spannung von
14 V fir 1 h auf eine Nitrocellulosemembran Amersham™ Protran™ 0,2 um NC (GE
Healthcare Life Sciences, Chalfont St Giles) Ubertragen. Im Anschluss wurden
unspezifische Bindungsstellen mit 5 % BSA in TBS-T fir mindestens 1 h bei
Raumtemperatur blockiert. Die Inkubation mit dem Erstantikdrper erfolgte Gber Nacht bei
4 °C ebenfalls in 5% BSA in TBS-T. Danach wurden die Membranen dreimal fur je 5 min
mit TBS-T gewaschen. Die Inkubation mit dem Zweitantikbrper erfolgte bei
Raumtemperatur flr 1 h in TBS-T. Die Antikdrperkonzentrationen sind der Tabelle 4 zu
entnehmen. Die im Infrarot-Spektrum fluoreszierenden Zweitantikbrper wurden mit
einem Odyssey CLx Infrared Imaging System (LI-COR, Lincoln) detektiert. Fir die
bildliche Darstellung und Quantifizierung wurde die Software Image Studio 3.0 (LI-COR,

Lincoln) verwendet.

2.2.18. Signaltransduktionsanalyse

Die Zellen wurden mit dem PathScan® Sandwich ELISA Lysis buffer (Cell Signal
Technology, Danvers) lysiert. Der Grad der Expression und der Phosphorylierung wurde
mit Hilfe des Path Scan® Stress and Apoptosis Signaling Antibody Array Kit (Cell Signal
Technology, Danvers) gemafR den Herstellerangaben analysiert. Hierbei binden die sich
im Lysat befindlichen Proteine an auf Nitrocellulose aufgebrachte Antikorper. Die
Detektion basiert auf eine durch die Meerrettich-Peroxidase (HRP)- vermittelte Reaktion.
Die Absorption bei 680 nm wurde mit dem Odyssey CLx Infrared Imaging System (LI-
COR, Lincoln) gemessen und mit der Software Image Studio 3.0 (LI-COR, Lincoln)

ausgewertet.

2.2.19. Semiquantitative mRNA-Expressionsanalysen (qQRT-PCR)

Um die mRNA zu isolieren, wurden die Zellen mit 1 ml peqGOLD TriFast (PeqgLab,
Erlangen) lysiert und fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das Lysat wurde in ein
1,5 ml Eppendorf Gefal® Uberfuhrt und mit 200 pl Chloroform versetzt. Um die
Ribonukleinsdure (RNA) von der Desoxyribonukleinsdure (DNA) und den zellularen
Proteinen zu trennen, wurde die Ldsung vermischt und flr 15 min bei 21.000 g
zentrifugiert. Dadurch wurde die RNA (obere, wassrige Phase) angereichert und von der

DNA (mittlere, milchige Phase) und den zellularen Proteinen (untere, organische Phase)
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isoliert. Zur Fallung der RNA wurde die wassrige Phase vorsichtig enthommen und in
einem Verhaltnis von 1:1 mit 2-Propanol p.a. (VWR Chemicals, Langenfeld) Uber Nacht
bei -20 °C inkubiert. AnschlieRen wurde die RNA bei 21.000 g und 4 °C fir 45 min
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die im Pellet befindliche RNA mit 75 % (v/v)
Ethanol (Roth, Karlsruhe) gewaschen. Die RNA wurde bei 4 °C und 21.000 g fir 15 min
zentrifugiert und der Uberstand abermals verworfen. Die RNA wurde getrocknet und in
20 pl RNAse-freiem Wasser resuspendiert. Die Konzentration wurde mittels NanoDrop

1000 Spektrometers (Thermo Scientific, Waltham) gemessen.

Zur Bestimmung der mRNA-Expression wurden 1 ug RNA in cDNA umgeschrieben.
Hierfir wurde das QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen, Hilden) gemafl den
Herstellerangaben verwendet. Die daraus resultierende cDNA wurde in 100 yl RNAse-

freiem Wasser verdiinnt.

Die Quantifizierung der transkriptionellen Genregulation erfolgte mit dem Platinum SYBR
Green qPCR  SuperMix-UDG  (Invitrogen, Karlsruhe) entsprechend der
Herstellerangaben. Die Auswertung wurde mit einem StepOnePlus RealTime PCR-

System (Thermo Fisher Scientific, Waltham) mit folgendem Programm durchgefuhrt.

50°C 2

95°C 2

95°C 15

60°C 30" 40 Zyklen
95°C 15

60°C 1

Die Genexpression wurde mit den so erhaltenen Schwellenwerten (Ct) mittels AAC+-
Methode flr jede Probe relativ zur endogenen Kontrolle berechnet. Die Ausfihrung der

gRT-PCR wurde freundlicherweise von Oliver Reiners durchgefiihrt.

2.2.20. Immunhistochemische Farbung von Cryo-Praparaten mit DAB

Proben murinen Tumorgewebes wurden nativ entnommen und in TissueTek®-
Einbettmedium (Leica Microsystems, Wetzlar) in flissigem Stickstoff eingefroren. Die
Anfertigung histologischer Schnitte erfolgte am Kryostat CM1850 (Leica Microsystems,
Wetzlar) bei -20 °C. Die Schnittdicke betrug 10 um. Vor der weiteren Verarbeitung
wurden die Schnitte mit Aceton bei 4 °C fur 15 min fixiert und anschlieRend mit PBS
gewaschen. Die Praparate wurden fur 30 min in der Blockierldsung (TBS + 5 % BSA +
5 % FCS) inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit dem Erstantikérper. Dazu
wurde die Blockierldosung 1:4 mit PBS verdunnt und der Erstantikbrper darin

entsprechend verdiinnt. Der Objekttrager wurde trockengewischt und das Gewebe mit
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einem Fettstift umkreist. 50 ul Antikdrper wurde direkt auf das Gewebe pipettiert und in
einer Feuchtkammer Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Danach wurde der Objekttrager mit
PBS gewaschen und es folgte eine finfminltige Inkubation mit einer 3 %igen H>O»-
Lésung. Nach erneutem Waschen erfolgte die Inkubation mit dem Zweitantikdrper flr

min. 1 h bei Raumtemperatur.

Fir die Detektion wurden die Objekttrager mit TB fur 10 min gewaschen und im
Anschluss mit 3,3"-Diaminobenzidin (DAB) gefarbt. Nach einem erneuten Waschschritt
mit TB und H2Ouest erfolgte die Kernfarbung mittels Hamalaun (Merck, Darmstadt).
Nachdem die Proben mit einer 0,1 %igen HCI-Losung geblaut wurden, wurden diese mit
Leitungswasser gespult. Die Entwasserung der Schnitte erfolgte mit einer aufsteigenden
Ethanolreihe (EtOH 70%, EtOH, 95%, EtOH p.a., jeweils 2 min) und Roticlear® (Roth,
Karlsruhe; 5 min). Zum Eindecken wurden die Schnitte getrocknet und mit Roti®-Mount

(Roth, Karlsruhe) beschichtet und mit einem Deckglas bedeckt.

2.2.21. Immunhistochemische Farbung mit DAB von Paraffinschnitten

Paraffinschnitte wurden mit einem Mikrotom RM2255 (Leica Microsystems, Wetzlar) in
einer Dicke von 10 um angefertigt und anschlielend bei 60 °C fir 1 h hitzefixiert. Die
Schnitte wurden mittels Roticlear® (Roth, Karlsruhe, 3 mal 15 min) entparaffiniert, mittels
absteigender Ethanolreihe (EtOH p.a., EtOH 95 %, EtOH 70 %, jeweils 2 min)
hydratisiert und mit PBS gewaschen. Etwaige abgeschirmte Epitope wurden durch ein
Antigen-Retrieval mit Citratpuffer (10 mM, Zytomed Systems, Berlin) in einem
Dampfgarer freigelegt. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden die Schnitte wie im
Abschnitt 2.2.20 blockiert. Auch alle weiteren Schritte sind mit denen der Verarbeitung

von Cryoschnitten identisch.

2.2.22. Affinitatszytochemie von HA

Zur Farbung der Hyaluronsaure wurden die Schnitte jeweils wie in den beiden zuvor
beschriebenen Abschnitten bearbeitet. Lediglich ein zusatzlicher Blockierungsschritt vor
der eigentlichen Fixierung mittels TBS + 5 % BSA + 5 % FCS wurde hinzugeflgt. Dieser
ist bei biotinylierten Antikdrpern oder wie im Falle des biotinylierten Hyaluronsaure-
Bindeprotein (Calbiochem, San Dlego) notwendig. Dazu wurde Endogenous Biotin-
Blocking Kit (Thermo Fisher Scientific, Waltham) entsprechend der Herstellerangaben

verwendet.

2.2.23. Murines Xenograft Model der humanen Plattenepithelkarzinom
Zelllinie A431
A431 Zellen wurden in der logarithmischen Wachstumsphase trypsiniert, zentrifugiert

und in serumfreien DMEM + 1 % Penicillin-Streptomycin resuspendiert. Die Zellzahl
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wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Die Zellen wurden in eiskalten
Eppendorf-Gefalen vorbereitet und in einem Verhaltnis von 1:1 mit Wachstumsfaktor-
reduzierten Matrigel vermischt (Corning, New York). In NMRI"™ Nacktmausen wurde
subkutan in beide Flanken ein Gesamtvolumen von 200 pl (entsprach einer Zellzahl von
1x108) injiziert. Die subkutane Injektion der Tumorzellen wurde von Dr. Dr. Soren
Twarock vorgenommen. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Regressionsmodel wurde
das Tumorwachstum mit einer Schieblehre protokolliert und die Behandlung ab einer
Tumorgrofle von 300 mm? eingeleitet. Die Tiere wurden wie in Tabelle 15 beschrieben
behandelt.

Tabelle 15: Substanzen fiir die Behandlung und Art der Applikation des A431 Xenograft
Models

Substanz Vektor Applikationsform Konzentration
4-MU Futter oral 50g/kg Futter
40% 2-Hydroxypropyl- . . o
Vcpal B-Cyclodextrin intravenods 1,6 mg/ Applikation
-7-Oxozeaeno intraperitonea ; .
52)-7-0 | DMSO intraperitoneal 15mg/kg
Kdrpergewicht

Eine entsprechende Erlaubnis lag beim Landesamt fir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV) unter dem Aktenzeichen Az 84-
02.04.2013.A123 vor.

2.2.24. Statistik

Die Daten wurden mittels der Software Prism 7 (Graphpad Software, San Diego)
analysiert. Bei Zellkulturversuchen wurde von einer Normalverteilung ausgegangen.
Sofern eine Normalisierung auf eine Kontrolle vorgenommen wurde, wurde der
ungepaarte Mann-Whitney-Test angewandt. Bei mehr als zwei Datensatzen wurde eine
einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlieBendem post-hoc-Test nach Sidak
vorgenommen. Waren die Werte abhangig von mehreren Faktoren (Bsp.
Wachstumsverlauf der Tumore) wurde eine zweifaktorielle ANOVA angewendet,
ebenfalls mit anschlieRendem post-hoc-Test nach Sidak. Die Daten sind als Mittelwert +
Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Von statistischer Signifikanz wurde bei

einem Wert p < 0,05 ausgegangen.
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3. Ergebnisse

3.1. Der Einfluss der Hyaluronsaure auf die Progression von Plattenepithel-

karzinomen der Haut

3.1.1. Die veranderte Extrazellularmatrix der kutanen
Plattenepithelkarzinomzelllinie A431 im Vergleich zu Keratinozyten

Fir die Tumorprogression spielt die EZM in Hinblick auf Progression, Migration,
Angiogenese und Metastasierung eine gewichtige Rolle. In Vorarbeiten konnte in
humanen Proben gezeigt werden, dass bei einem PEK die Transkription der Gene HAS3
(Hyaluronsauresynthase 3), HYAL1 (Hyaluronidase 1) und HYALZ2 (Hyaluronidase 2)
gegenuber gesunder Haut signifikant erhoht ist (Benjamin Kellner, nicht veroffentlicht).
In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression diverser EZM-assoziierter Gene
zwischen der PEK-Zelllinie A431 und normalen humanen epidermalen Keratinozyten
(NHEKS) mit Hilfe einer gqRT-PCR verglichen (Abbildung 5). Dabei wurde festgestellt,
dass wie in den humanen Proben die zum HA-System gehdrenden Gene HASS3, HYAL1
und HYAL2 hochreguliert sind. Matrix-Metalloproteasen (MMPs) oder die fir die

verschiedenen Kollagene kodierenden Gene sind unverandert.
A
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Abbildung 5: Vergleich der Expression von EZM-assoziierten Genen.

A, Vergleich von EZM-assoziierten Genen in A431 Zellen verglichen mit normalen humanen
epithelialen Keratinozyten (NHEK) mittels qRT-PCR. MMP-2: Matrix-Metalloprotease 2, MMP-9:
Matrix-Metalloprotease 9, MMP-14: Matrix-Metalloprotease 14, HSPG2: Heparansulfat
Proteoglykan 2, DEC: Decorin, CSPG4: Chondroitinsulfat Proteoglykan 4, CHST1: Kohlenhydrat
Sulfotransferase 1, FN1: Fibronektin 1, DSE: Dermatansulfat Epimerase, COL1A1: Alpha-1-Typ-
I-Kollagen, COL2A1: Alpha-1-Typ-ll-Kollagen, COL3A1: Alpha-1-Typ-lll-Kollagen, COL4A1:
Alpha-1-Typ-IV-Kollagen, COL5A1: Alpha-1-Typ-V-Kollagen, COL6A1: Alpha-1-Typ-VI-
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Kollagen, COL8A1: Alpha-1-Typ-VIlI-Kollagen, COL9A1: Alpha-1-Typ-IX-Kollagen, COL10A1:
Alpha-1-Typ-X-Kollagen, COL12A1: Alpha-1-Typ-Xll-Kollagen, COL11A1: Alpha-1-Typ-XI-
Kollagen, COL13A1: Alpha-1-Typ-Xlll-Kollagen, COL14A1: Alpha-1-Typ-XIV-Kollagen,
COL17A1:  Alpha-1-Typ-XVIl-Kollagen, = HAS1:  Hyaluronsauresynthase 1, HAS2:
Hyaluronsauresynthase 2, HAS3: Hyaluronsauresynthase 3, HYAL1: Hyaluronidase 1, HYAL2:
Hyaluronidase 2, n.d.: nicht detektierbar. n = 4. Mittelwert + SEM. *, p < 0,5.

3.1.2. Der Knockdown von Hyal1 fuhrt zu einem apoptotischen Phanotyp in
A431 Zellen

Um die Funktion dieser Gene in den A431 Zellen naher zu analysieren, wurde die
Expression durch das Einbringen gerichteter siRNAs gegen HAS3, HYAL1 und HYAL2
herabreguliert. Mittels gqRT-PCR konnte gezeigt werden, dass 96 h nach Transfektion
die Transkription von HAS3 um 58,3 + 8,3 %, die von HYAL7 um 56,7 + 10,2 % und die
von HYAL2 um 82,2 + 3,0 % reduziert war (Abbildung 6A). Die Zellen wurden nach 96 h
hinsichtlich der Zellzahl, Proliferation und Apoptose analysiert. Dabei konnte beobachtet
werden, dass die reduzierte Expression von HYALT mit einer signifikanten Reduktion
der Lebendzellzahl einherging (42,7 £+ 2,4 % gegen siKontrolle, Abbildung 6B). Durch
die Bestimmung der Intensitdt von zuvor mit Carboxyfluorescein  N-
hydroxysuccinimidylester (CFSE) gefarbten A431 Zellen, konnte festgestellt werden,
dass die proliferative Rate nicht beeinflusst wurde (Abbildung 6C). Jedoch war sowonhl
der Anteil der Zellen in der subG1-Phase (Abbildung 6D), als auch die Spaltung des
Apoptose-Markers Poly-ADP-Ribose-Polymerase (Abbildung 6E) signifikant erhoht.
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Abbildung 6: Die Herabregulierung der Transkription von HYAL1 fiihrt zu einem
apoptotischen Phénotyp in A431 Zellen.

A431 Zellen wurden mit siRNAs gerichtet gegen HAS3, HYAL1 und HYALZ transfiziert. A,
Uberpriifung der Transfektionseffizienz mittels QqRT-PCR. 96 h nachdem die Zellen mit der siRNA
transfiziert wurden, wurde die B, Zellzahl, C, proliferative Rate mittels CFSE-Farbung, D,
Spaltung des Apoptosemarkers PARP und E, der Anteil der Zellen in der subG1- Phase bestimmt.
n = 4. Mittelwert £ SEM. *, p < 0,05 im Vergleich zu siKontrolle.
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Die um 58% reduzierte Expression von HAS3 nach siHAS3-Transfektion flhrte zu einer
signifikanten Reduktion der HA-Sekretion. Dazu wurde der Gehalt der in den Uberstand
sezernierten HA mit Hilfe eines ELISA-artigen, immunturbidimetrischen Assays
quantifiziert (Abbildung 7).

1,54

0,5-

HA- Gehalt im Uberstand
(Vielfaches von siKontrolle)
*

0,0

siKontrolle+

Abbildung 7: Herabregulierung der Expression von HAS3 fiihrt zu einer reduzierten
Sezernierung der HA in den Uberstand.

A431 Zellen wurden mit siHAS3 transfiziert. 96 h nach Transfektion wurde der Uberstand
entnommen und mit Hilfe des Hyaluronic Acid Test Kit (Corgenix, Colorado) analysiert. Die
Ergebnisse wurden auf die Proteinkonzentration des Zelllysats normalisiert. n = 6. Mittelwert +
SEM. *, p < 0,05.

Um zu untersuchen, ob die Reduktion von HYAL7 auch einen Einfluss auf die
Apoptoserate von nicht transformierten Zellen hat, wurden NHEKs und normale humane
dermale Fibroblasten (NHDF) ebenfalls mit siHYAL1 transfiziert und der Anteil der Zellen
in der subG1-Phase mittels Nicoletti-Assay ermittelt. Dabei wurde beobachtet, dass die
Behandlung mit siHYAL1 im Vergleich zu den kontrollbehandelten Zellen zu keiner
Erhéhung der Apoptoserate fuhrte (Abbildung 8B) und somit die apoptotischen Effekte

einer reduzierten HYAL 1-Expression tumorspezifisch zu sein schienen.
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Abbildung 8: Herabregulierung von HYAL1 in den nicht transformierten Zelllinien NHEK
und NHDF fiihrt zu keinem apoptotischen Phanotyp.

A, Uberpriifung der Transfektionseffizienz mittels qRT-PCR. B, Anteil der Zellen in der subGi-
Phase 96 h nach Transfektion. C, Semiquantitative Analyse der HYAL1-Proteinsynthese mittels
Immunoblot. B-Tubulin wurde als endogene Kontrolle detektiert. n = 4. Mittelwerte + SEM. *, p <
0,05 im Vergleich zu siKontrolle.

Um auszuschlielen, dass diese Beobachtungen auf eine nicht auszureichende
Reduktion von HYAL1 auf Proteinebene zuriickzufihren sind, wurde die Proteinmenge
semiquantitativ mittels Immunoblot ermittelt. Dabei wurde festgestellt, dass nach
siHyal1-Behandlung die Menge an HYAL1 im Vergleich zur Kontrolle in den NHDFs um
62,5+ 4,6 % und in den NHEKs um 96,7 + 1,3 % reduziert war (Abbildung 8C).

3.1.3. Reduktion der HYAL1-Expression beeinflusst die GroBe von
Lysosomen

HYAL1 ist sowohl im extrazellularen Raum, als auch intrazellular in den Lysosomen
lokalisiert und spaltet die Hyaluronsaure (HA) in Fragmente undefinierter Lange.
Extrazellulare, durch Hyaluronidase 2 (HYAL2) gespaltene HA bindet an CD44 und wird
durch Endozytose in die Lysosomen transportiert, wo diese durch HYAL1 weiter
degradiert wird. Um den Einfluss einer reduzierten HYAL7-Expression auf die

Lysosomen zu untersuchen, wurden A431 Zellen mit siHYAL1 behandelt und 48 h nach
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Transfektion fixiert. Die Lysosomen wurden im Anschluss mit dem Farbstoff
Lysotracker™ Red DND-99 (Thermo Fisher Scientific, Waltham) gefarbt. Als
Arbeitshypothese wurde angenommen, dass durch die reduzierte HYAL7-Expression
die HA in den Lysosomen akkumuliert. Tatsachlich konnte bei den siHYAL1 behandelten
Zellen eine VergroRRerung der Lysosomen in Vergleich zu mit siKontrolle transfizierten
Zellen beobachtet werden (Abbildung 9A).

siKontrolle siHYAL1

Hoechst/ Lysotracker™

Abbildung 9: Reduktion der HYAL 7-Expression in A431 Zellen fiihrt zu einer VergrofRerung
der Lysosomen.

A, Farbung der Nuklei mit DAPI (blau) und der Lysosomen mit Lysotracker™ Red DND-99 (rot)
von A431 Zellen 48 h nach der Transfektion mit siHYAL1. Mal3stabsbalken = 50 uM.

3.1.4. Reduktion der HYAL1-Expression beeinflusst die Aktivierung von
TAK1

Im Folgenden wurde untersucht, welcher Signalweg durch die Reduktion von HYAL1
reguliert ist und somit flr die erhdhte Apoptoserate verantwortlich sein kénnte. Dazu
wurden A431 Zellen erneut mit siHYAL1 behandelt und mit kontrollbehandelten Zellen
mit Hilfe des Path Scan® Stress and Apoptosis Signaling Antibody Array Kit (Cell Signal
Technology, Danvers) verglichen. Der signifikante Anstieg der Spaltungsprodukte von
PARP und Caspase-3 bestatigten dabei den zuvor beobachteten apoptotischen
Phanotyp (Abbildung 10A). Des Weiteren wurde ein signifikanter Anstieg von IkBa
(nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha)
nachgewiesen. Letzteres kann durch die beobachtete Reduktion von phosphoryliertem
Tak1(Transforming growth factor beta-activated kinase 1) am Ser412-Rest, welche

essenziell fur die Aktivierung ist, erklart werden (Ouyang et al., 2014).
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Abbildung 10: Untersuchung apoptotischer Signalwege in siHYAL1 transfizierten A431
Zellen.

A431 Zellen wurden mit siHYAL1 behandelt und 96 h nach Transfektion mit dem PathScan®
Stress and Apoptosis Signaling Antibody Array Kits analysiert. Dargestellt ist die Signalstarke als
heatmap (links) und die Quantifizierung der Signalintensitat (rechts), wobei die Normierung auf
kontrolltransfizierte Zellen stattfand. n = 4. Mittelwert £ SEM. *,p < 0,05. Getestet mit einem t-Test
zwischen siKontrolle und siHYAL1 aller Signalstarken der getesteten Proteine.

Die reduzierte Phosphorylierung am Ser412-Rest und die gesteigerte Phosphorylierung
von ERK1/2 an Thr202/Tyr204 konnte anschlieRend in Immunoblot-Analysen validiert
werden (Abbildung 11A und B). TAK1 kann durch TGF-B1 aktiviert werden [140]. Daher
wurde untersucht, ob die durch siHyal1 reduzierte Phosphorylierung von TAK1 und die
damit einhergehende erhdhte Apoptoserate der A431 Zellen durch die exogene Gabe
von TGF-B1 aufgehoben werden kann. Durch Western-Blot Analysen konnte gezeigt
werden, dass durch die exogene Gabe von TGF-B1 die Phosphorylierung von TAK1 am
Ser412-Rest sogar uber das Niveau der kontrollbehandelten A431 Zellen gesteigert
werden konnte (Abbildung 11A). Des Weiteren wurden die Spaltung von PARP und auch
der Anteil der Zellen in der subG+-Phase signifikant verringert (Abbildung 11C und D).
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Abbildung 11: Der apoptotische Phanotyp nach siHYAL1 ist abhdngig von der Aktivierung
von TAK1.

A, Phosphorylierungsstatus von TAK1 am Ser412-Rest nach Herabregulation von HYAL1 und
der simultanen Behandlung mit TGF-f1 (10 ng/ml) ermittelt durch Immunoblot-Analysen. Die
Ergebnisse wurden im Verhaltnis zum gesamten TAK1 dargestellt und auf die siKontrolle
normiert. B, Phosphorylierungsstatus von ERK1/2 am Thr202/Tyr204-Rest nach siHYAL1 im
Verhaltnis zum gesamten ERK1/2. C, Spaltung von PARP und D, der Anteil der Zellen in der
subGi-Phase nach siHYAL1 und siHYAL1 mit simultaner TGF-31 (10 ng/ml) Behandlung. n = 4.
Mittelwert £ SEM. *, p < 0,05 im Vergleich zu siKontrolle. #, p < 0,05 im Vergleich zu siHYAL1.

AnschlieBend wurde die Aktivierung von TAK1 in A431 Zellen direkt durch die Gabe von

(5Z)-7-Oxozeaenol inhibiert und die Zellen 48 h nach Stimulation analysiert. Es konnte
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eine dosisabhangige Reduktion der Zellzahl beobachtet werden (Abbildung 12A). Bei 1
MM und 5 uM (5Z)-7-Oxozeaenol wurde eine konzentrationsabhangige Zunahme der
Zellen in der subG+-Phase beobachtet (Abbildung 12C). Die Proliferation war bei beiden

Konzentrationen gleichermalien reduziert (Abbildung 12B).
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Abbildung 12: Inhibition der Aktivierung von TAK1 fiihrt zu einem apoptotischen Phanotyp
in A431 Zellen.

A, A431 Zellen wurden fur 48 h mit verschiedenen Konzentrationen des spezifischen TAK1-
Inhibitors (5Z)-7-Oxozeaenol behandelt und im Anschluss die Zellzahl bestimmt. B, Bestimmung
der Proliferationsrate durch CFSE markierten A431 Zellen nach Behandlung mit 1 und 5 yM (52)-
7-Oxozeaenol. C, Bestimmung der apoptotischen Rate mittels durchflusszytometrischer
Messung des Zellzyklus. n = 4. Mittelwert + SEM. *,p < 0,05 im Vergleich zu 0 uyM (52)-7-
Oxozeaenol.

3.1.5. Einfluss von Hyal1 auf die Expression anti-apoptotischer Gene

Ein wichtiges Zielprotein der Kinase TAK1 ist IkBa, welches durch Phosphorylierung fir
die Degradation durch das Proteasom zuganglich wird. Sobald IkBa abgebaut ist, kann
der Transkriptionsfaktor NFkB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated
B-cells) in den Kern translozieren und die Expression anti-apoptotischer Gene aktivieren.
Durch gRT-PCR Analysen nach siHYAL1 Behandlung wurde die Expression der Gene
clAP1 (cellular inhibitor of apoptosis protein-1), clAP2 (cellular inhibitor of apoptosis
protein-2) und XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis) bestimmt. Diese spielen auf Grund
ihrer inhibitorischen Wirkung auf diverse Caspasen eine wichtige Rolle in der Regulation

der Apoptose.
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Abbildung 13: Der Einfluss von HYAL1 auf NFkB Effektorgene.

96 h nachdem A431 Zellen mit siHYAL1 transfiziert wurden, wurde die Expression der Gene A,
clAP1, B, clAP2 und C, XIAP mittels qRT-PCR bestimmt. n = 4. Mittelwert £ SEM. *, p < 0,05 im
Vergleich zu siKontrolle.

Dabei wurde beobachtet, dass die Expression der Gene clAP2 und XIAP signifikant
reduziert war (Abbildung 13B und C).

3.1.6. Hyal1 reguliert die Aktivierung von TAK1 iliber den Toll-ahnlichen
Rezeptor 4

In  verschiedenen pathologischen Modellen konnte gezeigt werden, dass
niedermolekulare HA, wie sie durch die Degradation durch HYAL1 entsteht, durch die
Interaktion mit dem Toll-dhnlichen Rezeptor 4 (TLR4) eine pro-inflammatorische, aber
auch anti-apoptotische Signallibertragung vermittelt [141, 142]. Daher wurde als
nachstes Uberprift, ob die Inhibition des TLR4 mittels desspezifischen Inhibitors CLI-

095, einen Einfluss auf den zuvor beschriebenen apoptotischen Phanotyp hat.
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Abbildung 14: Inhibition des Toll-dhnlichen Rezeptors 4 (TLR4) reduziert die
Phosphorylierung von TAK1 und fiihrt zu einem apoptotischen Phanotyp in A431 Zellen.
A, A431 Zellen wurden fiir 48 h mit verschiedenen Konzentrationen des spezifischen TLR4-
Inhibitors CLI-095 behandelt und im Anschluss die Zellzahl bestimmt. Der Einfluss von 5 und 10
MM CLI-095 auf die B, Phosphorylierung von TAK1 am Ser412 wurde mittels Immunoblots
analysiert. Die apoptotische Rate wurde durch die C, semiquantitative Auswertung der Spaltung
von PARP und der D, durchflusszytometrischen Analyse der Zellen in der subG1-Phase ermittelt.
n = 4. Mittelwert £ SEM. *,p < 0,05.

Nachdem A431 Zellen fur 48 h mit CLI-095 stimuliert wurden, wurde eine
dosisabhangige Reduktion der Zellzahl festgestellt (Abbildung 14A). Der Anteil der
Zellen in der subG1-Phase und die Spaltung von PARP waren bei einer Stimulation der
Zellen mit 5 und 10 puM signifikant erhoéht (Abbildung 14C und D). Damit einhergehend
wurde eine abnehmende Phosphorylierung von TAK1 am Ser412-Rest beobachtet
(Abbildung 14B).
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3.1.7. Pharmakologische Modulation des Hyaluronsauresystems der A431
Zellen induziert Apoptose

Da das HA System fur die Progression des Plattenepithelkarzinoms von grof3er
Bedeutung zu sein schien, wurde dieses pharmakologisch moduliert. Zum einen wurde
die Synthese der HA mit Hilfe des HA-Synthese-Inhibitors 4-Methylumbelliferon (4-MU;
100 uM) und zum anderen die Aktivitat der Hyaluronidasen mittels
Palmitinsaureascorbylester (Vcpal, 250 yM) inhibiert. Beide Inhibitoren flhrten zu einer
Abnahme der Zellzahl nachdem die Zellen fir 48 h behandelt wurden (Abbildung 15A).
Die Behandlung mit 4-MU flUhrte zu einer leichten (29,8 £ 12,3%), die Behandlung mit
Vcpal (71,3 £ 13,3%) zu einer drastischen Reduktion der Phosphorylierung von TAK1
am Ser412-Rest (Abbildung 15E). Diese resultierte in Ubereinstimmung mit den
vorherigen Versuchen in einer erhdhten Apoptoserate, die durch eine vermehrte
Spaltung von PARP und einem Anstieg der Zellen in der subG1-Phase nachgewiesen
wurde (Abbildung 15C und D). Die proliferative Rate wurde sowohl durch 4-MU, als auch
Vcpal reduziert (Abbildung 15B).
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Abbildung 15: Pharmakologische Modulation des HA-Systems fiihrt zu einem TAK1-
abhédngigen apoptotischen Phanotyp.

A431 Zellen wurden 48 h mit dem HA-Synthese-Inhibitor 4-MU (100 uM) und dem Hyaluronidase-
Inhibitor Vcpal (250 uM) stimuliert und beziglich der A, Zellzahl, B, Proliferation, C, Anteil der
Zellen in der subG+-Phase und D, Spaltung des Apoptosemarkers PARP analysiert. E, Einfluss
von 4-MU (100 yM) und Vcpal (250 uM) auf die Phosphorylierung von TAK1 am Ser412-Rest.
n = 4. Mittelwert £ SEM. *, p < 0,05 im Vergleich zur Kontrolle
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Indem die Lysosomen der Zellen gefarbt wurden, konnte festgestellt werden, dass durch
die Behandlung mit Vcpal, die GréRe dieser Organellen dosisabhangig zunahm
(Abbildung 16A). Im Gegensatz dazu hatte die Behandlung mit 4-MU im Vergleich zur

Kontrolle keinen Einfluss auf dieses Organell.

Kontrolle 4-MU (100 pM)
Vcpal (125 uM) Vcpal (250 uM)

Hoechst/ Lysotracker™

Abbildung 16: Pharmakologische Inhibition der Hyaluronidasen fiihrt zu einer
VergréBerung der Lysosomen.

A, A431 Zellen wurden fiir 48 h mit 4-MU (100 yM) und Vcpal (125 und 250 uM) behandelt und
im Anschluss fixiert. Die Nuklei wurden mit DAPI (blau) und die Lysosomen mit Lysotracker™
Red DND-99 (rot) gefarbt. Malistabsbalken = 50 uM.

3.1.8. Einfluss der Hyaluronsaure auf die Motilitat von A431 Zellen

Viele Schritte der Tumorprogression, wie zum Beispiel die Invasion in das umliegende
gesunde Gewebe, das Eindringen in die Blut- und Lymphgefalte oder die Bildung einer
Fern-Metastase sind abhangig von der Motilitat der Zellen. Um zu untersuchen, ob in
diesem Zusammenhang das HA-System eine bedeutende Rolle einnimmt, wurden die
Gene HAS3, HYAL1 und HYALZ2 herabreguliert und die Zellen 24 h nach Transfektion
fur einen Zeitraum von 24 h mittels Zeitraffer-Mikroskopie aufgenommen. Die

akkumulierte, zurlickgelegte Distanz der Zellen wurde manuell verfolgt und ausgewertet.
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Abbildung 17: Das HA-System beeinflusst nicht die Motilitat von A431 Zellen in vitro.

Die Motilitat von A431 Zellen wurde mittels Zeitraffer-Mikroskopie nach A. Herabregulierung der
Gene HAS3, HYAL1 und HYALZ2 durch die Transfektion gerichteter siRNAs oder B, der
exogenen Behandlung mit hoch- (HMW-HA) bzw. niedermolekularer HA (LMW-HA). n = 4.
Mittelwert £ SEM. *, p < 0,05.

Dabei ergab sich, dass die Herabregulierung aller Gene keinen Einfluss auf die Motilitat
der Zellen hat (Abbildung 17A). In einem nachsten Schritt wurden die Zellen exogen mit
hoch- (HMW-HA) bzw. niedermolekularer HA (LMW-HA) behandelt und 24 h nach
Stimulation erneut flr 24 h analysiert. Auch hier ergab die Analyse, dass die HA in vitro
keinen Einfluss auf die Motilitat hat (Abbildung 17B).

3.1.9. Auswirkung der Inhibition von TAK1, der Hyaluronsaure-Synthese
und der Hyaluronidasen im A431 Xenograft Regressionsmodell

Die in vitro beobachteten Effekte von 4-MU, Vcpal und (5Z)-7-Oxozeaenol auf die
Progression von Plattenepithelkarzinomen sollten in vivo verifiziert werden. Dazu
wurden A431 Zellen subkutan in beide Flanken weiblicher NMRI"/"-M3use injiziert und
das Wachstum der so entstandenen Tumore im Regressionsmodell untersucht. Die
Behandlung erfolgte taglich sobald einer der Tumore eine Grofde von 300 mm? erreichte.
Die Applikation von 4-MU (50g/kg Futter) erfolgte oral Uber das Futter. Dabei wurde ein
reduziertes Wachstum der Tumore festgestellt, die am sechsten Tag der Behandlung zu
einem signifikanten GréRenunterschied zwischen den 4-MU-behandelten Tieren, im

Vergleich zur Kontrollgruppe, resultierte (Abbildung 18A und B).
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Abbildung 18: 4-MU reduziert das Wachstum von A431 Zellen im murinen Xenograftmodell.
A, Lichtbildaufnahmen der behandelten Mause nach 8tagiger Behandlung. B, Wachstumsverlauf
der Tumore. NMRIWni-Mause wurden entweder mit Haltungsfutter mit Schokoladenaroma

(Schoko, blau) oder Haltungsfutter mit Schokoladenaroma + 4-MU (50g/kg Futter, 4-MU, rot)
behandelt. n = 10/8. Mittelwert £+ SEM. *, p < 0,05.

Die Applikation von Vcpal erfolgte intravends tber die Schwanzvene. Daflir musste die
hydrophobe Substanz Vcpal in eine wassrige Losung gebracht werden. Dazu wurde 2-
Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin als Vektor verwendet. Cyclodextrine gehdren zu den
zyklischen Oligosacchariden, welche a-1,4-glykosidisch verknupft sind, wodurch eine
toroidale Struktur entsteht, welche sich nach auf3en hydrophil verhalt und im Inneren
eine hydrophobe Tasche bildet. Um zu untersuchen, ob das in Cyclodextrin geloste
Vcpal noch immer eine apoptotischen Wirkung auf A431 Zellen hat, wurden die Zellen
mit Vcpal, welches wie in Kapitel 3.1.73.1.7 in EtOH (Ethanol) und BSA (bovines
Serumalbumin) geldst wurde, behandelt und mit der Wirkung von in Cyclodextrin
geléstem Vcpal in vitro verglichen. Mittels durchflusszytometrischer Bestimmung des

Zellzyklus wurde der Anteil der Zellen in der subGs-Phase bestimmt Dabei konnte
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beobachtet werden, dass das in Cyclodextrin geldéste Vcpal schon bei einer
Konzentration von 25 uM apoptotisch wirkte (Abbildung 19A, Balken 6). Cyclodextrin
selbst hatte keine apoptotische Wirkung auf die Zellen (s. Abbildung 19A, Balken 2).
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Abbildung 19: In 40% Cyclodextrin geldstes Vcpal induziert Apoptose in A431 Zellen in
vitro.

Die apoptotische Wirkung von Vcpal, welches in einer wassrigen Lésung mit 2-Hydroxypropyl-$3-
Cyclodextrin gelést wurde, auf A431 Zellen wurde mit Vcpal, welches in einer 12,5%-BSA-EtOH-
Losung gelost wurde, verglichen. A, Bestimmung des Anteils der Zellen in der subG1-Phase
mittels Durchflusszytometrie. n = 4. Mittelwert £ SEM. *, p < 0,05.

Fur die in vivo Behandlung wurde eine Lésung mit 1,0 mg/ml Vcpal hergestellt. Die
Behandlung der Tiere fand auch hier taglich statt. Bereits am flinften Tag war ein
signifikant langsameres Tumor-Wachstum bei den Vcpal-behandelten Tieren zu
beobachten (Abbildung 20B).
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Abbildung 20: Vcpal reduziert das Wachstum von A431 Zellen im murinen
Xenograftmodell.

A, Lichtbildaufnahmen der behandelten Mause nach 8tagiger Behandlung. B, Wachstumsverlauf
der Tumore. NMRI"Vnu-M3ause wurden entweder mit 40% Cyclodextrin/PBS (40% Cyclodextrin,

blau) oder mit 1mg/ml Vcpal in 40% Cyclodextrin/PBS (Vcpal, rot) behandelt. n = 10/12. Mittelwert
+ SEM. *, p < 0,05.

Da sowohl die Behandlung mit 4-MU, als auch die Behandlung mit VVcpal in vitro zu einer
reduzierten TAK1-Phosphorylierung flhrten, die mit einer erhdhten Apoptoserate
einherging, wurden die NMRI"™-M3use mit A431 Xenografttumoren mit (5Z)-7-
Oxozeaenol behandelt. Die Applikation erfolgte intraperitoneal. Auch hier wurde ein
reduziertes Tumorwachstum beobachtet, welches im Vergleich zur Vehikel-behandelten
Kontrollgruppe bereits nach der vierten Behandlung zu einer signifikant reduzierten
TumorgréRe flhrte (Abbildung 21B).
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Abbildung 21: Inhibition von TAK1 reduziert das Wachstum von A431 Zellen im murinen
Xenograftmodell.

A, Lichtbildaufnahmen der behandelten Mause nach 8tagiger Behandlung. B, Wachstumsverlauf
der Tumore. NMRIWn-Mause wurden entweder mit DMSO (blau) oder mit 15 mg/kg
Korpergewicht (5Z)-7-Oxozeaenol (rot) behandelt. n = 12/12. Mittelwert £+ SEM. *, p < 0,05.

3.1.10. Expression von HYAL1 korreliert mit der Phosphorylierung von
TAK1 in Plattenepithelkarzinomen in vivo

Um die Relevanz im humanpathologischen Model zu bestatigen, wurden von der
Dermatologie der Uniklinik Dusseldorf zur Verfigung gestellte Proben untersucht. Dabei
handelte es sich um Proben von Patienten mit einem Morbus Bowen oder mit einem
Plattenepithelkarzinom der Haut der Stufe G1 oder G2. Die angefertigten
immunhistologischen Schnitte wurden auf die Synthese der HA, Expression von HYAL1

und Phosphorylierung von TAK1 untersucht. Die Detektion erfolgte mittels DAB (3,3'-
Diaminobenzidin).

49



Ergebnisse

Zu Beginn wurde untersucht, ob die Expression von HYAL1 mit dem Grad der
Erkrankung korreliert. Diesbezuglich konnte kein Zusammenhang festgestellt werden.
Auch ein Zusammenhang zwischen Expression der HYAL1 und der HA Synthese wurde
nicht beobachtet. So nahm das Signal der HA nicht bei zunehmenden HYAL1 Signal ab.
Dies konnte dadurch erklart werden, dass das fir die Farbung verwendete
Hyaluronsaure-Bindeprotein (HAbP) in der Lage ist, auch sehr kleine Fragmente der HA
zu binden. Sowohl bei einem M. Bowen, als auch bei einem PEK wurde beobachtet,
dass die Tumorzellen eine starkere Expression von HYAL1 aufwiesen als die
umliegenden stromalen Zellen (Abbildung 22). Vice versa zeichneten sich die
Stromazellen durch eine erhéhte Synthese der HA aus (Abbildung 22, PEK oberes
Panel). Die Expression der HYAL1 korrelierte mit der Phosphorylierung von TAK1 am
Ser412-Rest. In beiden Pathologien konnte beobachtet werden, dass bei einer starken
Expression von HYAL1 die Aktivitdt von TAK1 zunahm (Abbildung 22, Vergleich zw.
Oberes und unteres Panel der aufgeflihrten Pathologien). Hinweise darauf, dass diese
Korrelation tumorspezifisch sein kénnte, zeigen in der Dermis lokalisierte apokrine
Drisen, wie Talgdriisen (schwarzer Stern) oder Schweildriisen (schwarzer Pfeil). Diese
Gewebe wiesen ebenfalls eine starke HYAL17-Expression auf, die nicht zu einer

gesteigerten Aktivitat von TAK1 flhrten.
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Abbildung 22: Die Phosphorylierung von TAK1 korreliert mit der Expression von HYAL1
in M. Bowen und Plattenepithelkarzinomen.

Immunhistochemische Farbung humaner Haut mit M. Bowens und Plattenepithelkarzinomen.
Gefarbt wurde mittels DAB-Farbung HA, HYAL1 und Phosphorylierung von TAK1 am Ser412-
Rest. Gezeigt wurden jeweils Schnitte mit einer niedrigen (jeweils oberes Panel) und hohen
(jeweils unteres Panel) Expression von HYAL 1. Weil3er Pfeil = Region des M. Bowens. Schwarzer
Pfeil = Schweilddrisen. Schwarzer Stern = Talgdriisen. Mal3stabsbalken = 500 uM.
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3.1.11. 4-MU reduziert die Phosphorylierung von TAK1 in vivo im UV-
induzierten Plattenepithelkarzinom

UV-Strahlung ist einer der groten Risikofaktoren des Plattenepithelkarzinoms der Haut.
Es konnte gezeigt werden, dass die orale Applikation von 4-MU zu einer reduzierten
Genese von Plattenepithelkarzinomen bei weiblichen SKH-1 Mausen hat (Dr. Katharina
Rock, unverdffentlicht). Am Endpunkt der von Dr. Katharina Réck durchgefuhrten
Experimente wurden die Tumore entnommen und in TissueTek®-Einbettmedium (Leica
Microsystems, Wetzlar) eingebettet. Histologische Schnitte wurden von Nikola Fuchs
und David Résgen angefertigt. Diese wurden im Anschluss mit Hilfe einer DAB-Farbung
auf die Expression von HYAL1, die Synthese von HA und die Phosphorylierung von
TAK1 am Ser412-Rest untersucht. Dabei wurden die Tumore mit gesunder Haut
verglichen und die Intensitat der Farbung kategorisiert (Abbildung 23B). Es wurde
festgestellt, dass in der Dermis eine intermediare Synthese der HA stattfand, die durch
die orale Gabe von 4-MU im Futter reduziert wurde (Abbildung 23A und B. Die
Phosphorylierung von TAK1 am Ser412 war nicht detektierbar und die Expression von
HYAL1 lediglich in drisenartigem Gewebe ersichtlich. Beides war durch 4-MU nicht
beeinflusst. In den UVB-induzierten Tumoren war sowohl im Tumor selbst, als auch im
Stroma ein starkes Signal der HA zu beobachten, wahrend die Expression von HYALA1
und die Phosphorylierung von TAK1 auf den Tumor selbst beschrankt waren.
Interessanterweise wurde durch die orale Gabe von 4-MU eine Reduktion der HA-
Synthese im Tumor, aber nicht im Stroma erzielt. Des Weiteren wurde beobachtet, dass
die Tumorregion stark reduziert war und das Stroma im Verhaltnis zunahm. Auf die
Expression der HYAL1 hatte 4-MU keinen Einfluss. Jedoch wurde, wie es bereits in in
vitro Experimenten gezeigt wurde, die Phosphorylierung von TAK1 durch 4-MU leicht
reduziert (Abbildung 23A und B).

52



Ergebnisse

HA HYAL1 pTAK1(Ser412)

Kontrolle

HA HYAL1 pTAK1(Ser412)
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Abbildung 23: Pharmakologische Inhibition der HA-Synthese mittels 4-MU reduziert die
UVB-induzierte Tumorinduktion.

Weibliche SKH-1 Mause wurden Uber einen Zeitraum von 29 Wochen mit UVB-Strahlung
behandelt und mit 4-MU oder 4-MU Kontrollfutter behandelt. Die Tumore wurden mittels DAB-
Farbung A, auf HA, HYAL1 und Phosphorylierung von TAK1 am Ser412-Rest gefarbt und
anschliellend B, kategorisiert. Mal3stabsbalken 2 200 uM.
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3.1.12. Zusammenfassung |

In A431 Zellen ist in Vergleich zu NHEKSs die Expression der HYAL1 hochreguliert. Es
konnte gezeigt werden, dass HYAL1 eine wichtige Rolle fiir die anti-apoptotische
Signalkaskade spielt. Der durch eine reduzierte Expression von HYAL1 induzierte
apoptotische Phanotyp ist dabei abhangig von der Aktivierung der Kinase TAK1, welche
Uber die Phosphorylierung von IkBa eine anti-apoptotische Antwort vermittelt. Wichtige
Effektorgene dabei sind diverse |IAPs (Inhibitors of apoptosis). Die Signalkaskade selbst
scheint Uber die Aktivierung des TLR4 durch niedermolekulare HA gesteuert zu sein.
Sowohl in vitro als auch in vivo konnte eine Korrelation zwischen der Expression von
HYAL1 und der Aktivierung von TAK1 gezeigt werden. In vitro Experimente mit NHDFs
und NHEKs und immunhistologische Farbungen humaner Plattenepithelkarzinome
geben Hinweise darauf, dass dieser Mechanismus tumorspezifisch sein konnte. Dies
erklart, warum ausschlielllich in A431 Zellen die reduzierte Expression von HYAL1 zu
einem apoptotischen Phanotyp fuhrt. Auf die Proliferation, sowie auf die Motilitat der

Tumorzellen hat die Herabregulierung von HYAL 1 keine Wirkung.

3.2. Die Rolle der HA in der Interaktion zwischen Tumorzellen und
mesenchymalen Stammzellen

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) sind in fast allen Geweben des Korpers
vorhanden, welche ein hohes Proliferations- und Differenzierungspotential aufweisen.
Im Knochenmark sind diese fur die Ausbildung der hamatopoetischen Nische
verantwortlich. Eben diese kann von einer Grofl3zahl von Tumoren ausgenutzt werden,
um im Knochen Metastasen auszubilden. Das Potential, das Knochenmark zu infiltrieren
und Metastasen auszubilden, scheint bei verschiedenen Tumorentitaten zu variieren.
Die Infiltration des Knochenmarks kommt insbesondere bei einem primaren Brusttumor,
aber auch zum Beispiel bei Patienten mit Glioblastoma multiforme vor. Jedoch
unterscheidet sich das Potential dieser beiden Entitdten, eine Metastase auszubilden,
stark. Ob dabei die Interaktion mit den MSCs und gegebenenfalls die HA als

Hauptbestandteil der EZM von Bedeutung ist, wurde im Folgenden untersucht.

3.2.1. Brusttumorzellen induzieren die HA-Synthese der MSCs

Um die Interaktion zwischen MSCs und Tumorzellen in vitro zu untersuchen, wurden die
Zelllinien MCF-7 (epitheliales, nicht invasives Mammakarzinom), MDA-MB-231
(mesenchymales, hoch invasives Mammakarzinom) und U87-MG (mesenchymales,
invasives Glioblastoma multiforme) verwendet. Bei den MSCs handelt es sich um
Primarisolate von Knochenmarkspendern und werden im Folgendem als Knochenmark-

isolierte mesenchymale Stammzellen bezeichnet (bmMSC).
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Zu Beginn wurde das Wachstumsverhalten der Tumorzellen bestimmt und der
Uberstand bezliglich des pHs und der verbrauchten Glukose untersucht. Dabei ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf Wachstumsverhalten, pH-
Veranderung und die Menge der verbrauchten Glukose im Uberstand (Abbildung 38).
Nachdem das Medium Uber einen Zeitraum von 72 h durch die Tumorzelllinien
konditioniert wurde, wurde der Uberstand entnommen und die verbrauchte Glukose

substituiert.

Die bmMSCs wurden im entsprechenden Kultivierungsmedium ausgesat, welches nach
24 h durch den Uberstand ersetzt wurde. Nach weiteren 72 h wurde der HA Gehalt im
Uberstand bestimmt. Der HA Gehalt des Uberstands, nach Inkubation auf den
Tumorzellen, wurde als Basiswert vom ermittelten Wert subtrahiert, um lediglich die
Menge der von den bmMSCs sezernierten HA zu ermitteln. Der durch die
Mammakarzinom-Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 generierte Uberstand fiihrte
hierbei zu einem signifikant héheren HA Gehalt (Abbildung 24A). Dieses Ergebnis
konnte durch zytochemische Farbungen der HA validiert werden (Abbildung 24B).
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Abbildung 24: Durch Mammakarzinomzellen konditionierter Uberstand steigert die HA-
Synthese in bmMSCs.

BmMSCs wurden 72 h mit den Uberstanden von MCF-7, MDA-MB-231 und U87-MG Zellen
inkubiert. A, Der HA-Gehalt im Uberstand wurde mittels Hyaluronic Acid Test Kit (Corgenix,
Colorado) quantifiziert und auf den Proteingehalt der lysierten Zellen normalisiert. Der HA-Gehalt
des Uberstandes direkt nach der Generierung wurde vom Ergebnis subtrahiert. B, Zytochemische
Farbung der HA (rot). Nuklei wurden mit Hoechst33342 (blau) angefarbt. n = 4. Mittelwert + SEM.
*, p <0,05. Malstabsbalken 2 50 uM.

Die Induktion der HA-Synthese durch Mammakarzinom-Zellen konnte auch in vitro in

einem Kokultur-Experiment gezeigt werden. Daflir wurden bmMSCs mit MCF-7, MDA-
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MB-231 oder U87-MG Zellen jeweils in derselben Lochung einer Multititerplatte kultiviert.
Zur Unterscheidung der Zellen wurden die Tumorzellen zuvor mit CFSE markiert. Neben
dem erhohten HA-Signal der MSCs in Kokultur mit MCF-7- und MDA-MB-231-Zellen war
die Lokalisierung der Tumorzellen auffallig. In fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
war zu erkennen, dass die mesenchymalen Tumorzelllinien MDA-MB-231 und U87-MG
auf den MSCs lokalisiert waren, wahrend die MCF-7-Zellen meist von den bmMSCs
separiert vorlagen (Abbildung 25A). Ob diese Interaktion Uber die HA vermittelt sein
konnte, wurde mittels gRT-PCR die Expression von mit HA interagierenden Rezeptoren
uberpruft. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Expression der Rezeptoren CD44,
LAYILIN und RHAMM in den mesenchymalen Tumorzelllinien MDA-MB-231 und U87-
MG signifikant im Vergleich zu der epithelialen Zelllinie MCF-7 erhéht war (Abbildung
25B).
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Abbildung 25: Mesenchymale Tumorzellen interagieren eng mit bmMSCs.

A, Kokultur zwischen bmMSCs und den Tumorzelllinien MCF-7, MDA-MB-231, und U87-MG. Die
Tumorzelllinien wurden zuvor mit CFSE (griin) markiert. Die Kernfarbung erfolgte durch Hoechst
33342 (blau) und die HA wurde mittels HAbP (rot) markiert. B, Semiquantitative Bestimmung der
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Expression der Gene CD44, LAYILIN, RHAMM und LYVE. n = 4. Mittelwert + SEM. *, p < 0,05
verglichen mit MCF-7. Mal3stabsbalken 2 50 yM.

3.2.2. Einfluss der MSCs auf die Motilitdt von Tumorzellen

Mesenchymale Stammzellen sind ein sehr wichtiger Bestandteil des Stromas eines
Tumors. Unter anderem konnte gezeigt werden, dass diese an der Regulation der
epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) beteiligt sind, die von einer gesteigerten
Motilitat begleitet wird. Daher sollte im Folgenden untersucht werden, ob eine gesteigerte
Motilitdt auch bei den Zelllinien MCF-7, MDA-MB-231 und U87-MG nachgewiesen
werden kann. Dazu wurden sowohl die bmMSCs, als auch die Tumorzellen in
Monokultur oder in einer Kokultur kultiviert. Nach 24 h wurden die Zellen mittels
Zeitraffer-Mikroskopie untersucht und die akkumulierte Distanz Uber einen Zeitraum von
weiteren 24 h manuell bestimmt. Dabei wurde festgestellt, dass die untersuchten
Tumorzellen keinen Einfluss auf die Motilitdt der Stammzellen haben (Abbildung 26A
und B).
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Abbildung 26: Die Tumorzelllinien MCF-7, MDA-MB-231 und U87-MG haben keinen Einfluss
auf die Motilitdt von bmMSCs.

Die Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 24 h analysiert A, Graphische Darstellung der
akkumulierten Distanz einzelner analysierter Zellen. Dabei stellen die roten Punkte den Abstand
zum Ausgangspunkt (0/0) und die schwarzen Striche den Verlauf der Zellen. B, Quantifizierung
der akkumulierten Distanz. n = 4. Mittelwert + SEM.

Des Weiteren wurde der Einfluss der bmMSCs auf die Motilitdt der Tumorzellen
untersucht und mit der jeweiligen Motilitdt der Tumorzellen in Monokultur verglichen.

Dabei zeigte sich, dass die mesenchymalen Tumorzellen MDA-MB-231 und U87-MG in
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Monokultur eine héhere Motilitat aufwiesen, als die epitheliale Zelllinie MCF-7 (Abbildung
27A und B). Es konnte kein Einfluss der bmMSCs auf die Motilitat der Zelllinien MCF-7
und U87-MG beobachtet werden. Jedoch war die Motilitédt der Zellen MDA-MB-231 in
Kokultur mit bmMSCs signifikant reduziert im Vergleich zur Monokultur (Abbildung 27A
und B).
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Abbildung 27: BmMSCs reduzieren die Motilitat der Zelllinie MDA-MB-231.

Die Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 24 h analysiert A, Graphische Darstellung der
akkumulierten Distanz einzelner analysierter Zellen. Dabei stellen die roten Punkte den Abstand
zum Ausgangspunkt (0/0) und die schwarzen Striche den Verlauf der Zellen.
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3.2.3. Inhibition der HA induziert die adipogene Differenzierung der

bmMSCs

Ein wichtiges Merkmal der bmMSCs ist ihre Pluripotenz. Das bedeutet, dass diese Zellen
in der Lage sind, in unterschiedliche mesodermale Zelltypen zu differenzieren, wie z. B.
Osteoblasten oder Adipozyten. Da die HA-Matrix der bmMSCs durch die
Mammakarzinom-Zellen moduliert wurde, wurde im nachsten Schritt der Einfluss der HA
auf das Differenzierungspotential der MSCs untersucht. Daflir wurden die MSCs in Ab-

und Anwesenheit von 300 uM 4-MU fir 28 Tage adipogen und osteogen differenziert.

Im Falle der osteogenen Differenzierung wurden die auf der Zelloberflache abgelagerten
Calciumphosphate mittels Alizarin S angefarbt (Abbildung 28A, oben). Zur
Quantifizierung wurde die Ca?*-Konzentration der Zellen bestimmt (Abbildung 28A,
unten). Sowohl die Alizarin S Farbung, als auch die Ca?*-Konzentration zeigten keinen

Einfluss von 4-MU auf die osteogene Differenzierung (Abbildung 28A).

Zum Nachweis der adipogenen Differenzierung wurden die Lipidvesikel im Inneren der
zu Adipozyten differenzierten MSCs mit Hilfe von Ol Rot O angeférbt (Abbildung 28B,
oben) und mikroskopisch quantifiziert (Abbildung 28B unten). Hier konnte gezeigt

werden, dass 4-MU die adipogene Differenzierung signifikant gesteigert hat.
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Abbildung 28: 4-MU steigert die adipogene Differenzierung der bmMSCs.

BmMSCs wurden (iber einen Zeitraum von 28 Tagen osteogen, sowie adipogen differenziert und
simultan mit 300 uM 4-MU behandelt. A, Lichtmikroskopische Aufnahmen der mit Alizarin S
gefarbten Zellen nach osteogener Differenzierung (oben) und die Quantifizierung mittels
Quantifizierung der Ca2*-Konzentration (unten). B, Lichtmikroskopische Aufnahmen der mit Ol
Rot O gefarbten Zellen nach adipogener Differenzierung (oben) und die Quantifizierung durch die
Bestimmung der Areafraction (unten). n = 4. Mittelwert + SEM. *, p < 0,05 im Vergleich zur
Kontrolle. #, p < 0,05 im Vergleich zur Differenzierung. Maf3stabsbalken 2 50 uM.

3.2.4. MDA-MB-231 Zellen inhibieren die adipogene Differenzierung der

bmMSCs
Da der Uberstand der Mammakarzinom-Zellen Einfluss auf die HA-Synthese der
bmMSCs hatte, wurden die bmMSCs im Tumorlberstand adipogen und osteogen

differenziert und zusatzlich mit 4-MU behandelt.

Nach Farbung mit Alizarin S konnte keine Veranderung der osteogenen Differenzierung

durch eine der verwendeten Tumor-Zelllinien beobachtet werden (Abbildung 29A). Dies
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wurde durch die Messung der Ca?*-Konzentration bestéatigt (Abbildung 29B). Auch die
simultane Applikation von 4-MU, wahrend des gesamten Versuches, hatte keinen

Einfluss auf die osteogene Differenzierung.
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Abbildung 29: Die osteogene Differenzierung wird nicht von Tumoriiberstinden
beeinflusst.

BmMSCs wurden Uber einen Zeitraum von 28 Tagen osteogen differenziert und dabei in von
MCF-7, MDA-MB-231 und U87-MG Zellen konditioniertem Uberstand inkubiert. Zeitgleich wurden
die Zellen mit 300 uyM 4-MU behandelt. A, Lichtmikroskopische Aufnahmen einer Alizarin S
Farbung nach 28 Tagen. B, Quantifizierung der osteogenen Differenzierung mittels Bestimmung
der Ca?*-Konzentration. n = 4. Mittelwert £ SEM. MaR3stabsbalken 2 50 uM.

Bezuglich der adipogenen Differenzierung konnte festgestellt werden, dass diese durch
den Uberstand von MCF-7 und U87-MG nicht signifikant verandert wurde (Abbildung
30B, Balken 3 und 7). Im Falle des durch MCF-7 konditionierten Mediums war eine
leichte, aber nicht signifikante Erhéhung durch die simultane Applikation von 4-MU zu
beobachten (Abbildung 30B, Balken 4). Interessanterweise war die adipogene

Differenzierung durch den Uberstand von MDA-MB-231 Zellen (invasive
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Mammakarzinom-Zelllinie) signifikant reduziert (Abbildung 30B, Balken 5). Dieser
negative Einfluss auf das adipogene Differenzierungspotential konnte durch die

simultane Gabe von 4-MU aufgehoben werden (Abbildung 30B, Balken 6).
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Abbildung 30: Die invasive Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-231 inhibiert die adipogene
Differenzierung der bmMSCs.

BmMSCs wurden Uber einen Zeitraum von 28 Tagen adipogen differenziert und dabei in von
MCF-7, MDA-MB-231 und U87-MG Zellen konditioniertem Uberstand inkubiert. Zeitgleich wurden
die Zellen mit 300 uM 4-MU behandelt. A, Lichtmikroskopische Aufnahmen einer Ol Rot O
Farbung nach 28 Tagen. B, Quantifizierung der adipogenen Differenzierung mittels
mikroskopischer Bestimmung der Areafraction. n = 4. Mittelwert £ SEM. Mafistabsbalken = 50
M.

3.2.5. Einfluss adipogen differenzierter bmMSCs auf Tumorzellen

Es konnte bewiesen werden, dass bmMSCs an der Tumorprogression beteiligt sind. So
wurde beobachtet, dass bmMSCs in der Lage sind, EMT in den Tumorzellen zu
induzieren und die Proliferation der Tumorzellen zu steigern. Da in Kapitel 3.2.1 gezeigt
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wurde, dass insbesondere mesenchymale Tumorzellen, wie MDA-MB-231 und U87-MG
stark in vitro mit bmMSCs interagieren, sollte der Frage nachgegangen werden, welchen
Einfluss eine adipogene Differenzierung auf diese Interaktion hat. Dazu wurden
bmMSCs Uber einen Zeitraum von 28 Tagen differenziert und im Anschluss mit CFSE-
gefarbte Tumorzellen kokultiviert. Nach 24 h wurden die Zellen fixiert und mit Ol Rot O
gefarbt, um differenzierte von nativen bmMSCs zu unterscheiden. Dabei fiel auf, dass
sich die Tumorzellen vermehrt in den Bereichen ansiedelten, in denen die bmMSCs nicht
differenziert waren (Abbildung 31A). Dabei wurde bei allen getesteten Tumorzelllinien
eine auf adipogen differenzierten bmMSCs signifikant reduzierte Anzahl an Tumorzellen
ermittelt im Vergleich zu nativen bmMSCs (Abbildung 31B).
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Abbildung 31: Einfluss einer adipogenen Differenzierung auf die bmMSC-Tumorzell-
Interaktion.

BmMSCs wurden Uber einen Zeitraum von 28 d adipogen differenziert und im Anschluss mit
Tumorzellen kokultiviert. A, Mikroskopische Aufnahmen adipogen differenzierter bmMSCs mit
dem Tumorzelllinien MCF-7, MDA-MB-231 und U87-MG. Die Tumorzellen wurden mit CFSE
(grin) markiert. Die Kernfarbung erfolgte mit Hoechst33342 (blau). Differenzierte bmMSCs
wurden mit Ol Rot O (rot) markiert. B, Quantifizierung bei der die Anzahl der Tumorzellen
bestimmt wurde, die entweder mit undifferenzierten oder adipogen differenzierten bmMSCs co-
lokalisieren. n = 4. Mittelwert + SEM. *, p < 0,05, MaRstabsbalken 2 50 yM
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Um den Einfluss adipogen differenzierter MSCs (adipoMSCs) auf die proliferative Rate
der Tumorzellen zu Uberprifen, wurden bmMSCs erneut Uber einen Zeitraum von 28 d
differenziert. Im Anschluss wurde das Medium der bmMSCs durch DMEM Jlow glucose
(1g/l) ersetzt und fiur weitere 3 d inkubiert. CFSE markierte Tumorzellen wurden im
Folgenden in dem von adipoMSCs konditioniertem Medium, aber auch in dem von
nativen bmMSCs, kultiviert und die proliferative Rate mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. Dabei ergab sich, dass in diesem Versuchsaufbau keine
proliferationsférdernde Eigenschaft der bmMSCs gezeigt werden konnte im Vergleich zu
nicht  konditioniertem  Medium. Allerdings war die Proliferation der
Mammakarzinomzellen reduziert, wenn diese im konditioniertem Medium der
adipoMSCs kultiviert wurden (Abbildung 32A und B).
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Abbildung 32: Uberstand von adipoMSCs reduziert die Proliferation von
Mammakarzinomzellen.

BmMSCs wurden Uber einen Zeitraum von 28 d adipogen differenziert. Kontrollbehandelte MSCs
und adipoMSCs wurden im Anschluss fir weitere 3 d in DMEM Jow glucose inkubiert. Die
Zelllinien A, MCF-7, B, MDA-MB-231 und C, U87-MG wurden mit CFSE markiert und fiir 3 d in
MSCs konditioniertem Medium kultiviert. Unbehandeltes Medium diente als Kontrolle. n = 3.
Mittelwert £ SEM. *,p < 0,05.

3.2.6. Adipogen differenzierte MSCs verlieren ihr immunmodulatorisches
Potential

BmMSCs haben ein hohes immunmodulatorisches Potential, indem Sie die Proliferation
zytotoxischer T-Zellen hemmen. Auf die Proliferation regulatorischer T-Zellen wiederum
haben bmMSCs einen positiven Einfluss. Im murinen Modell konnte bereits gezeigt
werden, dass das immunmodulatorische Potential durch adipogene Differenzierung
reduziert ist. Dies sollte fur die in dieser Arbeit verwendeten, humanen, primaren
bmMSCs bestatigt werden.
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In einem ersten Schritt wurde der Einfluss der adipogenen Differenzierung auf das
immunmodulatorische Potential untersucht. Dafir wurden die Zellen Uber einen
Zeitraum von 10 d differenziert. Zeitgleich wurden die Zellen mit 300 uM 4-MU behandelt.
Nach der Differenzierung wurden aktivierte und mit CFSE markierte T-Zellen auf die
bmMSCs gegeben und die Anzahl der proliferierenden T-Zellen ermittelt. Dabei zeigte
sich, dass die auf bmMSCs ausgesaten T-Zellen eine reduzierte Proliferation aufwiesen
(Abbildung 33A, Balken 2). Diese Reduktion spiegelt das inhibitorische Potential der in
diesem Versuch verwendeten bmMSCs wieder. Unterliefen die bmMSCs eine
adipogene Differenzierung, war die Anzahl der proliferierenden T-Zellen wiederum
signifikant erhdht (Abbildung 33A, Balken 3). Dieser Effekt konnte durch die zeitgleiche
Behandlung mit 4-MU signifikant gesteigert werden. Die alleinige Behandlung der
bmMSCs mit 4-MU hatte keinen Einfluss auf die Proliferation der T-Zellen (Abbildung
33A, Balken 4).

607 =

40+

20-

% proliferierender T-Zellen

01

bmMSC
adipogenic diff
4-MU

]
)
)
+
8

Abbildung 33: Adipogene Differenzierung der bmMSCs reduziert den
immunmodulatorischen Effekt und fiihrt zu einer vermehrten T-Zell Proliferation.

A, BmMSCs wurden (ber einen Zeitraum von 10 d in An- und Abwesenheit von 300 uM 4-MU
adipogen differenziert. Im Anschluss wurden aktivierte, mit CFSE gefarbte T-Zellen fir 6 d auf
den bmMSCs kultiviert. Die Bestimmung der Proliferation erfolgte mittels Durchflusszytometrie. n
= 4. Mittelwert £ SEM. *, p < 0,05.

In einem weiteren Ansatz wurde der Einfluss von durch Tumorzellen konditioniertem
Medium auf die T-Zell Proliferation untersucht. Dazu wurden die bmMSCs Uber 10 d mit
konditioniertem Medium behandelt und auch differenziert. Wichtig ist dabei zu erwahnen,
dass nachdem die T-Zellen auf die bmMSCs gegeben wurden, bei allen Bedingungen

das Medium durch unbehandeltes RPMI1640-Medium ersetzt wurde. Dadurch waren die
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Kultivierungsbedingungen in Bezug auf das Kultivierungsmedium der aller T-Zellen

gleich.

Die signifikante Reduktion der Proliferation der T-Zellen zeigte dabei erneut das
inhibitorische Potential der bnMSCs auf die Proliferation der T-Zellen. Die Behandlung
der MSCs mit MDA-MB-231 (Abbildung 34A, Balken 4) und U87-MG (Abbildung 34A,
Balken 8) konditioniertem Medium hatte keinen signifikanten Einfluss auf die T-Zell
Proliferation. Auch die adipogene Differenzierung in MDA-MB-231 konditioniertem
Uberstand flihrte zu keinem signifikanten Anstieg der T-Zell Proliferation (Abbildung 34A,
Balken 5) verglichen mit nativen MSCs. Die simultane Applikation von 4-MU hatte wie
schon zuvor in Abbildung 33 einen negativen Einfluss auf das immunmodulatorische
Potential der bmMSCs und fuhrte zu einer vermehrten Proliferation der T-Zellen
(Abbildung 34A, Balken 7). Die proliferative Rate der T-Zellen, auf in U87-MG
konditionierten Uberstand inkubierten und adipogen differenzierten bmMSCs (Abbildung
34A, Balken 9), war vergleichbar mit den T-Zellen, welche auf unter Kontrollbedingungen
differenzierten bmMSCs kultiviert wurden waren (Abbildung 34A, Balken 3).
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Abbildung 34: MDA-MB-231 konditioniertes Medium erhiélt das immunmodulatorische
Potential von bmMSCs.

A, BmMSCs wurden Uber einen Zeitraum von 10 d in tumorkonditioniertem Medium inkubiert,
adipogen differenziert und mit 300 uM 4-MU behandelt. Im Anschluss wurden aktivierte, mit CFSE
gefarbte T-Zellen fir 6 d auf den bmMSCs kultiviert. Die Bestimmung der Proliferation erfolgte
mittels Durchflusszytometrie. Die Bestimmung erfolgte in Triplikaten. n = 4. Mittelwert + SEM. *,
p < 0,05.

Aufgrund der in Abbildung 34 und Abbildung 29 gezeigten Ergebnisse schien der

Einfluss der Tumorzellen auf das immunmodulatorische Potential davon abhangig zu

66



Ergebnisse

sein, wie diese die adipogene Differenzierung der bmMSCs regulieren. Daher wurde
eine Korrelationsanalyse durchgeflhrt, in der die Proliferation der T-Zellen mit dem Grad

der adipogenen Differenzierung verglichen wurde.
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Abbildung 35: Das immunmodulatorische Potential der bmMSCs korreliert mit dem Grad
der adipogenen Differenzierung.

A, Durchfuhrung einer Korrelationsanalyse nach Pearson, bei der untersucht wurde, ob das
immunmodulatorische Potential der MSCs (dargestellt als % proliferierender T-Zellen) mit dem
Grad der adipogenen Differenzierung (dargestellt als % Areafraction/#Nuklei) korreliert.

Die Analyse ergab, dass die Anzahl der proliferierenden T-Zellen und der Grad der
adipogenen Differenzierung positiv miteinander korrelieren. Der Korrelationkoeffizient r
betrug dabei 0,7978, bei einem Bestimmtheitsmal} von 63,65% (Abbildung 35A).

3.2.7. Zusammenfassung Il

In diesem Abschnitt konnte gezeigt werden, dass die invasive Mammakarzinom-Zelllinie
MDA-MB-231 im Gegensatz zu den Zelllinien MCF-7 und U87-MG die adipogene
Differenzierung der bmMSCs inhibiert. Des Weiteren wurde gezeigt, dass Tumorzellen
starker mit undifferenzierten bmMSCs co-lokalisieren, als mit adipoMSCs. Die enge
Interaktion insbesondere zwischen bmMSCs und mesenchymalen Tumorzellen kénnte
uber die HA vermittelt sein, da in den Zelllinien MDA-MB-231 und U87-MG die mit HA-
interagierenden Rezeptoren im Vergleich zur Zelllinie MCF-7 hochreguliert waren. Die
adipogene Differenzierung der bmMSCs wurde bezlglich des Einflusses auf das
proliferative Verhalten der Tumorzellen und auf das immunmodulatorische Potential der
bmMSCs untersucht. Daraus ergab sich, dass das durch adipoMSC konditionierte
Medium zu einer reduzierten Proliferation der Tumorzellen fiihrte und dass adipoMSCs
ein geringeres immunmodulatorisches Potential aufwiesen. Das immunmodulatorische

Potential korreliert mit dem Grad der adipogenen Differenzierung.
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4. Diskussion

4.1. Einfluss der Hyaluronsdure auf die Tumorprogression kutaner
Plattenepithelkarzinome

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, wie die HA das Wachstum kutaner PEKs
beeinflusst. Dabei stand insbesondere das HA-degradierende Enzym HYAL1 und

dessen Einwirken auf das Uberleben des Tumors im Fokus.

4.1.1. Einfluss der Hyaluronsaure-Matrix auf die Progression von
Plattenepithelkarzinomen in vitro

Die Aufgaben der HA in Bezug auf die Tumorprogression sind vielfaltig und erscheinen
widerspruchlich. Um die verschiedenen Funktionsweisen der HA zu verstehen, gilt es,
zwischen langkettigen HA-Polymeren und verschieden groRen HA-Fragmenten zu
differenzieren. Dabei wird die HA-Matrix wahrend des Wachstums umstrukturiert und
sowohl HMW-HA als auch LMW-HA kénnen tumorférdernde Eigenschaften aufweisen.
Dementsprechend kann durch differenzielle Expression der HA-produzierenden
Proteine HAS1-3 sowie HA-degradierenden Enzyme, vorwiegend HYAL1 und -2, die

Progression eines Tumors beeinflusst werden.

Der pradominante Risikofaktor fur die Auspragung eines kutanen PEKs ist eine
langfristige Exposition der Haut gegentber Sonnenlicht, insbesondere aufgrund der
darin enthaltenen UVB-Strahlung. Diese kann zu einer Mutation des
Tumorsuppressorgens TP53 fihren, die flr die Genese eines PEKs essentiell ist [6].
UVB-Strahlung hat aber auch eine direkte Auswirkung auf die HA-Matrix der Haut.
Chronische UVB-Bestrahlung der Haut fihrt zu einem reduzierten HA-Gehalt, der mit
einer verminderten Expression der HAS7-3 einhergeht [143, 144]. Die Expression der
HA-degradierenden Enzyme HYAL1 und HYALZ2, sowie die des HA-Rezeptors CD44
wird nicht beeinflusst. In PEK der Lunge und in hnSCC weisen undifferenzierte
Karzinomstadien einen reduzierten HA-Gehalt auf. Dieser ist mit unterschiedlichen
Prognosen assoziiert. Wahrend in undifferenzierten hnSCC die Uberlebensrate reduziert
ist, weisen undifferenzierte PEK der Lunge eine erhéhte Uberlebensrate auf [145, 146].
In kutanen PEKSs ist der HA-Gehalt im Vergleich zur gesunden Haut erhoht und korreliert
mit dem Grad der Differenzierung des Tumors [147]. Ursachlich daflr ist eine erhdhte
Expression der HAS3 in kutanen PEK (Benjamin Kellner, nicht veréffentlicht). Die HA-
degradierenden Enzyme HYAL1 und HYALZ2 sind ebenfalls hochreguliert. Dies hat eine
Verschiebung des HA-Profils zur Folge, sodass A431 Zellen mehr LMW-HA produzieren
als NHEKSs (Dr. Katharina Rock, nicht verodffentlich). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde

in der vorliegenden Arbeit die Expression EZM-assoziierter Proteine zwischen A431
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Zellen und NHEKSs verglichen. Durch diese Analyse konnte die in PEK beobachtete
Hochregulierung der Gene HAS3, HYAL1 und HYALZ2 in vitro bestatigt werden. Die
Ausschaltung dieser Gene durch siRNA ergab, dass eine Herabregulierung von HYAL1
zu einer reduzierten Zellzahl fihrte. Das reduzierte Wachstum nach HYAL1 knockdown
(KD) ist durch einen Anstieg der Caspase 3- induzierten Apoptose begrindet,
wohingegen die Proliferationsrate nicht beeinflusst wird. Im Urothelkarzinom fuhrt eine
reduzierte Aktivitat von HYAL1 ebenfalls zu einem apoptotischen Phanotyp, begriindet
durch eine Uberexpression der SpleiRvariante HYAL1v1. Diese bildet mit HYAL1 einen
enzymatisch inaktiven Komplex und aktiviert somit die Caspasen 3, 8 und 9 [121]. Da
die nicht transformierten Zelllinien NHDF und NHEK keinen apoptotischen Phanotyp
nach Herabregulierung von HYAL 1 aufwiesen, kdnnte dieses Protein ein mogliches Ziel
einer gerichteten Tumor-Therapie sein. Die Herabregulierung von HAS3 und HYAL2
hatte keinen Einfluss auf die untersuchten Parameter. Jedoch flhrte eine reduzierte
Expression von HAS3 zu einem signifikant reduzierten HA-Gehalt im Zelliberstand. Die
Uberlebensrate der Zellen blieb davon unbeeinflusst, sodass nicht der HA-Gehalt selbst,
sondern vielmehr die Produktion von LMW-HA durch HYAL1 fir den anti-apoptotischen
Effekt verantwortlich ist. Ein anti-apoptotischer Effekt niedermolekularer HA-Fragmente
konnte bisher nur in der humanen myeloischen Leukamie-Zelllinie K-562 nachgewiesen
werden [132]. Dabei fuhrte die exogene Behandlung mit HA-Tetrasacchariden, wie sie
durch die enzymatische Spaltung der HA durch HYAL1 entstehen, zur Induktion des
Hitzeschockproteins 72 (HSP72) [78].

Der KD von HYAL1 hat zudem Auswirkungen auf die Gréfke der Lysosomen. Aufgrund
des sauren pHs in den Lysosomen weist HYAL1 hier eine hohe Aktivitat auf [78]. Eine
verringerte Expression von HYAL1 kann dazu fuhren, dass durch HYAL2 gespaltene
und lysosomal internalisierte HA-Fragmente nicht weiter prozessiert werden und
akkumulieren. Um dies abschlieRend zu verifizieren, misste die HA-Konzentration in der

lysosomalen Fraktion, beispielsweise mittels HA-ELISA, nachgewiesen werden.

Uberexpression von HYAL 1 ist mit einer erhdhten Invasivitat von Tumorzellen assoziiert
und vermittelt in Mammakarzinomen eine erhdéhte Motilitdt der Tumorzellen [119, 148].
Hier erfolgte die Analyse im 3D-Zellkulturmodell mit Hilfe eines sog. Transwell-assays.
In dem hier verwendeten experimentellen Aufbau fiihrte weder die Herabregulierung der
Gene HAS3, HYAL1 und HYALZ2, noch die exogene Gabe von HMW-HA und LMW-HA
zu einer veranderten akkumulierten Distanz innerhalb von 24 h. Dies deutet auf eine HA-

unabhangige Regulation der Motilitat in A431 Zellen hin.
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Es scheint so, dass der tumorfordernde Einfluss der HYAL1 auf A431-Zellen darauf
beruht, dass die durch Degradation entstehende LMW-HA die Uberlebensrate der
Krebszellen steigert und die Apoptose inhibiert. Die Uberexpression von HYAL1 kénnte
durch das im kutanen PEK mutierte TP53 begrindet sein. In vitro Studien mit
verschiedenen Zelllinien des Prostatakarzinoms zeigten einen Zusammenhang
zwischen der Mutation von TP53 und der Uberexpression des Transkriptionsfaktors
Protein der frihen Wachstumsreaktion 1(EGR-1) auf [149]. Die pharmakologische
Inhibition oder eine reduzierte Expression von TP53 mittels gerichteter siRNA reduzieren
die Expression von EGR-1, wahrend eine induzierte Uberexpression von TP53 die
Expression von EGR-1 nicht beeinflusst [149]. Lediglich ein mutiertes TP53 steigert die
Expression des Transkriptionsfaktor EGR-1, vermittelt Uber den ERK1/2 Signalweg
[149]. Die Expression von HYAL1 wiederum wird iber die Methylierung des C7" und C*°
reguliert [150]. Chromatin-Immunprazipitation (CHIP)-Analysen zeigten, dass in HYAL1
exprimierenden Zellen EGR-1 den Promotor bindet und die Deletion der Consensus-
Sequenz CC7'GCCC zu einer 90 %igen Reduktion der HYAL 1-Expression flhrt [150].

41.2. HYAL1 aktiviert eine anti-apoptotische Signalkaskade in
Plattenepithelkarzinomen in vitro

Trotz der einfachen Struktur der HA, ist dieses Molekdl in der Lage mit verschiedenen
Matrix-Komponenten und auf der Zellmembran lokalisierten Rezeptoren, den sog.
Hyaladharinen, zu interagieren. Dabei variiert die Interaktion mit den Rezeptoren, genau
wie die dadurch ausgel6ste Zellantwort zwischen verschiedenen Zellarten. Ebenfalls ist
die GroRe der HA-Fragmente von besonderer Bedeutung. Aus vorherigen Arbeiten ist
bekannt, dass die erhdhte Expression der HAS3 in kutanen PEK zu einer verstarkten
HA-Synthese fiihrt. Die simultane Uberexpression der Hyaluronidasen HYAL7 und
HYALZ2 fahrt zur Umsatzsteigerung der HA und zur Akkumulation von LMW-HA. Bei
akuten Verletzungen der Lunge konnte gezeigt werden, dass die Heilung in Abhangigkeit
der Bindung LMW-HA and die Rezeptoren TLR2 und -4 reguliert wird [141]. Die dadurch
aktivierte Signalkaskade fuhrt zur Aktivierung von NFkB in Abhangigkeit von Myd88. Die
gezielte Inhibition des TLR4 mit Hilfe des Inhibitors CLI-095 fuhrte in A431 Zellen zu
einer dosisabhangigen Reduktion der Zellzahl als Resultat einer erhéhten apoptotischen
und reduzierten proliferativen Rate. Sowohl Proliferation als auch das Uberleben der
Zellen kann durch TLR4 (ber die Aktivierung des Transkriptionsfaktor NFkB moduliert
werden[151]. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse stehen jedoch in Kontrast zu
jungsten Studien, in der die Aktivierung der Rezeptoren TLR2 und -4 durch LMW-HA in
glomerularen Mesangiumzellen widerlegt wird [152]. In der Arbeit von Ebid und Kollegen

wurden glomerulare Mesangiumzellen mit HA-Polymeren mit einer Gré3e von < 3.000
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Da stimuliert und die Aktivitat der Rezeptoren TLR2 und -4 anhand des synthetisierten
Interleukin-6 (IL-6) bewertet. Da die Bindung des Lipoproteins zu TLR2 und der
Lipopolysaccharide (LPS) zu TLR4 auf den lipophilen Eigenschaften der Agonisten
beruht, wird die direkte Bindung LMW-HA zu diesen Rezeptoren aufgrund der
lipophoben Eigenschaften der HA ausgeschlossen [153, 154]. Jedoch kann Uber die
Bindung von LMW-HA an CD44 die Aktivierung von TLR4 vermittelt werden, indem die
Rezeptoren CD44 und TLR4 komplexieren [155]. Die in dieser Arbeit gezeigten
Ergebnisse zeigen ebenfalls, dass die tumorférdernden Eigenschaften der LMW-HA in
A431 Zellen durch die Aktivierung des TLR4 vermittelt werden.

Durch die Verwendung eines kommerziell erhaltlichen Array Kits wurde nach
Herabregulierung von HYAL1 die Regulation diverser in die Vermittlung der Apoptose
involvierten Proteine untersucht. Die dabei beobachtete erhéhte Spaltung von PARP und
der Caspase-3 bestétigten die Induktion der Apoptose nach HYAL1 KD. Des Weiteren
fuhrt der HYAL1 KD zu einer erhéhten Phosphorylierung von ERK1 (p44 MAPK) und
ERK2 (p42 MAPK). Dies ist relevant, da die Phosphorylierung am Thr202/Tyr204 zur
Aktivierung von ERK1/2, welche Teil der Ras-Raf-ERK Signalkaskade sind [156].
ERK1/2 wurden in einer Vielzahl von Studien als pro-apoptotische Mediatoren
beschrieben [157].

Im Gegensatz zu ERK1/2 ist die Phosphorylierung der Kinase TAK1 am Ser412
signifikant reduziert. Die Phosphorylierung am Ser412 ist neben den
Phosphorylierungen am Thr184 und Thr187 essenziell fur die Aktivierung von TAK1
[158]. Die Menge des gesamten Proteins TAK1 ist unverandert, sodass HYAL1 Einfluss
auf die Aktivierung, nicht aber auf die Synthese hat. Eine Reduktion der Aktivierung von
TAK1 geht mit einer Erhéhung der apoptotischen Rate einher. Gegenlaufig kann TAK1
durch den Wachstumsfaktor TGF-B1 aktiviert werden [140]. Die verringerte Aktivierung
von TAK1 nach HYAL1 KD, sowie die daraus resultierende erhéhte apoptotische Rate,
konnte durch die exogene Stimulation mit TGF-B1 rlickgdngig gemacht werden. Daraus
kann geschlossen werden, dass aktiviertes TAK1 essenziell fiir das Uberleben von A431
Zellen ist und einen anti-apoptotischen Effekt vermittelt. Dies wurde durch die
Behandlung von A431 Zellen mit dem spezifischen TAK1-Inhibitor, (5Z)-7-Oxozeaenol,
bestatigt. (5Z)-7-Oxozeaenol (CAS 66018-38-0) ist ein zellpermeabler, selektiver,
irreversibler und ATP-kompetitiver Inhibitor von TAK1 [159]. In Ubereinstimmung mit den
vorangegangenen Ergebnissen filhrte die Behandlung der A431 Zellen mit (52)-7-
Oxozeaenol erwartungsgemald zu einem apoptotischen Phanotyp und einer
dosisabhangigen Reduktion der Zellzahl. TAK1 ist ein zentraler Bestandteil der TLR- und

Interleukin-1 Rezeptor (IL-1R)-vermittelten Signalkaskade. In Folge der Aktivierung
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dieser Signalwege wird TAK1 durch die TAK1-Bindeproteine 1 und 2 (TAB1 und -2)
rekrutiert und durch den TNF-Rezeptor-assoziierten Faktor 6 (TRAFG) aktiviert. TAK1
selbst wiederum aktiviert den IkB Kinase Komplex (IKK) Uber einen bisher noch
unbekannten Mechanismus. IKK wiederum phosphoryliert die inhibitorische Untereinheit
des Transkriptionsfaktors NFkB, dem sog. IkB. Dies flhrt zu der Degradation von IkB
durch das Proteasom [160, 161]. Dementsprechend ist die Menge des gesamten IkB
nach HYAL1 KD erhéht. Dies hat zur Folge, dass NFkB durch IkB gebunden und dessen
Translokation in den Kern verhindert wird [162]. Im Kern fungiert NFkB als
Transkriptionsfaktor flr inflammatorische, pro-proliferative und anti-apoptotische Gene
[163]. Wichtige Gene, deren Expression durch NFkB reguliert wird, sind die sog.
Apoptose-Inhibitoren (IAPs), die aufgrund ihrer inhibitorischen Einfluss auf die Caspasen
anti-apoptotisch wirken. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Expression der
Gene CIAP2 und XIAP nach HYAL1 KD signifikant reduziert war. Diese Ergebnisse
deuten auf TAK1 als zentralen Regulator des Uberlebens kutaner PEK hin. Dessen
Aktivierung wird durch die Interaktion zwischen LMW-HA und TLR4 vermittelt. Diese
Ergebnisse stimmen mit wissenschaftlichen Erkenntnissen der letzten Jahre Uberein, in
denen fir TAK1 ebenfalls eine bedeutende Rolle in Tumorprogression und -Uberleben
beschrieben wurde. So flhrt die genetische Herabregulierung von TAK1 oder
Applikation von LYTAK1, einem oral verfigbaren TAK1-Inhibitor, zu einer reduzierten
Resistenz gegenliber Chemotherapeutika im Pankreaskarzinom. Diese wird Uber eine
reduzierte Aktivitat des Transkriptionsfaktors NFkB vermittelt und macht die Tumorzellen
sensitiver gegenuber einer Behandlung mit Gemcitabin, SN38 oder Oxaliplatin in vitro
[164]. GleichermalRen konnte in Mamma- und Kolonkarzinomzellen, nicht aber in
normalen Brustepithelzellen, eine erhodhte Effizienz des Topoisomerase-Inhibitors
Camptothecin nach Inhibition von TAK1 nachgewiesen werden [165]. In KRAS-
abhangigen Darmkrebszellen férdert die Inhibition von TAK1 mit (5Z)-7-Oxozeaenol die
Apoptose und verhindert entsprechend eine Tumorprogression [166]. Es wurde bislang
nicht gezeigt, ob die in dieser Arbeit verwendeten A431 Zellen ebenfalls KRAS-abhangig
sind. Dennoch konnten in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Inhibition
von TAK1 zum Zelltod der A431 Zellen in vitro flhrte. Auch in vivo waren die Ergebnisse
reproduzierbar. In einem murinen Xenograftmodell der A431 Zellen konnte die
Tumorprogression nach peritonealer Applikation von (5Z)-7-Oxozeaenol inhibiert
werden. Sowohl in der zuvor genannten Studie, als auch in dieser Arbeit handelt es sich
um ein Regressionsmodell, welches die Inhibition von TAK1 als vielversprechende

Zielstruktur in der Therapie eines Malignoms darstellt[166].
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In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass auch in kutanen PEK TAK1 das Uberleben der
Tumorzellen reguliert und durch dessen Inhibition zur Induktion von Apoptose flhrt.
Neuartig ist dabei die Rolle der LMW-HA, die Uber die Bindung des TLR4 diesen

Signalweg aktiviert und somit tumorférdernde Eigenschaften aufweist.

4.1.3. Auswirkungen der Interaktion des Hyaluronsaure-Systems mit TAK1
auf die Progression kutaner Plattenepithelkarzinome in vivo

Sowohl die Synthese der HA, als auch die Expression von HYAL7 und TAKT wurden in
klinischen Studien mit verschiedenen Prognosen diverser Tumorentitaten assoziiert. In
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen (NSCLC) korreliert ein hoher zellassoziierter
HA-Gehalt mit einem geringen Grad der Tumordifferenzierung, jedoch zu einem
verlangerten krankheitsfreien Uberleben flhrt. [167]. Im Gegensatz dazu ist dieses in
der Subpopulation der Adenokarzinome aber verlangert. Eine solche Korrelation
zwischen dem Grad der Differenzierung und der HA-Synthese bzw. Expression von
HYAL1 und TAK1 konnte in den von der Dermatologie des Uniklinikums Disseldorf zur
Verfligung gestellten Hautproben nicht festgestellt werden. Auch konnte keine Abnahme
des HA-Gehalts bei gleichzeitiger Zunahme der HYAL1-Konzentration beobachtet
werden. Dies kann durch die Affinitat des fiir die Farbung verwendeten HA-Bindeproteins
auch zu sehr kleinen HA-Fragmenten erklart werden, sodass auch die durch Spaltung
der HA durch HYAL1 entstandenen niedermolekularen HA-Polymere detektiert werden.
Die immunhistochemischen Farbungen deuten jedoch an, dass die zuvor in vitro
beschriebene Induktion von TAK1 durch HYAL1 tumorspezifisch ist. Nur in
Tumorgewebe mit einem starken HYAL1-Signal konnte eine erhdhte Aktivierung von
TAK1 beobachtet werden. Im nicht-transformierten Gewebe, welches ebenfalls eine
hohe Expression von HYAL 1 aufweist, wie beispielsweise in den Schweildrisen, ist die
Aktivierung von TAK1 nicht zu beobachten. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass
in nicht-transformierten Zellen, wie NHEK und NHDF, das Uberleben der Zellen
unabhangig von TAK1 reguliert wird und dadurch die Herabregulierung von HYAL1 in

vitro keine Apoptose induziert.

4.1.4. Modulation der Hyaluronsaure-Matrix als therapeutischer Ansatz zur
Reduktion der Progression kutaner Plattenepithelkarzinome

Die durch UVB-Strahlung induzierte Genese eines PEKSs flhrt zu einer Hochregulierung
der Gene HAS3, HYAL1 und HYALZ2. Dies hat zur Folge, dass vermehrt LMW-HA
produziert wird. Die obigen Ausfihrungen zeigen, dass die durch HYAL1 produzierte
LMW-HA Uber die Interaktion mit TLR4 die Aktivierung von TAK1 steigert und in Folge
dessen die Expression anti-apoptotischer Gene geférdert wird. In Kapitel 111.3.1.2

wurde bereits der Effekt von 4-MU auf verschiedene Tumorentitaten geschildert. Mit Hilfe
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des HAS-Inhibitors 4-MU und des Hyaluronidase-Inhibitors Vcpal konnte bewiesen
werden, dass die pharmakologische Modulation des HA-Systems die Progression
kutaner PEK reduziert. Beide Inhibitoren flihrten zu einer starken Reduktion der Zellzahl
aufgrund einer erhéhten apoptotischen und einer reduzierten proliferativen Rate. Die
durch die Behandlung mit 4-MU erhaltenen Ergebnisse verhalten sich gegensatzlich zu
den mit siHAS3 transfizierten Zellen. Sowohl nach Behandlung mit 4-MU, als auch nach
HAS3 KD, ist der HA-Gehalt um ca. 50 % reduziert. Bei ausschliellicher
Herabregulierung von HAS3 ist jedoch kein Einfluss auf die apoptotische Rate zu
erkennen, sodass der Effekt der Zellreduktion nicht allein auf einen reduzierten HA-
Gehalt zurtckzufihren ist. Um diese widersprichlichen Ergebnisse naher zu erlautern

muss untersucht werden, ob die Aktivierung von TAK1 nach HAS3 KD beeinflusst ist.

4-MU und Vcpal reduzierten die Aktivierung von TAK1 Uber verminderte
Phosphorylierung am Ser412. Der hemmende Effekt der Inhibitoren konnte in einem
murinen A431 Regressionsmodell reproduziert und somit in vivo belegt werden. Sowohl
die perorale Gabe von 4-MU, als auch die intravendse Injektion von Vcpal haben einen
signifikanten Einfluss auf die Tumorprogression. Beide Substanzen sind dank ihrer guten
Vertraglichkeit vielversprechende, zuklnftige Therapeutika, die zur Reduktion der
Progression kutaner PEK eingesetzt werden koénnten. In einem murinen UVB-
induzierten PEK-Modell fihrt 4-MU zu einer Reduktion der stromalen HA und der
Aktivitdt von TAK1. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse wird folgende Hypothese
postuliert (Abbildung 36):
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Abbildung 36: In kutanen PEK interagiert LMW-HA mit TLR und fordert TAK1-vermittelt
das Zelliiberleben.

In NHEK kommt es nur zu einer geringen Aktivierung des TLR4 und der nachgeschalteten
Signalkaskade. Durch UV-Bestrahlung kommt es zur Auspragung eines PEK. Diese zeichnen
sich durch eine Uberexpression des Gens HYAL 1 aus, welches die synthetisierte HA in
niedermolekulare HA-Fragmente degradiert. Diese sind in der Lage den TLR4 zu aktivieren,
was wiederum zur Aktivierung von TAK1 fuhrt. Die TAK1-vermittelte Phosphorylierung von IkB
fordert die Translokation des Transkriptionsfaktors NFkB in den Kern und somit die Expression
anti-apoptotischer Gene. TLR4: Toll-ahnlicher Rezeptor 4, MyD88: Myeloide Differenzierungs-
Primarantwort, RIP1: Rezeptor-interagierende Serin/Threonin-Proteinkinase 1, pTAK1:
phosphorylierter Transformierender Wachstumsfaktor B-aktivierte Kinase 1, MAPK: Mitogen-
aktivierte Proteinkinase, AP1: Aktivatorprotein 1, HYAL1: Hyaluronidase 1, IkB: nuclear factor
of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, NFKB: Nuclear factor 'kappa-light-
chain-enhancer' of activated B-cells (erstellt in Zusammenarbeit mit Dr. Dr. S6ren Twarock)

Chronische UVB-Bestrahlung kann zur Ausbildung eines PEK fuhren. Durch die
Uberexpression der Gene HAS3, HYAL 1 und HYALZ2 verschiebt sich das HA-Profil dabei
zu Gunsten der LMW-HA. Diese wiederum aktiviert Uber die Interaktion mit TLR4 die
Kinase TAK1, welche dann die Phosphorylierung von IkB reguliert und diese somit flr
die Degradation bestimmt. Dadurch ist der Transkriptionsfaktor NFkB in der Lage in den
Zellkern zu translozieren und dort die Expression anti-apoptotischer Gene zu
begunstigen. Wird die Synthese der HA oder ihre Degradation durch HYAL1 inhibiert,
kommt es zur Induktion der Apoptose und einer Akkumulation der HA in den Lysosomen.
Somit wurde in dieser Arbeit ein neuer Mechanismus prasentiert, bei dem durch HYAL1
produzierte LMW-HA Uberleben und Progression kutaner PEK (iber eine Aktivierung der
TLR4-TAK1-Signalkaskade regulieren. Zusatzlich stellt die pharmakologische
Modulation der HA-Matrix eine therapeutische Strategie dar, um das Wachstum kutaner
PEK zu inhibieren.
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4.2. Einfluss der Hyaluronsdaure auf die Interaktion 2zwischen
mesenchymalen Stammzellen und Tumorzellen

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, wie die Interaktion zwischen MSCs und
Tumorzellen durch die HA beeinflusst wird. Dabei lag der Fokus auf der Fragestellung,
auf welche Weise Tumorzellen die MSCs modulieren und inwieweit dies die
Tumorprogression in Hinblick auf die Etablierung einer pre-metastatischen Nische

beeinflusst.

4.2.1. Hyaluronsaure beeinflusst die Differenzierung mesenchymaler

Stammzellen zu Adipozyten

Eine bedeutende Eigenschaft von MSCs ist ihre Pluripotenz und die daraus resultierende
Fahigkeit, sich in verschiedenste Zellen mesodermalen Ursprungs zu entwickeln. Als
MafRstab dafir wurde das Potential der MSCs, sich in Osteoblasten und Adipozyten zu
differenzieren, analysiert. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch
Inhibition der HA-Synthese mittels 4-MU das Potential der Stammzellen, sich in
Adipozyten zu differenzieren, gesteigert werden konnte. Die Differenzierung zu
Osteoblasten  blieb  unbeeinflusst. Das Einwirken der HA auf das
Differenzierungspotential und die Pluripotenz der MSCs ist weitestgehend ungeklart.
Studien mit aus der Plazenta isolierten MSCs (PDMSC) haben gezeigt, dass HA diese
Zellen in einem Ruhestadium halt und das Differenzierungspotential Uber einen langeren
Zeitraum aufrechterhalten kann [168]. Die exogene Zufuhr von HA in einem 3D-
Hydrogel-Zellkulturmodell steigert die chondrogene Differenzierung der MSCs [169].
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass HA Einfluss darauf hat, in welchen Zelltyp
MSCs differenzieren. Um diese Theorie zu bestatigen, muss der Einfluss exogen
zugefuhrter HA auch auf die adipogene und osteogene Differenzierung untersucht

werden.

4.2.2. Mammakarzinomzellen modulieren die Hyaluronsaure-Matrix und das
Differenzierungspotential mesenchymaler Stammzellen

MSCs sind essenzieller Bestandteil des Tumorstromas und tragen zur Progression und
Metastasierung von Tumorzellen bei. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht,
welchen Einfluss Tumorzellen auf die HA-Synthese der MSCs haben. Dabei konnte
gezeigt werden, dass die Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 im
Gegensatz zu der GBM-Zelllinie U87-MG die HA-Synthese der MSCs steigerten. Dies
war sowohl bei einem direkten Zell-Zell-Kontakt zu beobachten, als auch bei
Uberstandexperimenten. Daraus lasst sich ableiten, dass von Mammakarzinomzelllinien

sezernierte Faktoren die HA-Synthese induzieren. Es ist anzunehmen, dass die
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gesteigerte HA-Synthese Gber HAS2 vermittelt wird, da diese in MSCs die am starksten
exprimierte HAS-Isoform darstellt (Jessica Wladarz, nicht veroffentlicht). In intestinalen
mesenchymalen Zellen konnte gezeigt werden, dass durch die exogene Gabe von
Interleukin-1B3 die Expression von HAS2 gesteigert werden kann [170]. Im Model des
6sophagealen PEK hingegen wird bei direktem Zell-Zell-Kontakt die Menge an HAS2-
MRNA in Fibroblasten erhéht [102]. Dieser Anstieg wird durch den Wnt-Signalweg
vermittelt. In Melanomen wird der Grofteil der HA durch umliegende stromale
Fibroblasten produziert. Als Erklarung wird postuliert, dass die HA-Produktion bedingt
durch das im Zuge des Warburg-Effekts synthetisierte Laktat gesteigert wird [171]. Der
genaue Mechanismus der Stimulation der HA-Synthese in MSCs durch die

Mammakarzinomzelllinien muss noch aufgeklart werden.

Des Weiteren wurde untersucht, ob Tumorzellen das Differenzierungspotential der
bmMSCs beeinflussen. Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse ergaben, dass die
osteogene Differenzierung unbeeinflusst blieb. Es wurde jedoch festgestellt, dass die
invasive Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 das adipogene
Differenzierungspotential durch Modulation der HA-Matrix senkt, wahrend eine
reduzierte HA-Synthese durch 4-MU nachweislich die Ausdifferenzierung zu Adipozyten
fordert. Aufgrund der Beobachtung, dass die Konditionierung der bmMSCs durch die
Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 zu einer Steigerung der HA-Synthese, kann
angenommen werden, dass das adipogene Differenzierungspotential unter anderem
durch die Modulation der HA-Matrix reguliert wird. Diese Hypothese wird durch die
Tatsache untermauert, dass das reduzierte Differenzierungspotential durch die Gabe
von 4-MU aufgehoben wurde. Jedoch miissen auch weitere Faktoren einen Einfluss auf
das adipogene Differenzierungspotential haben, da eine reduzierte Differenzierung
durch die epitheliale Mammakarzinomzelllinie MCF-7, die ebenfalls die HA-Synthese der
MSCs steigerte, nicht beobachtet werden. Aufschluss dartiber konnte eine Analyse des
Sekretoms beider Zelllinien hinsichtlich Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor y
(PPARYy)-aktivierender Zytokine geben. Derzeit wird angenommen, dass eine Liganden-
abhangige Aktivierung von PPARYy erfolgen muss, damit eine adipogene Differenzierung
induziert werden kann [172]. Des Weiteren werden die in dieser Arbeit prasentierten
Ergebnisse durch Studien mit der Zelllinie des Prostatakarzinoms Du145 unterstutzt.
Dabei konnte gezeigt werden, dass Prostatakarzinomzellen Uber die Sekretion von
Exosomen Einfluss auf die Differenzierung kommerziell erworbener MSC nehmen und
die adipogene Differenzierung hemmen [173]. Zusatzlich wird die Differenzierung in
a glattmuskularem Aktin (aSMA) positive Myofibroblasten begtinstigt, die wiederum

aufgrund der hohen Sekretion von VEGF und Matrix-regulierenden Faktoren pro-
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angiogenetische Eigenschaften besitzen und die Tumorproliferation und -Invasivitat im
3D-Modell fordern [173].

Der Einfluss von Tumorzellen auf die osteogene Differenzierung ist weitestgehend
unbekannt. Es kann angenommen werden, dass Tumorzellen einen positiven Einfluss
auf die osteogene Differenzierung haben kénnten. Grund fir diese Annahme liefern
abermals Untersuchungen des Prostatakarzinoms, bei dem Knochenmetastasen einen

Osteoblasten-Phanotyp aufweisen [174].

4.2.3. Mesenchymale Stammzellen reduzieren die Motilitat invasiver
Mammakarzinomzellen

Zellmigration und Invasion sind entscheidende Parameter der metastatischen
Dissemination von Tumorzellen und der Formierung von Metastasen. Dies geschieht in
Folge einer phanotypischen Veranderung, die unter dem Begriff EMT bekannt ist. Dabei
kommt es zu einer Verschiebung der Cadherine mit Abnahme der Funktion des
epithelialen E-Cadherins und Zunahme der Expression des mesenchymalen N-
Cadherins [175]. In Mammakarzinomen fiuhrt die Zunahme von N-Cadherin zu einer
Steigerung der Motilitdt der Tumorzellen [176]. MSCs induzieren EMT Uber die
Expression von TGF-3, wobei ein direkter Zell-Zell-Kontakt bendtigt wird [177]. Diesen
Ergebnissen widersprach die Beobachtung, dass in direkter Kokultur von MSCs mit der
invasiven Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-231 die Motilitat Gber einen Zeitraum von
24 h reduziert wurde. Es scheint, dass die Wirkung der MSCs auf Tumorzellen, die
bereits einen mesenchymalen Phanotyp aufweisen, verandert ist. MSCs modulieren die
Mikroumgebung der pre-metastatischen Nische. Eine mdégliche Erklarung flr diese
Beobachtung ist, dass Tumorzellen Uber Sekretion bisher unbekannter Faktoren die HA-
Synthese der MSCs in der pre-metastatischen Nische induzieren. Die HA kann bei der
Rekrutierung der Tumorzellen mit dem Rezeptor CD44 auf der Oberflache
mesenchymaler Tumorzellen interagieren, die dadurch lokal gebunden werden. Ein
solcher Mechanismus wurde bereits fir neutrophile Granulozyten, eine Subpopulation
der Leukozyten, beschrieben. Diese binden Uber CD44 an die HA des
BlutgefalRendothels, wodurch die Leukozytenadhasion und spatere -extravasation
gefordert wird [178]. Jedoch ist dabei das migratorische Potential nicht beeinflusst. Ob
MSCs gegebenenfalls mesenchymale-epitheliale Transition (MET) induzieren und

daraus eine reduzierte Moaotilitat resultiert, muss noch untersucht werden.
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4.2.4. Adipogen differenzierte Stammzellen verlieren ihre tumorfordernden
Eigenschaften

Die tumorférdernden Effekte der MSCs wurden hinlanglich beschrieben (Kapitel1.2.2).
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass Tumorzellen vermehrt mit naiven MSCs interagieren
und nicht mit adipogen differenzierten MSCs. Ob diese Interaktion HA-abhangig ist und
ob die adipogene Differenzierung zu einer reduzierten HA-Synthese fuhrt, muss noch

untersucht werden.

MSCs steigern zudem die Proliferation der Tumorzellen. Aus der Nabelschnur isolierte
MSCs aktivieren die ERK-Signalkaskade und férdern so die Proliferation der Zelllinien
MDA-MB-231 und MCF-7 in vitro [179]. Bei Kolonkarzinomen fuhren MSCs im
Tumorstroma zu einem verstarkten Wachstum im Zuge einer erhdhten Proliferation in
vivo [180]. Diese Proliferations-férdernden Eigenschaften konnten in der vorliegenden
Arbeit durch MSC-konditioniertes Medium nicht reproduziert werden. Das lasst darauf
schlielRen, dass ein direkter Zell-Zell-Kontakt zur Auspragung proliferationsférdernder
Merkmale benétigt wird. Jedoch konnte gezeigt werden, dass der Uberstand von
adipoMSCs die Proliferation der Mammakarzinomzelllinien reduziert. Daher kann
vermutet werden, dass die Inhibition der adipogenen Differenzierung durch invasive
Mammakarzinomzellen zu einem proliferativen Vorteil fihrt und das Wachstum in der

metastatischen Nische begunstigt wird.

Eine weitere Eigenschaft der tumorférdernden MSCs ist das immunsuppressive
Potential, welches insbesondere darauf beruht, dass die Proliferation zytotoxischer T-
Zellen inhibiert wird. Isolierte humane bmMSCs erhalten ihr immunsuppressives
Potential aufrecht und sind auch in Folge einer osteogenen oder chondrogenen
Differenzierung in der Lage die Proliferation von T-Zellen zu inhibieren [181, 182].
Vergleichbare Studien mit humanen adipoMSCs sind bisher nicht publiziert. Jedoch fiihrt
eine adipogene Differenzierung muriner MSCs zu einer erhéhten Proliferation von T-
Lymphozyten verglichen mit nativen MSCs [183]. Diese Ergebnisse konnten in dieser
Arbeit mit den verwendeten humanen bmMSCs reproduziert werden. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass eine gesteigerte adipogene Differenzierung durch die
zusatzliche Gabe von 4-MU zu einem starkeren Verlust des immunsuppressiven
Potentials fuhrt. 4-MU alleine hat keinen Einfluss auf das immunmodulatorische Potential
der bmMSCs. Dies deutet darauf hin, dass die HA-Synthese nur das
Differenzierungspotential, nicht aber das immunsuppressive Verhalten der bmMSCs

beeinflusst.
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Ein weiterer Aspekt dieses Experiments ist, dass es sich bei den in dieser Arbeit
verwendeten bmMSCs um kryokonservierte Zellen handelt. Bei den in dieser Arbeit
durchgefuhrten T-Zell-Proliferations-Versuchen hat der Prozess der Kryokonservierung
keinen Einfluss auf das immunmodulatorische Potential. Dies ist insbesondere im
Hinblick auf den Einsatz von bmMSCs in der zellbasierten Immuntherapie von
Bedeutung. MSCs finden in der Klinik seit Gber 10 Jahren Verwendung und die Anzahl
der klinischen Studien ist steigend. Dennoch konnten bis heute noch keine klinischen
Standards etabliert werden. Die Mdglichkeit MSCs zu isolieren und ohne Verlust des
immunmodulatorischen Potentials zu kryokonservieren, kénnte die klinischen Ablaufe
vereinfachen. Um abschlieRend festzustellen, ob das immunmodulatorische Potential
kryokonservierter bmMSCs gegebenenfalls reduziert ist, misste dieses Experiment

vergleichend mit frisch isolierten MSCs durchgefuhrt werden.

4.2.5. Invasive Mammakarzinomzellen erhalten das immunsuppressive
Potential mesenchymaler Stammazellen

Von MSCs stammende Exosomen sind in der Lage, die Funktion von Tumorzellen zu
modulieren, indem diese z. B. die Expression der Matrix-Metalloprotease 2 (MMP-2)
induzieren [184]. Andersherum sind auch Tumorzellen in der Lage, das Verhalten von
bmMSCs zu modulieren. Von Prostatakarzinomzellen stammende Exosomen
stimulieren die Differenzierung von bmMSCs zu einem pro-angiogenetischen
myofibroblastischen Phanotyp mit tumorférdernden Eigenschaften [173]. Die
Konditionierung mit Tumorliberstand von Mammakarzinom- und GBM-Zelllinien
beeinflusst das immunmodulatorische Potential der bmMSCs in Bezug auf T-Zell
Proliferation nicht. So scheint es, dass die immunsuppressive Eigenschaft der MSCs
nicht durch sezernierte Faktoren der Tumorzellen beeinflusst wird. Jedoch konnte
gezeigt werden, dass die hier verwendeten Tumorzellinien die adipogene
Differenzierung der MSCs unterschiedlich stark beeinflussen. Dies spiegelte sich in einer
differenziell ausgepragten Reduktion der immunsuppressiven Eigenschaften der
bmMSCs wieder. Der Uberstand der invasiven Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231
reduzierte die Differenzierung der bmMSCs in Adipozyten, wahrend das
Differenzierungspotential durch die epitheliale Mammakarzinomzelllinie MCF-7 und der
GBM-Zelllinie U87-MG nicht beeinflusst wurde. Dies flhrte dazu, dass in MDA-MB-231-
Uberstand stimulierte bmMSCs ihr immunmodulatorisches Potential beibehielten und die
T-Zell Proliferation inhibierten. Dies wurde durch die Beobachtung bekraftigt, dass eine
Forderung der adipogenen Differenzierung durch die zusatzliche Gabe von 4-MU das

immunsuppressive Potential der bnMSCs wiederum senkte. Daraus lasst sich ableiten,
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dass invasive Mammakarzinomzellen die adipogene Differenzierung inhibieren und

dadurch das immunmodulatorische Potential aufrechterhalten.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde ein potentieller Mechanismus gezeigt, der das
unterschiedliche Metastasierungspotential diverser Tumorentitdten naher beschreibt.
Wahrend in 20-40 % der Patienten mit einem Mammakarzinom eine Fernmetastase
auftritt, ist der prozentuale Anteil bei Patienten mit einem GBM mit 0,4 % nur sehr gering
[22, 185]. Als mdgliche Ursachen fiir dieses geringe Metastasierungspotential der GBMs
werden in der Literatur die Blut-Hirn-Schranke, die sehr kurze Uberlebenszeit und das
Immunsystem angefuhrt [24, 25, 186]. Die Hypothese, dass GBM-Zellen die Blut-Hirn-
Schranke nicht Uberwinden koénnen, ist wiederlegt, da die Zahl der Patienten mit
disseminierten Tumorzellen im peripheren Brutkreislauf (20,6 %) die Zahl der Patienten
mit extrakranialen Metastasen (0,4 %) Uubersteigt [22, 187]. Demnach sind
metastasierende GBM-Zellen in der Lage, in den peripheren Blutkreislauf einzudringen.
In Anbetracht der Ergebnisse dieser Arbeit, ist die verwendete GBM-Zelllinie U87-MG
jedoch nicht in der Lage die pre-metastatische Nische so zu beeinflussen, dass ein
Wachstum-begiinstigendes Milieu geschaffen wird. Die bisher verdffentlichten Berichte
von Fallen extrakranialer Metastasen im Rahmen eines GBM lassen vermuten, dass
diese durch einen immunsuppressiven Zustand begulinstigt wurden, welcher aus einer
wiederholten Bestrahlungs- bzw. Chemotherapie resultierte [188, 189]. In Anbetracht der
in dieser Dissertation erarbeiteten Resultate wird folgender Mechanismus postuliert
(Abbildung 37):
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Invasives Mammakarzinom Glioblastoma multiforme
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Abbildung 37: Einfluss der Zelllinien MDA-MB-231 und U87-MG auf mesenchymale

Stammzellen.
Gezeigt werden potentielle Mechanismen, wie die invasive Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-

231 (links) bzw. die GBM-Zelllinie U87-MG mit bmMSCs interagieren und so Einfluss auf die
Modulation einer pre-metastatischen Nische nehmen.

Invasive Mammakarzinomzellen sind in der Lage die HA-Synthese der bmMSCs
anzuregen. Die Induktion der HA-Synthese, aber auch die Sezernierung nich
unbekannter Faktoren fihrt zu einem reduzierten adipogenen Differenzierungspotential.
Durch die Unterdrickung der adipogenen Differenzierung bleibt das
immunmodulatorische Potential der bmMSCs erhalten und diese sind somit in der Lage
die Proliferation zytotoxischer T-Zellen zu inhibieren. Des Weiteren wird durch die
Inhibition der adipogenen Differenzierung die pro-proliferativen Eigenschaften der
bmMSCs aufrechterhalten. Zusatzlich wurde gezeigt, dass durch native bmMSCs die
Motilitat der invasiven Mammakarzinomzellen reduziert wird, was auf die Induktion einer
MET hindeutet. Somit interferieren invasive Mammakarzinomzellen mit der adipogenen
Differenzierung, um eine pro-metastatische Mikroumgebung zu etablieren. Im
Gegensatz zu der invasiven Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 wird das adipogene
Differenzierungspotential nicht durch die GBM-Zelllinie U87-MG beeinflusst. Dadurch
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verlieren die bmMSCs ihr immunsuppressives Potential und reduzieren die Proliferation

der in dieser Arbeit verwendeten Tumorzelllinien.

4.3. Einfluss der Hyaluronsaure auf die Tumorprogression und
Metastasierung (Zusammenfassung)

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, wie die HA Einfluss auf verschiedene Prozesse
eines Tumors nimmt. Im pathologischen Model des kutanen PEK wurde erdrtert, wie die
Degradation der HA durch HYAL1 das Uberleben der Tumorzellen positiv reguliert.
Dabei kommt es zur Aktivierung der anti-apoptotischen Signalkaskade TLR4-TAK1 und
es konnte demonstriert, dass die pharmakologische Modulation der HA-Matrix durch 4-

MU und Vcpal ein potentielles therapeutisches Ziel darstellt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde ein Mechanismus untersucht, der das unterschiedliche
Metastasierungspotential zwischen Mammakarzinome und GBM erklart. Dieser basiert
auf der Inhibition der adipogenen Differenzierung durch invasive Mammakarzinomzellen.
Dadurch kreieren diese Zellen ihre eigene pre-metastatische Nische durch die
Aufrechterhaltung des immunsuppressiven Potentials und pro-proliferativen

Eigenschaften der bmMSCs.
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Abbildung 38: Charakterisierung des Wachstumsverhaltens und des Uberstandes der
Zelllinien MCF-7, MDA-MB-231 und U87-MG
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Abbildung 39: Einfluss einer Stimulation von CD3+ T-Zellsuspension mit aCD3 und aCD28

Kryokonservierte CD3" T-Zellen wurden mit CFSE geféarbt und mit Antikérpern, die gegen die
Proteine CD3 und CD28 gerichtet waren, stimuliert. Die T-Zellen wurden im Anschluss fiir 6 d bei
37°C und 5§ % CO, inkubiert. Die proliferative Rate wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmit.

Gezeigt sind reprédsentative Punktdiagramme und Histogramme von A, unstimulierten und B,
stimulierten T-Zellen.
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Abbildung 40: Einfluss der adipogenen Differenzierung auf das immunmodulatorische
Potential mesenchymaler Stammzellen

A — E, zeigt reprasentative Punktdiagramme und Histogramme der in Abbildung 33 gezeigten
Ergebnisse bezlglich der proliferativen Rate CD3+ T-Zellen, F, kennzeichnet die jeweilige
Behandlung der MSCs, bevor die T-Zellen ausgesat wurden.
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Abbildung  41:
immunmodulatorische Potential mesenchymaler Stammzellen
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erhalt

das

A - |, zeigt reprasentative Punktdiagramme und Histogramme der in Abbildung 34 gezeigten
Ergebnisse bezuglich der proliferativen Rate CD3+ T-Zellen, F, kennzeichnet die jeweilige
Behandlung der MSCs, bevor die T-Zellen ausgesat wurden. US = Uberstand.
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