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Zusammenfassung

Zahlreiche korrelative und funktionelle Evidenzen lassen vermuten, dald Matrixmetallopro-
teinasen (MMP) von gewichtiger Bedeutung bei der Turmorinvasion oder Metastasierung sind.
Den Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 kommen dabei eine besondere Rolle zu aufgrund ihrer
Fahigkeit Kollagen IV, den Hauptbestandteil der Basamembran, zu degradieren. So ist die
Invasivitét eines Tumors immer mit Defekten in der Basalmembran assoziiert. In verschiedenen
humanen Karzinomen findet man MMP-9-Aktivitdt hauptséchlich an der Grenze des
invadierenden Tumors zum benachbarten Stroma, wo das Enzym sowohl von Tumorzellen als
auch von den umgebenden Stromazellen, wie Fibroblasten oder Makrophagen, gebildet wird.
Verschiedene  Wachstumsfaktoren, Tumorpromotoren, Onkogen-Produkte aber auch
Komponenten der extrazelluléaren Matrix, wie Laminin, Fibronektin oder Kollagen, kdnnen die
Synthese von Matrixmetalloproteinasen, wie z. B. von MMP-2 und MMP-9, induzieren.
Hyaluronsaure, eine ubiquitére Komponente der extrazelluldren Matrix, findet man verstarkt
akkumuliert in der Peripherie von Tumoren und eine erhthte Hyaluronséure-Synthese ist haufig
mit einer erhdhten Invasivitét oder Migrationsfahigkeit von Zellen assoziiert.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal3 Hyaluronsdure in einer metastatischen
Lungenkarzinomzellinie 3LL fur die Synthese von MMP-9, MMP-13 und der Serin-Proteinase
u-PA verantwortlich ist, und so moglicherweise ursachlich in die Entstehung invasiver
Eigenschaften involviert ist. Die Induktion der Expresson von MMP-9 durch Hyaluronséure
beruht auf transkriptioneller Aktivierung des MMP-9-Gens und wird Uber einen Mechanismus
vermittelt, an dem NF-kB beteiligt ist.

Die Beeinflussung von Vorgangen im Zellkern Gber die extrazelluldre Matrix erfordert die
Beteiligung spezifischer Zelloberflachenrezeptoren, dies scheint auch fur die Aktivierung von
MMP-9 durch Hyaluronsdure zu gelten, da durch Suramin, einen Inhibitor von Liganden-
Rezeptor-Interaktionen, die MMP-9-Induktion verhindert wird. CD44 oder RHAMM, die beiden
bekannten Hyaluronsdure-Rezeptoren, sind fur die Hyaluronsdure-abhangige transkriptionelle
Aktivierung von MMP-9 nicht notwendig. Der fur diesen Effekt verantwortliche Rezeptor ist
nicht bekannt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte RHAMM als ein intrazelluldres Hyaluronsaure-
bindendes Protein mit einem Molekulargewicht von 95 kDa bzw. von 105 kDa in 3LL-Zellen
charakterisiert werden.



Abstract

Hyaluronic acid-dependent transcription of matrix metalloproteinase-9
(MMP-9)

Numerous correlative and functional evidence suggest that matrix metalloproteinases (MMP)
play an important role in the process of tumor invasion and metastasis formation. Particularly the
gelatinases MMP-2 and MMP-9 have a pivota function in these processes, due to their ability to
degrade collagen type IV, which is the mgjor compound of the basal membrane. In this respect, a
correlation has been postulated between defects in the basement membrane and the invasiveness
of a tumor. In various human carcinomas, MMP-9 activity is found particularly at the leading
edges of the invading tumor adjacent to the host stroma. The degradative enzyme is secreted both
by the tumor cells themselve as well as by the surrounding stromal cells, like fibroblasts or
macrophages. The synthesis of the matrix metalloproteinases, like e. g. MMP-2 or MMP-9 is
under the control of various growth factors, tumor promotors, oncogene products, but can also be
regulated by different components of the extracellular matrix, e. g. laminin, fibronectin or
collagen.

Hyaluronic acid, which is the major glycosaminoglycan of the extracellular matrix, is found to be
strongly accumulated at the periphery of tumors. An elevated synthesis of hyaluronic acid is often
associated with an increased aggressiveness of the tumor, or the migration of tumor cells.

In the present work it could be shown, that hyaluronic acid induces the synthesis of MMP-9,
MMP-13 and the serin protease u-PA (urokinase-type plasminogen activator) in the metastatic
lung carcinoma cell line 3LL. This induction might be causally involved in the generation of an
invasive phenotype.

The expression of MMP-9 by hyaluronic acid is dependent on the transcriptional activation of the
MMP-9 gene and is mediated through a mechanism involving activation of nuclear factor-kB.
The involvement of specific cell surface receptors is required for the regulation of processes in
the nucleus by components of the extracellular matrix.This is probably also the case for the
activation of MMP-9 by hyaluronic acid since Suramin, an inhibitor of ligand-receptor
interactions, prevents hyaluronic acid-mediated expression of MMP-9.

However neither CD44 nor RHAMM, the hyaluronic acid receptors known so far, are necessary
for the hyaluronic acid-dependent transcriptional activation of MMP-9. The receptor responsible
for the induction is still unknown.

This work demonstrates that RHAMM protein is not an extracellular but rather an intracellular
hyaluronic acid-binding protein, and has a MW of about 95 kDa, respectively of about 105 kDa
in3LL cells.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die physiologische Funktion der extrazelluldren Matrix

Zéll-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen versorgen die Zellen eines V erbandes mit Informationen
Uber ihre unmittelbare Umgebung. Uber diese Interaktionen werden auch morphogenetische
Anderungen, Differenzierung, Apoptose oder Migration der Zelle initiiert und reguliert. Eine
Veranderung in der Zusammensetzung und Beschaffenheit der extrazelluldaren Matrix, sowie der
Abbau oder die Aktivierung von Zelloberflachenproteinen durch Proteolyse kann schnell und
irreversibel eine Reaktion in der Zelle hervorrufen (Alexander und Werb, 1989; Birkedal-Hansen,
1993; Adams und Watt, 1995).

Die extrazellulére Matrix ist unterteilt in die Basalmembran oder -lamina und in das interstitielle
Stroma (Bindegewebe) und wird von zwe Hauptkomponenten gebildet, den
Glykosaminoglykanen und den faserformigen Proteinen. Letztere besitzen entweder strukturelle
Funktionen, wie z. B. Kollagen und Elastin, oder adhasive Funktionen, wie z. B. Fibronektin und
Laminin. Glykosaminoglykane sind langkettige Polymere, die gewohnlich kovalent an Proteine
gebunden die Proteoglykane bilden (Yurchenco und Schittny, 1990; Birk et al., 1991). Im
interstitiellen Stroma, das fur die strukturelle Stabilitét der Gewebe verantwortlich ist, bilden
Glykosaminoglykane und Proteoglykane eine stark hydratisierte, gelartige Grundsubstanz, in
welche die verschiedenen Proteine eingebettet sind. Die Basallamina besteht Uberwiegend aus
Kollagen Typ IV, das mit Laminin, Perlekan und Entaktin ein mehrschichtiges, kompaktes
Netzwerk ausbildet. Sie trennt die verschiedenen Gewebekompartimente voneinander ab und
umgibt Blutgeféie, Muskeln und Nerven.

Ein ubiquitéres Glykosaminoglykan der extrazelluldren Matrix ist Hyaluronsdure. Es handelt sich
dabei um en hochmolekulares, unverzweigtes Polymer, bestehend aus repetitiven
(R1 - 4) Glucuronyl - (31— 3) N-Acetyl-Glucosamin-Einheiten mit einem Molekulargewicht von
10° - 10’ Da, das nicht kovalent mit Proteinen verbunden ist. Hyaluronsaure beeinfluft die Zell-
Zell-Adhdsion und die raumliche Orientierung und Wanderung von Zellen, sowie deren
Proliferation und Differenzierung (Laurent und Fraser, 1992). Dementsprechend ist
Hyaluronsaure an zahlreichen biologischen Prozessen beteiligt, wie der Embryonal entwicklung
(Gakunga et al., 1997), der Migration normaler Zellen und Tumorzellen (Turley, 1992; Turley et
al., 1993; Masellis-Smith et al., 1996), der Angiogenese (West et al., 1985) oder der Aktivierung
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von Immunzellen (DeGrendele et al., 1996). Im Gewebe liegt Hyaluronsdure gewohnlich as
hochmolekulares Polymer vor. Jedoch findet man z.B. in Entzindungsstellen vermehrt
niedermolekulare  Degradationsprodukte von Hyaluronsaure infolge einer erhdhten
Hyaluronidase-Aktivitdt des Gewebes (Saari et al., 1991). Die Produkte, Hyaluronsaure-
Oligosaccharide, sind in der Lage, in Endothelzellen Proliferation und die Ausbildung neuer
Blutgefaze (West et al., 1985) zu induzieren. In Immunzellen wie Makrophagen oder
Dendritische Zellen fihren sie zur Ausreifung der Zellen und zur Synthese proinflammatorischer
Chemokine (McKee et al., 1996; Haegel-Kronenberger et al., 1998).

1.2 Proteolytische Enzyme der extrazellularen Matrix

Die Umwandlung der extrazelluldren Matrix stellt einen wesentlichen Schritt in zahlreichen
physiologischen und pathologischen Prozessen dar. Die Basallamina und das interstitielle Stroma
sind normalerweise fur Zellen impermeabel. Spezialisierte Zellen, wie z. B. migrierende
Lymphozyten, oder invasiv wachsende Tumorzellen sind jedoch fahig, diese anatomischen
Barrieren mit Hilfe proteolytischer Enzyme zu durchbrechen. Unter physiologischen
Bedingungen, wie z.B. bel Entzindungsreaktionen, der Angiogenese, der Einnistung des
Trophoblasten in den Uterus oder dem Knochenaufbau, ist die Synthese und der Abbau
verschiedenster struktureller Proteine, Glykoproteine und Proteoglykane der extrazelluldren
Matrix streng kontrolliert. Bei pathologischen Prozessen, wie rheumatischer Arthritis oder der
Invasion und Metastasierung neoplastischer Zellen, verlauft die Degradation der extrazelluldren
Matrix und der Basallaminajedoch unreguliert und zerstorerisch (Uberblick in Liottaet al., 1991;
Mignatti und Rifkin, 1993).

Proteolytische Aktivitét besitzen Cystein-Proteinasen, Aspartyl-Proteinasen, Serin-Proteinasen
und Matrixmetalloproteinasen (Kane und Gottesman, 1990; Rochefort et al., 1990). Jedoch sind
im wesentlichen die Matrixmetalloproteinasen sowie die Serin-Proteinasen Plasmin und
Urokinase-Typ-Plasminogen-Aktivator an den physiologischen und pathologischen Prozessen
von Gewebeumwandlungen beteiligt (Suzuki et al., 1990; Liotta et al., 1991; Woessner et al.,
1991; Matrisian et al., 1992).
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1.2.1 Das Plasmin/Plasminogen-Aktivator -System

Plasmin besitzt eine breite Trypsin-ahnliche Substratspezifitét und kann neben Fibrin-Koagulat
zahlreiche Komponenten der extrazellularen Matrix, wie Fibronektin, Laminin oder das
Proteingeriist der Proteoglykane hydrolysieren. Es wird als inaktives Enzym Plasminogen von
zahlreichen Zelltypen sezerniert und von Plasminogen-Aktivatoren durch Proteolyse in seine
aktive Form umgewandelt. Man unterscheidet zwel Arten von Plasminogen-Aktivatoren, den
Urokinase-Typ, u-PA (,urokinase-type plasminogen activator), und den Gewebe-Typ, t-PA
(, tissue-type plasminogen activator). T-PA wird eine wesentliche Funktion bel der Thrombolyse
zugeschrieben, wahrend u-PA hauptséchlich bei der Degradation der extrazelluldren Matrix eine
Rolle spielt (Uberblick in Dano et al., 1985; Mignatti und Rifkin, 1993). Durch Bindung des
Plasmin-Plasminogen-Aktivator-Komplexes an den u-PA-Rezeptor (u-PAR), einem in der
Zellmembran-verankerten Bindungsprotein fur u-PA, wird die Aktivitdt von Plasmin auf der
Z€lloberflache konzentriert. Zahlreiche experimentelle Modelle belegen eine kausale Relevanz
von u-PA im Metastasierungsprozeld (Morimoto et al., 1993; McGuire und Alexander, 1993;
Quax et al., 1994). In verschiedenen humanen Tumoren korreliert eine starke Expression von
u-PA und u-PAR mit einer schlechten Prognose, z. B. bei Tumoren der Brust (Duffy et al., 1990),
der Blase (Hasui et al., 1992) oder des Magens (Nekarda et al., 1994).

1.2.2 Matrixmetalloproteinasen (MM P)

Die Familie der Matrixmetalloproteinasen (MMP) umfald zahlreiche Mitglieder von Zink- und
Kazium-abhéngigen Endopeptidasen, die von Bindegewebszellen, wie Fibroblasten,
Osteoklasten, Chondrozyten, Endothelzellen und inflammatorischen Zellen, einschliefdich
Makrophagen, neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten, sezerniert werden. MMPs besitzen
eine breite, oftmals Uberlappende Substratspezifitdt, und in Kombination sind sie fahig, sémtliche
Proteinkomponenten der extrazelluldren Matrix zu degradieren.

Entsprechend ihrer Substratspezifitét und strukturellen Homologie kénnen MMPs in flnf
Gruppen unterteilt werden (Tab. 1). Kollagenasen hydrolysieren fibrilléres Kollagen Typ I, 1 und
I11. Gelatinasen schneiden natives Kollagen Typ IV und denaturiertes Kollagen. Aul3erdem
konnen sie Zelloberflachenproteine, wie Galektin-3 und bFGF-Rezeptor (,, basic fibroblast growth
factor receptor”, basischer Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptor) proteolytisch spalten
(Ochieng et al., 1994; Levy et al., 1999). Stromelysine haben eine breite Substratspezifitét und
hydrolysieren zahlreiche Proteoglykane, Laminin, Fibronektin und verschiedene Kollagentypen.
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Mit Ausnahme der Zellmembran-verankerten MT-MMPs (, membrane-type-MMP*) werden
MMPs as inaktive Formen sezerniert und bedirfen eines Aktivierungsprozesses, um

enzymatisch aktiv zu werden.

Tab. 1: Die Familieder Matrix-M etalloproteinase
(nach Yu et al., 1997)

Gruppen Enzym MMP-Nomenklatur Substrat

Kollagenasen Interstitielle Kollagenase MMP-1 Kollagen Typ L, II, III, VII, X,
Neutrophile Kollagenase MMP-8 Gelatine, Proteingeriist der
Kollagenase-3 MMP-13 Proteoglykane, Pro-MMP-2, -9

Gelatinasen Gelatinase A MMP-2 Kollagen Typ L, IV, V, VII, X, Gelatine,

Elastin, Laminin, Fibronektin,
Proteingeriist der Proteoglykane,
Galektin-3, bFGF-Rezeptor-1
Pro-MMP-2, -9, -13

Gelatinase B MMP-9 Kollagen Typ IV, V, Gelatine, Elastin,
Proteingeriist der Proteoglykane,
Galektin-3
Stromelysine Stromelysin-1 MMP-3 Kollagen Typ IV, V, IX, X,
Stromelysin-2 MMP-10 Proteingeriist der Proteoglykane,

Laminin, Fibronektin, Elastin,
Pro-MMP-1, -8, -9, -13

Matrilysin MMP-7 Kollagen Typ IV, Gelatine, Laminin,
Fibronektin, Proteingertist der
Proteoglykane, Pro-MMP-1

Stromelysin-3 MMP-11 Laminin, Fibronektin, Aggrekan
Elastase MMP-12 Elastin, Fibrin/Fibrinogen, Laminin,
Proteoglykane, al1-Proteinase-Inhibitor
Membran-gebundene MT1-MMP MMP-14 Pro-MMP-2, -13
LI MT2-MMP ? n.b.
MT3-MMP MMP-15 Pro-MMP-2, -13
MT4-MMP ? n. b.

n. b., nicht bekannt
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MMP-2 und MMP-9 kommen bei der Tumorinvasion und Angiogenese eine besondere
Bedeutung zu aufgrund ihrer Reaktivitét gegen Kollagen 1V, den Hauptbestandteil der
Basalmembran. (Stetler-Stevenson, 1990; Liotta et al., 1991). So ist die Invasivitét eines Tumors
immer mit Defekten in der Basalmembran assoziiert (Barsky et al., 1983).

Im adulten Organismus ist die Expression von MMP-9 auf migrierende Leukozyten (Murphy et
al., 1982), Makrophagen (Hibbs et al., 1987), Keratinozyten wahrend der Wundheilung
(Oikarinen et al., 1993; Salo et al., 1994), Osteoklasten (Reponen et al., 1994; Okada et al.,
1995), dem Trophoblasten wahrend der Einnistung in den Uterus (Librach et al., 1991; Reponen
et al., 1994) und auf das Gehirn (Backstrom, 1996) beschrankt. Wahrend der
Embryonal entwicklung wird MMP-9 nur im Gehirn und in den wachsenden Knochen exprimiert
(Reponen et al., 1994; Canete-Soler et al., 1995a; Canete-Soler et al., 1995b). MMP-9-defiziente
Maéause sind lebensfahig und fertil (Vu et al., 1998; Itoh et al., 1999). Nur ihre Knochenbildung ist
durch eine abnormale endochondrale Ossifikation und Vaskularisierung in der Epiphyse
beeintrachtigt; ansonsten zeigen sie wahrend der embryonalen Entwicklung oder im adulten

Organismus keine weiteren offensichtlichen Anomalien (Vu et al., 1998).

Abb. 1: Schematische Darstellung der Peptidstruktur von Pro-MMP-9

Die Proteinstruktur der MMPs weist distinkte Doménen auf, die innerhalb der verschiedenen
Mitglieder stark konserviert sind (Abb. 1). Die Signalpeptid-Doméane am N-Terminus ist fur die
Trandokation in das endoplasmatische Retikulum verantwortlich. Die Propeptid-Domane erhalt
die Proteinase in ihrem inaktiven Zustand, indem ein konservierter Cystein-Rest dieser Doméne
mit dem Zink-lon der katalytischen Domane komplexiert ist. Eine Konformationsdnderung,
durch chaotrope Reagenzien, organische Quecksilber-V erbindungen oder proteol ytische Spaltung

hervorgerufen, unterbricht die Cystein-Zink-Interaktion und ermdglicht die Abspaltung der
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Propeptid-Doméne durch Autoproteolyse. Diese Destabilisierung der nicht-kovalenten
Verbindung zwischen dem Cystein-Rest der Propeptid-Doméne und dem Zink-lon der
katalytischen Doméane wird als ,,cysteine-switch* bezeichnet (Springman et al., 1990; Van Wart
und Birkedal-Hansen, 1990; Park et al., 1991). Uber die C-terminale Hamopexin-Doméne binden
die Kollagenasen natives Kollagen und positionieren es fir die proteol ytische Spaltung durch die
katalytische Doméane (Murphy et al., 1992; Bode, 1995). Die Hamopexin-Domane und die
katalytische Doméne sind Uber die , Hinge"-Region miteinander verbunden. Bei MMPs, die
fibrillares Kollagen hydrolysieren konnen, ist diese Region entscheidend an der Fahigkeit,
fribrilléares Kollagen zu spalten, beteiligt (Hirose et al., 1993). Im Unterschied zu den Ubrigen
MMPs besitzen MMP-2 und MMP-9 eine Fibronektin-dhnliche Doméne (Wilhelm et al., 1989).
Ilhre Aminosduresequenz ist homolog zur Kollagenbindungsregion von Fibronektin und verleiht
MMP-2 und MMP-9 ihre hohe Affinitét gegentiber Kollagen Typ IV und denaturiertes Kollagen
(Murphy et al., 1994; Banya et al., 1994). Ausschlieflich MMP-9 besitzt eine weitere
Peptidsequenz mit bislang unbekannter Funktion, die Kollagen-Doméane. Diese ist innerhalb der
»Hinge"-Region lokalisiert und homolog zur a2-K ette von Kollagen Typ V.

Die enzymatische Aktivitét der MMPs wird durch endogene Inhibitoren, TIMPs (, tissue
inhibitor of MMPs*, Gewebe-spezifischer Inhibitor der MMPs) reguliert, von denen bis jetzt vier
Formen bekannt sind. Es handelt sich dabei um Proteine mit einem Molekulargewicht von
21 - 28 kDa, die von den meisten Geweben gebildet und sezerniert werden. TIMPs binden an die
katalytische Domane der aktiven MMPs und blockieren so ihre Aktivitdt. Zusétzlich binden
TIMP-1 bzw. TIMP-2 mit hoher Affinitét auch an die Hdmopexin-Domane der latenten Formen
von MMP-9 bzw. MMP-2 (Howard und Banda, 1991; Howard et al., 1991; Murphy et al., 1992;
Baragi et al., 1994). TIMPs interagieren mit MMPs in einem stéchiometrischen Verhéltnis von
1:1. Das quantitative Verhdtnis zwischen aktivierten MMPs und TIMPs bestimmt die Netto-
Aktivitdt der MMPs und ist somit eine wesentliche Determinante fur den Abbau der
extrazelluldren Matrix (Liottaet al., 1991; Liotta und Stetler-Stevenson, 1991).
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1.3 Der Einfluf3 von Hyaluronsaure und der Hyaluronsaur e-Rezeptoren in

der Tumorgenese

Im Vergleich zu normalen Geweben wird in Tumoren, z. B. in Brusttumoren, oftmals eine
verstérkte Hyaluronsdure-Synthese bzw. ein erhdhter Gehalt an Hyaluronséaure gefunden (De la
Torre, et al., 1993). Hyaluronsaure ist dabei hauptséchlich in den Invasionszonen des Tumors an
der Grenze zum gesunden Gewebe akkumuliert. Eine verstérkte Hyaluronsaure-Synthese ist
haufig mit einer erhdhten Invasivitét (Toole, 1979) oder Migrationsfahigkeit von Zellen (Turley,
1984) assoziiert.

Es wird angenommen, dal3 die Funktionen von Hyaluronsaure mal3geblich durch die Interaktion
mit extrazelluléren Hyaluronsaure-bindenden Proteinen oder Hyaluronsdure-Rezeptoren auf der
Zelloberflache vermittelt werden (Laurent und Fraser, 1992). Extrazellulare Hyaluronsaure-
bindende Proteine, wie Versikan, Aggrekan oder , link protein®, stabilisieren das Hyaluronsaure-
Netzwerk und verbinden es mit anderen Komponenten der extrazellularen Matrix. Als
Hyaluronsaure-Rezeptoren sind CD44, LY VE-1 und RHAMM bekannt.

1.3.1CD44

Mit CD44 wird eine Familie integraler Glykoproteine bezeichnet, die aufgrund differentieller
Spleilvorgange und post-trandationaler Modifikationen aus einer ungewohnlich grof3en Zahl von
Isoformen besteht (Jalkanen et al., 1988; Brown et al., 1991).

Der extrazelluldre Bereich von CD44 weist zwei charakteristische Domanen auf (Abb. 2). An
seinem distalen Ende befindet sich die Hyaluronsaure-Bindungsdomane. Sie bildet eine globulére
Konformation aus und weist Homologien zur Hyauronsdure-Bindungsregion anderer
Hyaluronsaure-bindenden Proteine auf (Goldstein et al., 1989; Stamenkovic et al., 1989). Diese
Domaéne ist gekennzeichnet durch ein spezifisches Sequenzmotiv, das sogenannte BX;B-Motiv.
Es enthdlt zwei positiv geladene Aminosaurereste, gewdhnlich Arginin oder Lysin, die durch
sieben nicht-saure Aminosaurereste getrennt sind, und vermittelt die Interaktion mit der negativ-
geladenen Hyaluronsdure (Yang et al., 1993). Ein weiteres BX;B-Motiv, das auch fir die
Hyaluronsaure-Bindung von CD44 notwendig ist, befindet sich auRerhalb der globulédren
Domaéne (Abb. 2; Peach et al., 1993).

Am proximalen Ende der extrazellularen Region ist die variable Region lokalisiert. Sie kann

aufgrund des differentieller Gebrauchs aternativ gespleifdter Exons aus verschiedenen
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Aminosauresequenzen bestehen (Tolg et al., 1993; Screaton et al., 1993). Uber seine
zytoplasmatische Region ist CD44 mit Zytoskelett-assoziierten Komponenten, wie Aktin,
Ankyrin oder den Proteinen der Ezrin-Radixin-Moesin-Familie verbunden (Lacy und Underhill,
1987; Kalomiris und Bourguignon, 1988; Bourguignon et al., 1992, 1993; Lokeshwar €t al.,
1994; Tsukitaet al., 1994).

Abb. 2: Schematische Dar stellung der Proteinstruktur von CD44

Die ubiquitére Form von CD44 ist die sogenannte Standardform (CD44s) und wird von
zahlreichen Zelltypen exprimiert (Stamenkovic et al., 1991). Die varianten Formen von CD44,
deren variabler Bereich der extrazelluldren Region aus unterschiedlichen Aminosduresequenzen
bestehen kann, findet man nur in bestimmten Zelltypen, wie z. B. Epithelzellen (Stamenkovic et
al., 1991), Keratinozyten (Picker et al., 1989, Stamenkovic et al., 1991) oder aktivierten
Immunzellen (Arch et al., 1992; Uberblick in Lesley et al., 1993).
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CD44 bindet Hyaluronsaure mit hoher Affinitét (Aruffo et al., 1990). Die minimale
Hyaluronsaure-Einheit, die noch an CD44 binden kann, ist ein Hexasaccharid, jedoch bindet
CD44 langere Hyaluronsdure-Molekile mit hoherer Affinitdt (Underhill et al., 1993). Daneben
bindet CD44 mit geringerer Affinité auch andere Liganden, wie Kollagen Typ | und IV (Carter
et al., 1988), Fibronektin (Jalkanen et al., 1992) oder Chondroitin-Sulfat (Aruffo et al., 1990).
Die Hyaluronsaure-Bindungsfahigkeit von CD44 wird durch verschiedene Faktoren beeinfluft,
wie z. B. durch das Glykosylierungsmuster (Hathcock et al., 1993; Katoh et al., 1995; Lesley et
al., 1995) oder die Dimerisierung bzw. Oligomerisierung von CD44 auf der Zelloberflache
(Galluzzo et al., 1995; Sleeman et al., 1996). Die Hyaluronsdure-Bindung von CD44 ist
Uberwiegend fur die Standardform beschrieben worden, aber auch die varianten CD44-Isoformen
sind fahig, Hyaluronsdure zu binden. In verschiedenen Analysen konnte gezeigt werden, dal3 die
Insertion zusétzlicher Exons nicht mit der Hyaluronsdure-Bindung interferiert (He et al., 1992;
Sleeman et al., 1996).

CD44 ist an zahlreichen zelularen Funktionen beteiligt. Dazu gehdren z.B. Zell-Zell-
Aggregationen (Oppenheimer-Marks et al., 1990; Lesley et al., 1992), Aufbau und Organisation
einer Zell-assoziierten Matrix (Underhill und Toole, 1980; Knudson et al., 1996), die Migration
von Zellen auf immobilisierter Hyaluronsaure (Thomas et al., 1992, 1993; DeGrendele et al.,
1996) oder die Internalisierung von Hyaluronsaure (Culty et al., 1992).

Vielfach konnte in experimentellen Modellen gezeigt werden, dal3 die Interaktion von CD44 mit
Hyaluronsdure auf das lokale Wachstum und die Metastasierungsfahigkeit von Tumorzellen
begunstigend wirken kann (Sy et al., 1991; Bartolazzi et al., 1994, 1995; Walter et al., 1995;
Zhang et al., 1995). Zudem wurde eine Korrelation zwischen einer verstérkten Expression von
CD44s bzw. dem Erscheinen varianter Isoformen von CD44 und histologisch dokumentierter
Tumoreigenschaften bzw. der Aggressivitét humaner Tumore gefunden, z. B. in Tumoren des
Magens (Heider et al., 1993), des Pankreas (Chaudhry et al., 1994; Rall und Rustgi, 1995), der
Prostata (Lokeshwar et al., 1995), in kolorektalen Tumoren (Wielenga et al., 1993) und in
Non-Hodgkin’s Lymphomen (Pals et al., 1989; Jalkanen et al., 1991). Aufgrunddessen ist CD44
fur die Tumorprognostik als Tumor- bzw. Metastasenmarker von Bedeutung (Heider et al.,
1993a; Heider et al., 1993b; Wielengaet al., 1993).
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Kurzlich ist ein weiterer Hyaluronsaure-Rezeptor mit der Bezeichnung LYVE-1 (,lymphatic
vessel endothelial hyaluronic acid receptor-1“, Lymphgefélendothel-spezifischer Hyaluron-
saure-Rezeptor 1) beschrieben worden (Banerji et al., 1999). Dieser Rezeptor besitzt Homologie
zur Hyauronsédure-Bindungsdomane von CD44 (Banerji et al., 1999). Seine Expression ist
exklusiv auf die inneren Gefédwande lymphatischer Gefal3e beschrankt (Banerji et al., 1999).

1.3.2RHAMM

RHAMM (,receptor for hyaluronic acid-mediated motility*, Rezeptor fiur Hyaluronsaure-
vermittelte Zellmotilitét) ist urspringlich als ein 56 - 58 kDa Hyaluronsaure-bindendes Protein
identifiziert worden, das im Gewebekulturiberstand muriner  Fibroblasten  und
Fibrosarkomzellinien enthaten ist (Turley et al., 1987). RHAMM wurde die Funktion
zugeschrieben, durch Bindung an Hyaluronsaure die Migration Ras-transformierter Fibroblasten
zu induzieren (Hardwick et al., 1992; Turley et al., 1993).

Die erste verdffentlichte cDNA-Sequenz fur murines RHAMM enthdlt einen offenen
Leserahmen, der fur ein Polypeptid von 52 kDa kodiert (Hardwick et al., 1992). Nachfolgende
Studien, die auf dieser Nukleotidsequenz basierten, beschrieben zahlreiche unterschiedliche
Molekulargewichte fir RHAMM, die von 52 kDa bis 125 kDa (Hardwick et al., 1992; Samuel et
al., 1993, Hall et al., 1996) reichten. Spéater wurde offenkundig, dal3 die urspringliche
cDNA-Sequenz fur murines RHAMM nicht vollstéandig war. Die cDNA-Sequenz, die dann als
Gesamtlangen-cDNA-Sequenz fur murines RHAMM publiziert wurde, beinhaltet einen offenen
Leserahmen, der fur ein Polypeptid von 70 kDa kodiert (Hall et al., 1995). In der abgeleiteten
Peptidsequenz lassen sich zwei funktionelle Doménen erkennen. Am C-Terminus des Proteins
sind zwel Hyaluronsaure-Bindungsdoménen lokalisiert (Yang et al., 1994) Sie enthalten analog
zu anderen bekannten Hyaluronsdure-bindenden Proteinen das BX;B-Motiv (Yang et al., 1994).
Eine aulRergewohnliche Domane ist die , repeat-region”, deren Funktion bis jetzt nicht bekannt
ist. Sie besteht aus funf repetitiven Tropomyosin-ghnlichen Sequenzmotiven, die fir einen
hydrophoben a-helikalen Peptidbereich kodieren (Entwistle et al., 1995). Interessanterweise
enthalt die Peptidsequenz keine Motive, von denen man die Sekretion oder Lokalisation des
Proteins auf der Zelloberflache ableiten konnte.

Ebenso wie fiir CD44 beschrieben, so ist auch die Uberexpression von RHAMM mit malignen
Prozessen verbunden. Die ektopische Uberexpression einer mutmalllichen SpleiRvariante in

immortalisierten murinen Fibroblasten flhrte zur Transformation und Metastasi erungsfahigkeit
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der transfizierten Zellen (Hall et al., 1995). In B- und Plasmazellen von Patienten mit multiplen
Myelomen findet man Uberexpression von RHAMM; in B-Zellen gesunder Spender wird
RHAMM hingegen nur gering exprimiert (Crainie et al., 1999). In Brusttumoren korreliert die
Uberexpression von RHAMM mit der Tumorprogression (Wang et al., 1998).

1.4 Die Bedeutung von MM P-9 in der Tumorgenese

Allgemein gilt, dal3 der Abbau der Basallamina und des interstitiellen Stromas durch
proteol ytische Enzyme die Einwanderung der Krebszellen in das benachbarte, normale Gewebe
begunstigt.

Eine aberrante Expression von MMP-9 ist in zahlreichen humanen Tumoren gefunden worden,
z. B. des Gehirns (Rao et al., 1996), der Lunge (Urbanski et al., 1992; Canete-Soler et al., 1994),
der Blase (Davies et al., 1993), der Prostata (Hamdy et al., 1994), in malignen Lymphomen
(Kossakowska et al., 1993) und Melanomen (Cottam et al., 1992). In einigen dieser Tumore
korreliert die Expressionsstarke von MMP-9 mit den histologisch dokumentierten
Tumoreigenschaften, z. B. bei malignen Lymphomen (K ossakowska et al., 1993), oder mit ihrer
Aggressivitét, z. B. bei Adenokarzinomen der Prostata (Hamdy et al., 1994). Die Bedeutung von
MMP-9 bei der Tumorgenese und Metastasierung wird unterstiitzt durch die Beobachtung, dal3 in
humanen Karzinomen, z. B. der Lunge oder der Haut, in Dickdarmtumoren, oder in malignen
Lymphomen MMP-9-Protein hauptsachlich an der Grenze des invadierenden Tumors zum
benachbarten Stroma lokalisiert ist. MMP-9 wird dabel sowohl von Tumorzellen a's auch vom
umgebenden Stroma, wie Fibroblasten oder Makrophagen, exprimiert (Pyke et al. 1992;
Kossakowsaka et al., 1993; Canete-Soler et al., 1994; Zeng und Guillem, 1996; Borchers et al.,
1997).

11
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1.5 Die Regulation der Expression von MM P-9
Die Aktivitdt von MMP-9 kann durch verschiedenartige Stimuli induziert werden. Zahlreiche
Wachstumsfaktoren, wie IL-1, IL-4 (Interleukin-1, -4), TNF-a (Tumor-Nekrosis-Faktor-a), EGF
(,epidermal growth factor*, epidermaler Wachstumsfaktor), TGF-a (,,tumor growth factor-a“,
Tumorwachstumfaktor-a), Tumorpromotoren, wie TPA und Retinoide, und Onkogenprodukte,
wie Ha-Ras oder c¢-Src, regulieren die Expression von MMP-9 (Uberblick in Birkedal-Hansen et
al., 1993).

Der Promotor des murinen MMP-9-Gen enthdlt vier mutmaldliche Konsensussequenzen fir
Bindungsstellen des Transkriptionsfaktors AP-1 (Aktivator-Protein-1) sowie potentielle
Bindungsstellen fir die Transkriptionsfaktoren NF-kB, EtPEA3 und Sp-1 (Masure et al., 1993;
Abb. 3). Inin vitro Modellen konnte gezeigt werden, dal’ diese Bindungsstellen auch funktionell
sind. So sind an der Rasiinduzierten transkriptionellen Regulation des MMP-9-Gens in
transformierten Fibroblasten die Transkriptionsfaktoren NF-kB, SP-1, etPEA-3, AP-1 und Rb
(Retinoblastom-Protein) beteiligt (Bernhard et al., 1990; Bernhard et al., 1994). Eine der
proximalen AP-1-Bindungsstellen im 5" -flankierenden Bereich des MMP-9-Gens wird allgemein
als notwendig, aber alleine nicht ausreichend, fir die basale und Ras-, TPA- oder TNF-a-
induzierte Aktivierung des MMP-9-Promotors angesehen (Sato und Seiki, 1993; Sato et al.,
1993; Gum et al., 1996; Himelstein et al., 1997; Himelstein et al., 1998). Mutationsanalysen der
5 -flankierenden Region des MMP-9-Gens zeigten, dal3 grundsédtzlich die Aktivitét einzelner
Transkriptionsfaktoren fur die Aktivierung der Promotors nicht ausreicht. Vielmehr missen
verschiedene Transkriptionsfaktoren fur die Promotoraktivierung zusammenwirken (Gum et al.,
1996; Himelstein et al., 1997; Ikebe et al., 1998; Bond et al., 1998; Farina et al., 1999). Die

12



Einleitung

Existenz verschiedener funktioneller Elemente im MMP-9-Promotor legt nahe, dal3 die
Expression von MMP-9 koordiniert durch die Integration verschiedener Signalwege reguliert
wird. Zu den Signalwegen, die an der Wachstumsfaktor-, Ras- und TPA-induzierten
MM P-9-Expression beteiligt sind, gehtdren auch die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK;
Gum et. al., 1997). Die Inhibition der Aktivitdt von MEK-1 (Mitogen-aktivierte Protein-
kinasekinase), p38BMAPK oder JNK (Jun-N-terminale Kinase) fuhrten zu einer signifikanten
Reduktion der MM P-9-Induktion (Gum et al., 1996; Simon et al., 1998; Reddy et al., 1999).

1.6 Fragestellung

MMP-2 und MMP-9 kommen bei der Tumorinvasion aufgrund ihrer Reaktivitdt gegen Kollagen
Typ 1V, den Hauptbestandteil der Basamembran, eine besondere Bedeutung zu
(Stetler-Stevenson, 1990; Liotta et al., 1991). Die Expression dieser MMPs ist in gesunden
Geweben relativ gering, unter physiologischen oder pathologischen Bedingungen, die mit
Gewebeumwandlung und Zellmigration einhergehen, ist die Synthese dieser MMPs jedoch
drastisch erhdht (Salo et al., 1994). Nicht nur Wachstumsfaktoren sondern auch einzelne
Komponenten der extrazelluléaren Matrix, wie Laminin, Fibronektin oder Kollagen, kdnnen die
Expression von MMP-2 und MMP-9 induzieren (Turpeenniemi-Hujanen et al., 1986; Azzam et
al., 1992; Seltzer et al., 1994; Khan et al., 1997; Xieet al., 1998).

Hyaluronsaure findet man verstérkt in der Peripherie des Tumors an der Grenze zum normalen
Gewebe und eine erhdhte Hyaluronsaure-Synthese ist haufig mit einer erhohten Invasivitét
(Toole, 1979) oder Migrationsfahigkeit von Zellen (Turley, 1984) assoziiert.

In meiner Arbeit soll der Hypothese nachgegangen werden, ob die erhthte Menge an
Hyaluronsaure ursachlich in die Entstehung von invasiven Eigenschaften involviert ist. Im
Rahmen der ersten Vorversuche entdeckte ich, dald Hyauronsaure die Akkumulation
gelatinolytischer Aktivitét auslésen kann. Daher konzentrierte ich meine weitere Arbeit auf die
Identifizierung der verantwortlichen Enzyme, der Art der Hyaluronsaure-abhéangigen Regulation
und die Signa-Intermediate zwischen Hyaluronsdure und den Effektormolekilen der
gelatinolytischen Aktivitdt. Von besonderer Wichtigkeit war die Frage nach den fir die

Signalvermittlung verantwortlichen Hyaluronsaure-Rezeptoren.
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2. Materialien und M ethoden

2.1 Materialien

Bezugsquellen
Whatman 3MM -Papier

Acrylamid/N,N"-Methylenbisacrylamid (30:0,8)

Agarose Typ |1
Ammoniumperoxodisulfat

Ampicillin

Bacto-Agar

Bacto-Hefeextrakt

Bacto-Trypton

[3-Mercaptoethanol

BSA (bovines Serumal bumin)
Chondroitin-Sulfat

Coomassie Brilliant Blau R250
Cetylpyrimidiniumchlorid

dNTP

ddNTP

DMEM (synthetisches Kulturmedium)
DMSO

DOTAP (liposomales Transfektionsreagenz)
Ethidiumbromid

FCS

G418

Gelatine

Glutamin

HEPES

Hyaluronsaure aus Hahnenkdmmen
Magermilch-Pulver

MOPS

Nonidet P40

Oligo-d(T)15

Oligo-d(T)-Zellulose
Penicillin/Streptomycin

Phenol-Guani diniumi sothiocyanat-L 6sung
PM SF, Phenylmethlsulfonyl-Fluorid
Poly(dI/dC)

Proteinase K

PVDF-Membran
Quiagen-tip-500-Saulen

Rontgenfilme (HyperfilmMP)

RPMI 1640 (synthetisches Kulturmedium)
Suramin

15

Schleicher und Schuell, Dassel
Roth, Karlsruhe

Biozym, Hess. Oldendorf

BioRad, Mlnchen

Gibco, Karlsruhe

Difco Laboratories, Detroit (USA)
Difco Laboratories, Detroit (USA)
Difco Laboratories, Detroit (USA)
Gibco, Karlsruhe

Sigma, Minchen

Sigma, Minchen

Serva, Heidelberg

Sigma, Minchen

Promega, Heidelberg

Promega, Heidelberg

Gibco, Karlsruhe

Sigma, Minchen

Boehringer, Mannheim

Sigma, Minchen

Gibco, Karlsruhe

Calbiochem, Bad Soden

Merck, Darmstadt

Gibco, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Saliter, Oberglinzburg

Roth, Karlsruhe

Boehringer, Mannheim
Boehringer, Mannheim

Biolabs, Schwalbach

Gibco, Karlsruhe

PegLab, Erlangen

Sigma, Minchen

Boehringer, Mannheim

Merck, Darmstadt

Millipore, Eschborn

Quiagen, Dusseldorf

Amersham Buchler, Braunschweig
Gibco, Karlsruhe

Bayer Leverkusen, Leverkusen
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TEMED Sigma, Miinchen
TPA Sigma, Miinchen
Trichloressigsaure Roth, Karlsruhe
Triton X-100 Biorad, Minchen
Trypsin Gibco, Karlsruhe
Tween20 Serva, Heidelberg

Chemikalien in analytischer Reinheit wurden, soweit nicht gesondert aufgefthrt, von den Firmen
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Sigma (Munchen), Serva (Heidelberg) oder Fluka (Buchs,
CH) bezogen.

Radiochemikalien

Alle Radiochemikalien wurden von Amersham Buchler (Braunschweig) bezogen.

Enzyme

Restriktionsenzyme wurden von den folgenden Firmen bezogen:
New England Biolabs, Frankfurt
Boehringer, Mannheim
Pharmacia, Freiburg
Promega, Heidelberg

DNA-modifizierende Enzyme wurden von folgenden Firmen bezogen :

T4-Polynukleotid-Kinase Promega, Heidelberg
M-MLV-Reverse Transkriptase Gibco, Karlsruhe
Tag-DNA-Polymerase Gibco, Karlsruhe

Induktoren und Inhibitoren

Aktinomyzin D Sigma, Miinchen
Emetin, Dihydrochlorid Calbiochem, Bad Soden
Genistein Calbiochem, Bad Soden
PD98059 Calbiochem, Bad Soden
SB203580 Calbiochem, Bad Soden
TPCK (N-Tosyl-L-Phenylalanin-Chlormethyl-keton) Calbiochem, Bad Soden
Tumornekrosefaktor a Sigma, Miinchen
TPA (12-O-Tetradecanoyl-Phorbol-13-Azetat) Sigma, Minchen
U0O126 Sigma, Miinchen
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Allgemein verwendete L 6sungen und Puffer

Coomassie-Farbeldsung 40 % Methanol, 10 % Essigsaure, 0,25 % Coomassie
Brilliant Blue R250
Church-Hybridisierungspuffer 7 % SDS, 0,5 M NaHPO, pH 7,2

FDP 50% Formamid (deionisiert), 1x MOPS-Puffer,
1 % Ethidium-Bromid, 6,5 % Formaldehyd
L adepuffer fir DNA- 15 % Ficoll400, 60 mM EDTA, 30 % Glyzerin,
Agarosegele 0,25 % (w/v) Bromphenolblau
L adepuffer fir RNA- 1x MOPS-Puffer, 50 % Formamid, 6,5 % Formaldehyd,
Formaldehyd-Gele 10 pg/ml Ethidiumbromid, 0,25 % (w/v) Bromphenolblau,
0,25 % (w/v) Xylenblau
2x SDS-Probenpuffer 160 mM TrispH 6,6, 4 % SDS, 16 % Glyzerin, 0,57 M

[3-Mercaptoethanol, 0,01 % (w/v) Bromphenolblau
Laemmli-Gelelektrophorese- 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS pH 8,3
Puffer
4x Laemmli-Probenpuffer 250 mM TrispH 6,8, 8 % SDS, 4 % Sukrose 0,1 % (w/v)
Bromphenolblau

STE-SDS 20 mM Tris, 100 MM NaCl, 2 mM EDTA, pH 7,4,
0,5% SDS
SSC 0,15 M NaCl, 0,015 M Tri-Natrium-Citrat
5x TBE 450 mM Tris, 450 mM Borsaure; 12,5 mM EDTA, pH 8,3
TE 10 mM Tris, 0,1 mM EDTA, pH 8,0
PBS 0,14 M NaCl, 2,7 mM KCl, 0,7 mM CaCl?2,
0,6 mM MgCl,
Wester n-Transfer puffer 25 mM Tris, 0,192 M Glycin, 10 % Methanol
Mausstamme

C57/BL6 Méause wurden von der Firma Charles River Deutschland (Sulzfeld) bezogen.
CD44-defiziente Mause (C57/BL6) wurden freundlicherweise von Dr. F. Hilberg zur Verfigung
gestellt (Protin et al., 1999).

RHAMM-defiziente Mause (C57/BL6) sind in diesem Institut generiert worden (J. Moll,
M. Hofmann; in Vorbereitung).
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Eukaryontische Zellen
Alle Zdlinien wurden in befeuchteter Atmosphére bei 37 °C, 5 % CO; kultiviert.

3LL

Murine Lungenkarzinomzellinie, die von einem Lewis Lungenkarzinom aus C57BL-Mausen
etabliert worden ist, wurden in DMEM und 10 % FCS, 100 U/ml Penicillin/Streptomycin
kultiviert (Bertram und Janik, 1980).

NIH3T3

Murine immortalisierte Fibroblastenzelline von NIH Schweizer Mausembryonen. Die Zellen
wurden kultiviert in 10 % FCS, 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin/Streptomycin.

(Bader et al., 1969; Andersson et al., 1979)

Murine embryonale Fibroblasten

Aus Embryonen von Tag 13.5 bzw. 14.5 von C57BL6/J-Mausen wurden primére Fibroblasten
gewonnen und in Kultur genommen. Das Kulturmedium enthielt DMEM mit 10 % FCS, 2 mM
Glutamin, 0,1 mM [3-Mercaptoethanol, 100 U/ml Penicillin/Streptomycin.

Prokaryontische Zellen
E.coli K12/DH 5a

Rekombinationsdefekte, suppressive Linie (F ; endAl; hsdR17 (k  mk*), SUpE44; thi-1; I
recAl; gyrA96; relAl)
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Antikor per

IM7.8.1 monoklonal, 1gG, « aus Ratte, gerichtet gegen murines CD44
(Pharmingen, San Diego, USA; Budd et al., 1987)

KM81 monoklonal, 1gG,, oder F(ab”), aus Ratte, gerichtet gegen murines
CD44 (ATCC TIB 241; Eurogentec Bel, S. A.; Budd et al., 1987)

7C92 polyklonal, 1gGs aus Kaninchen, gerichtet gegen die ,, repeat” -

Region von murinem RHAMM (Hofmann et al., 1998)
anti-Kaninchen-HRP polyklonal, 1gGs aus Ziege, Peroxidase-gekoppelt, gerichtet gegen
alle Kaninchen 1gG-Subklassen (Dako, Hamburg)
anti-Kaninchen-TRITC polyklonal, 1gGs aus Schwein, Rhodamin (TRITC)-gekoppelt,
gerichtet gegen ale Kaninchen 1gG-Subklassen (Dako, Hamburg)
anti-Ratten-TRITC polyklonal, 1gGs aus Ziege, Rhodamin (TRITC)-gekoppelt,
gerichtet gegen alle Ratten 1gG-Subklassen (Dako, Hamburg)

DNAs

Eukaryontische Expressionsvektoren

pPRSVneo
Expressionsvektor, der die cDNA der Aminoglukotransferase unter der Kontrolle des SV40
»early promoter” enthdt (Gorman, 1985).

Proben fir Northern Blot Analysen

GAPDH (Ratte): Pstl-Fragment des Plasmids pGAPDH (Fort et al., 1985)

v-fos (viral): Pstl-Fragment des Plasmids pUC9/v-fos (Rahmsdorf et al., 1987)

c-jun (Mensch): Smal/HindllI-Fragment des Plasmids ph-cJ-1 (Angel et al., 19884)

MM P-13 (Maus): Pstl/Sacll-Fragment aus pBl-muColl-1 (Gack et al., 1994)

MMP-9 (Maus): EcoRI/HindllI-Fragment aus pBI-muMMP-9 (Schorpp-Kistner et al., 1999)
TIMP-1 (Maus) Pstl-Fragment aus pBI-TIMP-1 (Whitman et al., 1987)

u-PA (Maus) Pstl-Fragment des Plasmids pmUK™ (Sommer et al., 1987)
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Oligonuklectide fir die RT-PCR-Analyse

Die Notation erfolgt gemal? der Konvention von 5° nach 3°. Die Zahlen in Klammern geben die
Positionen der Oligonukleotide beziiglich der Sequenz des jeweiligen Gens an.

Positionsangaben der MMP-9-Oligonukleotide leiten sich von der von Masure et. al. (1993)
veroffentlichten mMRNA-Sequenz ab (Akzessionsnr.: Z27231 EMBL/Genbank/DDBJ; 1993).

Die Positionierung der MM P-13-Oligonukleotide bezieht sich auf die Sequenz MMPCOLLAG
MRNA; M. musculus mMRNA for (pro) collagenase [Akzessionsnr.. X 66473
EMBL/Genbank/DDBJ; 1993].

Den Positionsangaben der GAPDH-Oligonukleotide liegt die GAPDH-Sequenz von Rattus
norvegicus [Akzessionsnr.: X2231 EMBL/Genbank/DDBJ; 1994] zugrunde.

muM M P-9 314 sense (314-333): CGCTGTGGTGTCCCAGACGT (20-mer)
muM M P-9 779 sense (779-798): CCTTGGTGTAGCACAACAGC (20-mer)
muM M P-9 870 sense (870 - 889): AAGGCAAACCCTGTGTGTTC (20-mer)
muM M P-9 985 antisense (968-985): CTGGTCATAGTTGGCTGT (18-mer)

muM M P-9 1342 antisense (1321-1342): ATACTGGATGCCGTCTATGTCG (22-mer)
mMuM M P-9 1722 antisense (1722-1741): AGTAAGGAAGGGGCCCTGTA (20-mer)

muM M P-9 2129 sense (2129-2149): AATGAGGTGAACAAGGTGGACC (22-mer)
muM M P-9 2497 antisense (2477-2497): AGTTGTCTTCTTGCTCGGATGC (22-mer)
muM M P-13 296 sense (296-317): AGATGTGGAGTGCCTGATGTGG (22-mer)
muM M P-13 901 antisense (880-901):  GAGACTGGTAATGGCATCAAGG (22-mer)
rGAPDH sense (23-45); AGACAGCCGCATCTTCTTGTGC (21-mer)
rGAPDH antisense (282-302): CTCCTGGAAGATGGTGATGG (20-mer)

Oligonukleotide fur die Gel-Retar dationsanalyse

HIV-1
5 _AGCTTGGGGACTTTCCAGCCG-*
¥ _ACCCCTGAAAGGTCGGCCTAG-®

muColl.l AP-1

5 AGCTAAAGTGGTGACTCATCACTAT-®
¥ TTTCACCACTGAGTATTGATATCGA-®
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2.2 Methoden

Fur die photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren wurden die folgenden
Konstanten in die Berechnung einbezogen:
DNA : OD2gp von 1,0 entspricht 50 pg doppelstrangiger DNA/m

RNA : OD2gp von 1,0 entspricht 40 pg einzelstrangiger RNA/ml
Oligonukleotide: OD2gg von 1,0 entspricht 20 pg einzelstrangigem Oligonukleotid/ml

2.2.1 Behandlung von Nukleinsauren

2.2.1.1 Praparation von polyA* - RNA

Zellen wurden in 20 ml SDS-STE mit 400 pg/ml Proteinase K lysiert, im Ultra-Turrax
homogenisiert und bei 37 “C firr 30 - 60 min inkubiert. AnschlieRend wurde dem Lysat 100 -
300 mg Oligo-d(T)-Zellulose zugesetzt und die Suspension auf 500 mM NaCl eingestellt. Die
Bindung der polyadenylierten mRNA an die Oligo-d(T)-Zellulose erfolgte U. N. bei RT auf einem
Kreiselrad ("roto torque"). Nach der Ankopplung der mRNA an die Oligo-d(T)-Zellulose wurde
die RNA durch wiederholtes Pelletieren der Oligo-d(T)-Zellulose und anschlief3endes
Resuspendieren in Wasch-Puffer (400 mM NaCl, 20 mM Tris pH 7,4, 10 mM EDTA,
0,2 % SDS) gewaschen.

Nach dre Waschschritten wurde die Oligo-d(T)-Zellulose-Suspension auf eine BioRad-
EconoPac-Saule gegeben und auf der Fritte mit 20 ml Ladepuffer (100 mM NaCl; 20 mM Tris
pH 7,4, 10 mM EDTA; 0,2 % SDS) gewaschen. Die RNA wurde dann mit 4,5 ml salzfreien
Elutionspuffer (1 mM Tris pH 7,4; 0,1 mM EDTA; 0,2 % SDS) eluiert. Die Konzentration der
unverdinnten RNA-LOsung wurde photometrisch bestimmt und die RNA anschliefiend mit
2 Volumen Ethanol bei -20 °C . N. gefallt. Nach der Prézipitation der RNA wurde diese zweimal
mit 70 % Ethanol gewaschen, durch Zentrifugieren pelletiert (20 min bei 4 °C und 12000x g),
getrocknet und in sterilem Wasser gel0st und auf eine Konzentration von 1 pg/ul eingestellt.

2.2.1.2 Préaparation von Gesamt-RNA

Die Préparation von Gesamt-RNA aus Zellen oder Geweben wurde mit einer gebrauchsfertigen
einphasigen Guanidiniumisothiocyanat-Phenol-Losung der Firma PeglLab entsprechend den
Angaben des Herstellers durchgefihrt.

2.2.1.3 RNA-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde nach Lehrach (1978) mit Formaldehyd-Gelen
durchgefuhrt. 1,2 % (w/v) Agarose, 6 % Formaldehyd wurden in 1x MOPS-Puffer
(20mM MOPS; 5 mM NaAcetat; 0,5 mM EDTA; pH 7,0) gelést und in eine horizontale
Gelkammer gegossen. Nach Erstarren der Agarose wurde die Gelkammer mit 1x MOPS-Puffer
Uberschichtet. 3 - 5 pg polyA*-RNA oder 10 - 20 pg Gesamt-RNA in einem Volumen von
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maximal 6 pl, wurden in 20 - 30 pl FDP gelost und bei 65 °C fur 10 min denaturiert. Die Proben
wurden anschlielend auf Eis abgekihlt, mit 4 pl RNA-Ladepuffer versetzt und
gel elektrophoretisch aufgetrennt.

2.2.1.4 Northern Blot

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde die RNA durch UV-Licht bei 302 nm Wellenlange
visualisiert und fotografiert. Das Gel wurde in sterilem H,O gewaschen und fir den
Kapillartransfer montiert (Thompson, 1980). Dabei wurde die RNA . N. mit 20x SSC auf
Hybond N+-Nylonmembranen (Amersham Buchler, Braunschweig) transferiert und
immobilisert. Nach dem Transfer wurde die Membran erst in 5x SSC gewaschen und
anschlief3end wurde die RNA auf der Nylonmembran durch Bestrahlen mit 120 nJoule UV-Licht
der Wellenldnge 254 nm in einem "Stratalinker" (Stratagene) kovalent fixiert.

2.2.1.5 Hybridisierung von Northern Blots

Der Filter wurde in eine Hybridisierungsrohre plaziert und 15 - 20 min in 2x SSC/1 % SDS bei
60 °C im Hybridisierschrank (Bachofer, Reutlingen) hydriert. Die Losung wurde anschlief3end
verworfen und durch Hybridisierungspuffer ersetzt. Die Vorhybridisierung erfolgte fir ca. 1 h
und die Hybridisierung gewohnlich 0. N. bei 65 °C. In beiden Féllen wurde Church-Puffer
(0,5M NaPO4 pH 7,2; 7 % SDS) verwendet. Der Blot wurde nach der Hybridisierung eine
Stunden mit 2x SSC/1 % SDS, und anschlief3end zweimal fir 30 min mit 1x SSC/1 % SDS
gewaschen. Zuletzt wurde der Filter in eine Folie eingeschweil3t und auf einem Rontgenfilm bei
-80 °C exponiert.

2.2.1.6 Verfahren zum Abtrennen einer radioaktiv markierten Probe vom Northern Blot

Sollte derselbe Filter noch mit einer anderen Hybridisierungsprobe hybridisiert werden, war es
notwendig die vorherige Probe zu entfernen. Dazu wurde der Filter ca. 15 min in kochender
0,1x SSC/1 % SDS-Losung inkubiert und anschlief3end auf einem Rontgenfilm exponiert, um
sicherzustellen, dal? durch die Waschprozedur die RNA-Probe vollstandig entfernt wurde.

2.2.1.7 Erststrang-cDNA-Synthese

0,5 bis 3 pg Gesamt-RNA oder 1 pug polyA*™-RNA und 200 pmol Oligo-d(T)1g-Primer wurden in
12 pl sterilem H,O fur 10 min auf 70 °C erhitzt und nachfolgend in Eiswasser abgekuhlt. Zur
RNA wurden 4 pl 5x Reverse Transkriptionspuffer [94 mM Tris pH 6,9; 23 mM MgCly; 435 mM
KCl; 750 uM 3-NAD; 50 mM (NH4)2SOq4], 2 pul 0,1 M DTT, 1 pl dNTPs (40 mM dNTPs)
hinzugegeben. Durch Zugabe von 1 pl M-MMLV-Reverser Transkriptase (200 units) wurde dann
die cDNA-Synthese gestartet. Die Inkubation des Ansatzes erfolgte bei 42 °C fur eine Stunde.
Der Ansatz wurde nach thermischer Inaktivierung der Reversen Transkriptase (10 min, 70 °C) mit
sterilem H,0 auf ein Volumen von 100 pl aufgefillt, aliquotiert und bei -80 °C eingefroren.
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2.2.2 DNA-Préaparation

2.2.2.1 Plasmidpraparation im Minimal3stab

Von einer 2 ml 0. N.-Bakterienkultur wurden 1,5 ml in ein 2 ml- Reaktionsgefald tberfuhrt und
bei RT fur 5 min, 5000x g sedimentiert. Das Medium wurde verworfen. Die Bakterien wurden in
100 pl Lysozymlésung (50 mM Glucose; 10 mM EDTA; 25 mM Tris pH 8,0; 2 mg/ml Lysozym)
resuspendiert und anschlief3end mit 200 pl akalischer SDS-Lésung (0,2 M NaOH, 1 % SDS)
versetzt. Nach vorsichtigem Durchmischen wurden dann 150 pl 3 M NaAcetat zugegeben und
abermals vorsichtig gemischt. Die Reaktionsgefdlde wurden fur 10 min auf Eis inkubiert und
anschlief3end fir 20 min bei 10000x g, 4 °C, zentrifugiert. In diesem Schritt werden die
Zellmembranen und die genomische DNA der Bakterien sedimentiert, die Plasmid-DNA bleibt
dabei in Losung. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und in ein frisches
Reaktionsgefald Uberfuhrt. Durch Zugabe von 1 ml Ethanol wurde die Plasmid-DNA 30 min auf
Eis gefalt und anschlief3end durch Zentrifugation (10 min, 4 °C, 10000x g) pelletiert. Die
Plasmid-DNA wurde zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 ul TE-Puffer
(10 mM TrispH 8,0, 1 mM EDTA) gel6st.

2.2.2.2 Plasmidpraparation im grof3en Maf3stab (Qiagen-M ethode)

Fur die Prdparation grofRer Mengen reiner Plasmid-DNA wurden lonenaustauschersdulen der
Firma Quiagen verwendet. Die Praparation folgte in allen Schritten dem von Qiagen empfohlenen
Protokoll: Bakterien einer 200 ml 0. N.-Kultur wurden durch Zentrifugation sedimentiert. Die
Bakterien wurden anschlief?end in 10 ml Puffer P1 (50 mM Tris pH 8,0;10 mM EDTA,;
100-mg/ml RNaseA) resuspendiert und mit weiteren 10 ml Puffer P2 (0,2 M NaOH; 1 % SDS)
lysiert. Nach einer 5-mindtigen Inkubation bei RT wurde die Bakteriensuspension durch Zugabe
von 10 ml Puffer P3 (2,55 M KAcetat) neutralisiert und das Gemisch zentrifugiert (4 °C,
20000x-g, 30 min). Der Uberstand aus diesem Zentrifugationsschritt wurde dann auf eine mit
Puffer QBT (750 mM NaCl; 50 mM MOPS; 15 % Ethanol; pH 7,0; 0,1 % TritonX-100)
aquilibrierte lonenaustauschersaule gegeben. Nach Adsorption der DNA an die Sdulenmatrix
wurde die DNA zweimal mit 10 ml Puffer QC (1 M NaCl; 50 mM MOPS; 15 % Ethanol; pH 7,0)
gewaschen und dann mit 5 ml Puffer QF (1,2 M NaCl; 50 mM MOPS; 15 % Ethanol; pH 8,0)
eluiert. Nach einer Isopropanolfdllung wurde die Plasmid-DNA zweima mit 70 % Ethanol
gewaschen, getrocknet und anschlief3end in sterilem TE-Puffer aufgenommen.

2.2.2.3 DNA-Gelelektrophorese

Zur elektrophoretischen Auftrennung der DNA-Fragmente wurden 1 - 2 %ige Agarose-TAE-Gele
eingesetzt. Die Agarose wurde dafir in 1x TAE-Puffer (20 mM Tris Base; 10 mM Essigsaure;
1mM EDTA; pH 8,3) durch Erhitzen gel6st, anschlieRend mit Ethidiumbromid (f.c. 1ug/ml)
versetzt und in eine horizontale Gelkammer gegossen. Nach der elektrophoretischen Auftrennung
wurde die DNA unter UV-Licht visualisiert und fotografiert.
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2.2.2.4 DNA-Fragment-Pr apar ation

Die Préparation von DNA-Fragmenten nach vorhergehender Auftrennung im Agarosegel wurde
mit Hilfe eines DNA-Isolations-Kits (BioZym) gemal3 den Angaben des Herstellers durchgefihrt:
Die doppelstrangige DNA wurde nach Aufschmelzen der Agarose an eine Silicamatrix gebunden.
Nach zwei anschlieffenden Waschschritten wurde die DNA mit 20 pl H,O eluiert.

2.2.2.5 Radioaktive M arkierung von DNA-Sonden

Fur Hybridisierungen der RNA-Blots wurden doppelstrangige cDNA-Proben nach dem
"Random-primed-Oligolabeling"-Verfahren mit 50 pCi [0-*?P]-dCTP radioaktiv markiert
(Feinberg und Vogelstein, 1983). Die radioaktive Markierung der DNA-Proben erfolgte mittels
eines ,Random Primer Labeling Kit* von der Firma Amersham Buchler (Braunschweig)
entsprechend den Angaben des Herstellers. Die Abtrennung nicht eingebauter Radionukleotide
erfolgte as Ausschlufichromatographie mit Hilfe einer G-50-Sephadex-Saule in 1x TNE
(10 mM-Tris; 50 mM NaCl; 1 mM EDTA; pH 8). Vor der Zugabe der radioaktiv markierten
DNA-Probe zur Hybridisierungsl6sung wurde die Probe 5 min bei 100 °C denaturiert.

2.2.2.6 Radioaktive M arkierung von Oligonukleotid-DNA mit Polynukleotid-Kinase

Diese Art der Markierung wurde fir doppelstréngige Oligonukleotid-DNA angewandt, die in
Gel-Retardations-Experimenten eingesetzt wurden. 2 pmol Oligonukleotide wurden mit
1,5ul 10x Reaktionspuffer (700 mM TrisHClI pH 7,6; 100 mM MgCl,; 1 M KCI;
5mM R-Mercaptoethanol), 5 pl [a-*P]-ATP (5 pmoles; 2 pCi) und 1 pl T4-Polynukleotid-
Kinase (8 U/ul) in einem Volumen von 15 pl bei 37 °C fir 60 min inkubiert. Zur Denaturierung
der enzymatischen Aktivitat wurde die Reaktionsldsung 10 min bei 65 °C warmebehandelt. Die
Abtrennung der nicht eingebauten Radionukleotide erfolgte entsprechend 2.2.2.5.

2.2.2.7 PCR-Amplifikation bekannter cDNA-Sequenzen

5 - 10 ul einer Erststrangreaktion (siehe 2.2.1.7) wurden mit je 10 pmol 3- und
5-Amplifikationsprimern in 1x PCR-Puffer, 25uM dNTPs, 1,5 - 3,0 mM MgCl, und 5 U
Tag-DNA-Polymerase in einer 50 pl-Reaktion amplifiziert. Die Amplifikationsreaktion wurde in
einem Thermozykler (Gene Amp PCR System 9600 oder Gene Amp PCR System 2400 von
Perkin Elmer) mit folgenden Parametern durchgefihrt:

Denaturierung : 30sechei 94°C
Hybridisierung der spezifischen Primer: 30 sec bei 60 - 65 °C
Extension : 1 bis2 minbei 72°C

Nach dem Ende der Reaktion wurden 25 pl des Ansatzes auf einem Agarosegel analysiert.
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2.2.3 Proteinchemische M ethoden

2.2.3.1 Herstellung von Proteinextrakten aus Zellen

Adhérente Zellen (ca 5 x 10") wurden mit PBS (-Ca®'/Mg®) gewaschen und in 1 ml
2x-SDS-Probenpuffer lysiert. Zur mechanischen Zerkleinerung von Makromolekilen, wie
genomischer DNA oder RNA, wurde das Zellysat ca. 20 Sekunden sonifiziert. Unspezifische
Proteasen wurden durch Hitzebehandlung (5 min, 95 °C) inaktiviert. Das Zell-Lysat wurde bei
-20 °C aufbewahrt.

2.2.3.2 Préaparation von Gesamtzellextrakten

NIH3T3-Zellen (ca. 6 x 10° in einer 10 cm Petrischale) wurden zweima mit eiskaltem PBS
gewaschen, mit einem Gummischaber vom KulturgefalZboden abgeldst und mit 1 ml PBS in ein
2-ml-Reaktionsgefal? tberfihrt. Die Zellen wurden pelletiert (4000 rpm, 5 min, 4 °C) und in ca.
40 pl NE-Puffer (250 mM Tris pH 7,8; 60 mM KCI; 1 mM EDTA; 1 mM DTT; 1 mM PMSF)
suspendiert. Durch dreimaliges Einfrieren und Auftauen in flissigem Stickstoff/Eiswasser-Bad
wurden die Zellmembranen aufgebrochen. Die Zelltrimmer wurden durch Ultrazentrifugation
15 min, ca. 115000x g bei 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde in ein frisches Reaktionsgefal
Uberfuhrt und fur Gel-Retardationsanal ysen verwendet.

2.2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

5 ul einer Proteinldsung wurden mit 200 ul einer 1:5 mit H,O verdiinnten ,, Protein assay*-L6sung
der Firma BioRad gemischt und die Absorption bei 600 nm in einem Spektralphotometer
(Multiskan PLUS MK 1I) gemessen. Zur Eichung wurden serielle Verdinnungen von
Serumalbumin hergestellt. Die Berechnung der Proteinkonzentrationen der Proben erfolgte
anhand der Regressionsgeraden der Eichkurve.

2.2.3.4 Pré&-Inkubation von Kaninchenseren mit Fusionsproteinen

Zur Bindung spezifischer Antikdrper wurde das Kaninchenserum 7C92 mit verschiedenen
Fusionsproteinen vorinkubiert. 10 pl des Kaninchenserums wurden 1:500 in PBS verdinnt und
mit je 10 pg des jeweiligen Fusionsproteins (GST, GST-“repeat-region“, GST-RHABD)
gemischt. Nach Inkubation auf Eis 4. N. wurde die Mischung zentrifugiert (10000x g, 4 °C,
15min.) und der Ubestand nochmals fir die gleiche Zeitdauer mit dem gleichen Protein
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde die Antikorperlsbung auf 5 % Magerpulver und
0,3 % Tween20 eingestellt und direkt fir die Western-Analyse verwendet.

2.2.3.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektr ophor ese (Laemmli, 1970)

Die Proteingele wurden nach dem Protokoll von Laemmli gegossen. Es wurden Gele mit den
Grolen 16 x 22 cm verwendet. Die Acrylamidkonzentration betrug im allgemeinen 7,5 %.
Desweiteren setzte sich das Trenngel aus 375 mM Tris pH 8,8; 0,1 % SDS; 0,1 % APS;
0,025 %-TEMED zusammen. Das Sammelgel bestand gewohnlich aus 5 % Acrylamid;
125 mM-Tris pH 6,8; 0,1 % SDS; 0,1 % APS; 0,025 % TEMED. Nach der Polymerisation des
Geles wurde die Gelapparatur zusammengebaut und mit Laemmli-Gelel ektrophorese-Puffer
Uberschichtet. Die Proben wurden in die Taschen des Geles geladen. Die Gelelektrophorese
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erfolgte bei RT mit einer Stromstérke von 25 - 35 mA. Nach Beendigung des Laufs wurden die
aufgetrennten Proteine entweder mit einer Coomassie-Farbel 6sung gefarbt oder auf eine PVDF-
Membran transferiert.

2.2.3.6 Coomassie-Brilliant-Blau-Farbung von Proteinen

Proteine, die in SDS-Polyacryamid-Gelelektrophorese aufgetrennt worden sind, wurden durch
Coomassi e-Farbelsung sichtbar gemacht. Dazu wurde das Gel 30 min in 0,5 ml/cm? Gelflache
Farbel bsung und danach in Entfarbeldsung (40 % Methanol, 10 % Essigsaure) inkubiert, bis die
Proteinbanden sichbar wurden. Anschlief3end wurde das Gel im Wasserstrahlvakuum getrocknet.

2.2.3.7 Immunoblot-Analyse von Proteinen (, Western Blot")

Proteine, die in SDS-Polyacryamid-Gel elektrophorese aufgetrennt worden sind, wurden in einer
Naldtransferzelle (Trans-Blot, BioRad, Munchen) auf eine PVDF-Membran transferiert. Dazu
wurde die Membran zuvor fir 1 min mit 100 % Methanol aktiviert und in H,O hydriert. Das
Proteingel wurde mit Western-Transferpuffer aquilibriert und auf die PV DF-Membran aufgel egt.
Gel und Membran wurden dann zwischen sechs Lagen, in Transferpuffer getranktem Whatman
3MM-Papier montiert. Dieser ,, Sandwich-Aufbau® wurde zwischen zwei Nylonschwa&mmen in
der, mit Transferpuffer geftillten, Transferkammer fixiert. Der Transfer erfolgte gewohnlich bel
400 mM fir mehrere Stunden bisti. N. bel 4 °C.

Nach dem Transfer wurde die Membran kurz mit TBS (25 mM Tris-Base; 125 mM NaCl;
pH 8,1) gespllt. Unspezifische Proteinbindungsstellen wurden mit  Blockierungspuffer
(4 -5 %-fettfreiem Milchpulver in TBST (TBS + 0,5 % Tween)) fur 1 - 3 h abgeséttigt.
Anschlief3end wurde der Blot zusammen mit der Erstantikérperlésung in eine Plastikhille
verschwell3t und 1 - 3 h bel RT, bzw. . N. bei 4 °C, mit dem Erstantikdrper hybridisiert.
Polyklonale Antiseren wurden gewohnlich in einer Verdinnung von 1:500, monoklonae
Antikorper in einer Konzentration von 5 pg/ml bzw. entsprechend den Angaben des Herstellers,
in Blockierungspuffer eingesetzt. Uberschiissige und unspezifisch gebundene Antikorper wurden
durch dreimaliges Waschen fur jeweils 6 min mit Blockierungspuffer entfernt. Die
Hybridiserung des HRP-gekoppelten  Sekundarantiktérpers  erfolgte  analog  zur
Erstantikdrperhybridisierung, alerdings nur fir 1 h. Ungebundene Antikorper wurden durch
mehrmaliges Waschen mit Blockierungspuffer entfernt. Anschliefend wurde der Blot noch
mehrfach in TBS geschwenkt. Antikorperspezifische Signale wurden durch ECL-Detektion
(Amersham Buchler, Braunschweig) sichtbar gemacht.

2.2.3.8 Immunofluor eszenz-Analyse

Adhérente Zellen wurden auf ,, Plastic-Chamber Slides® der Firma Nunc kultiviert. Die Zellen
wurden mit PBS gewaschen und fir 10 min bel RT in einer 4 %igen Paraformaldehydldsung
fixiert. Das Fixativ wurde durch zweimaliges Waschen mit PBS entfernt. Zur Permeabilisierung
der Zellwande bei intrazelluldrer Farbung wurden die Zellen mit 10 % Saponin-PBS fur 10 min
bei RT behandelt. Anschlieffend wurde das Detergens mit PBS herausgewaschen. Zur
Abséttigung unspezifischer Proteinbindungsstellen wurden die Zellen fir 10 min be RT mit
5% FCS-PBS inkubiert. Die Zellen wurden dann mit der Primérantikorperlésung fur 1 h auf Eis
inkubiert. Monoklonale Antikdrper wurden gewohnlich mit einer Konzentration von 5 pg/ml und
polyklonale Antiseren in einer Verdinnung von 1:500 in 5 % FCS-PBS eingesetzt.
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Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden Uberschiissige Antikorper durch mehrmaliges Waschen
mit PBS entfernt und anschlief3end die Inkubation mit dem Sekundérantikorper angesetzt. Die
Einwirkung des Sekundarantikérpers, gewohnlich TRITC-konjugierte 1gG-Antikorper in einer
Verdinnung von 1:3000 in FCS-PBS, erfolgte abgedunkelt auf Eis fur 30 min. Die Zellen wurden
ebenfalls mit PBS gewaschen und fir die mikroskopische Analyse vorbereitet. Verwendet wurde
ein Immunofluoreszenz-Mikroskop der Firma Zeiss.

2.2.3.9 Glykosaminoglykan-Bindungsnachweis

Die Bindung von Glykosaminoglykanen an RHAMM-Protein wurde im wesentlichen
durchgefiihrt wie von Sleeman et al. (1997) beschrieben. Ca. 2 x 10’ Zellen wurden in 1 ml
0,5 %-NP-40-PBS lysiert und in Gegenwart von 2 mM PMSF 30 min auf Eis inkubiert.
Unlodliche Zellfragmente wurden durch Zentrifugation (12000x g, 4 °C, 10 min) pelletiert.
Jeweils 100 pl Aliquots des Uberstandes wurden mit 50 pg Glykosaminoglykan bei RT fur 1 h
inkubiert. Als Negativkontrolle wurde das Zell-Lysat mit dem gleichen Volumen H,O inkubiert.
Zur Positivkontrolle  wurde unbehandeltes Lysat verwendet. Anschlieffend wurde
Cetylpyrimidinium-Chlorid in einer Endkonzentration von 1 % (v/v) hinzugefiigt, vermischt und
weitere 60 min inkubiert. CPC-Glykosaminoglykan-Protein-Komplexe wurden durch
Zentrifugation (12000x g, 10 min, RT) pelletiert, dreimal mit 1 ml 1 % CPC/30 mM NaCl
gewaschen. Abschlief3end wurde das Prézipitat in 50 pl 2x Laemmli-Puffer suspendiert und einer
Western-Blot-Analyse unterzogen.

2.2.3.10 Dur chfluf3zytometrische Analyse

Adhérente Zellen (ca. 10° Zellen/Ansatz) wurden mit 5 mM EDTA in PBS (ohne Mg?*/Ca®") von
der Zellkulturschale abgel 0st, in ein Reaktionsgefal’ tberfiihrt und durch Zentrifugation pelletiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in PBS (-Mg?*/Ca’*) gewaschen. Die Zellen
wurden dann in der Erstantikorperlosung (in 3 %-FCS-PBS) resuspendiert und 1h auf Eis
inkubiert. Die eingesetzte Antikdrpermenge entsprach der Konzentration, die auch bei der
Western-Blot-Hybridisierung verwendet wurde. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen
mit der Sekundarantikorperlosung fur 30 min auf Eis inkubiert. FUr Bindungsstudien mit
Fluoreszein-markierter ~ Hyaluronsdure  (HA-FITC;  freundlicherweise  erhalten  von
Dr. J. C. Simon, Universitéts-Hautklinik Freiburg) wurden die Zellen mit HA-FITC (100 pg/ml)
fur 1 h auf Eisinkubiert. Fir Hyaluronsaure-Blockierungsexperimente wurden die Zellen vor der
Behandlung mit HA-FITC far 45 min, 4 °C, mit den jeweiligen Antikorpern (20 pg/ml)
vorinkubiert, kurz pelletiert und der Uberstand verworfen.

Daran schlof? der letzte Waschschritt an, bevor die Zellen in 3 %-FCS-PBS resuspendiert und im
FACS (FACStar Plus; Firma Becton Dickinson) analysiert wurden.
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2.2.3.11 Zymogr aphische Analyse gelatinolytischer Aktivitat

Konditionierter ZellUberstand wurde mit 12,5 % Trichloressigséaure (Endkonzentration) fur
40 - 50 min auf Eis prézipitiert. Das Prazipitat wurde durch einen Zentrifugationsschritt (15 min,
14000 rpm, 4 °C) pelletiert, zweimal mit eiskaltem 95 % Ethanol gewaschen und anschlief3end
getrocknet. Das Pellet wurde dann in 15 - 30 pl nicht reduzierenden 4x Laemmli Probenpuffer
aufgenommen.

In ein 8 - 10 % SDS-Polyacrylamid-Gel wurde Gelatine mit einer Endkonzentration von 1 mg/ml
kopolymerisiert. Die Proteine wurden unter nicht reduzierenden Bedingungen in 65 mM Tris; 80
mM Glycin; 0,1 % SDS elektrophoretisch aufgetrennt. Um eine Uberhitzung der Proteingele zu
verhindern, erfolgte der Lauf unter Wasserkiihlung. Nach Beendigung der Gel-Elektrophorese
wurde SDS aus dem Gel durch zweimaliges 30 minttiges Waschen in 2,5% TritonX-100
herausgewaschen und Triton X-100 durch mehrmaliges Waschen mit sterilem H,O entfernt. Das
Gel wurde in Reaktionspuffer (50 mM Tris pH 7,5; 10 mM CaCl,; 1 uM ZnCl) Uberfthrt und
U. N. bel 37 °C inkubiert. Danach wurde das Gel mit Coomassie Farbel 6sung angeférbt und nach
Sicht entfarbt mit 40 % Methanol/10 % Essigsaure.

2.2.3.12 Nachweis DNA-bindender Proteine durch Gel-Retar dationsanalyse
(» Bandshift Analysis‘)

Die ,, Bandshift”-Reaktionen wurden in einem Volumen von 20 ul je Ansatz durchgefihrt. Dazu
wurden 5 - 8 ug Proteinextrakt mit 1 pg poly(di/dC), 2 ug BSA, 12 mM HEPES-KOH pH 7,8,
60 mM KCl, 62,5 mM Tris-HCI pH 7,8, 0,6 mM EDTA, 6 % Glyzerin und 5 mM DTT fir 10
min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurden ca. 10 fmol *?P-markiertes Oligonukleotid (ca
40000 cpm) zugegeben und weitere 30 min inkubiert. Die Ansétze wurden auf ein 16 x 22 cm
grof3es natives 5 %iges Polyacrylamidgel in 0,25x TBE aufgetragen. Die elektrophoretische
Auftrennung erfolgte bei 100 V in 0,25x TBE fur 3 - 4 h. Das Gel wurde anschlief3end im
Wasserstrahlvakuum getrocknet und gegen einen Rontgenfilm exponiert.

2.2.4 Handhabung von Bakterien

2.2.4.1 Praparation elektrokompetenter Bakterien (Dower, 1988)

300 ml SOB-Medium (2 % Bacto-Trypton: 0,5 % Hefeextrakt; 10 mM NaCl; 2,5 mM KCI; 10
mM MgCl,) wurden mit 1 ml einer Ubernachtkultur von E.coli DH5a angeimpft und bei
18- 20 °C unter Schitteln bis zu einer ODgpg von 0,3 - 0,4 inkubiert. Nach Erreichen dieser
Zéelldichte wurden sie fir 3 min bei 37 °C in einem Wasserbad warmebehandelt und anschlief3end
far 20 min bel 18 - 20 °C inkubiert. Die Bakterienlésung wurde dann auf vorgekuhlte 50 mi-
Reaktionsgefale verteilt, mit 3500x g, 10 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Bakterienpellets in 50 ml eisgekihltem Wasser resuspendiert. Es folgte ein
erneuter Zentrifugationsschritt. Der Waschschritt wurde dreimal wiederholt, wobei mit jeder
Resupendierung die Pellets gepoolt wurden. Zum Abschlufd wurde das gesamte Pellet in 800 pl
eisgekihlten H,O suspendiert, mit 7 % (f. c.) DM SO versetzt, auf 40 pl-Aliquots verteilt und mit
FlUssigstickstoff schockgefroren.
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2.2.4.2 Transformation elektrokompetenter Bakterien

1 - 2 pl des Ligationsansatzes oder 100 ng eines Vektors wurden zu 40 pl aufgetauter,
kompetenter Bakterien pipettiert, vorsichtig gemischt und far 1 min auf Eis inkubiert. Das
DNA-Zell-Gemisch wurde in eine Kivette transferiert und diese in einem Kivettenhalter des
E.coli-Pulsers (BioRad) plaziert. Unverziglich wurde der Impuls (18 kV/cm) ausgelést. Die
Kuvette wurde aus dem E.coli-Pulser entnommen und sofort mit 1 ml SOC-Medium
(SOB-Medium plus 20 mM Glukose) aufgefillt. Fir die phanotypische Expression des
Resistenzmarkergens auf dem Plasmid wurden die Bakterien 30 min bei 37 °C geschittelt und
anschlief3end auf Agarplatten, die mit 100 pg/ml Ampicillin versetzt waren, ausgestrichen.

2.25 Zdlkultur

2.2.5.1 Stabile Transfektion von 3LL-Z€llen

Die Transfektion der Zellen mit pRSVneo erfolgte mittels eines liposomaen Transfektions-
reagenzes (DOTAP, Boehringer Mannheim) gemd3 den Anleitungen des Herstellers. Im
einzelnen wurden in einem sterilen Reaktionsréhrchen 15 pg DNA in HEPES-Puffer (20 mM,
pH 7,4) auf eine Konzentration von 60 ng/pl verdinnt (Endvolumen 250 pl). In einem zweiten
Reaktionsrohrchen wurden 150 pl DOTAP mit HEPES-Puffer zu einem Endvolumen von
500 pl gemischt. Die DNA-L6sung wurde dann zur DOTAP-LAsung gegeben und vorsichtig
miteinander vermischt. Die Transfektionsmischung wurde 15 min bei RT inkubiert und
anschlief3end mit 10 ml DMEM durchmischt. Das Kulturmedium der Zellen (50 % konfluent, in
10 cm-Petrischale) wurde entfernt und jeweils 5 ml Transfektionsldsung tropfenweise zum
Kulturgefd? gegeben. Die Zellen wurden ca. 4 h mit der Transfektionsmischung kultiviert.
Anschlief?end wurde das Medium durch frisches Kulturmedium (10 % FCS-DMEM) ersetzt.
Nach 10 h wurden die Zellen auf jewells zwei 15 cm-Petrischalen vertellt und mit
Selektionsmedium (600 pg/ml G418 in 10 % FCS-DMEM) kultiviert. Alle zwel Tage wurde dem
Kulturmedium G418 in einer Endkonzentration von 600 pg/ml zugesetzt. Nach etwa zehn Tagen
wurden einzelne Klone isoliert und expandiert.

2.2.5.2 Praparation muriner embryonaler Fibroblasten

13 - 14 Tage schwangere C57/BL6-Mause wurden durch zervikale Dislokation getdtet. Das
Abdomen wurde mit 70 % Ethanol desinfiziert und nachfolgend getffnet. Der Uterus wurde
entfernt und die Embryonen isoliert. Den Embryonen wurden die extra-embryonalen Membranen
sowie Darm, Leber, Lungen und Kopf entfernt und in ein neues Gefdl3 tberfihrt. Die Zellmasse
wurde mit einigen ml einer 0,25 % Trypsin-Losung Uberschichtet, mit einem Skalpell erst grob
und dann durch mehrfaches Auf- und Abpipettieren weiter zerkleinert. Nach einem
Inkubationsschritt bei 37 °C fur ca. 30 min, wurde die Zellmasse Uber ein Zellsieb (Falcon;
40 um Siebgrof3e) in ein Reaktionsgefald mit Kulturmedium passiert. Die vereinzelten Zellen
wurden dann in 15 cm-Petrischalen ausgesét und kultiviert.
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2.2.5.3in vivo Passage von 3LL-Zellen

In einem Volumen von 100 pl wurden ca 10° Mykoplasmen-freie Zellen intramuskul&r in ein
Hinterbein einer adulten C57/BL6-Maus injiziert. Sobald der Tumor einen Durchmesser von
ca. 1 cm erreicht hatte, wurde das Tier durch zervikale Dislokation get6tet und der Tumor unter
aseptischen Bedingungen prépariert. Die Vereinzelung der Tumorzellen erfolgte entsprechend
dem Protokoll fur die Préparation der embryonalen Fibroblasten.
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3. Ergebnisse

3.1 Hyaluronsaureinduziert die Expression von MMP-9 in der murinen

metastatischen 3LL LewisL ungenkarzinomzellinie

3.1.1In 3LL-Zellen laRt sich gelatinolytische Aktivitat nach Hyaluronsaur e-Behandlung
nachweisen

Auf der Suche nach moglichen Effektormolekilen von Hyaluronsaure habe ich untersucht, ob
Hyaluronsaure die Synthese von MM Ps beeinfluf3en kann.

Dabel habe ich zuerst in einer zymographischen Analyse gefunden, dal3 Hyaluronsaure (HA) in
der metastatischen murinen Lewis Lungenkarzinomzellinie (3LL) gelatinolytische Aktivitét
induziert. Die zymographische Analyse ist eine sehr sensitive Methode zum Nachweis

gelatinolytischer Aktivitdt. Das entscheidende Experiment ist in Abbildung 4 dokumentiert.

ADbb. 4: In 3LL-Zellen wird gelatinolytische Aktivitat durch Hyaluronsiure, nicht aber durch
Chondroitin-Sulfat induziert

3LL-Zellen wurden unter serumfreien Bedingungen fir 48 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen
Hyaluronsaure (HA) bzw. Chondroitin-Sulfat A (CS-A) inkubiert. Die Zellkulturtibersténde (KM) wurden
gesammelt, konzentriert und unter nicht-reduzierenden Bedingungen in einem Gelatine-SDS-
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Gelatinolytische Aktivitéat ist nach Coomassie-Farbung
und anschlieffender Entfarbung des Gels als ungeférbter Lysishof zu erkennen. Als Kontrolle wurde
konditioniertes Medium unbehandelter Zellen bzw. Medium aleine verwendet (M, Medium alleing; KM,
konditioniertes Medium).
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Im Gewebekulturiiberstand Hyaluronsdure-behandelter 3LL-Zellen zeigten sich zwei Banden
gelatinolytischer Aktivitét (Abb. 4). Die Wanderungsstrecken entsprechen Mol ekulargewichten
von ca. 100 und 55 kDa. Die Uberwiegende Enzymaktivitét zeigt sich in der Bande von ca
100 kDa, wahrend bei 55 kDa nur schwache Aktivitdt detektierbar ist. Aufgrund der
Molekulargewichte |at die Bande bei 100 kDa auf die Proform von MMP-9 und die Bande bei
55 kDa auf MMP-7 schliefen.

Anzumerken ist, dal3 keine gelatinolytische Aktivitét im Bereich der Molekulargewichte
zwischen 82 und 72 kDa zu erkennen ist, wie es bei der Sezernierung von MMP-2 zu erwarten
gewesen wére.

Die verwendete Hyaluronsaure-Praparation stammt aus Hahnenkdmmen und ihr
Molekulargewicht reicht von 80 bis >600 kDa. Hyaluronsaure ist gewdhnlich mit Chondroitin-
Sulfat kontaminiert. Chondroitin-Sulfat A induziert jedoch keine gelatinolytische Aktivitét
(Abb. 4), weshalb ausgeschlossen werden kann, dal3 die gelatinolytische Aktivitdt auf die
Verunreinigung von Chondroitin-Sulfat in der Hyaluronsaure-Préparation zurlickzuftihren ist. Die
Enzymaktivitét wird somit spezifisch durch Hyaluronsaure induziert.

Um auszuschlief3en, dal3 die Induktion der gelatinolytischen Aktivitat durch Endotoxine,
die moéglicherweise in der Hyaluronsdure-Préparation enthalten sind, hervorgerufen wird, wurde
der Endotoxin-Gehalt der Hyaluronsaure-Praparation bestimmt. Die Untersuchung ergab einen
Endotoxin-Gehalt von. 0,139 EU/mI (entsprechend 13,9 pg EC6 USP-Standard von E. coli/ml) in
einer 1 mg/ml Hyaluronsdurelsung. Diese Endotoxin-Konzentration hat keinen Einflul3 auf die
Expression von MMP-9 in 3LL-Zellen (Daten nicht gezeigt). Zusétzlich wurde die geltste
Hyaluronsdure vor dem experimentellen Einsatz autoklaviert, um darin enthaltene Proteine und

Peptide zu denaturieren und inaktivieren.

Hyaluronsaureinduziert die Expression von MM P-9-mRNA

Die hauptsachliche gelatinolytische Aktivitdt manifestiert sich bei einem Molekulargewicht von
100 kDa. Um festzustellen, ob diese Aktivitdt auf Neusynthese (Transkription) beruht, und
sicherzustellen, dal3 es sich tatsdchlich um MMP-9 handelt, wurde die RNA Hyaluronséure-
behandelter Zellen per Northern-Blot analysiert.

32



Ergebnisse

Abb. 5: Hyaluronsiureinduziert in 3LL-Zellen die Expression von MM P-9-mRNA.

3LL-Zellen wurden mit 1 mg/ml Hyaluronsaure (HA) behandelt bzw. blieben unbehandelt. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet und poly(A)*-RNA isoliert. Jeweils 4 pg poly(A)*-
RNA sind fur eine Northern-Analyse eingesetzt worden. Die Menge spezifischer mRNA far MMP-9
wurde durch Hybridisierung des Filters mit einer ¥P-markierten MM P-9-spezifischen Sonde bestimmt.
Zur Uberprifung der geladenen RNA-Mengen wurde die Membran mit einer spezifischen cDNA-Probe
gegen GAPDH rehybridisiert.

Wéhrend in unbehandelten 3LL-Zellen keine MMP-9-mRNA detektierbar war, lief3 sich nach
Hyaluronsaure-Behandlung MM P-9-spezifische mRNA nachweisen (Abb. 5). MMP-9-mRNAs
haben eine Groéle von 2,5 und 3,2 kB; die unterschiedlichen MMP-9-Transkripte sind auf dem
differentiellen Gebrauch von Polyadenylierungssignalen zurtickzuftihren (Masure et al., 1993).
Der friheste Zeitpunkt, an dem MMP-9-mRNA in der Northern-Blot-Analyse nachgewiesen
werden konnte, war nach sechs Stunden. Bis zum Zeitpunkt von 12 Stunden nahm die
Signalstarke MM P-9-spezifischer mRNA zu und hielt bis 24 Stunden nach Stimulation an.

Die Northern-Blot-Analyse zeigt somit, dal3 Hyaluronsdure tatséchlich zu einer gesteigerten
Expression von MMP-9 in 3LL-Zellen fuhrt, moglicherweise durch Stimulation der Transkription
(siehe Abb. 10).
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3.1.2 Induziert Hyaluronsdurein 3LL-Zellen auch die Expression anderer proteolytischer
Enzyme?

Die Expression verschiedener Matrixmetalloproteinasen ist assoziiert mit der Aggressivitét des
Tumors in vivo und in in vitro (Mignatti et al., 1986; Stetler-Stevenson, 1990; Matrisian et al.,
1991). Auch fir die Serinproteinase Urokinase-Typ Plasminogenaktivator (u-PA) besteht eine
Korrelation zwischen Expression und der Invasivitdt eines Tumors (Testa und Quigley, 1990,
Ossowski et al., 1991). Aus diesem Grund wurde analysiert, ob Hyaluronsdure neben MMP-9 die
Expression weiterer Matrixmetalloproteinasen oder von u-PA reguliert.

Da in der zymographischen Analyse nur Proteinasen mit gelatinolytischer Aktivité nach-
gewiesen werden konnten (Abb. 4), wurde in einer Northern-Blot-Analyse untersucht, ob
Hyaluronséure in 3LL-Zellen die Expression von MMP-2, MMP-3, MMP-10, MMP-13 oder
u-PA reguliert.
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Abb. 6: Expresson von MMP-13, u-PA und TIMP-1 in 3LL-Zellen nach Hyaluronsaure-
Behandlung

3LL-Zellen wurden unter serumfreien Bedingungen mit verschiedenen Konzentrationen Hyaluronsaure
(HA) inkubiert bzw. blieben unbehandelt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen geerntet und poly(A)*-
RNA prépariert. Fir die Northern-Analyse wurden je 4 pg poly(A)*-RNA eingesetzt. Die Filter wurden
jeweils mit einer spezifischen cDNA-Sonde gegen MMP-13 (A), u-PA (B), TIMP-1 (C), und zur
Kontrolle fir gleiche RNA-Mengen mit einer GAPDH-spezifischen Sonde hybridisiert (D).
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Die Northern-Blot-Analyse ergab, da Hyauronsaure die Expression einer weiteren
Matrixmetalloproteinase, MMP-13, induziert (Abb. 6 A). MMP-3, MMP-10 und MMP-2 werden
nicht von 3LL-Zellen exprimiert, und ihre Expression konnte auch nicht durch Hyaluronsaure
induziert werden (Daten nicht gezeigt).

U-PA wird bereits von unstimulierten 3LL-Zellen exprimiert, und die Stimulation mit

Hyaluronsaure fuhrte zu einer Erhéhung der mRNA-Menge (Abb. 6 B).

3.1.3 Hyaluronsaure hat keinen Einfluf3 auf die Expression von TIMP-1

TIMP-1 ist ein wichtiger Inhibitor der Aktivitdt von MMP-9 (Baragi et al., 1994). TIMPs werden
von den meisten Geweben synthetisiert und sezerniert. Ebenso wie MMPs wird die Expression
von TIMPs durch verschiedene Zytokine und Wachstumsfaktoren reguliert. Das quantitative
Verhdltnis zwischen aktivierten MMPs und TIMPs bestimmt die Netto-Aktivitéat der MM Ps und
ist somit eine wesentliche Determinante fir den Abbau der extrazelluldren Matrix (Liotta et al.,
1991; Liottaund Stetler-Stevenson, 1991).

Um die Frage zu kléren, ob Hyaluronsaure einen Einfluld auf die Expression von TIMP-1 und
somit auf die Aktivitdt von MMP-9 hat, wurde in einer RNA-Anayse untersucht, ob
Hyaluronsaure die Expression von TIMP-1 reguliert. Es zeigte sich jedoch, dal3 3LL-Zellen
TIMP-1 konstitutiv exprimieren (Abb. 6 C), und Hyaluronsdure-Stimulation fuhrte nicht zu einer
verdnderten mMRNA-Menge von TIMP-1.

Somit induziert Hyaluronsaure in 3LL-Zellen die Expression von MMP-9, MMP-13 und u-PA;

die Expression von TIMP-1, eines endogenen Inhibitors der MM Ps, wird jedoch nicht beeinfluf3t.

3.1.41n 3LL-Tumoren ist MM P-9-Aktivitat nachweisbar

Die verwendete 3LL-Zellinie ist tumorigen und besitzt einen stark-metastatischen Phanotyp, wie
in einer experimentellen Metastasierungsstudie bestdtigt werden konnte (Ergebnisse nicht
gezeig).

Um eine Aussage zu erhaten, ob die Zellkultur-Bedingungen auch die Verhatnisse im Tumor
représentieren, wurde in einer RT-PCR-Analyse untersucht, ob Tumore, die sich nach
intramuskul&rer Inokulation von 3LL-Zellen in syngenen C57/BL6-Mausen bildeten, Expression

von MMP-9 zeigten.
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Abb. 7: 3LL-Tumormaterial zeigt gelatinolytische Aktivitat

(A) Aus jewells zwei verschiedenen Muskelgeweben und 3LL-Tumoren wurde Gesamt-RNA prapariert
und in einer RT-PCR-Analyse auf Anwesenheit MMP-9-spezifischer mRNA untersucht. Fir die
Erststrang-cDNA-Synthese sind jeweils 2 pg Gesamt-RNA eingesetzt worden. Die anschlief3ende
Amplifikationsreaktion zur Detektion MMP-9-spezifischer Transkripte wurde mit 35 Zyklen
(30sec 94 °C, 30 sec 57 °C, 20 sec 72 °C) durchgefuhrt. Die verwendeten Primer (muMMP-9-779se,
MUMMP-9-1342as) sind spezifisch fur Exon 5 und 9 des murinen MMP-9-Gens. Zur Kontrolle, gleiche
Mengen Gesamt-RNA in der Erststrang-cDNA-Synthese eingesetzt zu haben, diente die
Amplifikationsreaktion (21 Zyklen; 30 sec 94 °C, 30 sec 58 °C, 20 sec 72 °C) mit GAPDH-spezifischen
Primern. In der linken Spur wurde als Gréflzenstandard A-DNA, mit BstEIl verdaut, aufgetragen.

(B) In einer zymographischen Analyse wurden jeweils gleiche Proteinmengen von jeweils zwei
verschiedenen Muskel geweben bzw. 3LL-Tumoren auf gelatinolytische Aktivitét getestet.

In den Tumorproben waren MMP-9-Transkripte feststellbar, hingegen liel3 sich in normaem
Muskelgewebe keine Expression von MMP-9 nachweisen (Abb. 7 A).

Zusétzlich wurde getestet, in welcher Form MMP-9-Protein in den Tumorgeweben vorliegt. In
einer zymographischen Anayse wurden Proteinextrakte aus Tumormaterial und zur Kontrolle
aus normalem Muskel gewebe untersucht. In Ubereinstimmung mit der RT-PCR-Analyse war in
normalem Muskelgewebe keine Enzymaktivitdt detektierbar (Abb. 7 B). Die Tumorproben
hingegen zeigten starke gelatinolytische Aktivitdt bei ca. 92 kDa. Auffalig ist, da3 im
Unterschied zu in vitro kultivierten 3LL-Zellen in den Tumorproben tberwiegend die aktive
92 kDa-Form von MM P-9 vorkommt.
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Nach in vivo Passage sind 3LL-Tumorzellen in der Lage, auf Hyaluronsaure mit der
Synthese von MM P-9 zu reagieren

Es war zu beobachten, dal3 sich nach langerer in vitro Kultivierung die Hyaluronsdure-gesteuerte
Expression von MMP-9 in 3LL-Zellen verlor. Durch in vivo Passage der Zellen in syngenen
Mausen konnte diese Eigenschaft rekonstituiert werden (Daten nicht gezeigt). Da die
Tumormasse nicht ausschliefdlich aus 3LL-Tumorzellen besteht, sondern auch aus Stromazellen,
wie z. B. Fibroblasten oder Endothelzellen, lag die Vermutung nahe, da3 nicht die
3LL-Tumorzellen, sondern Nicht-Tumorzellen, an der Synthese von MMP-9 beteiligt sein
konnten. In 3LL-Zellen wurden daher ein Resistenzmarker, hier die Neomyzin-
Aminoglukotransferase, stabil exprimiert. Nach einer in vivo Passage sollten anschlief3end in
vitro unter Selektionsbedingungen nur die transfizierten 3LL-Zellen Uberleben, wéhrend die

nicht-transfizierten Stromazellen zugrunde gingen.

Abb. 8. Die Sdektion der Tumorzellen mit G418 fuhrt nicht zum Verlust der Hyaluronsiure-
abhéangigen Expression von MM P-9

Z€llen aus 3LL-Tumoren verschiedener Klone, die stabil die Aminoglukotransferase exprimieren, wurden nach
einer Passage in vivo aufgeteilt. Ein Tell jedes Klones wurde mit bzw. ohne 400 pg/ml G418 im Medium fir
zwel Wochen behandelt. Anschlielend wurden jeweils 10° Zellen in eine 3 cm Petrischale ausgesét, fir
12 Stunden ohne Serum gehungert und anschlief3end mit 0,5 mg/ml Hyaluronséure (HA) induziert. Nach 12
Stunden wurden die Zellen geerntet und Gesamt-RNA prépariert. Jewells 2 pg Gesamt-RNA wurden revers
transkribiert und in ener RT-PCR-Analyse auf Anwesenheit von MMP-9-mRNA untersucht. Die
Amplifikationsreaktion zur Detektion MMP-9-spezifischer Transkriptionsprodukte wurde mit 35 Zyklen
(30sec M4 °C, 30 s 57 °C, 20 s=c 72 °C) durchgefihrt. Die verwendete Primerkombination
(MUMMP-9-779se/1342as) ist spezifisch fir Exon 5 bzw. 9 des murinen MMP-9-Gens. Zur Kontrolle, gleiche
Mengen Gesamt-RNA fir die Erststrang-cDNA-Synthese eingesetzt zu haben, diente die Ampli-
fikationsreaktion mit GAPDH-spezifischen Primern (21 Zyklen; 30 sec 94 °C, 30 sec 58 °C, 20 sec 72 °C). In
der linken Spur wurde a's Grél3enstandard A-DNA, mit BStEIl verdaut, aufgetragen.
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Hierzu wurden jeweils 5 x 10° Zellen der verschiedenen Expressionsklone in einem Volumen von
50 ul intramuskuldr in C57BL6/JMause injiziert. Nachdem der entstandene Tumor einen
Durchmesser von ca 1 cm ereicht hatte, wurden die Tumorzellen reisoliert und in vitro
kultiviert. Die Zellen eines jeden Klons wurden aufgeteilt und fir zwei Wochen in Anwesenheit
bzw. als Kontrolle in Abwesenheit des Neomyzinderivates G418 kultiviert. Anschlief3end wurde
mittels einer RT-PCR-Anayse untersucht, ob die Zellen noch die Hyaluronsdure-induzierte
Expression von MMP-9-mRNA zeigten.

In alen Zellklonen war eine geringe basale Expression von MMP-9-mRNA detektierbar, jedoch
fUhrte die Stimulation mit Hyaluronsdure zu einer deutlich erhéhten MMP-9-mRNA-Menge, und
zwar unabhangig davon, ob die Zellen in Gegenwart oder Abwesenheit des Neomyzinderivates
kultiviert worden waren (Abb. 8). In samtlichen Zellklonen fiihrte die Selektion mit G418 nicht
zum Verlust der Hyaluronsdure-abhéngigen Expression von MMP-9. In den Zellen, die in
Abwesenheit von G418 wuchsen, konnte nach Hyaluronsdure-Stimulation im Vergleich zu
G418-behandelten Zellen keine signifikant starkere Akkumulation von MMP-9-Transkripten
festgestellt werden, was zu erwarten gewesen ware, wenn auch zusétzlich Stromazellen fur die
Expression der MMP-9 (mit-)verantwortlich gewesen waren.

Dieses Ergebnis legt den Schluld nahe, dal3 Hyaluronsédure tatsachlich in den 3LL-Zellen die
Expression von MMP-9 induziert.

Die Hyauronsaure-vermittelte Expresson von MMP-9 ist nicht nur eine Eigenart von
3LL-Z€ellen. Murine embryonale Fibroblasten sind ein weiterer Zelltyp, der diese Eigenschaft
auch besitzt (Abb. 19).

3.1.5In 3LL-Zdlen ist MM P-9 nicht mit der Zelloberflache assoziiert

Im Unterschied zum 3LL-Tumorgewebe ist im Uberstand von in vitro kultivierten 3LL-Zellen
nach Induktion durch Hyaluronsaure nur die proteolytisch-inaktive, nicht aber die aktive Form
von MM P-9 nachweisbar.

Die Zelloberflachen-assoziierte Lokalisation proteolytischer Enzyme erleichtert die Proteolyse
der extrazelluldren Matrix in den Regionen mit Zell-Matrix-Kontakten. Beispielsweise findet
man MMP-2 Uber einen MT-1-MMP* TIMP-2* Pro-MMP-2-Komplex oder durch Interaktionen
mit Integrinen an der Zellmembran lokalisiert (Strongin et al., 1995; Brooks et al., 1996). Trotz
der strukturellen Homologien von MMP-2 und MMP-9 sind fir MMP-9 nur wenige Beispiele
von Zellmembran-assoziierter Lokalisation bekannt. So kann sowohl die latente als auch die
aktive Form von MMP-9 ber einen Komplex mit TIMP-1 an der Zelloberflache lokalisiert sein
(Toth et al., 1997). In zwei weiteren Vertffentlichungen (Yu und Stamenkovic, 1998;
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Bourguignon et al., 1998) wurde beschrieben, dal3 die proteolytisch aktive Form von MMP-9 mit
der Zelloberflache durch einen CD44-vermittelten Mechanismus assoziiert sein kann. Zur
Untersuchung der Frage, ob in 3LL-Zellen die aktive Form von MMP-9 an der Zelloberfléche
lokalisiert ist, wurde in einem Zymogramm Zell-Lysat und konditioniertes Medium
Hyaluronsaure-stimulierter Zellen auf gelatinolytische Aktivitét untersucht.

Abb. 9: In 3LL-Z€ellen ist die gelatinolytische Aktivitat nicht Zell-assoziiert

3LL-Zellen wurden in serumfreien Medium fir 24 Stunden mit 0,5 mg/ml HA bzw. ohne Zusatz
behandelt. Anschlielfend wurde das konditionierte Medium gesammelt, konzentriert und in nicht-
reduzierenden Probenpuffer suspendiert. Die Zellen wurden in nicht-reduzierenden Probenpuffer lysiert.
Konzentriertes Medium (KM) und Zell-Lysat (ZL) wurden einer zymographischen Analyse zum
Nachweis gelatinolytischer Aktivitédt unterzogen. Kulturmedium + 0,5 mg/ml HA (M) diente ds
Negativkontrolle.

Gelatinolytische Aktivitdt mit einem Molekulargewicht von ca 102 kDa liel3 sich nur im
Kulturiberstand Hyaluronsaure-stimulierter Zellen, nicht aber im Gesamtzell-Lysat behandelter
oder unbehandelter Zellen nachweisen (Abb. 9). Somit kann davon ausgegangen werden, dal3 in
3LL-Zellen gelatinolytische Aktivitat nicht mit der Zelloberfléache assoziiert ist.
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3.2 Analyse des Signaltransduktionsweges, Uber den Hyaluronsaure die
Aktivierung des M M P-9-Gens ver mittelt

3.2.1 Hyaluronsaur e ver mittelt die transkriptionelle Aktivierung des M M P-9-Gens und
nicht die Stabilisierung der MM P-9-mRNA

Eine Beobachtung der Northern-Blot-Analyse (Abb. 5) war, dal3 die Hyaluronsdure-induzierte
Zunahme der MMP-9-mRNA-Menge erst nach sechs Stunden detektierbar war, dann aber bis zu
24 Stunden anhielt. Die Hyauronsaure-abhangige Expression von MMP-9 verléuft also nicht
transient. In murinen embryonalen Fibroblasten nimmt die Expresson von MMP-9 durch
Hyaluronsdure den gleichen zeitlichen Verlauf (Daten nicht gezeigt). Diese Fibroblasten zeigen
eine zuverlassige und ausgepragte Hyaluronsdure-induzierte MMP-9-Expression. Unter der An-
nahme, dal3 die Expression von MMP-9 durch Hyaluronsaure-Behandlung in beiden Zelltypen
durch die gleichen Mechanismen reguliert wird, wurden teilweise die weiteren Untersuchungen
mit Fibroblasten durchgefihrt.

Um eine Aussage darlber zu erhaten, ob die MMP-9-Induktion durch Hyaluronsdure auf
transkriptionelle Aktivierung oder aber auf einer Stabilisierung der mRNA beruht, wurden
embryonale Fibroblasten mit dem RNA-Polymerase-Inhibitor Aktinomyzin D behandelt und die
Expression von MMP-9 durch Hyaluronsaure nach Inhibition der Transkription untersucht.

Die TPA (12-O-Tetradekanoyl-Phorbol-13-Azetat)-vermittelte Aktivierung des MMP-13-Gens
ist transkriptionsabhangig (Angel et al., 1987a) und diente zur Kontrolle der
V ersuchsbedingungen.

Der Einflufd von Aktinomyzin D auf die Hyaluronsaure-induzierte Expression von MM P-9 wurde
anhand einer RT-PCR-Analyse untersucht. Wie in Abbildung 10 dargestellt, sind nach Inhibition
der Transkription durch Aktinomyzin D keine MMP-9-spezifischen Transkripte in
Hyaluronsdure-behandelten Zellen nachweisbar. Auch die TPA-induzierte MMP-13-Expression
ist durch Aktinomyzin D inhibiert.
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Abb. 10: Die Hyaluronsaure-induzierte Expresson von MMP-9 ist transkriptions-abhangig
Fibroblasten wurden fir 30 min mit Aktinomyzin D (2 pg/ml) inkubiert und anschlief3end mit 0,5 mg/ml
Hyaluronsaure oder 80 ng/ml TPA induziert bzw. nicht behandelt (Ko). Nach neun Stunden wurden die
Zellen geerntet und Gesamt-RNA isoliert. In einer nachfolgenden RT-PCR-Analyse wurde das
Vorhandensein MMP-9- bzw. MM P-13-spezifischer mRNA bestimmt. Jeweils 1 pug Gesamt-RNA wurden
revers transkribiert und 1/10 der Reaktion fur die Amplifikationsreaktionen eingesetzt. Zur Amplifikation
MMP-9-spezifischer mRNA (35 Zyklen; 30 sec 94 °C, 30 sec 60 °C, 20 sec 72 °C) wurden Primer
(MUMMP-9-314se/1342as) verwendet, die spezifisch fir Exon 2 bzw. 9 des MMP-9-Gens sind. Die
Amplifikation MM P-13-spezifischer mRNA wurde mit Primern durchgefihrt, die spezifisch den Bereich
von Pos. 296 bis Pos. 901 der cDNA-Sequenz fir murines MMP-13 flankieren (33 Zyklen; 30 sec 94 °C,
30 sec 61 °C, 30 sec 72 °C). Als Kontrolle diente die Amplifikationsreaktion mit GAPDH-spezifischen
Primern (21 Zyklen; 30 sec 94 °C, 30 sec 58 °C, 20 sec 72 °C).

Dieses Ergebnis |a3t vermuten, dal3 die Akkumulation MMP-9-spezifischer mRNA nach

Hyaluronsaure-Behandlung hauptséchlich  auf eine transkriptionelle Aktivierung des
MM P-9-Gens zuriickzufthren ist.
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3.2.21st fur die Hyaluronsaure-induzierte MM P-9-Expression de novo Proteinbiosynthese
notwendig ?

Zur Beantwortung der Frage, ob fur die Hyaluronsaure-abhangige Expression von MMP-9 die
Neusynthese von Transkriptionsfaktoren oder post-trandationale Modifikationen von
Transkriptionsfaktoren, die bereits in nicht-stimulierten Zellen vorliegen, notwendig ist, wurde
gepruft, ob diese Aktivierung von de novo Proteinbiosynthese abhangig ist. Daflr wurde in
3LL-Zellen in Gegenwart des Trandlationsinhibitors Emetin die Expression von MMP-9-mRNA
nach Hyauronsdure-Behandlung untersucht. Zur Kontrolle wurden die Zelen mit TPA
behandelt, da die TPA-vermittelte Expression von MMP-13 Protein-Neusynthese erfordert
(Angdl et al., 19873, b).

MMP-9 MMP-13
Ko HA TPA
= + - + = + Emetin
—28S
28 S=—
—18S
18 S—

e ) e

Abb. 11: Die Blockierung der Trandation fuhrt zu einer starken Akkumulation von MM P-9-
Transkripten

3LL-Zellen wurden mit 50 pM Emetin fir 45 min vorbehandelt bzw. blieben unbehandelt, und
anschlieffend mit 0,5 mg/ml HA, 80 ng/ml TPA bzw. nicht (Ko) induziert. Nach 10 Stunden wurden die
Zellen geerntet und poly(A)*-RNA isoliert. Jeweils 4 ug poly(A)*-RNA wurden gelelektrophoretisch
aufgetrennt und auf eine Nylonmembran transferiert. Die Filter wurden dann mit einer radioaktiv-
markierten cDNA-Sonde spezifisch fir MMP-9 bzw. MMP-13 hybridisiert. Zur Uberpriifung der
geladenen RNA-Mengen wurden die Filter mit einer spezifischen cDNA-Sonde gegen GAPDH
rehybridisiert.
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Die Northern-Blot-Analyse zeigte (Abb. 11), da3 Emetin wie erwartet die TPA-induzierte
Transkription von MMP-13 blockiert. Interessanterweise fihrte die Inhibition der
Proteinsynthese durch Emetin zu einer dramatischen Akkumulation MMP-9-spezifischer mRNA
(Abb. 11). Auf dem Autoradiogramm ist das Emetin-induzierte Signal bereits nach so kurzer
Expositionszeit zu erkennen, dal3 das Hyaluronsaure-abhangige Signal noch nicht zu sehen ist;
die Induktion durch Emetin ist folglich um ein Vielfaches stérker als durch Hyaluronséure.

Im Fal der von de novo Proteinbiosynthese unabhéngigen Induktion von MMP-9 durch
Hyaluronsdure wirde man einen additiven Effekt in Hyaluronsdure-stimulierten, Ementin-
behandelten Zellen im Unterschied zu unstimulierten Zellen erwarten. Im anderen Fall bliebe die
Menge MMP-9-spezifischer  mRNA gleich. Aufgrund der aulergewohnlich starken
Akkumulation von MMP-9-mRNA nach Emetin-Behandlung sind Hyaluronséure-abhéngige
Effekte jedoch nicht auszumachen.

Ein Experiment, das unter gleichen Versuchsbedingungen mit einem anderen Proteinsynthese-
Inhibitor, namlich Zykloheximid, durchgefiihrt worden ist, ergab das gleiche Resultat (Daten
nicht gezeiqt).

Aus dem vorangegangenen Ergebnis kann nicht eindeutig geschlossen werden, ob de novo
Proteinbiosynthese fir die Hyaluronsaure-abhangige Aktivierung des MMP-9-Gens notwendig
ist, d. h. ob die Induktion auf Modifikation bereits vorhandener Transkriptionsfaktoren oder deren

Neusynthese beruht.

3.2.3 Induziert Hyaluronsaur e die MM P-9-Expression durch Aktivierung von AP-1?

Der Promotor des murinen MMP-9-Gens enthdt verschiedene Transkriptionsfaktor-
Bindungsstellen, darunter auch vier Konsensussequenzen fur AP-1-Komplexe (Masure et al.,
1993). Die Ras-, TPA- oder TNF-a-induzierte Aktivierung des MMP-9-Promotors wird Gber
verschiedene Signaltransduktionswege vermittelt, in jedem Fall ist jedoch die Beteiligung von
AP-1 notwendig (Sato und Seiki, 1993). AP-1 ist ein Sammelbegriff fir Homodimere aus
Proteinen der jun (c-jun, junB, junD) und ATF/CREB (ATF-2, ATF-a) Genfamilie bzw. fir
Heterodimere aus Proteinen der jun-Genfamilie assoziiert mit Proteinen der ATF/CREB- oder fos
(c-fos, fosB, fra-1, fra-2) Genfamilie (Bohmann et al., 1987; Angel et al., 1988; Bos et al., 1988;
Rauscher et al., 19883, b; Hirai et al., 1989; Ryder et al., 1989; Zeria et al., 1989; Cohen et al.,
1989; Benbrook und Jones, 1990; Hai und Curran, 1991).
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Die Zusammensetzung der verschiedenen AP-1 Komplexe bestimmt ihre Stabilitét und ihre
Affinitdt far verschiedene Bindestellen (Ryseck und Bravo, 1991). So sind zwel der
AP-1-Konsensussequenzen im murinen MMP-9-Promotor sogenannte TRE-Segquenzmotive
(, TPA responsive element*), an die praferentiell cJun/cFos-Heterodimere binden, wéhrend es
sich bel den beiden anderen Konsensussequenzen um CRE-Mative (, CAMP responsive el ement*)
handelt, die hauptséachlich von Heterodimeren der Jun- und ATF/CREB-Proteinfamilie erkannt
werden.

AP-1-Aktivitdt kann auf verschiedenen Ebenen kontrolliert werden, durch transkriptionelle
Aktivierung der jun- und fos- Gene oder durch post-trans ationale Modifikationen, die sowohl die
DNA-Bindungsaffinitét als auch das Transaktivierungspotential beeinfluf3en konnen.

Die Aktivierung der jun- und fos- Gene als Antwort auf externe Stimuli erfolgt sehr schnell und
ist von Protein-Neusynthese unabhangig (Angel et al., 1988a; Ryseck et al., 1988; Lamph et al.,
1988).

Um eine Aussage dartber machen zu kdnnen, ob Hyaluronséure die Expression von MMP-9 Uber
einen Mechanismus vermittelt, an dem AP-1 beteiligt ist, wurde zuerst in einer RNA-Analyse
untersucht, ob Hyaluronsaure die Expression von c-fos und ¢-jun induzieren kann.

Wie aus Abbildung 12 hervorgeht, induziert Hyaluronsdure nicht die Expression von
c-fos. Wahrend des gesamten Versuchsverlauf ist keine c-fos-spezifische mRNA nach
Hyaluronsaure-Behandlung detektierbar. Um nachzuweisen, dal3 in diesen Zellen c-fos tberhaupt
induzierbar ist, wurden sie als Positivkontrolle mit TPA behandelt; dies fihrte erwartungsgemal3
zu einer raschen Induktion der c-fossmRNA-Expression. C-jun-spezifische mRNA ist Uber den
gesamten Versuchszeitraum sowohl in stimulierten as auch in unbehandelten 3LL-Zellen
nachzuweisen. TPA-Behandlung fuhrte nach einer Stunde zu einer verstarkten Akkumulation von
c-jun-mRNA (Abb. 12). In Hyauronsdure-behandelten Zellen ist nach 10 Stunden im
Unterschied zu nicht-stimulierten Zellen ein verstérktes Signal an c-jun-spezifischer mRNA zu
erkennen. Es ist unwahrscheinlich, dal3 diese transkriptionelle Aktivierung von c-jun fir die
Transkription von MMP-9 entscheidend ist, denn zu diesem Zeitpunkt ist bereits
MM P-9-mRNA-Synthese festzustellen.

Zur Kontrolle der Versuchsbedingungen wurden die RNA-Filter mit MMP-9- bzw.
MMP-13-spezifischen Proben hybridisiert. Hervorzuheben ist, dal3 TPA in 3LL-Zellen keine
Transkription von MMP-9 induziert (Abb. 12).
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Abb. 12: Hyaluronsdureinduziert nicht die Expression von c-jun und c-fosin 3LL-Zellen
3LL-Zellen wurden mit 0,5 mg/ml HA bzw. 80 ng/ml TPA induziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten
wurden die Zellen geerntet und poly(A)*-RNA prapariert. Jeweils 4 ug poly(A)*-RNA wurden zur einer
Analyse eingesetzt. Die Menge an spezifischer mRNA fir c-jun, c-fos, MMP-9 bzw. MMP-13 wurde
jeweils durch Hybridisierung mit einer **P-markierten cDNA-Sonde bestimmt. Zur Kontrolle der
geladenen RNA-Mengen wurde der Filter mit einer spezifischen cDNA-Sonde gegen GAPDH
rehybridisiert.

Somit konnte gezeigt werden, dal3 Hyaluronsaure in 3LL-Zellen weder die Expression von c-jun
noch von c-fos induziert.
Die Aktivitét des AP-1-Proteins wird nicht nur durch transkriptionelle Aktivierung seiner

einzelnen Untereinheiten reguliert, sondern auch durch deren post-tranglationale Modifikationen.
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Die Klasse der MAP-Kinasen (,, mitogen activated protein kinase") kann nach Stimulation einer
Reihe von Zelloberflachen-Rezeptoren sehr schnell ¢-Jun, c-Fos oder ATF-2 phosphorylieren und
damit zu einer Erhéhung der Transaktivierungspotentiale dieser Proteine fuhren (Rozek und
Pfeifer, 1993; Herr et al. 1994). Die transkriptionelle Aktivitdt von c-Jun wird beispielsweise
durch JNKs (Jun-N-terminale Kinasen) bzw. ERKs (,extracellular signa regulated protein
kinase"; Pulverer et al., 1991, 1993; Hibi et al., 1993; Dérijard et al., 1994; Kyriakis et al., 1994)
vermittelt. An der transkriptionellen Aktivierung von ATF-2 sind JNKs (Dérijard et al., 1994,
Guptaet al., 1995) und p38MAPK (Seko et al., 1997) beteiligt.

Um eine mogliche Beteiligung der MAP-Kinasen p38MAPK oder ERK1 und ERK2 an der
Signaltransduktion der Hyaluronsdure-vermittelten MMP-9-Expression zu prifen, wurde der
Einfluld spezifischer Inhibitoren dieser Kinasen auf die Expresson von MMP-9 durch
Hyaluronsaure analysiert.

Die verwendeten Inhibitoren gegen p38MAPK (SB203580; Simon et al., 1998), MEK
(PD98059; Simon et al., 1996, UO126; Favata et al., 1998), blockierten nicht die Hyal uronsaure-
vermittelte Expression von MMP-9 (Abb. 13 A, B). Einzig der Proteinkinase-Inhibitor Genistein
unterdriickte bel einer Konzentration von 20 uM die Hyaluronséaure-induzierte Transkription des
MMP-9-Gens (Abb. 13 B).

Zur Kontrolle der Wirksamkeit der Kinase-Inhibitoren wurde paralel in 3LL-Zellen die
Inhibition der TPA-induzierten MMP-13 Expression analysiert. Die verwendeten Inhibitoren
waren in der Lage, die TPA-vermittelte MMP-13-Expression zu unterdriicken (Daten nicht

gezeigt).
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Abb. 13: Genistein, nicht aber UO126, PD98059 oder SB203580, inhibiert die Hyaluronsaure-
vermittelte Transkription von MMP-9 o
#A) 3LL-Zellen wurden mit SB203580 (25 bzw. 75 uM), PD98058 (25 bzw. 75 uM) oder ohne Inhibitor
ur 45 min inkubiert, und anschlief3end mit 0,5 mg/ml Hyaluronsaure stimuliert oder blieben unbehandelt
(Ko). Nach neun Stunden wurden die Zellen geerntet und Gesamt-RNA prépariert. In einer nachfolgenden
RT-PCR-Analyse wurde auf Anwesenheit von MMP-9-mRNA untersucht. Die Amplifikationsreaktion
(35 Zyklen; 30 sec 94 °C, 30 sec 61 °C, 20 sec 72 °C) wurde mit Primern (muMM P-9-2129se/2497as), die
spezifisch fir Exon 13 sind, durchgefuhrt. o
(B) 3LL-Zellen wurden mit Genistein (5 bzw. 20 uM), UO126 (5 bzw. 20 uM) oder ohne Inhibitor fir 45
min inkubiert und anschlieffend mit 0,5 mg/ml Hyaluronsdure stimuliert oder blieben unbehandelt (Ko).
Neun Stunden spéter wurden die Zellen geerntet und Gesamt-RNA isoliert. Die Menge an spezifischer
MRNA fur MMP-9 wurdein einer nachfolgenden RT-PCR-Analyse bestimmt. Die Amplifikationsreaktion
wurde mit 35 Zyklen (30 sec 94 °C, 30 sec 60 °C, 20 sec 72 °C) und Primern (muM M P-9-314se/1342as),
die spezifisch fir Exon 2 und 9 sind. Als Kontrolle diente die Amplifikationsreaktion mit GAPDH-
spezifischen Primern (21 Zyklen: 30 sec 94 °C, 30 sec 58 °C, 20 sec 72 °C) (A, B).
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Die Ergebnisse der Inhibitor-Experimente sind in Ubereinstimmung mit Western-Analysen, in
denen eine Aktivierung der MAP-Kinasen p38MAPK, ERK1, ERK2 und JNK/SAPK nach
Hyaluronsdure-Stimulation nicht nachgewiesen werden konnte (Daten nicht gezeigt). Es ist
jedoch zu vermuten, dal3 Phosphotyrosinkinasen, andere als die MAP-Kinasen, und deren
Aktivitdt durch Genistein inhibierbar ist, an der Hyaluronsdure-vermittelten Signaltransduktion
beteiligt sind.

3.2.4 Hyaluronsaureinduziert NF-kB-Aktivitat in embryonalen Fibroblasten

Da es aufgrund der o. a Resultate unwahrscheinlich ist, da3 AP-1-Aktivitat far die
Hyaluronsdure-vermittelte transkriptionelle Aktivierung des MMP-9-Gens notwendig ist, habe
ich untersucht, ob Hyaluronsdure durch Aktivierung von NF-kB die Expression von MMP-9
induziert. Der Promoter des murinen MMP-9-Gens enthdlt eine NF-kB-Bindungs-
konsensussequenz, die auch funktionell ist. Inflammatorische Zytokine, wie TNF-a oder IL-1q,
oder TPA induzieren die Expression von MMP-9 Uber einen Mechanismus, an dem NF-kB
beteiligt ist (Himelstein et al., 1997; Bond et al., 1998; Ikebe et al., 1998). Ferner konnte gezeigt
werden, dal’ Hyaluronsdure NF-kB aktivieren kann (Oertli et al., 1998).

Zuerst wurde geprift, ob Hyaluronsaure-Behandlung die Aktivierung von NF-kB induzieren
kann. Dafur wurde mit Hilfe der Gel-Retardationsanalyse die NF-kB DNA-Bindeaktivitét nach

Hyaluronsdure-Behandlung primérer muriner Fibroblasten bestimmt.
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Abb. 14: Hyaluronsdureinduziert in priméren Fibroblasten NF-kB-Aktivitét

Konfluente embryonale Fibroblasten wurden mit 0,5 mg/ml Hyaluronsdure behandelt bzw. blieben
unbehandelt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet und Gesamtzellextrakte
hergestellt. Die DNA-Bindungsfahigkeit von NF-kB wurde in einer Gel-Retardationsanalyse bestimmt,
dafir wurden jeweils 8 pg Proteinextrakt mit **P-markiertem, doppelstrangigem HIV-1-Oligonukleotid
inkubiert und auf einem nativen 5 % Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt.

In unstimulierten und Hyauronsaure-stimulierten Zellen findet man konstitutive DNA-
Bindeaktivitét von p50-Homodimeren (Abb. 14). p50-Homodimere sind dafir bekannt,
reprimierend auf die Transkription von NF-kB-abhangigen Zielgenen zu wirken (Franzoso et al.,
1992; Kang et al., 1992). Die Behandlung der Zellen mit Hyal uronsaure fuhrte zusétzlich zu einer
DNA-Bindeaktivitat von NF-kB, die eine Stunde nach Hyaluronsaure-Stimulation erkennbar war
und Uber den gesamten Versuchsverlauf anhielt.

Die DNA-Bindungseigenschaften der Komplexe sind spezifisch fir NF-kB, da durch
Kompetition mit einem Uberschul an nicht-markierten HIV-1-Oligonukleotiden in der
Reaktiond6sung die Bindung der radioaktiv-markierten HIV-1-Oligonukleotide unterdriickt
werden konnte, jedoch nicht mit einem UberschuR an unmarkierten AP-1-Oligonukleotiden
(Abb. 15).
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Abb. 15: Die Hyaluronsaure-induzierte Protein-DNA-Bindung ist spezifisch fir dasHIV-1
Oligonukleotid

Jewells 5 pg Gesamtzellextrakt von Hyaluronsaure-stimulierten Fibroblasten (Abb. 11.) wurden mit einem
10 bzw. 100 molaren UberschuR an nicht-markierten HIV-1- bzw. AP-1-Oligonukleotiden fiir 10 min
vorbehandelt und anschlieRend mit **P-markiertem, HIV-1-Oligonukleotid inkubiert. Die Ansétze wurde
dann auf einem nativen 5 % Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und durch Autoradiographie
dokumentiert.

Die Inhibition der NF-kB-Aktivitdt verhindert die Hyaluronsiure-vermittelte
Transkription von MMP-9

Die 0. a Ergebnisse zeigten, da3 Hyaluronsdure-Behandlung in priméren Fibroblasten
NF-kB-DNA-Bindungsaktivitdt induzieren kann. Die Relevanz dieser Aktivierung fur die
Hyaluronsdure-vermittelte MM P-9-Expression sollte daher bestimmt werden.

Primére Fibroblasten wurden mit dem Proteosomen-Inhibitor TPCK (N-Tosyl-L-Phenylalanin-
Chlormethyl-Keton), einem Inhibitor von NF-kB, vorbehandelt und anschlieffend mit
Hyaluronsdure induziert. Zur Kontrolle der Versuchsbedingungen wurden parallel Zellen mit
TNF-a stimuliert (Lowenthal et al., 1989; Anisowicz et al., 1991). Mit Hilfe der Gel-
Retardationsanalyse sollte getestet werden, ob TPCK die Aktivierung von NF-kB blockieren
kann. Analog dazu wurde in einer RT-PCR-Analyse untersucht, ob die Inhibition der
NF-kB-DNA-Bindeaktivitét einen Einfluf3 auf die Hyaluronsdure-vermittelte
MM P-9-Transkription hat.
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Abb. 16: Der Proteosomen-Inhibitor TPCK hemmt die Hyalur onsdur e-ver mittelte NF-kB-Aktivitéat
und dietranskriptionelle Aktivierung von MM P-9
Fibroblasten wurden mit 10 uM TPCK fir 30 min vorbehandelt bzw. blieben unbehandelt und
anschliefzend mit 0,5 mg/ml Hyaluronsdure oder 20 ng/ml TNF-a induziert bzw. blieben unstimuliert
(Ko).
A) Nach einer (TNF-a-Behandlung) bzw. vier Stunden (Hyaluronsiure-Stimulation) wurden die Zellen
%eerntet. Fir die Gelretardationsanayse wurden jeweils 8 pg Gesamtzellproteinextrakt mit
-markiertem, doppéstrangigem HIV-1-Oligonukleotid inkubiert und auf einem nativen 5 %
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt.
B) Nach neun Stunden wurden die Zellen geerntet und Gesamt-RNA hergestellt. Jeweils 1 pg Gesamt-
RNA wurde revers transkribiert und 1/10 der Reaktion fiur die Untersuchung MMP-9-spezifischer
Expression in einer nachfolgenden Amplifikationsreaktion eingesetzt (35 Zyklen; 30 sec 94 °C, 30 sec
58 °C, 1 min 72 °C). Die verwendeten Primer (muMM P-9-870se/1722as) sind spezifisch fur Exon 6 und
10 des murinen MM P-9-Gens. Zur Kontrolle diente die Amplifikationsreaktion (21 Zyklen: 30 sec 94 °C,
30 sec 58 °C, 20 sec 72 °C) mit GAPDH-spezifischen Primern. In der linken Spur wurde ein 500-Bp-
DNA-Marker geladen.
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Die Behandlung der Fibroblasten mit TPCK hemmte die Hyaluronsaure- bzw. TNF-a-vermittelte
Aktivierung der NF-kB-DNA-Bindung, wahrend die konstitutive DNA-Bindungsaktivitét von
p50-Homodimeren durch TPCK nicht beeinflufdt wurde (Abb. 16 A).

In unstimulierten Zellen war eine geringe basale Expression von MMP-9-mRNA
detektierbar. Hyaluronsaure-Behandlung fuhrte in den Zellen zu einer vermehrten Akkumulation
MMP-9-spezifischer mRNA. Dagegen war in Zellen, die mit TPCK behandelt wurden, die
Hyaluronsdure-vermittelte Steigerung der MMP-9-Transkription unterdriickt (Abb. 16 B). Das
gleiche war auch in den TNF-a-behandelten Zellen zu beobachten; TPCK verhinderte die
Induktion von MMP-9 (Abb. 16 B).

Dieses Resultat demonstriert, dald TPCK sowohl die Hyauronsaure-abhangige
NF-kB-Aktivierung als auch die MMP-9-Expression supprimiert, was den Schluf3 nahelegt, dal3
Hyaluronsdure Uber einen Mechanismus, an dem NF-kB beteligt ist, die transkriptionelle
Aktivierung von MMP-9 vermittelt.

Fir die Aktivierung der Transkription des MMP-9-Gens durch Hyaluronséure ist also NF-kB-,
jedoch keine AP-1-Aktivitét, notwendig.

52



Ergebnisse

3.3 Welcher Hyaluronsaure-Rezeptor ver mittelt die Hyaluronsaure-

induzierte Expression von MM P-9 ?

Die Beeinflussung von Vorgangen im Zellkern tber die extrazelluldre Matrix erfordert nicht nur
die Existenz von Signalwegen zwischen Zellmembran und Kern, sondern auch die Beteiligung
spezifischer Zelloberflachenrezeptoren. Ich habe deshalb untersucht, ob einer der bekannten
Hyaluronsdure-Rezeptoren, CD44 oder RHAMM, an der Vermittlung der Hyaluronsaure-
abhangigen transkriptionellen Aktivierung von MM P-9 beteiligt ist.

3.3.1CD44

Die Bindung von Hyaluronsaure auf der Zelloberflache von 3LL-Zellen ist hauptsachlich
CD44-ver mittelt

Die beschriebenen Funktionen von CD44 as Hyaluronsdure-Rezeptor und Vermittler
migratorischer Prozesse, veranlaldten mich, die Bedeutung dieses Rezeptors bel der
Hyaluronsaure-vermittelten Expression von MMP-9 zu untersuchen.

3LL-Zellen exprimieren sowohl CD44 as auch RHAMM (Fieber, 1996). In 3LL-Zellen wird
Uberwiegend die Standardform von CD44 und zu einem geringen Teil werden Isoformen mit den
varianten Exons v9 und v10 exprimiert.

3LL-Z€len binden l6sliche Hyaluronsdure auf ihrer Zelloberflache. FACS-Analysen zeigten, dal3
die Bindung von Hyaluronsdure an der Oberflache von 3LL-Zellen CD44-abhangig ist, da die
Bindung l6slicher Fluoreszein-markierter Hyaluronsdure durch den CD44-spezifischen
Antikorper KM81, der mit der Hyaluronsaure-Bindung interferiert (Zheng et al., 1995), blockiert
werden konnte (Abb. 17 A). Zur Kontrolle wurden 3LL-Zellen mit dem CD44-spezifischen
Antikorper IM7.8.1, welcher nicht die Hyaluronsdure-Bindung von CD44 beeinfluf3t, inkubiert
(Abb. 17 B).
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Abb. 17: Blockierung der Bindung FITC-markierter |6dicher Hyaluronsdure an 3LL-Zellen durch
anti-CD44-Antikor per

3LL-Zellen wurden mit FITC-markierter Hyaluronsdure (HA-FITC, 100ug/ml) inkubiert. Fur die
Blockierung der Hyaluronsdure-Bindung wurden die Zellen vor ihrer Markierung mit HA-FITC mit
jeweils 20 pg/ml KM81 (A) bzw. IM7.8.1 (B) inkubiert. Als Negativkontrolle diente die Eigenfluoreszenz
der Zellen nach Inkubation mit unmarkierter Hyaluronséure (100 pg/mt).

Nach diesen Ergebnissen lag es nahe zu testen, ob Hyaluronsdure durch Interaktion mit CD44 die
Expression von MMP-9-mRNA induziert.

Die Blockierung der Hyaluronsaure-Bindungsfahigkeit von CD44 verhindert nicht die
Hyaluronsaur e-abhangige transkriptionelle Aktivierung von MM P-9

Zunéchst wurde analysiert, ob durch Blockierung der Hyal uronsdure-Bindungsdoméne von CD44
die Hyaluronséure-abhangige Expression von MM P-9 verhindert wird. Daftr wurden 3LL-Zellen
in Suspension mit dem anti-CD44-Antikorper KM81 vorinkubiert, in Petrischalen ausgesédt und
anschlieffend mit Hyaluronsaure induziert.

Die nachfolgende RT-PCR-Analyse (Abb. 18) ergab, da eine Blockierung der
Hyaluronsdure-Bindung von CD44 nicht die Hyaluronsaure-vermittelte Expression von MMP-9
unterdriickt. Die Vorbehandlung der Zellen mit den KM81-Antikdrpern in Abwesenheit exogen
zugefuhrter Hyaluronsdure induzierte nicht die Synthese von MMP-9-mRNA.
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Abb. 18: Blockierung der Hyaluronsaure-Bindungsfahigkeit von CD44 unterdrickt nicht die
Hyaluronsaur e-vermittelte Expression von MM P-9

Jeweils 2 x 10° 3LL-Zellen wurden mit 100 pg KM81 (1gG) bzw. 50 pg KM81 (F(ab’),) in 1 ml DMEM
fur 45 min auf Eisinkubiert und in 3 cm Petrischale ausgesét. Zu den Zellen wurden jeweils 1 ml DMEM
bzw. HA-DMEM (f.c. 0,5 mg/ml) zugefigt und die Zellen fir 12 Stunden inkubiert. Anschlief3end wurden
die Zellen geerntet und Gesamt-RNA isoliert. Jeweils 1 pg Gesamt-RNA wurde revers transkribiert und
1/10 der Reaktion wurden fur die Untersuchung MMP-9-spezifischer Transkription in einer
nachfolgenden Amplifikationsreaktion verwandt (35 Zyklen; 30 sec 94 °C, 30 sec 57 °C, 20 sec 72 °C).
Die verwendete Primerkombination (muMMP-9-779se/1342as) ist spezifisch fur Exon 5 bzw. 9 des
murinen MMP-9-Gens. Zur Kontrolle diente die Amplifikationsreaktion (21 Zyklen: 30 sec 94 °C, 30 sec
58 °C, 20 sec 72 °C) mit GAPDH-spezifischen Primern.

Hyaluronsaur e-Induktion von MM P-9 in CD44-defizienten Zellen

Um explizit die Rolle von CD44 bei der Hyaluronsdure-induzierten Expression des MMP-9-Gens
zu untersuchen, wurden Fibroblasten von CD44-defizienten Embryonen mit denen aus Wildtyp-
Embryonen in Bezug auf die Hyaluronséure-Induzierbarkeit von MM P-9 verglichen. Ich benutzte
dazu eine Mauskolonie, in der eine (3-Galaktosidase/Neomyzin-Resistenz-Reporter-K assette in
den Abschnitt des CD44-Allels, der fur das Signalpeptid kodiert, durch homologe Rekombination
im Leseraster inseriert worden ist (Protin et al., 1999). Dies verhindert die Synthese aller
CD44-Isoformen. CD44-defiziente Mause sind lebensfahig und zeigen keine offensichtlichen
Anomalien wéahrend der embryonalen Entwicklung oder im adulten Tier (Protin et al., 1999).

Ein Vergleich von CD44-defizienten Fibroblasten mit Wildtyp-Fibroblasten zeigte, dal3 beide
Fibroblastenlinien auf Hyaluronsaure gleich gut mit MMP-9-Expression reagierten (Abb. 19 A).
Auch die Induktion der Expression von MMP-13 durch Hyaluronsédure war in CD44-defizienten
Zellen nicht verhindert, gleichwohl sie in CD44-defizienten Zellen geringer ausfiel als in
Wildtyp-Zellen (Abb. 19 B).
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Abb. 19: In CD44-defizienten embryonalen Fibroblasten ist die Hyaluronsaure-vermittelte
Transkription von MMP-9 nicht ver hindert

Primére Fibroblasten von Wildtyp- und CD44-defizienten Embryonen wurden mit 0,5 mg/ml
Hyaluronsaure (HA) behandelt bzw. blieben unbehandelt (Ko). Nach 12 Stunden wurden die Zellen
geerntet und Gesamt-RNA hergestellt. Jeweils 1 ug Gesamt-RNA wurde revers transkribiert und 1/10 der
Reaktion in nachfolgenden Amplifikationsreaktionen zur Untersuchung MMP-9- (A) bzw.
MM P-13-spezifischer mRNA (B) verwandt. (A) Fir die Amplifikation MM P-9-spezifischer Transkripte
wurden Primer verwendet, die spezifisch fir Exon 5 und 9 des murinen MMP-9-Gens sind
(MUMMP-9-779se/1342as; 35 Zyklen; 30 sec 94 °C, 30 sec 57 °C, 20 sec 72 °C). (B) Die Anayse
MMP-13-spezifischer mRNA wurde mit Primern durchgefihrt, die spezifisch den Bereich der
cDNA-Sequenz des murinen MMP-13-Gens von Pos. 296 bis 901 amplifizieren (33 Zyklen; 30 sec 94 °C,
30 sec 61 °C, 30 sec 72 °C). Als GrofRenstandard wurde A-DNA, mit BStEIl verdaut, aufgetragen (A, B).
(C) Zur Kontrolle diente die Amplifikationsreaktion (21 Zyklen: 30 sec 94 °C, 30 sec 58 °C, 20 sec 72 °C)
mit GAPDH-spezifischen Primern.

Diese Ergebnisse bestdtigen demnach die Experimente an 3LL-Zellen, in denen die
Hyaluronsdure-induzierte Expression von MMP-9 nicht durch Blockierung der Hyauronsaure-
Bindungsdomane von CD44 unterdriickt werden konnte.

Hieraus |&3t sich schluf¥folgern, dald CD44 an dem Mechanismus, Uber den Hyaluronsédure die
Expression von MMP-9 in 3LL-Zellen und priméren Fibroblasten induziert, nicht beteiligt ist.
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3.32RHAMM

Wegen der 0. a. Ergebnissen habe ich mich dem zweiten publizierten Hyaluronsdure-Rezeptor,
RHAMM, zugewandt. RHAMM wurde als Rezeptor beschrieben, der durch Bindung an
Hyaluronsaure Signaltransduktionsprozesse induzieren und Zellmigration initiieren kann (Hall et
al., 1994; Hall et al., 1996).

In den nachfolgenden Experimenten wurde untersucht, ob RHAMM in die Vermittlung der

Hyaluronsaure-abhangigen Aktivierung des MMP-9 involviert ist.

Polyklonale Antikdr per, die gegen die ,, Repeat”-Region von RHAMM hergestellt worden

sind, erkennen in murinen immortalisierten Zdlinien ein Protein von 95 kDa

Abb. 20: Antiserum gegen murines RHAMM erkennt ein Protein von 95 kDa in NIH3T3-, KLN205-
und 3LL-Zellen bzw. in 3LL-Zellen eine zusatzliche Bande mit eéinem Molekulargewicht von 105
kDa.

Gesamtzell-Lysat von NIH3T3-, KLN205- und 3LL-Zellen wurden auf einem 8 % SDS-Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PV DF-Membran transferiert. Die Membran wurde dann mit
dem Antiserum 7C92 inkubiert, das zuvor mit einem der folgenden Proteine behandelt worden war:
GST-Protein (GST), GST-“repeat-region” und GST-HABD.

In unserem Labor wurden polyklonale Antikorper (7C92) gegen das Fusionsprotein aus GST und
der ,Repeat“-Region von murinem RHAMM hergestellt (Hofmann et al., 1998). In ener
Western-Analyse erkannte das Antissrum in Zell-Lysaten von NIH3T3-, KLN205 und
3LL-Zellen ein Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 95 kDa und in 3LL-Zellen

57



Ergebnisse

zusétzlich ein Protein von ca. 105 kDa (Abb. 20). Die Farbung mit dem Antiserum ist spezifisch,
da es nach Depletierung der spezifischen Reaktivitét gegen die ,repeat”-Region die Bande bel
95 und 105 kDa nicht farbt. Die Inkubation des Antiserums mit dem GST-Protein oder einem
heterologen GST-Fusionsprotein, hier der Hyal uronsiure-Bindungsdoméane von RHAMM, fuhrte
dagegen nicht zur Depl etierung der spezifischen Reaktivitét (Abb. 20).

Ein weiterer Beleg fur die Spezifitdt des Antiserums ist die Beobachtung, dal3 in Western-
Analysen von Proteinextrakten verschiedener Gewebe RHAMM-defizienter Mause die
spezifische Bande von 95 kDa nicht erscheint (J. Moll, personliche Mitteilung).

Die Ergebnisse dieser Western-Anayse widersprechen den bisherigen Vertffentlichungen tber
das Molekulargewicht von murinem RHAMM-Protein, das mit 70 - 72 kDa angegeben war
(Entwistle et al.,, 1995). Es zeigte sich jedoch, da3 die Nukleotidsequenz, die als
Gesamtlangen-cDNA fur murines RHAMM beschrieben war (Entwistle et al., 1995), nicht
vollstéandig war. Die tatséchliche Gesamtléngen-cDNA-Sequenz des murinen RHAMM-Gens ist
gegentber der bisher vertffentlichten Nukleotidsequenz am 5°-Ende um 440 Bp erweitert und
enthdt einen offenen Leserahmen, der fur ein Polypeptid mit einem Molekulargewicht von
95 kDa kodiert (Hofmann et al., 1998). Die erweiterte Nukleotidsequenz wird von zusétzlichen
Exons kodiert, die sich an die genomischen Sequenz von murinem RHAMM anschlief3en (Fieber
et al., 1999).

Aullerdem konnte gezeigt werden, dal3 in 3LL-Zellen durch genomisches Rearrangement die
Anzahl der repetitiven Einheiten innerhalb der ,repeat”-Region verandert ist. In diesen Zellen
wird eine variante Form von RHAMM exprimiert, deren , repeat”-Region von acht statt finf
repetitiven Einheiten kodiert wird. Entsprechend erhéht sich das Molekulargewicht auf 105 kDa
(Hofmann et al., 1998).
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RHAMM ist ein intrazellulares Protein

Die abgel eitete Peptidsequenz der Gesamtléngen-cDNA -Nukleotidsequenz fur murines RHAMM
(Hofmann et al., 1998) enthélt keine Sequenzmotive, die eine Lokalisation von RHAMM-Protein
auf der Zelloberflache annehmen lief3e. In einer Immunofluoreszenz-Anayse wurde daher die
subzellulére Lokalisation von RHAMM in NIH3T3-Zellen untersucht.

Abb. 21: Nachweisvon RHAMM-Protein in NIH3T3-Zellen durch Immunofluor eszenz-Analyse
Nicht-permeabilsierte (A) oder permeabilisierte NIH3T3-Zellen (B) wurden mit dem Antiserum 7C92
geférbt. Als Negativkontrolle wurden permeabilisierte Zellen mit Pré&Immunserum inkubiert (C). Als
Positivkontrolle fur Zelloberflachenfarbung wurde CD44 mit dem monoklonalen Antikdrper KM81
markiert.

Intakte und permeabilisierte Zellen wurden mit demselben Antikorper geféarbt, der auch in der
Westen-Blot-Analyse (Abb. 20) verwendet worden war. Intakte Zellen zeigten keine Farbung
(Abb. 21 A). Mit dem Antikorper wurden nur permeabilisierte Zellen angeféarbt, wobel die
Farbung Uber das gesamte Zytoplasma verteilt war (Abb. 21 B). Zellen, die mit Pr&Immunserum
inkubiert worden waren, dienten als Kontrolle fir die Spezifitdt des RHAMM-Antiserums
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(Abb.21C). Als Beispied fur Oberflachenfarbung wurden die Zellen mit einem
CD44-spezifischen Antikorper markiert (Abb. 21 D).

In der Immunofluoreszenz-Analyse konnte fir RHAMM-Protein ausschliefdlich intrazellulére,
aber keine Zellmembran-assoziierte Lokalisation ausgemacht werden.

Abb. 22: RHAMM-Protein ist nicht im konditionierten Medium exponentiell wachsender NIH3T 3-
Fibroblasten nachweisbar

Konditioniertes Medium (KM) von Zellen, die entweder unbehandelt blieben oder mit NP-40 behandelt
wurden, wurde gesammelt und konzentriert. Jeweils die Héfte des Zelliberstandes wurde einer Western-
Analyse zum Nachweis von RHAMM-Protein unterzogen. Als Negativkontrolle diente Medium (M), das
auf die gleiche Weise behandelt worden war. Gesamtzell-Lysat von NIH3T3-Fibroblasten (ZL) dient als
Positivkontrolle fur intaktes RHAMM-Protein.

RHAMM ist urspriinglich aus Uberstanden muriner Fibroblasten und Fibrosarkomzellen isoliert
worden (Turley et al., 1987). Daher lag der Schluf3 nahe, dal3 in der Immunofluoreszenz-Analyse
RHAMM-Protein nicht auf der Zelloberflache nachweisbar war, weil es von den Zellen in das
Gewebekulturmedium sezerniert oder von der Zelloberflache proteolytisch abgespalten werden
kann. Aus diesem Grunde wurde in einer Western-Analyse das konditionierte Medium
exponentiell wachsender NIH3T3-Zellen auf die Anwesenheit des RHAMM-Proteins untersucht.
Im Zelluberstand unbehandelter NIH3T3-Zellen war RHAMM nicht nachweisbar (Abb. 22).
RHAMM-Protein war nur im Uberstand von Zellen detektierbar, die vorher mit dem Detergens
NP-40 lysiert worden waren (Abb. 22). Gesamtzell-Lysat von NIH3T3-Zellen diente hier als
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Kontrolle fUr intaktes RHAMM-Protein und Kulturmedium als Negativkontrolle. Das gesamte in
der Western-Analyse detektierte RHAMM-Protein ist intrazel lulér lokalisiert.
Die 0. a. Resultate legen nahe, dal3 das RHAMM-Protein kein extrazelluléres Protein, sondern im

Zytoplasmalokalisiert ist.

RHAMM bindet an Hyaluronsdaure in vitro, aber nicht an Heparin oder
Chondroitin-Sulfat-A

Mit der Beobachtung der intrazelluldren Lokalisation von RHAMM stellte sich die Frage, ob das
Protein Uberhaupt Hyaluronsaure binden kann. In einer Bindungsstudie wurde die Fahigkeit von
RHAMM, an Hyaluronsdure und andere Glykosaminoglykane, wie Chondroitin-Sulfat-A und
Heparin zu binden, untersucht.

In diesem Bindungstest, der den physiologischen Bedingungen weitgehend entspricht, werden
Zellextrakte mit dem zu testenden Glykosaminoglykan inkubiert. Die Protein-
Glykosaminoglykan-Komplexe ~ werden mittels des kationischen Detergenses
Cetylpyrimidiniumchlorid (CPC) prazipitiert und in einer anschlieffenden Western-Analyse
untersucht.

Wie in Abbildung 23 dargestellt ist, wird RHAMM durch Hyaluronsaure préazipitiert. In
3LL-Zellen binden sowohl die 95 kDa grofe as auch die 105 kDa Form von RHAMM an
Hyaluronsdure. RHAMM bindet jedoch nicht an Chondroitin-Sulfat und Heparin, da in den
Prazipitationen mit diesen Glukosaminoglykanen keine spezifischen Signale erscheinen. Ein
Protein von 75 kDa interagiert mit CPC, da es auch in den Kontrollreaktionen ohne Zugabe von
Glukosaminoglykanen detektierbar ist. RHAMM bindet nicht an DNA, da es nicht durch

genomische DNA préazipitiert werden konnte (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 23; Murines RHAMM-Protein bindet an Hyaluronsdure, nicht aber an Heparin oder
Chondroitin-Sulfat-A

Gesamtzell-Lysat von NIH3T3- und 3LL-Zellen wurden mit Hyaluronsdure (HA), Heparin (HEP),
Chondroitin-Sulfat-A (CS-A) bzw. as Negativkontrolle ohne Zusatz (H,O) inkubiert. Die Protein-
Glukosaminoglykan-Komplexe wurden dann mit CPC préazipitiert. Prazipitate und Gesamtzell-Lysate
wurden auf einem 10 % SDS-Polyacrlyamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran transferiert. RHAMM-Protein wurde mit dem Antiserum 7C92 nachgewiesen.

Aus dem Ergebnis der Bindungsstudie kann geschlossen werden, dal3 RHAMM trotz seiner
intrazelluldren Lokalisation Hyal uronsdure-Bindungsei genschaften hat.

Hyaluronsaur e-lnduktion von MM P-9 in RHAM M-defizienten Zellen

Die zytoplasmatische Lokalisation von murinem RHAMM schliefét die Méglichkeit nahezu aus,
da3 RHAMM in der Funktion eines Zelloberflachenrezeptors an der Hyaluronsaure-vermittelten
MM P-9-Expression beteiligt ist.

RHAMM-defiziente Méause, die in unserem Labor generiert worden sind, sind lebensfahig und
zeigen keine offensichtlichen Anomalien (J.Moll, personliche Mitteilung). Diese Tiere
ermoglichen es, direkt die Rolle von RHAMM bei der Hyaluronsdure-abhéngigen Regulation des
MMP-9-Gens zu analysieren. Zu diesem Zweck wurden embryonale Fibroblasten gewonnen und
hinsichtlich der Aktivierbarkeit des MMP-9-Gens durch Hyaluronsdure mit Fibroblasten von
Wildtyp-Méausen verglichen.
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Abb. 24: In RHAMM-defizienten embryonalen Fibroblasten ist die Hyaluronsaure-ver mittelte
Expression von MM P-9 nicht aufgehoben

Primére Fibroblasten von Wildtyp- und RHAMM-defizienten Embryonen wurden mit 0,5 mg/ml
Hyaluronsaure behandelt bzw. blieben unbehandelt. Nach 12 Stunden wurden die Zellen geerntet und
Gesamt-RNA hergestellt. Jeweils 1 ug Gesamt-RNA wurde revers transkribiert und 1/10 der Reaktion
wurden fur die Untersuichung MMP-9-spezifischer Expresson in  ener nachfolgenden
Amplifikationsreaktion verwandt (35 Zyklen; 30 sec 94 °C, 30 sec 57 °C, 20 sec 72 °C). Die verwendeten
Primer (MuMMP-9-779se/1342as) sind spezifisch fur Exon 5 und 9 des murinen MMP-9-Gens. Zur
Kontrolle diente die Amplifikationsreaktion (21 Zyklen: 30 sec 94 °C, 30 sec 58 °C, 20 sec 72 °C) mit
GAPDH-spezifischen Primern. In der linken Spur wurde a's GroRenstandard A-DNA, mit BstEIl verdaut,
aufgetragen.

RHAMM-defiziente Fibroblasten zeigten nach Hyaluronsdure-Behandlung eine ahnlich starke
Akkumulation von MMP-9-mRNA wie die Wildtyp-Fibroblasten (Abb. 24). Die Aktivierbarkeit
durch Hyaluronsaure ist also in RHAMM-defizienten Fibroblasten nicht blockiert.

Dieses Ergebnis lalkt die Schluf¥folgerung zu, da® RHAMM nicht fir die Hyaluronsaure-
abhangige Expression von MMP-9 notwendig ist.
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3.3.3 Die Hyaluronsaur e-ver mittelte Expression von MM P-9 benétigt die Beteiligung eines

Zellmembranrezeptors

Da aus den vorangegangenen Experimenten folgt, dal? die bekannten Hyaluronsdure-Rezeptoren
CD44 und RHAMM nicht fur die Vermittlung der Hyaluronsdure-induzierten Aktivierung von
MMP-9 notwendig sind, stellte sich die Frage, ob die Induktion durch Hyaluronsaure tberhaupt
unter Beteiligung eines Zellmembranrezeptors verl uft.

Abb. 25: Hyaluronsaure vermittelt die Expression von MMP-9 durch Wechselwirkung mit einem
Membranr ezeptor

Embryonale Fibroblasten wurden mit oder ohne 0,3 mM Suramin fir 45 min vorbehandelt. Anschlief3end
wurden die Zellen mit 0,5 mg/ml HA oder 500 ng/ml TNF-a induziert, bzw. nicht induziert (Ko). Nach 12
Stunden wurden die Zellen geerntet und Gesamt-RNA isoliert. Jeweils 1 pg Gesamt-RNA wurde revers
transkribiert und 1/10 der Reaktion wurden fur die Untersuchung MM P-9-spezifischer Transkription in
einer nachfolgenden Amplifikationsreaktion verwandt (35 Zyklen; 30 sec 94 °C, 30 sec 61 °C, 20 sec
72 °C). Die verwendeten Primer (muMMP-9-779 se/1342 as) sind spezifisch fir Exon 3 und 7 des
murinen MMP-9-Gens. Fir die Analyse MM P-13-spezifischer Transkripte wurden Primer eingesetzt, die
spezifisch den Bereich der cDNA-Sequenz des murinen Gens fir MMP-13 von Pos. 296 bis 901
amplifizieren (33 Zyklen; 30 sec 94 °C, 30 sec 61 °C, 30 sec 72°C). Als Kontrolle diente die
Amplifikationsreaktion mit GAPDH-spezifischen Primern (21 Zyklen: 30 sec 94 °C, 30 sec 58 °C,
20 sec 72 °C).
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Zu ihrer Klarung wurden embryonale Fibroblasten mit Suramin, einem Inhibitor von Ligand-
Rezeptor-Interaktionen, behandelt. In einer nachfolgenden RT-PCR-Anayse wurde dann
untersucht, ob die Suramin-Behandlung die Expresson von MMP-9 durch Hyaluronsdure
unterdrtickt.

Tatsachlich blockierte Suramin die Hyaluronsaure-induzierte Expression von MMP-9 und
MMP-13 (Abb. 25). Als Kontrolle fir eine Blockierung der Liganden-Rezeptor-Interaktion durch
Suramin-Behandlung wurde paralel in den Zellen die TNF-a-induzierte Transkription von
MMP-13 analysiert. Die Behandlung der Zellen mit Suramin reduziert signikfikant die
TNF-a-vermittelte Expression von MMP-13.

Dieses Ergebnis macht es wahrscheinlich, dal3 Hyaluronsdure tUber die Interaktion mit einem
Membranrezeptor die transkriptionelle Aktivierung von MMP-9 vermittelt.
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4. Diskussion

4.1 Allgemeines

Tumore zeigen oftmals eine verstarkte Akkumulation und Synthese von Hyaluronsdure,
insbesondere entlang der Invasionszonen des Tumors an der Grenze zum gesunden Gewebe. Eine
verstéarkte Hyaluronsaure-Synthese soll mit einer erhohten Invasivitét (Toole, 1979) oder
Migrationsfahigkeit von Zellen (Turley, 1984) korreliert sein. Gleichzeitig sind invasive
Eigenschaften der Tumore mit der Fahigkeit, proteol ytische Enzyme zu synthetisieren, assoziiert.
Die proteolytische Degradation von Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Kontakten durch Proteinasen
ermoglicht das Auswandern der Tumorzellen aus dem Tumorverband. Neben zahlreichen
Wachstumsfaktoren konnen auch einzelne Komponenten der extrazelluldren Matrix, wie
Laminin, Fibronektin oder Kollagen, durch Interaktion mit Integrinen die Expression
proteolytischer Enzyme, z. B. von MMP-2 und MMP-9, induzieren (Turpeenniemi-Hujanen et
al., 1986; Azzam et al., 1992; Seltzer et al., 1994; Khan et al., 1997; Xieet al., 1998).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob Hyaluronsdure urséachlich in die Entstehung
invasiver Eigenschaften involviert sein kann. Es konnte zunéchst gezeigt werden, dal3
Hyaluronsdure in einer murinen metastatischen Lungenkarzinomzellinie die Expression von
MMP-13 und MMP-9 induziert. In der vorliegenden Arbeit habe ich mich dann auf die
Regulation von MMP-9 durch Hyaluronsaure konzentriert, da dieser Matrixmetalloproteinase in
zahlreichen experimentellen und funktionellen Studien eine wesentliche Bedeutung bel der
Invasivitét und Metastasierung von Tumorzellen zugeschrieben worden ist (Bernhard et al., 1990;
Urbanski et al., 1992; Cottam et al., 1992; Davies et al., 1993; Kossakowska et al., 1993; Canete-
Soler et al., 1994; Bernhard et al., 1994 Rao et al., 1996). Die Hyaluronsdure-vermittelte
MMP-9-Synthese beruht auf transkriptionelle Aktivierung, in deren Vermittlung der
Transkriptionsfaktor NF-kB involviert ist. Dagegen konnte ich keinen Hinwels auf eine
Beteiligung von AP-1 feststellen. Die Verbindung zwischen dem extrazelluldren Hyaluronsaure-
Signal und den intrazelluldaren Signaltransduktionswegen wird durch einen Zellmembran-
Rezeptor vermittelt, wie aus dem Suramin-Experiment hervorgeht. Die bekannten
Hyaluronsaure-Rezeptoren CD44 oder RHAMM sind jedoch fir die Hyaluronsaure-vermittelte
MM P-9-Aktivierung nicht notwendig.
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4.2 Hyaluronsaur e-ver mittelte Signaltransduktion

Der Promotor des murinen MMP-9-Gen weist vier mutmaldiche Konsensussequenzen fir
Bindungsstellen des Transkriptionsfaktors AP-1 sowie potentielle Bindungsstellen fur die
Transkriptionsfaktoren NF-kB, EtPEA3, Rb und Sp-1 auf (Masure et al., 1993). Zahlreiche
Veroffentlichungen Uber die transkriptionelle Regulation von MMP-9 durch Onkogen-Produkte,
Tumorpromotoren oder Wachstumsfaktoren belegten eine Beteiligung von AP-1 an der
Regulation von MMP-9. So war zu vermuten, dal3 auch Hyaluronsaure die transkriptionelle
Aktivierung von MMP-9 Uber einen AP-1-abhangigen Mechanismus vermittelt. Die Annahme
wurde ferner durch die Beobachtung gestitzt, dal3 Hyaluronsaure in Nieren-Epithelzellen
AP-1-Aktivitat induzieren kann (Oertli et al., 1998). Allerdings konnte in 3LL-Zellen nach
Hyaluronsdure-Behandlung weder eine transkriptionelle Aktivierung der AP-1-Komponenten
c-jun und c-fos festgestellt werden, noch eine Aktivierung von MAP-Kinasen, die durch
Phosphorylierung der AP-1-Proteine deren Transaktivierungspotentiale erhéhen kénnen. Es
zeigte sich aber, dal3 Hyaluronsaure NF-kB-Aktivitdt induzieren kann. Diese Aktivierung ist
maoglicherweise fur die Expression von MMP-9 notwendig, da deren Inhibition durch TPCK,
einen Serin-Protease-Inhibitor (Schoellmann und Shaw, 1963), die Hyaluronsdure-abhangige
MMP-9-Transkription blockiert. TPCK hemmt unter anderem die Proteosomen-abhéngige
Degradation der Inhibitor-kB-Proteine. Auf diese Weise bleibt die inhibitorische Funktion der
IkB-Proteine auf NF-kB erhalten, was dazu fuhrt, dal3 der Transkriptionsfaktor im Zytoplasma
verbleibt und seine nukledre transkriptionelle Aktivierung nicht austiben kann (Henkel et al.,
1993). Aufgrund der breiten Spezifitét von TPCK kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, daf3
maoglicherweise ein paradleler Signaltransduktionsweg, der fur die Hyaluronsdure-vermittelte
Aktivierung von MMP-9 notwendig ist, blockiert wird. Durch exogene Uberexpression eines
konstitutiv-aktiven IkBa liefie sich eindeutig feststellen, ob NF-kB-Aktivierung fur die
Hyaluronsdure-abhéngige Expression von MMP-9 benttigt wird. Aufféllig ist, dal3 nach
Hyaluronsdure-Behandlung NF-kB-Aktivitdt bereits nach einer Stunde, MMP-9-spezifische
MRNA aber erst nach sechs Stunden zu detektieren ist. Dies 183 die Moglichkeit zu, dal3 MMP-9
nicht das unmittelbare Zielgen von NF-kB ist, sondern dal3 NF-kB die Synthese eines Faktors
induziert, der sezerniert wird und Uber enen autokrinen Wirkmechanismus fur die
transkriptionelle Aktivierung von MMP-9 verantwortlich ist.

Die Beobachtung, dal3 die Inhibition der Proteinbiosynthese durch Emetin in 3LL-Z€llen zu einer
dramatischen Akkumulation von MMP-9-mRNA flhrte, 1&3% mehrere Erkl&rungen zu.
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MMP-9-mRNA wirde kongtitutiv synthetisiert und besdl3e dabel eine extrem kurze
Halbwertszeit, die von einem sténdig nachzuliefernden Protein bestimmt wird. Durch
Blockierung der Proteinsynthese wiirde dann die MMP-9-mRNA stabilisiert. Auch wére denkbar,
dald in nicht-stimulierten Zellen kurzlebige, negativ regulierende Transkriptionsfaktoren die
transkriptionelle Aktivierung von MMP-9 blockieren, die nach Hemmung der de novo
Proteinsynthese wegfallen wirden. Fir die zweite Alternative spricht, dald ich zeigen konnte, dal3
die Induktion von MMP-9 nach Hyaluronsdure durch Inhibition der Transkription verhindert
wird. Eine Hyaluronsdure-vermittelte Signaltransduktion konnte mit diesen negativen
Regulationsmechanismen interferieren. Um solche potentielle Elemente zu finden, habe ich die
Hyaluronsaure-vermittelte Promotor-Aktivierung von MMP-9 in 3LL-Zellen mittels transienter
Transfektionen eines Promotorkonstruktes, in dem 1200 Bp der 5-flankierenden Region des
murinen MMP-9-Gens ein Reportergen kontrollieren und u. a. die Konsensussequenzen fur AP-1
und NF-kB enthdlt, untersucht (siehe auch Abb. 3). Es gelang mir jedoch mit dem verwendeten
Promotorkonstrukt nicht, durch Zugebe von Hyaluronsaure eine transkriptionelle Aktivierung des
Reportergens zu erreichen. Mdéglicherweise ist NF-kB aleine nicht ausreichend fir die
Aktivierung des MMP-9-Promotors und das verwendete Promotorfragment beinhaltet nicht die
ciswirkenden Elemente, die fur die Hyauronsaure-vermittelte Aktivierung erforderlich sind.
Oder aber die Aktivierung des endogenen MMP-9-Gens durch Hyaluronsdure wird durch
Chromatineffekte entscheidend reguliert.

Fur verschiedene Proteinbiosynthese-Inhibitoren konnte gezeigt werden, dal se
Signaltransduktionswege induzieren konnen. Beispielsweise aktivieren Anisomyzin oder
Zykloheximid die Jun-N-terminale Kinase INK/SAPK. Dieser Effekt wurde nicht mit Emetin
beobachtet (lordanov et al., 1997). Moglich wére, dal3 auch Emetin Signaltransduktionswege
stimuliert, die zu der beobachteten starken Synthese von MM P-9-mRNA fihrte.

69



Diskussion

4.3 Die Bedeutung von CD44 und RHAMM in der Hyaluronsaure-

abhangigen Aktivierung von MM P-9
CD44 und RHAMM sind zur Zeit die einzigen bekannten Hyaluronsdure-Rezeptoren, denen
Funktionen bel der Tumorgenese und dem Metastasierungsprozeld zugeschrieben worden sind
(Ubersicht in Naor et al., 1997; Wang et al., 1998).

4.3.1 Die Beteiligung von CD44 an der Hyaluronsaur e-ver mittelten Expression von MM P-9
In zahlreichen Verdffentlichungen ist CD44 mit Prozessen in Zusammenhang gebracht worden,
in denen Proliferation und Zellmigration wesentliche Merkmale sind, z. B. wéahrend der
Embryona entwicklung (Gakunga et al., 1997), bei Immunreaktionen (DeGrendele et al., 1996)
und in der Tumorgenese (Ubersicht in Naor et al., 1997). So ist z. B. die Migration Antigen-
stimulierter dendritischer Zellen CD44-abhéngig; die Auswanderung aktivierter Langerhans
Zéllen aus der Epidermis kann durch anti-CD44-Antikorper blockiert werden (Weil3 et al., 1997).
Die Fos- oder EGF-stimulierte Migrationsfahigkeit immortalisierter Fibroblasten kann durch
Verhinderung der Expression von CD44 signifikant reduziert werden (Lamb et al., 1997).

Die beschriebenen Funktionen von CD44, vor alem in Bezug auf Hyaluronsdure-Bindung und
Betelligung an migratorischen Prozessen, liellen CD44 as moglichen Vermittler der
Hyaluronsaure-abhangigen Expression von MMP-9 erscheinen. Dementsprechend konnte gezeigt
werden, dal3 die Bindung loslicher Hyaluronsdure auf der Oberflache von 3LL-Zellen
CD44-abhéngig ist. Sowohl in 3LL-Zelen, in denen durch anti-CD44-Antikorper die
Hyaluronsaure-Bindung von CD44 blockiert wurde, als auch in CD44-defizienten Fibroblasten
war jedoch die Hyauronsaure-induzierte Expression von MMP-9 nicht beeintrachtigt. Der
Schluf ist daher gerechtfertigt, dal3 CD44 nicht fur die Vermittlung der Hyauronsaure-
induzierten gelatinol ytischen Aktivitat bendtigt wird.

Die Feststellung, dal3 CD44-defiziente Méause keinen abnormalen Phanotyp zeigen (Protin et al.,
1999), hingegen transgene Méuse, in denen die Expression von CD44 in der Dermis und dem
Epithelium der Kornea reprimiert ist, distinkte morphologische Verdnderungen der basaen
Keratinozyten und der Kornea aufweisen (Kaya et al., 1997), 1&8/% vermuten, a) dal3 CD44 in der
Haut und der Kornea fur die Katabolisierung von Hyaluronsaure wichtig ist, und b) dal3 in
CD44-defizienten Mausen die Funktionen von CD44 durch einen (oder mehrere) unbekannte(n)

Hyaluronsdure-Rezeptor(en) ersetzt werden.

70



Diskussion

4.3.2 Die Funktion von RHAMM
Der zweite publizierte Hyaluronsaure-Rezeptor, RHAMM, wurde as Rezeptor beschrieben, der
durch Bindung an Hyauronsaure Signaltransduktionsprozesse induzieren und Zellmigration
initiieren kann (Hall et al., 1994; Hall et al., 1996).
Polyklonale Antikorper, die in unserem Labor gegen die, repeat” -Region von murinem RHAMM
hergestellt worden sind, detektierten in einer Western-Blot-Analyse mit Zellysaten der murinen
Zellinien NIH3T3, KLN205 und 3LL ein Protein mit einem Molekulargewicht von 95 kDa, und
zusétzlich in 3LL-Zellen ein Protein mit 105 kDa Immunofluoreszenz-Analysen, die mit
demselben Antiserum durchgefihrt wurden, zeigten in permeabilisierten Zellen Farbung
intrazelluldrer  Strukturen, wahrend intakte Zellen nicht markiert wurden. Auch im
Gewebekulturtiberstand von NIH3T3-Zellen liel? sich RHAMM-Protein nicht nachweisen. Keine
dieser Analysen ergab somit einen Hinweis auf eine Zellmembran-assoziierte Lokalisation von
RHAMM, und unsere Daten stehen damit im Widerspruch zu bisherigen V ertffentlichungen.
RHAMM-Protein wurde urspringlich als ein 56 - 58 kDa grofes Hyaluronsaure-
bindendes Protein aus dem  Gewebekulturiberstand muriner  Fibroblasten  und
Fibrosarkomzellinien isoliert (Turley et al., 1987). Spater wurde sein Molekulargewicht mit 70
bzw. 72 kDa angegeben (Entwistle et al., 1995). Ferner sind noch zahlreiche unterschiedliche
Molekulargewichte, von 52 bis 125 kDa, fur murines RHAMM-Protein beschrieben worden
(Hardwick et al., 1992; Samuel et al., 1993; Hall et al. 1996). In Immunofluoreszenz-Analysen
farbten die urspringlichen RHAMM-spezifischen Antikérper, die gegen das 56 - 58 kDa grof3e
Protein hergestellt worden waren, neben Zellmembran-assoziierten Strukturen auch intrazellulére
Proteine an. So war in transformierten Fibroblasten eine intrazellul&re Lokalisation von
RHAMM-Protein, zumeist perinukledr oder mit Aktinfasern assoziiert, zu beobachten. Aktives
Ras oder Zugabe von Hyauronsdure fuhrten zu einer verstarkten Anféarbung Zellmembran-
assoziierter Strukturen (Turley et al., 1990; Hardwick et al., 1992; Entwistle et al., 1995). Es ist
folglich anzunehmen, dal3 diese Antikdrper eine heterogene Familie immunologisch verwandter
Proteine erkennen, von denen ein oder mehrere Proteine mit der Zellmembran assoziiert sein
konnten.
Die cDNA-Sequenzen, die dem 56 - 58 kDa grofen (Hardwick et al., 1992) bzw. dem
70- 72kDa RHAMM-Protein (Entwistle et al., 1995) zugrunde lagen, erwiesen sich als
unvollstandig. Die vervollsténdigte cDNA-Sequenz hat einen offenen Leserahmen von ca. 2,3 kB

und kodiert ein Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 95 kDa (Hofmann et al., 1998). In
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3LL-Zdlen ist durch genomisches Rearrangement die Anzahl der repetitiven Einheiten innerhalb
der ,repeat”-Region von funf auf acht veréndert, wodurch sich das Molekulargewicht dieser
Form auf 105 kDa erhoht (Hofmann et al., 1998). Die Ergebnisse unserer Western-Blot-Analysen
sind somit in guter Ubereinstimmung mit den Molekulargewichten der abgeleiteten
Peptidsequenz.

Die aktuelle vollstandige cDNA-Sequenz fir murines RHAMM enthdlt keine Sequenzmotive, die
eine Zelloberflachen-assoziierte Lokalisation von RHAMM annehmen lief3e. In
Ubereinstimmung hiermit zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit, daR RHAMM ein intrazelluldres

Protein mit einem Molekulargewicht von 95 bzw. 105 kDaiist.

Wie in dem Glykosaminoglykan-Bindungsnachweis dargestellt wurde, bindet natives RHAMM-
Protein spezifisch an Hyaluronsaure, aber nicht an Heparin oder Chondroitin-Sulfat. Dieses
Resultat widerspricht einer Veroffentlichung, in der gezeigt wurde, da3 Heparin an ein
rekombinant exprimiertes GST-Fusionsprotein, das die Hyaluronsaure-Bindungsdoméne von
RHAMM enthdlt, binden kann (Yang et al., 1994b). Die kontroversen Beobachtungen kdnnen in
den unterschiedlichen, angewandten Methoden zum Nachwels der Bindung an
Glykosaminoglykane begriindet liegen. Ein bakteriell exprimiertes Fusionsprotein, das fir eine
Transblot-Analyse denaturiert und an einer Membran immobilisiert wird, nimmt méglicherweise
andere Eigenschaften as das native Protein in einer gepufferter Losung an. Die in der
vorliegenden Arbeit angewandte Methode imitiert annghernd physiol ogische Bedingungen.

Die zytoplasmatische Lokalisation von murinem RHAMM schlol3 bereits aus, dal3 RHAMM als
Zelloberflachensensor an der Vermittlung der Hyaluronsdure-abhangigen MMP-9-Expression
beteiligt ist. Darlber hinaus zeigten RHAMM-defiziente Fibroblasten nach Hyaluronsdure-
Behandlung eine dhnlich starke Akkumulation von MMP-9-mRNA wie Wildtyp-Fibroblasten.
Dies legt den Schlul? nahe, dal3 RHAMM weder as Oberflachenmolekil noch als intrazelluléres
Molekll fur die Aktivierung von MMP-9 durch Hyaluronsdure notwendig ist. Es kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden, dald eines der noch nicht néher charakterisierten Hyaluronséure-
bindenden Proteine, die as Zellmembran-assoziierte Strukturen beschrieben worden sind (Turley
et al., 1990; Hardwick et al., 1992), entscheidend die Signaltransduktion der MM P-9-Expression

durch Hyaluronsdure vermittelt.
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Zusammenfassend |03t sich feststellen, dald keiner der bis jetzt charakterisierten Hyaluronsaure-
Rezeptoren, CD44 und RHAMM, fir die Hyaluronsdure-abhéangige Expression von MMP-9 in
3LL-Zelen und Fibroblasten notwendig ist, da weder in CD44-defizienten noch in RHAMM-
defizienten Zellen die Expression von MMP-9 durch Hyaluronsdure beeintréchtigt ist.

4.4 Wiewird die Umwandlung des extr azellularen Hyaluronséure-Signalsin
zellulér e Prozesse ver mittelt ?

Hyaluronsaure beeinflufd nukledre Prozesse unter Beteiligung von Zellmembranrezeptoren tber
zahlreiche Signaltransduktionswege, z. B. Uber Aktivierung von MAP-Kinasen (Wang et al.,
1998; Khaldoyanidi et al., 1999) oder durch Ca*-Influx (Bourguignon et al., 1993; Galluzzo et
al., 1995). Neben der Moglichkeit der Zellmembranrezeptor-abhéngigen Signaltransduktion wére
auch eine intrazelluldre Wirkungsweise von Hyaluronséure vorstellbar. So ist schon seit l&ngerem
bekannt, dal3 Hyaluronsaure in spezialisierten Zellen durch Rezeptor-vermittelte Endozytose
internalisiert und lysosomal degradiert wird. Dieser Vorgang ist fir Hepatozyten, Sinovialzellen,
M akrophagen, transformierte Fibroblasten oder Chondrozyten beschrieben worden (Truppe et al .,
1977; Culty et al., 1992; Collis et al., 1998; Aguiar et al., 1999). So resorbieren Hepatozyten
Hyaluronsaure aus dem Blutkreislauf Uber einen Mechanismus, der durch HA-LEC vermittelt
wird (Zhou et al., 1999). Die Kataboliserung der Hyaluronsdure in Chondrozyten ist
CD44-abhéangig und dient der Erhaltung der Knorpelmatrix (Aguiar et al., 1999).

Hyaluronsaure ist in alen zelluléren Kompartimenten gefunden worden: im Zellkern (Furukawa
et al., 1977), in den Zellfortsdtzen migrierender Zellen (Collis et al., 1998) oder diffus Uber das
gesamte Zytoplasma verteilt (Entwistle et al., 1996). Als intrazelluldre Proteine mit
Hyaluronsaure-Bindungseigenschaften wurden Cdc37 (Grammatikakis et al., 1995), HABP
(34 kDa ,, hyauronic acid binding protein“; Das et al., 1997) oder RHAMM (Hofmann et al.,
1998) beschrieben. Cdc37 und HABP sind Funktionen bei der Regulation des Zellzyklusses bzw.
beim Spleif3en von pr&mRNA zugeschrieben worden (Grammatikakis et al., 1995; Das et al.,
1997). Kirzlich konnte gezeigte werden, dal3 RHAMM mit Mikrotubuli und Aktinfilamenten
interagiert und moglicherweise an der Organisation des Zytoskel etts beteiligt ist (ARmann et al.,
1999). Neben einer Rezeptor-vermittelten Endozytose von Hyaluronsaure, wére es auch denkbar,
dal’ Hyaluronsdure durch Pinozytose in Abhéngigkeit von ihrer Konzentration im extrazellularen
Milieu internalisiert wiirde. Diese Form der Resorption wéare Rezeptor-unabhéngig und nur von

der extrazelluléren Hyaluronsdure-K onzentration abhéngig. Ob fur die Hyaluronsaure-induzierte
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Aktivierung von MMP-9 die Internalisierung von Hyaluronsaure notwendig ist, und inwieweit
Hyaluronsdure durch Interaktion mit intrazelluléren Hyaluronsaure-bindenden Proteinen das

Genexpressionsmuster von Zellen regulieren kann, bedarf der Klarung.

Es ist sehr wahrscheinlich, dal3 fur die Hyaluronsaure-abhangige transkriptionelle Aktivierung
von MMP-9 eine Wechselwirkung mit einem Zellmembran-Rezeptor notwendig ist. Die
Beobachtung, dal3 durch Suramin, einem Inhibitor von Ligand-Rezeptor-Interaktionen, die
Hyaluronsdure-vermittelte Induktion von MMP-9 verhindert werden konnte, ist ein Indiz fir
diese Annahme. Suramin, ein polysulfoniertes Naphtylaminderivat des Harnstoffs, bindet und
inhibiert eine Reihe von Enzymen und Proteinen unter anderem durch kompetitive Interferenz
von Protein-Glykosaminoglykan-Bindungen. Beispielsweise kann Suramin kompetitiv die
Bindung Heparin-bindender Wachstumsfaktoren, wie PDGF (,platelet derived growth factor,
von Blutpldttchen gebildeter Wachstumsfakor) oder bFGF, an ihren Rezeptor blockieren
(zusammengefaldt in Stein, 1993). Mdéglicherweise interagiert Suramin mit Heparin-bindenden
Proteinen auf der Zelloberflache und unterbindet die Anlagerung von Hyaluronsdure an den
Rezeptor und infolgedessen die transkriptionelle Aktivierung von MMP-9. Unter der zuvor
genannten Annahme der Beteiligung eines autokrinen Wirkungsmechanismusses, wirde Suramin
die Bindung des sezernierten Faktors an seinen Rezeptor und so die Aktivierung des
MM P-9-Gens unterdrticken.

Die in den Untersuchungen verwendete Hyaluronsaure-Préparation stammt aus Hahnenkammen
und hat ein Molekulargewicht von 80 - >600 kDa. Andere Hyaluronsaure-Praparationen mit
einem vergleichbaren Molekulargewicht, z. B. aus humanen Nabelschniiren, zeigten den gleichen
Effekt, wahrend Healon”, eine rein hochmolekulare Hyaluronsaure-Praparation (MW >600 kDa),
die Expression von MMP-9 nicht beeinfluf3te (nicht gezeigt). In anderen Modellen ist gezeigt
worden, dal3 Degradationsprodukte von Hyaluronsdure fur die physiologischen Effekte
verantwortlich sind, z. B. fur die Proliferation von Endothelzellen oder die Ausreifung von
Immunzellen, wie Makrophagen oder dendritischen Zellen (McKee et al.,, 1996;
Haegel-Kronenberger et al., 1998). Daher liegt die Vermutung nahe, dal3 abhéngig vom Zelltyp,
nur Hyal uronséure-Molekile mit bestimmter Grof3e biologische Aktivitét besitzen.

ICAM-1 gat lange Zeit as membranstandiger Hyaluronsaure-Rezeptor. Hyaluronsdure-

Bindungseigenschaften waren ICAM-1 zugeschrieben worden, da der Rezeptor mittels
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Hyaluronsaure-Affinitdtschromatographie aus Rattenleberendothelzellen isoliert worden war
(McCourt et al., 1994). In einer spateren Publikation wurde allerdings festgestellt, dal3 ICAM-1
unspezifisch an das Hyaluronséure-Affinitéts-Sepharosetragermaterial gebunden hatte, und die
Hyaluronsaure-Bindung von ICAM-1 wurde as Artefakt erkannt (McCourt und Gustafson,
1997). Die Hyauronsdure-Rezeptoren, LYVE-1 und HA-LEC (,,endocytic hyaluronan receptor
(HA) of liver sinusoidal endothelia cells (LECs)“; endozytischer Hyaluronsaure-Rezeptor
spezifisch fur Endothelzellen der Lebersinoide), die erst kirzlich charakterisiert worden sind,
waren wahrend der experimentellen Arbeit noch nicht bekannt und sind deshalb nicht in die
Untersuchung mit einbezogen worden. HA-LEC und LYVE-1 weisen ein spezifisches
Expressionsmuster auf und es ist nicht bekannt, ob sie in Tumorzellen oder Fibroblasten
ausgepragt werden.

Die Beobachtung, dal3 3LL-Zellen nach Inkubation mit anti-CD44-Antikorpern, die mit der
Hyaluronsaure-Bindung interferieren, nur noch eine geringe Hyaluronsdure-Bindung zeigen, und
diese niedrige Bindungsfahigkeit fur die Aktivierung von MMP-9 ausreicht, [a3t vermuten, dal3
der verantwortliche Rezeptor nur in geringem Umfang auf der Zelloberflache exprimiert ist
und/oder eine niedrige Bindekapazitét gegentber der mittel- bis hochmolekularen Hyaluronsdure
besitzt.

Fur die Isolierung und Charakterisierung dieses noch unbekannten Hyal uronsaure-Rezeptors sind
molekul arbiol ogische und/oder proteinbiochemische Ansétze denkbar:

A) Die meisten Hyaluronsdure-bindenden Proteine weisen innerhalb ihrer Hyaluronsdure-
Bindungsdomane eine signifikante, strukturelle Homologie auf. Basierend auf der Vorstellung,
da’ der unbekannte Hyaluronsdure-Rezeptor ebenso eine homologe Bindungsdomane enthdlt,
konnte man eine cDNA-Bibliothek von 3LL-Zellen und/oder CD44-defizienten Fibroblasten auf
positive Klonen mit signifikanter Homologie zu den , link*-Doménen der bekannten murinen
Hyaluronsaure-Bindungsproteinen testen. Diese Methode wurde fur die ldentifikation von
humanen LY VE-1 angewandt (Banerji et al., 1999).

B) Unter der Annahme, dal3 der unbekannte Hyaluronsdure-Rezeptor nur gering auf der
Zelloberflache exprimiert ist und/oder eine niedrige Affinitét gegentiber Hyaluronsaure aufwelst,
mUf3te ein proteinbiochemischer Ansatz im besonderen Mal3e sowohl sensitiv al's auch spezifisch
sein. Eine Erhdhung der Spezifitdt wére zu erreichen, indem man zuerst feststellt, welche
MolekllgroRe der Hyaluronsdure die biologische Aktivitdt vermittelt. Partiell verdaute
Hyaluronsaure konnte Uber Saulenausschluf3chromatographie nach Molekilgrofien fraktioniert
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werden. Hyaluronsdure aus der Fraktion mit der hochsten Affinitét wirde dann derart modifiziert,
da3 eine kovalente Fixierung der modifizierten Gruppen mit dem Protein durch z. B.
UV-Bestrahlung ermdglicht wirde. Dieses Verfahren wurde fur die Isolation von HA-LEC
angewandt (Yannariello-Brown et al., 1992) und wére, durch radioaktive Markierung der
modifizierten Gruppen, anfangs geeignet Hyal uronsaure-bindende Proteine nachzuweisen. Durch
Verwendung biotinylierter, modifizierter Hyaluronsdure konnte man eine Anreicherung der
gesuchten Proteine erzielen. Die Identitét der Proteine kdnnte dann tber massenspektrometrische
Methoden und Mikrosequenzierung ermittelt werden.

4.5 Die mogliche physiologische Relevanz der Hyaluronsaur e ver mittelten
Synthesevon MMP-9in 3LL-Tumoren

In zahlreichen in vitro und in vivo Modelen konnte eine positive Korrelation zwischen
MMP-9-Aktivitdt und Tumorinvasivitét sowie Metastasierung gezeigt werden (Bernhard et al.,
1990; Urbanski et al., 1992; Cottam et al., 1992; Davies et al., 1993; Kossakowska et al., 1993;
Canete-Soler et al., 1994; Bernhard et al., 1994 Rao et al., 1996). MMP-9 wird in Tumoren
sowohl von Tumorzellen as auch vom umgebenden Stroma, wie Fibroblasten oder
Makrophagen, exprimiert (Pyke et al. 1992; Kossakowsaka et al., 1993; Canete-Soler et al.,
1994; Zeng und Guillem, 1996; Borchers et al., 1997). In MM P-9-defizienten Mé&usen findet man
im Vergleich zu Wildtyp-Mausen eine drastische Reduktion der Metastasierungsfahigkeit von
Lewis-Lungen-Karzinomen (LLC). Da Uberdies im LLC-Tumor, nicht aber in in vitro
kultivierten LLC-Zellen, gelatinolytische Aktivitdt nachgewiesen werden konnte, wurde
vermutet, dal? in vivo nicht die LLC-Zellen, sondern die Tumor-assoziierte Fibroblasten oder
Makrophagen MM P-9 synthetisieren (Itoh et al., 1999).

Die 3LL-Zellen, die ich in meinen Untersuchungen verwendet habe, kénnen auch nachdem sie
aus dem Tumor in Kultur gebracht worden sind, MMP-9 nach Hyaluronséure-Stimulation
synthetisieren, was durch positive Selektion Neomyzin-resistenter 3LL-Tumor-Zellen gezeigt
werden konnte. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dal3 in vivo auch die Stromazellen
des Tumorverbandes MMP-9 synthetisieren. In situ Hybridisierungen von 3LL-Tumormaterial
mit einer MMP-9-gpezifischen Probe konnten dartber Klarheit schaffen. Es ist aber
wahrscheinlich, dal3 die Stromazellen an der enzymatischen Aktivierung von MMP-9 beteiligt
sind, denn im Unterschied zu in vitro kultivierten Tumorzellen kommt in den 3LL-Tumoren

ausschliefdlich die aktive Form von MMP-9 vor. Es ware demzufolge denkbar, dal3 die

76



Diskussion

Tumorzellen in den Stromazellen die Synthese proteolytischer Enzyme induzieren, die fur die

Aktivierung MMP-9 notwendig sind.

Die Beobachtung, da3 3LL-Zellen nach langerer in vitro Kultivierung die Eigenschaft der
transkriptionellen Aktivierung von MMP-9 durch Hyaluronsdure, verlieren, sie jedoch durch
Passage in vivo wieder erlangen, |a3t vermuten, dal’ im 3LL-Tumor eine Selektion zugunsten der
Tumorzellen mit diesem Merkma stattfindet. Im Tumor herrschen andere Wachstums-
bedingungen als in vitro vor, z. B. in Bezug auf die extrazelluldre Umgebung, Versorgung mit
Nahrstoffen, Wachstumsfaktoren oder Sauerstoff. Es wére durchaus vorstellbar, dal3 die in vivo
Verhdltnisse im Tumor fur die Transkription von Genen oder post-translationale Modifikation
von Proteinen verantwortlich sind, die unter anderem fur die Hyaluronsiure-vermittelte
Expression von MMP-9 notwendig sind, und die sich durch in vitro-Kultivierung verlieren. So
binden bestimmte Zellklone von CHO-Zellen (,chinese hamster ovary cells’, Chinesische
Hamster-Ovarien-Zellen) im soliden Tumor Hyaluronsaure, unter normalen Kulturbedingungen
geht diese Fahigkeit verloren. Durch Reduktion der Glukose-Konzentration im Kulturmedium
kann die Hyaluronsdure-Bindungsfahigkeit wieder induziert werden. Die Hyaluronsdure-Bindung
ist CD44-vermittelt und wird vom Glykosylierungsmuster von CD44 bestimmt. (Zheng et al.,
1997). Die Hyaluronsdure-Bindungsfahigkeit von induzierbaren und nicht-induzierbaren
3LL-Zellen ist gleich gut. In 3LL-Zellen, die nicht mehr mit der Expression von MMP-9 nach
Hyaluronsaure-Behandlung reagieren konnten, konnte diese Eigenschaft auch nicht durch
reduzierte Glukose-Bedingungen wieder erlangt werden (Daten nicht gezeigt). Moglichenfalls
sind daher andere Faktoren, as beispielsweise die Versorgung mit Glukose, fir die
Rekonstitution der Hyaluronsdure-vermittelten Synthese von MMP-9 in 3LL-Tumoren

verantwortlich.
Hyaluronsaure kann in Tumorzellen die Synthese proteol ytischer Enzyme, wie MMP-9, MMP-13

und u-PA, induzieren. Mit diesem Versuchsansatz werden zum ersten Ma Hinweise darauf

gegeben, dal3 Hyaluronsaure an der Entstehung invasiver Eigenschaften beteiligt sein kann.
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