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1. Einleitung

I. Einleitung

1.1 Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom nimmt in Europa innerhalb der Tumorerkrankungen den 13.
Platz ein, liegt aber bei der Sterblichkeitsrate auf Platz 5 (Duffy et al., 2010). Jihrlich
erkranken weltweit etwa 232.000 Menschen neu an einem Pankreaskarzinom. Mit 227.000
Sterbefillen pro Jahr gleicht die krankheitsspezifische Todesrate ungefihr der Inzidenz,
sodass nach wie vor kaum ein Langzeitiiberleben erreicht werden kann. Dementsprechend hat
das Pankreaskarzinom die geringste 5-Jahres-Uberlebensrate (Welsch et al., 2008). Die hohe
Sterblichkeitsrate liegt an der extrem frithen Metastasierung und der relativ spiaten Diagnose.
Hinzu kommt die Resistenz gegeniiber systemischen Therapien wie Bestrahlung und
Chemotherapie (Ho et al., 2007, Nieto et al., 2008) sowie eine erhohte Apoptoseresistenz
(Simon et al., 2009). Es wird diskutiert, ob die Apoptoseresistenz auf die extreme
Stromadysplasie beim Pankreaskarzinom zuriickzufithren ist, die auf verstédrkte
Kommunikation des Tumors mit dem umliegenden Gewebe zuriickzufiihren sein konnte

(Hernamdez-Munoz et al., 2008).

1.2 Metastasierung

Die Metastasierung ist die Ursache fiir 90% aller Todesfille durch Krebs. Sie ist ein
extrem komplexer Prozess, der in mehreren Schritten ablduft. Dabei 16sen sich die Zellen aus
dem Zellverbund des Primértumors. Sie wandern, hauptsidchlich in Blut- und Lymphgefifle,
durch den Korper um sich dann entfernt niederzulassen und Metastasen auszubilden (Mehlen

und Puisieux, 2006, Yilmaz et al., 2007).
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1.2.1 Metastasierungskaskade

Abbildung 1.2.1: Metastasierungskaskade: a) Ablosen der Tumorzellen von Nachbarzellen und der
extrazelluldren Matrix, b) Invasion in Blut- und Lymphgefifie, c) Extravasion und
Ansiedlung von Tumorzellen, aus: ,Metastasis: a question of life or death” (aus
“Nature Reviews”)

Im ersten Schritt der Metastasierung miissen sich die Tumorzellen zuerst von
Nachbarzellen und der extrazelluldren Matrix (EZM) 16sen und migratorische und invasive
Eigenschaften entwickeln. Dies geschieht durch Verdnderung in der Genexpression und —
Funktion, wie zum Beispiel dem Wechsel von einem epithelialen- zu einem mesenchymalen
Phénotyp, was als ,epithelial-mesenchymal Transition® (EMT) bezeichnet wird (Brabletz et

al., 2005).

Die isolierte Tumorzelle durchdringt die Kapsel des Tumors und dringt in umliegendes
Gewebe ein und gelangt so in die Blut- und LymphgefiBle. Alternativ gelangen sie iiber die im
Tumor befindlichen Gefidle direkt in den Kreislauf. Dieser Schritt der Metastasierung wird
dadurch erleichtert, dass die Krebszellen Proteasen wie zum Beispiel Matrix-
Metalloproteasen (MMPs) exprimieren oder die Expression von Inhibitoren (TIMPs)
unterdriicken. Tumorzellen kdnnen auch umliegende Stromazellen zur Produktion Invasions-

fordernden Faktoren anregen (Kessenbrock et al., 2010).
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Nach erfolgreicher Intravasation in Blut- und Lymphgefilie, miissen die Krebszellen in diesen
iiberleben und dabei das Phinomen der Anoikis (Zelltod durch Verlust der Zelladhision)
iiberwinden (Zhu et al., 2001). Dariiber hinaus muss sich die Tumorzelle wihrend der
Metastasierung der Kontrolle durch das Immunsystem entziehen (Jakobisiak et al., 2003).
Verglichen mit den Blutgefid3en zeichnen sich die Lymphgefifle durch niedrigeren Druck und
aufgrund des Fehlens von Blutplittchen, durch fehlende Gerinnung aus (Alitalo und
Carmeliet, 2002). Dies sind moglicherweise Griinde fiir die bevorzugte lymphatische
Metastasierung. Die metastasierenden Krebszellen streuen nun iiber den ganzen Korper aus,
erkennen spezielle Zielorgane und extravasieren in eine neue Umgebung, wo sie Kolonien

ausbilden konnen.

Um aus den Gefiflen zu extravasieren miissen sie neue adhidsive Eigenschaften entwickeln.
Dies bedeutet, dass die metastasierende Tumorzelle sich ein fremdes Milieu ihren

Bediirfnissen anpassen muss (Yilmaz et al., 2007).

1.2.2 Metastasierungsmarker

Tumore setzten sich in der Regel aus heterogenen Zellpopulationen zusammen, die
sich in ihrer Invasivitit und metastatischen Kompetenz unterscheiden. Wobei weniger als
0,1% der Tumorzellen die Fihigkeit zur Metastasierung besitzt. Die zur Metastasierung
fahigen Tumorzellen werden auch als Tumorstammzellen oder Tumor-initiierende Zellen
(T1Z) definiert (Fidler, 2002). In den letzten Jahren gelang es, diese TIZ aufgrund von
Markern zu charakterisieren (Al-Hajj et al., 2003). Beim Pankreaskarzinom zéhlen zu diesen
Markern CD133 (Ho et al., 2007, Eramo et al., 2008), a6p4 (Gilcrease et al., 2009), CD24,
EpCAM und CD44 (Li et al., 2007). Fiir meine Arbeit sind insbesondere o634 und CD44v

von Bedeutung, so dass ich diese beiden Stammzellmarker kurz einfithren mochte.
a6p4

Das Integrin a6B4 ist ein Rezeptor fiir viele Laminin-Isoformen. Die stirkste Affinitét
besitzt es gegeniiber Laminin-5, einer Komponente der epidermalen Basalmembran (Niessen
et al., 1994) und Hauptbestandteil von Hemidesmosomen (Dowling et al., 1996). a6p4
interagiert im Vergleich zu anderen Integrinen mit Intermediérfilamenten aus Keratin, welche
durch eine Assoziation mit Plectin und BP230 in Hemidesmosomen vermittelt wird (Niessen

et al., 1997).
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Anfangs ging man davon aus, das a6p4 wihrend der Tumorinvasion durch das Auflosen von
Hemidesmosomen und durch den Verlust der Polaritit von Tumorzellen wihrend der
Tumorprogresion, herunterreguliert wird (Rabinovitz und Mercurio, 1996). Kimmel und
Carey (1986) wiesen jedoch P4 als ein tumorassoziiertes Antigen nach. Zusitzlich ist ein
Anstieg in der Motilitdt und Invasivitit bei Karzinomzelllinien gezeigt worden. Hierbei
kommt es durch EGF (epidermaler Wachstumsfaktor) iiber die Bindung an EGFR zur
Aktivierung von PKC, die wiederum die Integrin-B4-Kette phosphoryliert, was zum Auflosen
der Hemidesmosomen, der Assoziation von a6p4 mit F-Aktin (Rabinovitz et al., 1999) und

zur Sekretion von MMP-2 (Daemi et al., 2000) fiihrt.

Mercurio und Rabinovitz (2001) berichteten, das eine Phosphorylierung der f4-Kette zum
Anschalten weiterer Signaltransduktionskaskaden fiihrt. Hierbei kommt es zur Aktivierung
der PI3K, die wiederum an der Regulation von Rho GTPasen beteiligt ist. Schlielich kommt
es durch die Veridnderung des Aktinzytoskeletts zur Initiation der Migration von Tumorzellen.
a6p4 assoziiert mit c-Met und CD44v6 (Bertotti und Comoglio, 2003, Orian-Rousseau et al.,
2007, Tremmel et al., 2009). Herlevsen et al. (2003) zeigte, dass a6B4 wihrend der
Tumorprogression durch Assoziation mit dem Tetraspanin D6.1A von einem Adhésions-
unterstiitzendem zu einem Migrations-fordernden Protein wechselt. Ebenfalls konnte gezeigt
werden, dass die invasive Front verschiedener Tumoren sehr stark mit Integrin-Liganden wie

Laminin-1 und Laminin-5 angereichert ist (Rabinovitz und Mercurio, 1996).
CD44

Der ,lymphocyte homing receptor®, wie der Stammzellmarker CD44 urspriinglich von
Gallatin et al. (1983) beschrieben wurde, erregte besondere Aufmerksamkeit, als der Transfer
von CD44 Spleilvarianten in lokal wachsende Tumorzellen geniigte um dem Tumor
metastasierendes Potential zu verleihen (Giinthert et al., 1991). CD44, ein Transmembran-
Glykoprotein, gehort zur Familie der Adhésionsmolokiile und ist in eine Vielzahl von
Prozesse wie Entwicklung, Wundheilung, Entziindung, Hamatopoese, Immunantwort und
Tumorprogression (Naor et al., 2008, Ponta et al., 2003, Marhaba und Zoller, 2004)

involviert.
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1.3 CD44 als Metastasierungsmarker

1.3.1 Struktur

Das Glykoprotein CD44 wird durch nur ein einziges Gen kodiert (Screaton et al.,
1992). Die entsprechende mRNA besteht aus 20 Exons, die an der Struktur des Proteins
beteiligt sind. Sowohl die ersten fiinf als auch die letzten fiinf Exons sind konstant,
wohingegen die dazwischen liegenden 10 Exons alternativem Spleilen unterzogen werden
konnen. Dies fiihrt zur Generierung variabler Regionen. Die unterschiedliche Ausnutzung der
zehn variablen Exons, wie auch die N- oder O-Glykosylierung fiihrt zur Bildung von
mehreren Isoformen. Mindestens 20 verschiedene Isoformen von CD44, mit einem
Molekulargewicht von 85-230 kDa sind bekannt (Naor et al., 1997). Das kleinste CD44
Molekiil (85-95 kDa) ist die Standardisoform (CD44s), welche auf einer Vielzahl von
Geweben und verschiedensten Zellen exprimiert ist (Konig et al., 1996). Die CD44 Isoform,
die die letzten drei variablen Exons enthilt, wird als epitheliale Isoform (CD44v8-v10)
bezeichnet und ist vorzugsweise auf ephithelialem Gewebe exprimiert (Naor et al., 1997)

(Abb. 1.3.1.1).

EC ™ _CP
Exon 123466 780 10111213141516 1718 19 20

-HHHHHHH AR

s1 525354 55 viv2 V3wl B w7 v8 v yi0 56 s7 s8 s9 510

CD44s lull\/llﬂl] Standard Isoform
CD44vd-y7 luu\/lﬂﬂﬂ\/llﬂu Meta 1 Isoform

CD44v6/v7 llll]\/‘lﬂ\/llﬂl] Meta 2 Isoform

N-Terminus C-Terminus

Abbildung 1.3.1.1: CD44-Isoformen aus: ,,CD44 in cancer progression: Adhesion, migration and
growth regulatioon” (aus “Journal of Molecular Histology”)
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Das Adhisionsmolekiil CD44 besteht aus einer langen extrazelluldren-, einer transmembran-,
sowie einer zytoplasmatischen-Domiéne. Letztere kann kurz (kodiert durch Exon 9) oder lang
(kodiert durch Exon 10) sein (Goldstein und Butcher, 1990). Die extrazellulire Doméne
enthilt eine Bindungsstelle fiir HA und andere Glykosaminoglykane (GAG) (Naor et al.,
1997) (Abb. 1.3.1.2). Die zytoplasmatische Doméne hingegen ist sowohl fiir Migration als
auch fiir Signaltransduktion von Bedeutung. Beide Funktionen sind auf assoziierte
Partnermolekiile angewiesen. Als einer der ersten zytoplasmatischen Partner von CD44 wurde
Ankyrin beschrieben, welches HA-vermittelte Zelladhdsion und Migration vermittelt
(Lokeshwar und Bourguignon, 1991). Weitere CD44-assoziierte Partner sind ERM-(Ezrin,
Radixin, Moesin) Proteine und das Moesin-Ezrin-Radixin-like Protein (Merlin). ERM-
Proteine regulieren die Zellmigration und die Zellform (Bretscher et al., 2002).
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@ — O-Glykosylierung

r ? (O— GAG-Bindungsstelle
@*—
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\. extrazellulare "
o O Doméne o e
\O —® o
o o Lol(allsatloll
varianter Isoformen
o
Qo= . L
- —@

v 7

S :I zytoplasmatische I: S
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Abbildung 1.3.1.2: Struktur von CD44 aus: ,,CD44 in cancer progression: Adhesion, migration

and growth regulation” (aus “Journal of Molecular Histology’")
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1.3.2 Interaktion/Funktion von CD44

Oberflichenrezeptor

In seiner Rolle als Oberflichenrezeptor bindet CD44 eine Reihe von Matrixproteinen
wie Kollagen, Laminin (Ishii et al., 1993) und Fibronektin (Lokeshwar et al., 1994), aber auch
andere Glykosaminoklykane (GAGs). Der Hauptligand von CD44 ist Hyaluronsidure (HA)
(Culty et al., 1990). Die entsprechende Bindungsstelle fiir HA ist im extrazelluldren Teil von
CD44 lokalisiert. HA bindet an CD44s, aber auch an CD44v, was wiederum einen Einfluss
auf die Affinitit der HA-CD44-Bindung hat (Sleeman et al., 1996).

Die HA ist ein negativ geladenes, unverzweigtes Polymer, bestehend aus dem sich
wiederholendem Disaccharid von Glucuronsdure und N-Acetylglucosamin [-f(1,4)-GIcUA-
B(1,3)-GlcNAc-] (Abb. 1.3.2). Unter physiologischen Bedingungen besteht HA aus 2.000-
25.000 Disacchariden. Dies entspricht einer Molekularmasse von 10°-107 und einer Linge
von 2-25um. Die HA gehort wie auch Heparansulfat und Chondroitinsulfat zu der Gruppe der
Glykosaminoglykanen. Im Gegensatz zu allen anderen Glykosaminoglykanen wird die HA
nicht im endoplasmatischen Retikulum oder Golgi-Apparat zusammengesetzt, sondern von
integralen Membranproteinen wie der Hyaluronsynthase gebildet. In Wirbeltieren wurden drei

Typen von Hyaluronsynthasen nachgewiesen, HAS1, HAS2 und HAS3 (Toole, 2004).

Abbildung 1.3.2: Strucktur von Hyaluronsédure aus: ,,Hyaluronan from extracellular glue to
pericellular cue* (aus “Nature, Reviews, Cancer”)

Kommt es zur Wechselwirkung von HA mit CD44, so interagiert die zytoplasmatische
Domine von CD44 mit dem Zytoskelett-Protein Ankyrin, oder mit verschiedenen anderen
onkogenen Signalmolekiilen wie Tiaml, Rho-aktiviertes ROK oder der c-Src Kinase.
Dadurch konnen Signalwege, wie das Tumorwachstum, die Migration aber auch

Apoptoseresistenz beeinflusst und gesteuert werden (Bourguignon, 2001).
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Yu und Stamenkovic (1999) zeigten an Brusttumorzellen der Maus sowie an humanen
Tumorzellen, dass CD44 mit der proteolytisch-aktiven Form der Metalloproteinase-9 (MMP-
9) an der Zelloberfldche interagiert. Diese Interaktion fithrt zum Abbau von Kollagen IV und
unterstiitzt damit das invasive Verhalten von Tumorzellen. Die Interaktion von CD44 mit
Heparansulfat-Proteoglykanen fiihrt zur Rekrutierung von proteolytisch-aktivem MMP-7, das
auf der Zelloberfliche den heparinbindenden epidermalen Wachstumsfaktor (HB-EGF)
spaltet. Daraufhin aktiviert freigesetztes HB-EGF den Rezeptor ErbB4, was zum Uberleben
der Zelle fiihrt (Yu et al., 2002). Weiterhin interagieren auch der Hepatozyten
Wachstumsfaktor/Scatterfaktor (HGF/SF) mit CD44 (Su et al., 2004).

Ko-Rezeptor

CD44 kann auch als Ko-Rezeptor fiir Rezeptor-Tyrosin Kinasen (RTK) wie den
Hepatozyten Wachstumsfaktor-Rezeptor (HGFR/c-Met) fungieren. Fiir eine Aktivierung von
c-Met durch HGF wurde sowohl in humanen als auch in Pankreastumorzellen der Ratte
gezeigt, dass CD44v6 benotigt wird (Orian-Rousseau et al., 2002, Orian-Rousseau und Ponta,
2008). Weitere RTK, welche nur mit CD44v6 nicht aber CD44s Komplexe bilden, sind
Mittglieder der Familie der ERBB-RTK, wie der epidermale Wachstumsfaktor-Rezeptor
(EGFR) und ERBBI.

AuBerdem wurden Interaktionen zwischen CD44 und HER2/neu (ERBB2), ERBB3 und
ERBB4 beschrieben (Bourguignon et al., 1997, Sherman et al., 2000). Die Assoziation von
CD44 und ERBB2 oder ERBB3 unterstiitzt die Heterodimerisierung und Aktivierung der
Rezeptoren in Abhéngigkeit von Neuregulin. Die Interaktion von CD44 und ERBB4 ist
wahrscheinlich indirekt. Wie schon beschrieben, bindet CD44v3, welches mit Heparansulfat
modifiziert ist, die Proform des heparinbindenden epidermalen Wachstumsfaktor (HB-EGF)
(Yu et al., 2002). Durch die Rekrutierung und damit verbundene Aktivierung von MMP-7
durch CD44, kommt es zur Spaltung der Proform und zur Aktivierung des Rezeptors. Aber
auch andere Transmembranproteine ohne katalytische Funktion konnen mit CD44
assoziieren. Das Tetraspanin D6.1A (Tspan8) und EpCAM (Schmidt et al., 2004, Kuhn et al.,

2007) sowie das Integrin a6p4 (Herlevsen et al., 2003) seien als Beispiele genannt.
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Zytosolische Interaktion

Verschiedene intrazelluldre signal-tranduzierende Proteine assoziieren mit der
zytoplasmatischen Domine von CD44. Die Reihe umfasst die Protein-Tyrosin Kinase (PTK)
Src, Rho GTPase, Rho Kinase, Rho GDP-dissoziations Inhibitor (GDI), T-Lymphom
Invasions- und metastasierungs-induzierendes Protein (TIAM1), VAV2, PKC und das proto-
Onkogen DBL (Ponta et al., 2003). Weiterhin besteht eine indirekte Interaktion mit dem
Aktinzytoskelett. Dies geschieht iiber die Bindung an Ankyrin und Mitglieder der ERM-
Protein Familie (Tsukita et al., 1994, Bourguignon und Jin, 1995). Die ERM-Proteine spielen
hauptsidchlich eine Rolle in der Organisation der Zellmembran, bei der Migration von Zellen,
der Phagozytose und der Apoptose (Tsukita und Yonemura, 1999) sowie bei der
Signaltransduktion (Orian-Rousseau et al., 2007).

Physiologische/pathologische Funktion

CD44 ist in eine Vielzahl physiologischer und pathologischer Prozesse involviert
(Marhaba und Zéller, 2004). In Méusen mit einer gezielten Deletion von CD44 konnte gezeigt
werden, dass Morphogenese und Organogenese nicht beeintrachtigt waren. Die Mause waren
fruchtbar und zeigten nur geringe Auffilligkeiten bei der Hidmatopoese und der

Lymphozyten-Aktivierung (Schmits et al., 1997, Protin et al., 1999).

Wihrend der embryonalen Entwicklung wird CD44 auf Axonen exprimiert (Stretavan et al.,
1994). CD44 SpleiBvarianten sind zusammen mit dem Fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF)
auf Zellen der apikalen Ektodermleiste exprimiert und spielen in der Entwicklung von
Extremitidten eine entscheidende Rolle bei der Signalweiterleitung Dabei befordern sie
proliferations-fordernde Signale von der apikalen Ektodermleiste iiber die Basalmembran hin
zu Zellen des Mesenchyms indem sie den Mesenchymzellen FGF prisentieren und so die
Proliferation anregen (Sherman et al., 1998). Weiterhin wurde gezeigt, dass CD44 und
variante CD44-Isoformen wie zum Beispiel CD44v6 wihrend der Embryogenese auf
epithelialen- und h@matopoetischen Zellen exprimiert ist (Wirth et al., 1993, Terpe et al.,
1994, Weber et al., 1996), wihrend sich die Expression in erwachsenen Tieren auf Haut,
Darmepithel sowie Subpopulationen hamatopoetischer Zellen beschrinkt (Kennel et al., 1993,
Wirth et al., 1993, Fox et al., 1994, Hirano et al., 1994). Antikérper-Blockade fiihrte zu einer
Entwicklungshemmung (Zoller, 1996).
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CD44 spielt auch bei der Zellmigration eine wesentliche Rolle. Dies wird insbesondere bei
entziindlichen Reaktionen deutlich (Puré und Cuff, 2001). Welche wichtige Rolle CD44 bei
Autoimmunkrankheiten zukommt, wurde u. a. auch bei Arthritis gezeigt (Brennan et al.,
1997). Wihrend der Entziindungsreaktion extravasieren Leukozyten vom Blut zum
Entziindungsherd. In der Regel wird eine erhohte Expression von CD44 auf Leukozyten
beobachtet, das mit HA auf Endothelzellen interagiert. Die Aktivierung der T-Zellen erhoht
die Bindung an HA und unterstiitzt somit die CD44-vermittelte Adhésion. Hierbei kommt es
zu einer schwachen Bindung von Leukozyten an das Endothel der GefiBwand (De Grendele
et al., 1997), wobei die Leukozyten auf den Endothelzellen entlang wandern. Dieser Prozess
wird als ,,Rolling* bezeichnet und leitet die Extravasation von Leukozyten ein (Albelda et al.,

1994).
Matrixassembly

Als Hauptbestandteil der extrazelluliren Matrix kommt der HA eine wesentliche Rolle
bei der Stiitzung von Geweben zu. Die HA wird wie schon erwédhnt von integralen
Membranproteinen gebildet (Toole, 2004). Zur Degradierung von HA in Oligosacharide oder
groBere Fragmente tragen Hyaluronidasen (HYAL) bei (Stern und Jedrzejas, 2006). In
Knorpelzellen wurde gezeigt, dass CD44 als Rezeptor von HA den Aufbau der Matrix
zusammen mit anderen Proteoglykanen und extrazelluliren Proteinen unterstiitzt (Knudson,
1996). Studien berichteten iiber einen Zusammenhang zwischen Gehalt an HA und Invasivitit
von Tumoren, aber auch von einer Anreicherung der HA im Stroma (Toole et al., 1979,
Bertrand et al., 1992). Andere wiederum zeigten, dass die HA-Produktion durch Stromazellen
aufgrund von Interaktionen mit Tumorzellen stimuliert wird (Knudson et al., 1984, Asplund et
al., 1993). In Patienten mit Brust- und Ovarialkarzinomen konnte gezeigt werden, dass die
Erhohung des Gehalts an HA mit einer niedrigeren Uberlebenschance einher geht (Anttila et

al., 2000, Auvinen et al., 2000).
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Tumorprogression

Eine weitere wichtige Rolle von CD44 ist die Mitwirkung an der Tumorprogression
(Naor et al., 2002, Ponta et al., 2003, Marhaba und Zoller 2004). Die Assoziation von CD44
mit Src erlaubt es CD44, in eine Reihe von Signalwegen einzugreifen, die
Zellzykluskontrolle, Zellproliferation, Differenzierung und das Uberleben von Zellen
beeinflussen konnen (Thomas und Brugge, 1997). Die Interaktion zwischen CD44 und HA
wurde als prinzipieller Vermittler der Proliferation von Tumorzellen beschrieben (Ahrens et
al., 2001), wie zum Beispiel beim Brustkarzinom-, Gliom- und malignem Mesotheliom
(Peterson et al., 2000, Akiyama et al., 2001, Nasreen et al., 2002). Wie schon erwéhnt kann
CD44 die Proliferation von Tumorzellen als Ko-Rezeptor unterstiitzen. Dies geschieht durch
die Aktivierung von ERBB-Rezeptoren (Bourguignon et al., 2001) sowie die Aktivierung von
c-Met (Orian-Rousseau et al., 2002). CD44v6 kann aber auch direkt die Proliferation von
Tumorzellen durch Aktivierung des MAPK-Signalweges beeinflussen (Marhaba et al., 2005).
Zum Wachstumsverlust von Tumorzellen kann es aufgrund der Zelldichte, aber auch durch
die Assoziation von CD44 mit Merlin, ein ERM-dhnliches Protein welches ebenfalls mit der
ERM-Bindestelle von CD44 interagieren kann, kommen (Morrison et al., 2001). Im inaktiven,
gefalteten Zustand binden ERM-Proteine weder an die Plasmamembran noch an das
Zytoskelett. Erst nach Aktivierung fungieren ERM-Proteine als ,,Cross-linker*, indem sie mit
der N-terminale Doméne an der Plasmamembran und mit der C-terminale Doméne an das
Zytoskelett binden. Die Bindung von Merlin und ERM-Proteinen an Transmembranproteine
hiangt von der jeweiligen Phosphorylierung ab. Die Assoziation von Merlin mit CD44 bzw.
die Dissoziation nach Phosphorylierung von Merlin hat auf metastasierende Tumorzellen
signifikante Auswirkungen. Dabei kommt es bei hoher Zelldichte zu Wachstumsinhibierung
indem dephophoryliertes Merlin mit CD44 interagiert. Im Zustand niedriger Zelldichte ist
Merlin phosphoryliert und inaktiv. Die ERM-Proteine wiederum befinden sich in einem

phosphoryliertem, aktiven Zustand, was zum Zellwachstum fiihrt.

Neben der CD44-vermittelten Proliferation ist die Apoptoseresistenz ein wesentliches
Charakteristikum von Tumorzellen. Der Vorgang der Apoptose ldsst sich in zwei Wege
unterteilen: extrinsischer- und intrinsischer-Weg. Der extrinsische Weg wird eingeleitet durch
die Bindung eines Liganden an sogenannte Todesrezeptoren, was durch Signalweitergabe in

der Aktivierung der Caspase-8 endet.
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Diese 10st ihrerseits die sogenannte Caspasen-Kaskade aus, wodurch in einer
signalverstirkenden Riickkopplung weitere Caspase-8-Molekiile aktiviert werden. Beim
intrinsischen Weg kommt es zur Freisetzung von Cytochrom C aus dem Mitochondrium in
das Cytoplasma. Dieser Weg kann ausgelost werden durch Tumor-Suppressoren, wie
beispielsweise pS53, einem Transkriptionsfaktor, der durch Schiddigung der DNA aktiviert
wird. p53 stimuliert die Expression pro-apoptotisch wirkender Mitglieder der Bcl-2 Familie

(z.B. Bax, Bad).

Diese fithren dann zur Freisetzung der pro-apoptotischen Faktoren — wie etwa Cytochrom C
aus dem mitochondrialen Intermembranraum. Auch hier kommt es zur Signaltransduktion und
zur Aktivierung der Caspase-9. Analog zu Caspase-8 initiiert aktive Caspase-9 die Caspasen-
Kaskade. Eine Signalverstirkung dieses Weges wird innerhalb der Caspasen-Kaskade durch
Caspase-7 vermittelt, welche nicht nur Substrate spaltet, die an der Ausfiithrung der Apoptose
beteiligt sind, sondern ihrerseits auch die Caspase-9 aktiviert (Oren, 1992). Apoptose wird in
Lymphom- und Thymuszellen durch die CD44-Liganden Interaktion, und die damit
verbundene Hochregulation von Bax und Runterregulation von Bcl-XI1, induziert (Guy et al.,
2002). Weiterhin wurde gezeigt, dass die Quervernetzung von CD44 auf Tumorzellen die
Runterregulation von FAS initiiert (Yasuda et al., 2001). Es wurde aber auch beschrieben,
dass CD44 zum Uberleben der Zellen beitrigt, indem es die Induktion von Apoptose
unterbindet (Bates et al., 1998, Allouche et al., 2000). In den meisten Fillen geschieht dies
nach CD44/Liganden Interaktion und Assoziation mit der PI3K. Damit verbunden ist die
BAD Phosphorylierung und Hochregulation von Akt (Bates et al., 2001, Ghatak et al., 2002)
sowie die Aktivierung und Hochregualtion anti-apoptotischer Gene wie Bcl-XI und Bcl-2

(Khan et al., 2002, Marhaba et al., 2003).

Auch {iiber seine migrationsunterstiitzenden Eigenschaften ist CD44 in den Prozess der
Tumporprogression involviert. So kann die CD44-vermittelte Reorganisation des Zytoskeletts
iber die Aktivierung von Racl verlaufen. Demzufolge konnte in einer Brustepithelzelllinie
der Maus die Bildung von Lamellipodien nach HA-Behandlung durch anti-CD44
blockierende Antikorper, aber auch durch die Transfektion einer dominant-negativen Mutante
von Racl inhibiert werden (Oliferenko et al., 2000), wobei aktiviertes Racl auch mit Ezrin
ko-lokalisiert und in die Aktivierung von PTK involviert ist (Cywes und Wessels, 2001). In
T-Lymphozyten fiihrt die Aktivierung von CD44 zum Spreizen, dass von einer F-Aktin
Polymerisierung begleitet wird, wobei die F-Aktin Ploymerisierung iiber die Aktivierung

durch CD44 eingeleitet wird (Foger et al., 2001).
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Ein weiterer Vermittler in der CD44-initiierten Signalweitergabe ist RhoA und sein Effektor
die Rho-Kinase (ROK). ROK ist eine Serin-Threonin Kinase, die mit Rho interagiert. Diese
Interaktion ist abhédngig von GTP (Matsui et al., 1996) und reguliert die Funktion des
Zytoskeletts durch Phosphorylierung verschiedenster Reglatoren wie zum Beispiel von

Myosin (Amano et al., 1999).

1.4 Tumorzell/Wirt-Interaktion

1.4.1 Tumorstroma (Mikroumgebung)

Tumorepithelzellen sind umgeben vom Tumorstroma, welches aus der extrazelluldren
Matrix (EZM) und verschiedenen nicht transformierten Zellen besteht. Diese nicht
transformierten Zellen sind entweder im Organ bereits vorhanden und werden durch den
Tumor moduliert oder sie werden durch den Tumor bzw. vom Tumor abgegebene Faktoren
rekrutiert. Dabei handelt es sich u. a. um Endothelzelllen, fibroblastoide Zellen (Fibroblasten,
Myofibroblasten) sowie Entziindungsmediatoren wie Makrophagen, dendritische Zellen,
Granulozyten und Lymphozyten. Die EZM von desmoplastischem Tumorgewebe
unterscheidet sich von der EZM gesunden Gewebes unter anderem in der Menge an Fibrin,
welches aus dem Blutplasma stammt, aber auch Fibronektin, Proteoglykane sowie Kollagene
(I, I, VI, XV, XVIII) sind in erhohter Menge im Tumorgewebe vorhanden (Stewart et al.,
2004). Eine Reihe von Daten weisen darauf hin, dass das Tumorstroma die Proliferation, das
Uberleben, die Polaritit, die Differenzierung sowie die invasive und metastatische
Eigenschaft von Tumorzellen beeinflussen kann (Frisch und Francis, 1994, Weaver et al.,

1996, Aboseif et al., 1999, Vaccariello et al., 1999).

So konnte gezeigt werden, dass Zellen des Primidrtumors mit aus dem Knochenmark
eingewanderten Stromazellen, interagieren konnen. Als Antwort auf den vom Tumor-
abgegebenen Faktor M-CSF 1 (Makrophagen-Kolonie-Stimulationsfaktor 1) kommt es zur
Proliferation von Tumor-assoziierten Makrophagen und weiter zur Produktion von
Wachstumsfaktoren  (FGF;  Fibroplasten-Wachstumsfaktor, = PDGF;  Thrombozyten-
wachstumsfaktor; EGFR, epidermaler-Wachstumsfaktor-Rezeptor Liganden) und Proteasen

(MMPs und Cathepsine) (Joyce, 2005, Lewis und Pollard, 2006).
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Darauthin aktivieren die Tumor-assoziierten Makrophagen Myofibroblasten, welche das
Chemokin SDF-1 (,,stromal-derived-factor 1) sezernieren. Dies wiederum befdhigt die

Myofibroblasten endotheliale Progenitorzellen anzulocken (Orimo et al., 2005).

1.4.2 Préaparation der Nische

Schon 1978 wurde diskutiert, dass Stammzellen eine Nische zu ihrer Erhaltung und
zum Uberleben bendtigen (Schofield, 1978). Die Stammzellnische stellt die &duBlere
Kontrolleinheit fiir das Uberleben, die Selbsterneuerung und die Differenzierung der
Stammzelle dar. Dies vermittelt sie iiber lokale und systemische Signale (Spradling et al.,
2008). Fiir viele adulte Stammzellen ist die entsprechende Nische noch schlecht definiert. Die
meisten bisher zur Verfiigung stehenden Informationen wurden im Kontext hdmatopoetischer
Stammzellen und ihrer Nische erhoben. Auch Tumorgewebe enthilt Zellen mit Stammzell-
Potential, welche als Krebsstammzellen bezeichnet werden (Iwasaki et al.,, 2009).
Krebsstammzellen sind fiir das Wachstum des Primidrtumors, aber auch fiir die spitere
Metastasierung essentiell (Sales et al., 2007). Eigenschaften der Krebsstammzellen sind
Chemo- und Strahlenresistenz sowie die Fihigkeit zur Neubildung von Tumoren. Weiterhin
konnen sich Krebsstammzellen durch Selbsterneuerung reproduzieren (Kang, 2009, Dalerba
und Clark, 2007) und sind durch Krebsstammzell-Marker charakterisiert. Diese wurden bei
Leukédmien, Sarkomen und Karzinomen beschrieben (Papathanasiou et al., 2009, Marhaba et
al., 2008). Krebsstammzellen haben einige der Marker, wie auch funktionelle Eigenschaften
mit embryonalen- (ESZ) und adulten- (ASZ) Stammzellen gemeinsam, einschlieBlich der
Signalwege, welche die Stammzelleigenschaften regulieren (Kucia et al., 2005, Vescovi et al.,

2006).

Die Nische setzt sich aus extrazellularen Matrixproteinen, Stroma-Zellen, 16slichen Faktoren
sowie Blut- und Lymphgefifen zusammen. Erstere sind fiir die Struktur und Organisation der
Nische verantwortlich (Khaldoyanidi, 2008). Man geht davon aus, dass die Verankerung der
Stammzelle mit der EZM und den Stromazellen positiv zur Selbsterneuerung und zum
Apoptoseschutz der Stammzelle beitridgt (Ghotra et al., 2009). Es ist bekannt, dass eine
Interaktion der Tumorzelle mit der Matrix zur Verdanderung der Zellform und zur Weitergabe
von Signalen fithren kann. Dies beeinflusst wiederum das Zellwachstum und kann zu einer
gestorten Genexpression fithren (Wang et al., 2009). Es wurden sowohl fiir ESZ, wie auch fiir

ASZ Nischen nachgewiesen. Auch die Krebsstammzellen sind auf das Vorhandensein von
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Nischen angewiesen (Johnson, 2009), die im Kontext der Tumorprogression und
Metastsierung ihre Bedeutung finden (Bhowmick et al., 2004, Bissell et al., 2005). Kaplan et
al. (2005) zeigte, dass die Nische im Organ lange bevor der Tumor sich einlagert, vorbereitet
wird. Dies geschieht wie schon beschrieben u.a. iiber Fibroblasten, welche durch vom Tumor
sezernierte Wachstumsfaktoren und iiber einwandernde hidmatopoetische Zellen stimuliert

werden.

Wir haben Hinweise gefunden, dass neben der Sezernierung von Matrixproteinen noch ein
weiteres Kommunikationssystem im Kontext der prametastatischen Nische von Bedeutung

ist. Hierbei handelt es sich um Exosomen.

1.4.3 Exosomen-Stroma Reaktion

Exosomen sind Membranvesikel mit einem Durchmesser von 30-100nm (Johnstone,
2006), welche von vielen Geweben u. a. Lymphzyten und Darmepithelzellen, aber besonders
reichhaltig von Tumorzellen an das extrazelluldre Milieu abgegeben und systemisch in allen
Korperfliissigkeiten wie Urin, Serum, Speichel und Milch (Admyre et al., 2007, Keller et al.,
2009, Palanisamy et al., 2010) nachgewiesen werden konnen. Die Generierung von Exosomen
wird iiber Endozytose eingeleitet. Hierbei werden entweder Clathrin ,,coated pits®,
Proteinkluster in ,,Lipid-Rafts* oder von Tetraspanin-angereicherten Membranmikrodoménen
(TEMs) zusammen mit der Membran eingestiilpt. Nach Abschniirung und einem
Schneideprozess kommt es zur Bildung von sogenannten frithen Endosomen (,early
endosomes®, EE). Durch weitere Einstiilpungen und Prozesse, an denen Enzyme wie die V-
ATPase mitbeteiligt ist (Lafourcade et al., 2008), bilden sich aus EE dann sogenannte

multivesikulidre Korperchen (,,multi vesicular bodies*, MVB).

Dieser Prozess wird durch ubiquitire Rab-Proteine und die ESCRT (,,endosomal sorting
complex required for transport*“)-Maschinerie unterstiitzt. Entweder kommt es dann zur
Degradierung von Proteinen durch Fusionierung der MVB mit dem Lysosom, oder unter
Beteiligung von Rab7-Proteinen zur Freisetzung in das Zytoplasma, oder durch die Fusion der
MVB mit der Membran zur Freisetzung von Exosomen in den extrazelluldren Raum (Théry et
al., 2002) (Abb. 1.4.3a). Urspriinglich als Miillabfuhr erachtet weil man heute, dass die

Freisetzung der Exosomen in den extrazelluliren Raum vornehmlich der interzelluldren
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Kommunikation dient. Die Zusammensetzung der Exosomenproteine ist ursprungsabhingig.

Es gibt eine Reihe von Proteinen die auf allen Exosomen nachgewiesen wurden.

Zu ihnen gehoren zytosolische Proteine wie Rab’s, welche das Andocken von Exosomen und
die Membranfusion unterstiitzen. Auch Annexinl, II, V und VI wurde auf allen Exosomen
nachgewiesen. Verschiedenste Adhésionsmolekiile wie CD146, der milk-fat-globule EGF-
Faktor VIII (MFG-ES), aber auch CDI18, CDl11la, CD11b, CD1lc und CDI166 sind auf
Exosomen identifiziert worden. Weiterhin lassen sich Hsp60, 70 und 90 auf Exosomen
nachweisen. Ein weiteres Charakteristikum von Exosomen ist die Expression von
Tetraspaninen. Zu ihnen zdhlen CD9, CD63, CD81 und CD82 (Abb. 1.4.3c). Es gibt auch
Proteine auf Exosomen, welche Zelltyp spezifisch exprimiert werden. Zu ihnen gehoren die
MHC-Molekiile, die auf Exosomen antigen-priasentierender Zellen detektiert werden.
Exosomen von Enterozyten beinhalten Enzyme aus dem Darm (Lie et al., 2005). Nicht nur
Proteine sind auf Exosomen exprimiert, sondern auch Lipide von denen
Lysophosphatidylcholin, Sphingomyelin, Phosphatidylcholin, Phosphatidylserin sowie
Cholesterol und Diglyceride auf Exosomen angereichert sind (Schorey und Bhatnagar, 2008).
Exosomen enthalten keine DNA, aber mRNA und miRNA.
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Abbildung 1.4.3: Freisetzung von Exosomen aus: ,,Tetraspanins: push and pull in suppressing
and promoting metastasis” (aus “Nature Review Cancer”)

Exosomen erweitern das Spektrum interzelluldarer Kommunikation auf eine ungeahnte Weise.
Exosomen agieren als Morphogene in der Onkogenese. Sie kdnnen Antigen-prisentierende
Zellen ersetzen und eine Immunantwort initiieren. Exosomen konnen aber auch onkogenes
Material iibertragen und Viren und Parasiten konnen sich dieser Modalitit bei der
Ausbreitung in einem Organismus zunutze machen. Die Potenz der Exosomen ist darauf
zuriickzufiihren, dass sie der Zielzelle nicht nur einen einzelnen Stimulus sondern eine
Vielzahl von Stimuli anbieten. Exosomen koénnen iiber Ligandenbindung aber auch durch
Fusion mit der Zielzelle aktiv werden und nicht zuletzt durch den Transfer von mRNA die
Translation von Proteinen in Gang setzen, bzw. iiber mikroRNA kann eine gezielte
Ausschaltung von Genen erfolgen. Dieses Potential wird in der Tumorimmunologie bereits

klinisch genutzt. Exosomen als hoch effizienter Gentransporter werden diskutiert.
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So konnen Exosomen verschiedene Kombinationen von Liganden beinhalten, welche
simultan mit entsprechenden Zell-Rezeptoren interagieren konnen. Dies ist gleichzusetzen mit
der Interaktion zweier Zellen. Exosomen konnen aber auch an Zielzellen binden und so
,heue* Oberflichenproteine priasentieren, was zu neuen adhisiven Eigenschaften fithren kann.
Oder aber Exosomen fusionieren mit den Zielzellen und transferieren so zytosolische- und
Membranproteine in die Zielzelle (Abb. 1.4.3d). Es existiert eine Reihe von Daten, die die
unterschiedlichen biologischen Aktivititen von Exosomen in vitro aufzeigen. Uber mogliche
funktionelle Eigenschaften in vivo ist aber nur wenig bekannt (Théry et al., 2002). So wurde
gezeigt, dass Exosomen aus Zellkulturiiberstinden, welche von aktivierten humanen CD4+ T-
Zellen stammten sowohl die Cholesterol-Akkumulation, als auch die TNF-a Produktion in
kultivierten humanen Monozyten und THP-1-Zellen anregen (Zakharova et al., 2007). Raposo
et al. (1997) zeigte, dass Exosomen, die von EBV-tranformierten B-Zellen sezerniert wurden,
humane CD4+ T-Zellen antigen-spezifisch  stimulieren. Exosomen, die von
antigenprisentierenden Zellen abgegeben werden, sind in der Lage eine Immunantwort
hervorzurufen, wohingegen Tumorzell-sezernierte Exosmen in der Lage sind immunsuppresiv
zu wirken (Bausero et al., 2005, Mallegol et al., 2005, Valenti et al., 2007). AbschlieBend ist
zu sagen, dass Exosomen, welche von Tumorzellen oder dendritischen Zellen, die zuvor mit
Tumorantigenen in Kontakt kamen und sezerniert wurden, ein niitzliches Werkzeug fiir die

Immuntherapie darstellen (Mignot et al., 2006).
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1.5 BSp73-Tumormodell

Tumorzelllinien, die von einer gemeinsamen Parentalzelllinie abstammen, sich aber
massiv in ihrer Metastasierungsfahigkeit unterscheiden, stellen ein geeignetes System dar, um
fiir die Metastasierung essentielle Faktoren zu definieren. Ein solches Modell ist das BSp73
Tumormodell. Aus einem spontan aufgetretenen Adenokarzinom des Pankreas (BSp73) einer
BDX Ratte wurde die Parentallinie etabliert (Zoller et al., 1978). Nach mehrmaligem in vivo
passagieren iiber subkutane Transplantation, wurden Tumore beschrieben, die
unterschiedliches metastasierendes Potential aufwiesen und als BSp73AS (AS) und
BSp73ASML (ASML) bezeichnet wurden. Nach Injektion in die Fusspfote von syngenen
Ratten zeigen AS-Zellen schwach metastasierende Eigenschaften. Sie wachsen vornehmlich
lokal und erreichen nur die drainierenden Lymphknoten.

Die ASML Schwesterlinie zeigt kaum lokales Tumorwachstum und breitet sich sehr schnell
durch das Lymphsystem aus und bildet eine Unzahl kleinster Metastasenknotchen in der
Lunge, an der nun die Tiere letztendlich sterben (Matzku et al., 1983). Im Unterschied zu AS-
Zellen, deren Morphologie denen von Epithelien gleicht, zeigen ASML-Zellen eine runde
Form ohne sichtbares Ausspreizen. ASML-Zellen, im Gegensatz zu AS-Zellen binden nur
schwer an Substrate wie Laminin, Fibronektin und Kollagen (Matzku et al., 1985). Durch
Generierung von monoklonalen Antikorpern, die nur mit der ASML-Zelllinie interagieren,
konnten metastasierungsassoziierte Antigene identifiziert werden. (Matzku et al., 1989).
Dabei handelt es sich um eine variante Isoform des Hyaluronsiurerezeptors CD44 (Giinthert
et al., 1991), C4.4A (Rosel et al., 1998) ein Molekiil mit Ahnlichkeit zum uPAR, EpCAM
(Wiirfel et al., 1999), das Integrin a6B4 (Herlevsen et al., 2003) sowie das Tetraspanin D6.1A
(Claas et al., 1998). Mittels ,,Affimetrix GeneChip Array‘“-Technologie wurden mittlerweile
mehrere hundert Proteine identifiziert, die auf beiden Sublinien differentiell exprimiert

werden (Tarbé et al., 2002).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund der frithen und fulminanten Metastasierung haben Patienten mit einem
Pankreaskarzinom eine iiberaus schlechte Prognose. Variante CD44 Isoformen (CD44v)
tragen einen wesentlichen Beitrag zur lymphogenen Metastasierung von Tumoren bei. Dieser
urspriinglich in einem Rattentumormodell erhobene Befund konnte in vielen klinischen
Studien bestitigt werden. Es gelang stabile CD44v knockdown Klone der metastasierenden
Tumorlinie BSp73ASML zu generieren. Der Verlust der Expression varianter CD44
Isoformen geht mit einem Verlust der Metastasierungsfihigkeit einher. Weiterfithrende
Untersuchungen haben aufgezeigt, dass die BSp73ASML-CD44v knockdown (BSp73 ASML
CD44v"Y) Klone durch einen signifikanten Verlust der Apoptoseresistenz gekennzeichnet sind
und die Fahigkeit verloren haben, eine Matrix zu sezernieren, die einen Apoptoseschutz
darstellt, sowie die Adhdsion von Tumorzellen unterstiitzt. Diese Beobachtungen weisen
darauf hin, dass CD44v an der Sekretion oder Aufbereitung einer peritumoralen Matrix
beteiligt ist und iiber die Bindung der Tumorzellen an diese Matrix Signale in der Tumorzelle
aktiviert werden, die die Zellen vor apoptotischem Zelltod schiitzen. Ziel meiner Dissertation

war daher die Beantwortung folgender Fragen:

1. In welchem Ausmal sind CD44v Isoformen an der Sekretion oder der Aufbereitung einer

die Metastasierung unterstiitzenden Matrix beteiligt?

2. Welche Komponenten der Tumormatrix sind fiir die Praparation einer prametastatischen

Nische und/oder fiir Apoptoseresistenz verantwortlich?

3. Welche Signalwege werden iiber CD44 zum Schutz vor Apoptose aktiviert?
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2. Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien

Tabelle 2.1.1:  Darstellung der verwendeten Chemikalien unter Angabe des Herstellers

Chemikalien Hersteller

Aceton Roth, Karlsruhe
Acetoacetat Merck, Darmstadt
Agar Fluka, Buchs, Schweiz
Agarose Sigma, Seelze

3-Amino-9-ethyl-carbazol (AEC)

Sigma, Seelze

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma, Seelze

S2p_ATP

Amersham Pharmacia, Freiburg

Biotin-X-NHS

Calbiochem, Darmstadt

Brilliant Blau G-Colloidal Konzentrat

Sigma, Seelze

Bromphenolblau Merck, Darmstadt
BSA PAA, Ostreich

Chaps Applichem, Darmstadt
Chloroform Sigma, Seelze

Cisplatin (cis-Diaminplatinum(II)dichlorid)

Sigma, Seelze

Coomassie R250 Gerbu-Biotechnik, Gaiberg
DEPC Applichem, Darmstadt
DMSO Merck, Darmstadt

DTSSP Sigma, Seelze

DTT Sigma, Seelze

21




2. Material und Methoden

Essigsdure Roth, Karlsruhe
Ethanol Roth, Karlsruhe
Ethidiumbromid Merck, Darmstadt

Ethylendiamintetraessigsidure (EDTA)

Sigma, Seelze

Fetal Calf Serum (FCS) Sigma, Seelze
Formaldehyd 37% Merck, Darmstadt
Gelatine Merck, Darmstadt
Glycerol Applichem, Darmstadt
Glycin Roth, Karlsruhe
HEPES Sigma, Seelze

Hyaluronséure (Rooster Comb)

Sigma, Seelze

HA-bindendes-Protein

Callbiochem, Darmstadt

Isopropanol

Roth, Karlsruhe

Kaisers Glyceringelatine

Merck, Darmstadt

Kaliumacetat Roth,, Karlsruhe
Kaliumcarbonat Roth, Karlsruhe
Kristallviolett Roth, Karlsruhe
Lubrol MX (17A17) Serva, Heidelberg
Methanol Roth, Karlsruhe
Milchpulver Roth, Karlsruhe

Mayer’s Himalaun

AppliChem, Darmstadt

B-Mercaptoethanol

Sigma, Seelze

Mowiol

Roth, Karlsruhe

Natriumorthovanadat

Sigma, Seelze
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Natriumdodekylsulfat (SDS) Sigma, Seelze
Natriumthiosulfat Roth, Karlsruhe
Natriumtetrathionat Merck, Darmstadt
Paraformaldehyd Sigma, Seelze
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma, Seelze

Penizilin Sigma, Seelze
Protease-Inhibitor Cocktail Tabletten Roche Diagnostik, Mannheim
Protein G Sepharose 4 Fast Flow Amersham Pharmacia, Freiburg
Poly-L-Lysin Sigma, Seelze
Ponceau-S-Losung Roth, Karlsruhe

Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid-Mix) Roth, Karlsruhe

Silbernitrat Roth, Karlsruhe
Streptomycinsulfat Sigma, Seelze

TEMED Sigma, Seelze
2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid (MTT) Roth, Karlsruhe

TRIS Roth, Karlsruhe

Trypsin Roth, Karlsruhe

3 H-Thymidin Amersham Bioscience, Freiburg
Triton X-100 Sigma, Seelze

Trypsin Sigma, Seelze

Tween 20 Serva, Heidelberg

Urea Sigma, Seelze

Alle anderen Chemikalien, welche nicht aufgelistet sind, entsprechen analytischer Reinheit
und wurden von Sigma (Seelze), Calbiochem (Darmstadt), Serva (Heidelberg) oder

Applichem (Darmstadt) bezogen.
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2.1.2 Enzyme

Tabelle 2.1.2:  Darstellung der verwendeten Enzyme unter Angabe des Herstellers

Enzym

Hersteller

RNAase

Promega, Mannheim

Hyaluronidase type IV-S (bovine testis)

Sigma, Seelze

2.1.3 Inhibitore

Tabelle 2.1.3:  Darstellung der verwendeten Inhibitoren unter Angabe des Herstellers

Inhibitor

Hersteller

Ly29004 (PI3K-Inhibitor)

Calbiochem, Darmstadt

Wortmanin (PI3K-Inhibitor)

Calbiochem, Darmstadt

SU 11274 (c-Met-Inhibitor)

Sigma, Seelze

GW 5074 (Raf-Inhibitor)

Sigma, Seelze

2.1.4 Nukleotid- und Proteinstandards

Tabelle 2.1.4:  Darstellung der verwendeten Nukleotid- und Proteinstandards unter Angabe des

Herstellers

Nukleotid- und Proteinstandard

Hersteller

100 bp Gene Ruler

MBI Fermentas, St. Leon Rot

1 kb Gene Ruler

MBI Fermentas, St. Leon Rot

Prestained Protein Ladder

MBI Fermentas, St. Leon Rot

2.1.5 Kits

Tabelle 2.1.5:  Darstellung der verwendeten Kits unter Angabe des Herstellers

Kit

Hersteller

ECL Western Blotting Detection Reagents

Amersham,Bioscience, Freiburg

24




2. Material und Methoden

Vectastain ABC kit Vector Laboratories, Burlingame, USA

2D-Clean-Up-Kit Amersham, Bioscience, Freiburg

2.1.6 Primer
Tabelle 2.1.6:  Darstellung der verwendeten Primer unter Angabe der Sequenz
Primer Sequenz

CD133-sense

5’- AGCCAAGACACCTTCAATGC-3’

CD133-antisense

5’-ACGGTGTTGAGT TCCCTGTC -3’

CD166-sense

5’-AACCTGGAGAGTCAGGAGCA-3’

CD166-antisense

5’-TGCGAGCTGTGATTTGTT TC-3"

CD24-sense

5’-ACATCGGTTGCACCATTTTC-3’

CD24-antisense

5’-GAGAGAGAGGGCCAG GAGAC-3’

GAPDH-sense

5’-GACCCCTTCATTGACCTCAAC-3’

GAPDH-antisense

5’-CTTCTCCAT GGTGGTGAAGAC-3’

Rs5” 5"-CGACCCTTTTCCAGAGGCGACTA-3"
Rs3” 5"-CGTCTCCAATCGTGCTGTCTTTTC-3"
Rat C13 5"-AAGACATCGATGCCTCAAAC-3°
ratC2A 5"-GGCACTACACCCCAATCTITC-3"

rat pv4 5"-TGCAACTACTCCATGGGTTT-3"

rat pv5 5"-TATAGACAGAAACAGCACCA-3"

rat pvé 5"-TGGGCAGATCCTAATAGCAC-3"

rat pv7 5"-CTGCCTCAGCCCACAACAAC-3”

rat pv8 5"-CCAGTCATAGTACAACCCTT-3"
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2.1.7 siRNA

Tabelle 2.1.7:  Darstellung der verwendeten siRNA unter Angabe der Sequenz

siRNA Sequenz

c-Met (Konstrukt 1) 5°- AACGGCGGCGAGCTAAATATA-3"
c-Met (Konstrukt 2) 5- ACCATGTACTCTTGACGTCTA-3"
B4 (Konstrukt 1) 5°- AGGCGCCTACACCCAGTATAA-3’
B4 (Konstrukt 2) 5°- TACAGACAAGTCAACGGCGTA-3’
Kontrolle (Alexa Fluor 488) 5- AATTCTCCGAACGTGTCACGT-3"

2.1.8 Antikorper

2.1.8.1 Primérantikorper

Tabelle 2.1.8.1: Darstellung der verwendeten Primirantikorper unter Angabe der Verwendung und des
Herstellers

Antikorper Verwendung Hersteller

a6p4 clone B5.5 FACS, WB, IP, Klon B5.5 (Matzku et al.
Immunfluoreszenz 1989)

Actin WB BD, Heidelberg

Akt WB BD, Heidelberg

p-Akt WB BD, Heidelberg

Annexin5 WB Santa Cruz, Heidelberg

BAD WB BD, Heidelberg

p-BAD WB BD, Heidelberg

Bcl-2 WB BD, Heidelberg

Bcl-X1 WB Cell Signaling, Frankfurt

bFGFR FACS Oncogene, Bosten, USA

C3 WB MP Biomed, Eschwege

Caspase-3 WB Cell Signaling, Frankfurt
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Caspase-8 WB BD, Heidelberg

Caspase-9 cleaved WB Cell Signaling, Frankfurt

Caveolin WB Santa Cruz, Heidelberg

C4.4A FACS, Immunhistologie Klon C4.4 (Matzku et al.,

1989)

Caveolin WB BD, Heidelberg

CD44s FACS, Immunfluoreszenz Klon Ox50 (EAACC)

CD44vo6 FACS, WB, Klon A2.6 (Matzku et al.,
Immunfluoreszenz 1989)

CD104 (B4) FACS, WB, BD, Heidelberg
Immunfluoreszenz

CD106 FACS Biozol, Eching

CDll1a FACS BD, Heidelberg

CDl11b FACS, Immunhistologie Klon Ox42 (EAACC)

CDllc FACS Klon Ox41 (EAACC)

CD13 WB Chang et al., 2005

CD151 WB Claas et al., 1998

CD18 FACS BD, Heidelberg

CD24 WB Santa Cruz, Heidelberg

CD29 FACS BD, Heidelberg

CD31 FACS, Immunhistologie BD, Heidelberg

CD49b FACS BD, Heidelberg

CD49c¢ FACS, Immunhistologie BD, Heidelberg

CD49d FACS, Immunbhistologie BD, Heidelberg

CD49e FACS BD, Heidelberg

CD49f FACS Abcam, Cambridge, UK

CD54 FACS, Immunbhistologie Biozol, Eching

CD81 WB Santa Cruz, Heidelberg
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CD9 WB BD, Heidelberg
Claudin-7 WB Langbein et al., 2003
o Met FACS, Immunfluoreszenz, Cell Signaling, Frankfurt

WB, 1P
p-c-Met WB Cell Signaling, Frankfurt
c-Raf WB BD, Heidelberg
Kollagen I Immunfluoreszenz, WB Rockland, Gilbertsville, PA
Kollagen II Immunfluoreszenz, WB Lab Vision, Fremont, CA
Kollagen III Immunfluoreszenz, WB ARB, Golden, CO
Kollagen IV Immunfluoreszenz, WB Rockland, Gilbertsville, PA
Cytochrom C WB BD, Heidelberg

WB Klon D6.1A (Matzku et al.,
D6.1A 1989) (
ERK 72 WB Santa Cruz, Heidelberg
p-ERK %2 WB Santa Cruz, Heidelberg
EpCAM WB 11(91;)191)D5 .7 (Matzku et al.,
EWI-F WB Orlicky et al., 1998
EGFR FACS Santa Cruz, Heidelberg
Ezrin WB, Immunfluoreszenz Sigma, Seelze
p-Ezrin WB Cell Signaling, Frankfurt
FAK WB, Immunfluoreszenz Santa Cruz, Heidelberg
p-FAK WB Cell Signaling, Frankfurt
Fibronectin WB BD, Heidelberg
Gabl WB Cell Signaling, Frankfurt
HAS3 WB Abcam, Cambridge, UK
HSP-1 WB Santa Cruz, Heidelberg
HYALI1 WB Santa Cruz, Heidelberg
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Hyaluronan WB Rockland, Gilbertsville, PA
INS-2 WB Santa Cruz, Heidelberg
Laminin-1 WB, Immunfluoresznez Rockland, Gilbertsville, PA
Laminin-5 WB, Immunfluoresznez BD, Heidelberg

MMP13 Immunfluoresznez Dianova, Hamburg
MMP2 WB Dianova, Hamburg
MMP9 WB Dianova, Hamburg
Moesin WB BD, Heidelberg

mTOR WB Cell Signaling, Frankfurt
Osteopontin WB Santa Cruz, Heidelberg
PDGF FACS BD, Heidelberg

PDGFR FACS BD, Heidelberg

PGK-1 WB Santa Cruz

PI3K WB, IP BD, Heidelberg

PKC WB BD, Heidelberg

p-PKC WB Cell Signaling, Frankfurt
S100A4 WB Abcam, Cambridge, UK
SDEF-1 FACS, WB Abcam, Cambridge, UK
Src WB, 1P Cell Signaling, Frankfurt
p-Src WB Cell Signaling, Frankfurt
STAT3 WB BD, Heidelberg
p-STATS3 WB BD, Heidelberg

TGFpB FACS Santa Cruz, Heidelberg
Trombospondin FACS, WB Santa Cruz, Heidelberg
TNFa FACS BD, Heidelberg
p-Tyrosine WB BD, Heidelberg
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Ras WB BD, Heidelberg

uPA FACS, WB Calbiochem, Darmstadt
uPAR FACS, Immunhistologie Calbiochem, Darmstadt
VEGF FACS Biotrend, Koln
VEGFRI1 FACS, Immunhistologie Biotrend, Koln
VEGFR2 FACS, Immunhistologie Biotrend, K&ln
Vitronectin FACS, WB Biotrend, Koln

vWF FACS, WB Abcam, Cambridge, UK
2.1.8.2 Sekundérantikdrper

Tabelle 2.1.8.2: Darstellung der verwendeten Sekundérantikorper unter Angabe der Verwendung und

des Herstellers

Antikorper Verwendung Hersteller

Anti mouse-IgG-TxRED Immunfluoreszenz dianova, Hamburg
Ant-mouse-IgG-Cy?2 Immunfluoreszenz Rockland, Gilbertsville, USA
Ant-mouse-IgG-Cy3 Immunfluoreszenz dianova, Hamburg

Anti mouse-IgG-biotin Immunbhistologie dianova, Hamburg

Anti mouse-IgG-HRP WB Rockland, Gilbertsville, USA
Anti goat-IgG-HRP WB Rockland, Gilbertsville, USA
Anti rabbit-IgG-HRP WB Rockland, Gilbertsville, USA
Extravidin-Peroxidase WB Sigma, Seelze

Anti mouse-IgG-PE FACS dianova, Hamburg

Anti mouse-IgG-APC FACS BD Biosciences, Heidelberg
Anti mouse-IgG-FITC FACS dianova, Hamburg

Anti rabbit-IgG-PE FACS dianova, Hamburg

Anti hamster-IgM-FITC FACS dianova, Hamburg
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Streptavidin-AP

ELISA

dianova, Hamburg

Streptavidin-HRP WB dianova, Hamburg

Phalloidin Immunfluoreszenz Sigma, Seelze

2.1.9 Zelllinien

Tabelle 2.1.9:  Darstellung der verwendeten Pankreasadenokarzinom-Zelllinien unter Angabe des
Ursprungs und der Referenz

Zelllinie Ursprung Referenz

BSp73ASML Pankreas Adenokarzinom, Matzku et al., 1983

BDX Rattenstamm

BSp73ASML-CD44v6™

Pankreas Adenokarzinom,
BDX Rattenstamm, BSp73
ASML Zellen, bei denen
CD44v4-v7 und CD44v6/v7
runterreguliert wurden

Klingbeil et al., 2007

BSp73AS Pankreas Adenokarzinom, Matzku et al., 1983
BDX Rattenstamm

BSp73AS-14 Pankreas Adenokarzinom, Gunthert et al., 1991
BDX Rattenstamm, BSp73
AS Zellen, die mit CD44v4-
v7 cDNA transfiziert wurden

Fibroblasten BDX Ratten, immortalisierte | Weth, 2000
Lungenfibroblasten

ST-A4 Rattus norvegicus, LeBedis et al., 2002
immortalisierte
Lymphknoten Stromazellen

ST-B12 BDX Ratten, immortalisierte | LeBedis et al., 2002
Lymphknoten Stromazellen

Endothelzellen BDX Ratten, Ratten Aorta isoliert aus dem Wistar
Endothelzellen (RAEC) Rattenstamm, Cell lining,

Berlin
Capan-2 Humane Pankreas- Fogh et al., 1977

karzinomlinie, vom
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Priméartumor

8.18 Humane Pankreas- Lehnert et al., 2001
karzinomlinie, Aszites

Pt45P1 Humane Pankreas- Moore et al., 2001
karzinomlinie, vom
Priméartumor

2.1.10

BDX Ratten vom Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) wurden unter pathogen freien
Bedingungen gehalten und mit sterilisiertem Futter und Wasser gefiittert.
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2.2 Methoden
2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 RNA-Isolation und Reverse Transkription-PCR (RT-PCR)

Die RNA-Isolation wurde mit Hilfe von ,,TRI Reagenz* (Sigma, Seelze) durchgefiihrt.
Es wurden 5x10° Zellen mit 1 ml TRI Reagenz lysiert. Danach wurde 0,2 ml Chloroform
dazugegeben und zentrifugiert (13.000 rpm, 15 Minuten, 4°C). Die wissrige Phase wurde
abgenommen und die RNA mit Isopropanol ausgefillt. Nach dem Zentrifugieren wurde das
Pellet mit Ethanol gewaschen, luftgetrocknet und mit DEPC behandeltem Wasser

aufgenommen.

Die cDNA wurde mit Hilfe von ,,ImProm II* (Promega, Mannheim) und mit oligo Primern
nach der Bedienungsanleitung hergestellt. Als Template fiir die PCR wurden 2,0 ul des

reverse Transkriptions-Produkts benutzt.

Pipettierschema:

A Losung Volumen
RNA 2,0 ul
oligo dT 1,0 ul
dH,0 2,0 ul
Gesamtvolumen 5,0 ul

1. 70°C 5 min.
2. 4°C 5 min.

B Losung Volumen
SxPuffer 4,0 ul
MgCl, 1,5l
dnTP’s 0,5 ul
Rev Trans 0,5 ul
dH,O 8,5 ul
Gesamtvolumen 15,0 ul

Gesamtvolumen (A+B) 20,0 ul
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22.1.2 siRNA-Transfektion

Fir die Transfektion von BSp73ASML wildtyp- bzw. BSp73ASML-CD44v-
knockdown-Zellen wurden 5x10* Zellen pro well (24-well-Platte) ausplatiert. Die
Transfektion der Zellen mit siRNA (c-Met, p4, Quiagen, Hilden) erfolgte am nichsten Tag.
Hierzu wurde nach Vorschrift (HiPerfect-Reagent-Protokol, Quiagen, Hilden) vorgegangen.
Die Transfektion erfolgte in verschiedenen siRNA-Konzentrationen (0; 1; 2,5; 5; 10; und
20nM) fiir 24, 48 und 70 Stunden. Die Expression der Proteine wurde mittels SDS-PAGE und
anschlieendem WB kontrolliert.

2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Zellkulturbedingungen

PBS: 137mM NaCl, 8,1mM Na,HPOy, 2,7mM KCI, 1,5mM KH,PO,, pH 7,4
RPMI: 10% Hitze inaktiviertes fotales Kilberserum (FCS), 100U/ml Penicillin,
100pg/ml Streptomycin

Die BSp73ASML  wildtyp-, BSp73ASML-CD44v-knockdown-, BSp73AS-,
BSp73AS-14-Zellen, die ST-A4, ST-B12, Fibroblasten, RAEC, sowie die humanen
Pankreaskarzinom-Zelllinien Capan-2, 8.18 und Pt45P1 wurden in RPMI 1640-Medium im
Brutschrank bei 37°C, 5 % CO, und 90% Luftfeuchte unter sterilen Bedingungen kultiviert.
Diese Zellen wurden ab 80 %iger Konfluenz in neue Zellkulturflaschen passagiert. Fiir das
Passagieren wurden die Zellen mit 0,25% Trypsin (w/v)/5SmM EDTA in PBS von der
Oberflache der Zellkulturflasche abgelost, nach der Zentrifugation in der gewiinschten Dichte

im Medium aufgenommen und entsprechend in Zellkulturflaschen ausgesiit.
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2222 Bestimmung der Zellzahl

Die Anzahl der Zellen wurde mit einer ,,Neubauer Zihlkammer-improved-* bestimmt.
Hierfiir wurden 50 pl einer Zellsuspension mit 50 pl Trypanblau gemischt, was einer
Verdiinnung von 1:2 entsprach. Durch auszédhlen von 25 Quadranten unter dem Mikroskop

wurde die Zellzahl pro Milliliter berechnet.

Zellzahl x Verdiinnungsfaktor x 10.000 = Zellzahl/ml

2223 Kryokonservierung von eukaryotischen Zellen

1x10” Zellen wurden unter sterilen Bedingungen trypsiniert, mit frischem RPMI 1640-
Medium gewaschen und in eiskaltem FCS/10% DMSO resuspendiert. Die Zellen blieben iiber

Nacht im Gefrierschrank bei -80°C und wurden anschlieBend in den Stickstofftank tiberfiihrt.

2224 Reklonierung transfizierter Zellen

Transfizierte BSp73ASML-CD44v-knockdown-Zellen wurden mittels WB auf die
Expression von CD44v6 hin tiberpriift. Die Zellen wurden mit einer Verdiinnung von 1-5
Zellen/well in eine 96-well Platte ausgesit. Nach 4-6 Wochen wurden die einzelnen Klone
mittels WB analysiert und fiir eine zweite Reklonierung ausgesit um sicherzugehen, dass das

Expressionslevel von CD44v6 niedrig genug war.

2225 Untersuchung von konditioniertem Zellkulturiiberstand

BSp73ASML- sowie BSp73ASML-CD44v-knockdown-Zellen wurden mit einer
Zelldichte von 90% fiir 24 Stunden in serumfreien RPMI1640-Medium gehalten. Danach
wurde der Zellkulturiiberstand gesammelt und zentrifugiert (3000rpm, 10 Minuten). Der
zellfreie Uberstand (16sliche Fraktion) wurde durch ein Filter (0,2um) filtriert und mit Hilfe
einer ,,Vivaspin 6 column® (50.000 MWCO) (Sartorius, Goettingen) aufkonzentriert (siehe

2.2.4.14 Konzentration von Proteinen aus Exosomen-depletierten Zellkulturiiberstinden).
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Der aufkonzentrierte Uberstand wurde mittels SDS-PAGE und anschlieBendem WB auf die
Expression verschiedener Proteine hin analysiert. Um die adhdsive Matrix (Bestandteil der
16slichen Fraktion) zu analysieren, wurde der Zellkulturiiberstand fiir 24 Stunden in einer 6-
well Platte (fiir spitere 2-D-Gelelektrophorese) oder in einer 96-well Platte (fiir Adhésions-
Assays) inkubiert. Die Platten wurden danach mit PBS gewaschen. Fiir weitere

Untersuchungen wurde die Matrix in einem geeigneten Puffer aufbewahrt.

2.2.2.6 Stimulation mit HA, HGF, Laminin-5 sowie anti-CD44v6

Bicarbonatpuffer: 15 mM Na,COs3; 35 mM NaHCOs; pH 9,6
PBST: PBS, 0,1% Tween 20

Proteine binden wunter alkalischen Bedingungen an Plastikoberfldchen.
Bicarbonatpuffer wurde als Bindungspuffer fir HA [10ug/ml], HGF [5Sng/ml], Laminin-5
[2ug/ml] sowie den Antikorper CD44v6 (A2.6) [10ug/ml] benutzt. Die Beschichtung wurde
tiber Nacht bei 4°C durchgefiihrt. Am nichsten Tag wurden die Platten mit PBS gewaschen
und mit BSA (1% (v/W) in PBST) fiir eine Stunde bei 37°C geblockt. Anschlielend wurden
die Platten erneut mit PBS gewaschen und fiir weitere Untersuchungen in einem geeigneten

Puffer aufbewabhrt.

2.2.2.7 Adhésions-Assay

Kristallviolett: Kiristallviolett in 10% Ethanol

Der Adhisions-Assay wurde in 96-Well Platten durchgefiihrt. Dafiir wurden die
jeweiligen Zellen mit EDTA (SmM in PBS, pH 8,0) vom Boden der Zellkulturflasche
abgelost, mit PBS gewaschen und ausgezihlt. 4x10* Zellen wurden auf die adhisive-Matrix
von BSp73ASML wildtyp- sowie auf die adhidsive-Matrix von BSp73ASML-CD44v-
knockdown-Zellen ausgesit und fiir 30 Minuten bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nicht
adhérente Zellen wurden vorsichtig mit PBS abgewaschen, wohingegen die adhdrenten Zellen
mittels 1%iger Kristallviolettlosung angefirbt wurden (siehe 2.2.2.12 Kristallviolett-Farbung

von adhirenten Zellen).
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2.2.2.8 Proliferations-Assay

Zur Bestimmung der Zellproliferation wurden 5x10* Zellen in eine 96-well Platte in
RPMI1640-Medium ausgesit. Die Zellen wurden mit konditioniertem Medium, der 16slichen
Fraktion sowie Exosomen der jeweiligen BSp73ASMLwildtyp- bzw. BSp73ASML-CD44v-
knockdown —Zellen stimuliert. Wihrend der letzten 16 Stunden wurde “H-Thymidin
(10pCi/ml) zugegeben. Danach wurden die Zellen geerntet und die 3 H-Thymidin-Aufnahme
mit Hilfe eines fliissig Szintilationszihlers bestimmt. Alternativ wurden 5x10* Zellen wie
zuvor ausgesit und mittels MTT (siehe 2.2.2.11¢c MTT-Farbung zur Messung metabolisch

aktiver Zellen) quantifiziert.

2229 Migrations-Assay (Boyden-Chamber)

Die jeweiligen Zellen wurden in 30ul RPMI/0,1% BSA aufgenommen und in die
obere Kammer pipetiert. Im unteren Teil der Kammer befanden sich 30ul RPMI/0,1% BSA,
konditioniertes Medium, die 10sliche Fraktion oder die Exosomen. Getrennt wurde die
Kammer durch eine Polycarbonat-Membran (Neuroprobe, Gaithersburg, MD). Unterschieden
wurde durch die PorengroBBe der Membran, 8um fiir adhirente Zellen und Sum fiir nicht
adhirente Zellen. Diese wurden nach 4 Stunden Inkubation im Inkubator mittels Trypanblau
angefidrbt und ausgezihlt. Die migrierten adhirenten Zellen wurden auf der Unterseite der
Membran mittels Kristallviolett angefiarbt (siehe 2.2.2.12 Kristallviolett-Farbung von

adhérenten Zellen) und ausgewertet.

2.2.2.10 Behandlung mit Cis-Platin

Die jeweiligen Zellen wurden in 96-well-Platten mit RPMI1640-Medium und Cis-
Platin (cis-Diaminplatinum(Il)dichloride; Sigma, Seelze) behandelt. Gleichzeitig wurden die
Zellen mit konditioniertem Medium, der 10slicher Fraktion und den Exosomen inkubiert, um
den Effekt der einzelnen Fraktionen auf die Apoptoseresistenz der Zellen zu untersuchen.
Nach 48 Stunden wurde die Uberlebensrate mittels AnnexinV/PI und durch Messung der sub-
G1-Zellfraktion bestimmt. Die Vitalitit wurde mittels MTT-Assay bestimmt (siehe 2.2.2.11c
MTT-Firbung zur Messung metabolisch aktiver Zellen).
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22211 Zytotoxozititstests

a) Bestimmung der Apoptosefrequenz durch sub-G1-Messung

Die Apoptosefrequenz wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Die Messung der sub-
G1-Zellfraktion basiert auf der Beobachtung, dass der DNA-Gehalt apoptotischer Zellen
unterhalb des DNA-Gehalts einer Zelle in der Gl-Phase liegt (Fraker et al., 1995).
Entsprechend behandelte und nichtbehandelte Zellen wurden durch Trypsin von der
Oberfldache abgeldst und zentrifugiert (1600rpm, 5 Minuten, 4°C). Nach einmaligem Waschen
mit PBS (1600rpm, 5 Minuten, 4°C) erfolgte fiir 30 Minuten die Fixierung der Zellen in
70%igem Ethanol auf Eis. Nach erneuter Zentrifugation (1600rpm, 5 Minuten, 4°C) wurde
das Zellsediment angefirbt (RNAase [0,1mg/ml], Propidiumjodid (PI) [10ug/ml]). Die
Farbung dauerte 15 Minuten. Anschlieend wurde die Zellzyklusverteilung der Zellen mittels

DurchfluBzytometer analysiert (Auswertung: CellQuest Software, Becton Dickinson).

b) Apoptose-Assay (AnnexinV/PI)
Bindungspuffer: 10mM HEPES/NaOH pH 7.4, 140mM NacCl, 2,5mM Ca,Cl

Die jeweiligen Zellen wurden mit Cis-Platin in der Konzentration von 30upg/ml
zusammen mit konditioniertem Medium oder den entsprechenden Fraktionen kultiviert. Nach
48 Stunden wurde das Uberleben mit AnnexinV/PI gemessen. Hierbei wird der Effekt
ausgenutzt, dass Phosphatidylserin (PS) sich auf der Innenseite der Zellmembran einer
lebenden Zelle befindet. Wihrend der Apoptose (dem "programmierten Zelltod") wird nun PS
auf die AuBlenseite der Membran transloziert. AnnexinV bindet an PS. Durch Markierung von
Zellen mit einem APC-AnnexinV kann man apoptotische Zellen durchflusszytometrisch
nachweisen. Werden Zellen nekrotisch und ihre Membran durchlissig, kann APC-AnnexinV
in die Zellen eindringen und sich an die Innenseite der Membran binden. Daher kdnnen bei
alleiniger Farbung von Zellen mit APC-AnnexinV apoptotische nicht von nekrotischen
unterschieden werden. Man kombiniert daher die APC-AnnexinV Markierung mit einer
Propidiumiodidfarbung. Das Propidiumiodid (PI) dringt nur in Zellen mit durchléssiger
Membran, also in nekrotische Zellen ein. Lebende Zellen sind daher Annexin-negativ und PI-
negativ, apoptotische Zellen sind Annexin-positiv und Pl-negativ, nekrotische Zellen sind

Annexin-positiv und PI-positiv.
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Die Zellen wurden zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und zentrifugiert (1600rpm, 5
Minuten, 4°C). Die Zellen wurden anschlieBend in 50ul Bindungspuffer resuspendiert,
welcher 0,5ul APC-AnnexinV und 1ug/ml PI enthielt. Die Firbung wurde bei RT fiir 15
Minuten im Dunklen durchgefithrt. Nach der Fiarbung wurden die Zellen in 150ul
Bindungspuffer aufgenommen und mittels Durchfusszytometer gemessen. Die Auswertung
geschah mit der CellQuest Software (Becton Dickinson). Alternativ wurden die Zellen wie
zuvor ausgesit und mittels MTT-Assay ausgewertet (siehe 2.2.2.11c MTT-Firbung zur

Messung metabolisch aktiver Zellen).

c) MTT-Firbung zur Messung metabolisch aktiver Zellen

Mit Hilfe des MTT-Reagenz (2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid) kann die
Proliferationsaktivitit (Vitalitit) von Zellen bestimmt werden. Grundlage dieses Assays ist,
dass das Tetrasoliumsalz MTT von zelluldren Enzymen je nach metabolischer Aktivitit der
Zellen zu dunkelrotem Formazan umgesetzt wird, welches photometrisch detektiert werden
kann. Eine 5Smg/ml MTT-Losung wurde 1:5 direkt in das Medium, in dem die Zellen ausgesit
wurden, verdiinnt. Es wurde fiir 30-40 Minuten bei 37°C inkubiert. Nicht-adhirente Zellen
wurden mittels Zentrifugation (1600rpm, 5 Minuten, 4°C) an die Oberfldche prézipitiert und
der Uberstand abgesaugt. Die Zellen wurden in DMSO resuspendiert und lysiert. Die
Auswertung fand am ELISA-Reader (Thermo Scientific, Langenselbold) bei 560nm statt.

2.2.2.12 Kristallviolett-Farbung von adhédrenten Zellen

Adhiérente Zellen wurden gewaschen und fiir 4 Minuten bei RT mit 4% Formalin
fixiert. Danach wurde das Formalin abgesaugt und durch eine 1%ige Kristallviolett-Losung
ersetzt. Inkubiert wurde bei RT fiir 4 Minuten. AnschlieBend wurden die Platten mehrmals
mit dH,O gewaschen und getrocknet. Die Zellen wurden in 10%iger Essigsédure resuspendiert

und in einem ELISA-Reader (Thermo Scientific, Langenselbold) bei 595nm ausgewertet.
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2.2.2.13 FACS-Analyse (Fluorescence activated cell sorter)

Zur Detektion von Oberflichenmolekiilen mittels FACS wurden die Zellen zuerst
trypsiniert und fiir 2 Stunden in den Brutschrank gestellt. Die Farbung erfolgte in U-shaped
96-well Platten. Es wurden pro well 1-2x10° Zellen ausgesit. Der Erstantikorper sowie der
Zweitantikorper wurden in den entsprechenden Konzentrationen mit PBS verdiinnt und
jeweils fir 30 Minuten bei 4°C inkubiert. Die Inkubation erfolgte unter Lichtabschluf3.
Zwischen den einzelnen Inkubationen wurden die Platten drei Mal mit PBS gewaschen und
zentrifugiert (1600rpm, 4 Minuten). Gemessen wurde am “FACSCalibur' (Becton Dickinson,
Heidelberg) und ausgewertet mit der Software “CellQuestPro’.

2.22.14  Immunfluoreszenz-Firbung der adhérenten-Matrix

PBG: PBS, 0,2% (v/v) Gelatine, 0,5% (w/v) BSA
Elvanol: 20 % (w/v) Mowiol in 2 Teilen PBS, pH 8,0 und 1 Teil Glycerin

Die adhidsive-Matrix wurde mit 4% Paraformaldehyd (PFA) fiir 25 Minuten auf Eis
fixiert. AnschlieBend wurde drei Mal mit PBS/200mM Glycin und drei Mal mit PBG
gewaschen. Der Erstantikorper wurde fiir 1 Stunde bei 4°C inkubiert. Danach wurde drei Mal
mit PBG gewaschen, bevor mit dem Zweitantikorper, welcher mit Texas-Red konjugiert war,
fiir eine weitere Stunde bei 4°C inkubiert wurde. Es folgte ein weiterer Waschschritt. Die
adhdsive-Matrix wurde mit dH,O nachgespiilt, an der Luft getrocknet und mit Elvanol
behandelt. Floureszenzbilder wurden am Mikroskop (Leica DMRBE) durchgefiihrt, welche
mit einer SPOT CCD Kamera (Diagnostic Instruments, MI) ausgeriistet war. Dokumentiert

wurde alles mit der Software SPOT 2.1.2.

2.2.2.15 ELISA

HY AL-Puffer: 0,1 M Natriumformat; 0,15 M NaCl; pH 4,2; 0,2 mg/ml BSA

Zur Bestimmung der Hyaluronidase (HYAL), sowie der Menge an Hyaluronsdure

(HA) in Zellkulturiiberstanden wurde der ELISA (Stern und Stern, 1992) durchgefiihrt
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Dazu wurde eine 96-well-Platte mit 200ug/ml HA beschichtet und fiir mindestens 16 Stunden
bei 4°C inkubiert. Danach wurde der Zellkulturiiberstand in HY AL-Puffer inkubiert. Zur
Quantifizierung der Menge an HYAL wurden definierte Mengen des Enzyms benutzt. Nach
16 Stunden Inkubation wurden die Platten gewaschen um abgebaute HA zu entfernen. Die
HA, welche im well zuriickblieb, wurde mit Hilfe eines biotinylierten HA-bindenden-Proteins
und Streptavidin-AP detektiert. Die HYAL-Konzentration (mU/ml) wurde durch die
Kalibriergerade berechnet und auf das Gesamtprotein normalisiert. Zur Bestimmung von HA
wurden ebenfalls das HA-binde-Protein und Streptavidin-AP benutzt. Hierbei wurde eine 96-
well-Platte mit definierten Mengen an HA bzw. dem Zellkulturiiberstand beschichtet. Die

Quantifizierung erfolgte mittels einer Kalibriergeraden.

2.2.2.16 Kryo-Schnitte von Tumor Gewebe

Nach der Priparation der Rattenorgane wurden diese auf Kork-Plittchen mit
Einbettmedium “Neg-50"(Richard-Allan Scientific, Kalamazoo) iiberschichtet, in fliissigem
Stickstoff eingetaucht und bis zum Schneiden bei -80°C aufbewahrt. Anschlieend wurden
von den einzelnen Geweben mit einem Kryotom von Reichert Jung “2800-FRIGOCUT E*
Schnitte von 8um Schichtdicke angefertigt und auf Poly-L-Lysin beschichtete Objekttriager
tiberfiihrt.

2.2.2.17 Immunhistologische Fiarbung von Gewebeschnitten

Vectastain-Losung: 2 Tropfen Reagenz A (Avidin) und 2 Tropfen Reagenz B (biotinylierte
Peroxidase) werden in 10 ml PBS verdiinnt (Vectastatin ABC Kit).

AEC-Losung 1: 2,1 ml 0,1 M Essigsdure wurden mit 7,9 ml 0,1 M Natriumacetat
gemischt.
AEC-Losung 2: 4,0 mg AEC wurden in 500ul Dimethylformamid geldst.

Die Schnitte wurden mit eiskaltem Aceton fiir 4 Minuten fixiert und iiber Nacht bei
RT getrocknet. Die fixierten Schnitte wurden mit einem Fettstift (Dako-Pen, Hamburg)
umrandet. Die Schnitte wurden mit PBS/2%BSA geblockt und mit je 10ul Primérantikérper
in PBS/2% BSA fiir 1 Stunde in einer feuchten Kammer bei 37°C inkubiert. Die Schnitte
wurden drei Mal in PBS/1% BSA gewaschen, getrocknet und mit je 10ul Biotin-gekoppelten
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Sekundirantikorper in PBS/2% BSA fiir 1 Stunde in einer feuchten Kammer bei 37°C
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS/1% BSA wurden die Schnitte getrocknet und
mit je 10ul Vectastatin-Losung fiir 30 Minuten in einer feuchten Kammer bei RT inkubiert.
Anschliefend wurden die Schnitte drei Mal in PBS/1% BSA gewaschen und getrocknet.
AEC-Losung 1 und 2 wurden vermischt und mit Sul 30%iger H,O, versetzt. Je 10ul der
AEC-Losung wurden pro Schnitt aufgetragen und fiir 5-20 Minuten in einer feuchten
Kammer bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS/1% BSA wurden die
Schnitte getrocknet, mit Mayers H&malaunlosung 5 Minuten gegengefarbt und unter
flieBendem Wasser gespiilt. Die Schnitte wurden getrocknet, mit Kaisers Glyceringelatine ein
gedeckelt und an einem Leica Mikroskop DMRBE mit der SPOT CCD Kamera (Diagnostic
Instruments, MI) und der Software SPOT 2.1.2 ausgewertet.

2.2.3 Tierexperimente

Fiir die in vivo Experimente wurden 10 bis 14 Wochen alte weibliche BDX-Ratten
verwendet. Den Tieren wurde an fiinf aufeinander folgenden Tagen jeweils 150ug/25ul
Kontrollmedium, konditioniertes Medium, die 16sliche Fraktion bzw. Exosomen in die hintere
FuBpfote appliziert. Am fiinften Tag wurden zusitzlich die Tumorzellen (1x10°) injiziert. Bis
zur Totung wurden zwei Mal pro Woche die einzelnen Komponenten gespritzt. Nach 4-28
Tagen wurden die Lymphknoten, das Knochenmark und die Lunge entnommen und fiir die

weiteren Untersuchungen schockgefroren bzw. Zellsuspensionen hergestellt.
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224 Protein Biochemie
2241 Biotinylierung von Membranproteinen
HEPES-Puffer: 25mM HEPES, 150mM NaCl, SmM MgCl,, 0,05% NaN; pH 7,4

Die Biotinylierung von Proteinen an der Plasmamembran stellt eine weit verbreitete
biochemische Methode zur Identifizierung von Proteinen an der Zelloberfldche dar. Fiir die
Biotinylierung werden in der Regel n-Hydroxysuccinimid (NHS)-ester von Biotin benutzt, die
stabile Amidbindungen mit primdren Aminogruppen in den Seitenketten von Lysinen und den
N-Termini von Polypeptidketten ausbilden. Nach der Lyse der so behandelten Zellen konnen
die biotinylierten Proteine durch die hoch affine Bindung von Biotin an immobilisiertes

Avidin oder Streptavidin isoliert und durch Western Blot-Analyse identifiziert werden.

Die zu biotinylierenden adhérenten Zellen wurden trypsiniert, fiir 2 Stunden in RPMI in den
Inkubator gestellt und anschlieBend zwei Mal mit HEPES-Puffer gewaschen. Danach wurde
fiir 30 Minuten bei 4°C mit 0,1mg/ml Biotin-X-NHS (Calbiochem, Darmstadt) in HEPES-
Puffer auf einem Schiittler inkubiert. Zur Bindung des {iiberschiissigen Biotins wurden die
Zellen drei Mal mit eiskaltem PBS/200mM Glycin gewaschen und anschlieBend lysiert, bzw.

weiter mit DTSSP behandelt (siehe 2.2.4.2 Quervernetzung von Proteinen).

2.24.2 Quervernetzung von Proteinen

Zur Quervernetzung von Membranproteinen wurde der nicht Membran-permeable
,,Cross-Linker DTSSP verwendet. Nach der Biotinylierung wurden die Zellen in HEPES-
Puffer gewaschen und fiir 30 Minuten bei RT mit DTSSP (ImM/dH,0O) inkubiert.
Anschlieend wurde die Reaktion mit eiskaltem PBS/200mM Glycin gestoppt und die Zellen
lysiert.

2.24.3 Zellyse fiir SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Lyse-Puffer: 25mM HEPES, 1x Proteaseinhibitor-Mix (PI), ImM PMSF, ImM NaV,
1% Triton X 100
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Zur Proteinisolierung von adhirenten Zellen wurden 1x10° Zellen zunichst mit
Trypsin aus der Zellkulturflasche gelost und fiir 2 Stunden in den Brutschrank gestellt. Die
Zelllyse erfolgte in 500ml Lysepuffer fiir 45 Minuten bei 4°C. Durch Zugabe von Protease-
und Phosphatase-Inhibitoren zum Lysepuffer wurde ein Proteinabbau bzw. die
Dephosphorilierung durch die bei der Zelllyse frei gesetzten intrazelluliren Proteasen und
Phosphatasen verhindert. Darauthin wurde das Lysat fiir 15 Minuten bei 4°C und 13.000rpm
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iiberfiihrt. Der Proteingehalt im

Lysat wurde mit der ,,Bradford-Methode* bestimmt.

2244 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Proteinbestimmung wurde das Bradford-Reagenz (Bio-Rad, Miinchen) verwendet.
Dabei wurde das Bradford-Reagenz 1:10 mit dH,O verdiinnt. Von der untersuchenden
Proteinldsung wurden 1pul in eine 96-Loch-Platte, in der 99ul verdiinntes Bradford-Reagenz
vorgelegt wurden pipettiert. Als Standard dienten definierte BSA-Verdiinnungen (0 — 2ug/ul)
in PBS. Die Ansitze wurden fiir 10 Minuten inkubiert und die Absorption bei 595nm am
ELISA-Reader (Thermo scientific, Langenselbold) gemessen. Die Auswertung erfolgte mit

EXCEL unter zur Hilfenahme einer Kalibriergeraden.

2.24.5 Immunprizipitation (IP)

Lyse-Puffer: 25mM HEPES, 1xPI, ImM PMSF, 1mM NaV, 1% Lubrol
Liemmli-Puffer: 25mM Tris-HCI, 192mM Glycin, 0.1%SDS, pH 8.3

Zum Nachweis einer moglichen direkten Interaktion von CD44 und anderen
Membran- bzw. zytosolischen Proteinen wurden je 1x10” Zellen von der Zellkulturflasche
abtrypsiniert und fiir 2 Stunden in den Brutschrank gestellt. Die Zellen wurden einmal mit
PBS gewaschen und durch Zentrifugation sedimentiert. Die Zelllysierung erfolgte fiir 45
Minuten bei 4°C in Iml Lysepuffer. Die Lysate wurden daraufhin fiir 15 Minuten bei
13.000rpm zentrifugiert. Die gereinigten Lysate wurden in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefdl3
iberfiihrt, 2ug/ml Antikorper zugegeben und fiir 1 Stunde bzw. iiber Nacht in einem {iber-
Kopf-Rotierer inkubiert. AnschlieBend wurde zum Reaktionsansatz 5% Protein-G-Sepharose
(Amersham; Pharmacia, Freiburg) zugegeben und fiir eine weitere Stunde bei 4°C in einem
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iber-Kopf-Rotierer inkubiert. Die Sepharose wurde danach durch Zentrifugation bei
13.000rpm fiir 15 Minuten bei 4°C pelletiert. Es folgten drei Wachschschritte mit kaltem
Lysepuffer, jeweils gefolgt von einem Zentrifugationsschritt bei 13.000rpm fiir 1 Minute bei
4°C. Das Sepharosepellet wurde dann fiir 5 Minuten bei 95°C in 50ul 6x SDS-Probenpuffer
(Leammli-Puffer) aufgekocht und anschlieBend eingefroren oder direkt in einer SDS-PAGE

weiter verarbeitet.

2.24.6 In-Vitro-Kinase-Assay

Kinase-Assay-Puffer: 25mM HEPES pH 7,2; 100mM NaCl; SmM MgCl,; SmM MnCly;

Phosphatase- und Proteaseinhibitoren

Lyse-Puffer: 25mM HEPES, 1x Proteaseinhibitor-Mix (PI), ImM PMSF, ImM NaV,
1% Lubrol

Fiir einen in-vitro Kinase-Assay wurde zunichst eine IP durchgefiihrt, wobei alle
Puffer konsequent phosphatfrei gehalten wurden. Danach wurde die Protein-G-Sepharose drei
Mal mit Lyse-Puffer, ein Mal mit Lyse-Puffer ohne Detergenz und ein Mal mit Kinase-Puffer
gewaschen. Das Prizipitat wurde anschlieBend mit 30ul Kinase-Assay-Puffer, der 10uCi
[**P]y-ATP enthielt, inkubiert. Die Reaktion wurde fiir 15 Minuten bei 37°C durchgefiihrt und
anschlieBend durch Leammli-Puffer gestoppt und fiir 5 Minuten bei 95°C inkubiert. Danach
wurden die Proben einer SDS-PAGE unterzogen. Es folgte die Trocknung des Gels unter
Vakuum und die Autoradiographie.

2.24.7 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese von Proteinen (SDS-PAGE)
Lauf-Puffer (1x): 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS

Die SDS-PAGE ist eine Methode zur Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrer
Grofle in einem elektrischen Feld. Da Proteine je nach Aminosduresequenz eine gewisse
Eigenladung besitzen, muss zunidchst die Ladung der Proteine mit ihrer Grofle korreliert
werden. Dazu wird das Proteingemisch mit Natriumdodecylsulfat (SDS), einem stark
negativen Detergenz, behandelt. SDS besitzt zwei Funktionen in der SDS-PAGE: Zum einen

bindet es an die aufzutrennenden Proteine und verleiht ihnen eine negative Ladung. Je groB3er
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das Protein, desto mehr SDS-Molekiile binden daran, wodurch die Eigenladung des Proteins
maskiert wird. Nun besitzen alle Proteine dieselbe Ladung proportional zu ihrer Grofle, so
dass wihren der Auftrennung im Gel nur das Molekiilgewicht eine Rolle spielt (Shapiro et al.,
1967). Die Zweite Funktion der SDS-Binding ist die Entfaltung der Proteine und damit die
Zerstorung von Proteinaggregaten und —multimeren. Hiufig wird diese Eigenschaft durch
Zugabe von B-Mercaptoethanol unterstiitzt, das Disulfidbriicken innerhalb von und zwischen
Proteinen reduziert, wodurch die Entfaltung der Proteine verstéirkt wird. Je nach Grof3e des zu
untersuchenden Proteins kann sein Laufverhalten durch die Porengrof3e des Gels beeinflusst
werden. Das Gel unterteilt sich dabei in das obere Sammelgel mit niedriger
Acrylamidkonzentration und einem pH-Wert von 6,8, indem sich die Proteine zu einer
schmalen Bande konzentrieren, sowie in das Trenngel, dessen Acrylamidkonzentartion und
pH-Wert (8,8) hoher ist, so dass die Proteine gemal ihres Molekulargewichts getrennt werden
(Laemmli, 1970). Die Losung fiir das Trenngel wurde in Gelapparatur gegossen und zur

Begradigung mit dH,O {iberschichtet.

Pipettierbeispiel (10% Trengel):

Losung Volumen
dH20 4,0 ml
1,5M TRIS-HCI pH 8,8 2,5ml
10% SDS 0,1 ml
Bis-Acrylamid 30% 3,35ml
10% NHg4-persulfat 0,05ml
TEMED 0.005ml
Gesamtvolumen 10,0 ml

Nach Polymerisation des Trenngels (45-60 Minuten) wurde die Wasserschicht mit einer
Wasserstrahlpumpe abgesaugt und das Sammelgel gegossen, in das sofort der Probenkamm
eingesetzt wurde. Nach der Polymerisation (30 Minuten) wurde der Probenkamm entfernt und
das Gel in die Elektophoresekammer eingespannt. Die Kammer wurde mit 1x Laufpuffer
aufgefiillt. Es wurden 25-30ug Protein mit SDS-Probenpuffer versetzt, fiir 5 Minuten bei
95°C  aufgekocht und in die Taschen pipetiert. Auflerdem wurde ein
Molekulargewichtsmarker (MBI Fermentas, St. Leon Rot) mit aufgetragen. Die
Elektrophorese der Proteine erfolgte zu Beginn bei 60 V, bis die Proben das Trenngel erreicht

haben. Danach wurde die Spannung auf 100-120 V erhoht.

46



2. Material und Methoden

2.2.4.8 Western-Blot (WB)

Transfer-Puffer: 50 mM Tris; 380 mM Glycin; 0,02 % (w/v) SDS; 20 % (v/v) Methanol

Der Western Blot dient dem Nachweis Membran-gebundener, aber auch zytosolischer
Proteine mit Hilfe spezifischer Antikorper im Anschluss an eine SDS-PAGE. Zunéchst wurde
ein Elektro-NaBBkammerblot durchgefiihrt, um die Proteine auf eine Nitrozellulosemembran
(Amersham, Freiburg) zu transferieren. Dazu wurden vier Filterpapiere und die
Nitrozellulosemembran fiir 10 Minuten in dH,O und anschlieffend fiir weitere 10 Minuten in
Transfer-Puffer getrinkt. Das Gel wurde ebenfalls in Transfer-Puffer kurz gewaschen. Die
Kammer wurde nun so aufgebaut, dass zuerst zwei Filterpapiere, dann die
Nitrozellulosemembran mit dem Gel und zuletzt wieder zwei Filterpapiere in die Kassette
eingelegt wurden. Dabei musste die Nitrozellulosemembran in Richtung der positiven
Elektrode schauen. Der Transfer erfolgte bei 60V fiir 2 Stunden bei 4°C, bzw. bei 30V iiber
Nacht bei 4°C. Die Effizienz des Proteintransfers wurde durch Farbung der Membran in einer
10%igen Ponceau S-Losung/Ethanol und anschlieender Entfirbung in dH,O iiberpriift. Zur
Absittigung der freien, unspezifischen Bindungsstellen wurde die Membran nach dem
Transfer, wenn nicht anders beschrieben, mit 5% Magermilch/PBS/0,1% Tween 20 fiir 1
Stunde bei Raumtemperatut blockiert. Es folgte die Inkubation mit dem Erstantikorper, der
meist in 5% Magermilch/PBS/0,1% Tween 20 verdiinnt wurde, fiir 1 Stunde bei
Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4°C. Nach dreimaligem Waschen mit PBS/0,1% Tween
20 fir jeweils 15 Minuten erfolgte die Inkubation mit dem Peroxidase-gekoppelten
Zweitantikorper in einer Verdiinnung von 1:10.000 in PBS/0,1% Tween 20 fiir 1 Stunde.
Anschlieend wurde nochmals drei Mal 15 Minuten mit PBS/0,1% Tween 20 gewaschen. Zur
Detektion der Proteinbanden wurde ein Chemilumineszenz-Subtrat (ECL, Amersham,
Freiburg) verwendet. Dieses Substrat enthielt Luminol, welches in Gegenwart von H,O; in
einer Peroxidase-katalysierten Reaktion oxidiert wurde. Dabei wurde Energie in Form von
Licht emittiert. Auf diese Weise konnten Proteine, die iiber den Zweitantikorper indirekt mit
Peroxidase markiert waren, durch Auflegen eines Rontgenfilms auf die Membran detektiert
werden. Der Blot wurde fiir 1 Minute mit je 1ml der Detektionsreagenzien 1 und 2 (ECL,
Amersham, Freiburg) pro Membran inkubiert. AnschlieBend wurde in der Dunkelkammer je
nach Stirke des erwarteten Signals fiir eine gewisse Zeit ein Rontgenfilm (Hyperfilm ECL,

Amersham, Freiburg) aufgelegt.
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2.2.4.9 2-Dimensionale-Gelelektrophorese (2D)

Rehydratisierungs-Puffer: 8 M Urea, 2% (w/v) Chaps, Bromphenolblau, DTT (3mg/ml)
und linearem IPG-Puffer pH 4-7 (Amersham Bioscience,

Freiburg)

SDS-Equilibrierungs-Puffer: (50mM Tris-HCI, pH 8,8, 6 M Urea 30% (w/v) Glycerol, 2%
(w/v) SDS, Bromphenolblau und DTT (10mg/ml)

Die 2D Gelelektrophorese ist eine weit verbreitete Methode zur Analyse von Proteinen
aus Zellextrakten sowie aus Zellkulturiiberstinden. Sie besteht aus zwei Schritten bzw. zwei
Dimensionen. In der ersten Dimension werden die Proteine aufgrund ihres unterschiedlichen
isoelektrischen Punkts aufgetrennt (Isoelektrische Fokusierung ,IEF). Da Proteine
amphotere Molekiile sind, besitzen sie je nach pH-Wert ihrer Umgebung eine negative oder
positive Ladung bzw. sind neutral. Die Gesamtladung eines Proteins ist daher die Summe
aller Einzelladungen der Aminosédurenketten. In der zweiten Dimension werden die Proteine
nach ihrer GroBe aufgetrennt (SDS-PAGE). Jeder Spot auf dem resultierenden
zweidimensionalen Gel entspricht potentiell einem Protein in der Probe. Somit kénnen iiber
1000 Proteine auf einmal analysiert werden. Die Durchfiihrung der IEF gliederte sich in
mehre Schritte. Im ersten Schritt wurde die zu untersuchende Probe (150-200ug
Gesamtprotein) mit Hilfe des 2-D Clean-Up Kit’s (Amersham Bioscience, Freiburg)
auskonzentriert und von stérenden Stoffen (Detergentien, Salze, Lipide und Nukleinsiduren)
befreit. AnschlieBend wurde die aufgereinigte Probe iiber Nacht in einem Rehydratisierungs-
Puffer zusammen mit dem Gel rehydratisiert. Gelstreifen und Probe wurden mit ,,IPG-Cover-
Fluid“ (Amersham Bioscience, Freiburg) in eine dafiir vorgesehene Vorrichtung diinn
bedeckt. Dadurch wurde eine mogliche Auskristallisation verhindert. Danach wurde der 13
cm lange Gelstreifen in eine Keramikform platziert und diese auf die jeweiligen Elektroden
der Elektrophorese-Einheit gestellt. Zur Elektrophorese der ersten Dimension wurde ein
,Ettan IPGphor Isoelektric Focusing System‘ mit den Einstellungen S1 500Vh, S2 1000Vh
und S3 16000Vh verwendet. Nach der ersten Auftrennung wurde der Gelstreifen in einem

SDS-Equilibrations-Puffer fiir 15 Minuten equilibriert.

Fiir die Auftrennung der Proteine in der zweiten Dimension wurde ein 10%iges SDS-PAGE

Gel gegossen, auf das der Gelstreifen mit Hilfe von Agarose fixiert wurde.

48



2. Material und Methoden

2.2.4.10 Silberfarbung von SDS-PAGE Gelen

Fixier-Losung: 30% Ethanol/10% Essigsdure

Inkubations-Losung: 0,3% Natriumtetrathionat, 0,5 M Kaliumacetat und 30%igem
Ethanol

Entwicklungs-Losung: 3% Kaliumcarbonat, 31ul Na,S,03-5H,0 (10%), 75ml Formalin
(37%)

Nach der Auftrennung der Proteine iiber SDS-PAGE (eindimensionale- bzw. 2D)
wurden die Gele iiber Nacht bei 4°C in einer Fixierlosung behandelt. Am néchsten Tag
wurden die Gele fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur in einer Inkubations-Losung fiir die
anschlieBende Silberfirbung vorinkubiert. Die Gele wurden sechs Mal mit dH,O fiir jeweils
10 Minuten gewaschen. Danach wurden die Gele in einer 0,2%igen Silbernitrat-Losung fiir 1
Stunde inkubiert. Nach der Fiarbung erfolgte die Entwicklung der Gele in einer Entwicklungs-
Losung. Gestoppt wurde die Entwicklung mit 330mM TRIS/2% Essigsaure. Bis zur Analyse
mittels MALDI-TOF wurden die Gele bei 4°C in dH,0O aufbewahrt.

22411 MMP-Aktivitits Assay (Zymograhie)

Losung 1: 2,5 % (v/v) Triton X-100

Losung 2: 2,5 % (v/v) Triton X-100; 50mM Tris, pH 7,5

Losung 3: 2,5 % (v/v) Triton X-100; 50mM Tris, pH 7,5; SmM CaCl,; 1uM ZnCl,

Entwicklungs-Losung:50mM Tris, pH 7,5; SmM CaCl,; 1uM ZnCl,

Férbe-Losung: 0,5 % (w/v) Coomassie R-250; 30 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v)
Essigsidure

Entfiarbe-Losung: 30 % (v/v) Methanol; 10 % (v/v) Essigsdure

Die gelatinolytische Aktivitdt von Zelllysaten, konditionierten Zellkulturiiberstinden
und Exosomen wurde durch Zymographie dargestellt. Bei dieser Methode werden die Protein-
haltigen Losungen auf ein SDS-PAGE aufgetragen, dass Gelatine enthilt. Gelatin-16sende
Enyme — hier MMP-2 und MMP-9 — verdauen ihr entsprechendes Subtrat an der Position, die
sie auf Grund ihres Molekulargewichts wihrend der Elektrophorese erreichen. Die kann durch
Farbung und Entfarbung des Gels mit Coomassie-Fiarbelosung, die in erster Linie das Substrat
im Gel anférbt, sichtbar gemacht werden.
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Das Zelllysat, konditioniertes Medium sowie Exosomen wurden in SDS-Probenpuffer
(Laemmli-Puffer) aufgenommen, fiir 15 Minuten bei 37°C erhitzt und auf das
Zymographiegel (10% Acryamid/lmg/ml Gelatine) aufgetragen. Im Anschluss an die
Elektrophorese wurde das Gel mit der Losung 2 gewaschen und fiir 1 Stunde zur
Renaturierung der Metalloproteasen inkubiert. Das renaturierte Gel wurde zwei Mal in 50mM
TRIS/HCI (pH 7,4) gewaschen und fiir 18 Stunden bei 37°C in Entwicklungsputfer inkubiert.
Es folgte die Firbung des Gels mit Coomassie-Fiarbelosung fiir 30 Minuten bei

Raumtemperatur sowie die anschlieBende Entfarbung.

2.24.12 Coomassie-Fiarbungen

Die Farbung mit Coomassie (Brilliant) Blue R-250 ist eines der am héaufigsten
verwendeten Verfahren zur Visualisierung von Proteinen nach einer SDS-PAGE. Zunichst
musste das Gel nach der Gelelektrophorese fixiert werden, da der Coomassie-Farbstoff ein
saures Milieu benétigte, um an Proteine binden zu konnen. Die Proteine wurden dabei
denaturiert und in einem Methanol/Acetoacetat/Wasser-Gemisch (3:1:6) fixiert. Das Gel
wurde dann in einer Farbelosung inkubiert. Diese Losung enthielt den Farbstoff in verdiinnter
Acetoacetat-/Ethanol-Losung. Uberschiissige Farbe wurde in 5% Acetoacetat, 10% Methanol

auswaschen, bis der Hintergrund klar war.

2.24.13 Isolation von Exosomen aus Zellkulturiiberstanden

Exosomen aus konditionierten Zellkulturiiberstinden wurden durch eine Reihe von
Zentrifugationsschritten isoliert. Um restliche Zellen aus dem Uberstand zu sedimentieren,
wurden diese von den Zellen abgenommen und zunichst fiir 10 Minuten bei 1.600rpm und
4°C zentrifugiert,. Die Uberstinde wurden nun fiir weitere 10 Minuten bei 2.000rpm, 20
Minuten bei 3.500rpm und 30 Minuten bei 10.000rpm und 4°C zentrifugiert, um restliche
Zelltrimmer zu entfernen. Die gereinigten Uberstinde wurden je nach Volumen der
Uberstiinde in geeignete Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt (Steinbrenneer, Wiesenbach). Die
Isolation der enthaltenen Exosomen erfolgte durch Ultrazentrifugation (Beckmann-

Ultrazentrifuge) bei 30.000rpm und 4°C fiir 2,5 Stunden.
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Die Exosomen-depletierten Uberstinde wurden bei -20°C eingefroren, die Exosomen-Pellets

in PBS resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei -80°C eingefroren.

2.24.14 Konzentration von Proteinen aus Exosomen-depletierten

Zellkulturiiberstinden

Zur Konzentration von Proteinen aus Exosomen-depletierten Zellkulturiiberstinden
wurden sogenannte ,,Vivaspin 6 column® (3.000 MWCO, 10.000 MWCO, 50.000 MWCO)
(Sartorius, Gottingen) mit einem Ausschlussvolumen von 3, 10 bzw. 50kDa verwendet. Die
Uberstinde wurden in die Zentrifugenbehilter eingefiillt, der in einen Sammelbehilter
eingesetzt war. Die Filtration erfolgte durch Zentrifugation bei 2000rpm und 4°C. Molekiile
mit einem hoheren Molekulargewicht als 50kDa bzw. 10kDa und 3kDa blieben im oberen
Kompartiment, wihrend kleinere Molekiile durch den Filter in den Sammelbehilter gepresst
wurden. Die Dauer der Zentrifugation wird durch das gewiinschte Endvolumen des Filtrats

bestimmte.

2.2.4.15 Proteinanalyse mittels Massenspectrometrie

Zur Analyse von Proteinen durch Massenspektrometrie wurden die Proteinbanden im
Gel mittels Silberfarbung sichtbar gemacht. Differenziell Unterschiedliche Proteine wurden
mit einem speziellen Skalpell ausgeschnitten und mittels eines ,,Reflex II time-of-flight*
Massenspectrometers (Bruker-Daltonics GmgH, Bremen) in Kooperation mit der Abteilung

,Proteinanalyse* am DKFZ untersucht.

2.2.4.16 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Rasterkraftmikroskopie kurz AFM (Atomic Force Microscopy) genannt, basiert
auf der Abtastung einer Oberfliche mit Hilfe eines Silikonmessfiihlers. Hierbei werden
topographische, 3-dimensionale Bilder einer Oberflache im Nanometermaf3stab erstellt. Dazu
wurden BSp73ASML- sowie BSp73ASML-CD44v-knockdown-Zellen auf 22mm
Glasplittchen ausgesit um ihre individuelle Matrix zu sezernieren. Nach 24 Stunden wurden

die Zellen mittels EDTA von ihrer Matrix abgeldst und entweder auf ihre Matrix (wt Zellen
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auf die wt-Matrix, kd-Zellen auf die kd-Matrix) oder auf die unterschiedliche Matrix (wt-
Zellen auf kd-Matrix bzw. kd-Zellen auf wt-Matrix) gesit. Nach weiteren 24 Stunden wurden
die Zellen fiir 15 Minuten mit Glutaraldehyd (0,5% in PBS) fixiert und bei 4°C in einer
Glutaraldehyd-Losung (0,1% in PBS) aufbewahrt. Die Bilder wurden mit NanoWizard II
(JPK-Instruments, Berlin,) gemacht. Das AFM war an einem Invertmikroskop befestigt
(Axiovert 200, Zeiss, Oberkochen, Germany). Die Proben wurden im Kontakt-Modus und mit
DNP-Spitzen (Federkonstante 0,06 N/m, Veeco, Santa Barbara, USA) sowie einer Abtastrate
von 0,3Hz abgetastet Die Berechnungen der optischen Bilder wurden durch interne Programm

durchgefiihrt. (DirectOverlayTM, JPK-Instruments, Berlin).

2.2.4.17 Live-Zell-Imaging

Zur Beobachtung von Zellbewegungen auf unterschiedlichen Matrizes, wurde ein
“live-cell-imaging” durchgefiihrt. Hierzu wurden 5x10* Zellen in einer speziell dafiir
vorgesehen Kammer (ibidi, Martinsried) am Tag vor der Messung pipetiert. Am Tag der
Messung wurden die Zellen von ihrer Matrix abgelost (PBS/5 mM EDTA) und auf die Matrix
der anderen Zellen ausgesit. Die Zellen wurden mit DMEM-Medium iiberschichtet, der
Zellkern mit Hoechst33342 angefédrbt und im DAPI-Kanal (2ms Exposition) des Mikroskops
aufgenommen. Pro Ansatz wurden 2 Bilder im Abstand von 15 Minuten iiber 12 Stunden
gemacht bei einer 20-fachen Vergroferung. Die Messung erfolgte an einem IX81 Invers-
Mikroskop (Olympus, Hamburg) und einer CCD-Kamera (Hamamatsu, Hersching am
Ammersee). Gesteuert wurde das Mikroskop mit der ,,ScanR Acquisition“-Software
(Olympus, Hamburg). Die Auswertung der Zellbewegung erfolgte mit Hilfe des Programms
ImageJ (NIH; Manual_cell_tracing: F.P. Cordeliére, Centr de Recherché de 1 Institut Curie).
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3. Ergebnisse

3.1 ASML"-konditioniertes =~ Medium  unterstiitzt  die
Metastasierung von ASML"- Zellen.

Uberexpression von CD44v6 unterstiitzt die Bildung von Metastasen (Giinthert et al.,
1991). Dies konnte durch einen selektiven knockdown von CD44v4-v7 oder CD44v6/v7 in
der stark metastasierenden Pankreasadenokarzinom-Zelllinie BSp73ASML (ASML™)
bestitigt werden (Klingbeil et al., 2009). Neuere Untersuchungen weisen darauf hin, dass die
Einbettung metastasierender Tumorzellen in bestimmte Organe durch die Bildung einer
speziellen Nische erleichtert wird. Da ASML"-Zellen die Fihigkeit zur Metastasierung
verloren haben, bot sich das ASML""*!-Modell zur Uberpriifung dieser Hypothese an.

Vor Versuchsbeginn erfolgte eine Kontrolle der Effizienz des CD44v4-v7 knockdowns
(ASML"Y) in der ASML"-Linie mittels WB und RT-PCR (Abb. 3.1.1A und B). Es konnte
kein CD44v6 in den ASML"-Zellen nachgewiesen werden. Um zu iiberpriifen, ob ASML-
Zellen ebenfalls Faktoren sezernieren, die die Ausbildung einer prametastatischen Nische
erleichtern, wurden BDX Ratten 150pg konditioniertem Medium (kM) in die FuBpfote
injiziert. Die Injektionen in die Fusspfote der Tiere erfolgten an 5 aufeinanderfolgenden
Tagen. Am fiinften Tag wurden zusitzlich zum kM entweder ASML™- oder ASML"-Zellen
injiziert. Weitere Injektionen des kM erfolgten zweimal pro Woche. Nach 4-28 Tagen wurden
die Ratten getdtet um drainierende Lymphknoten (LK) und Lungen fiir in vitro
Untersuchungen zu asservieren. Bereits nach 14 Tagen konnte ein Anstieg der Zellzahl in den
poplitealen Lymphknoten der ASML"-Tiere, welche ASML"-kM erhielten, beobachtet
werden. In der Lunge wurde ein signifikanter Anstieg der Zellzahl von ASML"!-Tieren,
welche das ASML"'-kM erhielten, erst nach 28 Tagen festgestellt. In Kontroll-Tieren wurden

keine Tumorzellen in der Lunge nachgewiesen (Abb.3.1.1C).
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Abbildung 3.1.1:

Tumorzellen (x10%)/Organ

1500 4

1000

A Zellen B

ASMLW
ASMLK

D44
CD44v4
CD44v
CD44v6
CD44T
CD4h8

ilgtg‘;ilzl CD44v6 700 5p- (2 | AsmLzetien
kd,
[N . rou

Zellen/Bedingungen
__ o ASML“Kontrolle
— o ASML¥/Kontrolle
rrrrrr = ASML™/ASML™-kM
0 ASMLK/ASML"-kM

500 -

D=0

4 7 142128

4 7 14 21 28 4 7 142128 14 21 28

poplitealer LK inguinaler LK paraortaler LK Lunge

Tage nach ASML-Applikation

Der Einfluss von Tumorzell-konditioniertem Medium auf die Metastasierung. (A)
ASML™- und ASML"-Zellen wurden in 1% Triton-X-100 lysiert und in einem 10 %igem Gel
aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit dem spezifischen Antikorper
gegen CD44v6 sowie einem HRP-markiertem Sekundirantikorper detektiert. Als Kontrolle
diente Aktin. (B) Expression von CD44-Isoformen in ASML"- und ASML*-Zellen mittels RT-
PCR. (C) BDX-Ratten wurde an 5 aufeinanderfolgenden Tagen kM oder Kontrollmedium in die
Fusspfote gespritzt. Am fiinften Tag wurden zusammen mit dem kM oder Kontrollmedium die
Tumorzellen (ASML" und ASML"Y) injiziert. Danach wurde die Injektion von kM und
Kontrollmedium zweimal die Woche wiederholt. Die Ratten wurden 4 bis 28 Tage nach der
Tumorapplikation getotet und die Anzahl an Tumorzellen in den Lymphknoten und der Lunge
mittels des Metastasierungsmarker C4.4 erfasst. Es wurden die Mittelwerte + STAB von 3
Ratten pro Gruppe gezeigt. Signifikante Unterschiede zwischen kM und Kontrollmedium sind
mit * gekennzeichnet. Hierbei wurde die Zahl der Tumorzellen als Produkt der Gesamtzahl der
Zellen (Organ x prozentualer Anteil (C4.4+, Durchflusszytometrie) errechnet. Tumorzellen
immunhistologisch (C4.4).

Zusitzlich zur Einzelzellanalyse mittels FACS wurden potentielle Metastasen-Organe

schockgefroren um Sum dicke Schnitte zu erstellen, die mit dem Metastasierungsmarker

(C4.4) angefarbt und ausgewertet wurden (Abb.3.1.2). Auch immunhistologisch konnte ein

Anstieg von ASML"-Zellen, in Lymphknoten und Lunge nach Applikation von ASML"'-kM

nachgewiesen werden.
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Poplitealer LK, Tag 14 Lunge, Tag 21 Lunge, Tag 28

Kontrolle ASMLY-kM Kontrolle ASML¥t-kM Kontrolle ASML¥-kM

ASMLkd-
Zellen

Abbildung 3.1.2: Der Einfluss von Tumorzell-konditioniertem Medium auf die Metastasierung.
Tierbehandlung siche Abb. 3.1.1. Immunhistologische Firbung (C4.4%) von Tumorzellen in
Lymphknoten und Lunge am Tag 14, 21 bzw. 28 sind zu sehen. Mafistab 0,5 um.

Wesentlich ist insbesondere der Befund, dass auch in Ratten, welche ASML"Zellen und
ASML"-kM erhielten, eine erhohte Anzahl an Leukozyten gemessen wurde (Abb.3.1.3) Das
ASML"Y-kM scheint somit fiir die Rekrutierung von Leukozyten in den drainierenden

Lymphknoten sowie deren Aktivierung verantwortlich zu sein.

25 - Zellen/Bedingungen
—0— ASMLY/Kontrolle
—>— ASMLKY/Kontrolle
20 - —&— ASMLM/ASML"-kM
g O ASMLK/ASMLY-kM
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o
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poplitealer LK inguinaler LK paraortaler LK
Tage nach ASML-Applikation
Abbildung 3.1.3: Der Einfluss von Tumorzell-konditioniertem Medium auf die Rekrutierung von

Leukozyten in den drainierenden Lymphknoten. Tierbehandlung siehe Abb. 3.1.1. Anzahl
der Mittelwerte + STAB an drainierenden Lymphozyten, welche durch Subtraktion der
Tumorzellen errechnet wurden, sind gezeigt. Signifikante Unterschiede zwischen kM und

Kontrollmedium sind mit * gekennzeichnet.
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Weiterhin wurde in poplitealen Lymphknoten und in der Lunge eine Zunahme der Expression
von CD49c, CD49d, CD54 beobachtet sowie eine merkliche Zunahme des Urokinase-Typ
Plasminogen Aktivator Rezeptor (uPAR) und der vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor
Rezeptoren 1 und 2 (VEGFR1 und VEGFR2). Dies war eher unerwartet, da ASML-Zellen
kaum Angiogenese induzieren. Lymphknoten enthielten wenige, jedoch stark CD31*
Kapillaren. Auch in der Lunge war CD31 hochreguliert. Der auffilligste Befund hingegen
war, dass in Lymphknoten und wenngleich schwiicher in der Lunge, CD11b*-Zellclusters

beobachtet wurden (Abb. 3.1.4).
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Abbildung 3.1.4: Der Einfluss von Tumorzell-konditioniertem Medium auf die Metastasierung.

Tierbehandlung siehe Abb. 3.1.1. Reprisentative Immunhistologische Fiarbung mit den
angegebenen Antikorpern in Lymphknoten und den Lungen sind zu sehen. Maf3stab 0,5 um.

Das kM der ASML"-Zellen enthilt Faktoren, die zu signifikanten Verinderungen in
Lymphknoten und Lunge beitragen. Diese Verdnderungen decken sich mit den fiir eine
prametastastische Nische beschriebenen Befunden weiterer Gruppen und erlaubten es einer

schwach metastasierenden Tumorlinie (ASML"®) die drainierenden Lymphnoten und die
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Lunge zu erreichen, sich dort anzusiedeln und zu wachsen. Da eine Tumorzelllinie auf dem
Weg der Metastasierung eine Reihe von Barrieren iiberwinden musste, gingen wir davon aus,
dass ein einzelner Faktor kaum fiir die Nischenbildung ausreichend sein kann. Um unsere
Hypothese zu iiberpriifen wurde in einem ersten Schritt das ASMLY-kM in eine ,losliche

Fraktion* und eine ,,vesikuldre* Fraktion (Exsosomen) unterteilt.

3.2 Die ASML"-16sliche Fraktion kooperiert bei der
Priparation einer prdmetastatischen Nische mit

Exosomen.

Um herauszufinden, welche Fraktion fiir die Vorbereitung der prametastatischen
Nische verantwortlich war, wurde die losliche Fraktion (IF) von der Exosomen-Fraktion
(Exo) separiert. Die Trennung erfolgte mittels Utrazentrifugation. Den Tieren wurden 150ug
kM, IF sowie Exo in die FuBpfote injiziert. Getestet wurden am Tag 7, 10 bzw. 14 nach
Tumorzellapplikation. Es konnte gezeigt werden, dass die Ansiedlung von ASML"-Zellen
und die Rekrutierung von Leukozyten stirker von ASML"-Exo, als von der ASML"-IF
hervorgerufen wurde. Weder die IF, noch die Exo erreichte den Effekt des ASMLY'-kM. Da
offensichtlich beide Fraktionen die Metastasierung beschleunigten, war es von Interesse zu
sehen, ob auch beide von einer metastasierenden Tumorzelllinie generiert sein mussten. Um
die Tumorzell-Rekrutierung in drainierenden Lymphknoten zu beobachten, wurden ASML"-
kM, ASML*.IF und ASML*-Exo den Tieren injiziert. Dabei wurde festgestellt, dass
ASML*-kM und ASML"-Exo nicht aber die ASML"-IF die Tumorzellanlagerung, wenn
auch schwiicher unterstiitzt. Eine Mixtur aus IF und Exo von ASML"- und ASML"-Zellen
bestitigte, dass ASML*-Exo mit der ASML"IF kooperieren konnten (Abb.3.2.1).
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Abbildung 3.2.1: Der Einfluss von Tumor-sezernierten Exosomen auf die Metastasierung. BDX-Ratten

wurden wie in Abb.3.1.1 mit dem Kontrollmedium, kM, 1F, Exosomen von (A) ASML" oder
(B) ASML* oder (C) ASML"-IF und ASML"IF und Exosomen konditioniert. Am fiinften
Tag erhielten alle Ratten ASML"-Zellen in die Fusspfote. Die Injektion der einzelnen
Fraktionen wurde zweimal die Woche wiederholt. Die Ratten wurden am Tag7, 10 bzw. 14
nach Tumorapplikation getdtet. Die Mittelwerte + STAB der Tumorzellen (C4.4%) in den
poplitealen Lymphknoten und die Anzahl an Leukozyten in den poplitealen und paraortalen
Lymphknoten (Berechnung siehe Abb. 3.1.1) sind gezeigt. Signifikante Unterschiede zwischen
dem Kontrollmedium und dem kM oder den Fraktionen sind mit * gekennzeichnet.
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Die ex vivo Untersuchung von Leukozyten zeigte eine starke Aktivierung/Expansion von
hematopoetischen Zellen in den (pre)metastasierenden Organen nach Behandlung mit
ASML"Y-kM; jedoch nicht mit ASML*-kM. Die ASML""IF zeigte keinen und die ASML""
Exo nur einen sehr schwachen Effekt in Bezug auf die Aktivierung himatopoetischer Zellen.
Zumindest forderte das ASML"'-kM und ein wenig auch die ASML"'-Exo die Expression von
CD49b, CD49c, CD49d, des ,,stromal derived*“ Faktors 1 (SDF-1), MMP9, MMP13 und
uPAR, wohingegen die ASML"-IF keinen Einfluss auf die Expression dieser Proteine hatte
(Tab. 3.2.1).

Tab. 3.2.1: Der Einfluss von Tumor-sezernierten Exosomen auf die Metastasierung. Zusammenfassung des
Einflusses von kM und den einzelnen Fraktionen auf die Genexpression in drainierenden Lymphknoten
10 Tage nach Tumorzell-Applikation. Dunkle Farben bedeuteten starke Steigung und helle Farben
schwache Steigung.

ex Vivo
uPAR

12; MMP13

84 MMP9 Proteasen

31 MMP2

sol B VECFR:
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Weder die ASML"-IF noch die ASML"-Exo alleine waren in der Lage eine Umgebung zu
schaffen, die eine Ansiedlung von schwach metastasierenden ASML"-Zellen unterstiitzte.
Nur das ASML"-kM geniigte diesen Anspriichen. Wohingegen die ASML"-IF mit ASML"-
Exo kooperieren konnte, aber nicht vice versa. Dieser Befund deutete darauf hin, dass
Exosomen eine die Metastasierung unterstiitzende Botschaft enthielten, welche die ASMLY-
IF fiir die Erfiillung dieser Abgabe bendtigten. Somit erschien es von besonderem Interesse
Unterschiede zwischen den l6slichen Fraktionen, aber auch zwischen Exosomen von

ASML". versus ASML*-Zellen, aufzudecken.

3.3 Der FEinfluss von CD44v6 auf die Genexpression,

Proteinsekretion und Exosomen-Abgabe.

Ich habe zuerst die 16sliche Fraktion untersucht. Dies schlie8t innerhalb der 16slichen
Fraktion eine Adhision-unterstiitzende Subfraktion ein. Diese Subfraktion von ASML™-,
nicht aber ASML"'-Zellen, unterstiitzte die Adhision von ASML"- und ASML"'-Zellen
(Klingbeil, 2007). In einem ersten Versuch wurde diese Matrix auf Matrixproteine,
Wachstumsfaktoren und Proteasen, welche hédufig in der extrazelluldaren Matrix vorkommen,
untersucht. Es konnte mittels Immunfluoreszenz und WB Unterschiede in der Strukturierung
der Hyaluronsiure in der ASML"“-Matrix im Vergleich zur ASML"-Matrix beobachtet
werden.  Weiterhin  zeigte sich, dass die ASMLY-Matrix mit HGF, der
Matrixmetalloproteinase MMP2-, -9 und -13 sowie dem Urokinase-Typ Plasminogen

Aktivator (uPA) angereichert war (Abb. 3.3.1).
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Abbildung 3.3.1: Unterschiede in den Bestandteilen der Matrix von ASML-Zellen. (A) ASML"Y- und

ASML"-Zellen wurden auf Objekttriger ausgesit. Nach 48h wurden die Zellen entfernt und die
Matrix mit den entsprechenden Primirantikdrpern und TxR-markiertem Sekundirantikorper
angefirbt. Mafstab 1,5 pm. (B) Die Matrix wurde in 1% Triton-X-100 lysiert und in einem 10
%igem Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit den spezifischen
Antikorpern gegen MMP-2, MMP-9, HGF und uPA sowie einem HRP-markiertem
Sekundarantikorper detektiert.

Ein direkter Vergleich von Zelllysaten ergab eine deutliche Abnahme von c-Met, uPAR,
HAS3 und eine schwache Reduktion der a6p4 Expression in ASML"-Zellen im Vergleich zu
ASML"-Zellen. CD44v6 und c-Met konnten nicht in der ASML"*-IF und nicht auf Exosomen
nachgewiesen werden. UPAR und o6p4 hingegen wurden nicht in der ASML'-IF und
schwicher auf den ASML-Exo detektiert. HAS3 konnte nicht in der ASML"-IF
nachgewiesen werden (Abb. 3.3.2).
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Abbildung 3.3.2: Unterschiede in der Expression von Proteinen in Lysaten, IF und Exosomen von ASML-

Zellen. (A und C) Lysate, IF und Exosomen von ASML"- und ASML*-Zellen wurden in 1%
Triton-X-100 lysiert und in einem 10 %igem Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran
geblottet und mit den spezifischen Antikorpern sowie einem HRP-markiertem
Sekundarantikorper detektiert. Als Kontrolle diente Aktin. Besonderes Augenmerk wurde auf

die IF (A) und auf die Exosmen (C) gerichtet. (B) Aktivitit von MMP-9 und MMP-2 wurde
mittels Zymographie bestimmt.

Mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelektrophorese (2D), anschlieBender Peptidisolierung
und Sequenzierung iiber MALDI-TOF konnten in der ASML"-Matrix und der ASML"\-IF
eine Reduktion der Proteine HDGF (Abb. 3.3.3A), HRTA-Serinpeptidase (Abb. 3.3.3B+C),
Enolase-1 (Abb. 3.3.3D), Clusterin (Abb.3.3.3E), ECM-Protein 1 (Abb. 3.3.3F), Sarcoglycan
(Abb. 3.3.3G+H) sowie von Laminin B1 (Abb. 3.3.3I) beobachtet werden.
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Weiterhin konnte mittels MALDI-TOF und WB eine Abnahme der Expression von HGF,
Annexin5, des Heat-Shock-Protein-1 (HSP-1) und der Phosphoglycerat-Kinase-1 (PGK-1) in
ASML"-Exosomen nachgewiesen werden. Exosome sind Vesikel, welche stark angereichert
sind mit Tetraspaninen und Tetraspanin-assoziierten Molekiilen. Dies gilt auch fiir
Glykosylphosphatidylinositol verankerte und andere sogenannten ,,raft-assoziierte* Molekiile.
Das Tetraspanin D6.1A und D6.1A-assoziierte Molekiile wie das ,F2 alpha receptor
regulatory Protein®, CDI13, Intersectin 2 (INS-2), das epitheliale Zell-Adhisions-Protein
(EpCAM) und das EpCAM-assoziierte Protein Claudin-7, sowie CD49c, und CD104 waren
auf ASML"-Zellen und ASML"-Exosomen nicht bzw. nur schwach verindert. Auch der

Integrinligand Laminin-5 war auf Exosomen exprimiert. Thrombospontin (TSP) lag stark

reduziert auf ASML"-Exosomen vor.
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Abbildung 3.3.3: Unterschiede in den Bestandteilen der Matrix und IF von ASML-Zellen. Die Matrix, sowie

die IF von ASML™. und ASML*-Zellen wurden mittels 2D-Gelelektrophorese und
anschlieBender Silber-Farbung analysiert. Die Detektion von (A) HDGF, HRTA-Serinpeptidase
(B+C), Enolase-1 (D), Clusterin (E), ECM-Protein 1 (F), Sarcoglycan (G+H) sowie von
Laminin B1 (I) geschah mittels MALDI-TOF.
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Wohingegen die Expression dieser Proteine auf den ASML"-Zellen im Vergleich zu den
ASML"-Zellen unverindert waren. Die Aktivitit der Metalloproteinase MMP9 war in
ASML"-Exosomen reduziert, was durch das Zymogram bestitigt wurde (Abb. 3.3.2).

ASML" Zellen zeigen verschiedene Merkmale von Krebsstammzellen zum Beispiel
Priparation einer fiir das Uberleben der Krebsstammzellen notigen Nische und hohe
Apoptoseresistenz. ASML-Zellen exprimieren Stammzellmarker. Auch hier konnte kein
Unterschied zwischen ASMLY- und ASML“-Zellen in der Expression der
Krebsstammzellmarker EpCAM, 064 (Abb.3.3.2A, WB) sowie CD24, CD133 und CD166
beobachtet werden (Abb.3.3.4, RT-PCR).

Zellen

ASML™
ASMLK

= = (D133

Abbildung 3.3.4: Expression von Krebsstammzellmarkern auf ASML-Zellen. ASML"- und ASML"-Zellen
wurden mit der reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) auf die Expression
der Krebsstammzellmarker CD24, CD133 und CD166 durchgefiihrt. Als Kontrolle diente
GAPDH.

Zusammenfassend konnen diese Befunde in dem Sinne interpretiert werden, dass die
Metastasierung unterstiitzenden Eigenschaften von ASML"-Exosomen wie die Expression
von Tetraspaninen und Tetraspanin-assoziierte Molekiile unverdandert vorlagen. Das Fehlen
von HGF auf den ASML"-Exosomen sprach fiir die geringe Wirksamkeit der ASML"'-
Exosomen. Exosomen, als treibende Kraft, benétigten die 16sliche Fraktion. Die ASML".IF
war durch das Fehlen von CD44v6, c-Met, uPAR, HAS3 und C3 charakterisiert. C-Met,
uPAR sowie HAS3 waren ebenfalls auf den ASML"-Zellen reduziert.
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3.4 Der Einfluss des kM auf potentielle Zielzellen.

Um die Hypothese, wonach die losliche Fraktion und die Exosomen verschiedene
Aufgaben in der Priparation der primetastatischen Nische einnahmen, weiter zu unterstiitzen,
wurde der Einfluss der ASML™- und ASML"-IF und Exosomen im Hinblick auf Adhision,
Migration, Apoptoseresistenz und Proliferation auf potentiellen Zielzellen in vitro untersucht.
Bei der priferentiellen Ansiedlung von ASML-Zellen in Lymphknoten und Lunge kamen als
vornehmliche Zielzelle Lymphknoten-Stroma-Zellen und Lungen-Fibroblasten (Fibro) in
Frage. Daneben Endothelzellen, Lymphozyten und hdmatopoetische Progenitorzellen aus dem
Knochenmark. Neben den funktionellen Analysen, habe ich den Einfluss der IF und der
Exosomen auf die Expression von Adhésionsmolekiilen, Proteasen, Chemokine/Zytokine und

deren Rezeptoren auf den genannten Zielzellen untersucht.

Wie erwartet, hatten die IF als auch die Exosomen einen wesentlichen Einfluss auf die
Genexpression auf den Zielzellen nach Ko-Kultivierung. Im Vergleich zu den ex vivo
Ergebnissen, zeigte allerdings die Ko-Kultur mit ASML'"-kM, deutliche wenngleich
schwicher ausgepriagte Effekte. Dariiber hinaus konnten beide —die IF aber auch die
Exosomen- die Genexpression auf den Zielzellen in vitro verindern. ASML"-kM im
Vergleich zu ASML"-kM unterstiitzt die Expression von Adhisionsmolekiilen auf
Lymphozyten und Lymphknoten-Stroma-Zellen. Die ASML"Y-IF zeigt deutlich reduzierte
Effekte. In die Verdnderung der Expression von Wachstumsfaktoren sowie deren Rezeptoren
sind vor allem Exosomen involviert, was auch fiir Proteasen gilt. Jedoch gab es erhebliche

Unterschiede in der Empfinglichkeit der unterschiedlichen Zielzellpopulationen (Tab. 3.4.1).
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Tab. 3.4.1: Der Einflusses von KM und den einzelnen Fraktionen auf die Genexpression von potentiellen
Zielzellen. Lymphozyten (LZ), Fibroblasten, Stroma- und Endothel-Zellen (RAEC) wurden fiir 48h in
Gegenwart von ASML"- und ASML"-kM, sowie mit den einzelnen Fraktion kultiviert. Die Expression
von Adhidsionsmolekiilen, Wachtumsfaktoren, sowie deren Rezeptoren und Proteasen wurden
durchflusszytometrisch bestimmt. Dunkle Farben bedeuteten starke Steigung und helle Farben schwache
Steigung.
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Diese Ergebnisse bestitigten, dass sowohl die IF als auch die Exosomen einen Einfluss auf
Zielzellen potentieller Metastasenorgane hatten, wobei offensichtlich beide unterschiedliche
Aufgaben in der Zielzellstrukturierung einnahmen. Zusitzlich sei zu bemerken, dass in den in
vitro Untersuchungen die Exosomen die Expression einer ganzen Reihe von Genen
beeinflussten. Dies konnte in vivo nicht beobachtet werden und konnte daran liegen, dass in
vivo die 16sliche Matrix fiir den Exosomen-Transport benotigt wird. Die schwach ausgeprigte
Wirkung von Exosomen in vivo im Vergleich zu denen in vitro, konnte sich zusétzlich auf
eine ineffizientes Targetierung beziehen. Dies spiegelt sich auch in der unterschiedlichen
funktionellen Einflussnahme von 1F/Exo auf die einzelnen Zielzellpopulationen wieder.
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Die Einflussnahme auf die Genexpression spiegelt sich auch in verdnderten funktionellen
Aktivititen der Zielzellen wieder. Lymphknoten-Stroma-Zellen, Lungen-Fibroblasten und
Endothelzellen adhirierten stark an die ASML"-adhisive Fraktion, nicht aber Lymphozyten
und Zellen des Knochenmarks (Abb. 3.4.1).

80 - a1 m Kontrolle
* .
20 o ASML“-Matrix
= x % o ASMLK-Matrix
&
= 60
3 T
@
£ 501, M
) *
= 40
=
<
X 30
20
. '—ﬂ
0 r T r T
Stroma  Fibro  RAEC Lz BM
Abbildung 3.4.1: Der Einfluss des kM auf die Adhésion der Zielzellen. Lymphozyten, Knochenmarkszellen,

Fibroblasten, Stroma- und Endothelzellen wurden in Triplikaten in 96-well-Platten ausgesit,
welche zuvor mit Medium oder mit der ASML™- und ASML*-Matrix beschichtet wurden.
Nach 30 min. bei 37°C wurden die Platten gewaschen und die adhirenten Zellen wurden mit
Kristallviolett angeférbt, lysiert und bei ODsgs,,, gemessen. Signifikante Unterschiede im
Vergleich zur Mediumkontrolle sind mit * gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede zwischen
ASML™- und ASML*-kM oder den einzelnen Fraktionen sind mit § gekennzeichnet.

Dies konnte bedeuten, dass sich die ASML"-Matrix an das Stromagewebe, einschlieBlich an
die Fibroblasten, aber auch an Endothelzellen anlagert und die Abgabe von Signalen und/oder
das Andocken von Exosomen ermoglicht. ASMLY- und wenn auch schwicher, ASML*.kM
unterstiitzte die Migration von Lymphknoten-Stroma-Zellen, Lungen-Fibroblasten,
Endothelzellen und Lymphozyten, die von Knochenmarks-Zellen hingegen weniger. Die
Migration war beschriankt auf die 1F, wohingegen die Exosomen keinen Einfluss zeigten

(Abb. 3.4.2).
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Abbildung 3.4.2: Der Einfluss des kM auf die Migration von Zielzellen. Die Zellen wie in (Abb. 3.4.1) wurden
in den oberen Teil einer Boyden-Kammer pipettiert. Im unteren Teil der Boyden-Kammer
befanden sich Medium/0,1 % BSA sowie die einzelnen Fraktionen. Fibroblasten, Stroma- und
Endothelzellen wurden fiir 16h bei 37°C, die Lymphozyten und Knochenmarkszellen fiir 4h bei
37°C inkubiert. Lymphozyten und Knochenmarkszellen wurden ausgezihlt, Fibroblasten,
Stroma- und Endothelzellen auf der Unterseite der Membran mit Kristallviolett angefirbt,
lysiert und bei ODsgs,,, gemessen. Signifikante Unterschiede im Vergleich zur Mediumkontrolle
sind mit * gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede zwischen ASML"'- und ASML*-kM oder
den einzelnen Fraktionen sind mit § gekennzeichnet.

Ein weiterer wesentlicher Faktor ist die Apoptoseresistenz metastasierender Tumorzellen.
ASML"™-Zellen sind stark Apoptose-Resistent. Die Apoptoseresistenz von ASML"-Zellen ist
deutlich vermindert (Klingbeil, 2007). Die Uberpriifung, ob das kM von ASML"-Zellen
Fibroblasten, Stroma- und Endothelzellen, Lymphozyten und Knochenmarkszellen vor
Apoptose schiitzt, ergab dass kM und 1F die Apoptose-Resistenz von Fibroblasten, Stroma-
und Endothelzellen, Lymphozyten und Knochenmarkszellen schiitzt (Abb. 3.4.3). Ein
signifikanter Anstieg in der Cis-Platin-Resistenz durch Ko-Lokalisation mit dem ASML"-kM
und der ASML"-IF wurde in Lymphozyten, Knochenmarkszellen und Fibroblasten
beobachtet. Exosomen schiitzten nicht vor Apoptose (Abb.3.4.4). Ich komme speziell auf

diesen Befund zuriick.
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Abbildung 3.4.3:
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Der Einfluss des kM auf die Apoptoseresistenz der Zielzellen. Lymphozyten,
Knochenmarkszellen, Fibroblasten, Stroma- und Endothelzellen wurden fiir 48h mit kM oder
den einzelnen Fraktionen kultiviert. Es sind die Mittelwerte + STAB aus Triplikaten der
apoptotischen Zellen (AnnexinV-APC/PI) gezeigt. Signifikante Unterschiede im Vergleich zur
Mediumkontrolle sind mit * gekennzeichnet.
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Abbildung 3.4.4: Der Einfluss des kM auf die Apoptoseresistenz der Zielzellen unter Cis-Platin.

Lymphozyten, Knochenmarkszellen und Fibroblasten wurden in Gegenwart von ASML"' und
ASML"\Fraktionen, sowie mit titrierten Mengen an Cis-Platin behandelt. Der relative Anteil
(Mittelwerte + STAB aus Triplikaten) an vitalen Zellen im Vergleich zu Cis-Platin
unbehandelten Zellen wird aufgezeigt (apoptotische Zellen (AnnexinV-APC/PI) links und in

der Mitte, Vitalitit (MTT-Assay) rechts). Signifikante Unterschiede im Vergleich zur
Mediumkontrolle sind mit * gekennzeichnet.

Die Expression von c-Met war in ASML"-Zellen reduziert und fehlte in der IF dieser Zellen.
Zusitzlich enthielten ASML*-Exosomen kein HGF, was die Zellzykluss-Abfolge
beeintrichtigen kann. Tatsdchlich war die Proliferation von Fibroblasten, Stroma- und
Endothelzellen, als auch von Lymphozyten und Knochenmarkszellen als Antwort auf die
Kultivierung mit ASML"-kM (nicht aber mit ASML"-kM) gesteigert. Die Stimulation mit
der ASML"-16slichen Fraktion zeigte nur einen geringen Effekt auf die Proliferation der
einzelnen Zellen. In Fibroblasten, Stroma- und Endothelzellen, sowie in Lymphozyten rufen
die ASML"“-Exosomen (die ASML*-Exosomen weniger) die stirkste Antwort hervor.
Bemerkenswerter Weise verstirkte die Mischung aus ASML"-IF mit ASML"-Exosomen

signifikant die Proliferation (Abb. 3.4.5).
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Abbildung 3.4.5: Der Einfluss des kM auf die Proliferation der Zielzellen. Lymphozyten,
Knochenmarkszellen, Fibroblasten, Stroma- und Endothelzellen wurden fiir 48h mit kM oder
den einzelnen Fraktionen kultiviert. Gezeigt ist der relative Anstieg (Mittelwert + STAB aus
Triplikaten) des *H-Thymidin-Einbaus. Signifikante Unterschiede im Vergleich zur
Mediumkontrolle sind mit * gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede zwischen ASML"'- und
ASMLY*-KM oder den Fraktionen davon sind mit § gekennzeichnet.

Diese Befunde zeigen, dass die schwache Induktion der Proliferation von ASML*_Exosomen
nicht ausschlieBlich auf dem Fehlen von HGF beruhen konnte. Tatsdchlich wurde die
Proliferation von Stromazellen und Lymphozyten durch Zugabe von HGF, unabhingig davon,
ob ASML™- oder ASML"*-Exosomen vorhanden waren, gesteigert. Stattdessen konnte nur in
der Ko-Kultur aus ASML"*-Exosomen mit HGF ein schwacher Anstieg in der Proliferation
von Fibroblasten, Endothelzellen und Knochenmarkszellen gesehen werden (Abb. 3.4.6).
Neben HGF miissen folglich noch weitere Faktoren an der Proliferations-unterstiitzenden
Eigenschaft der ASML"'-Exosomen beteiligt sein. Die in vitro Auswertung bestitigte die
beeindruckende Stirke des konditionierten Mediums im Vergleich mit der 16slichen Fraktion

und den Exosomen.
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Dies ist ein weiterer Hinweis auf die Zusammenarbeit von Ioslicher Fraktion versus
Exosomen, und bekriftigt die in vivo Beobachtungen. Die Prédparation -einer
prametastatischen Nische war CD44v abhingig und beruhte auf einer Kooperation der von

der Tumorzelle abgegebenen l6slichen Fraktion mit den Exosomen,
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Abbildung 3.4.6: Der Einfluss des kM auf die Proliferation der Zielzellen. Lymphozyten,

Knochenmarkszellen, Fibroblasten, Stroma- und Endothelzellen wurden fiir 48h mit Exosomen
von ASML"- und ASML"-Zellen in Gegenwart von 5 ng HGF kultiviert. Gezeigt ist der
relative Anstieg (Mittelwert + STAB aus Triplikates) des *H-Thymidin-Einbaus. Signifikante
Unterschiede im Vergleich zur Mediumkontrolle sind mit * gekennzeichnet.

Da die Unterschiede ASML" im Vergleich ASML deutlicher in der lslichen Matrix als in
Exosomen zu beobachten war, habe ich mich im Weiteren insbesondere der Charakterisierung
der Matrix zugewandt. Wie im Folgenden ausgefiihrt, bestétigten diese Untersuchungen die
zentrale Rolle von CD44v6 bei der Generierung einer Metastasierung-fordernden Matrix.
Dariiberhinaus ist CD44 die zentrale Schaltstelle zur Untersuchung der Matrix-vermittelten
Informationen. Begonnen habe ich mit der Charakterisierung der Matrixkomponente HA, da
HA zum einen maflgeblich an der Strukturierung der Matrix beteiligt ist, zum anderen einen

zentralen Rezeptor fiir CD44 darstellt.
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3.5 Unterschiede in der Matrix von ASML"- und ASML"-

Zellen und deren Einfluss auf die Mobilitit dieser Zellen.

Ich hatte ausgefiihrt, dass die stark metastasierenden ASML"-Zellen eine Matrix
generieren, welche die Bildung von Metastasen unterstiitzt. Dies konnte bedeuten, dass die
Matrix nicht nur mit dem umgebenden Gewebe sondern moglicherweise auch mit der
Tumorzelle kommuniziert. Um diese Arbeitshypothese zu unterstiitzen wurde in einer ersten

Versuchsreihe der Einfluss der Matrix auf die Mobilitdt von ASML-Zellen evaluiert.

3.5.1 Unterschiede in der GroBBe von HA.

Es ist bekannt, dass die Linge der HA fiir die Kommunikation der Matrix mit der
Tumorzelle von Bedeutung ist (Toole et al., 2004). Um den Einfluss von HA auf die Bildung
einer Matrix, welche die Metastasierung unterstiitzt zu untersuchen, wurde die Grée der HA
mittels ELISA bestimmt. Dazu wurde die l6sliche Fraktion (im folgenden Matrix) zuvor
durch Filtration in verschiedene GroB3en separiert. Die Filtration erfolgte durch Zentrifugation,
wobei Molekiile mit einem Molekulargewicht von >50kDa bzw. 10-50kDa und 3-10kDa,
entstanden. Es konnte gezeigt werden, dass die HA in der ASML"-Matrix nur im Bereich von
>50 kDa vorliegt, wohingegen die HA in der ASML"-Matrix auch in einem Bereich von 10-
50 kDa nachzuweisen ist. Im Bereich von 3-10 kDa konnte weder in der ASML"'-, noch in

der ASML"-Matrix HA nachgewiesen werden (Abb. 3.5.1.1).
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Abbildung 3.5.1.1: Unterschiede in der Menge und Grofie von HA in der Matrix von ASML-Zellen. Die

Menge und GroBe der HA in der Matrix von ASML"- und ASML*-Zellen wurde mittels
ELISA bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte + STAB aus Triplikaten.

Die erhohte Menge an HA in der ASML"-Matrix im Vergleich zu der ASML"-Matrix
konnte an der Hyaluronsynthase (HAS) liegen, welche fiir die Bildung von HA verantwortlich
ist, die GroBenunterschiede miissten auf Hyaluronidaseaktivitit (HAYAL), die fiir die
Degradierung von HA zustiindig ist, zuriickzufiihren sein. Hierzu wurden ASML"- wie auch
ASML"-Zellen lysiert und mittels SDS-PAGE und WB auf die Expression von HAS3 sowie
HYALTI1 hin untersucht. Auch die Matrix der jeweiligen Zellen wurde mit einbezogen. Die
HYAL-Aktivitit wurde mit dem ELISA bestimmt. ASML"-Zellen exprimierten mehr HAS3
als ASML“-Zellen und es konnte mehr HAS3 in der Matrix von ASML"-Zellen
nachgewiesen werden. Andererseits konnte mehr HYAL1 sowohl in der ASML"-Matrix
mittels WB, als auch eine erhdhte HYAL-Aktivitit in der ASML*-Matrix mittels ELISA
nachgewiesen werden (Abb. 3.5.1.2).
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Abbildung 3.5.1.2: Bestimmung von HAS und HYAL im Lysat und in der Matrix von ASML-Zellen. (A)
ASML™- und ASML"-Zellen sowie die Matrix beider Zelllinien wurden in 1% Triton-X-100
lysiert und in einem 10 %igen Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und
mit den spezifischen Antikorpern gegen HAS3 und HYALI1, sowie einem HRP-markiertem
Sekundirantikorper detektiert. Als Kontrolle diente Aktin. (B) Die Aktivitit von HYAL in der
ASML™- und ASML*-Matrix wurde mittels ELISA bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte +
STAB aus Triplikaten.

3.5.2 ASML"-Matrix  stimuliert  die = Migration = CD44v6-

exprimierender Tumorzellen.

Diese Unterschiede in der Zusammensetzung der Matrix von Tumorzellen nahmen
einen signifikanten Einfluss auf die Mobilitit von Tumorzellen. ASMLY-, ASM kd—, AS-
(CD44s*, CD44v’) und AS-14- Zellen (CD44s*, CD44v4-v7") wurden jeweils mit der
ASML"-Matrix, der ASML*-Matrix als auch mit HA stimuliert und der Anteil migrierender
Zellen mit Hilfe der Boyden Kammer bestimmt. Sowohl in ASML"-Zellen, als auch in AS-
14-Zellen konnten nach Stimulation mit der ASML"-Matrix, nicht aber mit der ASMLX-
Matrix, ein Anstieg in der Migration beobachtet werden (Abb. 3.5.2.1).
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Abbildung 3.5.2.1: ASML"-Matrix stimulierte Migration. Migration von ASML™-, ASML"-, AS- und AS-14-

Zellen in Richtung FCS, HA, ASML"- und ASML"-Matrix in der Boyden-Kammer. Die
Anzahl an migrierenden Zellen wurde nach 18h bestimmt und als % migrierender Zellen
(Mittelwert + STAB von Triplikaten) dargestellt.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass sich ASML"-Zellen viel schneller auf ihrer eigenen
Matrix als auf der ASML"-Matrix bewegen (Abb. 3.5.2.2A). Die ASML"'-Matrix unterstiitzt
zwar in eingeschrinktem Mafle die ASMLkd—Zell—Migration, allerdings nur in den ersten 6-8
Stunden nach Aussaat der Zellen auf die Matrix. Danach kam es zu keiner Steigerung der
Migration von ASML"-Zellen auf der ASML"-Matrix. Wihrend der letzten drei Stunden der
Messung konnten sich weder ASML™-, noch ASML" Zellen auf der ASML*-Matrix
bewegen (Abb. 3.5.2.2B). Diese Befunde zeigen, dass die Migrations-unterstiitzende Funktion
der ASML"-Matrix von CD44v6 abhingig ist. Mittels ,,Atomic Force Microscopy* (AFM)
konnte ein weiterer Unterschied zwischen der ASML"- und ASML"-Matrix beobachtet
werden. So bilden im Gegensatz zu den ASML"-Zellen auf deren Matrix ASML"-Zellen auf
ithrer eigenen Matrix keine sogenannten ,,Spikes* aus. Allerdings konnen ASML*-Zellen,

wurden sie auf die ASML"-Matrix ausgesit, ,,Spikes* ausbilden. (Abb. 3.5.2.2C und D).
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Abbildung 3.5.2.2: Bewegung von ASML-Zellen auf der Matrix. (A und B) Zu sehen ist die Bewegung von

ASML™- und ASML"-Zellen auf der Matrix von ASML*- und ASML*-Zellen mittels Video-
Mikroskopie. Es wurden iiber einen Zeitraum von 12h alle 15 min. Bilder gemacht. (A)
Individuelle Zellbewegung iiber 12h. (B) Durchschnittliche Bewegung + STAB von 20 Zellen
wihrend der vollen 12h, sowie der letzten 3h. Signifikante Unterschiede in der Zellbewegung
auf der ASML"-Matrix im Vergleich zu der ASML*-Matrix sind mit § gekennzeichnet.
Signifikante Unterschiede zwischen ASML™- und ASML*'-Zellen sind mit * gekennzeichnet.
(C und D) Morphologische Bilder von ASML-Zellen mittels AFM. (C) Représentative Bilder
von ASML"™-Zellen auf ihrer eigenen Matrix. (D) Reprisentative Bilder von ASML“'-und
ASML"-Zellen auf der ASML"'- und ASML*-Matrix. MaBstab 5pum.
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Da sich ASML"-Zellen auf der ASML"-Matrix wenngleich in reduziertem Mase bewegen
konnen, bedeutet dies, dass neben CD44 weitere Membranmolekiile involviert sind, wobel
sich zwei Proteine anbieten, die eine wesentliche Rolle bei der Tumorzellmobilitit spielen

und dariiberhinaus mit CD44/CD44v6 assoziieren konnen.

3.5.3 CD44v6 assoziiert in ASML"'-Zellen mit c-Met und a6f34.

CD44v6 assoziiert mit c-Met und a6B4 (Orian-Rousseau et al., 2002) und c-Met
assoziiert mit a6p4 (Trusolino et al., 2001). Diese Befunde galt es zuerst fiir ASML-Zellen zu
bestitigen. Dabei wurden ASML"- und ASML"*-Zellen lysiert und anschlieBend mit anti-
a6B4 (B5.5) und anti-CD44v6 (A2.6) prizipitiert. ASML"Y-Zellen exprimierten weniger c-
Met als ASML"-Zellen (Abb. 3.3.2). 06P4 assoziierte in ASML"-Zellen mit c-Met und
CD44v6. In ASML"-Zellen hingegen war die Interaktion von a6f4 mit c-Met geringer, auch
aufgrund der verminderten Expression von a6p4 (Abb. 3.3.2). Die Assoziation von CD44v6
mit c-Met konnte dariiber hinaus in ASML"'-Zellen bestitigt werden, die erwartungsgemib in
ASML"-Zellen nicht bobachtet wurden. CD44v6 assoziierte verstirkt in ASML"-Zellen mit
a6p4 und c-Met (Abb. 3.5.3).

IP: B5.5 A2.6
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Abbildung 3.5.3: Koimmunpriizipitation von CD44v6 mit c-Met und a6p4 in ASML-Zellen. ASML"- und

ASML*-Zellen wurden in Lysispuffer mit 1 % Lubrol lysiert um Immunkomplexe mit
anti-a6p4 (B5.5) und anti-CD44v6 (A2.6) zu prizipitieren. Die Immunkomplexe
wurden in einem 10 %igen Gel aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran geblottet
und mit den spezifischen Antikdrpern gegen c-Met, a6p4 und CD44v6 und HRP-
markiertem Sekundérantikorper detektiert.
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3.5.4CD44v6, c-Met und a6P4 beeinflussen die Migration von
ASML"-Zellen.

Um den Einfluss von CD44v6, c-Met und a6p4 auf die Migration von ASML-Zellen
zu untersuchen, wurden ASML"-, ASMLkd—, AS (CD44s", CD44v", c-Met", 06p4’) und AS-
14 (CD44s*, CD44v4-v7*, c-Met", a6B4) Zellen mit anti-panCD44 (Ox50), anti-CD44v6
(A2.6), anti-c-Met und anti-a6p4 (B5.5) inkubiert, um die Migration in Richtung der
ASML"-Matrix in der Boyden-Kammer zu beobachten. In ASML"-Zellen konnte die
Migration zur ASML"-Matrix mit anti-panCD44, anti-CD44v6, anti-c-Met und anti-06p4
signifikant gechemmt werden. Dasselbe wurde mit anti-panCD44 und anti-CD44v6 bei AS-14-
Zellen beobachtet. Dagegen beeinflusste anti-panCD44 nicht die Migration von AS-Zellen.
Die Migration von ASML"!-Zellen (CD44v6", a6p4") zur ASML™-Matrix wurde nur schwach
durch anti-panCD44, anti-a6p4 und anti-c-Met inhibiert (Abb. 3.5.4.1A). Dies bedeutete, dass
offensichtlich ein Komplex aus CD44v6, c-Met und 06B4 an der Migration von ASML"-

Zellen beteiligt ist, wobei CD44v6 eine zentrale Rolle zukommt.

Um dies zu bestidtigen, wurden ASML™- und ASML*-Zellen mit HA, HGF, LN5 sowie der
ASML"-Matrix stimuliert und die Migration in der Boyden-Kammer beobachtet. Es wurde
gezeigt, dass die Migration von ASML"-Zellen in Richtung HA, HGF und LN5 signifikant
durch anti-CD44v6, anti-a6p4 und anti-c-Met inhibiert werden konnte. Eine eher schwache
Migration zur ASML"-Matrix konnte nur mit anti-c-Met signifikant verringert werden. Die
Migration von ASML"-Zellen in Richtung HA, HGF, LNS5 und der ASML"-Matrix konnte
nur durch anti-a6B4 und anti-c-Met signifikant reduziert werden (Abb. 3.5.4.1B)
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Abbildung 3.5.4.1: Anti-CD44v6, anti-o6p4 und anti-c-Met inhibiert die Migration von ASML"'-Zellen. (A

und B) ASML"-, ASMLY- AS-, und AS-14-Zellen wurden zusammen mit anti-panCD44
(0x50), anti-CD44v6 (A2.6), anti-a6p4 (B5.5) sowie anti-c-Met inkubiert. (A) Gezeigt ist die
Migration in Richtung der ASML"-Matrix (B) und in Richtung HA, LN5, HGF und der
ASML"-Matrix. Die Anzahl an migrierenden Zellen wurde nach 18h bestimmt und als %
migrierender Zellen (Mittelwert + STAB von Triplikaten) dargestellt. Signifikante
Antikorperinhibierung ist mit * gekennzeichnet.

Um Hinweise auf die generelle Giiltigkeit der mit ASML Tumorzellen erhobenen Befunde zu
erhalten, wurden drei humane Pankreastumorzelllinien auf die Expression von CD44v6, a6p34
und c-Met hin untersucht und deren Einfluss auf die Migration nach Inkubation von anti-
CD44v6, anti-a6p4 und anti-c-Met beobachtet. HA, HGF und LN5 konnten die Migration von
Capan2-Zellen (CD44v6", c-Met*, 06B4™) unterstiitzen. Entsprechend wurde die Migration
durch anti-CD44v6, anti-a6f4 und anti-c-Met stimulationsunabhédngig inhibiert. Im
Gegensatz zu HA konnten LN5 und HGF die Migration von 8.18-Zellen (CD44v6", a6p4™)
nicht stimulieren und nur anti-CD44v6 nicht aber anti-a6f4 und anti-c-Met verringerte
signifikant die Migration. Die Migration von Pt45P1-Zellen (CD44v6", c-Met', a6p4™) konnte
weder durch HA noch durch HGF oder LNS5 stimuliert werden und wurde nur schwach durch

anti-a634 inhibiert (Abb. 3.5.4.2A und B).
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Abbildung 3.5.4.2: Tumormatrix und deren Bedeutung fiir die Zellmigration. (A) Humane Capan2-, 8.18- und

Pt45P1-Pankreaskarzinomzelllinien wurden in Lysispuffer mit 1 % Triton X 100 lysiert. Die
Lysate wurden in einem 10 %igen Gel aufgetrennt, auf eine Nitrozellulosemembran geblottet
und mit den spezifischen Antikorpern gegen c-Met, a6p4 und CD44v6 und HRP-markiertem
Sekundirantikorper detektiert. Als Kontrolle diente Aktin. (B) Humane Capan2-, 8.18- und
Pt45P1-Pankreaskarzinomzelllinien wurden zusammen mit anti-CD44v6, anti-a634 sowie anti-
c-Met inkubiert. Gezeigt ist die Migration in Richtung HA, LNS, HGF. Die Anzahl an
migrierenden Zellen wurde nach 18h bestimmt und als % migrierender Zellen (Mittelwert +
STAB von Triplikaten) dargestellt. Signifikante Unterschiede in der Migration von Capan2,
8.18 und Pt45P1 in Richtung HA, HGF und LNS5 im Vergleich zur Kontrolle sind mit §
gekennzeichnet. Signifikant Antikorperinhibierung ist mit * gekennzeichnet.

3.6 Molekulare Mechanismen HA-vermittelter Zellbewegung
in Abhéngigkeit von CD44v6.

Diese Untersuchungen zeigten, dass in Abhéngigkeit von CD44v6 und der damit
verbundenen HAS3-Transkription eine Matrix generiert wird, welche die Migration von
Tumor-Zellen unterstiitzte. Dariiberhinaus scheint sowohl die Interaktion von CD44v6, a6p4
und c-Met mit der Matrix, als auch das Zusammenspiel der drei Molekiile untereinander das
migratorische Potenzial zu unterstiitzen. Diese Befunde galt es durch den Nachweis der

Aktivierung der beteiligten Kommponenten zu unterstiitzen.
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3.6.1 HA, HGF und LNS5 aktivieren c-Met.

Ich habe mit dem Nachweis der Aktivierung von c-Met iiber die ASML™-, ASMILKL
Matrix bzw. HA, HGF und LN5 Stimulation begonnen und die Aktivierung von c-Met mittels
SDS-PAGE und WB evaluiert. Sowohl die ASML"-Matrix, HA und HGF, als auch LN35
fiihrten zur Phosphorylierung und damit zur Aktivierung von c-Met, wobei die mit HGF
stimulierten Zellen am stdrksten aktiviert wurden. Es konnte keine Steigerung der c-Met-
Aktivitit in ASML"-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 3.6.1). Dies bestiitigt den starken
Einfluss von CD44v6 auf die Aktivierung von c-Met und zeigt, dass die Aktivierung von c-

Met in ASML-Zellen ma3gebend durch CD44v6 beeinflusst wird.
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Abbildung 3.6.1: ASML"-Matrix, HA, HGF und LN5 aktivieren c-Met. ASML"- und ASML*!-Zellen

wurden mit der ASML™- und ASML*-Matrix, HA [10ug/ml], LN5 [2ug/ml] und HGF
[Sng/ml] stimuliert, in 1% Triton-X-100 lysiert und in einem 10 %igem Gel aufgetrennt, auf
eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit den spezifischen Antikdrpern gegen p-c-Met und
c-Met, sowie einem HRP-markiertem Sekundarantikorper detektiert.

3.6.2 Stimulation mit HA fiihrt zur Assoziation und Aktivierung von

ERM.

Ezrin, Radixin und Moesin (ERM) gehoren zu einer Familie von Proteinen, die nach
Aktivierung das Zytoskelett mit der Plasmamembran verbinden. Hierbei kommt es zur
Vernetzung der Aktinfilamente mit der Plasmamembran. Der C-Terminus dieser ERM-
Proteine bindet nach Aktivierung durch Phosphoinoside an Aktinfilamente, wohingegen der
N-Terminus iiber CD44 als Bindungspartner mit der Plasmamembran verbunden ist und zur

Verinderung in der Zellbewegung kommt (Tsukita et al., 1997).
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ASML™- und ASML"-Zellen wurden mit HA stimuliert und sowohl die Aktivierung als auch
eine mogliche Assoziation von CD44 mit ERM-Proteinen bestimmt. Hierzu wurden ASML""-
und ASML"-Zellen fiir 15 bzw. 30 Minuten mit HA stimuliert und die Aktivitit von ERM-
Proteinen mittels SDS-PAGE und WB bzw. ihre Assoziation iiber Immunprézipitation
bestimmt. Nach Stimulation mit HA konnte in ASML"'-, nicht aber mit ASMLkd—Zellen, eine
Assoziation von CD44v6 mit Ezrin und Moesin und eine Aktivierung am Beispiel von Ezrin
gezeigt werden. Keine Aktivierung und nur eine schwache Assoziation von Ezrin mit CD44s
(Ox50) wurde nach Stimulation mit HA beobachtet, was die Notwenigkeit einer Beteiligung

von CD44v6 zeigte (Abb. 3.6.2).

ASMLW-Zellen
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80 kDa> Ezrin
100 kDa> Moesin ASML™-Zellen ~ ASMLK-Zellen
HA (min) HA (min)
0 30 60 0 30 60
80 kDa>|We e s FEzrin 80 kDa> - Ezrin
80 kDa>|*== s w| p-Ezrin oDy | , .| p-Ezrin
IP: A2.6 IP: Ox50
Abbildung 3.6.2: Assoziierte und aktivierte ERM-Proteine nach Stimulation mit HA. ASML"'- und ASML*-

Zellen wurden mit HA [10pg/ml] stimuliert, in 1% Lubrol lysiert. Die Immunkomplexe wurden
mit anti-CD44v6 (A2.6) bzw. anti-panCD44 (Ox50) prazipitiert und in einem 10 %igem Gel
aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit den spezifischen Antikdrpern
gegen Ezrin und Moesin, sowie einem HRP-markiertem Sekundérantikorper detektiert. Die
Lysate wurden in einem 10 %igem Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet
und mit den spezifischen Antikorpern gegen p-Ezrin und Ezrin, sowie einem HRP-markiertem
Sekundarantikorper detektiert.

84



3. Ergebnisse

3.6.3 Stimulation mit HA fihrt zur Assoziation und Aktivierung von

Src und FAK.

Nach Stimulation mit HA in ASML"-Zellen konnten zwei weitere phosphorylierte
Proteine mit einer molekularen Masse von 55 und 125kDa detektiert werden (Abb. 3.6.3.1A).
Hierzu wurden ASML"-Zellen fiir 30 bzw. 60 Minuten mit HA stimuliert, lysiert, mit SDS-
PAGE aufgetrennt und mittels WB und mit anti-p-Tyrosin detektiert. Als Ladekontrolle
diente die Detektion mit anti-Aktin. Es handelt sich um zwei PTKs. Das 125kDa Protein
wurde als FAK (,,focal adhesion kinase*) und das 55kDa Protein als Src identifiziert, welches
sich nach Antikorper-Stimulation mit CD44 prézipitieren lieB (Abb. 3.6.3.1B). Die
Aktivierung der Protein-Tyrosin-Kinase (PTK) Src beeinflusst die Migration von

Tumorzellen (Bourguignon et al., 2001).
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Abbildung 3.6.3.1: Aktivierung zweier Proteine mit der Masse 125 und 55 kDa und Assoziation von Src mit

CD44v6. (A) ASML"-Zellen wurden mit HA [10pg/ml] stimuliert, in 1% Triton-X-100 lysiert
und in einem 10 %igem Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit dem
spezifischen Antikorper gegen p-Tyrosin sowie einem HRP-markiertem Sekundérantikorper
detektiert. (B) ASML"Y'-Zellen wurden mit anti-panCD44 oder anti-CD44v6 stimuliert, in 1%
Lubrol lysiert und mit anti-CD44v6 (A2.6) und anti-panCD44 (Ox50) prizipitiert. Die
Immunkomplexe wurden in einem 10 %igem Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran
geblottet und mit dem spezifischen Antikorper gegen Src sowie einem HRP-markiertem
Sekundérantikorper detektiert. Als Kontrolle wurden AS- und AS-14-Zellen mit in 1% Lubrol
lysiert und mit anti-CD44v6 (A2.6) und anti-panCD44 (Ox50) prézipitiert.
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In AS-14- (CD44s", CD44v4-v7"), nicht aber in AS-Zellen (CD44s*, CD44v") konnte eine
Interaktion von CD44s mit Src beobachtet werden (Abb. 3.6.3.1). Nach Stimulation mit HA
konnte keine Zunahme an assoziiertem Src beobachtet werden, wenngleich eine signifikante
Zunahme der Aktivitit von Src und FAK nach Stimulation mit HA zu bemerken war. Eine
Phosphorylierung und damit eine Aktivierung von Src und FAK nach Stimulation mit HA
konnten nur in ASML"Y-Zellen, nicht aber in ASMLkd—Zellen, beobachtet werden (Abb.
3.6.3.2). Diese Unterschiede weisen auf die Notwendigkeit von CD44v6 hin.
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Abbildung 3.6.3.2: Aktivierung der PTK Src und FAK und Assoziation von FAK mit Src. ASML"- und
ASML*-Zellen wurden mit HA [10pug/ml] stimuliert, in 1% Triton-X-100 lysiert und in einem
10 %igem Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit dem spezifischen
Antikorpern gegen p-Src, Src sowie p-FAK und FAK und einem HRP-markiertem
Sekundirantikorper detektiert (links). ASML"Y'-Zellen wurden mit HA [10pg/ml] stimuliert, in
1% Lubrol lysiert und mit anti-Src prizipitiert, die Priizipitate wurden mit 10uCi-[**P]y-ATP
markiert und in einem 10 %igem Gel aufgetrennt und mittels Radiographie detektiert oder auf
eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit spezifischen Antikorpern gegen Src und FAK
sowie einem HRP-markiertem Sekundérantikorper detektiert (rechts).

Immunfluoreszenzuntersuchungen an ASML"- und ASML"-Zellen nach Stimulation mit
ASML"-Matrix, HA und LNS5 bestitigten die Interaktion von CD44v6 mit a6B4 (Abb.
3.6.3.3), FAK, Ezrin und gebiindelten Aktin, nicht aber nach Interaktion mit der ASMILKL
Matrix (Abb. 3.6.3.4).
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Abbildung 3.6.3.3: Kolokalisation von CD44v6 mit a6$4 in ASML™-Zellen. ASML"- und ASML"-

Zellen wurden auf Glasplittchen in 24-well-Platten, die mit BSA, HA, LNS5, der
ASML"- und ASML"-Matrix markiert waren, ausgesit. AnschlieBend wurden die
Zellen fixiert und mit anti-CD44v6-Cy3 oder anti-CD44-Cy3 sowie mit anti-a6p4-
Cy2 gefirbt und am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die Uberlagerung der
Einzelfarbungen sind dargestellt. Eine Kolokalisation wird durch eine Gelbfiarbung bei
Uberlagerung der beiden Einzelfirbungen angezeigt. MaBstab 50 pm.

Die Stimulation mit HA, LNS5S oder der ASML“-Matrix beeinflusste kaum die Ko-
Lokalisation von CD44 mit a6B4, FAK, Ezrin oder von Aktinbiindeln in ASML* Zellen.
Diese Beobachtungen wurden ebenfalls an den Pankreastumorlinien Capan2 und 8.18
bestitigt. CD44v6 interagierte mit a6B4, Ezrin, c-Met und am stirksten mit FAK und
Aktinbiindeln in Capan2-Zellen. In 8.18-Zellen konnte nach Stimulation mit HA und LNS5
eine Interaktion von CD44v6 mit a6p4 und FAK beobachtet werden, wohingegen eine Ko-

Lokalisation von CD44v6 mit Aktinbiindeln in 8.18-Zellen eher schwach war (Abb. 3.6.3.5).

CD44v6 bt einen signifikanten Einfluss auf die Organisation einer 16slichen Tumormatrix
aus. Nur die ASML"-Matrix unterstiitzt die Migration CD44v6-positiver Zellen. Durch die
Interaktion von CD44v6 mit a6p4 und c-Met in der Zellmembran kam es zur Weiterleitung
von Signalen, welche vorzugsweise iiber CD44v6 und nicht iiber CD44s abliefen. Die
Stimulation von a6p4 und c-Met in ASML"!-Zellen zeigte keine Reaktion, was wiederum die

Notwendigkeit einer Interaktion mit CD44v6 belegte.
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Abbildung 3.6.3.4:

ASMLW-  ASMILkd-
Matrix Matrix HA N5

a6B4-Cy3  CD44-Cy3 CD44v6-Cy3 CD44-Cy3
Ezrin-Cy2 FAK-Cy2 FAK-Cy2 FAK-Cy2 Phalloidin-Cy2 Phalloidin-Cy2

CD44v6-Cy3 CD44-Cy3 CD44v6-Cy3
Ezrin-Cy2

Kolokalisation von CD44v6 mit Ezrin, FAK und Phalloidin in ASML""-Zellen.
ASML™- und ASML*-Zellen wurden auf Glasplittchen in 24-well-Platten, die mit
BSA, HA, LN5, der ASML"- und ASMLN -Matrix markiert waren, ausgesdt.
Anschliefend wurden die Zellen fixiert und mit entsprechenden Primir- und
Sekundér-Antikorpern gefirbt und am Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die
Uberlagerung der Einzelfirbungen ist dargestellt. Eine Kolokalisation wird durch eine
Gelbfirbung bei Uberlagerung der beiden Einzelfirbungen angezeigt. Ausschnitt:
Membranfragmente wurden nur bei ASML"“-Zellen, die auf die ASML"-Matrix
ausgesit wurden, geshen. Maf3stab 50 pm.
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Abbildung 3.6.3.5: Kolokalisation von CD44v6 mit Ezrin, FAK und c-Met in Capan2- und 8.18-

Zellen. Capan2- und 8.18-Zellen wurden auf Glasplittchen in 24-well-Platten, die mit
BSA, HA, LN5 markiert waren, ausgesit. Anschlieend wurden die Zellen fixiert und

mit entsprechenden Primér- und Sekundir-Antikorpern gefarbt und

Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die Uberlagerung der Einzelfirbungen sind
dargestellt. Eine Kolokalisation wird durch eine Gelbfirbung bei Uberlagerung der

beiden Einzelfarbungen angezeigt. Mafstab 50 pm.
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3.7 Die ASML"“-Matrix unterstiitzt das Uberleben von
ASML-Zellen.

Neben der Migration ist die Apoptoseresistenz ein wesentliches Merkmal
metastasierender Tumorzellen. Voruntersuchungen haben gezeigt, dass ASML"-Zellen
gegeniiber strahlungs- und Cis-Platin-induzierter Apoptose resistenter als ASML*-Zellen
sind (Klingbeil et al., 2009). Um dies zu bestitigen und um herauszufinden in wie weit die
ASML"-Matrix zum Apopotoseschutz von ASML-Zellen beitriigt, wurden ASML"- und
ASML"-Zellen mit der ASML"- bzw. mit der ASML"-Matrix und in Gegenwart titrierter
Menge an Cis-Platin kultiviert. Apoptotische Zellen wurden nach 48 Stunden durch
AnnexinV/PI-Firbung, die Vitalitit mittels MTT-Assay und die proliferative Aktivitdt mit
Hilfe des *H-Thymidin-Einbaus analysiert.

Die starke Apoptoseresistenz von ASML"-Zellen konnte durch Stimulation mit der ASML""-
Matrix weiter erhoht werden, wohingegen die ASML"-Matrix keinen Einfluss auf die
Apoptoseresistenz hatte. Das Uberleben von ASML"-Zellen konnte nicht durch ihre eigene
Matrix und nur schwach durch die ASML"-Matrix gesteigert werden (Abb. 3.7.1). Um zu
untersuchen, ob auch die Apoptoseresistenz durch ein Zusammenspiel von CD44v6 mit a634
und c-Met unterstiitzt wird, wurden transiente knockdown-Linien mittels siRNA generiert.
Das Expressionslevel von c-Met und a6p4 wurde mittels SDS-PAGE und anschlieendem
WB iiberpriift (Abb. 3.7.1). Das Uberleben der transienten c-Met-ASML"- und der c-Met-
ASML"Zelllinie wurde dadurch stark beeinflusst. Auch ohne Behandlung von Cis-Platin
starben die Hilfte der c-Met-ASML"- und mehr als die Hilfte der c-Met-ASML"*-Zellen.
Weder mit noch ohne Cis-Platin konnte die ASML"'-Matrix dem schiitzend entgegenwirken.
Die Apoptoseresistenz von ASML-Zellen wurde durch den transienten knockdown von (4
nicht beeintrichtigt. Der protektive Einfluss der ASML"-Matrix auf die p4-ASML"'-Zellen
war schwach (Abb. 3.7.1).
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Abbildung 3.7.1: Die ASML™-Matrix unterstiitzt die Apoptoseresistenz von ASML-Zellen. ASMLY-,

ASML"-, c-Met-ASML™-, c-Met-ASML"-, p4-ASML"- und p4-ASML""-Zellen wurden auf
die ASML"'- und ASML"-Matrix ausgesit und mit titrierten Mengen an Cis-Platin fiir 48h bei
37°C behandelt. Gezeigt werden Mittelwerte = STAB aus Triplikaten von apoptotischen Zellen.
Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und Matrix sind mit * gekennzeichnet. Einlage:
ASML™- und ASML*'-Zellen wurden mit siRNA (c-Met, B4) behandelt, in 1% Triton-X-100
lysiert und in einem 10 %igen Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und
mit spezifischen Antikorpern gegen c-Met und (4 sowie einem HRP-markiertem
Sekundarantikorper detektiert. Als Kontrolle dienten EpCAM und Aktin.

und HGF zeigten beide protektive Eigenschaften in Bezug auf die

*_ und nur schwach von ASML"'-Zellen, wohingegen HA und LN5 nur

schwach protektiv auf ASML"-Zellen wirkten, jedoch bei hoher Cis-Platin-Konzentration ein

signifikantes Mal} an Protektion erreichte. Diese Ergebnisse bestitigten, dass CD44v6 auch

im Bezug auf Apoptoseresistenz eine zentrale Rolle im Zusammenspiel mit a6p4 und c-Met

spielt (Abb. 3.7.2).
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Abbildung 3.7.2: Die ASML"-Matrix unterstiitzt die Vitalitit und Proliferation von ASML-Zellen.

ASML™-, und ASML"-Zellen wurden auf BSA, HA, LN5, HGF und die ASML"- und
ASML"-Matrix ausgesit und mit titrierten Mengen an Cis-Platin fiir 48h bei 37°C behandelt.
Gezeigt werden Mittelwerte + STAB aus Triplikaten von vitalen Zellen (links) und die
Proliferation (rechts). Signifikante Unterschiede zwischen Kontrolle und Matrix sind mit *
gekennzeichnet.

Auch die Matrix der humanen Pankreastumorlinie Capan2 zeigte protektive Eigenschaften

gegeniiber 7,5 ug/ml Cis-Platin auf den Capan2-Zellen. 8.18-Zellen (CD44v6") wurden

ebenfalls durch die Capan2-Matrix vor Apoptose geschiitzt, wohingegen die Matrix von 8.18-

und Pt45P1-Zellen keinen Einfluss auf das Uberleben der drei Zelllinien hatte (Abb. 3.7.3).
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Abbildung 3.7.3: Die Capan2-Matrix unterstiitzt die Apoptoseresistenz. Capan2-, 8.18- und Pt45P1-Zellen

wurden auf die Capan2-, 8.18- und die Pt45P1-Matrix ausgesét und mit titrierten Mengen an
Cis-Platin fiir 48h bei 37°C behandelt. Gezeigt werden Mittelwerte + STAB aus Triplikaten von
apoptotischen Zellen (links), vitalen Zellen (Mitte) und die Proliferation (rechts). Signifikante
Unterschiede zwischen Kontrolle und Matrix sind mit * gekennzeichnet.
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CD44v6 Expression schiitzte Tumorzellen vor Apoptose, der Effekt wurde durch den
Membrankomplex aus CD44v6, c-Met und a6p4 verstirkt. Die hohe Apoptoserate transienter
c-Met“-ASML-Zellen zeigt, dass auch c-Met eine zentrale Rolle am Uberleben zukommt.
Die ASML"-Matrix konnte zum Teil p4“-ASML"-Zellen vor Apoptose schiitzen nicht aber
B4 ASML"-Zellen. Dies wiederum belegt, dass auch bei der Apoptoseresistenz neben den
individuellen Komponenten auch in dem Zusammenspiel von CD44v6 mit c-Met und a6p4

eine wesentliche Rolle zukommit.

3.8 Aktivierung anti-apoptotischer Molekiile durch HA, HGF
und LNS.

Eine Resistenz gegeniiber Apoptose kann durch eine Vielzahl von Proteinen gesteuert
werden wie z.B. iiber MDR-Gene. ASML-Zellen exprimieren diese Gene nicht und es gab
auch keine Anzeichen fiir Rezeptor-vermittelte Apoptose (Klingbeil, 2007). Dies wurde iiber
den Nachweis der Caspase-8 Aktivitdt in Cis-Platin-behandelten ASML-Zellen nochmals
bestitigt. Die Aktivierung der Caspase-9 und eine damit verbundene Aktivierung der
Caspase-3 wurden stidrker in ASMLkd—, als in ASML"-Zellen beobachtet. Es konnte
allerdings kein protektiver Effekt durch Stimulation mit HA, HGF oder LN5 nach 48 Stunden
Cis-Platinbehandlung beobachtet werden (Abb. 3.8.1).

93



3. Ergebnisse
ASMLW- ASMI kd-
Zellen Zellen
2 2
E E
= v g KA
@)
SE2Z SERZ
25 1 Da> (W —— — —
i Caspase-8
l14kDa>__ = =
Caspase-9
cleaved
ohne —— —
Cis-Platin| 35 kDa>[ S8 0 | RS
Caspase-3
17kDa> ————— Cytochrom ¢
— (Cytosol)
42 kDo [N S| [ ] Akin
42 kDa>[w= = =
25 kDa> R — — e e - Caspase-s
14 kDa>
mit ; Caspase-9
Cis-Plati
1s-Hatin 17 KDa> ] b o cleaved
550 M| WBE Cospase3
15kDa>7 0 | [T == C);t((j)chrm;;c
== ytoso
el e A

Abbildung 3.8.1:

Stimulation mit HA, HGF und LNS bewirkt eine Aktivierung von Caspase-9 und -3.
ASML™- und ASML*-Zellen wurden mit HA, HGF und LN5 stimuliert und mit 30pg/ml Cis-
Platin fiir 48h bei 37°C behandelt. Die Zellen wurden in 1% Triton-X-100 lysiert sowie die
zytosolische Fraktion isoliert und in einem 10 %igem Gel aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet und mit den spezifischen Antikorpern und einem HRP-
markiertem Sekundirantikorper detektiert. Als Kontrolle diente Aktin.

Dagegen wurde nach Stimulation mit HA, HGF und LNS5 eine Phosphorylierung und somit

eine Inaktivierung von BAD beobachtet. In Folge dessen es zu einer starken Hochregulierung

von Bcl-X1 und einer schwachen Hochregulierung von Bcl-2 in ASMLY-Zellen nach

Stimulation mit HA, HGF und LN5 kam (Abb. 3.8.2). In Gegenwart von Cis-Platin kam es in

ASML"-Zellen vermehrt zur Ausschiittung von Cytochrom C ins Cytosol (Abb. 3.8.1) und

Bcl-X1 konnte nur in ASML"'-Zellen nach Stimulation durch HA, HGF und LN5 detektiert

werden.
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Dies bedeutet, dass die Stimulation durch HA, HGF und LN5 nur in ASML"'-Zellen eine
Aktivierung von anti-apoptotischen Molekiilen in Gang setzten. Damit stellt sich die Frage

welche Molekiile fiir die entsprechende Signalweitergabe verantwortlich sind.
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Abbildung 3.8.2: Stimulation mit HA, HGF und LN5 inaktiviert BAD. ASML"- und ASML*-Zellen wurden

mit HA, HGF und LNS stimuliert und mit 30pg/ml Cis-Platin fiir 48h bei 37°C behandelt. Die
Zellen wurden in 1% Triton-X-100 lysiert und in einem 10 %igen Gel aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet und mit dem spezifischen Antikérpern und einem HRP-
markiertem Sekundirantikorper detektiert. Als Kontrolle diente Aktin.

Phophoryliertes, aktiviertes c-Met assoziiert direkt mit Src, STAT3 und PKC und iiber Gabl
mit einer Vielzahl von Molekiilen und Signalwegen. Es konnte gezeigt werden, dass nach
Stimulation mit HA, HGF und LN5 in ASML"-Zellen die Molekiile Src und STAT3 am
starksten iiber HGF stimuliert wurden. Die Phosphorylierung von PKC konnte mit allen drei
Stimuli in Gang gesetzt werden, wenn gleich nur in ASML"-Zellen. Weiterhin unterstiitz die
Aktivierung mittels HA, HGF und LNS5 die Interaktion von c-Met mit Gabl. Dieser Effekt
war in ASML"-Zellen stiirker als in ASML"-Zellen (Abb. 3.8.3).
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Abbildung 3.8.3: Stimulation mit HA, HGF und LNS5 aktiviert STAT3, PKC und Src sowie eine Interaktion

von c-Met mit Gabl. ASML"- und ASML*"-Zellen wurden mit HA, HGF und LN5 stimuliert.
Die Zellen wurden in 1% Triton-X-100 (fiir die IP in 1 % Lubrol) lysiert und in einem 10
%igem Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit spezifischen
Antikorpern und einem HRP-markiertem Sekundirantikorper detektiert. Fiir die [P wurden die
Lysate mit anti-c-Met prazipitiert und in einem 10 %igen Gel aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet und mit den spezifischen Antikoérpern und einem HRP-
markiertem Sekundérantikorper detektiert.

Die Apoptose-Resistenz von ASML"-Zellen beruht auf der Aktivierung anti-apoptotischer
Molekiile. Ahnlich wie bei der ASMLY'-Matrix unterstiitzten Migration, weisen diese Daten
darauthin, dass CD44v6 fiir die Aktivierung anti-apoptotischer Molekiile bendtigt wird,
unabhingig davon ob die Aktivierung iiber CD44v6, c-Met oder a6B4 gestartet wird.

3.9 Der Apoptoseschutz von ASML-Zellen wird iiber
PI3K/Akt- und den MAPK-Signalweg initiiert.

Uberleben kann direkt iiber die Aktivierung des PI3K/Akt-, aber auch iiber den Ras-
Raf-MAPK-Signalweg laufen. Nach Stimulation mit HA, HGF und LN5 konnte eine
Aktivierung von Akt und mTOR in ASML"- nicht aber in ASML"‘-Zellen beobachtet
werden. Desweiteren konnte eine groflere Menge an aktivierter PI3K nach Stimulation mit
HA und HGF prizipitiert werden. In ASML"-Zellen, nicht aber in ASML"-Zellen wurde

eine Interaktion der PI3K mit a6p4 nachgewiesen.
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Ahnlich zu der Aktivierung des PI3K-Signalweges, kam es nach Ligandenbindung an
CD44v6, c-Met und a6B4, zu einer Stimulation von Ras, c-Raf und der ERK 1,2 Proteine
(Abb. 3.9.1).
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Abbildung 3.9.1: Stimulation mit HA, HGF und LN5 aktiviert den PI3K/Akt- und den MAPK-Signalweg.

ASML"™- und ASML"'-Zellen wurden mit HA, HGF und LNS5 stimuliert. Die Zellen wurden in
1% Triton-X-100 (fiir die IP in 1 % Lubrol) lysiert und in einem 10 %igen Gel aufgetrennt, auf
eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit den spezifischen Antikérpern und einem HRP-
markierten Sekundirantikorper detektiert. Fiir die IP wurden die Lysate mit anti-PI3K oder anti-
a6B4 (B5.5) prizipitiert und in einem 10 %igen Gel aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet und mit den spezifischen Antikorpern und einem HRP-
markierten Sekundirantikorper detektiert.

Im niichsten Schritt wurden ASML"'-si-c-Met-Zellen und ASML"'-si-B4-Zellen mit HA, HGF
und LNS5 stimuliert. Die Aktivierung fithrte zu keiner erkennbaren Hochregulation der
Proteine Akt, ERK und mTOR sowohl in ASML"'-si-c-Met-Zellen, als auch in ASML"'-si-
B4-Zellen (Abb. 3.9.2).
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Abbildung 3.9.2: Fehlen von a6B4 und c-Met blockt die Aktivierung des PI3K/Akt- und des MAPK-
Signalweg. ASML"'- und ASML"'-Zellen wurden mit siRNA (c-Met, p4) behandelt und mit
HA, HGF und LNS stimuliert. Die Zellen wurden in 1% Triton-X-100 lysiert und in einem 10
%igen Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit den spezifischen
Antikorpern und einem HRP-markierten Sekundirantikorper detektiert.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass nach Stimulation von ASML"-Zellen mit HGF und
unter Zugabe von SuM des c-Met-Inhibitors SU11224 eine Verminderung der Aktivierung
von c-Met und ERK zu beobachten war. Stattdessen wurde eine Aktivititsabnahme von Akt
teilweise erst mit 100uM c-Met-Inhibitor SU11224 erreicht. 10uM des c-Met-Inhibitors
SU11224 zeigte keinen Effekt auf die Akt Phosphorylierung. Ahnliche Aussage lieBen sich
nach Stimulation von HA an ASML"'-Zellen wihrend der c-Met Inhibierung machen. Auch
hier war eine Abnahme der Phosphorylierung von c-Met und ERK zu beobachten, aber nur

teilweise von Akt (Abb. 3.9.3A).

Sowohl durch die Aktivierung des PI3K/Akt-, als auch durch den MAPK-Signalweg, kam es
zu HA, HGF und LNS5 stimulierter Apoptose-Resistenz und zur Aktivierung CD44v6-
abhéngiger anti-apoptotischen Signalmolekiilen. Die CD44v6-vermittelte Signalweitergabe
wurde durch die Assoziation mit a6B4 verstiarkt und bendtigte essentiell die Hilfe von c-Met.
Weiterhin wurde der grenzwertige Effekt der c-Met Inhibierung auf die Akt Phosphorylierung
dadurch bekriftigt, dass zwar die Stimulierung durch HA, HGF und LNS5 zur Aktivierung des
PI3K/Akt- und MAPK-Signalweges fiihrte, die beiden Signalwege aber nicht verbunden sind.
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Um diesen Befund weiter zu untersuchen, wurden ASML"“-Zellen mit HA und HGF
stimuliert und in Gegenwart des PI3K-Inhibitors Ly294002 und des Raf Inhibitors GW5074
auf die unabhingige Aktivierung des PI3K/Akt- und des MAPK-Signalweges iiberpriift.
Obwohl die Inhibierung von Akt deutlicher in HA, als in HGF stimulierten ASML"Y-Zellen zu
beobachten war, geniigten schon 50uM des PI3K Inhibitors Ly294002, um eine Aktivierung
von Akt zu verhindern. Im Gegensatz konnte durch Ly 294002 nur eine teilweise Inhibierung
von c-Met und ERK erzielt werden (Abb. 3.9.3B). Der Raf Inhibitor GW5074 unterdriickte
bereits bei einer Dosis von 1,0uM c-Raf Expression und ERK Phosphorylierung. Die
Aktivierung von Akt war nicht beeintrichtigt (Abb. 3.9.3C).

Die Aktivierung beider Signalwege, sowohl des PI3K/Akt, als auch des Ras-Raf-MAPK
Pathways spielten eine Rolle beim Uberleben von ASML"-Zellen und waren nicht
miteinander verbunden. Die Aktivierung beider Signalwege verlduft teilweise tiber CD44v6,

dass das Zusammenspiel mit a6p4 und c-Met verstérkt.
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Abbildung 3.9.3: Einfluss des c-Met-Inhibitors (SU11224), des PI3K-Inhibitors (Ly294002) und des c-Raf-
Inhibitors (GW5074) auf die Aktivierung des PI3K/Akt- und des MAPK-Signalweg.
ASML"Zellen wurden mit HA oder HGF in Gegenwart der Inhibitoren stimuliert. Die Zellen
wurden in 1% Triton-X-100 lysiert und in einem 10 %igen Gel aufgetrennt, auf eine
Nitrocellulosemembran geblottet und mit den spezifischen Antikorpern und einem HRP-
markierten Sekundérantikorper detektiert.
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4. Diskussion

CD44 variante Isoformen (CD44v) konnen wesentlich zu lymphogener Metastasierung
beitragen. Fiir meine Arbeit benutze ich stabile CD44v knockdown Klone der
metastasierenden Tumorlinie BSp73ASML. Der Verlust der Expression varianter CD44
Isoformen geht mit einem Verlust der Metastasierungsfihigkeit einher, und ist durch einen
signifikanten Verlust der Apoptoseresistenz gekennzeichnet. Weiterhin ist bekannt, dass die
Bildung von Metastasen durch die Etablierung einer primetastatischen Nische unterstiitzt
werden kann (Bissell und Labarge, 2005, Yilmaz et al., 2007, Bidard et al., 2008). Ob
einzelne Faktoren, welche von der Tumorzelle abgegeben werden, ausreichen um die
Ausbildung einer pridmetastatischen Nische einzuleiten, war ein weiterer Aspekt meiner
Arbeit. Wir haben die Arbeitshypothese aufgestellt, dass CD44v-Isoformen Faktoren
freisetzen, die an der Bereitstellung einer prametastatischen Nische beteiligt sind. Ich zeigte,
dass Tumorzellen in Abhingigkeit von CD44v6 eine Matrix bereitstellen, die zusammen mit
Exosomen die Metastasierung erleichtern kann. Desweiteren wirkt diese Matrix auf die
Tumorzelle zuriick, so dass die Tumorzelle iiber ein gesteigertes Migrationspotential und
erhohte Apoptoseresistenz verfiigt. Mogliche Ursachen dieser Beobachtungen und speziell die

Rolle von CD44v6 bei diesen Prozessen mochte ich kurz diskutieren.

4.1 Unterschiedliche Proteinexpression von ASMLY- und

ASML*-Lysaten, loslicher Fraktion und Exosomen.

4.1.1 ASML"IF vs. ASML*.IF

In fritheren Untersuchungen wurde in unserem Labor gezeigt, dass die ASML"-IF
eine adhisive Subfraktion beinhaltet, welche vornehmlich Matrixproteine enthilt die auch in
der entsprechenden ASML"-Fraktion nachgewiesen wurden. Die entsprechende ASML*-
Fraktion ist aber nicht adhésiv (Klingbeil et al., 2009). Aufgrund dieser Beobachtung erschien
es wichtig Unterschiede in der von ASML" und ASML" freigesetzten Matrix zu definieren.
Als Kontrolle dienten Lysate der beiden Zelllinien. Dariiberhinaus schloss ich in diese

differentielle Analyse Exosomen mit ein.
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Die deutlichsten Unterschiede traten in den 16slichen Fraktionen auf. Ich konnte zeigen, dass
in der ASML"Y-IF sowohl CD44v6 als auch c-Met, B4, HAS3, C3 und uPAR vorkommen,
nicht aber in der ASML*LIF.

Die funktionellen Unterschiede in der Migration und Apoptoseresistenz kdnnten zum einen
durch die reduzierte HAS3 Expression in der ASMLY-IF beruhen, und/oder durch die
gesteigerte HYAL-AKktivitit in der ASML"-IF unterstiitzt werden. Die Funktion der HA
variiert sehr stark mit der Lange (Stern et al., 2006). Aufgrund der reduzierten Prisenz von
MMP13, MMP9, MMP2 und uPA in der 16slichen Fraktion und der Matrix von ASMLK
Zellen, konnen wir zudem von einer verianderten Matrixbildung von ASML". vs. ASML*.
Zellen ausgehen. Auch die verringerte c-Met Expression auf ASML"-Zellen, sowie das
Fehlen von c-Met in der ASML"-IF konnte fiir die geringe Metastasierung der ASML*-
Zellen von Bedeutung sein. So wurde gezeigt, dass aktiviertes c-Met das Uberleben von
Zellen sowie EMT, Adhésion und Migration unterstiitzt. Weiterhin trigt es zur Angionese von
Tumoren bei (Comoglio et al., 2008). Orian-Rousseau et al. (2002) zeigte auch, dass CD44v6
die Aktivierung von c-Met iiber HGF einleiten kann. Dementsprechend kommt es durch den
CD44v knockdown zu einer deutlich reduzierten Aktivierung von c-Met. Die Konsequenz
daraus ist eine reduzierte Transkription von c-Met und c-Met-assoziierter Gene. Eines der
Gene, dessen Transkription von c-Met abhingig ist, ist uPAR. Die Expression von uPAR ist
in ASML"-Zellen reduziert und in der 16slichen Fraktion von ASML"-Zellen mittels WB
nicht nachweisbar. Der CD44v knockdown kann auch aktiv zur reduzierten uPAR Expression
beitragen, da die Bindung von HA an CD44 die uPAR Transkription reguliert (Kobayashi et
al., 2002). UPAR ist iiber die Bindung an uPA in die Plasminogen-Aktivierung involviert und
assoziiert mit verschiedenen Integrinen, dem epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR),
PDGR, Caveolin und Vitronektin (VN). Dadurch kommt es unter Mittwirkung von FAK, Src,
Akt und Ras zur Initilerung von Signaltransduktionskaskaden (Mazar, 2008). Somit kann
uPAR {iber die Bindung an uPA, das in der ASMIL*-Matrix mittels Immunfloureszenz und
WB nicht nachgewiesen werden konnte, zur Prédparation der prametastatischen Nische
beitragen. Die Bindung von uPAR an Integrine und den EGFR unterstiitzt durch die
Aktivierung von ERK die Migration (Mazzieri et al., 2006). In ASML"'-Zellen konnte eine
Ko-Immunprizipitation von CD44v6 mit c-Met und uPAR nach Quervernetzung beobachtet
werden (Daten nicht gezeigt). Diese Befunde gehen mit der zuvor gestellten Arbeitshypothese
einher und unterstiitzen die zentrale Rolle von CD44v6 bei der Generierung einer
Tumorumgebung, die einen starken Einfluss auf die Prédparation einer pridmetastatischen

Nische hat. C3 konnte, obwohl es auf Exosomen exprimiert ist, nicht in der ASMLYLIF
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nachgewiesen werden. C3a konnte als Anaphylatoxin fiir die Priparation einer
prametastatischen Nische wichtig sein. C3b kann Exosomen durch Bindung an den CD11b-

Rezeptor zu Makrophagen rekrutieren (Wysoczynski et al., 2007).

In diesem Zusammenhang sei ganz besonders auf die CDI11b+-Kluster in den
prametastatischen Organen konditionierter Tiere hingewiesen. Es wurde gezeigt, dass bei
Brustkarzinomen Makrophagen fiir die Prdparation der prametastatischen Nische eine
wichtige Rolle spielen (Erler et al., 2009). Mit Hilfe immunhistologischer Untersuchungen
konnte ich eine Anreicherung von Makrophagen sowohl in drainierenden Lymphknoten als
auch in der Lunge nachweisen. Es wird davon ausgegangen, dass Makrophagen durch Tumor-
sezernierte Faktoren wie SI00A8 und S100A9 angezogen werden (Hiratsuka et al., 2008). In
unserem Modell konnten Makrophagen durch C3 rekrutiert werden. Diese Unterschiede
zwischen ASML". und ASML"-IF gehen mit dem Befund einher, dass vorzugsweise die

ASML"IF die Migration und Apoptoseresistenz der Zielzellen unterstiitzt.

4.1.2 ASML"-Exosomen vs. ASML"-Exosomen

Sowohl Janowska-Wieczorek et al. (2005) als auch Hao et al. (2006) zeigten, dass
Exosomen bei der Bildung von Metastasen eine wichtige Rolle spielen konnen. Ich konnte
zeigen, dass auch ASML"-Exosomen einen Beitrag zur Priiparation einer primetastatischen
Nische leisten. Dies galt, wenn auch in abgeschwiichter Form auch fiir ASML"-Exosomen.
Deshalb gehen wir davon aus, dass CD44v nicht in die Expression von Exosomenproteinen,
welche fiir die Prédparation der Nische nétig sind, involviert ist. Dies schliet nicht aus, dass
Komponenten betroffen sind, die die Effektivitit der Exosomen verstirken. Ich méchte fiir die
weiter Diskussion in Bezug auf die Nischenpriparation zwischen ,essentiellen* und
Lunterstiitzenden* Exosomenproteinen unterscheiden. Die Analyse mittels WB ergab, dass
sowohl die Expression der Tetraspanine CD9, CD151 (Daten nicht gezeigt) und D6.1A als
auch die der D6.1A-assoziierten Proteine EWI-F, CD13, INS-2, CD49c (Daten nicht gezeigt),
EpCAM und Claudin-7 auf ASML"-Exosomen unverindert war. Im Hinblick auf das

unverinderte ,, Tetraspanin-web* wird es wahrscheinlich, dass:

i) die Einstiilpung von Caveolin- oder Clathrin-coated pits (Erler et al., 2009), nicht aber die
von TEMs, durch CD44v* beeinflusst wird, aber
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ii) TEM-abgeleitete Exosomen essentiell fiir die Pridparation einer primetastatischen Nische

sind.

Es ist bekannt, dass Tetraspanine an Fusionsprozessen (Rubinstein et al., 2006, Zoller, 2009)
beteiligt sind. Deshalb erscheint es moglich, dass sie in die Zielzelltargetierung involviert
sind. Die unverinderte Expression von Integrinen einschlieBlich CD11b (Daten nicht gezeigt),
der Integrinliganden Fibronektin (FN, Daten nicht gezeigt) und Laminin-5 in ASML"-
Exosomen kann zusammen mit der ASML"-IF zusitzlich Metastasierung unterstiitzen. So
scheint es, dass der CD44v* die Expression einiger nicht TEM-assoziierter ,,unterstiitzender*
Exosomenproteine verdndert. Da diese Proteine unverdandert auf den ASML-Zellen vorliegen,
wiirde dies bedeuten, dass Unterschiede in der Ausbildung von MVB zugrunde liegen. Ein
Protein, welches auf ASML"-Exosomen reduziert ist, ist Annexin5. Dies bindet an
Phosphatidylserin und spielt dabei eine wichtige Rolle in der apoptotischen Signalweitergabe
(Reutelingsperger und Heerde, 1997). Aber auch Annexin2 (Daten nicht gezeigt), ein hoch
affiner Rezeptor fiir Plasmin und Tenaskin (Sharma und Sharma, 2007), ist auf ASMILKL
Exosomen reduziert exprimiert. Weitere Proteine, die auf ASML"-Exosomen reduziert
vorliegen, sind HSP, einschlieBlich HSP-1. Diese konnen Signalkaskaden durch Bindung an
Toll-like- und andere Rezeptoren einleiten (Capello et al., 2008). Auch TSP, welches an der
Inhibierung der Tumorangiogenese beteiligt ist und unkontrolliertes Wachstum fordert
(Kazerounian et al., 2008, Kang und Watnick, 2008), war auf den Exosomen von ASMILKL
Zellen reduziert. Auch PGK-1 als ,unterstiitzendes* Exosomenprotein ist auf ASMLX-
Exosomen verringert exprimiert. Hochregulation von PGK-1, als Antwort auf oxidativen
Stress, korreliert mit einer schlechten Prognose (Jang et al., 2008). Der auffilligste Befund ist
das Fehlen von HGF auf den ASML"-Exosomen. Dies konnte wesentlich zur schwicheren
Effektivitit der ASML"-Exosomen beitragen. In der Tat konnte ein signifikanter Anstieg der
Proliferation von Lymphknoten-Stroma-Zellen und Lymphozyten durch Zugabe von HGF
beobachtet werden. Jedoch war der Anstieg bei den ASML"-Exosomen geringer als bei den
ASML"-Exosomen. Des Weiteren fordert HGF nach Ko-Kultur mit ASML*-Exosomen auch
die Proliferation von Fibroblasten, Endothel- und Knochenmarkszellen. Aufgrund der hohen
Expression von HGF auf ASML"“-Exosomen kann die Expression sowohl von
Wachstumsfaktoren als auch deren Rezeptoren in potentiellen Zielzellen hochreguliert
werden. Dabei kommt es zu einer Proliferationssteigerung. Ob an diesem Prozessen auch die
Weitergabe und Translation exosomaler mRNA oder exosomalen siRNA ,silencing®
(Zakharowa et al., 2007) beteiligt ist, muss noch gekldrt werden. Ersteres konnte die VEGFR-

Expression an Endothelzellen erkldren.
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Letzteres die Runterregulation des VEGF, des von Willebrand Faktors und TSP. Beides
wurde nur nach Ko-Kultur mit Exosomen beobachtet. Die Runterregulation von VEGF
konnte womoglich die schwache Vaskularisierung des ASML-Tumors erkldaren (Matzku et
al., 1983), was aber weiterer Untersuchungen bedarf. In der Tat wurde nach Behandlung mit
ASML"Y.kKM ein auffilliger Anstieg der Vaskularisierung primetastatischer Organe

festgestellt.

Um diese und weitere Fragen zu beantworten, wiirde eine differentielle Analyse der ASML"-
und ASML"- exosomalen mRNA und miRNA, aber auch der selektive knockdown weiterer
interesanter Gene auf ASML"Y-Zellen helfen. AbschieBend sei erwihnt, dass das
unterschiedliche Ansprechverhalten der potentiellen Zielzellen wahrscheinlich durch
Unterschiede im Aktivierungsstatus der Gene in den verschiedenen Zellen und/oder der
selektiven Natur der Exosomen/Wirt-Interaktion bedingt ist (Fevrier und Raposo, 2004,
Johnstone, 2006).

4.1.3 ASML"-Matrix vs ASML"-Matrix

Ich hatte aufgezeigt, dass die metastasierende Tumorzelle mit dem umliegenden
Gewebe zur Vorbereitung einer primetastatischen Nische kommunizieren kann. Dies deutete
darauf hin, dass es nicht nur mit dem umgebenden Gewebe zu einem
Kommunikationsaustausch kommt, sondern moglicherweise auch von der Matrix mit der
Tumorzelle. Im Gegensatz zu den Exosomen, wird die Zusammensetzung der l6slichen
Matrix signifikant durch CD44v6 beeinflusst. Ich werde nun im Folgenden diskutieren, in
wieweit der Aufbaus der Matrix (16sliche Fraktion und adhisive Subfraktion) von CD44v
abhédngt und wie diese CD44v-abhinige Matrix die Migration und Apoptoseresistenz von
ASML"™-Zellen beeinflusst. Ich hatte gezeigt, dass in ASML-Zellen durch einen CD44" die
c-Met, uPAR und HAS3 Transkription und/oder Expression beeinflusst wird.
Dementsprechend konnten diese drei Molekiile nicht in der ASML*-Matrix detektiert
werden. Die Expression von a6p4 ist auf den ASML"-Zellen reduziert und fehlt in der
ASML"-Matrix. Eine ganze Reihe von Proteasen lagen in der ASML"-Matrix reduziert vor,
wie die schon beschriebenen MMP13, 9, 2 und uPA, aber auch CD13, die 2 hrta
Serinpeptidase und Chaperone, die fiir den Abtransport falsch gefalteter Proteine sorgt

(Clausen et al., 2002).
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Die reduzierte Expression all dieser Proteasen in der ASMLkd—Matrix, kann zu einer

Verinderung des Autbaus der Tumorzellmatrix beitragen.

Ein zusitzliches Protein, welches vermehrt in der ASML"-, nicht aber in der ASML*-Matrix
vorkam, ist der Hepatoma-abgeleitete Wachstumsfaktor (,,hepatoma-derived growth factor,
HDGF). HDGF stimuliert das Wachstum von Fibroblasten, Endothelzellen und glatten
GefiBmuskelzellen. Weiterhin unterstiitzt es die Angiogenese, das Durchdringen von
Matrigel, es schiitzt vor Apoptose und unterstiitzt die Rekrutierung mesenchymaler
Stammzellen. Eine hohe Expression des Wachstumsfaktors HDGF wird in
Pankreaskarzinomen mit einer schlechten Prognose in Verbindung gebracht (Tsang et al.,
2008). Weitere differentielle Unterschiede in der Matrix von ASML™ vs. ASMLkd—Zellen, ist
die Anreicherung von Enolase-1, Clusterin und des ECM Protein-1. Clusterin ist ein
Chaperon-ihnliches Molekiil, das vor Apoptose schiitzt. Die 16sliche Form beeinflusst die
Sekretion von Chemokinen und initiiert die Stromaentwicklung, was die interzellulédre
Kommunikation verdandert. ECM-1 ist ein Glykoprotein, das mit Perlecan, Fibulin-1C/D und
MMP?9 interagiert und in den Prozess der Angiogenese involviert ist (Sercu et al., 2008). Dies
konnte neben dem schon erwihnten Einfluss von VEGF die schwache Vaskularisierung des
ASML-Tumors erkldren. Enolase-1 ist ein Plasminogenrezeptor, von dem an Mé&usen und
humanen Zellen gezeigt wurde, dass er die LPS-induzierte Invasion von Monozyten in die
Lunge vermittelt (Plow und Das, 2009). Am wichtigsten ist jedoch der Befund, dass die
ASML"-Matrix mehr HA enthilt als die ASML"-Matrix. Dies entspricht der stirkeren
Expression von HAS3 in den ASML"-Zellen. Von HAS?3 ist bekannt, dass es den malignen
Phinotyp bosartiger Tumoren begiinstigt (Adamia et al., 2005). Die in der ASML"'-Matrix
nachgewiesene HA hat eine groflere molekulare Masse, als die HA in der entsprechenden
ASML"-Matrix. Dies steht im Einklang mit der Beobachtung, dass in der ASML"‘-Matrix
eine hohere HYAL-AKktivitit gemessen wurde. In diesem Zusammenhang mochte ich
erwihnen, dass die funktionellen Eigenschaften von HA betridchtlich mit der Grofle variieren
(Stern et al., 2006). Die deutlich hervorgehobene Degradierung von HA in der ASML"-

Matrix kénnte im Vergleich zu der ASML"-Matrix zu deren Ineffizienz fiihren.

Neben der HA ist auch noch der Integrinligand Laminin-5 in der Matrix von ASML"-Zellen
reduziert. Laminin-5 bindet entweder iiber a3p1 Integrine an fokalen Adhisionspunkten an
die Zelle, oder aber interagiert mit a6PB4, was zu stabilen Verbindungen fiihrt, welche

Hemidesmosomen-Proteine enthalten.
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Laminin-5 unterstiitzt durch die Bindung an P4-Integrine die RACI1-GTPase-vermittelte
Migration und das Expressionslevel von Laminin-5 korreliert stark mit der
Tumorzellinvasion. In einem humanen Plattenepithelkarzinom-Modell wurde ein essentieller
Zusammenhang von Laminin-5, a6B4 und Kollagen VII gezeigt, der die Tumorgenese iiber

die Aktivierung der PI3K ansteuert. (Marinkovich, 2007).

4.2 Kooperation von Exosomen mit der 16slichen Fraktion

und der Einfluss auf die Zielzellen.

Die Bildung von Metastasen durch ASML"-Zellen wurde sehr stark durch das
ASML"-KM und weniger effizient durch einen Mix aus ASML"-IF und ASML*-Exosomen
unterstiitzt. Die ex vivo Analyse der drainierenden Lymphozyten bestitigte, dass kein
signifikanter Unterschied in der Expression des Lymphozyten-Markerprofils durch ASML"'-
IF induziert wurde. AusschlieBlich die ASMLY-, aber nicht die ASML"-Exosomen
begiinstigen einige Veridnderungen, wie zum Beispiel eine Erhohung des Anteils an CD11b+
Zellen. Stattdessen hatte das ASML""-kM in vivo und in vitro einen ihnlichen Einfluss auf die
Proteinexpression der Zielzellen. Dies bedeutet, dass Exosomen essentielle Botschaften fiir
die Prédparation der primetastatischen Nische enthalten, welche, werden sie nicht durch die
l6sliche Fraktion oder Matrix unterstiitzt, nicht iibermittelt werden oder die primetastatischen
Organe nicht erreichen konnen. Ich konnte zeigen, dass die ASML""-IF, im Gegensatz zu der
ASML*-IF, CD44v6, c-Met, uPAR und C3 enthilt, was wiederum die Adhision, Migration
und Apoptoseresistenz in vitro unterstiitzt. Die Matrix kann als Speicher fiir Exosomen
dienen. Dies wurde durch den Nachweis von HGF bekriftigt. Zum Erreichen des Ziels dienen
Proteasen wie MMP2, 9, 13 und uPA, die reichhaltig in der l6slichen Fraktion vorkommen.
Die adhidsive Fraktion konnte, obwohl sie keine peritumorale Matrix ausbildet, sich an das

lymphatische Endothelium anheften und dabei als Gleitschiene fiir Exosomen dienen.

In diesem Zusammenhang mochte ich bemerken, dass das ASMLY'-kM/die 16sliche Fraktion
plus die Exosomen Verinderungen im pridmetastatischen Organ hervorrufen, welche sich
weitgehend mit der Charakterisierung der primetastatischen Nische in murinen Modellen
decken. Den Einfluss der 16slichen Fraktion und hier besonders von CD44v auf den Transport

von Exosomen und deren Aktivitit konnten weiter Experimente fordern.
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Zusammenfassend mochte ich feststellen, dass die Metastasierungsfihigkeit durch einen

selektiven knockdown von CD44v in einem stark metastasierenden Pankreasadenokarzinom

erheblich reduziert wurde. Ich habe gezeigt, dass CD44v fiir den Aufbau einer 16slichen

Matrix, die in Kooperation mit Exosomen als Hauptakteure,

Lymphozyten, Stroma- und

die Aktivierung von

Endothelzellen im priametastatischen Organ unterstiitzt. Dabei

sind die Exosomen essentiell auf Hilfe durch die 16sliche Fraktion angewiesen, welche als

Exosomentriger und/oder als Reservoir fiir Wachstumsfaktoren, Chemokinen und Proteasen

dienen kann (Abb. 4.2).
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Abbildung: 4.2:

Hypothese der Beteiligung von CD44v an der Priparation der primetastatischen
Nische. A) CD44v-positive Tumorzelle sezerniert Exosomen und 16sliche Faktoren
die zuerst in die drainierenden Lymphknoten gelangen und so dort ihre Botschaft
abgeben um die Proliferation der Stromazellen, die Leukozytenaktivierung sowie die
Mobilisierung hédmatopoetischer Progenitorzellen stimulieren. Dies fiihrt zur
Hochregulation von Wachstumsfaktoren/Rezeptoren und der Freisetzung von
Proteasen. B) Exosomen und 16slichen Fraktion, welche die adhisive Fraktion
(Matrix) enthalt.
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4.3 FEinfluss der Tumormatrix auf die CD44v6-vermittelte

Migration und Apoptoseresistenz.

4.3.1 Matrix-initiierte Migration

Eine adhisive Subfraktion der ASML"'-Matrix unterstiitzt die Adhision von ASML"'-
und ASML"-Zellen, wobei die Zellen iiber einen Integrinliganden, also CD44v6 unabhingig
mit der Matrix interagieren (Klingbeil et al., 2009). Hingegen werden migratorische Stimuli
der Matrix iiber CD44v6 vermittelt. Weder AS- noch ASML"'-Zellen erhalten einen die
Migration fordernden Stimulus iiber die ASML"-Matrix. Dennoch kann die
Transwellmigration von ASML"-Zellen nicht nur iiber anti-CD44v6, sondern auch iiber anti-
c-Met und anti-a6p4 inhibiert werden. In umgekehrter Weise stimuliert HA, HGF und
Laminin-5 die Migration von ASMLY'-, nicht aber von ASML*_Zellen. Dies bedeutet, dass
die Liganden/Rezeptor-Interaktion von CD44v6, c-Met und a6p4 zur Migration der Zellen
beitriigt. Jedoch ist der Ubergang zum migratorischen Phinotyp essentiell von CD44v6
abhingig. Die Signaltransduktion wird also durch das Zusammenwirken der drei Molekiile
unterstiitzt, was ich mittels Ko-Immunprézipitation nachweisen konnte. Aber auch andere
Gruppen (Bertotti und Comoglio, 2003, Orian-Rousseau et al., 2007, Tremmel et al., 2009)
haben die Assoziation von CD44v6, c-Met und a6f4 sowie deren Bedeutung fiir die
Signaltransduktion beschrieben. Unabhingig vom initiierenden Stimulus verlduft die
Signalweitergabe unterhalb von CD44v6 in Richtung einer Phosphorylierung und damit zur
Aktivierung von ERM-Proteinen ab, die mit einer Assoziation von CD44 und ERM Proteinen
einhergeht. Des Weiteren habe ich Phosphorylierung der CD44-assoziierten Src-Kinase

beobachtet, die von einer Rekrutierung und Phosphorylierung von FAK, begleitet wird.

Auch die Phosphorylierung der Integrin P4-Kette kann durch die Bindung der PTB
(Phosphotyrosin-bindende)-Doméne von shc zur Migration beitragen. Aktiviertes shc
rekrutiert Grb/SOS und aktiviert Ras (Pelicci et al., 1995, Dans et al., 2001). C-Met bindet
direkt shc und src, was wiederum zur Aktivierung von FAK fiihrt. Durch Gabl-Bindung
kommt es zur Aktivierung vieler Signalkaskaden, wie zum Beispiel des MAPK-Signalweges
(Bardelli et al., 1992, Sachs et al., 2000, Benvenuti und Comoglio, 2007, You und McDonald,
2008, Knudsen und Vande Wounde, 2008). Meine Daten schliefen einen direkten Beitrag von
c-Met und a6B4 zu Matrix-initiierter Migration nicht aus. Sie veranschaulichen jedoch einen

essentiellen Beitrag von CD44v6.
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Ich konnte zeigen, dass nur ASML"Y-Zellen auf eine Stimulation von HA, HGF und LNS5,

sowie der ASML"-Matrix als der natiirlichen Tumorzellumgebung, ansprechen (Abb. 4.3).

4.3.2 Apoptoseresistenz durch CD44-abhiingige Aktivierung des
MAPK- und PI3K/Akt-Signalweges.

Neben migratorischem Potential ist Apoptoseresistenz eine wesentliche Eigenschaft
metastasierender Pankreaskarzinomzellen. Ich konnte in meiner Arbeit zeigen, dass CD44v6
positive Zellen nicht aber ASML-CD44v**-Zellen vor Cis-Platin-induzierter Apoptose durch
die ASML"-Matrix geschiitzt werden. Jedoch wurde der Apoptoseschutz auf den ASML-
Zellen durch einen selektiven knockdown von c-Met und 4 mittels siRNA aufgehoben.
Diese Befunde belegen einen essentiellen Beitrag von CD44v6 zur Apoptoseresistenz von
ASML-Zellen, wobei als initiierendes Agens c-Met von zentraler Bedeutung erscheint. Bevor
ich diesen Befund im Detail diskutiere mochte ich darauf hinweisen, dass bekannt ist, dass
ASML-Zellen keine MDR-Gene exprimieren (Klingbeil, 2007). Es war auch bekannt, dass
CD44v6 zumindest in ASML-Zellen keinen Einfluss auf Rezeptor-mediierte Apoptose

ausiibt. Dies konnte ich mittels der Aktivierung der Caspase-8 bestitigen.

Stattdessen kommt es unter Cis-Platin Behandlung in ASML-Zellen zur vermehrten
Ausschiittung von Cytochrom C ins Cytosol und der damit einhergehenden gesteigerten
Aktivierung pro-apoptotischer Molekiile, wie der Caspase-9 und Caspase-3. Durch
Stimulation von ASML"-Zellen mit HA, HGF und Laminin-5 wird hingegen die Aktivierung
anti-apoptotischer Proteine in Gang gesetzt. So kommt es zu Phosphorylierung und dadurch
zur Inaktivierung von BAD. Nicht phosphoryliertes, inaktives BAD ist an die anti-
apoptotischen Molekiile Bcl-XI und Bcl-2 gebunden. Aktivierung von Akt fithrt zur
Phosphorylierung von BAD. Dadurch werden die anti-apoptotischen Molekiile Bcl-XI und
Bcl-2 freigesetzt, die die Apoptoseresistenz der Tumorzelle nachhaltig unterstiitzen (Datta et
al., 1997). Ich mochte darauf hinweisen, dass in ASML"-Zellen Bcl-XI so nachhaltig
aktiviert wird, dass es selbst nach Cis-Platin Behandlung detektiert wird.

Es ist bekannt, dass die Aktivierung anti-apoptotischer Proteine nicht auf CD44v6 beschrinkt
ist, sondern auch durch Aktivierung von c-Met und a6B4 eingeleitet werden kann. Die
Phosphorylierung von direkt c-Met assoziiertem STAT3 (Bourguignon et al., 1998) und Src
(Bardelli et al., 1992), welches auch mit CD44 interagiert (Bourguignon et al., 2001, Li et al.,
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2001) war nach Stimulation von c-Met mit HGF, obgleich nur in ASML"Y-Zellen, am
starksten ausgeprigt. Die Aktivierung von PKC konnte mit allen drei Stimuli erzielt werden.
Zusitzlich konnte ich zeigen, dass es durch Stimulation von CD44v6, c-Met und a6p4 zu
einer Assoziation von c-Met mit Gabl kommt und dies verstirkt in ASML"'-Zellen. Diese
Befunde unterstiitzten unsere Hypothese, dass die Matrix-unterstiitzte Apoptoseresistenz iiber
c-Met, aber auch iiber CD44v6 oder a6fB4 eingeleitet werden kann, die Signalwege aber
konvergieren. Am Beispiel des MAPK- und PI3K-Signalweges, zweier Hauptsignalwege fiir
den Apoptoseschutz, habe ich dies verdeutlicht. Mit Hilfe von Inhibitoren habe ich versucht,
den Einfluss beider Signalwege auf das Uberleben der Zellen zu untersuchen. Nach
Stimulation durch HA und HGF wurde die Aktivierung von Akt nur geringfiigig in
Gegenwart des c-Met- und Raf-Inhibitors gemindert. Ahnliches wurde bei der Aktivierung
von ERK in Gegenwart des PI3K-Inhibitors nach Stimulation mit HA und HGF beobachtet.
Der PI3K-Inhibitor unterbindet am effizientesten die Aktivierung von Akt. Ich interpretiere
diese Befunde in dem Sinne, dass sowohl der MAPK-Signalweg als auch der PI3K-Signalweg
unabhingig voneinander nach Ligandenbindung an CD44v6, c-Met und o634 zum Schutz vor

Apoptose in ASML-Zellen aktiviert werden.

Unabhiéngig von der Aktivierung zwei anti-apoptotischer Pathways bestétigen diese Daten
auch in Ubereinstimmung mit Untersuchungen in weiteren Tumormodellen, dass iiber
CD44v6, c-Met und a6B4 (Orian-Rousseau et al., 2002 und 2007, Bertotti und Comoglio,
2003, Tremmel et al., 2009) bzw. iiber c-Met und a6p4 (Bertotti und Comoglio, 2003, Klosek
et al., 2009) initiierte Signale koordiniert weiter geleitet werden. Der essentielle Beitrag von
CD44v6 wird durch die Tatsache belegt, dass ASML* Zellen weder durch die ASML"-
Matrix, noch durch HA, HGF und Laminin-5 vor Apoptose geschiitzt werden konnen. Man
weiss, dass TEMs Andockstellen fiir Kinasen und weitere Adaptorproteine darstellen
(Hemmler, 2005, Lingwood und Simons, 2010). Ob nun die Bildung des
Signaltransduktionskomplexes aus CD44v6, c-Met und a6p4 in TEMs lokalisiert ist, sollte
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. Unsere Hypothese wird dadurch bekriftigt, dass
Tetraspanine, wie zum Beispiel das D6.1A (Tspan 8) mit c-Met, CD44 und a6p4 assoziieren
(Herlevsen et al., 2003, Kuhn et al., 2007, Klosek et al., 2009, Yanez-M¢ et. al., 2009).
CD44v6 tragt in vielen Malignomen zur Tumorprogression bei. In meiner Arbeit konnte ich
zeigen, dass dies zumindest teilweise darauf zuriickzufiihren ist, dass CD44v6 eine essentielle
Rolle bei der Bildung einer Tumormatrix spielt, welche in einer Art ,.feed back loop*

Tumorzellmigration und Apoptoseresistenz beeinflusst.
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Bedingt durch die Assoziation der drei Molekiille CD44v6, c-Met und a6B4, erhalten die
Zellen die Initialziindung fiir den Ubergang zu einem migratorischen Phénotyp, aber auch zur
Hochregulation anti-apoptotischer Molekiile. Konvergierende Signale unterhalb von CD44v

werden nur in CD44v6-positiven Tumorzellen effektiv aktiviert.

Letztlich bedeutet dies, dass CD44v6 die Aufbereitung einer Tumormatrix unterstiitzt, die
Préaparation einer prametastatischen Nische einleitet und zum anderen CD44v6 iiber diese
Matrix Signale empféngt, die Migration und Apoptoseresistenz der Tumorzellen unterstiitzen

(Abb. 4.3).
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4.4 Perspektiven

Ausgehend von dem Befund, dass die Expression von CD44v6 zu einer erhohten
Metastasierung und Apoptoseresistenz von Tumorzellen fiithrt, und sezernierte 10sliche
Faktoren in Kooperation mit Exosomen einer stark metastasierenden Tumorzelllinie
ausreichen, um eine primetastatische Nische zu bilden, ergeben sich eine Reihe notwendiger,
weiterfiihrender Studien, deren Resultate Hinweise fiir eine therapeutische Relevanz geben
konnen. Als erstes sollte die Frage geklirt werden, welche mRNA und miRNA in den ASML-
Exosomen vorhanden sind und auf welche Weise die Exosomen mit den Zielzellen
interagieren. Auch die Frage welche Zielzellen bevorzugt von Exosomen angesteuert werden,

sollte geklart werden.

Wenngleich Exosomen als wesentliches Element des Datentransfers angesehen werden
miissen, war ihre Effektivitit in vivo essentiell von einer im Aufbau von CD44v6 bestimmten
Matrix abhédngig. Die von mir postulierte Transporterfunktion der Matrix ist bisher vollig
ungeklirt. Der Aufbau dieser Matrix, das HA-Grundgeriist sowie Einbau und Freigabe von
Proteasen, Wachstumsfaktoren oder auch Exosomen-fordernde Aufgabe sollten mit Hilfe
neuester Hochauflosungsverfahren in Angriff genommen werden. Dies betrifft auch einen drei
Fragenkomplex, wie nutzt die Tumorzelle ihre Matrix zur Verankerung, Motilitit und
Feedback Information. Selbst Techniken wie AFM konnen hierbei nur die Spitze des Eisbergs

zur Kliarung auf molekularene Ebene abdecken.

Ein letzter mir personlich besonders wichtiger Aspekt ist, wie eine Spleilvariante eines
Adhisionsmolekiils ohne Signalfunktion eine so zentrale Rolle in der Aktivierung von
Rezeptortyrosinkinasen und in der Zusammenfiihrung von Signalkaskaden zukommen kann.
Dies ist umso bedeutender, da sich die zytosolische Domine mit der potentiellen
Bindungsstelle fiir Proteintyrosinkinasen zwischen CD44s und CD44v6 nicht unterscheidet
und sich CD44-Isoformen nur durch =zusitzlich eingefithrte Exonprodukte in der

extrazellularen Domine unterscheiden.
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5. Zusammenfassung

Ausgangspunkt meiner Arbeit war die Beobachtung, dass durch einen knockdown
(ASML") varianter CD44 Isoformen (CD44v) die Metastasierungskapazitit der Ratten
Pankreaskarzinomzelllinie BSp73ASML (ASML"™) stark reduziert wird. Im ersten Teil
meiner Arbeit {iberpriifte ich, ob sich dieser Befund auf eine Beteiligung von CD44v an der
Vorbereitung einer prdmetastatischen Nische zuriickfiihren ldsst. Wiederholte Applikation
von ASML"Y-, nicht aber von ASML"-konditioniertem Medium, unterstiitzte die Absiedlung
schwach metastasierender ASML"'-Zellen in Lymphknoten und Lunge. Eine Fraktionierung
des konditionierten Mediums ergab, dass nur eine ASML"-16sliche Fraktion, die CD44v6, c-
Met und uPAR enthilt, mit ASML"- aber auch ASML"‘-Exosomen kooperiert. Dies
bedeutet, dass Exosomen CD44v-unabhingig als zentrale Vermittler bei der Bereitstellung
einer prametastatischen Nische agieren, jedoch eine 16sliche CD44v-kompetente Matrix
benstigen. ASML"'-Exosomen unterstiitzen hauptszchlich Proliferation und Genexpression in
Zielzellen. Da diese Veridnderungen in vivo nur beobachtet wurden, wenn Exosomen durch
die CD44v-kompetente Matrix unterstiitzt wurden, gehe ich davon aus, dass die CD44v-
abhédngige Matrix Transport- oder Speicherfunktionen iibernimmt, die es Exosomen erlaubt

eine prametastatische Nische vorzubereiten.

Im zweiten Teil der Arbeit untersuchte ich, ob die vom Tumor bereitgestellte Matrix auch die
Apoptoseresistenz metastasierender Tumorzellen unterstiitzt. ASML"'-Zellen enthalten mehr
Hyaluronsynthase-3 und sezernieren groere Mengen hochmolekularer Hyaluronsidure als
ASML"-Zellen. Nur die ASML"-Matrix unterstiitzt Migration und Apoptoseresistenz von
Tumorzellen. Beide Prozesse konnen sowohl durch eine Ligandenbindung von CD44v6 als
auch c-Met und a6P4 eingeleitet werden, die unabhidngig vom initiierenden Stimulus von
einer Aktivierung von FAK bzw. des PI3K/Akt- und MAPK-Signalweges begleitet werden.
Da nur die ASML"-Matrix die Aktivierung von CD44v6, c-Met und a6p4 einleitet und nur
ASML™-, nicht aber ASML"-Zellen mit gesteigerter Migration bzw. Apoptoseresistenz auf
die Interaktion mit der ASML"-Matrix reagieren bedeutet dies, dass c-Met und 06p4 Aktivie-
rung essentiell von der Assoziation mit CD44v6 abhidngen. Entsprechende Resultate mit hu-

manen Pankreaskarzinomzellen bestitigen die generelle Giiltigkeit dieser Befunde.

Meine Daten belegen, dass CD44v6 essentiell an der Bereitstellung einer Tumormatrix betei-
ligt ist, die die Vorbereitung einer prametastatischen Nische fordert und iiber CD44v6 eine

kooperative Aktivierung Migrations- und Apoptose-unterstiitzender Stimuli einleitet.
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