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Zusammenfassung

Die Rezeptortyrosinkinase cMet, ihr spezifischer Ligand HGF und Isoformen
von CD44, die Exon v6 kodierte Sequenzen tragen, bilden einen trimeren
Komplex. Ausbildung dieses Komplexes ist in einer Vielzahl von Geweben die
Voraussetzung fur die Aktivierung des cMet Rezeptors und der daraus
resultierenden Signalkaskaden. Diese Arbeit zeigt, dass die Aktivierung der
humanen Rezeptortyrosinkinase Ron, einem weiteren Mitglied der Met Familie,
durch ihren spezifischen Liganden MSP ebenfalls von CD44 v6 abhangt.

Durch eine Mutationsanalyse, einem Alaninscan des varianten Exons V6,
konnte die relevante CD44 Sequenz in der Ratte ermittelt werden, die zur Ko-
Rezeptor Funktion bendtigt wird. Die Mutation von drei AS (Glu, Trp, GIn)
konnte die Funktion von CD44 als Ko-Rezeptor verhindern, jedoch nicht die
Bindung von Hyaluronsaure. Peptide, die eine minimale Sequenz von funf AS
aufweisen und die AS Glu, Trp, GIn enthalten, blockieren die cMet Aktivierung
in Karzinomzellen der Ratte. Interessanterweise hatten diese Peptide keine
Auswirkung auf die cMet Aktivierung in humanen Zellen. Peptide, die die
Sequenz Arg, Trp, His enthalten, die der Sequenz Glu, Trp, GIn der Ratte in der
humanen CD44 v6 Region entsprechen, inhibierten die Aktivierung von cMet
und Ron in humanen, aber nicht in Ratten Zellen. Die Peptide verhinderten
auch die physiologischen Konsequenzen der durch HGF- und MSP-induzierten
Rezeptoraktivierung, wie Auswandern der Zellen aus dem Zellverband,
Migration und Invasion in extrazellulare Matrix.

Ein Beitrag von CD44 v6 zur cMet Aktivierung ist die Bindung von HGF. cMet
Expression in Abwesenheit von CD44 v6 fuhrte zu keiner Bindung von HGF.
Interessanterweise unterscheidet sich diese Funktion von CD44 v6 von dem
funktionellen Beitrag zur Aktivierung von cMet, wie er durch Linker Scan
Analyse definiert wurde. Die v6 spezifischen Peptide, die die Aktivierung
inhibierten, verhinderten nicht die Bindung von HGF.



The function of the extracellular domain of CD44 v6 as

co-receptor for growth factor receptors

Abstract

Studies with the receptor tyrosine kinase cMet, its specific ligand HGF and
isoforms of CD44 containing sequences encoded by the variant exon v6
revealed the formation of a trimeric complex. This assembly was the
prerequisite for activation of the cMet receptor and its downstream targets
tested in several human and rat cells. Here | show that activation of the human
receptor tyrosine kinase Ron, another member of the Met family, which is
activated by its specific ligand MSP, is also dependent on CD44 v6.

In a mutational analysis by an alanine scan of exon v6, the relevant rat
sequence for the co-receptor function of CD44 v6 in rat cells was determined.
Mutation of the three aa Glu, Trp, GIn abolished the co-receptor function of
CD44 but not its binding to hyaluronic acid. Peptides with a minimal sequence
of five aa comprising these three aa successfully blocked cMet activation in rat
carcinoma cell lines. Interestingly the peptides had no effect on activation of
cMet in human cell lines. Using peptides comprising the sequence Arg, Trp, His
that corresponds to the rat Glu, Trp, GIn in human v6 inhibited activation of
cMet and Ron in human cell lines but not in rat cell lines. The peptides blocked
also physiological consequences of HGF- and MSP-induced receptor activation
like scattering, migration and invasion in extracellular matrix.

One contribution of CD44 v6 to cMet activation is its binding to HGF. cMet
expression alone, in absence of CD44 v6, did not allow HGF binding.
Interestingly this function of CD44 v6 is clearly different from the functional
contribution of cMet activation as determined by the linker scan analysis:
inhibition of cMet activation by v6 specific peptides did not inhibit HGF binding
to CD44 v6.
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Einleitung

Einleitung

Das Spektrum der Krankheiten, die die Menschheit bedrohen, hat sich in den
letzten Jahrhunderten gewandelt. In den fruheren Jahrhunderten zahlten
Infektionskrankheiten zu den  Haupttodesursachen des  Menschen.
Beispielsweise raffte die Pest, die sich von 1347 an in ganz Europa ausbreitete,
eine unglaubliche Zahl an Menschen dahin, in Florenz binnen vier Monaten
65.000, in Avignon etwa 50.000. Heute ist sie weitgehend eingedammt, viele
Infektionskrankheiten sind besiegt. Seit Beginn des 20. Jahrhunderts hat sich der
Schwerpunkt deutlich, u.a. auch durch eine gestiegene Lebenserwartung,
verlagert. So sind Krebserkrankungen in den Industrielandern von der siebten auf
die zweite Stelle vorgeruckt und werden nur von Herz-Kreislauferkrankungen

uberholt.

Die Bezeichnung ,Krebs“ steht synonym fiur Tumore. Tumore zeichnen sich
durch abnorme, irreversible GewebevergroRerung aus, die durch autonome,
progressive und uUberschiel3ende Proliferation von Zellen entsteht. Bdsartige
(maligne) Tumore unterscheiden sich von gutartigen (benignen) Tumoren durch
infiltrierendes, destruktives Wachstum und der Fahigkeit sekundare Tumore und
Metastasen zu bilden. Haupttodesursache durch Tumore ist in der Regel nicht
das Wachstum des Primartumors, sondern die Bildung von Metastasen.
Allerdings kénnen auch benigne Tumore schwere gesundheitliche
Beeintrachtigungen zur Folge haben. Beispiel hierflr sind Tumore, die in einem
abgegrenzten Raum wachsen, wie es bei Hirntumoren der Fall ist. lhr
fortschreitendes Wachstum beeintrachtigt ein oder mehrere Organe zunehmend
und aufgrund der Lage des Tumors oder des zu hohen operativen Risikos ist

eine operative Entfernung nicht méglich.

Metastasierung beginnt mit dem Verlust des Zell-Zell-Kontaktes. Es kommt zur
Infiltration des umgebenden Gewebes und schliel3lich zum Eindringen in das

Lymph- und Blutgefalisystem. Die meisten metastasierenden Tumorzellen



Einleitung

siedeln sich zunéchst in den regiondren Lymphknoten an. Uber die efferenten

Lymphbahnen und die Blutbahn gelangen sie schlieRlich in andere Organe.

Zellteilung, Differenzierung und Apoptose unterliegen in normalem Gewebe
homdostatischen Kontrollmechanismen. In neoplastischem Gewebe jedoch
kommt es zu einer Verschiebung der Homdostase zugunsten erhdhter
Zellproliferation und Hemmung der Apoptose.

Verglichen mit normalen Zellen verfugen maligne Zellen Uber ein unlimitiertes
Replikationspotential. Die Chromosomenenden (Telomere) in normalen Zellen
werden bei jeder Zellteilung verklrzt, wodurch es letztendlich zu einem Verlust
des Schutzes von chromosomaler DNA, zur Fusion der Enden und schlief3lich
zum Zelltod kommt. Die Telomere maligner Zellen bleiben jedoch nach der
Zellteilung unverandert. Dies wird durch eine verstarkte Expression des Enzyms
Telomerase erreicht (Shay and Gazdar, 1997). Die Bedeutung der Telomerase-
funktion wurde u.a. durch Analyse von Telomerase-defizienten Mausen deutlich.
Werden diese Tiere mit Mausen gekreuzt, die eine sehr hohe Tumoranfalligkeit
zeigen, so kommt es nach Exposition mit einem Karzinogen zu einer Abnahme
der Tumorbildung. Einbringen von Telomerase RNA in Telomerase-defiziente
Zellen fihrt zum Gewinn onkogener Eigenschaften (Greenberg et al., 1999).
Tumorzellen unterscheiden sich von Normalzellen auch in ihren in vitro
Eigenschaften. Zellen bendtigen zur Kultivierung in der Regel Substrat, wie z.B.
Bindegewebsmatrix oder Komponenten davon. Wenn sie konfluent werden,
kommt es zum Wachstumsstillstand durch Kontaktinhibition (Holley, 1975).
In vitro Kriterien fur Tumorzellen sind hingegen substratunabhangiges Wachstum
(Clark and Brugge, 1995), z.B. in Weichagar oder Methylcellulose und Verlust
der Kontaktinhibition im konfluenten Zustand, was sich in einem mehrschichtigen
Wachstum in Gewebekultur duRert. Ein weiteres Phanomen von transformierten

Zellen ist eine verzogerte oder fehlende Alterung (immortalisierte Zellen).

Die Verwandlung einer normalen Zelle in eine maligne Zelle, die letztendlich in
der Entstehung eines Tumors resultiert, wird durch epigenetische und genetische

Veranderungen verursacht. Epigenetische Veranderungen basieren auf

2
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Mechanismen und Konsequenzen mitotisch stabiler Genexpressionsmuster, die
nicht auf Veranderungen der DNA-Sequenz beruhen, sondern auf differentielle
DNA-Methylierung, Modifikation von Chromatin und posttranskriptionelle
Modifikationen zurtckzufuhren sind (Grewal and Moazed, 2003). Humane
Tumore zeigen oftmals eine veranderte DNA-Methylierung. Dabei kann es sich
um Hyper- oder Hypomethylierung handeln (Feinberg, 1999). Z.B. wurden Mause
erzeugt, die ein hypomorphes DNA Methyltransferase 1 (Dnmt1) Allel tragen, das
die Dnmt1 Expression auf 10% des Wildtyps reduziert und zu einer
Hypomethylierung der DNA in allen Geweben fihrt. Die Mause werden ohne
erkennbare Defekte geboren und sind lediglich kleiner als ihre Artgenossen.
Bereits im Alter von vier bis acht Monaten entwickeln sie aggressive T-Zell
Lymphome. Die DNA-Hypomethylierung hatte zur Destabilisierung des Genoms
gefuhrt: in fast allen Tumorzellen lag das Chromosom 15 in drei Kopien vor
(Gaudet et al., 2003).

Zu den genetischen Veranderungen zahlen Mutationen, die erblich sind, durch
Fehler in der Replikation entstehen oder aber durch exogene Noxen induziert
werden. Generell lassen sich zwei genetische Veranderungen in Tumoren
unterscheiden: Gene, die durch den Funktionsausfall beider Allele zur
Transformation beitragen, sog. Tumorsuppressorgene oder Gene, die durch
Mutation oder Fehlregulation aktiv an der malignen Transformation beteiligt sind,

sog. Onkogene.

Tumorsuppressorgene

Eine Zelle, bei der nur eine Allel eines Tumorsuppressorgens defekt ist, verhalt
sich wie eine normale, gesunde Zelle. Genetische Veranderungen von
Tumorsuppressorgenen  wirken also rezessiv: Durch Ereignisse wie
Punktmutationen, Deletionen, Genkonversion, Rekombination in der Mitose,
sowie Fehlverteilung (Chromosomenverlust bzw. Verdopplung) kann die Funktion
des zweiten Gens verloren gehen und erst dann kommt es zu einem Verlust des
normalen Wachstums. Von solchen Funktionsverlusten kdnnen beispielsweise

Transkriptionsfaktoren und Proteine zur DNA-Reparatur betroffen sein.
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Onkogene

Onkogene entstehen durch genetische Veranderungen, wie Mutationen,
Polysomien oder Chromosomentranslokationen. Die Mutation eines Gens zum
Onkogen ist dominant aktiv, d.h. die Mutation eines Allels ist fur die
Krebsentstehung ausreichend. Das normale Allel wird als Proto-Onkogen
bezeichnet.

Gene fur Tyrosinkinasen spielen oft eine entscheidende Rolle als Onkogene.
Proto-Onkogene, die fur Tyrosinkinasen kodieren, nehmen eine zentrale Stellung
in der Regulation von Wachstumsprozessen und morphogenetischen
Programmen ein. Sie sind auch haufig fur maligne Transformationen
verantwortlich, wenn es z.B. durch Mutationen zu einer konstitutiven
Dimerisierung und damit liganden-unabhangigen Aktivierung von Rezeptoren
kommt oder der Ligand zellautonom produziert wird oder der Rezeptor
uberexprimiert wird.

Eine weitere Gruppe von Rezeptoren, die als Onkogene wirken kénnen sind
Adhasionsrezeptoren. Adhasive Interaktionen von Zellen sind essentiell fur
Uberleben, Proliferation, Differenzierung und Funktion von Zellen, aber auch fur
zellulare Kommunikation bei normalen physiologischen Vorgangen, sowie im
pathogenen Verlauf. Adhasion bezeichnet den spezifischen, rezeptor-vermittelten
Kontakt zwischen Zellen oder zwischen Zellen und der sie umgebenden
extrazellularen Matrix (extracellular matrix - ECM). Diese Interaktionen besitzen
einerseits mechanische Funktion, die fur die Gewebeintegritat oder die
Zellwanderung von  Bedeutung sind. Zum anderen wirken die
Adhasionsrezeptoren auch als Signalubermittler. Diese Signaltransduktions-
prozesse konnen, wie z.B. bei den Integrinen, bidirektional verlaufen, d.h.
Signale gelangen ins Zellinnere hinein (Outside-in), aber auch aus der Zelle
heraus (Inside-out). Dadurch wird ein Ineinandergreifen der unterschiedlichen
Funktionen der Rezeptoren ermoglicht. Durch Adhasion werden intrazellulare
Prozesse in Gang gesetzt, die zur Umstrukturierung des Zytoskeletts und zur
Induktion von Signalkaskaden fuhren kdnnen. Kann die normale Funktion eines

Adhasionsrezeptors nicht mehr gewahrleistet werden, so kann es zur Absiedlung
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von Zellen aus dem Zellverband kommen. Dies ist fir den Metastasierungs-

vorgang von besonderer Bedeutung.

Um ein moglichst genaues Wissen Uber die Krebsentstehung und die
fortschreitende Progression zu erhalten, missen die molekularen Mechanismen
entschlusselt und verstanden werden. Durch Vergleiche der Gen- und Protein-
expression von metastasierenden mit nicht metastasierenden Tumorzellen
konnten Proteine identifiziert werden, die in Metastasierungsvorgangen involviert
sind. Bei einem der ersten Vergleiche wurden variante Isoformen von CD44 als
Proteine identifiziert, die Metastasierung unterstitzen (Gunthert et al., 1991). Ein
weiterer Vergleich in unserem Institut zwischen einer nicht metastasierenden
Zellinie und einer metastasierenden Zellinie mit Hilfe der "suppression
subtractive hybridisation" (SSH) erlaubte die Identifizierung von 125 Genen, die
in der metastasierenden Zellinie hochreguliert sind (Nestl et al., 2001; von Stein
et al., 1997), darunter die Rezeptortyrosinkinase Met und das Aktin-assoziierte
Protein Ezrin, sowie Metalloproteasen (MMPs) und der Urokinase Plasminogen
Aktivator (UPA) Rezeptor. Die Rezeptortyrosinkinase Met, sowie die CD44
Proteinfamilie sollen im Folgenden naher erlautert werden, da sie eine kausale
Rolle im Prozess der Metastasierung spielen und vor allem bei sehr aggressiven
Krebsarten verstarkt exprimiert werden. So geht eine erhdhte Expression von
Met und CD44 in der Regel mit einer sehr schlechten Prognose fur Patienten

einher.

1. Die Met Rezeptor Familie

Die Met Rezeptor Familie bildet zusammen mit den Plexin Rezeptoren und
Semaphorinen die Semaphorin Superfamilie, die sich durch das Vorhandensein
einer Semaphorin Domane im extrazellularen Bereich auszeichnet (Gherardi et
al., 2004). Zur Met Rezeptor Familie zahlen die Rezeptortyrosinkinasen Met,
Ron, das murine Ron Homolog STK und Sea, die einen sehr dhnlichen Aufbau

aufweisen. Sie besitzen im extrazellularen Bereich eine N-terminale Semaphorin
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Domaéne, eine PSI Domane (Plexin-Semaphorin-Integrin) und mehreren IPT (lg-
ahnliche) Domanen (Abb. 1). Die IPT Domanen kommen auch in Immun-
globulinen, Plexinen und Transkriptionsfaktoren vor (auch unter der Bezeichnung
TIG Domanen bekannt). Auf die Transmembrandomane folgt im intrazellularen
Bereich eine Tyrosinkinase Domane (TK), sowie der Carboxyterminus, der zur
Signalweiterleitung bendtigt wird.

Die Aktivierung der Rezeptoren erfolgt durch unterschiedliche Liganden, Met wird
durch HGF, Ron und STK durch MSP aktiviert, der Ligand von Sea wurde

bislang noch nicht identifiziert.

1.1 Die Rezeptortyrosinkinase Met

Das cMet Proto-Onkogen wurde ursprunglich als Onkogen tpr-Met entdeckt, das
in vitro nach Behandlung mit dem chemischen Karzinogen N-Methyl-N"-nitro-N-
nitrosoguanidin in humanen Osteosarkom Zellen (HOS) entstand (Cooper et al.,
1984). In diesen Zellen kam es zur Aktivierung des Met Proto-Onkogens durch
chromosomales Rearrangement von Chromosom 1 und Chromosom 7 (Park et
al.,, 1986). Durch dieses Rearrangement entstand das Hybridgen TPR-Met.
Dieses setzt sich aus einem Bereich des TPR Lokus (translocated promoter
region) und einer Sequenz zusammen, die fur die intrazellulare Kinase Domane
des Met Rezeptors kodiert (auf die Struktur von Met wird spater naher
eingegangen). TPR enthalt zwei Leucin-Zipper-Motive zur Protein-Protein-
Dimerisierung. Das TPR-Met Protein liegt im dimerisierten Zustand vor und ist
liganden-unabhangig aktiviert (Rodrigues and Park, 1993).

Die Aktivierung von cMet erfolgt dagegen auf liganden-abhangige Weise. Der
spezifische Ligand fur cMet, HGF, wurde in unterschiedlichen Studien
unabhangig voneinander identifiziert, zum einen als Motilitatsfaktor (scatter
factor, SF) (Stoker et al., 1987), zum anderen als Faktor, der mitogen auf
Hepatozyten wirkte (hepatocyte growth factor, HGF) (Miyazawa et al., 1994;
Nakamura et al., 1989; Zarnegar and Michalopoulos, 1989). HGF wird
hauptsachlich von mesenchymalen Zellen synthetisiert, wahrend Met auf

epithelialen Zellen exprimiert wird. Dies deutet auf eine wichtige Rolle bei
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Interaktionen des Epithels mit dem Mesenchym hin, z.B. in der Organentwicklung
von Lunge, Niere und Milchdrisen (van der Voort et al., 2000).

Die zellulare Antwort auf die Aktivierung von cMet durch HGF ist vielfaltig. Hierzu
zahlen Zellproliferation und Uberleben, Motilitat, z.B. Ausbrechen aus einem
Zellverband aber auch Zellwanderung durch die extrazellulare Matrix, z.B.
Unterstitzung von Invasion (Jeffers et al., 1998). Physiologische Bedeutung
haben die durch HGF ausgelésten Signalkaskaden durch cMet in der
Embryonalentwicklung, Wundheilung, Geweberegeneration, Angiogenese,
Wachstum, Invasion und Differenzierung.

Das Met Gen ist auf Chromoson 7qg31 lokalisiert. Die mRNA wird durch 21 Exons
kodiert. Mindestens drei Varianten wurde identifiziert, die vermutlich durch
alternatives Spleilen entstehen. Hierzu zahlt eine in vielen Geweben
vorkommende Met Isoform, der 18 AS in einem Bereich der extrazellularen
Region fehlen, die von Exon 10 kodiert werden. Durch alternatives Splei3en von
Exon 14 entsteht eine weitere Form, die eine in-frame Deletion von 47 AS in der

membranbenachbarten Domane des Rezeptors aufweist.

1.1.1 Struktur von Met

Beim Met Rezeptor handelt es sich um ein Uber Disulfidbricken verbundenes
Heterodimer. Dieses entsteht durch proteolytische Spaltung des Pro-
Rezeptorproteins an einem Furinrest zwischen den Aminosauren 307 und 308,
was zur Bildung einer rein extrazellular lokalisierten a-Untereinheit mit einem
scheinbaren Molekulargewicht von 50 kDa und einer langeren B-Einheit mit
einem scheinbaren Molekulargewicht von 145 kDa fihrt. Die B-Untereinheit
umfasst, neben der extrazellularen Ectodomane, die Transmembrandoméane und
eine zytoplasmatische Domane. Im zytoplasmatischen Bereich befindet sich eine

Kinase Domane sowie eine Signaltransduktionsdomane.
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Abb. 1: Schematische Darstellung
des Aufbaus der Mitglieder der Met
Rezeptor Familie: Die Transmembran-
rezeptoren Met, Ron, STK und Sea
enthalten eine Semaphorin Domane
(rot) im extrazellularen Bereich, die
sowohl auf der a- als auch auf der B-
Untereinheit liegt. Es folgt auf der -
Untereinheit eine PSI (Plexin-Sema-
phorin-Integrin) Doméane (violett) und
vier IPT Domanen (Immunglobulin-
Plexin-Transkriptionsfaktor) (blau). Auf
die Transmembrandomane folgt der
zytoplasmatische Teil des Rezeptors,
der eine Tyrosinkinase Domane ent-
halt, die die katalytische Aktitvitat ver-
leiht.

1.2 Die Rezeptortyrosinkinase Ron

Ron (Recepteur d’Origine Nantaise) ist ein glykosyliertes Heterodimer aus einer
o-Untereinheit mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 35 kDa und einer §3-
Untereinheit mit einem scheinbaren Molekulargewicht von 150 kDa, die durch
Disulfidbricken verbunden sind. Der Rezeptor entsteht durch proteolytische
Spaltung aus einem Vorlaufermolekul. Wie bei Met ist auch hier die a-
Untereinheit extrazellular, die B-Untereinheit besitzt einen extrazellularen, sowie
einen Transmembran- und zytoplasmatischen Bereich. Der spezifische Ligand
fur Ron ist MSP (macrophage stimulating protein), ein Wachstumsfaktor, der

ursprunglich als Serumfaktor beschrieben wurde, der Makrophagen auf den
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Komplementfaktor C5a reagieren liel3 (Skeel et al., 1991). Die Kinase-Domane
von Ron hat 63% Homologie mit der Kinase Domane von Met. Insgesamt liegt
die Homologie von Met und Ron bei 33%.

Die Rezeptortyrosinkinase Ron kommt ausschliellich im menschlichen
Organismus vor. Das murine Homolog zu Ron ist der Stem cell-derived Tyrosin
kinase Receptor (STK) (lwama et al., 1994).

Das Gen flir Ron ist auf Chromosom 3p21 lokalisiert. Transkripte des Ron Gens
lieRen sich in Keratinozyten, in Lungengewebe, Herzgewebe, Pankreas,
Schilddrise, Prostata, und im Knochenmark nachweisen. Ron wurde in einer
Vielzahl von Zellen identifiziert, wie beispielsweise Granulozyten, Monozyten,
Makrophagen, Osteoklasten und Megakaryozyten des Knochenmarks (Gaudino
et al., 1995; Suda et al., 1997; Wang et al., 2000). Eine funktionelle Bedeutung
hat Ron fur die Entwicklung von Epithelien, Knochen (Ossifikation) und
neuroendokrinen Geweben, indem Zellen zu weiterer Proliferation stimuliert
werden (Gaudino et al., 1995).

1.3 Die Wachstumsfaktoren HGF und MSP
HGF und MSP zahlen zu den Plasminogen-verwandten Wachstumsfaktoren
(plasminogen-related growth factors - PRGFs). Die Sequenz der beiden stimmt

zu 45% und zu 40% mit Plasminogen Uberein.

1.3.1 HGF

HGF zeichnet sich durch sechs Domanen aus: einer aminoterminalen Domane
(N) mit einem Hairpin Loop von 27 AS, vier Kringel-Domanen (K1-K4) und einer
Serin-Protease Homologie-Domane (SPH), allerdings ohne enzymatische
Aktivitat aufgrund des Austauschs eines Serinrestes durch ein Tyrosin (Lokker et
al.,, 1992). Wie Plasminogen wird auch HGF als einzelstrangiges, inaktives
Vorlaufermolekil (ca. 100 kDa) synthetisiert und wird dann proteolytisch in ein
aktives Heterodimer gespalten (Naka et al., 1992). Die Spaltung findet nach der
Kringeldomane K4 zwischen zwei positiv geladenen AS (Arg***-Val*®®) statt und
kann durch zahlreiche Serinproteinasen erfolgen, unter anderem durch die

Plasminogen Aktivatoren uPa (urokinase plasminogen activator) und tPa (tissue-
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type plasminogen activator), durch den HGF activator und das HGF converting
enzyme (Mars et al., 1993; Mizuno et al., 1994; Naldini et al., 1992; Shimomura
et al., 1995). Die Rontgenstrukturanalyse eines Fragments aus der
aminoterminalen Domane und der Kringeldomane K1 (NK1) hat gezeigt, dass
NK1 die Bindungsstelle fur den Rezeptor enthalt (Lietha et al., 2001; Ultsch et al.,
1998). Es existieren unterschiedliche Spleilvarianten und Mutanten von HGF,
wie z.B. NK2, eine Form, die die aminoterminale Domane und K1 und K2 enthalt.
NK2 fungiert als HGF-Antagonist (Chan et al., 1991). In einer anderen Variante
sind 15 AS in K1 deletiert. Dies hat Konsequenzen fur die Tertiarstruktur, was

letztendlich zu einer Veranderung der Aktivitat fuhrt (Shima et al., 1994).

1.3.2 MSP

MSP wurde urspringlich aus Peritonealmakrophagen isoliert (Leonard and
Skeel, 1978; Leonard and Skeel, 1979). Wie HGF ist auch MSP aus einer
aminoterminalen Domane, vier Kringel-Domanen und einer SPH-Domane
aufgebaut. Auch MSP wird als einzelstrangiges Vorlaufermolekul sekretiert, das
dann gespalten wird und ein Heterodimer aus einer a- und einer B-Untereinheit
bildet (Rubin et al., 1993; Wang et al., 1994).

Von den Peptiden pro-MSP, MSP, a-Strang, p-Strang und MSP-NK2 ist nur MSP
biologisch aktiv. Der B-Strang zeigte sich als schwacher MSP-Antagonist (Wang
et al.,, 1997). Im Gegensatz zu B-HGF bindet B-MSP seinen Rezeptor mit hoher
Affinitdt, Bindung von o-MSP an Ron konnte nicht nachgewiesen werden
(Miller and Leonard, 1998). Trotz ihrer strukturellen Gemeinsamkeiten
unterscheiden sich demnach HGF und MSP deutlich in ihrem Bindungsverhalten
an ihre Rezeptoren.

MSP und HGF induzieren ahnliche biologische Vorgange: Stimulation der DNA
Synthese, Induktion der Zelldissoziation, Invasion in die extrazellulare Matrix,
sowie Ausbildung tubularerer Strukturen (,branching morphogenesis®) (Gaudino
et al., 1994; Medico et al., 1996; Santoro et al., 1996; Wang et al., 1996).

10



Einleitung

1.4 Signalweiterleitung durch Met

Die Aktivierung von cMet erfolgt durch Bindung des Liganden HGF an den
o-Strang und die ersten 212 AS des B-Stranges (Gherardi et al., 2003). Die
Bindung des Liganden hat eine Autophosphorylierung der Aminoséuren Tyr'?*°,
Tyr'?** und Tyr'?® im katalytischen Teil der Kinase Domane zur Folge. Dadurch
kommt es zur Aktivierung der intrinsischen Kinase Aktivitat von cMet durch
weitere Phosphorylierungsereignisse an vier weiteren Tyrosinresten: Tyr'3*,
Tyr1356’ Tyr1313 und Tyr1003.

Eine intrazellulare ,Plattform® zur Bindung von Signalibermittlern wird von einer
kurzen Folge von AS gebildet (Tyr'***Val-His-Val-Asn-Ala-Tyr-Tyr'*%).
Adapterproteine, die Src homology-2 (SH2) Domanen, Phosphotyrosin Bindungs-
Domanen (phosphotyrosine binding — PTB) oder Met Bindungs-Domanen (MBD)
enthalten, kdnnen an diese Sequenzen binden (Ponzetto et al., 1996; Weidner et
al., 1996). Solche Adapterproteine sind Grb2 (Ponzetto et al., 1996), Shc (Pellici
1995), Gab1 (Weidner et al., 1996) und Crk/CRKL (Garcia-Guzman et al., 1999;
Sakkab et al., 2000). Weitere Substrate sind Signaltransduktionsproteine wie
Phosphatidylinositol-3-OH Kinase (PI3K) (Graziani et al.,, 1993), signal
transducer and activator of transcription-3 (Stat3) (Boccaccio et al., 1998),
phospholipase C-y (PLC-y) (Ponzetto et al., 1996), Ras guanine nucleotide
exchange factor son-of-sevenless (SOS) (Graziani et al., 1993), Src Kinase
(Ponzetto et al., 1996) und SHP2 Phosphatase (Fixman et al., 1996). Die

1349

Mutation dieser Multisubstrat-Bindungsdomane hat gezeigt, dass Tyr und

Tyr'**® die Interaktion mit SHC, Src und Gab1 vermitteln. Fiir eine Interaktion mit
Grb2, PI3K, PLC-y und SHP2 ist Tyr'®**® ausreichend (Furge et al., 2000).

AuRerdem kann PI3K an Tyr'*'® gebunden werden. Tyr'%%

spielt bei der Bindung
von c-Cbl eine wichtige Rolle. Cbl bindet und ubiquitiniert den Met Rezeptor und
fuhrt zusammen mit dem Endophilin-CIN85 Komplex zur Internalisierung des
Rezeptors (Petrelli et al., 2002).

Aus sterischen Grunden konnen zwei Substrate nicht gleichzeitig an die
zweizahnige Bindungsstelle eines Molekuls anlagern (Stefan et al., 2001).

1349

Allerdings kann Gab1 an ein phosphoryliertes Tyr eines Molekils und Grb2

11
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1356 eines zweiten Molekils binden, wodurch es zu

an phosphoryliertes Tyr
Interaktionen zwischen Gab1 und Grb2 zwischen Met Dimeren oder Multimeren
kommen kann. Werden diese zweizahnige Bindungsstellen auf andere Rezeptor-
tyrosinkinasen transferiert, so werden zellulare Antworten beobachtet, die denen
von Met ahneln (Sachs et al., 1996).

Die Domane, die im zytoplasmatischen Teil unmittelbar nach der
Transmembrandomane lokalisiert ist, wirkt mit den Aminosauren Ser’”® und

1003 g1 negativer Regulator. Die Phosphorylierung von Ser®”® wird durch zwei

Tyr
Mechanismen kontrolliert: 1) durch Aktivierung von Protein Kinase C (PKC),
2) durch einen Anstieg des intrazellularen Calciumgehaltes, vermutlich durch

eine Ca®*/calmodulin-abhangige Kinase.

1.5 Regulation von cMet durch Oberflachenrezeptoren

Die Aktivitat von cMet kann durch Assoziation mit zellspezifischen
Oberflachenmolekilen beeinflusst werden (Bertotti and Comoglio, 2003). Integrin
06p4 und cMet konnen einen Komplex in der Zellmembran von Karzinomzellen
bilden. Die Aktivierung von cMet durch HGF flhrt dann zur Phosphorylierung des
zytoplasmatischen Teiles von a6B4 und bewirkt die Bildung einer ,Plattform* zur
Rekrutierung von Shc und PI3K. Somit verhalt sich o634 als Adaptorprotein fir
cMet (Trusolino et al., 2001).

Ahnlich wie a6p4 bildet auch Plexin B1 einen supramolekularen Komplex auf
der Zelloberflache mit cMet. Ungleich o6p4 agiert Plexin B1 als HGF-
unabhangiger Primer der Met Aktivierung. Die Expression von cMet, Plexin B1,
sowie dem Plexinliganden Semaphorin 4D (Sema4D), resultiert in der Aktivierung
von cMet und in zelluldaren Antworten, die den durch HGF induzierten sehr
ahneln. Werden Zellen mit HGF und Sema4D behandelt, kommt es zu einer
Kooperation (Giordano et al., 2002).

Met kann auch mit Isoformen von CD44 interagieren (Orian-Rousseau et al.,

2002). Auf diese Interaktion wird in Kapitel 2.12.2 der Einleitung eingegangen.
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1.6 Met und HGF in Krebs

Die Fehlregulation der HGF-induzierten Signaltransduktion durch Met ist Ursache
vieler Krebserkrankungen. Murine und humane Zelllinien, die Met oder HGF
uberexprimieren, sind tumorigen in Nacktmausen (Rong et al., 1994).
Entsprechend fuhrte die Verringerung der Met oder HGF Expression zu einer
Verringerung des tumorigenen Potentials (Abounader et al., 2002). AulRerdem
konnte anhand von Tiermodellen, die Met oder seinen Liganden als Transgen
exprimieren, die Entwicklung verschiedener Tumorarten und deren
Metastasierung beobachtet werden (Takayama et al., 1997). Eine gestorte Met
Expression wurde in zahlreichen humanen und murinen Tumoren festgestellt.
Hierzu zahlen unter anderem Melanome, Rhabdomyosarcome, Hepatome und
Osteosarkome (Di Renzo et al., 1995a; Ferracini et al., 1995; Natali et al., 1993;
Prat et al., 1991; Rong et al., 1993), sowie Karzinome des Gastro-
Intestinaltraktes (Di Renzo et al., 1995a; Di Renzo et al., 1995b; Kuniyasu et al.,
1992).

1.6.1 Met Aktivierung bei Krebs

Die Aktivierung von Met in Tumorzellen findet meistens durch liganden-
abhangige autokrine oder parakrine Mechanismen statt. Osteosarkome und
Glioblastome exprimieren sowohl Met als auch HGF. Viele Karzinome
exprimieren oder uUberexprimieren Met, der Ligand jedoch wird nicht von den
Tumorzellen produziert, sondern von Stromazellen. Eine liganden-unabhangige
Aktivierung wurde fur Zellen mit extrem hoher Met Expression beobachtet (Wang
et al., 2001). Andere Onkogene, wie z.B. aktiviertes Ras, kdénnen die
Uberexpression von Met durch transkriptionelle Mechanismen induzieren (Furge
et al., 2001; lvan et al., 1997).

In humanen Karzinomen des Magens nimmt das TPR-Met Rearrangement eine
bedeutungsvolle Rolle ein (Soman et al., 1991). Das onkogene Potential von Tpr-
Met wurde sowohl in Fibroblasten in vivo, als auch in transgenen Mausen
evaluiert, wo es zu Mammakarzinomen fuhrte (Liang et al., 1996; Rodrigues and
Park, 1993).

13
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1.7 Ron und seine Rolle bei Krebs

Die Rezeptortyrosinkinase Ron ist ebenfalls auf einer Vielzahl von Tumoren
exprimiert. Eine Uberdurchschnittlich hohe Expression (bis zu 20-fach héher) von
Ron wurde auf Mammakarzinomen gefunden. Hier wurde auch eine konstitutive
Phosphorylierung des Proteins an Tyrosinresten beobachtet. Aktivierung von
Ron in Brustkarzinomzellen, die in vitro kultiviert wurden, fihrte zu Proliferation,
Migration und Invasion. Demnach konnte Ron eine Rolle in der Progression von
humanen Brustkarzinomen hin zu einem invasiven-metastasierenden Phanotyp
spielen (Maggiora et al., 1998).

Eine verklirzte Ron mRNA wurde in der Lunge, dem Ovar und in Geweben des
Gastrointestinaltraktes sowie auf zahlreichen Tumoren gefunden. Hierzu zahlen
Ovarkarzinome, Pankreaskarzinome und Leukamien. Das Transkript kodiert fur
ein verkurztes Ron Protein (short-form Ron - sf-Ron). Ihm fehlt ein Grofteil des
extrazellularen Bereiches, die Transmembranregion und die zytoplasmatische
Region sind jedoch vollstandig enthalten. Sf-Ron zeigt Tyrosinkinase Aktivitat
und ist konstitutiv phosphoryliert. Epitheliale Zellen, die mit sf-Ron transfiziert
sind, weisen einen aggressiven Phanotyp auf: sie zeigen eine nicht-ephiteliale
Morphologie, kdbnnen keine Zellaggregate ausbilden, wachsen extrem schnell in
Zellkultur, sind im Wachstum unabhangig von Verankerung an Substrat und
werden motil (Bardella et al., 2004).

In humanen, erblich bedingten Nierenkarzinomen (human hereditary renal
carcinom - HPRC) kommen gehauft Keimbahnmutationen in cMet, und zwar
hauptséchlich in der Tyrosinkinase Doméne, vor (Schmidt et al., 1997). Ahnliche
Mutationen wurden in murines Ron (STK) eingebracht. Zellen, die diese Ron-
Mutanten, aber auch den Ron Wildtyp exprimierten, waren stark tumorigen in
vivo. Somit kann Ron als aullerst aggressives Onkogen fungieren, wenn es zu
Uberexpression oder Aktivierung durch Mutation kommt (Peace et al., 2001). In
einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass Ron und Met in mehr als der
Halfte der untersuchten humanen Ovarkarzinome Uberexprimiert wurden und in
42% der untersuchten Falle ko-exprimiert wurden. Motilitat und Invasivitat von
Ovarkarzinomzellen, die Met und Ron ko-exprimieren, wurden durch HGF und in

einem geringeren Ausmall von MSP ausgeldst. Somit kann die Ko-Expression
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von Met und Ron die Progression von Ovarkarzinomen begunstigen (Maggiora et
al., 2003).

1.8 Met, Ron, HGF und MSP in vivo

Um die Funktion von Proteinen im lebenden Organismus zu analysieren, werden
Proteine in einem geeigneten Modellorgansimus, vorwiegend in Mausen,
ausgeschaltet. MSP knock-out Mause  zeigen einen normalen
Entwicklungsverlauf, sie sind fruchtbar und erreichen das Erwachsenenalter. Sie
zeigen lediglich Veranderungen in der Leber aufgrund lipidhaltiger Vakuolen in
Hepatozyten, die jedoch zu keiner offenkundigen Stérung der Leberfunktion
fuhren. Die Hematopoiese scheint nicht betroffen, obwohl die Aktivierung der
Makrophagen in Abwesenheit von MSP verzogert ist. Aulerdem wurde eine
normale Wundheilung beobachtet. Generell scheint MSP nicht notwendig fur die
Embryogenese, Fruchtbarkeit oder Geweberegeneration zu sein (Bezerra et al.,
1998). Mause, bei denen das STK-Gen, das Maus-Homolog von Ron, deletiert
wurde, zeigten ebenfalls einen normalen Entwicklungsverlauf (Correll et al.,
1997).

HGF und Met knock-out Mause sind dagegen nicht lebensfahig. Die Tiere
sterben wahrend der Embryonalentwicklung, was fir eine auf3erst wichtige Rolle
von HGF und Met spricht. Beide Molekule Gben eine kausale Funktion bei der
Ausbildung von Skelettmuskeln aus Vorlauferzellen aus. Das Ausschalten dieser
Gene fuhrt zum Verlust ganzer Muskelgruppen, die aus diesen Vorlauferzellen
entstehen. Wandernde Muskelvorlauferzellen (myogenic cells) entstehen durch
epitheliale-mesenchymale Transition aus dem Dermomyotom. Diese Zellen
wurden in HGF und Met knock-out Mausen nicht beobachtet. Umgekehrt flhrte
die Behandlung im HUhnerembryo an Stellen, die normalerweise keine HGF
Expression aufweisen, mit HGF zu epithelialer-mesenchymaler Transition und
zum Auswandern der dermomyotomalen Zellen (Bladt et al., 1995; Brand-Saberi
et al., 1996).

Die Deletion des HGF sowie des Met Gens fuhrt auch zu einem Phanotyp in der
Leber und in der Plazenta, sowie im Nervensystem. Die Tiere weisen eine

deutlich verkleinerte Leber auf, weil Met-negative embryonale Leber-
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Stammzellen nicht zur Entwicklung der Leber beitragen. Bei Met-defizienten
Embryos kommt es aufgrund des Plazentadefektes zu einer schlechten
Versorgung des Embryos mit Sauerstoff und Nahrstoffen (Bladt et al., 1995;
Schmidt et al., 1995; Uehara et al, 1995). Letztendlich fuhrt diese
Unterversorgung zum Tod der HGF- bzw. Met-defizienten Embryos in utero.
Sowohl HGF als auch Met tragen zur Entwicklung des Nervensystems bei. HGF
bzw. Met knock-out Mause zeigen namlich auch Anomalien in den motorischen
Neuronen, die die Gliedmalien versorgen (Ebens et al., 1996). Jedoch ist eine
weitere Interpretation der funktionellen Konsequenzen im Nervensystem sehr
schwierig, da in der zweiten Entwicklungshalfte der Embryonalentwicklung eine
normale Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen des Embryos aufgrund der
plazentalen Malformierung nicht mehr gewahrleistet ist und dies unweigerlich
eine Auswirkung auf Nervenzellen hat. Die embryonale Letalitdt durch Deletion
des HGF bzw. Met Gens macht es unmdoglich, die Rolle dieser Molekule im
adulten Organismus zu untersuchen (Birchmeier and Gherardi, 1998).

Obwohl HGF und MSP sowie Met und Ron zu den gleichen Familien zahlen und
gleiche biologische Funktionen in vitro ausuben, scheinen sie unterschiedliche

Funktionen im Organismus zu erflllen.

2. CD44

FUr zahlreiche biologische Prozesse, wie Wachstum, Differenzierung, Migration
und Metastasierung spielen Zell-Zell- bzw. Zell-Matrix-Interaktionen eine
entscheidende Rolle. Moleklle, die an diesen Prozessen beteiligt sind, sind
Vertreter der CD44 Familie. Dabei handelt es sich um eine Familie von
Typl-Transmembranglykoproteinen, die auf einer Vielzahl von Zellen
vorkommen, die sowohl epithelialen, als auch mesenchymalen oder
hamatopoietischen Ursprungs sein konnen.

CD44 wurde erstmals durch einen monoklonalen Antikérper auf
hamatopoietischen Zellen nachgewiesen (Dalchau et al., 1980). Spater wurden

andere Formen, mit einem variierenden scheinbaren Molekulargewicht von
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80-200 kDa, auf zahlreichen anderen Zelltypen nachgewiesen. CD44 ist auch
unter den Bezeichnungen phagozytotisches Glycoprotein 1 (Pgp-1) (Hughes et
al., 1983) extrazellularer Matrixrezeptor Il (ECMR-II) (Carter and Wayner, 1988),
HUTCH-1 (Gallatin et al., 1989), HCAM (Goldstein et al., 1989) und Hermes
Antigen (Jalkanen and Jalkanen, 1992) bekannt.

2.1 Struktur des CD44 Gens

CD44 Proteine werden durch ein einziges, evolutionar konserviertes Gen kodiert,
das beim Mensch auf Chromosom 11p13 (Goodfellow et al., 1982), bei der Maus
auf Chromosom 2 (Colombatti et al., 1982) liegt. Die enormen Unterschiede im
scheinbaren  Molekulargewicht entstehen durch zwei unterschiedliche
Mechanismen. Zum einen durch alternatives Spleilen von zehn varianten Exons
im extrazellularen Bereich (Abb. 2), zum anderen durch post-translationale
Modifikationen (Naor et al., 2002) .

Die mRNA von CD44 wird durch 20 Exons kodiert (Screaton et al., 1992; Tolg et
al., 1993). Davon werden 10 Exons fur alle CD44-Proteine verwendet (konstante
Exons). Exon 1 bis 5 und Exon 16 und 17 kodieren fur den konstanten
extrazellularen Bereich, Exon 18 fur die hydrophobe Transmembrandoméane und
Exon 19 und 20 far den zytoplasmatischen Teil. Die Expression von Exon 6 bis
15 (auch als v1-v10 bezeichnet) ist durch alternatives Spleil’en reguliert (Abb. 2).
Ebenfalls durch alternatives Spleillen der Exons 18 und 19 entsteht entweder
eine kurze Form (drei AS) oder eine lange Version (70 AS) des zyto-
plasmatischen Endes. Allerdings ist das Vorkommen der kurzen Form auferst
selten und seine physiologische Bedeutung unklar (Goldstein and Butcher, 1990;
Screaton et al., 1992). CD44 Isoformen, die Exon v1 enthalten, findet man beim
Menschen nicht, da das humane Exon v1 ein Stopcodon enthalt (Screaton et al.,
1993; Tolg et al., 1993).

2.2 Struktur der CD44 Proteine

Es wurden mindestens 20 unterschiedliche Transkripte von CD44 nachgewiesen
(Herrlich et al., 1993). Zu den bisher charakterisierten Proteinen zahlt CD44E
(CD44 v8-v10), eine epitheliale Isoform (Stamenkovic et al., 1991), die
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hamatopoietische Form CD44s (standard), und CD44 v3-v10, eine 230 kDa
schwere Isoform, die auf Keratinozyten vorkommt (Hofmann et al., 1991). Die am
haufigsten vorkommende, kleinste Isoform von CD44 mit einem scheinbaren
Molekulargewicht von 85 kDa ist CD44s. Diese enthalt keine durch variante
Exons kodierte Sequenzen. Sie besteht aus einer 270 AS groRRen extrazellularen
Doméne, einer 23 AS umfassenden Transmembrandomane und einer

intrazellularen Domane aus 70 AS (Brown et al., 1991; Stamenkovic et al., 1989).

LP v6 Epitop ™

' | ,

1 2 3 4 5 v1v2v3v4 v5 v6 v7Iv8 vOvi0151617 181920
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OO RAA 0 com
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Exonstruktur von CD44 sowie der
varianten Isoformen CD44s und CD44 v6. Die Exons werden durch Rechtecke
dargestellt, die Introns durch Linien. Exon 1-5 und 15-19 kodieren fur den
konstanten Bereich. Die variable extrazellulare Region wird von Exons 6-15, hier
als v1-v10 bezeichnet, kodiert. Exon 1 kodiert fur das Leader Peptid (LP),
Exon 18 fur die Transmembrandomane und Exon 19 und 20 fur den
zytoplasmatischen Teil von CD44. Die Standardform CD44s enthalt keine
varianten Exons, die variante Isoform CD44 v6 enthalt das variante Exon v6.

2.3 Die extrazellulare Domane

Die extrazelluldare Region wird in eine aminoterminale, eine variable, sog.
Stammregion, und eine membran-nahe Domane unterteilt.

Die ersten funf (konstanten) Exons kodieren fur eine globulare Protein-Domane
(Goldstein et al., 1989). An der Ausbildung dieser globularen Domane sind
Disulfidbricken zwischen vier Cysteinen beteiligt (Day and Sheehan, 2001).

Insgesamt befinden sich in der aminoterminalen Region sechs Cysteine, die,
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aulder in der Ratte (hier kommen nur funf vor), konserviert sind (Gunthert et al.,
1991). Die beiden anderen Cysteine werden fur eine korrekte Faltung und fir
Bindung von Hyaluronsaure benétigt (Banerji et al., 1998).

Die aminoterminale Domane enthalt die sog. Link-Doméane, die fur die Bindung
von Hyaluronsaure bendtigt wird. Es handelt sich dabei um eine Folge von
90 AS, die eine zu 80-90% konservierte Sequenz zwischen den Saugerspezies
aufweist und Ahnlichkeit mit Domanen des ,cartilage link protein“ und des
.proteoglycan core protein“ hat (Deak et al., 1986; Doege et al., 1986; Neame et
al., 1986; Stamenkovic et al., 1989). Die extrazellulare Domane von CD44 wird
durch Glykosylierung modifiziert, die zelltyp-abhangig ist. Eine Region, die Serin-
und Threonin-Cluster sowie saure Aminosauren und Proline im Bereich der
membran-nahen Domane enthalt, wird durch O-Glykosylierungen modifiziert, vier
Ser-Gly Motive konnen durch Glucosaminoglycane modifiziert werden, von
denen nur eine einzige Bindungsstelle in einem von Exon 5 kodierten Bereich
verwendet wird. Hier kommt es hauptsachlich zu Bindung von Chondroitinsulfat
(Goodfellow et al., 1982; Greenfield et al., 1999).

2.4 Die Stammregion

Die aminoterminale Region wird von der Transmembrandomane durch eine
Stammregion getrennt, welche eine Sequenz zur proteolytischen Spaltung
enthalt (Bazil and Strominger, 1994; Campanero et al., 1991; Katoh et al., 1994).
Die Stammregion umfasst bei CD44s lediglich 46 Aminosauren, wird aber bei
den varianten Isoformen um die varianten Exons erweitert. Diese kann auf bis zu
381 Aminosauren (humanes CD44 v2-v10), bzw. 423 Aminosauren (murines
CD44 v1-v10) vergroRert werden. Die variable Region wird zwischen den AS 202
und 203 eingebaut. Der Einbau solcher varianten Exons hangt unter anderem
von mitogenen Signalen ab, die das alternative Splei3en regulieren. Bereiche,
die durch variante Exons kodiert werden, enthalten zahlreiche Stellen fur N- und
O-Glykosylierungen und Modifikationen durch Glukosaminoglykane, z.B. ist die
Modifikation durch N- und O-Glykosylierung von CD44E (CD44v8-v10) moglich

(Brown et al., 1991). Isoformen, die von Exon v3 kodierte Sequenzen enthalten,
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konnen durch Heparinsulfat (HS) und Chondroitinsulfat modifiziert werden
(Bennett et al., 1995).

2.5 Die Transmembrandomane und die zytoplasmatische Region

Die Transmembrandomane von CD44 setzt sich aus 23 hydrophoben
Aminosauren zusammen. Sie ist zwischen Mensch, Ratte und Maus identisch.
Darin enthalten ist ein Cystein (Cys®®), das an der Ausbildung von
Disulfidbricken zwischen einzelnen CD44 Molekullen beteiligt ist und somit zur
Clusterbildung beitragen kann (Liu and Sy, 1996). Post-translationale
Modifikation der Transmembrandomane entsteht durch Palmytoylierung, die der
Interaktion von CD44 mit dem Partnerprotein Ankyrin dient (Bourguignon et al.,
1991; Lokeshwar et al., 1994).

Der zytoplasmatische Teil spielt fur die Signalweiterleitung und die Organisation
des Zytoskeletts eine essentielle Rolle. Er umfal3t 70 AS, die zu Uber 83%
zwischen Mensch, Ratte und Maus konserviert sind (Isacke, 1994; Sheikh et al.,
1998) zu denen vier Serine (Ser®®', Ser’'®, Ser*®® und Ser**®) zahlen. Durch
Mutation dieser Aminosauren, einzeln oder in Kombination, wurde gezeigt, dass
Ser’® und Ser*”® in vivo phosphoryliert werden koénnen, wobei die
Phosphorylierung an Ser*?® iiberwiegt. Die Mutation dieser AS verhinderte CD44
abhangige Zellmigration. Die Hyaluronsaurebindung wurde durch diese Mutation
allerdings nicht beeintrachtigt (Peck and Isacke, 1998). Ser®®! wird durch Protein
Kinase C (PKC) in vitro phosphoryliert. Nach Aktivierung von Proteinkinase C

(PKC) kommt es zu einer Dephosphorylierung von Ser*®

1

und Phosphorylierung
von Ser®'. Die Phosphorylierung von Ser®’ reguliert die Interaktion von CD44

mit Ezrin, einem Aktin-assoziierten Protein (Legg et al., 2002).

2.6 Expression von CD44

CD44s wird praktisch ubiquitdar im adulten und embryonalen Organismus
exprimiert. Hierzu zahlen beispielsweise alle hamatopoetischen Zellen,
Endothelzellen, Keratinozyten, Chondrozyten, sowie teilweise auch Neuralzellen
(Dalchau et al., 1980; Nottenburg et al., 1989; Picker et al., 1989; Stamenkovic et
al., 1989; Zhou et al.,, 1989). Hingegen kommen die CD44-Varianten nur auf
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wenigen Zelltypen vor, wie z.B. aktivierten Immunzellen, sowie Monozyten und
dentritischen Zellen (Arch et al., 1992; Lesley et al., 1993), proliferierenden
Epithelzellen (Stamenkovic et al., 1991) und Keratinozyten (Picker et al., 1989;
Stamenkovic et al.,, 1991). Verstarkt werden CD44 Varianten auf
metastasierenden Tumorzellen exprimiert. Eine I6sliche Form von CD44 wurde in
Serum und Synovialflissigkeit detektiert (Dalchau et al., 1980; Fraser et al.,
1983).

2.7 Extrazellulare Liganden von CD44

Hyaluronsaure (HA), ein Bestandteil der extrazellularen Matrix, ist der am besten
charakterisierte extrazellulare Ligand von CD44 (Aruffo et al., 1990). Es handelt
sich dabei um ein hydrophiles, lineares Polysaccharid, das ein scheinbares
Molekulargewicht von bis zu 10000 kDa aufweist. Das Molekul setzt sich aus sich
wiederholenden Einheiten von D-Glucuronsaure (1-B-3) und N-Acetyl-D-
glucosamin (1-3-4) zusammen.

HA wird bevorzugt an der N-terminalen Link-Protein Domane von CD44
gebunden (He et al., 1992). Allerdings ist auch eine Bindung von HA nahe der
Transmembrandomane mdglich (Peach et al., 1993). Die Bindung von HA an die
extrazellulare Domane von CD44 kann uber ein C(X7)B-Motiv stattfinden
(B reprasentiert eine der basische Aminosaure Arg oder Lys und X; eine
beliebige Abfolge von AS) (Yang et al., 1994). CD44 fungiert demnach uber eine
Kombination der Link-Domane und einer Folge positiv geladener AS als HA
Rezeptor (Yang et al., 1994).

Die Bindung von HA an CD44 ist ein prazise regulierter Prozess. Obwohl alle
CD44 Isoformen eine konservierte aminoterminale Domane, die den Bereich zur
Bindung von HA enthalt, tragen, wird HA nicht immer konstitutiv gebunden.
Insgesamt wurden drei Mdglichkeiten der Bindung von HA an CD44 beschrieben
(Lesley et al., 1992): 1) eine konstitutive Bindung: Expression von CD44 auf der
Zelloberflache ermdglicht HA-Bindung, 2) induzierbare Bindung: trotz der
Prasenz von CD44 kdénnen die Zellen HA erst nach Behandlung mit CD44

spezifischen Antikdrpern, Zytokinen oder Reagenzien wie Phorbolester binden,
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3) nicht-bindend: trotz Prasenz von CD44 kommt es unter keiner Bedingung zur
Bindung von HA.

Unterschiede der einzelnen CD44 Isoformen bezlglich ihres Bindungsverhaltens
fur HA wurden beobachtet. CD44 v4-v7 zeigte eine hohere Bindungsaffinitat als
CD44s (Sleeman et al., 1997; Sleeman et al., 1996), was fur eine Regulierung
der Spezifitat zur Bindung von HA durch alternatives Spleif3en sprach (Sleeman
et al., 1997). Am wahrscheinlichsten aber scheinen Unterschiede im
Bindungsverhalten hervorgerufen durch verschiedene Arten und die Starke der
Glykosylierung. Durch Behandlung mit Neuraminidase wurde herausgefunden,
dass Sialylierung von CD44 auf Monozyten die HA Bindung verhindert (Katoh et
al., 1995).

CD44 Gbernimmt bei der Internalisierung und beim Abbau von HA eine wichtige
Funktion. So konnte gezeigt werden, dass Rinder-Chondrozyten, menschliche
Alveolarmacrophagen und transformierte Maus-Fibroblasten markierte HA in
Abhangigkeit von CD44 binden und internalisieren (Culty et al., 1992; Hua et al.,
1993). Allerdings ist CD44 nicht in der Lage HA zu degradieren (Culty et al.,
1992; Culty et al., 1994).

2.8 Intrazellulare Bindungsproteine an CD44

Zu den Proteinen, die an den zytoplasmatischen Bereich von CD44 binden,
zahlen Ankyrin, Merlin und Mitglieder der ERM-Familie (Ezrin, Radixin und
Moesin). Ankyrin wird in einem Bereich zwischen Asn*** und Leu®'®
AS 305-319) gebunden (Lokeshwar et al., 1994).

Die Interaktion des zytoplasmatischen Endes von CD44 mit dem N-terminalen

(in der Maus

Ende der ERM Proteine wurde durch Prazipitationsexperimente in BHK Zellen
(Tsukita et al., 1994) und in vitro Studien (Hirao et al., 1996) gezeigt. Sie dient
der Regulation der Zellmigration. Sowohl Mitglieder der ERM-Familie als auch
Ankyrin dienen als ,Verbindung“ der Zellmembran mit dem Zytoskelett (Tsukita et
al., 1994). Wahrend die ERM Proteine eher tumorpromovierend sind, gibt es ein
Tumorsuppressorprotein, Merlin, das eine Ahnlichkeit zu den ERM Proteinen
zeigt. Das Protein Ezrin ist mit Merlin zu 46% identisch. Die grof3te Homologie ist

im N-terminalen Bereich vorhanden, der fir die Bindung an die
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Transmembranproteine bendtigt wird. Der C-Terminus, der in Ezrin zur
Assoziation mit dem Zytoskelett verwendet wird, divergiert in Merlin und hat
keine Zytoskelett-Bindungsaktivitat. Interessanterweise sind unter Konditionen, in
denen Merlin aktiv ist, die ERM Proteine nicht aktiv. Bei hoher Zelldichte liegt
Merlin im aktivierten, dephosphorylierten Zustand vor (Morrison et al., 2001). Die
Zellen unterliegen dann einem Proliferationsstop und vermitteln damit
Kontaktinhibition. Fur diese wachstumshemmende Funktion bindet Merlin an
CD44. In Merlin-defizienten Zellen fallt daher Kontaktinhibition aus. Die
Uberexpression des zytoplasmatischen Teils von CD44 und damit die
Sequestrierung von Merlin flUhrte zu einer Inhibierung der Wirkung als

Tumorsuppressor (Morrison et al., 2001).

2.9 Funktionen von CD44
CD44 Proteine spielen eine wichtige Rolle in der Organentwicklung, der
Entwicklung und Funktion des Immunsystems und Hamatopoiese, sowie in der

Tumorbildung.

2.9.1 CD44 und Entzindungsreaktionen

In Entzindungsreaktionen spielen CD44 sowie der Ligand HA auf verschiedene
Weise eine kausale Rolle (Pure and Cuff, 2001). Wahrend
Entzindungsprozessen exprimieren Leukozyten und Parenchymzellen verstarkt
CD44 (Foster et al., 1998). Der Verlust von CD44 scheint ein Hauptkriterium zu
sein um CD44- und HA-abhangige Zell-Matrix Interaktionen an den
Entzindungsstellen zu vermeiden. Ein Antikérper, der die Bindung von HA an
CD44 hemmt, fihrte zu einer Abnahme der Entziindungssymptome, ein
Antikorper, der die Bindung von HA an CD44 verstarkt, zu einer
Verschlechterung der Symptomatik (Mikecz et al., 1999).

In einem Modell fur Multiple Sklerose und allergische Encephalomyelitis in der
Maus, haben CD44 Antikorper bewirkt, dass T-Zellen die Blut-Hirn Schranke
nicht passieren und somit keine Lasionen im Gehirn verursachen kénnen (Brocke
et al., 1999).
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CD44 Antikorper konnten aullerdem in der Maus entzindliche Darm-
erkrankungen (bowel disease) (Camp et al., 1993), Hautentzindungen (Camp et
al., 1993) und IL-2-induziertes Vascular Leak Syndrome (VLS) (Rafi-Janajreh et
al., 1999) inhibieren.

Expression von HA in kultivierten Endothelzellen und primaren
Endothezellkulturen ist nach Behandlung mit TNF-o, IL-1p oder dem
Lipopolysaccharid aus Bakterien deutlich erhdht. Diese Induktion scheint auf
Endothelzellen begrenzt zu sein, die von mikrovaskularen und nicht von

grolieren Gefallen stammen (Mohamadzadeh et al., 1998).

2.9.2 CD44 in der Hamatopoiese

In Langzeitknochenmarkkulturen (Long Term Bone Marrow Culture - LTBMCs)
zum Studium der Prozesse wahrend der Hamatopoiese fiuhrten einige CD44
Antikorper zur einer Inhibierung der Hamatopoiese (Khaldoyanidi et al., 1996;
Miyake et al., 1990), andere zu einer Steigerung (Ghaffari et al., 1997;
Khaldoyanidi et al., 1996; Rossbach et al., 1996). Monoklonale Antikdrper gegen
CD44 v4 und CD44 v6 stimulierten die Myelopoiese, Antikérper gegen CD44 v6
aullerdem auch die Lymphopoiese. Beide Antikorper forderten die Produktion
von Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF), der CD44 v6
Antikoérper auch die Produktion von Interleukin-6 (IL-6). Man nimmt an, dass die
Bindung der Antikérper an CD44 Isoformen mit CD44 v4 und CD44 v6 Epitopen
vermutlich Ligandenbindung nachahmen und dadurch die Produktion von
GM-CSF oder IL-6 stimulieren (Khaldoyanidi et al., 2002).

2.9.3 CD44 als Homingrezeptor

Ein weiterer Prozess, an dem CD44 Proteine beteiligt sind, ist das Lymphozyten
Homing, dem Vorgang der Ruckkehr von Lymphozyten aus der Blutbahn in die
lymphatischen Organe (Shimizu and Shaw, 1991; Zdller, 1996). CD44 fungiert
als Homingrezeptor fur wandernde Thymus-Vorlauferzellen. CD44" Zellen des
Knochenmarks, die mit Antikdrpern behandelt wurde, konnten sich nicht mehr im
Thymus von bestrahlten Mausen ansiedeln (O'Neill, 1989). Dagegen war die

Wanderung von Lymphozyten in Lymphknoten und in andere Organe nicht
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betroffen (Camp et al., 1993). Eine Beteiligung am Homing zeigte auch die
Verwendung des CD44 Antikdrpers Hermes-1, der die Anheftung humaner
Lymphozyten an Venolen mit hohem Endothel (high endothelial venules - HEV),
beeinflusst (Jalkanen et al., 1986). MEL-14, ein spezifischer Antikorper gegen
Rezeptoren des Lymphozyten Homings, zeigte eine Kreuzreaktion mit CD44
(Jalkanen et al., 1987). Allerdings wurde durch die Klonierung des Gens, das fir
das MEL-14 Protein kodiert, nicht CD44, sondern L-Selectin als Lymphozyten
Homing Rezeptor identifiziert (Lasky et al., 1989; Siegelman et al., 1989).
Trotzdem ist CD44 beim Lymphozytenhoming beteiligt, wenn auch nicht als
Homing Rezeptor.

Aulerdem ist CD44 in der Extravasation von Lymphozyten involviert. Dies
geschieht durch ,Lymphocyte Rolling“, einem Vorgang bei den Lymphozyten auf
der Oberflache von Endothelzellen in Lymphbahnen entlang wandern. Das
Rolling konnte durch Behandlung mit CD44 spezifischen Antikdrpern, aber auch
durch HA verhindert werden (DeGrendele et al., 1996).

Eine Glykoform von CD44 fungiert auf hematopoietischen Zellen als Ligand flr
L-Selectin (Dimitroff et al., 2000) und fur E-Selectin (Dimitroff et al., 2001).
In humanen hematopoietischen Vorlauferzellen wurde E-Selectin an N-Glykosy-
lierungen von CD44s gebunden, wahrend in einer Colonkarzinomzelllinie die
relevante Interaktion an O-Glykosylierungen von CD44 Variantenproteinen
stattfand (Hanley et al., 2005) .

2.9.4 CD44 in der Embryonalentwicklung

Da Adhasionsrezeptoren unentbehrlich fir die Bildung von Zellverbanden
wahrend der Embryonalentwicklung sind, ging man davon aus, dass CD44 auch
hier eine tragende Funktion ausibt. CD44 Proteine uUbernehmen wichtige
Aufgaben bei der Entwicklung der Extremitaten. Isoformen, die CD44 v3
enthalten, werden bendtigt um den Mesenchymzellen die Wachstumsfaktor
FGF-8 und FGF-4 zu prasentieren um somit deren Proliferation zu induzieren
(Sherman et al., 1998). Die CD44 Isoformen sind zeitlich und rdumlich mit FGF-8
und FGF-4 in den Randleistenzellen ko-lokalisiert. Sie binden die FGFs in

Abhangigkeit von Heparinsulfat Modifikationen. In einem Transplantations-
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experiment wurden die Randleistenzellen entfernt, mit CD44 spezifischen
Antikérpern behandelt und wieder an der Entnahmestelle eingepflanzt. Durch die
Behandlung mit CD44 Antikérpern wurde die Knospung/weitere Entwicklung der
Extremitat verhindert. CD44s wird auf Mesenchymzellen der Extremitaten der
Ratte wahrend der frihen Extremitatenentwicklung exprimiert. Die Funktion von
CD44s konnte in der Adhasion von HA innerhalb des Mesenchyms oder aber in
der Degradierung von HA bestehen.

Desweiteren sind CD44 Proteine in der Migration unreifer T-Zellen und deren
Reifung im Thymus beteiligt. Wahrend der Entwicklung des Thymus koénnen sich
nur fotale Leberzellen (FL-Zellen), die CD44 exprimieren und adulte Zellen des
Knochenmarks im fétalen Thymusstroma ansiedeln und zu reifen T-Zellen
entwickeln (Kawakami et al., 1999).

CD44s wurde sowohl auf Epithelzellen des Thymus als auch auf Thymozyten
8 Wochen nach Beginn der Embryonalentwicklung detektiert. Zellen, die v4, v6
und v9 CD44 Isoformen exprimieren, treten spater in der Embryonalentwicklung
auf (10 Wochen nach Befruchtung). Antikorper gegen diese Isoformen
verhinderten die Entwicklung der Thymozyten in fotalen Organkulturen (Mackay
et al., 1994; Terpe et al., 1994).

2.10 CD44 im intakten Organismus

Die Vielseitigkeit der Funktionen, die CD44 Molekule Ubernehmen, liel3
drastische Folgen bei der Deletion des CD44 Gens vermuten. In vivo Studien
wurden anhand von Keimbahndeletionen unterschiedlicher Regionen des CD44
Gens (Camenisch et al., 2000; Protin et al., 1999; Schmits et al., 1997; Wittig et
al., 2000) oder anhand transgener Expression von antisense RNA durchgefuhrt
(Kaya et al., 1997; Kaya et al., 1999).

2.10.1 CD44 knock-out Mause

CD44 knock-out Mause wurden durch Deletion des 3’'Endes von Exon 2 und des
gesamten Exon 3 des CD44 Gens und durch Einbau einer Neomycinkassette
erzeugt. Erstaunlich war der Befund, dass diese Mause lebensfahig waren und

einen normalen Entwicklungsverlauf zeigten. Sie wiesen lediglich einen relativ
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geringfugigen Phanotyp auf, der sich vor allem auf die Entwicklung des
hamatopoietischen Systems beschrankt, sowie Homing oder Migration von
Lymphozyten zu Lymphknoten oder Thymus und Ansiedlung im Knochenmark
(Schmits et al., 1997).

Eine weitere knock-out Maus wurde durch Einbringen einer lacZ/neo Kassette in
die fur das Leaderpeptid kodierenden Sequenzen erzeugt. Auch diese Mause
entwickelten sich normal ohne einen bemerkenswerten Phanotyp. Nur CD44-
defiziente Lymphozyten waren in ihrer Immigration in den adulten Thymus
beeintrachtigt, obwohl die Entwicklung der Lymphozyten anscheinend nicht
betroffen ist (Protin et al., 1999).

Interessanterweise Uberleben aktivierte T-Zellen langer in knock-out Tieren als
im Wildtyp (Chen et al., 2001). Dadurch kommt es zu einer Hepatitisresistenz, die
sich durch eine mdgliche Rolle von CD44 in der pro-apoptotischen
Signalibermittlung erklaren |alkt. Dies wurde auch mit der Beobachtung
einhergehen, dass CD44 SpleiRvarianten in T-Zellen von Fas-defizienten
Mausen erhoht sind, nachdem sie mit Listeria monocytogenes infiziert wurden
(Fuse et al., 1997).

Die Infektion mit Cryptosporidium parvum flhrte zu einer verstarkten
Granulombildung in knock-out Tieren, was auf Defizite der T-Zell Funktion
schlieen lasst (Schmits et al., 1997).

In einer anderen Studie hatte die intratracheale Gabe von Bleomycin eine
erhdhte Ansammlung von apoptotischen Neutrophilen und HA Fragmenten in
knock-out Tieren zur Folge (Teder et al., 2002). Durch Injektion von CD44-
positiven Leukozyten konnte der Tod der Tiere vermieden werden, was fur eine

Beteiligung von CD44 in anti-inflammatorischen Prozessen spricht.

2.10.2 Selektive Suppression von CD44 in Keratinozyten

Widerspruchliche Resultate zu denen mit CD44 knock-out Mausen lieferten
Mause, die durch Expression von antisense CD44 cDNA unter der Kontrolle
eines Keratin-5-Promotors, der ab Stadium E11.5 der Embryonalentwicklung

aktiv ist, erhalten wurden (Kaya et al., 1997). Entgegen den knock-out Tieren, die
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sich normal entwickelten, war in diesen Mausen die Haut verdickt und bruchig.
Auch wiesen die ,Keratinozytenmause“ eine verzogerte Wundheilung und
Defizite in der Haarentwicklung auf. AuRerdem kam es zu einer extrem
verstarkten Ansammlung von HA in der superfiziellen Dermis und im cornealen
Stroma. Nach Behandlung mit karzinogenen Substanzen blieb eine Hyperplasie

der Epidermis aus, wie sie in normalen Mausen beobachtet wird.

Diese widerspruchlichen Resultate zwischen den knock-out und ,Keratinozyten®-
Mausen legen die Vermutung nahe, dass der Verlust von CD44 wahrend der
frihen und spaten Embryogenese unterschiedliche Konsequenzen hat. Eine
Erklarung dafiir kdnnte die Ubernahme der Funktionen von CD44 durch ein oder
mehrere Kompensationsmolekule in der frihen Embryogenese sein, bevor die
wichtigsten Differenzierungsvorgange stattgefunden haben, wahrend in spateren
Stadien (wenn der Keratin-5-Promotor aktiv wird, siehe oben) eine Kompensation
nicht mehr mdglich ist. Zu diesem Schluss fihrte auch eine Studie Uber die
Extremitatenentwicklung in CD44 knock-out Mausen: hier wurde gezeigt, dass
mesenchymale Zellen der Extremitatenknospen von Wildtyp-Tieren heparin-
sulfatmodifiziertes CD44 und FGF zur Proliferation bendtigen, dagegen
proliferierten mesenchymale Zellen der Tiere auf Behandlung mit FGF alleine
(Ponta et al., 2003).

2.11 CD44 und seine Rolle in der Tumorigenese

Isoformen von CD44, vor allem variante, nehmen bei der Krebsentwicklung eine
bedeutende Stellung ein. Der Nachweis, dass die CD44 v4-v7 Isoform fur die
Metastasierung in Pankreastumoren der Ratte wichtig ist (Gunthert et al., 1991),
fuhrte zu zahlreichen Studien, in denen CD44 und seine Spleilvarianten als
diagnostischer und prognostischer Parameter flr Tumore untersucht wurde. Eine
verstarkte CD44 v6 Expression in colorektalen Tumoren ging mit einer erhdhten
Tumorprogression bzw. einem bereits fortgeschrittenen Tumorstadium und
Metastasierung einher (Heider et al., 1993; Mulder et al., 1994; Tanabe et al.,
1995; Wielenga et al., 1993). Eine Expression von CD44 Isoformen auf

Cervixkarzinomen, die v7, v8 und vor allem v6 enthalten, ist mit einer deutlich
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schlechteren Prognose assoziiert (Kainz et al., 1995). Variante Formen von
CD44 eignen sich bei vielen Krebsarten, wie z.B. Darmkrebs, Brustkrebs und
Melanomen als diagnostische und prognostische Marker (Kaufmann et al., 1995;
Simon et al., 1996; Wielenga et al., 1993).

Allerdings kann auch CD44s in Tumorwachstum involviert sein. Eine Burkitt
Lymphom Zelllinie, die keine CD44 Isoformen exprimierte, flUhrte nicht zur
Metastasierung in immunodefizienten Mausen, im Gegensatz zu Zellen, die
CD44s exprimierten (Sy et al., 1991). Wurden diese Zellen mit anderen CD44
Varianten transfiziert (z.B CD44 v8-v10), nahm die Fahigkeit Tumore zu bilden
ab (Sy et al., 1991; Sy et al., 1992). Expression von CD44s in humanen Non-
Hodgkin’s Lymphomen ist mit einer schlechten Prognose assoziiert (Pals et al.,
1997). In CD44-negativen Melanom Zelllinien fuhrte die Transfektion von CD44s
zu Tumorwachstum nach subkutaner Injektion in Mause, jedoch nicht die
Transfektion von CD44 v8-v10. Lokale Injektion eines ldslichen CD44-Ig
Fusionsproteins flhrte zur Inhibierung des Tumorwachstums (Bartolazzi et al.,
1994).

Kausal konnte die Bedeutung von CD44 fur Tumormetastasierung mit CD44 v6
spezifischen Antikérpern und Transfektionen gezeigt werden (Gunthert et al.,
1991; Seiter et al., 1993). Seine Bedeutung konnte auch durch
Kreuzungsexperimente von CD44 knock-out Mausen mit p53+’tmi Mausen (Mause
mit tm1 (targeted mutation 1) Mutation des p53 Gens) bestatigt werden. Diese
Tiere entwickelten benigne Osteosarkome, die Kontrolltiere hingegen maligne
Turmore. Allerdings war die Tumorentstehung nicht beeintrachtigt. Diese
Beobachtungen bestatigen, dass CD44 nicht essentiell fur Ausbildung des
Tumors ist, jedoch fur den Metastasierungsprozess (Weber et al., 2002).

Deshalb waren die Befunde, dass CD44 auch als Tumorsuppressor fungieren
kann, sehr Uberraschend. Im Gegensatz zu Zellen, die sich aus dem Neuralrohr
ableiten, exprimieren Neuroblastomzellen kein CD44. Diese Repression der
CD44 Expression konnte der Grund fur ihr hohes metastatisches Potential sein
(Shtivelman and Bishop, 1991). Durch Uberexpression von CD44s in einer
Prostata Karzinom Zelllinie wurde die Metastasierung unterdrickt (Gao et al.,

1997). SVA40-transformierte Fibroblasten erwiesen sich als tumorigen in

29



Einleitung

Nacktmausen. Wurden diese Zellen mit einem retroviralen Konstrukt infiziert, das
CD44s exprimiert, so kam es zu einer drastischen Inhibierung des

Tumorwachstums (Schmits et al., 1997).

2.12 Signaltransduktion durch CD44

Obwohl Adhasionsproteine keine Aktivierungsdomanen wie Wachstumsfaktor-
rezeptoren besitzen, sind viele an der Weiterleitung extrazellularer Signale ins
Zellinnere beteiligt. Dass CD44 in der Signaltransduktion involviert ist, konnte in
Lymphozyten gezeigt werden. Eine durch Antikorper gegen CD44 ausgeldste
Signalkaskade ahnelt der durch Aktivierung des T-Zell-Rezeptor/CD3-Komplex
induzierten Signalweiterleitung. Es kam zu einer verstarkten Phosphorylierung
der Tyrosinkinase p56lick (Lck), sowie zur Phosphorylierung von ZAP-70, dem
Substrat von Lck (llangumaran et al., 1998; Taher et al., 1996). Die
Tyrosinkinase Lck ist durch Lipidmodifikationen in der Plasmamembran verankert
und ist fur Interaktionen mit anderen Transmembranrezeptoren (z.B. CDA4)
bekannt. Sie kann mit CD44 ko-immunoprazipitiert werden (Taher et al., 1996).

CD44 kann auf verschiedene Art und Weise in die Signaltransduktion eingreifen.

2.12.1 Interaktion von CD44 und Matrixmetalloproteinasen

CD44  assoziiet an der Oberfliche von  Melanomzellen und
Mammakarzinomzellen mit einer proteolytisch aktiven Form der Matrix-
metalloproteinase-9 (MMP-9). Diese Assoziation fuhrt zum Abbau von
Collagen IV in vitro und vermittelt die Tumorzellinvasion von G8 Myoblasten (Yu
and Stamenkovic, 1999). Der entscheidende Prozess scheint allerdings die
Spaltung des inaktiven Vorlaufermolekils des Transforming Growth Factor j
(TGF-B) in die aktive Form zu sein, der letztlich zur Invasivitat fuhrt (Yu and
Stamenkovic, 2000).

Heparansulfat modifizierte CD44 v3 Isoformen bilden zusammen mit MMP-7 und
dem Vorlaufer des Heparin-bindenden Epidermal growth factor (pro-HB-EGF)
einen Komplex auf Mammakarzinomzellen, der zur proteolytischen Spaltung des
Vorlaufers zu HB-EGF fihrt (Yu et al.,, 2002). HB-EGF aktiviert seinen
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spezifischen Rezeptor ErbB4, was letztendlich zum Uberleben von Zellen und
zur Neubildung von weiblichem Fortpflanzungsgewebe flihrt (Yu et al., 2002).
Dies ist eine Erklarung, weshalb in schwangeren CD44 knock-out Mausen die
Laktation post partum beeintrachtigt war und aullerdem eine verzogerte
Ruckbildung der Plazenta nach der Schwangerschaft und der Brustdrisenzellen
nach der Stillperiode beobachtet wurde. Letztendlich flihrte die Rekrutierung von
MMP-7 durch CD44 zur Unterdrickung von Apoptose, wie sie auch in
Tumorzellen beobachtet wird (Yu et al.,, 2002). Demnach kann CD44 als
,Plattform“ fur Enzyme wie Metalloproteinasen fungieren, damit diese ihre
Funktion in der Signaltransduktion durch Aktivierung von Wachstumsfaktoren

ausuben konnen.

2.12.2 CD44 als Ko-Rezeptor

Eine Vielzahl an extrazelluldaren Signalen wird von Zellen durch
Rezeptortyrosinkinasen, wie dem Met Rezeptor, wahrgenommen. Deren
zytoplasmatische Domane verfugt Uber eine katalytische Kinaseaktivitat und
Phosphorylierungsmotive, die bei Aktivierung des Rezeptors zur ,Plattform® far
Molekule zur intrazelluldaren Signalweiterleitung werden (siehe Abb. 1).
Interessanterweise bendtigen zumindest einige Rezeptortyrosinkinasen einen
sog. Ko-Rezeptor zu ihrer Aktivierung. Beispielsweise kollaboriert das
Adhasionsmolekul NCAM mit dem FGF Rezeptor 4 (FGFR4) (Cavallaro et al.,
2001). Der Ko-Rezeptor, der selbst Uber keine Kinaseaktivitat verfugt, wird zur
Aktivierung der Rezeptortyrosinkinase bendtigt.

Eine solche Funktion als Ko-Rezeptor tbt auch CD44 aus. Isoformen von CD44,
die Exon v6 exprimieren, agieren als Ko-Rezeptor fur die Rezeptortyrosinkinase
Met (Orian-Rousseau et al., 2002). In zahlreichen Zellinien, einschlieRlich
unterschiedlichen Tumorzelllinien, sowie in primaren Keratinozyten, kommt es
zur Ausbildung eines trimeren Komplexes zwischen CD44, Met und seinem
Liganden HGF. Die durch HGF induzierte Signaltransduktionskaskade von Met
kann durch Antikorper gegen CD44 Exon v6 kodierte Sequenzen blockiert
werden (Orian-Rousseau et al., 2002). Die nicht metastasierende AS-Pankreas-

zelllinie Bsp73AS, die keine CD44 Varianten exprimiert, jedoch den Met
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Rezeptor, reagiert nicht auf den Liganden HGF. Werden diese Zellen mit einer
CD44 |soform transfiziert, die von Exon v6 kodierte Sequenzen enthalt, so kann
Met aktiviert werden. Aktivierung von Met hangt ausschlieBlich von der Prasenz
der von Exon v6 kodierten Proteinsequenz ab. Solche CD44 Isoformen
katalysieren zwei unterschiedliche und unabhangige Schritte der HGF
abhangigen Met Signalkaskade: Fur die Autophosphorylierung von Met wird die
extrazellulare Domane von CD44 bendtigt, das zytoplasmatische Ende von CD44
wird benotigt um eine erfolgreiche Signalweiterleitung ausgehend von dem
aktivierten Met Rezeptor zu gewahrleisten (Orian-Rousseau et al., 2002). Dazu
muss der zytoplasmatische Teil von CD44 mit dem Aktin-bindenden Protein Ezrin
assoziieren, was auf eine Beteiligung des Zytoskeletts bei der Signaltransduktion

hinweist (Orian-Rousseau et al., 2002).
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3. Zielsetzung

Das Hauptziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung der Funktion von CD44 v6
als Ko-Rezeptor. Zunachst sollte der Schritt untersucht werden durch den CD44
die Aktivierung des Met Rezpetors erlaubt. Hierzu sollten Bindungsstudien mit
HGF durchgefuhrt werden. Desweiteren sollte aufgeklart werden, ob CD44
exklusiv fur die Rezeptortyrosinkinase Met als Ko-Rezeptor fungiert oder ob es
diese Aufgabe auch fur weitere Mitglieder der Met Rezeptor Familie Ubernimmt.
Aullerdem sollte die exakte Sequenz des v6 Bereiches ermittelt werden, der fur
die Aktivierung von Met herangezogen wird. Dies sollte durch schrittweise
Mutation der kompletten CD44 v6 Sequenz, sog. Linker Scan Mutation, erreicht
werden. SchlieBlich sollten Peptide identifiziert werden, die die
Rezeptortyrosinkinasen (Met evtl. Ron) blockieren. Solche Peptide sollten auch
auf ihr Potential zur Hemmung metastasierungsrelevanter Prozesse getestet

werden, die durch Met oder Ron induziert werden.
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Material und Methoden

1. Material

Alle in dieser Arbeit verwendeten Materialen lagen in der héchst mdglichen

Reinheitsstufe vor. Fur wassrige Lésungen wurde Wasser verwendet, das zuvor

entsalzt wurde. Die LOsungen wurden in sterilen Gefallen angesetzt und

autoklaviert bzw. sterilgefiltert.

1.1 Reagenzien, Medien und Zusatze

Acrylamid+N,N’-Methylenbisacrylamid (30%:0,8%)

Agarose

Ampicillin

APS (Ammoniumpersulfat)
Bacto Agar

Bacto Hefeextrakt

Bacto nutrient broth (NaCl frei)

Bacto Trypton
Bromphenolblau

BSA (bovine serum albimin)
1-Butanol

Calciumchlorid

Chloroform

DMEM (Dulbeccos modiefied Eagle’s medium)
DMSO

dNTP

DTT(Dithiothreitol)

Easy Pure Kit

EDTA

EGTA

Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid

FCS (fetal calf serum)
Glucose

Glutamin

Glyzerin

Glyzin

Glykogen

IPTG (Isopropyl-1-thio-p-D- galactopyranosid)
Kaliumchlorid
Magnesiumchlorid
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Roth, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen
Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Difco Laboratories,
Detroit (USA)

Roth, Karlsruhe
Serva, Heidelberg
PAA, Marburg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Gibco, Karlsruhe
Flucka, Neu-Ulm
Promega, Heidelberg
Sigma, Taufkirchen
Biozym, Oldendorf
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
PAA, Marburg
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe,
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roche, Mannheim
Sigma, Deisenhofen
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
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Magnesiumsulfat Roth, Karlsruhe
Natriumacetat Roth, Karlsruhe
Natriumchlorid Roth, Karlsruhe
Natriumhydroxid Roth, Karlsruhe
Natriumfluorid Roth, Karlsruhe
Natriumhydroxid Roth, Karlsruhe
Natriumorthovanadate Merck, Darmstadt
Oligonucleotidprimer MWG, Ebersberg,
Sigma, Deisenhofen
PBS (phosphate buffered saline) Invitrogen, Karlsruhe
Penicillin/Streptomycin (10000U/ml Penicillin, Invitrogen, Karlsruhe
10000ug/ml Streptromycin)
PMSF Sigma, Taufkirchen
Puromycin Sigma, Taufkirchen
Phenol Roth, Karlsruhe
Quiagen-Plasmid-Maxi-Kit Quiagen, Hilden
QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene, La Jolla, USA
Salzsaure Merck, Darmstadt
SDS (Natriumdodecylsulfat) Roth, Karlsruhe
TEMED Roth, Karlsruhe
Tris Base Roth, Karlsruhe
Tris HCI Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Sigma, Taufkirchen
Trypsin 0,25% Difco, Detroit
Tween 20 Roth, Karlsruhe
X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-galacto Sigma, Deisenhofen
-pyranosid)

Alle Ubrigen nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden in analytischer Reinheit von

den Firmen Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg), oder

Sigma (Deisenhofen) bezogen.

1.2 Marker

DNA-Marker

1 kb DNA-Leiter Invitrogen, Karlsruhe
100 bp DNA-Leiter Invitrogen, Karlsruhe

Protein-Marker
SeeBluePlus 2 prestained protein ladder (4-250 kDa) Invitrogen, Karlsruhe
BenchMark prestained protein ladder (8-180 kDa) Invitrogen, Karlsruhe

35



Material & Methoden

1.3 Wachstumsfaktoren, Inhibitoren und Spezialreagenzien

rekombinantes humanes HGF
rekombinantes humanes MSP

PDGF

MAPK-Inhibitor UO126

Hyaluronsaure, Healon (MW: 4-5x10° kDa)

ECL-Detection Kit
EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-Biotin
Matrigel

1.4 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Agarose Geleektrophorese Apparatur
Bakterien Petrischalen
Bakterien-Brutschrank

COg,-Inkubator Steri Cult 200
Cryotubes

Eagle Eye

Elektroporationskuvetten
Elektroporator

Elisa Reader ELX 808
Entwicklungsmaschine fur Rontgenfilme
Eppendorf Reaktionsgefalie
FACScan Durchflusszytometer

Kontron-Hermle-Centrikon H-401 Zentrifuge
Klhlzentrifuge J2-HS

Kuhlzentrifuge Hermle ZK 401

Megafuge1.0

Netzgerat Power-Supply

PCR-Cycler (Gene Amp 2400)

PCR Reaktionsgefale

Pipetten Pipetman

Rontgenfilm Hyperfilm ECL&MP

Plastikzentrifugenrohrchen
Polystyrenréhrchen

Schuttler

Spektralphotometer (Spektol UV/Vis)
Sterilfilter

Tischzentrifuge

Transfer Membran Immobilon-P (PVDF)
Transwell- Kammer

UV-Kuvetten
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R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden
Calbiochem, Darmstadt
Promega, Mannheim
Pharmacia&Upjohn, St-
Louis; USA

Amersham, Freiburg
Pierce, Bonn

BD Bioscience, Heidelberg

PeqglLab, Erlangem
Greiner, Frickenhausen
Heraeus, Hanau
Labotech, Gottingen
Greiner, Frickenhausen
Stratagene, La Jolla, USA
BioRad, Minchen
BioRad, Minchen
Biotek, Bad Friedrichshall
Kodak, New Haven, USA
Eppendorf, Hamburg
Becton Dickinson,
Heidelberg

Hermle, Gosheim
Beckmann, Stuttgart
Hermle, Gosheim
Heraeus, Hanau
BioRad, Munchen
Perkin, Elmer

Stein, Wilferdingen
Gilson, Langenfelden
Amersham Buchler,
Braunschweig

Greiner, Frickenhausen
Greiner, Frickenhausen
Heidolph, Kehlheim
Zeiss, Jena

Millipore, Bradford, USA
Eppendorf, Hamburg
Millipore, Bredford, USA
Costar

Eppendorf, Hamburg
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Whatman 3 MM-Papier Bender&Hohbein,
Karlsruhe

Westernblot Transferkammer BioRad, Minchen

Vortex Bender&Hohbein,
Karlsruhe

Zellkulturschalen Greiner, Frickenhausen

1.5 Bakterien

E.coli DH5a:

Rekombinationsdefekte, suppressive Linie;

Genotyp: F" $80AlacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17(r,mg")
phoA supE44 - thi-1 gyrA96 relA1

Invitorgen, Karlsruhe

E.coli XL1 Blue:

Rekombinationsdefekte, suppressive Linie, elektroporationskompetent
Genotyp: recA1 endA1 gyrA96 thi-1-hsdR17 supE44 relA1 lac

[F ‘pro AB lac®ZAM15T,10(Tet) |

Stratagene, La Jolla, USA

1.6 DNA-modifizierende Enzyme

Pwo Polymerase Roche, Mannheim

Pfu Polymerase Stratagene, Amsterdam
Platinum Polymerase Invitorgen, Karlsruhe
T4 DNA Ligase Invitrogen, Karlsruhe
Calf Intestinal Alkaline Phospatase (CIP) Invitrogen, Karlsruhe

1.7 Plasmidkonstrukte

pGKs6: Das Plasmidkonstrukt pGKs6 wurde von Dr. Jonathan Sleeman zur
Verfugung gestellt. pGKs6 enthalt den Phosohoglycerat Kinase Promoter und die
CD44 standard type cDNA einschlieRlich dem varianten Exon v6. Das Konstrukt
wurde angefertigt durch Schneiden der pGKvKassette mit Aval und Bglll und
anschliellender Ligation mit einem kleinen Fragment der pSVKassette, das durch

Schneiden mit Aval und Bglll erhalten wurde.
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pBabe: Vektor, der Pyromycinresistenz tragt, und zur Selektion verwendet

wurde.

1.8 Oligonukleotide
DNA-Oligonukleotidprimer (Die Notation erfolgte gemaf 5'nach 3°)
Primer fir Mutagenese

Primer Is1
TTCTGTTGTGCTATTAGGGGCGCCTGCGGTGGCCAGGGTGCTCCC
GGGAGCACCCTGGCCACCGCAGGCGCCCCTAATAGCACAACAGAA
Primer Is2
TGCTTCTTCTGTTGTAGCGGCCGCATCTGCCCAGGTGGC
GCCACCTGGGCAGATGCGGCCGCTACAACAGAAGAAGC
Primer Is3
CTGGGTAGCTGCTTCAGCGGCCGCGCTATTAGGATCTGC
GCAGATCCTAATAGCGCGGCCGCTGAAGCAGCTACCCAG
Primer Is4
CTTCTCCTTCTGGGTTCCGCCTGCTTCTGTTGTGCTATTAGG
CCTAATAGCACAACAGAAGCAGGCGGAACCCAGAACGAGAAG
Primer Is5
TCAAACCACCTTCTCAGCGGCCGCAGCTGCTTCTTCTGT
ACAGAAGAAGCAGCTGCGGCCGCAGAGAAGGTGGTTTGA
Primer Is6
CCATTCATTCTCAAAAGCGGCCGCCTTCTGGGTAGCTGC
GCAGCTACCCAGAAGGCGGCCGCTTTTGAGAATGAATGG
Primer Is7
CTTCCCCTGCCATTCAGCGGCCGCCCACTTCTCCTTCTG
CAGAAGGAGAAGTGGGCGGCCGCAGAATGGCAGGGGAAG
Primer I1s8
GGGTGGGTTCTTCCCAGCGGCCGCATTCTCAAACCACTT
AAGTGGTTTGAGAATGCGGCCGCTGGGAAGAACCCACCC
Primer Is9
ACTTGGGGTGGGTGGAGCGGCCGCCTGCCATTCATTCTC
GAGAATGAATGGCAGGCGGCCGCTCCACCCACCCCAAGT
Primer I1s10
GGAGTCTTCACTTGGAGCGGCCGCGTTCTTCCCCTGCCA
TGGCAGGGGAAGAACGCGGCCGCT CCAAGTGAAGACTCC
Primer Is11

TGTCACATGG (GAGTCAGCGGCGCGGTGGGTGGGTTCTT
AAGAACCCACCCACCGCGGCCGCTGACTCCCATGTGACA
Primer Is12
TGTCCCTTCTGTCACAGCGGCCGCTTGACTTGGGGTGGG
CCCACCCCAAGTGAAGCGGCCGCTGTGACAGAAGGGACA
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Primer Is13
TCACCCAGTTGTCCCAGCGGCCGCATGGGAGTCTTCACT
AGTGAAGACTCCCATGCGGCCGCTGGGACAACTGGGTGA
Primer Is14
GAGTCTCCATCACCCAGCGGCCGCTTCTGTCACATGGGA
TCCCATGTGACAGAAGCGGCCGCTGGGTGATGGAGACTC
Primer Is8 1,2:
CAAGAAGGGGACCGCCGCTAAGAGTTTGGTGAA
TTCACCAAACTCTTAGCGGCGGTCCCCTTCTTG

Primer Is8 2,3
ACCCAAGAAGGGCGCCGCAAGTAAGAGTTTGGT
ACCAAACTCTTACTTGCGGCGCCCTTCTTGGGT

Primer 1s8.1
CAAGAAGGGGACGGTCGCTAAGAGTTTGGTGAA
TTCACCAAACTCTTAGCGACCGTCCCCCTTCTTG

Primer [s8.2
ACCCAAGAAGGGGACCGCAAGTAAGAGTTTGGT
ACCAAACTCTTACTTGCGGTCCCCTTCTTGGGT

Primer 1s8.3
CCCACCCCAGAATGGCGCGGTAAGTAAGAGTTT
AAACTCTAACTTACCGCGCCCTTCTTGGGTGGG

Primer fir Sequenzierung: GGA TCC ACC ATT GAG AAG AGC

SiRNA Oligonukleotide:
control (non-silencing) siRNA Quiagen,Hilden
AATTCTCCGAACGTGTCACGT

CD44 v6 siRNA
AAGCAGCTACCCAGAAGGAGA MWG, Ebersberg
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1.9Antikorper

Primarantikdrper Isotyp Epitop Firma
phospho-p44/42 Map | 19G,; polyklonal phosphoryliertes Cell signaling,
Kinase aus dem Erk1/2 bei Ratte, Beverly; England
(Thr202/Tyr204) Kaninchen Mensch, Maus,
Erk1 (K-23): sc-94 IgG+; polyklonal Erk1/2 bei Ratte, Santa Cruz,
aus dem Mensch, Maus, Heidelberg;
Kaninchen Deutschland
Ron B (C-20): sc-322 | IgG;; polyklonal Epitop im C- Santa Cruz,
aus dem Terminus von Heidelberg;
Kaninchen humanem Ron Deutschland
hMet (C-12): sc-161 IgG.,,; monoklonal | humanes cMet Santa Cruz,
aus der Maus Heidelberg;
Deutschland
mMet (B-2): sc-8057 IgG.a; monoklonal | murines cMet, Santa Cruz,
aus der Maus Ratten cMet Heidelberg;
Deutschland
Anti-Phosphotyrosine, | IgGap,; monoklonal | Tyrosin Biomol,
clone 4G10 aus der Maus phosphorylierte Hamburg,
Proteine Deutschland
VFF18, human anti- | IgG4; monoklonal von Exon v6 Bender, Wien;
CD44 v6 aus der Maus kodiertes Epitop in | Osterreich

CD44 v Isoformen

IM7 pan CD44 IgG2b,; monoklonal | alle murinen CD44 | von Hybridomen
aus der Maus Isoformen isoliert
CD44 5G8 IgG4; monoklonal | Epitop 15 von von Hybridomen
aus der Maus Ratten CD44 isoliert
CD44 IgG+; monoklonal humanes CD44 Immunotech,
Klond173 aus der Maus Marseille;
Frankreich
CD44 v6 IgG+; monoklonal | von Exon v6
Klon 1.1ASML aus der Maus kodiertes Epitop auf
CD44 v6 Isoformen
der Ratte
Hermes 3 IgG+; monoklonal alle humane CD44 | erhalten von
aus der Maus Isoformen Sirpa Jalkanen,
Turku, Finnland
PI3K IgG;; polyklonal gegen AS333-430 Santa Cruz
aus dem von PI3K p85a.
Kaninchen humanen

Ursprungs gerichtet

Sekundarantikorper:

HRP-Mouse IgG
HRP-Rat IgG
HRP-Rabbit IgG
FITC-Streptavidin
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Sekundarantikorper

wurden in der Regel in einer Verdinnung von 1:1000

eingesetzt.
1.10 Zelllinien
Name Herkunft Kulturmedium | Quelle
BSp73AS10 (AS) Ratten Pankreas- RPMI1640, (Gunthert et al.,
Karzinom 10%FCS 1991)
ASv4-v7 AS10 mit CD44v4- RPMI1640, (Gunthert et al.,
v7 transfiziert, ohne | 10%FCS, 1991)
Exon 15 0,3 g/l G418
ASv6 AS10 mit CD44v6 RPMI1640, (Glnthert et al.,
transfiziert, mit Exon | 10%FCS, 1991)
15 0,3 g/l G418
HT29 humanes Colon- DMEM, 10%FCS | erhalten von A.
Karzinom Zweibaum, Institut
National de la Santé
et de la Recherche
Médicale; Frankreich
HCT116 humanes Colon- McCoy's, American Tissue
karzinom 10% FCS Culture Collection,
ATCC, Wesel;
Deutschland
293 humane DMEM, 10%FCS | American Tissue
Nierenzellen Culture Collection,
ATCC, Wesel;
Deutschland
AS Is1-Is14 AS10 transfiziert mit | RPMI1640, 10% | (Matzke et al., 2005)
den Mutanten Is1- FCS, 1ug/ml
Is14 und pBabe, Pyromycin
einem Vektor, der
Pyromycinresistenz
tragt.
T47D humanes Mamma- DMEM, 10%FCS | erhalten von M.
karzinom Park, Montreal,
Kanada
T47D2A humanes Mamma- DMEM, 10%FCS | erhalten von M.
karzinom Park, Montreal,
Kanada
1.12 Peptide

Peptide (Ratte)

A: WADPNSTTEEAATQ
B: KEKWFENEWQGKNP
C: PTPSEDSHYTEGTT

3mer: EWQ

Invitrogen; Karlsruhe
Invitrogen; Karlsruhe
Invitrogen; Karlsruhe
NMI, Tubingen
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5mer rat: NEWQG

5mer mut rat: NAAAG
Is7mut rat: AAAEWQ

rat 5mer-2-Ala: NEAQG
rat Smer-1-2-Ala: NAAQG
rat 5mer-2-3-Ala: NEAAG
5mer rat: NEWQG

Peptide (human)
A: QATPSSTTEETATQ

B: KEQWFGNRWHEGYR
C: QTPREDSHSTTGTA

5mer hum: NRWHE

10mer human: WFGNRWHEGY
[s9mut hum: RWHAAA

hum 5mer-2-Ala: NRAHE

hum 5mer-1-2-Ala: NAAHE

NMI, Tubingen
NMI, Tubingen
NMI, Tubingen
IBG, Forschungszentrum KA
IBG, Forschungszentrum KA
IBG, Forschungszentrum KA
IBG, Forschungszentrum KA

erhalten von G2M Cancer
Drugs AG, Frankfurt;
erhalten von G2M Cancer
Drugs AG, Frankfurt
erhalten von G2M Cancer
Drugs AG, Frankfurt

NMI, Tubingen

NMI, Tubingen

NMI, Tubingen

IBG, Forschungszentrum KA
IBG, Forschungszentrum KA

hum 5mer-2-3-Ala;: NRAAE
5mer hum: NRWHE

IBG, Forschungszentrum KA
IBG, Forschungszentrum KA

Kontrollpeptid:
HNREQANLNSRTEETI erhalten von Jonathan Sleeman,
ITG, Forschungszentrum KA

1.12 Transfektionsreagenzien:

Oligofectamine Invitrogen, Karlsruhe
Lipofektamine Invitrogen, Karlsruhe
Tfx-50 Promega, Mannheim

1.13 Kulturmedien fir Bakterien

LB Agar: 1% Bacto-Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 1% NaCl; 1,5% Bactoagar
LB-Selektivagar: 1% Bacto-Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 1% NaCl;
1,5% Bactoagar; 100 ug/ml Ampicillin

LB-Medium: 1% BactoTrypton; 0,5% Hefeextrakt; 1% NaCl
LB-Selektiv-Medium: 1% BactoTrypton; 0,5% Hefeextrakt; 1% NaCl;
100 pg/ml Ampicillin

NZY+Broth: 1% Casein Hydrolysat; 0.5% Hefeextrakt; 1% NaCl; pH 7 einstellen
(2 mM MgCl,. 2 mM MgSO4 und 4 mM Glucose werden erst vor Gebrauch
zugegeben)

SOB-Medium: 1% Bacto-Trypton; 0,25% Hefeextrakt; 10 mM NacCl; 25 mM Kcl
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SOC-Medium: 1% Bacto-Trypton; 0,25% Hefeextrakt; 10 mM NacCl; 25 mM KCI
(2 mM MgSOg4; 2 mM MgCl, und 4 mM Glucose werden erst kurz vor Gebrauch
zugegeben)

YENB-Medium: 0,8%Bacto-nutrient broth; 0,75% Hefeextrakt

2xYT: 1,6% Bacto-Trypton; 10% Hefeextrakt; 1% NacCl

2. Molekularbiologische Methoden

Molekularbiologischen Standardmethoden und Standardlésungen wurden aus
den Nachschlagewerken ,Molecular Cloning” von Maniatis et. al. bzw. ,Molecular
Cloning“ von Sambrook und Russel entnommen. Veranderte Protokolle sind

angegeben.

2.1 Klonierung und Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli

Durch Klonierung kénnen Fragmente genomischer DNA oder cDNA von
Eukaryoten in Plasmide eingebracht werden. Die erzeugten ringférmigen DNA-
Molekule (Vektoren) werden in Bakterien, z.B. E.coli, eingeschleust. Plasmide
replizieren, da sie einen eigenen Replikationsursprung besitzen (origin of
replication-ori), unabhangig vom Bakterien-Chromosom und kommen deshalb in
vielfacher Kopie in einer Zelle vor. Die Anzahl ist dabei abhangig von Art und
GrolRe des Plasmids, sie variiert zwischen 20 und 1000. Bei der Zellteilung
werden die Kopien auf die Tochterzellen Ubertragen, um dort wieder vermehrt zu
werden. Durch die kurze Generationszeit von Bakterien (E. coli: 20 min) ist
innerhalb  weniger Stunden eine exponentielle Vervielfaltigung des
ursprunglichen DNA-Fragments zu erreichen. Die Plasmide eines Bakterienklons

mussen vor weiteren Arbeitsschritten isoliert und aufgereinigt werden.

2.2 Praparation elektrokompetenter Bakterien

300 ml SOB-Medium werden mit 1ml einer UN-Kultur von E.coli DH5a angeimpft
und bei 37°C unter Schutteln bis zu einer ODgyo von 0.3-0.4 inkubiert. Nach
Erreichen dieser Zelldichte werden sie fur 3 min bei 37°C in einem Wasserbad

warmebehandelt und anschlieBend fir 20 min bei 18-20°C inkubiert. Die
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Bakterienlosung wird dann auf vorgekihlte 50 ml Reaktionsgefalle verteilt, mit
3500 x g, 10 min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die
Bakterienpellets in 50 ml eisgekihltem Wasser resuspendiert. Es folgt nun eine
erneute Zentrifugation. Der Waschschritt wird dreimal wiederholt. Zum Schluss
wird das Pellet in 80 pl eiskaltem Wasser suspendiert, mit 7% (f.c.) DMSO

versetzt, auf 40ul Aliquots verteilt und mit Flissigstickstoff schockgefroren.

2.3 Praparation CaCl,-kompetenter Bakterien

E.coli werden durch die Behandlung mit CaCl, kompetent gemacht. Dabei wird
die Zellwand pordser und es kommt zu einer gesteigerten Enzymaktivitat. Durch
Zugabe des Plasmids und anschlielender Hitzeschockbehandlung kommt es
zum Einbau der Plasmid-DNA.

300 ml SOB-Medium werden mit 1 ml einer UN-Kultur von E.coli angeimpft und
bei 37°C unter Schitteln bis zu einer ODgypy von 0.3-0.4 inkubiert. Die
Bakteriensuspension wird dann in ein 50 ml Falcon Uberfihrt und 10 min in
Eiswasser gekuhlt. AnschlieRend werden die Bakterien 10 min bei 3500 x g und
4°C abzentrifugiert. Das Medium wird verworfen und die Bakterien in 20 ml
eiskalter 100 mM CaCl,-Lésung gewaschen. Danach werden die
resuspendierten Bakterien nach Zugabe von 10 ml CaCl,-Lésung fur 30 min auf
Eis inkubiert und im Anschluss daran erneut 10 min bei 1500 x g und 4°C
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und die Bakterien vorsichtig auf Eis in
100 mM CaCl,/ 20% Glycerol resuspendiert, aliquotiert und in flissigem

Stickstoff schockgefroren.

2.4 Transformation elektrokompetenter Bakterien

Pro Transformation wurde ein 40 ul Aliquot kompetenter Bakterien langsam auf
Eis aufgetaut. Nach Zugabe von 10-100 ng wassriger DNA-L6sung wurde der
Bakterien-DNA-Mix in eine vorgekuhlte Elektroporationskivette (Spaltbreite 0,2
cm) Uberfuhrt. Die Elektroporation erfolgte bei einer Spannung von 1,6 kV und
einer Kapazitat von 25 puF am Elektroporationsgerat (E.coli-Pulser) bei einer

Zeitspanne von 3,5-5,0 ms. Danach wurden 450 pl raumtemperiertes LB-
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Medium in die Kuvette gegeben und in ein Eppendorf-Reaktionsgefal
transferiert. Die gewuinschte Menge (in der Regel 100 ul) wurde auf Agar-Platten
mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und bei 37°C Uber Nacht kultiviert.
Die langfristige Lagerung erfolgt als Glyzerinkultur bei —80°C. Dafur werden

0,75 ml der Bakterienkultur mit 0,25 ml Glyzerin (87%) versehen und eingefroren.

2.5 Transformation CaCl,-kompetenter Bakterien

1 ng Plasmid DNA bzw. x ul eines 20 pl Ligationsansatzes werden zu 100 pl auf
Eis aufgetauter kompetenter Bakterien gegeben und 30 min auf Eis inkubiert.
Anschlieend wird der Transformationsansatz fur 45 s bei 42° C
warmebehandelt ("Hitzeschock") und mit 1 ml LB-Medium aufgefullt. Dann wird
der Ansatz fur 45 min bzw. 1 h bei 37°C geschuttelt. Das Volumen wird auf

100 pl eingeengt und dann auf Agarplatten ausgestrichen.

2.6 Plasmid-DNA-Mini-Pré&paration

Eine Methode, in Bakterien transformierte und amplifizierte Plasmid-DNA zu
isolieren und zu reinigen, ist die Miniprap-Methode.

Dabei werden einzelne Bakterienkolonien, die auf einer Selektionsplatte als
positiv erkannt wurden, Uber Nacht in je 3 ml LB-Medium mit entsprechendem
Antibiotikum (100 ng/ml) bei 37°C (geschuttelt) hochgezuchtet. Je 1,5 ml dieser
Flussigkulturen werden in Eppendorf-Reaktionsgefalle Uberfihrt und bei
5000 x g fur 1 min abzentrifugiert. Das Medium wird verworfen. Die Bakterien
werden in 100 ul Lysozymlésung (50 mM Glucose; 10 mM EDTA; 25 mM Tris
pH 8,0; 2 mg/ml Lysozym) resuspendiert und anschliel3end mit 200 ul alkalischer
SDS-Lsg. (0,2 M NaOH, 1% SDS) versetzt. Nach vorsichtigem Durchmischen
und 5 min Inkubation bei RT werden dann 150 pl Natriumacetat zugegeben und
nochmals vermischt. Die ReaktionsgefaRe werden dann fur 5 min auf Eis
inkubiert und im Anschluss daran flir 20 min bei 4°C und 13000 rpm zentrifugiert.
Dies dient zur Sedimentation der Zellmembranen und der genomischen DNA der

Bakterien, wahrend die Plasmid-DNA in Losung verbleibt.
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Der Uberstand wird vollstandig abgenommen und in ein frisches Reaktionsgefal
uberfhrt. Die Plasmid-DNA wird nach Zugabe von 1 ml Ethanol (100%) flr
10 min bei -20°C gefallt und anschlieBend bei 14.000 rpm und RT 20 min
zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das Pellet mit Ethanol (70%)
gewaschen und nochmals bei 14000 rpm fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand
wird abgenommen, das Pellet an der Luft vollstandig getrocknet und dann in 30-

50 ul Wasser aufgenommen.

2.7 Plasmid-DNA-Maxi-Préparation

Bakterien werden in 200 ml Selektiv LB-Medium Uber nacht bei 37°C kultiviert
(geschittelt). Die Gewinnung der Plasmid-DNA erfolgt nach dem Protokoll
,2Quiagen-Plasmid-Maxi-Kit". Durch die Zugabe von SDS bildet sich ein klares
Lysat, da SDS eine Solubilisierung der Phospholipide sowie der
Proteinbestandteile bewirkt und NaOH, die dadurch freigesetzten Proteine und
die DNA denaturiert. Die saure Kaliumacetatlosung bewirkt die Neutralisierung.
Durch die hohe Salzkonzentration kommt es zum Ausfallen von SDS und damit
die denaturierten Protein, chromosomale DNA und andere Zelltrimmer. Da die
kleinere DNA kovalent geschlossen ist und in Losung bleibt, kommt es zur
Renaturierung und kann somit durch Zentrifugation oder Filtration abgetrennt
werden. Eine Anionenaustauschsaule dient zur Immobilisierung der Plasmid-
DNA, zur Aufreinigung. SchlieBlich wird die DNA eluiert. Die Fallung der DNA
erfolgt durch Zugabe von 0,7 Vol. Isopropanol. Anschlie3end wird flr 30 min bei
>15000g und 4°C zentrifugiert, dann mit 70% Ethanol gewaschen. Nach dem
Trocknen wird die DNA in destilliertem Wasser oder TE (pH 8,0) aufgenommen.
Die Konzentrationsbestimmung erfolgt im Photometer bei 260 nm. Dazu wird die

Probe 1:100 mit destilliertem Wasser versetzt und gemessen.

2.8 Phenol/Chloroform Extraktion
Um Nukleinsauren von Kontaminierung zu reinigen, wird eine Mischung von
Phenol/Chloroform und Isopropanol (2-Propanol) im Verhaltnis 25:24:1 auf die

DNA enthaltende Lésung gegeben und gevortext.
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Die Phasen werden durch Zentrifugation bei 14000 rpm fur 5 min getrennt. Die
obere Phase, die die Nukleinsauren enthalt, wird vorsichtig abgenommen und in
ein neues Reaktionsgefa® Uberfuhrt, um einer nochmaligen Extraktion mit
Chloroform/lsopropanol im Verhaltnis 24:1 unterworfen zu werden. Nach
wiederholter Zentrifugation bei 14000 rpm fur 5 min wird die walirige Phase

abgenommen und die DNA mit 100% Ethanol ausgefallt.

2.9 Schneiden von DNA mit Hilfe von Restriktionsendonukleasen
Vollstandiger Verdau

Bakterien besitzen verschiedene Restriktionsenzyme zum Abbau von fremder
DNA (z.B. als Abwehrmechanismus gegen Viren). Die Unterscheidung zwischen
eigener und fremder DNA erfolgt dabei durch die Erkennung spezifischer DNA-
Sequenzen. Das Schneiden der erkannten DNA kann unmittelbar in der
Erkennungssequenz erfolgen. Enzyme dieses Typs werden in der molekularen
Genetik verwendet.

Durch versetzte Schnitte der Einzelstrange konnen an den entstehenden DNA-
Enden 3'- oder 5-Uberhénge erzeugt werden. Werden beide Strange an der
gleichen Position getrennt, sind die Enden glatt.

In einer wassrigen DNA-L6sung wird durch Zugabe von 10-fach konzentrierten
Puffer-Salzlésungen ein fur die jeweilige Restriktionsendonuklease notwendiges
Milieu entsprechend den Herstellerangaben eingestellt. Pro ug DNA wurden
2-3U Restriktionsendonuklease zugegeben. Das Volumen des Restriktions-
Verdaus betragt mindestens das 10-fache des Volumens der zugegebenen
Enzym-Glyzerin-Losung. Die Inkubation der Reaktionsansatze erfolgt (wenn vom
Hersteller nicht anders empfohlen) bei 37°C flir mindestens 1 h. Die verdauten
Nukleinsauren werden per Agarose-Gel elektrophoretisch aufgetrennt um im UV-
Durchlicht (A = 302 nm) sichtbar gemacht.

Partieller Verdau
Um einen partiellen Verdau durchfiUhren zu kénnen, darf die DNA nur einen

Bruchteil der sonst Ublichen Zeit mit dem Restriktionsenzym inkubiert werden.
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Dabei wird das Restriktionsenzym in einer bestimmten Verdinnung eingesetzt
um somit zu vermeiden, dall es zu einem vollstandigen Verdau der DNA kommt.
Die Bedingungen missen ganz individuell auf Enzym und vorhandene DNA-
Menge abgestimmt werden. Von Vorteil ist es, wenn gleich mehrere Ansatze zum

Vergleich parallel durchgefuhrt werden.

2.10 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinséuren

Nukleinsauren besitzen durch die Ladung der Phosphatgruppen des Zucker-
Phosphat-Gerusts eine negative Gesamtladung. Die DNA-/RNA-Molekile
wandern daher bei Anlegen eines elektrischen Feldes zur Anode (Pluspol).
Je nach Groélke der zu trennenden Nukleinsaure-Fragmente werden
0,6 - 1,5% Agarose-Gele verwendet. Die entsprechende Menge Agarose wird in
1 x TAE-Puffer durch Aufkochen geldst. Nachdem das Gel etwas abgekuhlt ist,
wird 1 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) pro 100 ml Gel-Volumen zugegeben, bevor
es in die vorbereitete horizontale Gel-Kammer gegossen wird. Nach dem
Uberschichten des Gels mit 1 x TAE-Puffer werden die mit 10 x Ladepuffer
versehenen Proben in die Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung der DNA-
Fragmente erfolgt mit 10 V/cm Gellange. Im Anschluss kann man die
aufgetrennten Nukleinsaure-Fragmente, aufgrund des interkalierenden und
fluoreszierenden Ethidiumbromids, unter UV-Licht sichtbar machen.

5x DNA loading buffer: 50% Glycerol, 50 mM EDTA pH 8,0, 0,5% SDS, 20 mg
Bromphenolblau

50x TAE (pH 7,9): 2 M Tris, 100 mM EDTA, 2 M Essigsaure

2.11 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Isolierung von DNA Fragmenten aus Agarosegelen wurde unter Verwendung
des Easy Pure Kits (Biozym) durchgeflhrt. Die bendétige Bande wird aus dem Gel
ausgeschnitten und in ein Reaktionsgefaly Uberfihrt. Danach werden 3 Volumen
(100 mg - 100 pl) Melt Puffer zugegeben und 5 min bei 55°C inkubiert. Nach
Zufugen von ,Bind“ wird das Gemisch 5 min bei RT inkubiert und dann 5 s bei

max. Geschwindigkeit zentrifugiert. Das Pellet wird mit ,Wash"-Losung
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gewaschen und nochmals 5 s bei max. Geschwindigkeit zentrifugiert. Der
Uberstand wird vollstéandig entfernt und das Pellet bei RT getrocknet. Das Pellet
wird dann in 10-20 pl. Wasser (bidest.) oder TE Puffer (10 mM TrisHCI, pH 8,0; 1
mM EDTA) aufgenommen, 5 min bei RT inkubiert und fur 1 min bei max.
Geschwindigkeit zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und in ein neues
Gefal Gberflhrt.

2.12 DNA-Prazipitation

Zur DNA-L6sung werden 1/10 ihres Volumens Natriumacetat (3 M, pH 5,2) und
das Dreifache des Volumens an Ethanol (99%) gegeben. Danach wird
.gevortext und far mindestens 5 min bei -25°C inkubiert. Anschlielend
zentrifugiert man bei 10000 x g fir 15 min, wascht mit 1 ml Ethanol (70%) und
zentrifugiert bei 10000 x g flr 5 min. Der Uberstehende Ethanol wird abgegossen
und es wird nochmals bei 10000 x g fur 3 min zentrifugiert. Der nun noch
vorhandene Ethanol wird vorsichtig mit der Wasserstrahlpumpe abgezogen. Das

Pellet wird nun bei Raumtemperatur fir 10-25 min getrocknet.

2.13 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséauren

Nukleinsauren besitzen typische Absorptionsmaxima im UV-Licht. Zur genauen
Bestimmung der Nukleinsdaurekonzentration wird die Absorption (A) von UV-
Strahlung der Wellenlangen A = 260 nm und A = 280 nm beim Durchtreten einer
Nukleinsaurelosung, im Abgleich gegen das jeweilige Losungsmittel, in einem
Spektralphotometer gemessen. Eine A260-Einheit entspricht dabei einer
Konzentration von 50 mg/ml, einer RNA-Konzentration von 40 mg/ml und einer
Einzelstrang-Oligonukleotid-Konzentration von 20 mg/ml.

Proteine, die als Verunreinigungen in Nukleinsdureldsungen enthalten sein
konnen besitzen bei A = 280 nm ein Absorptionsmaximum. Das Verhaltnis der
Absorptionen bei 260 und 280 nm zueinander ist daher ein Indikator fur die
Reinheit einer Nukleinsaurelosung. Es nimmt bei optimaler Reinheit von DNA
einen Wert 1,8 und von RNA den Wert 2,0 an.
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2.14 Ligation von DNA-Fragmenten

Zum Verbinden der Plasmid DNA mit dem aufgereinigten DNA-Fragment als
Insert wird ein Reaktionsansatz hergestellt, in dem die heterologe DNA in einem
molaren Uberschuss vorliegen sollte. Die zu ligierenden DNA-Fragmente werden
mit 2 ul 10x Ligase-Puffer und 1 pl T4-DNA-Ligase (1 U/ul) versetzt und in einem
Endvolumen von 20 pl dber Nacht im Wasserbad bei 16°C inkubiert. Die Ligation
wird durch die Zugabe von 2 ul Natriumacetat (3 M), 2 ul Glycerin und 50 pl

Ethanol (99 %) mit Hilfe einer Standard-Prazipitation terminiert.

2.15 Sequenzierung von DNA
Die Sequenzierung der DNA wurde von der Firma MWG (http://www.mwg.de)
durchgefuhrt

2.16 Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR)

Eine Standardtechnik zur kontrollierten Amplifikation von DNA ist die PCR. Diese
Methode macht sich die Enzymaktivitat und Thermostabilitat der Tag-Polymerase
(aus dem Bakterium Thermpohilus aquaticus) zunutze. Die Eigenschaften dieses
Enzyms ermoglichen es, die einzelnen Schritte der PCR:

e Schmelzen der DNA (denaturation) bei 94 °C (30 s)
e Paaren von Oligonukleotiden als Primer (annealing) ca 4°C unterhalb der
Primer-Schmelztemperatur (30 s)
e Vervollstandigung des komplementaren DNA-Stranges (elongation) bei
72°C (60 s)
periodisch und ohne Unterbrechung als Zyklen ablaufen zu lassen.

Ein typischer PCR-Ansatz umfasst bei 20 ul Volumen:

- 5,0 ul Template-DNA (10-100 ng)

- 5,8 ul HyO (steril, bidest.)

- 3,0 pl Glycerin

- 2,0 ul PCR-Puffer 10x (MgCl,-frei)

- 0,6 ul MgCl; (50 mM)

- 1,5 ul dNTPs (2,5 mM pro Nucleotid)
- 1,0 ul sense-Primer (25 uM)

- 1,0 ul antisense-Primer (25 uM)

- 0,1 ul Tag-Polymerase (0,5 U)
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2.17 Quik change site-directed mutagenesis Methode

Die Durchfihrung dieser Methode erfolgt laut der vom Hersteller empfohlenen
Anleitung zu ,Quik change site directed mutagenesis kit* (Stratagene). Im ersten
Schritt erfolgt die Mutagenese durch PCR. Die Angaben im Protokoll sind hierzu
folgende:

Reaktionsansatz fir 50 pyl Endvolumen:

5yl 10x Reaktionspuffer
10 ul dsDNA template (Stratagene empfiehlt mehrere Ansatze von 5-25 ng)
5 ul Oligonukleotidprimer 1
5 ul  Oligonukleotidprimer 2
1yl dNTP's
23 yl bidest. Wasser
1 ul Pfu Turbo DNA Polymerase (2.5 U/pl)

Um die einzelnen Schritte Uberprifen zu kénnen, wird die Verwendung der

mitgelieferten Kontrollen empfohlen. Die Kontrolle zur PCR basiert auf einem

pWhitescript Plasmid, in welches eine Punktmutation eingefuhrt werden soll.

Kontrollansatz fur 50 pyl Endvolumen:

5.0 pl  10x Reaktionspuffer
2.0 upl (10 ng) pWhitescript 4.5 kb Kontrollplasmid (5 ng/ul)
1.25 yl (125 ng) Oligonukleotidprimer 1 (34-mer 100 ng/ul)
1.25 yl (125 ng) Oligonukleotidprimer 2 (34-mer 100 ng/pl)
1.0 pl  dNTP's

39.5 ul  bidest.Wasser
1.0 ul Pfu Polymerase

Die PCR Konditionen sind folgende:

Zyklen Temperatur Zeit
1 95°C 30s
12-18 95°C 30s
55°C 1 min
68°C 2 min pro kb Plasmidlange
19-20 68° 10 min
21 4° bis zur weiteren Verwendung

Die Anzahl der Zyklen hangt von der Art bzw. der Gréle der einzuflihrenden
Mutation ab. Fur die hier durchzuflUhrenden Mutationen mussen 18 Zyklen

durchlaufen werden, da die Sequenz multipler Aminosauren ausgetauscht
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werden soll. Die Kontrollreaktion wird jeweils nach 12 Zyklen beendet, da
lediglich eine Punktmutation einzufihren ist. Nach Beenden der PCR mussen die
Proben fir mind. 2 min auf Eis gestellt werden, da die Reaktionen eine
Temperatur von < 37°C erreichen mussen. Im Anschluss daran werden 10 ul des
jeweiligen Reaktionsansatzes auf ein Agarosegel (1%) aufgetragen und durch
Elektrophorese uberprift.

Danach wird ein Dpnl-Verdau durchgeflhrt. Der letzte Schritt beinhaltet die
Transformation des PCR-Amplifikats in XL1-blue superkompetente Zellen. Hierzu
werden die Zellen auf Eis aufgetaut. Fur jede Kontroll- und Probenreaktion
werden 50 pl der Zellsuspension in vorgekuhlte Reaktiongefale aliquotiert. Dann
werden 5-10 ul der Dpnl behandelten DNA in die entsprechenden Gefalle
Uberfuhrt. Zur Uberpriifung der Transformationseffizienz wird eine weitere
Konrolle mit einem pUC18 Plasmid (0,1 ng/ul) durchgefuhrt (Ansatz: 50 pl
Zellsuspension + 1 pl pUC18). Die Transformationsansatze mussen sorgfaltig
vermischt und anschlie®end 30 min auf Eis inkubiert werden. Danach werden die
Ansatze 45 s bei 42°C inkubiert und 2 min auf Eis abgekuhlt. In die
Reaktionsgefale werden 0,5 ml NZY*Medium gegeben, das zuvor auf 42°C
vorgewarmt wurde. Die Ansatze werden dann 1 h bei 37°C im Inkubator
geschuttelt und auf LB-Selektiv-Agarplatten ausplattiert. Die Platten flr den
PCR-Kontrollansatz, sowie die Transformationskontrolle muissen vor dem
Ausplattieren fur ein Blue-White-Color-Screening vorbereitet werden. Dazu
werden 30 min vor dem Ausplattieren mit 100 pl 10 mM IPTG und 100 ul 2%
X-Gal behandelt. Die Platten werden bei 37°C inkubiert.

2.18 Zellkultur

Alle Zellinien werden in einem Brutschrank bei 37°C, 6% CO, und 85%
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Jegliche Behandlung der Zellen erfolgt unter sterilen
Bedingungen. Die kultivierten Zellen werden ab 80%iger Konfluenz in neue

Zellkulturschalen passagiert.
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2.18.1 Passagieren von Zellen

Nach Entfernen des Mediums werden die Zellen 5 min mit einer 0,25%igen
Trypsinlésung/EDTA bei 37°C inkubiert. Die abgeldsten Zellen werden dann in
Kulturmedium aufgenommen und abzentrifugiert (1200 rpm, 3 min). Der
Uberstand wird abgesaugt und das Zellpellet wird in Kulturmedium resuspendiert
und in der gewunschten Verdinnung in neue Kulturplatten oder —flaschen

ausgesat.

2.18.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Die Zellen werden in einer Konzentration von 3x10° pro ml eingefroren. Dazu
werden die Zellen flr 5 min trypsiniert und in Kulturmedium Uberfihrt um das
Trypsin zu inaktivieren. Die Zellsuspension wird zentrifugiert (3 min, bei
12000 rpm) und der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellett wird in eiskaltem
Kryomedium (90% FCS und 10% DMSO) resuspendiert und die Suspension auf
Kryoréhrchen aliquotiert. Das Einfrieren erfolgt langsam in speziellen
Behaltnissen, die Isopropanol enthalten. Die Zellen werden nach einigen Tagen
in flussigem Stickstoff gelagert.

Das Auftauen erfolgt moglichst schnell, die Kryoréhrchen werden auf Eis zum
Zellabor transportiert. Der aufgetaute Inhalt (bei 37°C im Wasserbad) wird in
10 ml Medium aufgenommen und fir 3 min bei 12000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wird abgesaugt und die Zellen werden in frischem Medium

resuspendiert und zur Kultivierung ausgesat.

2.18.3 Transfektion von Zellen

Die Transfektion von DNA in Zellen kann auf unterschiedliche Weise erfolgen.
Zum einen mittels Transportreagenzien, die Komplexe mit der DNA bilden und
letztendlich eine Durchlassigkeit der Membran verursachen. Zum anderen durch
Elektroporation, bei der die Membran durch eine kurze elektrische Entladung
durchlassig fur DNA wird.

Die Aufnahme von Plasmiden ist reversibel und somit verlieren die meisten

Zellen diese innerhalb weniger Tage (transiente Transfektion). Kommt es zum
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Einbau der DNA in das Genom spricht man von stabiler Transfektion. Durch
zusatzliche Zugabe eines Resistenzmarkers, konnen stabile Klone durch Zugabe
eines Antibiotikums selektiert werden. Werden mehrere Klone weiterkultiviert,

spricht man von Massenkultur (mass culture).

2.18.4 Transfektion von AS-Zellen

Die Transfektion von AS-Zellen wurde mit Tfx-50 gemal der Anweisung des
Herstellers durchgefihrt. Massenkulturen der unterschiedlichen Linker scan
Mutanten wurden durch Ko-Transfektion des Plasmids pBabe puro und

anschliel3ender Puromycin-Selektion (1 pug/ml) erhalten.

2.19 Aktivierung von HGF und MSP

HGF liegt als monomere Proform vor. Die Aktivierung erfolgt durch
proteolytische Spaltung einer Disulfidbricke durch Proteasen. Nach der
Aktivierung liegt eine a-Untereinheit von 60 kDa und ein B- Untereinheit von
30 kDa vor. Um eine Aktivierung der Proform zu bewirken, werden 50 pl der
HGF-Proform (10 pl/ml in PBS + 0,3% BSA) mit 25 pl FCS und 425 pl PBS Uber
Nacht bei 37°C inkubiert. Die Aktivierung kann durch Western Blot mit Antikorper
gegen den a- Untereinheit von HGF nachgewiesen werden. Hierdurch kann die
aktivierte Form (60 kDa) von der Proform (90 kDa) unterschieden werden.

Die Aktivierung von MSP erfolgt analog.

2.20 Biotinylierung von HGF

Die Biotinylierung von HGF erfolgt in zwei Schritten: Konjugation und Dialyse.
Zur Konjugation von HGF werden 25 pg des Wachstumsfaktors in 50 yl PBS
geldst und mit 1 pl Sulfo-NHS-LC-Biotin (10 mg/ml) versehen und 2 h auf Eis
inkubiert. Anschliel3end erfolgt die Dialyse. Dazu werden 51 ul des biotinylierten
HGF in Minidialysevorrichtungen pipettiert. Diese kommt in einem Stander in ein
Becherglas mit 50 ml PBS fir 2 h. Nach erneuter Inkubation mit frischem PBS flr

weitere 2 h erfolgt dieser Vorgang nochmals fur 2 h bei 4°C.
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2.21 Induzierung mit HGF, MSP und PDGF

Vor der Behandlung mit Wachstumsfaktoren missen die Zellen 20-24 h
gehungert werden. Dabei wird das Kulturmedium gegen serumfreies Medium
ausgetauscht, da im Serum Wachstumsfaktoren enthalten sind. Die Induzierung
mit HGF, MSP und PDGF erfolgt in der Regel, wenn nicht extra vermerkt 5 min in
serumfreien Medium bei 37°C mit 10 respektive 50 ng/ml fir HGF und MSP bzw.
10 ng/ml fir PDGF.

2.22 Kompetition mit CD44 v6 spezifischen Peptiden

Die Zellen werden in 6-well-Platten in einer Dichte von 2x10° Zellen/ well
ausgesat. Wenn sich die Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase
befinden, werden sie fur 24 h gehungert. Zur Kompetition mit Peptiden werden
die Zellen mit frischem serumfreien Medium versehen und die Peptide in einer
Konzentration von 50 ng/ml bzw. 100 ng/ml dazu gegeben und fir 5 min bei
37°C inkubiert. AnschlieRend erfolgt die Induzierung mit Wachstumsfaktoren
(10 ng/ml oder 50 ng/ml) fur 5 min bei 37°C. Zur Zellernte wird das Medium

abgesaugt und die Zellen mit SDS-Lysepuffer versehen

2.23 Proteinextraktion und Zellyse

Die Zellen werden lysiert, indem die Zellen mit Laemmli Lyse-Puffer
aufgenommen wurden, nachdem zuvor das Medium abgesaugt wurde. Die De-
naturierung der Proteine erfolgt mittels reduzierender Reagenzien wie
Mercaptoethanol oder Dithiothreithol (DTT; 1M, Verdinnung 1:10), die zur
Spaltung der Disulfidbricken dienen.

Die so erhaltene DNA wurde durch mehrmaliges Auf- und Abziehen durch eine
Kanule geschert, um die Viskositat herabzusetzen. Damit wird die Moglichkeit
der Auftrennung der Proteine verbessert. Die Proben wurden dann zur
Denaturierung fir 5 min bei 99°C erhitzt. Dies erfolgte im Heizblock unter
standigem Schatteln damit ein hoher Warmeubergang gewahrleistet werden
kann. Abschlielende Zentrifugation bei 13000 rpm fur 2 min dient der
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Sedimentation von unldslichen Bestandteilen. Die Proben kdnnen nach diesem
Schritt bei —20°C gelagert werden.

Probenpuffer. 100 mM Tris HCI pH 6,8; 4% SDS; 20% Glycerin; 0,2%
Bromphenolblau

2.24 Proteinbiochemisch Methoden

SDS-PAGE (denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese)

Proteine, die von dem Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) umlagert sind,
konnen in einem Polyacrylamidgel nach ihrer Grof3e im elektrischen Feld
aufgetrennt werden. Die Grdole der negativ geladenen Proteine korreliert mir
inrer Masse, welche anhand eines mitlaufenden Markers ermittelt werden kann.
Die Proteine werden in einem niederprozentigen Sammelgel fokussiert und in
einem sich direkt anschlielenden, hoherprozentigen Trenngel ihrem
Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt. Die Trenngel-Losung wird nach
vorsichtigem Mischen zwischen zwei Glasplatten gegossen, welche durch mm
dicke Abstandshalter voneinander werden. Nach Uberschichten mit Isopropanol
lasst man das Gel in vertikaler Lage polymerisieren. Nach der Polymerisation
wird das Isopropanol entfernt, mit Wasser gewaschen und dann das Sammelgel
direkt auf das Trenngel gegossen. Nach Einsetzen des Kammes lasst man das
Sammelgel in vertikaler Lage polymerisieren. Anschlie®end wird das Gel in eine
speziell dafur vorgesehene Gelkammer eingespannt, deren Reservoirs mit
Elektrophoresepuffer gefullt werden. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgt
in der Regel bei einer Spannung von 100-120 V.

Trenngel: 6-12%  Acrylamid, 0,16-0,32% N,N’-Methylenbisacrylamid,
375 mM Tris-HCI pH 8,8, 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,1 %Temed

Sammelgel: 4% Acrylamid, 0,1% N,N’-Methylenbisacrylamid, 125 mM Tris-HCI
pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% APS, 0,1% Temed

Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris, 192 mM Glycerin, 0,1% SDS
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2.25 Western Blot und immunochemische Detektion

Proteine, die Uber ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt wurden, werden in einer
NafRtransferkammer (Transblot, BioRad) auf eine Nitrocellulose-Membran
(PVDF) transferiert. Dazu wird das Gel zusammen mit einer in Methanol
aktivierten PVDF-Membran luftblasenfrei zwischen mehrere Lagen ,Whatman®-
Papier, das zuvor mit Transferpuffer befeuchtet wurde, gelegt und in die
Transferzelle eingespannt. Die Kammer wird mit Laufpuffer geflllt. Die durch
SDS negativ geladenen Proteine werden in Richtung der Anode auf die Membran
transferiert. Der Transfer erfolgt Uber Nacht bei 30 V bei 4°C, unter Kihlung kann
aber auch in kirzerer Zeit (2-3 h) bei bis zu 1,5 A transferiert werden. Nach
erfolgtem Transfer wird die Immunodetektion vorgenommen. Dabei wird die
Membran zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen 1 h in 5% BSA in TBS-
Tween inkubiert. AnschlieRend erfolgt die Inkubation mit dem Primarantikorper
(in der vom Hersteller empfohlenen oder empirisch ermittelten Verdinnung).
Danach wird die Membran dreimal 10 min in TBS-Tween gewaschen und mit
dem Sekundarantikorper beprobt. Nach erneutem, dreimaligem Waschen in
TBS-Tween werden die Proteine, die vom Primarantikorper erkannt worden sind,
sichtbar gemacht. Das Detektionverfahren richtet sich nach dem verwendeten
Sekundarantikdrper. Hier wurden Antikorper verwendet, die an eine Meerrettich-
Peroxidase gekoppelt sind. Zur Detektion wurde die Membran 1 min mit ECL-
Losung behandelt, die Wasserstoffperoxid und Luciferase enthalt. Bei der
Zersetzung des Wasserstoffperoxids entsteht aktivierter Sauerstoff, der
Luciferase aktiviert. Mit der abgegebenen UV-Strahlung wird ein Rontgenfilm
belichtet. Um den Blot mit einem zweiten Antikorper zu beproben, muss der erste
entfernt werden. Dies erfolgt durch Schutteln bei 55°C im Wasserbad fur 40 min
in ,stripping-Lésung®.

Transferpuffer: 20 mM Tris; 192 mM Glycin, 10% Methanol

TBS: 20 mM Tris; 150 mM NaCl, pH 7,6

TBS-Tween: TBS + 0,05% Tween 20

Stripping-Lésung: 62,5 mm Tris pH 6,8; 2% SDS; 50 mM DTT
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2.26 Immunoprazipitation

Bei der Immunoprazipitation (IP) wird ein bestimmtes Protein mit Hilfe von
hochaffinen Antikérpern aus dem Zellysat komplexiert. Zur Affinitatsreinigung
wird Sepharose-gekoppeltes Protein A/G/A+G zugegeben. Somit kdnnen die
gebildeten Komplexe der Losung entzogen und sedimentiert werden. Protein A
(aus Staphylokokken) ist gegen Maus 1gG2,, 1gG2, und IgA, Kanninchen pAKs,
humanes 1gG4, IgG, und IgG4) gerichtet, Protein G (aus Streptokokken) gegen
Maus 1gG+, 1gG2a, 1gGap und IgGs, gegen Ratte 1gG+, 19Gaa, 19G2, und IgGac,
gegen Kaninchen und Ziege pAKs und gegen humanes IgG4, 1gGz, 1gGs und
IgG4 gerichtet. Wahrend des Prazipitationsvorganges muissen die Zellen und
Lysate unbedingt auf Eis, < 4°C, gehalten werden, damit die Proteinkomlexe eine
moglichst groRe Stabiltitat erhalten und die Aktivitat von Proteasen, Kinasen und

Phosphatasen zu minimieren.

Vorschrift fur die IP von Met aus HT29

Im Anschluss an die Induzierung mit HGF werden die Zellen mit eiskalten PBS
gewaschen; mit 500 pl Lysepuffer versetzt und 30 min auf Eis inkubiert. Im
Lysepuffer befindet sich NaF und Na-Orthovanadate, die als Breitbandinhibitoren
fur Serin-/Threonin Phosphatasen und Tyrosin-Phosphatasen eingesetzt werden.
Die Lysate werden in Reaktionsgefalde uberfuhrt und die DNA geschert.
AnschlieBend wird fur 20 min bei 12000 rpm und 4°C zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues Gefal Uberfiihrt. Nach der Zugabe von 12,5 ul humanem
Met-Antikdrper werden die Proben flr Uber Nacht bei 4°C rotiert. Zu jeder Probe
werden 50 pl ,bead-Suspension (Protein A+G-gekoppelte Agarose-beads)
gegeben, welche zuvor mit Lysepuffer gewaschen wurden. Die Lysate Iasst man
weitere 4 h bei 4°C rotieren. Danach werden die Proben abzentrifugiert und mit
Lysepuffer gewaschen. Der Waschvorgang wird dreimal wiederholt. Zum Schluss
wird jegliche Uberschussige Flussigkeit abgesaugt und die ,beads® mit 25 pl

SDS-Ladepuffer versetzt.
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Lysepuffer: 30 mM Tris HCI (pH 7.4), 150 mM EDTA, 0,5% Triton X 100, 0,5%
Na-deoxycholat, 10 mM NaF, 1 mM PMSF, 1 mM Na-Orthovanadate, 1 mM
Aprotinin und 1 mM Leupeptin

IP Ron
Die Immunoprazipitation von Ron wurde nach der Induktion mit MSP analog der
von Met durchgefiihrt (Lysepuffer ebenfalls identisch). Zur IP von Ron wurde der

Ron Antikorper C-20 verwendet.

IP PI3 Kinase

Die Prazipitation wurde analog der von Met durchgeflihrt. Zur IP von PI3K wurde
der PI3K Antikorpers Z-8 verwendet. Lediglich der IP-Puffer variierte von dem fur
Met und Ron verwendeten.

Lysepuffer: 25 mM Hepes (pH 7,5), 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10% Glyzerol,
1% NP 40, 0,5 mM MgCl,

2.27 RNA-Interferenz (RNAI)

Die Zellen wurden in einer Dichte von 4x10%well in 24 well Platten ausgesét.
siRNA gegen CD44 v6 oder einer Kontroll-siRNA wurde mit Oligofectamine in
Zellen laut Vorschrift des Herstellers transfiziert. Die Zellen wurden flr 24 h

starviert, anschlieBend mit HGF (10 ng/ml) behandelt und dann lysiert.

2.28 Fluorescence-activated cell sorting analysis (FACS)

2.28.1 HA Bindungsassay

Die Zellen werden mit PBS/EDTA geerntet und in 100 upl PBS, 3% BSA
resuspendiert. 1x10° Zellen werden mit FITC-konjugierter Hyaluronsaure
(10 pg/ml) far 30 min im Dunkeln auf Eis inkubiert und anschlielend dreimal
gewaschen und in PBS resuspendiert. Die Fluoreszenz wurde mit dem FACScan

DurchfluRzytometer (Becton Dickinson, Heidelberg) bestimmit.
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20.28.2 HGF Bindungsassay

Das Vorgehen erfolgt analog der Vorbereitung der Zellen zur FACS Analyse. Die
Zellen wurden vor der Induktion mit biotinyliertem HGF (10 und 30 ng/ml) mit
dem CD44 v6 Antikorper VFF18, oder den unterschiedlichen Peptiden inkubiert,
oder aber mit verschiedenen Vektoren (soluble CD44s oder soluble CD44 v6)
transfiziert. Die Induktion mit HGF erfolgte im Dunkeln bei RT far 30 min.
AnschlieRend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen und fir 30 min mit
FITC-Streptavidin inkubiert. Die Zellen wurden erneut dreimal mit PBS

gewaschen, resuspendiert und am FACScan DurchfluRzytometer gemessen.

2.29 Scatteringassay

Die Zellen wurden in einer Dichte von 4.5x10*well ausgesat. Nach 24 h wurden
die Zellen fur 24 h gehungert. Am nachsten Tag erfolgte die Zugabe von
Peptiden (100 ng/ml) fir 30 min bzw. eines MAPK-Inhibitors, Kontrollen wurden
nicht mit Peptiden behandelt. Anschlielend wurde der Wachstumsfaktor in einer
Konzentration von 50 ng/ml zugegeben. Die Zellen wurden nach 12 h und 24 h

auf das Migrationsverhalten am Phasenkontrastmikroskop untersucht.

2.30 Chemotaxisassay

2.30.1 Invasionsassay

Das Experiment wurde in 12 well Transwell Einheiten mit Filtern mit einer
PorengroRe von 8 pm (Costar) durchgefuhrt. Die Filter wurden mit Matrigel
beschichtet (70 pg pro Filter wurden flir 1 h bei 37°C inkubiert). Das tiefer
liegende Kompariment der Transwell-Einheit enthielt entweder ausschliellich
600 yl DMEM-Medium (zur Kontrolle) oder DMEM mit HGF (50 ng/ml). Dann
wurden 2x10° Zellen in das aufgesetzte Kompartiment auf den Filter gegeben.
Nach 24 h wurden die Zellen auf der Oberseite des Filters mit einem
Wattestabchen entfernt. Die im Matrigel und an der Unterseite des Filters
verbliebenen Zellen wurden mit 70%igem Ethanol fixiert, mit 0.1%igem

Kristallviolett gefarbt und mit Essigsaure lysiert. Die OD wurde mit einem ELISA
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Reader gemessen. Im Falle einer Vorbehandlung mit Peptiden, MAPK-Inhibitor

oder Antikorper ist dies vermerkt.
2.30.2 Migrationsassay

Die Durchfuhrung erfolgte analog zum Invasionsassay, jedoch wurden hier die

Filter nicht mit Matrigel behandelt.
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Ergebnisse

1. Einleitung

Eine Beteiligung von CD44 an der Aktivierung der Rezeptortyrosinkinase Met
durch ihren Liganden HGF wurde durch Verwendung von CD44 v6 spezifischen
Antikdrpern und Transfektionsexperimenten nachgewiesen. Nur die CD44 v6
spezifischen Antikorper VFF18 (Mensch) und 1.1ASML (Ratte), jedoch nicht die
beiden Antikérper IM7 und J173, die Epitope erkennen, die weit enfernt von v6
Sequenzen liegen, verhinderten die Aktivierung von Met, sowie von Erk, einer
Komponente des MAPK-Signalweges. Die Funktion von CD44 v6 als Ko-
Rezeptor wurde auch durch Transfektion der Zelllinie BSp73AS (hier kinftig als
AS bezeichnet) mit CD44 v6 bestatigt. In AS Zellen, die den Met Rezeptor und
CD44s exprimieren, kann der Met Rezeptor durch HGF nicht aktiviert werden.
Durch Transfektion dieser Zellen mit der CD44 v6 Isoform wurde die ASv6-
Zelllinie erhalten, in der die Behandlung mit HGF zur Phosphorylierung von Met
fuhrt (Orian-Rousseau et al., 2002).

2. In Met defizienten Zellen kommt es zur Bindung von HGF

Die Funktion von CD44 v6 als Ko-Faktor fur die Met Aktivierung kdonnte darin
bestehen, in einem ternaren Komplex die Bindung des Liganden zu ermdglichen,
oder aber selbst den Liganden zu binden und dem Met Rezeptor zu
.prasentieren®. Um zwischen diesen Moglichkeiten zu unterscheiden wurde die
Bindung von HGF (es wurde biotinyliertes HGF zum Nachweis in der FACS
Analyse verwendet) an Zellen, die entweder Met und CD44, oder nur CD44
exprimieren, untersucht. Verwendet wurden die Zelllinien AS, ASv6, HT29, T47D
und T47D2A. HT29 Zellen entstammen einem humanen Colonkarzinom. Diese
Zellen exprimieren Met und unterschiedliche Isoformen von CD44, u. a. auch
Isoformen, die v6 enthalten (Orian-Rousseau et al., 2002). Bei T47D Zellen
handelt es sich um eine humane Mammakarzinomzelllinie, die verschiedene
CD44 Isoformen, darunter CD44 v6, jedoch nicht den Met Rezeptor exprimieren.
Behandlung der T47D Zellen mit HGF fuhrte zu keiner Aktivierung des Met
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Rezeptors, dagegen kommt es in der Zelllinie T47D2A, die mit Met transfiziert
wurde, zu einer Aktivierung des Rezeptors (Abb. 3). Diese Aktivierung ist strikt
von CD44 v6 abhangig, da sie durch CD44 v6 spezifische Peptide (siehe
Kapitel 4) verhindert werden konnte (Abb. 3). Generell wurden jegliche in dieser
Arbeit gezeigten Experimente mehrmals wiederholt (mindestens 3x) und lieferten

vergleichbare Resultate zu den in den Abbildungen gezeigten.
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Abb. 3: Humane CD44 v6 spezifische Peptide blockieren die Aktivierung
von Met auch in den humanen Zelllinien T47D und T47D2A. Die Zellen
wurden in einer Dichte von 2x10° Zellen/well (6-well-Platte) kultiviert und fiir 24 h
in Abwesenheit von Serum gehalten. Die Behandlung mit den humanen CD44 v6
spezifischen 5mer, 10mer und 14mer Peptiden (50 ng/ml; siehe Kapitel 4)
erfolgte fur 5 min bei 37°C. Im Anschluss wurde mit HGF (10 ng/ml) far 5 min bei
37°C induziert. Es wurden Zellysate hergestellt, die Proteine der Zellysate
wurden Uber SDS-PAGE (10% Gel) aufgetrennt. Die spezifischen Proteine
wurden im Western Blot durch Antikérper gegen Phospho-Erk (obere Reihe),
sowie gegen Erk (untere Reihe; Ladekontrolle) nachgewiesen.

Wie erwartet kam es auf ASv6 Zellen zu einer Bindung von HGF.
Erstaunlicherweise wurde HGF nicht an die parentalen AS Zellen, die nur Met
aber kein CD44 v6 exprimierten, gebunden (Abb. 4). Die Bindung mit
biotinylietem HGF (bioHGF) wurde bei Raumtemperatur und auf Eis
durchgefuhrt, letzteres um eine Internalisierung des Rezeptors zu vermeiden. Ein
Unterschied fur die beiden Temperaturbedingungen konnte fur AS und ASv6
Zellen nicht festgestellt werden. Auch HT29 Zellen binden wie erwartet HGF,

wobei hier die Induktion auf Eis zu einer starkeren Bindung fiihrte. AuRerst
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uberraschend war die Beobachtung, dass es in T47D Zellen zu einer Bindung
von HGF kommt, obwohl in diesen Zellen der authentische Rezeptor fir HGF
nicht exprimiert wird. Die Bindung erfolgte hier verstarkt bei Raumtemperatur
(Abb. 4). Diese Bindung von HGF wird nicht durch die Anwesenheit von Met
verstarkt, wie der Vergleich von T47D und T47D2A in der FACS Analyse zeigte
(Abb. 5). Biotinyliertes HGF verhalt sich gleich dem unmarkierten HGF, es flhrt
zur Met Aktivierung. Die Bindung von bioHGF wurde durch Uberschuss an
unmarkiertem HGF unterbunden (Abb. 4 kleine Fenster rechts oben).

Demnach kann HGF an CD44 v6 auch in Abwesenheit von Met binden, wahrend

Met alleine fir die Bindung nicht ausreicht.
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Abb. 4: HGF Bindung erfolgt auch in Abwesenheit von Met durch CD44 v6.
Fluorescence activated cell sorting (FACS) der Zelllinien HT29, T47D, AS und
ASv6. 1x10° Zellen, die zuvor 24 h ohne Serum kultiviert wurden, wurden mit
bioHGF (10 ng/ml) auf Eis (grune Linie) bzw. bei Raumtemperatur (rote Linie)
behandelt. Die Zellen wurden geerntet, in 100 pl PBS, 3% FCS resuspendiert
und mit FITC-Streptavidin (10 pg/ml) fur 30 min inkubiert. AnschlieRend wurden
die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, resuspendiert und am FACScan
DurchflulRzytometer gemessen. In violett sind die Zellen dargestellt, die nur mit
FITC-Streptavidin inkubiert wurden (zur Bestimmung der unspezifischen
Bindung). Im kleinen Fenster rechts oben sind zur Kontrolle die Zellen gezeigt,
die mit einem Uberschuss an unmarkiertem HGF (50 ng/ml) und bioHGF
(10 ng/ml) behandelt wurden.
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Abb. 5: Met Anwesenheit verstarkt die Bindung von HGF nicht.
Fluorescence activated cell sorting (FACS) der Zelllinien T47D und T472A. Das
experimentelle Vorgehen war wie in Abb. 4 beschrieben. Die Induktion mit
bioHGF erfolgte bei Raumtemperatur. In violett sind die Zellen nach Behandlung
mit FITC-Streptavidin dargestellt, die grine Linie zeigt die Zellen nach der
Behandlung mit bioHGF.

3. Identifizierung der Ko-Rezeptor relevanten CD44 v6 Sequenz

FUr die Charakterisierung der Ko-Rezeptor Funktion von CD44 wurde das AS-
Zellsystem gewahlt. Da die Analyse durch Transfektion von Mutanten in AS-
Zellen durchgefuhrt werden sollte, wurde durch RNA Interferenz (RNAI)
abgesichert, dass in dieser Zelllinie tatsachlich CD44 v6 zur Aktivierung von Met
bendtigt wird. Die RNA-Interferenz ist eine Methode, bei der durch kleine
doppelstrangige RNA-Molekule (siRNA) die Expression spezifischer Gene
unterdrickt wird. Ziel war es durch Verwendung von CD44 v6 spezifischer siRNA
eine Verminderung der varianten Isoform CD44 v6 zu erhalten und die
Auswirkung auf die Met Aktivierung zu testen.

Die Zelllinien ASv6 und AS (diente als Negativkontrolle) wurden mit v6
spezifischer siRNA sowie mit Kontroll siRNA transfiziert und nach 48 Stunden auf
CD44 v6 Expression analysiert. Die v6 spezifische siRNA fiihrte zu einer
deutlichen Abnahme der CD44 v6 Expression in ASv6 Zellen. Wurden diese
Zellen mit HGF behandelt fuhrte dies zu keiner Erk Aktivierung im Unterschied zu
unbehandelten Zellen. Eine Kontroll siRNA hatte sowohl auf die CD44 v6
Expression als auch auf die HGF-induzierte Signalkaskade keinerlei Auswirkung
(Abb. 6). Durch RNAI konnte somit die Funktion von CD44 v6 als Ko-Rezeptor
bestatigt werden.
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Abb. 6: RNA Interferenz (RNAI) gegen CD44 v6. ASv6 und AS Zellen wurden
in 24-well Platten in einer Dichte von 4x10* Zellen/well ausgesat. Die
Transfektion mit v6 spezifischer siRNA bzw. Kontroll siRNA erfolgte nach 24 h.
Die Zellen wurden danach fur 24 h im Wachstumsmedium kultiviert und weitere
24 h ohne Serum gehalten. Dann wurde mit HGF (10 ng/ml) fir 5 min bei 37°C
induziert und im Anschluss Zellysate hergestellt. Die Proteine der Lysate
wurden Uber SDS-PAGE (10% Gel) aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
ubertragen. Die Detektion der spezifischen Proteine erfolgte durch Antikorper,
die entweder phosphoryliertes Erk (obere Reihe), Erk (mittlere Reihe) oder
CD44 v6 (Ratte) erkennen (untere Reihe; v6 spezifischer Antikorper 1.1ASML).

Zur ldentifikation der Aminosauren in CD44 v6, die bendtigt werden um den Met
Rezeptor zu aktivieren, wurde eine Linker Scan Mutagenese des gesamten
Exons v6 durchgeflhrt. Dabei werden die Mutationssequenzen so gewahlt, dass
eine Restriktionsstelle (in diesem Fall eine Not | Stelle) eingebaut wird, die einen
einfachen Nachweis der erfolgreichen Mutation ermdglicht. Es wurden Linker
Scan (Is) Mutanten durch fortlaufenden Austausch von 9 bp Segmenten erzeugt,
wobei die Orginalsequenz des Exon v6 durch Alanin kodierende Sequenzen
ausgetauscht wurde. Im Fall von Alanin kodierender Orginalsequenz wurden
Glycin kodierende Sequenzen eingeflhrt. Insgesamt wurden 14 Plasmide isoliert
(Abb. 7 A und B).

Diese Mutanten wurden in AS Zellen transfiziert um zu testen, ob sie in der Lage
sind als Ko-Rezeptor fiur Met zu fungieren. Zur ldentifizierung der transfizierten
Zellen wurde ein Vektor, der fur ein Pyromycinresistenzgen kodiert, ko-

transfiziert. Somit konnte durch Zugabe von Pyromycin ins Selektionsmedium
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erreicht werden, dass alle nicht transfizierten Zellen absterben. Bei dieser
Methode der Transfektion erhalt man Kulturen, die von vielen unterschiedlichen
transfizierten Zellen abstammen (Massenkultur). Damit ist klonale Variation

ausgeschaltet.

A phosphoglycerate ____ cp445 cpNA _W— CD44s cDNA
kinase promoter

Is1 152 Is3_—__

Is4 I1s5 1s6 —

Is8 I1s9
|S10|511 |S12[ .
S13 1514

Is1 Is2 Is3 Is4 Is5

TGG GCA GAT |CCT AAT AGC |ACA ACA GAA |GAA GCA GCT | ACC CAG AAG
Trp Ala Asp * Pro Asn Ser " Thr Thr Glu " Glu Ala Ala " Thr GIn Lys

Is6 Is7 Is8 Is9 Is10
GAG ARG TGG |TTT GAG AAT | GAA TGG CAG | GGG AAG AAC | CCA CCC ACC
Glu Lys Trp 'Phe Glu Asn Glu Trp GIn  Gly Lys Asn Pro Pro Thr

Is11 Is12 Is13 Is14

CCA AGT GRA |GAC TCC CAT | GTG ACA GAA | GGG ACA ACT IG
Pro Ser Glu Asp Ser His Vval Thr Glu Gly Thr Thr

Abb. 7: Prinzip der Linker Scan Mutagenese. (A) Schematische Darstellung:
Die Mutation des Exon v6 erfolgte in fortlaufenden Schritten von 9 bp. Der
Einbau einer Not | Schnittstelle ermdglichte eine schnelle Selektion der
Mutanten. Zur vollstdndigen Mutation von Exon v6 wurden 14 Mutanten
bendtigt, bei denen die Orginalsequenzen durch Alanincodons ausgetauscht
wurde. Im Fall von Alanin kodierenden Sequenzen im Orginalplasmid erfolgte
die Substitution durch Glycin-kodierende Sequenzen. (B) Exonsequenz von
CD44 v6 und Anordnung der Mutanten.

Die mit den verschiedenen Linker Scan Plasmiden transfizierten Massenkulturen
wurden auf Aktivierung von Erk nach HGF-Behandlung getestet. Fast alle
Mutanten waren in der Lage, ahnlich dem Wildtyp CD44 v6, als Ko-Rezeptor zu
agieren. Lediglich die Mutante Is8 reagierte nicht auf die Behandlung mit HGF, es
wurde keine Phosphorylierung von Erk beobachtet (Abb. 8 A). Sie hatte die Ko-
Rezeptorfunktion verloren. Diese ausbleibende Erk Aktivierung durch die Is8

Mutante kann nicht durch mangelhafte Expression erklart werden (Abb. 8 B).
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A Is1 Is2 Is3

- 4+ | HGF

Is5
-+
p—t B Erk-(P)

Is7 Is8 Is9 Is10 Is11 Is12
= ¥ - - fIr-  f1r- 11— ¥ 1HGF
_ - G — 4 = Erk{P)
|_ _,_||_ +||_ | +'HGF
— Ek®

—=u|

Is2 Is3 Is4 Is5 Is6 Is7 Is8 Is9 Is10 Is11 Is12 Is13 Is14 ASv6 AS

| [ ——————

Abb. 8: Drei AS in CD44 v6 sind essentiell fur die Met Aktivierung. (A) AS
Zellen wurden mit den Linker Scan Mutanten Is1-Is14 sowie mit dem Vektor
pBabe, der fur ein Pyromycinresistenzgen kodiert, transfiziert. Nach erfolgter
Selektion mit Pyromycin (1 pg/ml) wurden die transfizierten Zellen, sowie AS und
ASv6 Zellen zur Kontrolle, in einer Dichte von 4x10* Zellen/well in 24-well Platten
ausgesat. Die Zellen wurden fur 24 h unter Serumentzug gehalten, dann mit HGF
(10 ng/ml) far 5 min bei 37°C induziert. Die Proteine aus den hergestellten
Zellysaten wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt (10% Gel). Durch Antikorper
gegen phosphoryliertes Erk (obere Reihe) und Erk (untere Reihe) wurden die
spezifischen Proteine im Western Blot nachgewiesen. Erk diente als
Ladekontrolle. (B) Die Zellysate wurden auf Expression von CD44 durch den
CD44 Antikorper 5G8 Uberpruft, der sowohl die Isoformen CD44s und CD44 v6

erkennt.

Die Is8 Mutation betrifft offensichtlich die Sequenz in v6, die flr die Ko-Rezeptor-
funktion notwendig ist. Um zu zeigen, dass die I1s8 Mutation direkt die Aktivierung
des Met Rezeptors betrifft und nicht nur intrazellulare Signalkinasen, wurde die

Aktivierung des Met Rezeptors durch Immunoprazipitation und Tyrosin-
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phosphorylierung bestimmt. Tatsachlich kann durch Behandlung mit HGF in Is8
transfizierten Zellen auch eine Aktivierung von Met nicht mehr erreicht werden.
Die benachbarte Mutante Is9 erlaubte Phosphorylierung von Met, ebenso wie
ASv6 Zellen, die als Positivkontrolle dienten (Abb. 9). Die von der Is8 Mutation
betroffenen AS Glutaminsdure, Tryptophan und Glutamin (Abb. 7 B) scheinen

somit essentiell fur die Aktivierung von Met in Abhangigkeit von CD44 v6 zu sein.

AS ASv6 Is8 Is9
[= 4+ - +1 - +I1- +1HGF

o — Met-®
|— -lcn -]— - Met

Abb. 9: Verlust der Met Aktivierung durch die Is8 Mutante. Die Is8 und Is9
transfizierten Zellen sowie AS und ASv6 Zellen zur Kontrolle wurden in einer
Dichte von 3x10° Zellen/10 cm Platte ausgesat. Auf 24 h Hungern der Zellen
folgte die Behandlung mit HGF (50 ng/ml) fur 5 min bei 37°C. Die Zellen wurden
lysiert und im Anschluss daran Met mit dem mMet Antikérper (B-2)
immunoprazipitiert. Die Immuno-Prazipitate wurden Uber SDS-PAGE
aufgetrennt (10% Gel). Met Phosphorylierung wurde mit dem Phospho-Tyrosin
Antikdrper 4G10 detektiert (obere Reihe). Der Antikdrper wurde von der
Membran entfernt und Met wurde zur Ladekontrolle mit dem Met-spezifischen
Antikdrper mMet (B-2) nachgewiesen (untere Reihe).

Doch werden fur die Interaktion tatsachlich alle drei Aminosauren
herangezogen? Um diese Frage zu beantworten wurden Einzel- und
Doppelmutanten erzeugt. Dazu wurde Glutaminsaure zusammen mit Tryptophan,
sowie Tryptophan in Kombination mit Glutamin mutiert, auRerdem jede
Aminosaure einzeln. Die Substitution der Orginalsequenz erfolgte wieder durch
Alanin-kodierende Sequenzen (Abb. 10 A).

Die Analyse der Doppelmutanten, sowie der Einzelmutanten, ergab, dass
transfizierte Zellen mit allen Mutanten auf die Behandlung mit HGF mit

Aktivierung des Met Rezeptors antworten (Abb. 10 B).
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A 1s8.1 1s8.2 1s8.3
GCG TGG CAG GAA GCG CAG GAA TGG GCG
Is8 Ala Trp GIn Glu Ala GIn Glu Trp Ala
GAA TGG CAG
Glu Trp Gln 1s8.1+2 1s8.2+3

GCG GCG CAG GAA GCG GCG
Ala Ala GIn Glu Ala Ala

B ASV6 AS Is8.1 Is8.2 Is8.3
(S | D | R PR | S | + | HGF
R : — s | ETk-

Erk

ASv6 AS Is8.1+2 Is8.2+3

(T | I | + -+ 1 HGF
— — —] Erk-®
— — — — ——— | Erk

Abb. 10: Mutationsanalyse der Aminosauren Glu, Trp, GIn, einzeln oder in
Kombination. (A) Prinzip der Einzel- und Doppelmutanten, die von dem Bereich
angefertigt wurden, der anhand der Linker Scan Mutagenese identifiziert wurde.
Die Mutation der drei AS erfolgte einzeln bzw. in Kombination von 1. und 2. AS
bzw. 2. und 3. AS, im Austausch gegen Alanin-kodierende Sequenzen. (B) Die
mit den Einzelmutanten transfizierten Zellen 1s8.1, 1s8.2, 1s8.3 bzw. mit den
Doppelmutanten transfizierten Zellen [s8.1+2 und [s8.2+3 wurden wie
beschrieben (Abb. 8) mit HGF induziert. Zur Kontrolle wurden AS Zellen und
ASv6 Zellen verwendet. Die Detektion der spezifischen Proteine im Western Blot
erfolgte mit Antikérpern gegen Phospho-Erk (obere Reihe) und Erk (untere
Reihe). Erk diente als Ladekontrolle.

Somit ist der Austausch von einer bzw. zwei Aminosauren nicht ausreichend, um
die Funktion als Ko-Rezeptor zu verlieren. Demnach scheinen flr die Aktivierung
von CD44 v6 mit Met die drei Aminosauren Glutaminsaure, Tryptophan und
Glutamin von grundlegender Bedeutung zu sein.

Eine Funktion von CD44, die unabhangig von der Met Aktivierung sein sollte und
die durch den N-Terminus ausgelbt wird, ist die Bindung an Hyaluronsaure (HA).

Aus diesem Grund wurde diese Funktion als Kontrolle gewahlt, um zu zeigen,
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dass die Is8 Mutante nicht generell inaktiv ist. Ls8 Zellen, ASv6 Zellen und AS
Zellen wurden mit FITC-HA behandelt und in einer FACS-Analyse auf Bindung
von HA untersucht. In der Tat kdnnen Zellen, die die Mutante Is8 exprimieren, HA
binden, mit vergleichbarer Intensitat zu ASv6 Zellen. AS Zellen, die CD44s
exprimieren, zeigen dagegen ein sehr schwaches Bindungsverhalten (Abb. 11).
Die Bildung von CD44 Clustern durch CD44 v6, die die Bindung von HA
begunstigt (Sleeman et al., 1996), hangt offensichtlich nicht von der Sequenz ab,

die in der Mutante Is8 betroffen ist.

807
60 AS

40

ASv6 ASIs8

20
0

cell count

110" 102 10%10% 1 10" 102 103 10% 1 10" 102 103 104
fluorescence intensity

Abb. 11: Die CD44 Mutante Is8 bindet Hyaluronsaure. Fluorescence
activated cell sorting (FACS) der AS-Transfektante I1s8 sowie der AS und ASv6
Zellen zur Kontrolle: 1x10° Zellen wurden geerntet, in 100 pl PBS, 3% FCS
resuspendiert und mit FITC-konjugierter HA (10 pg/ml) far 30 min inkubiert. Die
Zellen wurden nach mehrmaligem Waschen in PBS resuspendiert. Die
Messung erfolgte mit dem FACScan Durchfluizytometer. Die blaue Flache
reprasentiert die ungefarbten Zellen, die schwarze Linie die Zellen, die mit HA
behandelt wurden.

4. Hemmung der Met Aktivierung durch CD44 v6 spezifische Peptide

Durch Transfektion von ASv4-v7 Zellen, die sowohl Met als auch CD44 v4-v7
exprimieren und in der der Met Rezeptor aktiviert werden kann, mit einem
Expressionsvektor fur die Ectodomane von CD44 v4-v7 (I6sliche extrazellulare
Domane) wurde die Aktivierung von Met gehemmt (Orian-Rousseau et al., 2002).
Offensichtlich kompetiert die Ectodoméane mit endogenem CD44 v6 um die Met
Aktivierung. Die Kompetition war von der v6 enthaltenden Variantensequenz
abhangig, da die Ectodomane von CD44s keinen Effekt auf die Met Aktivierung
hatte. Ich habe nun getestet, ob auch kleine Peptide als Hemmer wirken konnen.

Zunachst wurden 14mer Peptide der v6 Region analysiert. Die Peptidsequenzen

71



Ergebnisse

entsprachen der Unterteilung der v6 Sequenz in drei gleich grof3e Teile von
jeweils 14 AS (Abb. 12 A).

A CD44v6
Ratte A B (o4
B rat v6 Peptide rat v6 Peptide
AT BT Clusp A" B Clusp
- + + + + + HGF - + + + + +
— — - — e —
S e Erk-(P) | e m— o o———
. W = — v D e W—
— Erk  —— — G
ASv6 ASv4-7

Abb. 12: Aktivierung von Met wird durch ein v6 spezifisches lineares Peptid
verhindert. (A) Schematische Darstellung der v6 spezifischen 14mere: Peptid A,
B und C. (B) AS Zellen, die die v6- (ASv6) bzw. v4-v7-Isoform (ASv4-v7) stabil
exprimieren wurden in einer Dichte von 2x10° Zellen/well in 6-well Platten
ausgesat. Nach 24 h Kultivierung in Abwesenheit von Serum wurden die Zellen
fur 5 min bei 37°C mit den 14mer Peptiden A, B und C (50 ng/ml) bzw. mit einem
unspezifischen Kontrollpeptid (usp) behandelt. AnschlieRend erfolgte die
Induktion mit HGF (10 ng/ml) fir 5 min bei 37°C. Die Proteine der Lysate wurden
uber SDS-PAGE aufgetrennt (10% Gel). Die Detektion der spezifischen Proteine
im Western Blot erfolgte durch Antikdrper gegen Phospho-Erk (obere Reihe) und
Erk (untere Reihe). Erk diente als Ladekontrolle.

Nur ein Peptid, Peptid B, war in der Lage HGF-induzierte Erk Aktivierung zu
verhindern (Abb. 12 B), gezeigt fur AS-Zellen, die entweder mit CD44 v4-v7 oder
CD44 v6 transfiziert worden waren. Peptid B enthalt die Sequenz Glu, Trp, GIn,
deren Mutation zu Alanin in der Linker Scan Mutante Is8 die Aktivierung von Met
verhinderte.

Zur Ermittlung des kleinstmoglichen Peptids, das noch als Kompetitor fur Met
Aktivierung wirkt, wurde ein 3mer, das genau aus den drei in Is8 mutierten AS
bestand und ein 5mer, das diese 3 AS enthielt, die von zwei benachbarten AS

der Orginalsequenz flankiert wurden, synthetisiert. Ein mutiertes 5mer, bei dem
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die drei zentralen AS durch Alanine ausgetauscht waren, diente als
Negativkontrolle. Die Behandlung von Zellen (ASv6 und ASv4-v7) mit dem Smer
verhinderte die Aktivierung von Erk, wahrend das 3mer und das mutierte Smer

keine Auswirkung auf die Aktivierung zeigten (Abb. 13).

A v6 Peptid B
3mer EWQ
5mer NEWQG

mutSmer NAAAG

& &
< < o & < < o &
AP & & S o€
o % & N \.‘b X, \.& K.'\
&‘i‘\' &‘5“ & & TR R R
B - + + + + + HGF - + + + + +
—— m Ek(P) | —— —
gy «« ——=——
ASv6 ASv4-v7

Abb. 13: Ein v6 spezifisches 5mer blockiert die Aktivierung von Met.
(A) Sequenz der kurzen Peptide (B) ASv6 und ASv4-v7 Zellen wurden mit dem
3mer, 5mer, mutierten 5mer (mutSmer) und dem Peptid B (rat 14mer)
behandelt. Die Durchfihrung des Experiments erfolgte wie in Abb. 12
beschrieben. Im Western Blot wurden die spezifischen Proteine mit Antikdrpern
gegen Phospho-Erk (obere Reihe) und gegen Erk (untere Reihe; Ladekontrolle)
nachgewiesen.

Interessanterweise wurde die HGF-Induktion auch mit einem 6mer, das die
Aminosauren Glu, Trp, GIn enthielt, bei denen aber drei benachbarte AS der
Orginalsequenz durch drei Ala ersetzt wurden, ebenfalls gehemmt (Abb. 14).
Dies deutet darauf hin, dass AS aul3erhalb der drei durch Linker Scan Analyse
identifizierten, unspezifisch im Hinblick auf die Aktivierung von Met sind und dass
die Anwesenheit der fur die Ko-Rezeptor Funktion wichtigen AS ausreichend ist
um den Rezeptor durch kleinste I6sliche Peptide zu inhibieren. Diese Peptide
mussen allerdings eine minimale Sequenz von funf AS aufweisen, da die

essentiellen drei AS alleine die Met Aktivierung nicht verhindern kénnen.
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A S5mer NEWQG
6merls7Tmut AAAEWQ
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Abb. 14: Peptide, bei denen die essentiellen AS von AS flankiert werden,
die nicht der v6 Sequenz entsprechen, hemmen die Met Aktivierung.
(A) Sequenz des Peptids 6mer Is7 mut. (B) ASv6 und ASv4-v7 Zellen wurden
wie in Abb. 12 beschrieben mit den v6 spezifischen Peptiden 6mer Is7mut, rat
5mer, rat 14mer und einem Kontrollpeptid (usp) behandelt und mit HGF
induziert. Die spezifischen Proteine wurden im Western Blot durch Antikorper
gegen Phospho-Erk (obere Reihe) und gegen Erk (untere Reihe)
nachgewiesen.

5. Homologe Sequenzen in humanem und Ratten CD44 v6 sind fur die
Ko-Rezeptor Funktion essentiell

Um zu testen, ob Peptide auch in humanen Zellen die Met Aktivierung hemmen,
wurden HT29 Zellen mit dem 5mer (Ratte) behandelt und anschlielend die
Induktion mit HGF durchgefuhrt. Die Behandlung mit dem 5mer fihrte zu keiner
Hemmung der Met Aktivierung (Abb. 15 B). Die Sequenz der drei AS, die in der
Ratte fur die Aktivierung des Met Rezeptors spezifisch ist, divergiert in humanem
CD44 v6 bis auf das zentrale Tryptophan (Abb. 15 A).
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A Ratte: WADPNSHEEAATQKEKWFE@ SKNPPTPSEDSHYTEGTT
is8
Mensch: OA'I'PSS‘I’IEETATQKEQWFGI\{RWH - GYRQTPREDSHSTTGT

HT29

Abb. 15: Hemmung der Met Aktivierung in humanen Zellen ist durch das
Ratten 5mer nicht méglich. (A) Vergleich der CD44 v6 Sequenz von Ratte und
Mensch. (B) Die humane Zelllinie HT29 wurde mit dem 5mer Peptid behandelt
und mit HGF induziert wie in Abb. 12 beschrieben. Die spezifischen Proteine
wurden im Western Blot durch Antikorper gegen Phospho-Erk (obere Reihe)
und gegen Erk (untere Reihe; Ladekontrolle) nachgewiesen.

Aus diesem Grund wurden Peptide entworfen, die der humanen v6 Region
entsprechen (Abb. 15 A): drei 14mere der v6 Sequenz, ein 10mer, ein Smer und
ein 6mer, die die AS Arg, Trp, His enthielten. Diese drei Aminosauren sind die
entsprechenden Sequenzen im Menschen zu den durch Linker Scan Mutation
identifizierten Aminosauren Glu, Trp, GIn der Ratte.

Zur Transfektion wurden HT29 Zellen sowie die humane Nierenzellinie 293
verwendet, die Met und unterschiedliche Isoformen von CD44 exprimieren,
darunter Isoformen, die v6 enthalten (Orian-Rousseau et al., 2002). Behandlung
der Zellen mit dem 14mer Peptid B fuhrte zu einer Inhibierung der Met
Aktivierung (Abb. 16 A), ahnlich der Situation mit den Rattenpeptiden (Abb. 12).
Durch Verwendung des 10mers und des 5mers wurde ebenfalls die Met
Aktivierung verhindert (Abb. 16 B), ebenso mit einem Peptid mit den AS Arg, Trp,
His, sowie drei durch Ala ersetzte benachbarte AS (6mer Is9mut; Abb. 16 B).
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Abb. 16: Humane Peptide mit der Sequenz Arg, Trp, His verhindern eine
Aktivierung von Erk. Die Inkubation der Zelllinien HT29 und 293 mit den
humanen v6 Peptiden A, B, C (A) sowie dem 5mer, 10mer, 14mer (identisch mit
Peptid B) (B), 6mer (6mer Is9 mut) und dem Kontrollpeptid (usp) und die
anschliefende HGF Induktion wurden wie in Abb. 12 beschrieben durchgeflhrt.
Die spezifischen Proteine wurden im Western Blot durch Antikdrper gegen
Phospho-Erk (obere Reihe) und gegen Erk detektiert (untere Reihe;
Ladekontrolle).

Dass die Peptide direkt die Aktivierung des Rezeptors inhibieren, wurde durch
Immunoprazipitationen und Tyrosinphosphorylierung von Met nachgewiesen. Die
humanen 5mer, 10mer und 14mer Peptide fuhrten zu einer Inhibierung der
Phosphorylierung des Met Rezeptors, ahnlich der Wirkung des blockierenden
Antikoérpers VFF18 (Abb. 17).
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Abb. 17: Humane v6 Peptide verhindern die Aktivierung des Met
Rezeptors. HT29 Zellen wurden mit dem humanen 5mer, 10mer und 14mer
(50 ng/ml) sowie dem v6 spezifischen Antikorper VFF18 (100 pg/ml) behandelt.
Die Immunoprazipitation von Met in HT29 erfolgte wie in Abb. 9 beschrieben
unter Verwendung des hMet Antikorpers (C-12). Phosphorylierung von Met
wurde mit dem Phospho-Tyrosin Antikorper 4G10 nachgewiesen (obere Reihe).
Als Ladekontrolle diente Met. Die Detektion erfolgte mit dem Met-spezifischen
Antikérper hMet (C-12) (untere Reihe).

Da fir die Ko-Rezeptor Funktion von CD44 die gleichen Bereiche in Mensch und
Ratte bendtig werden, konnte man vermuten, dass das konservierte Tryptophan
fur die Aktivierung von Met eine zentrale Rolle spielt. Jedoch wurde durch
Einzelmutation von Trp zu Ala (Is8.2) sowie durch beide Doppelmutationen
(Is8.1+2 und Is8.2+3) der Linker Scan Mutagenese die Aktivierung des Rezeptors
nicht verhindert. Dieses Ergebnis sollte durch Verwendung von Peptiden
uberpruft werden. Dazu wurde ein 5mer Peptid hergestellt, bei dem Trp durch Ala
(rat 5mer-2-Ala) ersetzt wurde. Aulderdem wurden S5mer Peptide verwendet, bei
denen entweder Glu und Trp durch Ala (rat 5mer-1-2-Ala) oder Trp und Gin
durch Ala (rat 5mer-2-3-Ala) ersetzt wurden. Die entsprechenden Peptide wurden
auch fur die humane Sequenz synthetisiert (hum 5mer-2-Ala, hum 5mer-1-2-Ala,
hum 5mer-2-3-Ala). Das Peptid rat Smer-2-Ala in den ASv6 Zellen sowie das
Peptid hum 5mer-2-Ala kompetierte in den HT29 Zellen (Abb. 18). Daraus konnte
man schliellen, dass Trp flr die Funktion von CD44 als Ko-Rezeptor nicht
essentiell ist. Das humane 5mer-2-Ala blieb im Rattensystem ohne Auswirkung,
ebenso das Ratten 5mer-2-Ala im humanen Zellsystem. Dies ist im Einklang mit
der speziesspezifischen Wirkung des 5mer Peptids (Abb. 15). Sowohl mit den
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Ratten als auch mit den humanen Peptiden 5mer-1-2-Ala und 5mer-2-3-Ala ging
in den entsprechenden Zelllinien die Hemmung verloren. Demnach werden die
beiden AS Glu und GIn in Ratte und Arg und His im Menschen flr die Aktivierung
von Met durch CD44 v6 bendtigt. Dieser Befund ist im Gegensatz zu der
Beobachtung mit den Linker Scan Mutanten (Abb. 10), bei denen der Austausch
von Glu oder GIn alleine oder zusammen mit Trp nicht ausreichte um die Ko-

Rezeptorfunktion zu verlieren.

A
rat Smer NEWQG hum Smer NRWHE
rat Smer-2-Ala NEAQG hum 5mer-2-Ala NRAHE
rat5Smer-1-2-Ala NAAQG hum 5mer-1-2-Ala NAAHE
rat 5Smer-2-3-Ala NEAAG hum 5mer-2-3-Ala NRAAE
«f‘ 7 ‘i‘ﬁ «f‘zf . «ﬁ’ 4@‘ P
<s~ (f‘”‘ é° F&S F
B -+ HGF - + + + o+ + +
——— T —
] - FSS————
ASv6 HT29

Abb. 18: Das konservierte Tryptophan ist fur die Ko-Rezeptor Funktion nicht
relevant. (A) Sequenzen der verwendeten Peptide. (B) Die humane Zelllinie
HT29 und die Rattenzellinie ASv6 wurden mit den angegebenen Peptiden der
entsprechenden Spezies und HGF wie in Abb. 12 behandelt. Die spezifischen
Proteine wurden im Western Blot durch Antikérper gegen Phospho-Erk (obere
Reihe) und gegen Erk detektiert (untere Reihe; Ladekontrolle).

6. CD44 v6 ist auch ein Ko-Rezeptor fur die Rezeptortyrosinkinase Ron

Met und die Tyrosinkinasen Ron und Sea bilden aufgrund groRer struktureller
Ahnlichkeiten eine Rezeptorfamilie (Comoglio and Boccaccio, 1996). Die
Tyrosinkinase Ron zeigt die grofite Homologie zu Met. Sie wird ausschliel3lich
auf menschlichen Zellen synthetisiert. Um zu testen, ob flr die Aktivierung von
Ron durch seinen Liganden MSP ebenfalls CD44 v6 bendtigt wird, wurde die
Aktivierung von Ron in Gegenwart CD44 v6 spezifischer Antikorper gemessen.
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Dazu wurden zwei Zelllinien verwendet, die Ron exprimieren: HT29 und HCT116,
eine Colon-Karzinom Zelllinie, die ebenfalls wie HT29 unterschiedliche CD44

Isoformen exprimiert.
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Abb. 19: Die Aktivierung von Ron wird durch den CD44 v6 spezifischen
Antikdrper VFF18 verhindert. HT29 und HCT116 Zellen wurden in einer Dichte
von 2x10° Zellen/well (6-well-Platte) ausgesat und fur 24 h ohne Serum kultiviert.
Die Zellen wurden mit dem v6 spezifischen Antikérper VFF18 bzw. dem CD44
Antikorper J173 (100 pg/ml) fur 5 min bei 37°C behandelt. Anschliel3end erfolgte
die Induktion mit MSP bzw. PDGF zur Kontrolle (10 ng/ml) fir 5 min bei 37°C.
Die Proteine der hergestellten Lysate wurden Uuber SDS-PAGE aufgetrennt. Die
spezifischen Proteine wurden im Western Blot mit dem Phospho-Erk Antikdrper
(obere Reihe) und dem Erk Antikorper nachgewiesen (untere Reihe;
Ladekontrolle).

In HT29 Zellen sowie in HCT116 Zellen fuhrte der CD44 v6 spezifische
Antikérper VFF18 zu einer Hemmung der durch den Ron-spezifischen Liganden
MSP ausgelosten Aktivierung von Ron. Der Antikorper J173, der ein Epitop
erkennt, dass entfernt von v6 Sequenzen liegt, hatte keine Auswirkung auf die
MSP-induzierte Aktivierung von Ron (Abb. 19).

Eine Behandlung mit dem CD44 v6 spezifischen Antikorper VFF18 zeigte keine
Auswirkung auf die Aktivierung des PDGF-Rezeptors durch PDGF (Abb. 19).
Somit scheint CD44 v6 nicht generell als universeller Ko-Rezeptor fur Rezeptor-

tyrosinkinasen zu agieren.

79



Ergebnisse

A v6-peptide hum v6-peptide hum
FTATB ™" Clusp FATB T Clusp
- + + + + + MSP - + + + + +

—— - Erk

HT29

Cc hum v6 Peptide hum v6 Peptide

TAT™B 'C lusp ATB 'C lusp
- + + + + + PDGF - + + + + +

— ———— Erk—® - — — -

P —— —— -—

HT29 HCT116

Abb. 20: Aktivierung von Ron wird durch die humanen CD44 v6 Peptide
inhibiert. HT29 und HCT116 Zellen wurden unter den in Abb. 12
beschriebenen Bedingungen mit den Peptiden und den Wachstumsfaktoren
MSP und PDGF behandelt. Die Proteine wurden durch Antikérper gegen
Phospho-Erk (obere Reihe), sowie durch Antikorper gegen Erk (untere Reihe)
nachgewiesen. (A) Uberpriifung auf Ron Aktivierung nach Behandlung mit den
humanen Peptiden A, B, und C. (B) Uberpriifung auf Aktivierung von Ron nach
Behandlung mit dem humanen 5mer, 10mer und 14mer. (C) Aktivierung des
PDGF-Rezeptors nach Inkubation mit den humanen 14mer Peptiden Peptid A,
B, C. Die Zellen wurden zur Kontrolle jeweils mit einem unspezifischen Peptid
(usp) behandelt.

7. Humane CD44 v6 Peptide blockieren auch die Aktivierung von Ron

Da auch Ron flir die Aktivierung CD44 v6 bendtigt, wurde getestet, ob die
humanen v6 Peptide auch die Aktivierung von Ron inhibieren konnen. Dies war
tatsachlich der Fall: in den Zelllinien HT29 und HCT116 blockierte das humane
14mer, 10mer sowie das 5S5mer die MSP-induzierte Aktivierung des Ron

Rezeptors (Abb. 20 A und B ). Demnach wird die Aktivierung von Ron durch den
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gleichen Bereich in CD44 v6 vermittelt wie die Aktivierung von Met. Aktivierung

des PDGF-Rezeptors wurde durch die Peptide nicht beeinflusst (Abb. 20 C).

< <
o 5 o
A - 4+ + + + HGF . + 4+ + +
- MetP -
e v | Mgt [————
HT29 HCT116
<
<
2 N
B MSP = + + + +
- Ron-P
- Ron
HCT116

Abb. 21: Aktivierung von Met und Ron durch CD44 v6 bendétigt keine
Heterodimerisierung. Immunoprazipitation von Met (A) bzw. Ron (B) in HT29
und HCT116 Zellen erfolgte wie in Abb. 9 beschrieben. Die Zellen wurden mit
dem v6 spezifischen Antikorper VFF18 und dem humanen 14mer behandelt und
mit HGF bzw. MSP induziert. Met wurde unter Verwendung des hMet
Antikorpers (C-12), Ron mit dem Ron Antikorper (C-20) immunoprazipitiert.
Phosphorylierung von Met (A obere Reihe) bzw. von Ron (B obere Reihe)
wurde mit dem Phospho-Tyrosin Antikorper 4G10 nachgewiesen, die
Ladekontrolle erfolgte unter Verwendung des hMet Antikdrpers (A unter Reihe)
und des Ron Antikorpers (B unter Reihe).

Es wurde beschrieben, dass Met und Ron Heterodimere bilden konnen, die
wahlweise durch MSP oder HGF aktiviert werden konnen (Follenzi et al., 2000).
Ware dies in den hier verwendeten Zellen der Fall, kdnnte CD44 v6 zur
Aktivierung von Met Uber Ron bzw. von Ron Uber Met fihren. Deshalb wurde
getestet, ob die Aktivierung von Met gleichzeitig zur Aktivierung von Ron und
umgekehrt fuhren kann. Die Behandlung von HT29 und HCT116 Zellen mit MSP

81



Ergebnisse

fuhrte nicht zur Aktivierung von Met (Abb. 21 A). Ebenso kam es nach Induktion
von HCT116 Zellen mit HGF zu keiner Autophosphorylierung von Ron
(Abb. 21 B). Die Aktivierung der Rezeptoren durch ihre spezifischen Liganden
wurde jedoch durch den CD44 v6 spezifischen Antikorper, sowie das humane
spezifische 14mer Peptid blockiert (Abb. 21 A und B). Daraus ergibt sich, dass in

diesen Zellsystemen eine Heterodimerisierung von Met und Ron nicht vorliegt.

Abb.: 22: Die humanen CD44 v6
spezifischen Peptide kdnnen das
durch HGF induzierte Verlassen des
Zellverbandes verhindern. Die Zellen
wurden in einer Dichte von 4.5x10*
Zellen/well (24-well-Platte) ausgesat und
fur 24 h unter Serumentzug Kkultiviert.
Danach erfolgte die Zugabe der
humanen 5mer, 10mer und 14mer
Peptide, des Kontrollpeptids (usp)
(jeweils 50 ng/ml), des v6 spezifischen
Anitkérpers VFF18 (100 pg/ml) bzw. des
MAPK-Inhibitors UO126 (10 pmol/l) flr
30 min bei 37°C. Anschlielend wurde
HGF (50 ng/ml) zugegeben. Die Zellen
wurden nach 12 h und 24 h auf das
Migrationsverhalten am Phasen-Kontrast
Mikroskop untersucht.

VergrofRerung 40x.

+HGF

+HGF

+HGF

8. CD44 v6 Peptide verhindern Migration und Invasion von Tumorzellen

Die Aktivierung der Rezeptoren Met und Ron verursacht in vielen Zellen
Zellmigration (Comoglio et al.,, 1999). Da die kurzen, linearen Peptide die
Aktivierung der Rezeptoren verhindern, ist anzunehmen, dass die Peptide
ebenso Migration hemmen. Dies wurde in zwei Testsystemen untersucht:

HT29 Zellen wachsen in Zellaggregaten, sog. ,Zellclustern®. Zugabe von HGF
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fuhrte zum Verlassen der Zellen aus dem Zellverband. Durch Behandlung mit
dem humanen 14mer, 10mer sowie dem 5mer konnte das Verlassen des
Zellverbandes verhindert werden, ahnlich der Inhibierung mit dem CD44 v6
spezifischen Antikorper VFF18. Ein unspezifisches Kontrollpeptid hatte keine
Auswirkung (Abb. 22).

Abb.: 23: Humane CD44 v6 spezi-
fische Peptide verhindern die MSP-
induzierte Streuung. Die Zellen wurden
in einer Dichte von 4.5x10* Zellen/well
(24-well-Platte) kultiviert. Die Behandlung
der Zellen mit den 5mer, 10mer und
14mer Peptiden, dem CD44 v6 Anti-
korper VFF18, sowie dem MAPK-
Inhibitor UO126 und Induktion mit MSP
erfolgten wie in Abb. 22 beschrieben. Die
Zellen wurden nach 12 h und 24 h auf
das Migrationsverhalten am Phasen-
Kontrast Mikroskop untersucht.
VergrofRerung 40x.

+MSP

+MSP

+MSP

Der Wachstumsfaktor MSP flhrte ebenfalls zur Streuung der Zellen.
Gleichzeitige Behandlung mit den humanen v6 spezifischen Peptiden hemmte
die Streuung (Abb. 23). Somit konnen physiologische Antworten auf die
Wachstumsfaktoren HGF und MSP durch die CD44 v6 spezifischen Peptide

gehemmt werden.
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Migration und Invasivitat von Zellen kann man mittels des Boyden Chamber
Assays untersuchen. In diesem Test wird die Translokation von Zellen durch eine
Membran oder die Einwanderung in eine Matrix unter dem Einfluss eines
Wachstumsfaktors gemessen. HT29 Zellen reagierten durch Stimulation mit den
Wachstumsfaktoren HGF bzw. MSP mit verstarkter Migration durch eine
Membran (Abb. 24 A). Wurden die Zellen vor der Behandlung mit dem
Wachstumsfaktor mit den spezifischen Peptiden verschiedener Lange inkubiert,
so wurde die Migration der Zellen verhindert (Abb. 24 A).

A Migration B Invasion
oD oD
0,31 I ! 0,31
0,2 1 0,2 -
il Mﬁﬁ ﬂﬂﬂ "Il AR
HGF = + + + +|= + # + + MSP HGF = + + + +[= + + + + MSP
< < SIS PP Sl
e sa@“:@@iu@“' @@i@i@“ &«,@‘*’.@@3.@“
’°°~¢°&~o°& < ~o°<°~o°& “ovo&v‘}& < *o‘)&v“’&

Abb. 24: CD44 v6 Peptide verhindern HGF- und MSP-induzierte Migration
und Invasion. (A) Migration und (B) Invasion von HT29 (im Fall von (B) mit
Matrigel beschichteten Transwell-Einheiten) wurde ohne oder mit Behandlung
von HGF oder MSP in An- oder Abwesenheit von CD44 v6 spezifischen
Peptiden gemessen. 2x10° Zellen wurden in das obere Kompartiment der
Transwell-Einheit gesat. Die 5mer, 10mer und 14mer Peptide (50 ng/ml) wurden
zu den Zellen gegeben und nach 30 min entweder mit HGF oder mit MSP
induziert (50 ng/ml). Jeder Balken reprasentiert den Durchschnittswert drei
unabhangiger Messungen. Standardabweichung ist angegeben.

Die Stimulation mit den Wachstumsfaktoren HGF und MSP flhrte ebenso zu
einer verstarkten Invasion der Zellen in Matrigel, das auf die Membran der
oberen Kammer aufgebracht wird (Abb. 24 B). Die Invasionsfahigkeit der Zellen
wurde ebenfalls durch Inkubation mit den v6 spezifischen Peptiden gehemmt
(Abb. 24 B).
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Abb. 25: Der MAPK-Inhibitor UO126 hat keine Auswirkung auf die
Aktivierung von Met oder PI3 Kinase. (A) HT29 Zellen wurden mit dem
MAPK-Inhibitor UO126 (Endkonzentration 10 pymol/l) vor Induktion mit HGF
bzw. MSP behandelt und auf Aktivierung von Erk mit dem Phospho-Erk
Antikorper (obere Reihe) Uberpruft. Die Ladekontrolle erfolgte gegen Erk (untere
Reihe). (B) + (C) Immunoprazipitation von Met in HT29 Zellen mit dem hMet
Antikorper (C-12) und von PI3 Kinase mit dem PI3 Kinase Antikorper (Z-8)
erfolgte wie in Abb. 9 beschrieben, nachdem die Zellen mit dem humanen 5mer,
10mer, 14mer Peptid oder dem MAPK-Inhibitor UO126 und mit HGF behandelt
wurden. Ein Teil des Lysates wurde vor der Met IP abgenommen um die Erk
Aktivierung zu uberprufen (gezeigt in D). Die immunoprazipitierten Proteine
wurden im Western Blot mit dem Phospho-Tyrosin Antikorper 4G10 (obere
Reihe) nachgewiesen. Die Ladekontrolle erfolgte mit dem hMet Antikorper und
mit dem PI3 Kinase Antikdrper (untere Reihe). (D) Uberpriifung des vor der Met
IP abgenommenen Lysates auf Aktivierung von Erk durch den Phospho-Erk
Antikérper (obere Reihe). Die Ladekontrolle ist gegen Erk gerichtet (untere
Reihe).

Zellmigration wird haufig durch den PI3 Kinase-Signalweg vermittelt, der
ebenfalls wie der MAPK-Signalweg durch den aktivierten Met Rezeptor induziert
werden kann. Es wurde daher getestet, ob in den HT29 Zellen dieser Signalweg
aktiviert wird und ob er durch Peptide gehemmt werden kann. Dies war

tatsachlich der Fall: PI3 Kinase wird aktiviert, nach Behandlung mit den Peptiden
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war PI3 Kinase nicht phosphoryliert (Abb. 25 C). Die CD44 v6 spezifischen
Peptide blockieren somit nicht nur den MAPK-, sondern auch den PI3 Kinase
Signalweg.

Die Aktivierung des MAPK-Signalweges fuhrt meistens zur Zellproliferation
(Jiang et al., 1993). Interessanterweise resultiert die Aktivierung des MAPK-
Signalweges in HT29 Zellen nicht in Proliferation (Orian-Rousseau et al., 2002;
Tanimura et al.,, 1998). Um zu testen, ob in den HT29 Zellen der MAPK-
Signalweg zur Migration beitragt, wurde der MAPK-Inhibitor UO126 verwendet,
der spezifisch Erk Aktivierung hemmt. Dieser verhinderte das Absiedeln von
HT29 Zellen aus dem Zellverband (Abb. 22 und 23) und zeigt damit, dass in
diesen Zellen tatsachlich der MAPK-Signalweg zur Zellmigration beitragt. Der
Inhibitor hemmt spezifisch den MAPK-Signalweg: Er blockiert die HGF- oder
MSP-induzierte Erk Phosphorylierung (Abb. 25 A und D), aber nicht die
Autophosphorylierung von Met oder die Aktivierung von PI3 Kinase (Abb. 25 B
und C).

9. CD44 v6 spezifische Peptide verhindern nicht HGF Bindung

Da durch die Peptide die Aktivierung der Rezeptoren so effizient verhindert wird,
andererseits als ein Beitrag von CD44 v6 zur Met Aktivierung die Bindung von
HGF identifiziert wurde (Abb. 4), wurde getestet, ob die v6 spezifischen Peptide
die Bindung von HGF an CD44 verhindern konnen. Weder die Behandlung mit
den drei unterschiedlichen 14meren (Peptid A, B, C Ratte), noch die Behandlung
mit dem 5mer (Ratte) fUhrten, zu einer Hemmung der Bindung von HGF in ASv6
Zellen (Abb. 26).
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Abb. 26: Ratten CD44 v6 Peptide verhindern die Bindung von HGF an ASv6
Zellen nicht. ASv6 Zellen wurden mit den verschiedenen Ratten CD44 v6
spezifischen Peptiden (Peptid A, B, C und 5mer) fur 5 min bei 37°C inkubiert
(50 ng/ml). Die Behandlung mit bioHGF und FITC-Streptavidin erfolgte bei
Raumtemperatur wie in Abb. 4 beschrieben. Die grune Linie reprasentiert die
Zellen, die mit HGF induziert wurden, die rote Linie die Zellen, vor der Induktion
mit HGF mit den verschiedenen v6 Peptiden behandelt wurden. In violett sind
die Zellen dargestellt, die nur mit FITC-Streptavidin inkubiert wurden.

Ob es durch Behandlung mit CD44 v6 spezifischen Peptiden zu einer
Beeinflussung der HGF Bindung kommt, wurde auferdem in den humanen
Zelllinien T47D und T47D2A untersucht (siehe Kapitel 1). Durch die Behandlung
mit den humanen CD44 v6 14meren konnte auch hier keine veranderte Bindung
von HGF beobachtet werden (Abb. 27). Demnach muss zur Bindungsvermittlung
von HGF ein anderer Bereich in v6 wichtig sein als der zur Aktivierung von Met
durch die drei AS Glu-Trp-Glu charaktiersierte. Die Aktivierung des Met
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Rezeptors durch die v6 Peptide und die Bindung von HGF durch CD44 sind

somit zwei unabhangige Vorgange.

T47D

ge g
§ Peptid B

10° o! 102 10! 1 1
fluorescence intensity fluorescence

gz gs g

§ HGF § Peptid A § -

R 3 LN

g 2

8

C\GG 10! 10! 10% 10° 10 QI(}Q 10!
f 5 it
T47TD2A

Abb. 27: Die HGF Bindung wird durch humane CD44 v6 spezifische Peptide
nicht beeinflusst. Die Zelllinien T47D und T47D2A wurden mit den humanen
14meren Peptid A, B und C flir 5 min bei 37°C behandelt (50 ng/ml) und mit
bioHGF (10 ng/ml - grune Linie; 30 ng/ml — rote Linie) bei Raumtemperatur
induziert. Die weitere Aufbereitung der Zellen zur FACS Analyse erfolgte wie in
Abb. 4. Mit FITC-Streptavidin behandelte Zellen sind in violett dargestellt.

10. Die Bindung von HGF wird durch Expression der Ectodoméane von
CD44 v4-v7 sowie dem CD44 v6 spezifischen Antikérper verhindert

Der Vergleich der beiden Zelllinien AS und ASv6 hat deutlich gemacht, dass die
Bindung von HGF spezifisch von v6 Sequenzen abhangt (Abb. 4). Aus diesem
Grund wurde uberpruft, ob T47D und T47D2A Zellen unter Verwendung des v6
spezifischen Antikérpers VFF18, durch Uberexpression der Ectodomane von
CD44 v4-v7 sowie durch eine Mischung der CD44 v6 spezifischen 14mere
(zu gleichen Teilen) in ihrem Bindungsverhalten an HGF beeinflusst werden.
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Durch die Uberexpression der Ectodomane von CD44s kam es zu keiner
veranderten Bindung von HGF, dagegen konnte durch Uberexpression der
Ectodomane von CD44 v4-v7 die HGF Bindung in beiden Zelllinien vollstandig
verhindert werden. Wahrend die Mischung der humanen CD44 v6 spezifischen
Peptide in keiner signifikanten Anderung der HGF Bindung resultierte, war durch
die Behandlung mit dem CD44 v6 spezifischen Antikdrper die Bindung von HGF

an beide Zelllinien nicht mehr moglich (Abb. 28).
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Abb. 28: Bindung von HGF wird durch den CD44 v6 spezifischen
Antikorper, sowie durch Expression der Ectodomane von CD44 v4-v7
verhindert. Die Zelllinien T47D und T47D2A wurden mit einer Mischung der
humanen Peptide A, B, und C (je 50 ng/ml), dem CD44 v6 spezifischen
Antikérper VFF18 (100 ug/ml) behandelt oder mit der Ectodomane von CD44s
(sol CD44s) bzw. der Ectodomane von CD44 v4-v7 (sol CD44 v4-v7)
transfiziert. Induktion bei Raumtemperatur und Vorbereitung der Proben zur
FACS Analyse erfolgte wie in Abb. 4 beschrieben. Die grune Linie reprasentiert
die Zellen nach der Behandlung mit bioHGF, in violett sind die Zellen nach
Inkubation mit FITC-Streptavidin dargestellt.
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Eine Abhangigkeit der HGF Bindung von der Anwesenheit von v6 Sequenzen
konnte somit durch Verwendung des v6 spezifischen Antikdrpers, sowie durch

Kompetition mit der Ectodomane von CD44 v4-v7 bestatigt werden.

Zusammengefasst wurden in dieser Arbeit drei Aminosauren identifiziert, die fur
die Funktion von CD44 als Ko-Rezeptor fur die Aktivierung von Rezeptor-
tyrosinkinasen der Met Familie verantwortlich sind. Eine Funktion von CD44 v6
als Ko-Faktor besteht auch in der Bindung von HGF als Voraussetzung fur Met
Aktivierung. Diese Funktion der HGF Bindung ist aber unabhangig von den zuvor
identifizierten AS, obwohl sie ebenfalls strikt von v6 Sequenzen abhangt.
Demnach muss deutlich zwischen HGF Bindung und der Abhangigkeit der
Aktivierung des Rezeptors durch die drei in der Mutagenese identifizierten AS

unterschieden werden.
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Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden fir die Aktivierung von Met und Ron durch
CD44 v6 Variantenproteine zwei Aktivitdten von CD44 v6 identifiziert. Eine
Aktivitat wurde durch Linker Scan Mutagenese definiert. Drei AS der 42 AS
umfassenden v6 Sequenz sind essentiell fur die Funktion von CD44 als Ko-
Rezeptor fur Met. CD44 v6 Peptide, die diese drei AS enthalten und eine
minimale GrofRe von funf AS aufweisen, hemmen die Aktivierung von Met und
Ron. Interessanterweise sind diese Peptide speziesspezifisch, fur Ratte und
Mensch also unterschiedlich. Als zweite Aktivitat wurde die Bindung von HGF,
des Liganden von Met, an CD44 v6 identifiziert. Bindung von HGF wird jedoch
von den oben genannten Peptiden nicht gehemmt. Der Befund, dass einerseits
die Peptide speziesspezifisch wirken, aber nicht die Bindung von HGF hemmen,
ist in Einklang mit der Tatsache, dass das gleiche rekombinante HGF im
humanen und Rattensystem verwendet wurde.

Wahrscheinlich beeinflussen die Peptide die Interaktion von CD44 und Met bzw.
Ron und verhindern dadurch die Aktivierung der Tyrosinkinasen.
Erstaunlicherweise kann aber die Ectodomane von CD44 v4-v7 der Ratte die
Aktivierung von humanem Met inhibieren (Orian-Rousseau et al., 2002) und ein
CD44 v4-v7 Protein der Ratte erlaubt die Aktivierung von humanem Met
(V. Orian-Rousseau, nicht publiziert), zeigt also im Gegensatz zu den Peptiden
keine Speziesspezifitdt. Eine Erklarung fur diesen scheinbar widerspruchlichen
Befund konnte folgende sein: Die drei essentiellen AS, die auch in den Peptiden
vorkommen, sind selbst nicht an der Interaktion mit dem Rezeptor beteiligt,
werden jedoch fir eine korrekte Faltung von CD44 bendétigt, die erst die
Interaktion mit Met erlaubt. Diese Faltung ware dann in Mensch und Ratte von
unterschiedlichen AS abhangig und kénnte nur durch homologe und nicht durch
heterologe Peptide beeinflusst werden. Die Interaktion mit dem Rezeptor wirde
durch einen anderen Bereich von CD44 vermittelt werden, der auf3erhalb von v6

liegt, da in der Linker Scan Analyse keine solche Sequenz in v6 gefunden wurde.
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Ein weiterer scheinbar widerspruchlicher Befund ist folgender: Die Linker Scan
Mutagenese definierte drei AS, die gemeinsam verandert werden missen damit
die Ko-Rezeptorfunktion von CD44 v6 verloren geht. Die Mutation jeder
einzelnen oder jeweils von zwei AS fuhrt nicht zum Funktionsverlust (Abb. 10).
Dem steht die Beobachtung gegenuber, dass in den Peptiden nur das zentrale
Tryptophan ausgetauscht werden konnte, ohne dass es zu einem
Funktionsverlust kam (Hemmung der Aktivierung, Abb. 18), wahrend die beiden
flankierenden AS jede fur sich oder gemeinsam zum Funktionsverlust fuhrten
(konnten die Aktivierung des Rezeptors nicht mehr hemmen Abb.18). Erklaren
konnte man diesen Befund dadurch, dass in der kompletten Ectodomane (Linker
Scan Mutanten) jeweils eine der kritischen AS die zur Ko-Rezeptorfunktion
bendtigte Faltung erlaubt, jedoch ist die durch nur ein oder zwei AS in den
kleinen Peptiden vermittelte Peptidinteraktion zu schwach um mit der korrekten
Faltung des Proteins zu kompetieren. Offensichtlich ist die Bindung eines 3mers
der authentischen Peptide selbst auch nicht ausreichend (Abb. 13).

Erstaunlich ist, dass Peptide von so geringer GroRe die Aktivierung der
Rezeptoren verhindern konnen. Bisher gibt es nur wenige Beispiele fur eine
ahnlich effiziente Wirkung von kurzen Peptiden. Am bekanntesten sind die RGD
Peptide, die mit der Integrinfunktion interferieren. Integrine binden an Proteine
der extrazellularen Matrix, wie Fibronektin, Vitronektin, Laminin und Kollagen, die
diese Sequenz enthalten. Durch Verwendung von Peptiden dieser Sequenz wird
die Zelladhasion gehemmt. Dies wurde unter anderem durch Inhibierung der
Invasion von Tumorzellen in vitro, sowie Tumorausbreitung in vivo gezeigt
(Ruoslahti, 1996). Ein anderes Beispiel fur die Inhibierung spezifischer
Interaktionen durch kleine Peptide sind die Typ | Cadherine. Peptide mit der hoch
konservierten Sequenz von drei Aminosauren (His-Ala-Val) in der homophilen
Bindungsregion, konnten Cadherin-abhangige Prozesse wie Zellaggregation und

Neuritenwachstum verhindern (Mege et al., 1992).
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Auler mit CD44 kann die Met Aktivierung durch andere Ko-Faktoren beeinflusst
werden. Solche Ko-Faktoren sind Integrin a6p4 und Plexine (Bertotti and
Comoglio, 2003). Die Wirkmechanismen unterscheiden sich jedoch deutlich von
dem durch CD44 v6 vermittelten: Integrin o634 und Met bilden einen Komplex
auf der Zellmembran. Die Autophosphorylierung von Met durch HGF resultiert in
der Phosphorylierung des zytoplasmatischen Teiles von a6p4, wodurch neue,
integrinspezifische Signaltransduktionsmoleklle rekrutiert werden kdnnen
(Trusolino et al., 2001). Dementsprechend ist der extrazellulare Teil des Integrins
nicht bendtigt. Auch Plexin B1 fuhrt zur Bildung eines Komplexes auf der
Zelloberflache mit Met. Die Bindung von Sema 4D, des spezifischen Liganden,
an Plexin B1 stimuliert nicht nur Plexin B1, sondern auch die Kinaseaktivitat von
Met, was in der Phosphorylierung beider Rezeptoren resultiert. Umgekehrt fahrt
auch die HGF-induzierte Met Aktivierung zur Phosphorylierung von Plexin B1
(Giordano et al., 2002). Auch in einigen CD44-defizienten Zellen (Hepatozyten,
die Hepatomzelllinie HepG2) und in Keratinozyten von CD44 knock-out Mausen
kann Met durch HGF aktiviert werden. Hier findet vermutlich die Ubernahme der
Ko-Rezeptorfunktion von CD44 v6 durch Molekule statt die, die fur die Funktion
von CD44 substituieren (V. Orian-Rousseau, L. Chen, P. Herrlich und H. Ponta,
nicht publiziert; siehe auch Diskussion in (Orian-Rousseau et al., 2002)). Die
Annahme eines solchen substituierenden Ko-Faktors wird unter anderem durch
die Beobachtung unterstiutzt, dass in AS Zellen, die groRe Mengen an Met,
jedoch kein CD44 v6 exprimieren, nach Behandlung mit HGF keine Met

Aktivierung stattfindet, wohl aber nach Transfektion dieser Zellen mit CD44 v6.

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten von Met und Ron lag die Vermutung
nahe, dass beide durch einen ahnlichen Mechanismus reguliert werden. Die
Sequenz von CD44 v6 zur Aktivierung der beiden Rezeptoren scheint identisch
zu sein, da die Aktivierung der beiden Rezeptoren durch v6 Peptide gleicher
Sequenz verhindert wird. Wenn diese Sequenz fur eine direkte Interaktion der
Rezeptortyrosinkinasen verantwortlich ist, dann ware zu erwarten, dass die

bendtigten Sequenzen der Tyrosinkinasen ebenfalls identisch oder sehr ahnlich
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sind. Durch einen Sequenzvergleich von beiden Rezeptoren wurden
verschiedene konservierte Bereiche von mehreren Aminosauren aufgedeckt, die
als Gegenstuick fur die CD44 v6 Sequenz in Frage kamen.

Da aber die Funktion von CD44 als Ko-Rezeptor fur Met durch
speziesspezifische  Sequenzen  vermittelt wird, musste fur einen
Sequenzvergleich von Met der Interaktionsbereich zwischen humanem und
Ratten Met variieren. Die Sequenzen mussten zu dem basischen Motiv Arg-Trp-
His der humanen v6 Sequenz bzw. zu dem eher sauren Motiv Glu-Trp-GIn der
Ratte passen. Bisher konnten allerdings keine Met und Ron Sequenzen
identifiziert werden auf die oben genannte Voraussetzungen zutreffen wirden.
Die interaktionsrelevanten Sequenzen der Rezeptoren miuissen allerdings
keineswegs linear sein. Es besteht durchaus die Moglichkeit, dass durch die
Faltung des Proteins Abschnitte entstehen, in denen nicht lineare Sequenzen in
enger Nachbarschaft zueinander angeordnet sind und so eine Interaktion mit den
drei AS in CD44 v6 ermdglichen, weshalb solche Voraussagen ohne Kenntnis
der 3D Struktur nicht méglich sind. Diese Uberlegungen sind natirlich im Falle
der Speziesspezifitat in der Faltung von CD44 v6 hinfallig (siehe Diskussion

oben).

Abgesehen von der Funktion als Ko-Faktor fur die Met und Ron Aktivierung,
spielen CD44 Molekule auch bei der Aktivierung anderer Rezeptortyrosinkinasen,
z.B. der ErbB-Familie, eine Rolle. So wurde eine Interaktion zwischen CD44s
und dem Onkogenprodukt p185HER2, das zur ErbB-Familie gehdrt, auf
Ovartumorzellen beobachtet (Bourguignon et al.,, 1997). Auch wurde eine
konstitutive Assoziation von CD44 mit erbB2 und erbB3 auf Schwann Zellen
nachgewiesen. Eine Verringerung der CD44 Expression in vitro fuhrte zum
Verlust der Schwann Zell-Neuriten Adhasion und zur Apoptose von Schwann
Zellen (Sherman et al., 2000). In unserem Labor wurde eine maogliche Funktion
von CD44 v6 bei der Aktivierung der ErbB-Rezeptoren durch CD44 v6
spezifische Antikorper untersucht. Sie blockierten die Signaltransduktion durch
HB-EGF, EGF und Amphiregulin, jedoch nicht die durch Heregulin und TGF-a
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eingeleitete (L. Chen, V. Orian-Rousseau, P. Herrlich und H. Ponta, nicht
publiziert). Ob der Beitrag als Ko-Rezeptor fir ErbB-Rezeptoren gleich dem fir
Met Aktivierung ist wird gegenwartig untersucht. In jedem Fall bestarkt dieser

Befund die bedeutungsvolle Rolle von CD44 Proteinen als Ko-Rezeptoren.

Autophosphorylierung des Met Rezeptors induziert u.a. den MAPK-Signalweg,
der in den meisten Fallen Proliferation von Zellen ausldst. Jedoch konnte in
dieser Arbeit durch Verwendung des MAPK-Inhibitors (UO126), der spezifisch
die MAP-Kinase MEK inhibiert, gezeigt werden, dass der MAPK-Signalweg in
HT29 Zellen zur Migration beitragt, da die Migration und Invasion von HT29
Zellen durch den Inhibitor effizient verhindert wurden. Diese Beobachtungen
stimmen mit Studien Uberein, in denen die Aktivierung des Ras Signalweges
durch HGF-induzierte Met Aktivierung Zellwanderung auslost (Hartmann et al.,
1994) und die Aktivierung des MAPK-Signalweges zum Verlassen von HT29
Zellen aus dem Zellverband und nicht zur Proliferation fuhrt (Tanimura et al.,
1998). Dass die HGF-induzierte Zellmigration in HT29 Zellen die Aktivierung von
MAPK bendtigt, wurde auch unter Verwendung eines anderen MEK-Inhibitors
(PD098059) nachgewiesen (Herrera, 1998). Auch in anderen Zellen, wie z.B. der
humanen Mammakarzinom Zelllinien MCF-7 und MDA-468, resultierte die

Aktivierung des MAPK Signalweges in Zellmigration (Reddy et al., 2003).

Die Bindung von HGF an CD44 v6 impliziert, dass HGF dem Met Rezeptor
.prasentiert werden muss. Vielleicht liegt fur die Aktivierung von Met ein
ahnlicher Mechanismus wie im Fall der FGF Rezeptoren vor (Schlessinger,
2004). Hier erfordert die Aktivierung des Rezeptors durch FGF die Bindung von
FGF an Heparansulfat modifizierte Proteoglycane (oder Heparansulfat-
Seitenketten, die an eine Matrix gebunden sind), die nur zusammen eine
Aktivierung des Rezeptors ermdglichen. CD44 SpleilRvarianten, die v3
Sequenzen enthalten und durch Heparansulfat (HS) modifiziert sind, konnen
ebenfalls als Ko-Rezeptoren fir FGF Rezeptoren wirken (Bennett et al., 1995;
Sherman et al.,, 1998). Auch HGF kann HS binden. Eine Abhangigkeit der
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Bindung von HGF an CD44 v6 von HS konnte aber ausgeschlossen werden, da
die Ko-Rezeptorfunktion von CD44 v6 unabhangig von HS ist (Orian-Rousseau
et al., 2002).

CD44 konnte als Ko-Rezeptor HGF binden und dann eine
Konformationsanderung initiieren, wodurch die Bindung von HGF an Met
ermdglicht wird, was letztendlich in der Aktivierung der intrinsischen Kinase-
Aktivitat von Met resultiert.

Die hier durchgefuhrten Bindungsstudien mit HGF lieferten erste Hinweise Uber
die Aufgabe des Ko-Rezeptors. Die Entdeckung, dass HGF in Abwesenheit von
Met gebunden wird und strikt von der Anwesenheit von CD44 v6 Sequenzen
abhangt, scheint zunachst im Widerspruch zu den meisten Studien zu sein, in
denen eine direkte Bindung von HGF ausschliellich an den Met Rezeptor
nachgewiesen wurde. Rdntgenstrukturanalysen der Met Semaphorin Domane
und der HGF pB-Untereinheit wurden in vitro durchgefuhrt (Stamos et al., 2004)
und liefern keine Anhaltspunkte dartber, wie HGF an den Rezeptor kommt. Auch
werden in den in vitro Systemen grolde Mengen an HGF fir Interaktionsstudien
verwendet ungleich den hier durchgeflihrten Experimenten.

Ein Bindungsassay in AS-Zellen, die die Mutante Is8 exprimieren, konnte direkt
zeigen und bestatigen, dass die drei mutierten AS nicht fur die HGF Bindung
bendtigt werden, wie es aufgrund der ausbleibenden Inhibierung postuliert wird.
Auch sollte in CD44-defizienten Zellen (CD44 k.o. Zellen, HepG2, Hepatozyten)
eine Bindung von HGF stattfinden. Man konnte in diesen Zellen testen, ob es
nach Hemmung der Met Expression durch RNA Interferenz noch immer zur
Bindung von HGF kommt, was dann nur als Bindung des
Kompensationsmolekils/der Kompensationsmolekile von CD44 erklart werden

konnte.

Wie kommt es im ternaren Komplex zur Met Aktivierung? Eine sehr interessante
Hypothese ist die Beseitigung eines negativen Kontrollfaktors. Tatsachlich ist
eine solche negative Kontrollregion in der membranbenachbarten Doméane des

Met Rezeptors vorhanden. In der onkogenen Form von Met, Tpr-Met, ist diese
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Region deletiert. Hier erfolgt die Aktivierung des Rezeptors auf liganden-
unabhangige Weise. Einbringen dieser membranbenachbarten Domane in das
Tpr-Met Protein inhibierte die Zelltransformation (Vigna et al., 1999). In dieser
negativen Kontrollregion konnte die Bindung einer Phosphatase stattfinden, die
den Rezeptor dephosphoryliert und damit inaktiv halt. Ein mdglicher Kandidat fur
eine solche Phosphatase ware DEP-1 (Density-enhanced protein-tyrosine
phosphatase-1). DEP-1 dephosphoryliert ausschlieBlich Tyr'** und Tyr'*®® der
membranbenachbarten Domane von Met und kontrolliert so die Spezifitat der
Signale, die durch Met induziert werden (Palka et al., 2003). Auch wurde ihr
bereits eine negative Regulierung des PDGF Rezeptors zugeschrieben (Jandt et
al., 2003). Weitere Phosphatasen, die als negative Kontrollfaktoren wirken
konnten, sind PTP-S und PTPase LAR (Kulas et al., 1996; Villa-Moruzzi et al.,
1998). Die Aktivierung von Met durch Beseitigung einer solchen Phosphatase
scheint sehr wahrscheinlich, da dieser Mechanismus auch bei einer Reihe von

anderen Rezeptoren vorkommt (Moghal and Sternberg, 1999).

Unter den Hemmstoffen, die Onkogenese und Metastasierung blockieren sollen,
wurden auch Inhibitoren der Met Aktivierung entwickelt. Unterschiedliche
Spleillvarianten von HGF wie z.B. NK2 und NK4 kénnen antagonistisch wirken
(Ma et al., 2003). Auch wirken verschiedene Formen der Ectodomane von Met
(decoy Met: aus a-Untereinheit und extrazellularer B-Untereinheit, rSema: Sema-
Domane und PSI-Domaéane) inhibierend auf die Met Aktivierung (Kong-Beltran et
al., 2004; Michieli et al., 2004). Ebenso interferieren Peptide des
zytoplasmatischen Bereiches von Met (auRerhalb der Kinase-Domane) mit der
Met Kinase Aktivitdt in vitro, sowie mit der Migration und Invasion von
Tumorzellen (Bardelli et al., 1999). Mitglieder der Geldanamycin Familie fuhrten
zu einer verminderten Expression des Met Proteins und konnten so die
Signaltransduktion durch den Met Rezeptor und die HGF-induzierte Migration
und Invasion verhindern (Webb et al., 2000). Die CD44 v6 Peptide stellen eine
weitere effiziente Moglichkeit zur Hemmung der Rezeptoraktivierung und der

daraus resultierenden physiologischen Konsequenzen dar, da Phanomene wie
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Ausbreitung, Dissoziation, Wanderung und Invasion von Tumorzellen deutlich
inhibiert wurden. Auch ist eine Inhibierung des Rezeptors in Tumorzellen, die nur
Met und kein CD44 exprimieren, vorstellbar, da andere potentielle Ko-Faktoren
von Met die gleichen Sequenzen zur Rezeptoraktivierung verwenden konnten
und somit durch die CD44 spezifischen Peptide eine Inhibierung von Met
ermdglicht werden konnte. Aus diesem Grund bieten sich die CD44 v6
spezifischen Peptide fir eine kinftige Entwicklung von stabileren und
systematisch anwendbaren = Komponenten, sog. Peptidmimetica, zur

Verhinderung von Invasion und Metastasierung von Tumorzellen an.

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass CD44 v6 eine vielschichtige Rolle bei der
Aktivierung von Met spielt. Zum einen erfolgt die Bindung des Liganden HGF an
den extrazellularen Teil von CD44 um diesen dann dem Met Rezeptor zu
prasentieren. Zum anderen werden fur die Aktivierung des Rezeptors drei AS
bendtigt, die flr die Aktivierung von Met essentiell sind. Da v6 spezifische
Peptide, die die Sequenz dieser drei AS einschliel3en, vollstandig die Aktivierung
des Met Rezeptors hemmen, aber nicht mit der Bindung von HGF an CD44 v6
interferieren, muss es sich hier um einen zweiten funktionellen Beitrag von CD44
v6 handeln, moéglicherweise der Bindung von CD44 v6 an den Met Rezeptor

selbst.
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