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1 Zusammenfassungen

1 Zusammenfassungen

1.1 Zusammenfassung - Deutsch

Hyduronsdure (HS) i en wet verbratetes Gykosaminoglykan in der Extrazelul&rmatrix
vidler Gewebe und tritt in erhthten Konzentrationen in der Umgebung solider Tumore auf. Es
handdt sch dabe um en hydrophiles Makromolekil, welches durch seine hygroskopischen
und osmotischen Eigenschaften dark an den physkaischen Gegebenheiten der Matrix betel-
ligtidt.

Es ig bekannt, dal3 HS die ZdImigraion vider Zdlaten simuliert. Dies wurde bisher haupt-
schlich in zwadimendonden in vitro -Sysemen nachgewiesen und ds Ursache der
Simulation wurden in den letzten Jahren vorwiegend Ligand-Rezeptor-Interaktionen verart-
wortlich gemacht. Zie des erden Teils dieser Arbet war es, die Rolle der HS in der
Tumorzdlmigration auf der Bads enes dredimensonden Fbringd-Sysems, in welches
Tumorzdl-bedeckte Microcarrier eingebettet wurden, zu untersuchen.

Ein Veagech zwischen zwe- und dredimensonder Migration unter verschiedenen Bedin
gungen egab, dad die dredimendonde Migration nicht von HS-spezifischen
Oberfléchenrezeptoren abhéngt, sondern hauptséchlich von der Porostét der Matrix. Zur Be-
dimmung der drukturdlen Eigenscheften  der  Fbringde wurden  spektrometrische
Messungen, konfokae Mikroskopie, Kompaktionsmessungen herangezogen; die Berechnung
der Porengrole efolgte durch Hissgkeitspermesation. HS bindet spezifisch an Fbrinogen
und erhoht dadurch den Porendurchmesser der polymeriserenden Fbrinmatrix. Mit eigen
der HS-Konzentration nahm die Migraion zu, die in zwedimensonden Sysemen durch
Antikorper gegen den HS-Rezeptor CD44 gehemmt werden konnte, im dreidimensonden
Moddl dlerdings nicht. Hier war die Inhibierung der Migration hingegen mit AntikOrpern,
die die Integrinbindung zur Fibrinmeatrix hemmen, mdglich.

Ein Enflud von mdglichewese intrazdluldr vorhandener HS auf die Zdlmigration wurde
bisher nicht Uberprift. Ba Farbungen von HS und spektrometrischen HS-Messungen in ver-
schiedenen Zellfraktionen von Tumorzdlen gdlte sch heraus, dal3 sch eine grol®e Menge HS
auch intrazelulé&r befindet. Eine genauere Lokaisation der endogen vorhandene HS ergab,
dald diesss Makromolekil intrazellulér vorwiegend perinukledr mit dem Zytoskdett assoziiert
vorliegt. Ein direkter mechanischer Einfluld, wie ihn die HS auf Fbrinogen bzw. die Fbrinpo-
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lymerisation auslibt, konnte zwischen endogener HS und Aktinpolymerisation nicht herge-
sellt werden.

Der Schwerpunkt des zweten Teals der Arbet lag in der direktionden Migration von Tumor-
zdlen. In Kokulturen von Tumorzelen und Endothezdlen in dredimensonden Fibringden
ddlte d9ch heraus, dald die Tumorzdlen en Chemotaxisverhdten in Richtung der Endothel-
zdlen aufwiesen. Dieses Verhdten konnte in eénem zwedimensonden Boydenkammer-
System bestétigt werden: Tumorzellen wurden in den oberen Kammern dieses Systems as
gest und anschlielfend die chemotektische Migration in Richtung des konditionierten
Mediums von Endothelzdlen in den unteren Kammern ausgewertet. Der flr diese Chemotaxis
verantwortliche Fektor solite aus dem konditionieten Medium der Endothelzdllen moglichst
welt eingeengt werden.

Die Anreicherung der potentidl chemotaktischen Proteine efolgte durch verschiedene
Auschluverfalren  aufgrund des Molekulargewichtes sowie durch  Anionenaustauscher-
Fraktionierung des konditionierten Mediums.

Die chemotaktisch aktive Fraktion konnte auf ein Molekulargewicht von mindestens 100 kDa
eingeengt werden. Das Protein war mit einer NaCl-Konzentration von 200 bis 500 mM von
ener DEAE-Saule duierbar. Als mogliche Chemokin-Kandidaten konnten Thrombospondin,
Fibronektin, Tenascin, a-Actininrl und -4 und das Hitze-Schock-Protein 90 durch mas-
senspektrometrische Analysen identifiziert werden.

1.2 Summary - English

Hyauronic acid (HA) is a glycosaminoglycan which is ubiquitoudy present in the extracdlu
lar matrix of many tissues and increased concentrations are found in the environment of solid
tumors. HA is a hydrophilic macromolecule and contributes to the matrix conditions due to its
hygroscopic and osmotic property.

During the lagt years HA-dimulated cdl migraion was manly demondrated by two-
dimensond in vitro -sysems and the effects were partidly explained by ligand-receptor i
teractions. The am of this work was to investigate the role of HA in tumor cel migraion
based on a three-dimensond fibrin gd-system, in which microcarriers covered with tumor
cells were embedded.
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The comparison of two- and three-dimendgond migration resulted in the concluson that three-
dimensgond migration mainly depends on the porosty of the matrix and not on specific HA-
receptors. The sructurd properties of the fibrin ges were analyzed by turbidity measurement,
confocal microscopy, compaction assay, and caculation of pore sze by liquid permestion.
HA specificdly binds fibrinogen and incresses the pore diameter of the polymerizing fibrin
matrix. With increesng HA- concentration the cdl migration was simulated. This effect
could be inhibited under two-dimensona conditions by antibodies to the HA-receptor CD44
while in three-dimensond systems the migration was unaffected by these antibodies. Mole-
cules didurbing integrin-matrix-contacts, however, were shown to inhibit HA-induced cdll
migration under three-dimensiona conditions.

HA-gaining and spectrometric HA-measurements in subcdlular fractions of tumor cdls dem-
ongrated that there are large amounts of endogenous HA. Further experiments resulted in a
perinuclear locdization of this macromolecule. A direct mechanicd influence of HA on actin
polymerization, like the HA interaction with fibrin polymerization, could not be detected.

The second part of this work concentrated on the directional migration of tumor cels In
three-dimensional cocultures of tumor cdls and endothdid cdls it was found that the tumor
cels were chemotecticdly attracted by the endothdliad cells. This effect could be verified by
andyzing the migraion of tumor cdls to conditioned medium of endothdid cdls in two-
dimensona Boyden chamber assays. To concentrate possble chemotaxins from the endothe-
lid-conditioned medium both centrifugetion with molecular  weight excluson and anion
exchange chromatography were performed. The fraction with chemotacticd active proteins
could be redtricted to a molecular weight of at least 100 kDa. Furthermore the active protein
was euted with 200 — 500 mM NaCl from a DEAE-column. The following candidates for
chemotaxis-induction were identified by mass gpectrometry: thrombospondin, fibronectin,
tenascin, a-actinin-1 and -4, and heat shock protein 90.
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2 Einletung
2.1 Teil I: Hyaluronsaure-bedingte Migration von Tumor zellen

211 Extrazelularmatrix und Hyaluronsaure

Die Extrazdlulé&rmatrix besteht aus Proteinen und Polysacchariden, die loka von Zdlen aus
geschieden werden und en organisertes Netzwerk in Assoziation mit der Zeloberflache
bilden. Die Extrazdlul@matrix bestimmt nicht nur die physkaischen Eigenscheften des je-
welligen Gewebes, sondern spidt auch komplexe Rollen in der  Zdlregulation, wie
Entwicklung und Migration. Hauptbestandteile der Extrazdlul@metrix snd Glykosaminogly-
kane oder Proteoglykane und Faserproteine wie Kollagene, Fibronektin und Laminin.

Ein wet verbretetes Glykosaminoglykan in der Extrazdlul&rmatrix vider Gewebe ig Hydu
ronsdure (HS) (Laurent & Fraser, 1992; Rooney & Kumar, 1993). Erhthte Konzentrationen
an HS werden von soliden Tumoren und Fibroblasten des Tumorstromas produziert (Zhang
et. a., 1995; Ropponen &t. d., 1998).

HS wurde ersmals 1934 im Glaskérper des Auges charakterisert (Meyer and Palmer, 1934).
Zwanzig Jehre gpéter beschrieben Weissmann und Meyer die genaue chemische Struktur von
HS aus der Nabelschur (Weissmann und Meyer, 1954).

H NHCOCH;

D-Glucoronsaure  N-Acetyl-D-Glucosamin

Abb. 1: Struktur von HS

HS ig en unverzwegtes Polysaccharid bestehend aus sch wiederholenden Disaccharid-
enhaten aus N-Acetyl-Glucosamin und Glucuronséure (Abb. 1). Zusammen mit Chondroi-

4
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tinsulfat, Keratansulfat, Dermatansulfat und Heparansulfat gehort es zur Gruppe der Glyko-
saminoglykane. HS unterscheidet sch jedoch von den anderen Glykosaminoglykanen: es
bedtzt ds enziges keine Sulfaigruppe, ereicht jedoch ein wesentlich hoheres Molekularge-
wicht (10° - 107) (Fraser e. d. 1997). Waeterhin findet die Synthese der HS an der
Pasmamembran datt, wahrend die anderen Glykosaminoglykane am endoplasmatischen Re-
ticuum synthetisgert werden. HS-Synthasen, die an der Innensate der Plasmamembran
lokdlisert snd, addieren Monosaccharid- und Disaccharidreste an das reduzierende, zy-
toplasmatische Ende des Polysaccharids, wahrend es immer weiter durch die Membran nach
aul¥en geschleust wird (Prehm, 1989; Asplund et. a., 1998).

HS kann in wa¥iger Losung durch die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen entlang
der Molekilachse eine dabile Helixstruktur bilden. Durch die helikale Struktur entstehen lan-
ge hydrophobe Abschnitte, die trotz der insgesamt negativen Ladung des Molekils
Interaktionen sowohl mit anderen HS-Ketten ds auch ungpezifisch mit Zdlmembranen und
anderen Lipidstrukturen beglngtigen (Scott, 1992). Insgesamt ist HS ein hydrophiles Makro-
molekil und durch seine hygroskopischen und osmotischen Eigenschaften sak an den
physikalischen Gegebenheiten der Matrix betelligt (Laurent & Fraser, 1992). So war auch
ene der ersten Erklarungen fur die Stimulation der Migration durch HS die Bildung von Was-
serkandlen in der Extrazdlul&metrix, durch die die Migration der Zdlen stark beschleunigt
werden konne (Tucker and Erickson, 1984; Laurent and Fraser, 1992; Rooney and Kumar,
1993).

2.1.2 Fibrin

Das entscheidende Ereignis ba der Blutgerinnung it die Polymerisation des IGdichen Prote-
ins Fbrinogen zum unlgdichen Fbrin, die in ener proteolytischen Reektion durch Thrombin
katdysert wird. Der Fibrinogengehdt des Plasmas betrégt etwa 2 - 4,5 g/l. Fibrinogen ig en
hexameres Molekil, welches aus drei Paaren von Polypeptidketten - Aa (610 Aminosauren),
Bb (461 Aminosauren) und g (411 Aminoséuren) - besteht (Abb. 2). Die sechs Polypeptidket-
ten snd durch insggesamt 17 Disulfidbriicken mitenander verbunden. A und B snd N-
terminale Fibrinopeptide, 14 bzw. 16 Aminoséuren lang, die in der Thrombinresktion ab-
gespaten werden.
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Abb. 2 Schematische Darstellung des Fibrinogens. Die Verbindungslinien zwischen den Peptidketten stellen
Disulfidbrticken dar.

Die proteolytische Regktion verléuft nach folgender Gleichung:

Thrombin

(Aa), (Bb), QZT’ a,b, %
A+B

In der Umgebung von Tumoren kommt es durch Extravasation ebenfdls zu ener erhdhten
Deposition von Fibrinogen (Dvorak et. a, 1992).

Bereits 1947 haben Fery und Morrison gezeigt, dad die Struktur und Eigenschaften von
Fibringerinseln stark durch pH, lonenstérke, und andere Faktoren des Polymerisationsmilieus
beeinflu® werden konnen. Gerinsd, die aus langen dicken Fibrinfasern bestehen, bilden en
sabiles grofjporiges Netzwerk, wahrend eine kleinporige Struktur dinne kurze Fibrinfaser-
srénge bedtzt (Latallo et. a., 1962; Car et. a., 1977, Nar et.a., 1986; Blomback et. d.,
1989). Die Struktur von Fibringden korrdiert stark mit der Turbiditét. Die spektrometrische
Messung gilt s Nachwels fur die Dicke der Fibrinfasern und der Strukturpermesbilitét (Carr
et. d., 1977, Nair et.d., 1986; van Gelder et. a., 1996). So sind grof3porige Gele eher un
durchsichtig und triib, wahrend feine kleinporige Fibringtrukturen klar erscheinen.

Ein weterer Faktor, der die Struktur von Fbringerinsln modulieren kann, i HS. Es wurde
bereits gezeigt, dal? HS in der Lage ist, Fibrinogen spezifisch zu binden und die Turbiditét der
polymerisierten Fibrinstruktur zu steigern (LeBoeuf et. a., 1986, 1987; Weigd . d., 1988).

Es erscheint sehr wahrschenlich, dal3 durch die wechsdnden Bedingungen in vivo (i.e. die
saure Umgebung von soliden Tumoren, die erhthte Thrombin-Aktivitét in inflammeatorischen
Regionen oder auch die lokale Konzentration von HS) die unterschiedlichsten Fibringtruktu-

ren auftreten kénnen.
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Nehls und Herrmann zeigten 1996, dal3 die Fibringruktur einen grof3en Effekt auf die Endo-
thel zdImigration und Kapillarmorphogenese unter dreidimensionden Bedingungen hat.

Bel Betrachtung der Tatsachen, dal3 Tumore erhthte Korzentrationen an HS hbilden und in
ener fibrinogenreichen Matrix wachsen, erscheint es ebenso mdglich, dald die erhdhte Menge
an HS auch durch Modulation der Fibringruktur die Zdlmigration und Metastaserung simu-
liert.

2.1.3 HSund Zdlmigration

Es ig bekannt und vidfach beschrieben, dal3 HS die Migration einer grol¥en Anzahl von Zdl-
aten, enschlieich Tumorzdlen, simuliet. Die ehdhte Produktion von HS durch
Tumorzdlen oder tumorassoziierte Fibroblasten wurde mit der Zdlmigration und Metastasie-
rung korreliert (Docherty et. a., 1989; Turley, 1992; Zhang et. d., 1995; Ropponen €. 4.,
1998). Jedoch wird diese Stimulation durch unterschiedliche Mechanismen erklat. Eine der
ersten Erklarungen schlug vor, da3 HS durch seine Fahigket, grof3e Mengen an Wasser zu
binden, Wasserkande in der Extrazdlul&rmatrix bildet (Toole et. ., 1982).

Nach dem Nachwes von HS-Oberfl&chenrezeptoren wurde der Schwerpunkt der HS-Effekte
auf Ligand-Rezeptor-Interaktionen verlagert (Sherman et. d., 1994). Es wurde gezegt, dai
HS spezifisch an Zdloberflachenrezeptoren bindet und durch deren Inhibition die Zelmigra
tion und das Tumorwachsum hemmt. Die beweiskréftiggen Ergebnisse zu diessm Thema
wurden in zweidimensonden in vitro Studien, in denen die Migration auf HS-beschichteten
Oberflachen durch Antikérper gegen CD44 inhibiert werden konnte, gezeigt.

CD44, ein weit verbreitetes Glykoprotein, war der erste Zdloberflachenrezeptor fir HS, der
identifiziet wurde (Underhill, 1992). Er bestzt sowohl ene Transmembrandoméne ds auch
zwe extrazdluldre und ene zytoplasmatische HS-bindende Region. CD44 bindet dlerdings
nicht ausschlieldich HS, sondern auch andere Liganden wie Fibronektin (Jalkanen and Jdka
nen, 1992), Kollagen | und IV (Carter and Wayner, 1988), Chondroitinsulfat (Aruffo et. d.,
1990; Stamenkovic, 1991) und Fibrin (Svee et. d., 1996). Dennoch wurde dieses Rezeptor-
Protein vidfach mit der HS-abhéngigen Metastaserung von Tumorzelen in Verbindung ge-
bracht (Guo et. d., 1994; Zhang €t. d., 1995).

Ein weteres HS-bindendes Protein, welches mit der Matilité vider Zdlen in Verbindung
gebracht wurde und den Namen receptor for hyaluronic acid mediated motility (RHAMM)
erhidt, wurde an der Zeloberflache nachgewiesen (Hardwick et. d., 1992; Kornovski e. d.,



2 Einleitung

1994). RHAMM wurde vidfach as Membranrezeptor fir HS akzeptiert und es wurde ebenso
en Zusammenhang zwischen RHAMM und der Migraion von verschiedenen Zdltypen her-
gestdlt (Turley et. d., 1993; Turley et. a., 1994; Savani et. a., 1995). Einige Jahre spater
jedoch wurde dieser Befund in Frage gestdlt, well gezeigt werden konnte, dal3 RHAMM aus-
schliefdlich intrazdlula auftritt (Hofmann et. d., 1998, Hofmann et. d., 1998, Assmann .
a., 1998; Turley et. d., 1998). Daraufhin wurde RHAMM in ,intracelular hyaluronic acid
binding protein® (IHABP) umbenannt.

Als dritter HS-Oberflachenrezeptor wurde das intercellular adhesion molecule-1* (ICAM-1)
vorgeschlagen (McCourt et. d., 1994). Jedoch wurde diese Vermutung einige Jahre spater
wieder zuriickgezogen durch die Erkenntnis, dal3 sowohl ICAM-1 ds auch HS unspezifisch
an Hexamethylengruppen binden, die Bindungsgrundlage der  Affinitéischromatogrefie  fir
den Nachweis von ICAM-1 ds HS-Rezeptor waren (McCourt and Gustafson, 1997). Damit
bliebh CD44 ds enziger Plasmamembranrezeptor fir HS Ubrig und es gdlte sch nun die Fra
ge, inwiewet dieses Protein tasichlich in die Migration von Zdlen, insbesondere
Tumorzdlen involviert ist (Nehls & Hayen, 1999).

Im Widersoruch zu den anfanglichen Migrationsstudien auf HS-beschichteten  Oberfl&chen
dehen jedoch Beobachtungen, dald HS zu Antiadhdson und Ablésung mehrerer Zdltypen
fuhrt (Tucker & Erickson, 1984; Koochekpour et. a., 1995; Delpech . d., 1997).

Gleichzeitig mit den Untersuchungen zu den HS-Rezeptoren wurden auch Interaktionen von
HS mit der Extrazelul&rmatrix beschrieben. Docherty et. a. beobachteten 1989, dal3 HS die
Kollagenstruktur modulieren kann und durch diese Veranderung offenschtlich die Migration
von Fibroblasten durch en Kollagenge erechtet wurde. Diese Vermutung wurde durch
Versuche unterstiitzt, die zeigten, dald HS spezifisch an Fibrinogen bindet und Uber unbekam-
te Zwischenschritte die Porostét der polymerigerten Fibringtruktur erhoht (s. 2.1.2).

214 IntrazdlulareHS

Fur das Vorhandensein von intrazellulérer HS gab es bisher wenig Bewelse. Es gibt vereinzel-
te Publikationen, in denen zwar eine endogene HS-Fabung bzw. die intrazdlulde Bindung
von HS oder HS-bindenden Proteinen beschrieben wird (Turley & Torrance, 1985; Turley .
a., 1990; Eggli & Graber, 1995), jedoch wurde diesen Entdeckungen wenig Wert beigemes-
sen. Diesen Beobachtungen stand die wesentlich populérere Ansicht  gegeniiber, dald HS,
welches von den Zdlen interndidert wird, auf der intrazdlul&ren Seite der Membran inner-



2 Einleitung

hab kirzester Zeit durch das Enzym Hyauronidase degradiert wird (McGuire et. d., 1987,
McGary et. a., 1989; Fraser et. d., 1997; Menzd & Farr, 1998).

Das Zytoplasma von eukaryotischen Zdlen enthdt en komplexes Netzwerk an Protenfila
menten, das sogenannte Zytoskelett. Es handet sch dabe um ene hochst dynamische
Struktur, die aus Aktinfilamenten, Mikrotubuli und Intermediafilamenten besteht. Diese Zy-
toskelettbestandteile spidlen bel einer Reihe von Zdlfunktionen wie Zdlform und -bewegung
eine Rolle (Elson, 1988; Gelfand & Bershadsky, 1991; Ingber, 1993).

Uber Interaktionen des HS-Rezeptors CD44 mit zytosolischen Bestandteilen gab es bereits
st den achtziger Jahren Hinwese so <ol die zytoplasmatische Doméne des integraen
Membranproteins CD44 mit dem Zytoskelett assoziiert sein und insbesondere mit den Aktin
filamenten interagieren (Lacy & Underhill, 1987; Liu et. d., 1996; Oliferenko et. d., 1999).
Waeterhin fanden Turley e. d. 1990 ene intrazdlul&e Kovertelung eines HS-bindenden
Proteins mit Aktinfasern. Das Auftreten dieses Proteins konnte vorwiegend in schnell migrie-
renden Zellen nachgewiesen werden.

Erst sait 1998 gibt es neuere Erkenntnisse Uber das Auftreten von endogen vorhandenen HS-
Rezeptoren. Wie beréts in 2.1.3 beschrieben, gtdlte sch heraus, da3 RHAMM/ IHABP, ener
der HS-Rezeptoren, ausschliefdich intrazdlular auftritt (Hofmenn . d., 1998; Hofmann et.
a., 1998; Assmann et. d., 1998; Turley et. a., 1998). Assmann et. a. brachten 1999 auller-
dem IHABP mit Bedsandtellen des Zytoskeetts in Verbindung. Sie podulierten, dald3 auch
diessr HS-bindende Rezeptor intrazdlulad mit Mikrotubuli und Aktinfilamenten interagieren
kann.

Nach diesen Erkenntnissen lag es nahe, dald auch endogene HS in Zdlfunktionen involviert ist
und entweder direkt oder indirekt Uber die endogen vorhandenen HS-bindenden Proteine
madglicherwe se auch die Zdlmigration einiger Z ltypen beeinflussen kann.

2.2 Teil Il: Direktionale Migration in der Tumor angiogenese

Die meigen Tumore und Metastasen entstehen ds kleine avaskuldre Massen, die bei Uber-
schreitung  ener  kritischen Grole die Entwicklung von neuen Kapillaren aus berdts
bestehenden Gefél3systemen induzieren (Hudlicka, 1991; Holash et. d., 1999). Die durch
Tumorzdlen verursachte Neubildung von Blutgefd3en wird as Tumorangiogenese bezeich
net. Es ig hinrechend bekannt, da3 Blutgefd3e durch die Versorgung mit Sauerstoff und
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Nahrgoffen, sowie die Entsorgung von Stoffwechsemetaboliten die Progresson und Me-
tadaderung von Tumoren fordern (Schor & Schor, 1983; Blood & Zetter, 1990; Hanahan &
Folkman, 1996). Es gibt jedoch auch Hinweise darauf, dal3 Kapillaren das Tumorwachstum
nicht dlene durch die Blutversorgung gimulieren, sondern auch parakrine Signavermittiung
zwischen den Zellen salbst eine Rolle spielt (Nicosaet. d., 1986; Skobe et. d., 1997).

Es wird dlgemein angenommen, da3 die direktionde Migration von Kapillaren zu Tumoren
durch Chemotaxis bedingt ist. Diessr Schluld beruht unter anderem auf Experimenten, denen
das Cornea-Model zugrunde lag. Mit diessm Moddl konnte in der avaskularen Hornhaut von
Kaninchen direktiondes Wachstum von vaskularisertem Gewebe auf implantierte Tumoren
oder auch lediglich auf lokade Ablagerungen von Angiogenesefektoren festgestellt werden
(Ausprunk & Folkman, 1977). Ein wichtiger Fektor, der in der Tumorangiogenese bel der
Chemoattraktion von Endothezellen eine Rolle spiden soll, ig der vascular endothelial
growth factor (VEGF) (Potgens et. d., 1995), der auch aufgrund seiner permesbilitétsstel-
gernden Eigenschaften vascular permeability factor (VPF) genannt wird (Roberts & Palade,
1997; Esser et. a., 1998).

Die von Tumoren sezernierten Chemokine konnen auf unterschiedliche Weise ene gerichtete
Migration von Endothezellen auddsen. Einersats konnen dse das direktionde Auswachsen
von Kapillarsorossen direkt durch Chemotaxis stimulieren (Yoshida et. d., 1996). Anderer-
sats konnen die Faktoren der Tumorzdlen eine Gefdldeckage verursachen. Die anschlielende
lokde Extravasation von Fhbrinogen und ener Vidzahl von anderen Plasmafaktoren kann
dann zu einem Einwachsen von Kapillaren in die Richtung des Tumors fihren. Eine Bestéti-
gung dieser zweiten Hypothese findet 9ch in der Tatsache, dal3 GefalRwachdum in soliden
Tumoren haufig an Orten lokaiset id, an denen zuvor eine Plasmeextravasation dattgefun-
den hat (Skinner et. d., 1990). Fbrin dlene is schon ausreichend, um Angiogenese zu
gimulieren (Dvorek et. d., 1979; Nehls & Herrmann, 1996). Weiterhin werden wahrend der
Plasmaextravasation aber auch noch vide Wachsumsfektoren freigesetzt, die ihrersats wie-
derum das Gefddwachsum gdimulieren. Vide Neoplasmen erthdten durch einen Mangd an
Thrombinaktivitdt ausschliefdich Fbrinogen (Codtantini & Zacharski, 1993), welches dlene
jedoch auch in der Lage i, ene direktionde Migration von Endothelzdlen auszulésen (De-
jana et. d., 1985). So konnte die gerichtete lokae Plasmeextravasation aso auch ene
Erklarung fur die direktionde Migration von Endothe zdlen auf Tumorzdlen in situ sein.

Es ig problematisch, im lebenden Organismus zwischen direkten chemotaktischen Effekten
und indirekten Effekten, z. B. Gef&Jeckage, zu unterscheiden.

10
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Bisher befasten sch die megen Publikationen mit Untersuchungen zur direktionden Migra
tion von Endothdzedlen zu Tumorzdlen. Jedoch senden offendchtlich auch Endothezelen
chemotaktische Signde aus. Auf der enen Sete Snd Se in der Lage, andere Endothelzellen
durch den ,basic fibroblast growth factor’ (bFGF) (Nehls et. a., 1998) oder andere Faktoren
chemotaktisch anzuziehen (von Bilow, 2001). Andererseits gibt es einige Hinweise darauf,
dal? parakrine Sgnde von Endothelzdlen auch enen Einflul? auf das Verhdten bzw. die Mig-
ration von Tumorzellen haben konnen (Rak et. d., 1996). Nicosa €. a. beschrieben bereats
1986 das Verhdten von Tumorzdlen in einem Plasmagd. Sie podulierten, dal3 die Tumorzel-
len in Gegenwat von bovinen Endothezelen wesentlich schndler in das Fibrinnetzwerk
infiltrierten s in Monokulturen. Die Ursache dafir bildete die subendotheliale Matrix, die
ene Anziehung auf die Tumorzdlen ausibte, welche dann wiederum die endothdiden Kang-
lein der Matrix zum schnelleren Wachstum entlang der Gefél3netze nutzten.

Experimente, in denen Tumorzellen in ene dorsde Hautkammer von Mausen implantiert
wurden, ergaben wetere Hinwese auf en madgliches chemotaktisches Migrationsverhdten
von Tumorzellen durch endothdid sezerniete Fektoren. Die implantieten Tumorzdlen
migrierten vorzugsweise in das umgebende vaskulariserte Gewebe, und die Zugabe von An
giogenesainhibitoren hemmte auch das Tumorwachstum (Li €. d., 2000; Vagkoczy €. d.,
2000). Jedoch gaben diese Experimente keinen Aufschlul darliber, ob das gerichtete Migrati-
onsverhdten der Tumorzelen durch Endothelzell-sezernierte Chemotaxine bedingt war oder
durch die Néhrstoffe, die aufgrund einer lokalen Geféldeckage freigesetzt worden waren.

In ener vorhergehenden Arbet (von Bllow, 2001), die sch insbesondere mit der direktiona:
len Migrdion von Endothdzdlen in vitro in enem dreidimensonden Fbringe-
Angiogenese-System  befasste, gab es ebenfdls berets deutliche Anzeichen dafir, dal3 eher
ene chemotektische Migration der Tumorzellen ds umgekehrt ene direktionde Migration
der Endothelzdlen auf die Tumorzellen dattfindet. Obwohl der Schwerpunkt der genannten
Arbat auf der Migratiion von Endothezelen lag, erweckten die Fibringd-Experimente op-
tisch den Anschein, ds ob sch die Tumorzdlen eher in Richtung der Endothezelen
bewegten as umgekehrt. Durch dieses in vitro -Moddl wird eine gerichtete Tumorzdlmigra-
tion durch lokde GefdJeckage ausgeschlossen und es kann sdektiv die Wirkung von
Endothdzell-sezernierten  Chemokinen untersucht werden. Die Anhdtspunkte dieser voran
gehenden Arbet (von Bulow, 2001) wurden jetzt mit Hilfe von zwe- und dreidimensonden

in vitro- Systemen néher untersucht.

11
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2.3 Aufgabenstellung

Ein Zid dieser Arbat war es, den Einflul von Faktoren der extrazdlulaen Matrix auf die
Zdlmigraion zu untersuchen. Im erden Tel der Arbeit sand Hyduronsdure (HS) ds wesent-
licher Bestandtell der Extrazdlulamatrix, insbesondere im Tumorgewebe, im Mittepunkt. Es
sollte untersucht werden, welchen Einflud HS af die Zdlmigration hat und wodurch dieser
bedingt ist. Besonderer Wert wurde hier auf die Rezeptorabhéngigkelt der Migration in einem
dreidimensionalen Zd Ikultursystem gelegt.

Ein weterer Tel diessr Arbet beinhdtete die Untersuchung von Interaktionen zwischen Tu
morzellen und Endothdzdlen sowohl in zwe- ds auch in dredimensonden in vitro -
Systemen. Aus ener vorherigen Arbeit (von Bulow, 2001) konnten bereits Schllisse auf eine
gerichtete Migration der Tumorzellen auf Endothelzellen gezogen werden. Diese Erkenntnis-
£ Jliten nun weiter untersucht werden mit einem Schwerpunkt auf mdgliche chemotaktische

Faktoren, die von Endothe zdlen sezerniert werden.

12
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Kulturzdlen

Schweinesortent Endothelzdlen (PAEC) wurden wie unter 3.2.1.1 beschrieben aus frischen
Schweinesorten prapariert.

Humane primére Nabdschnurendothezdlen (HUVEC) wurden freundlichewese von And-
rea Jahn, Anésthese, Universitét Wirzburg zur Verfligung gestellt.

In den Expeimenten wurden zwel Tumorzdlinien verwendet: Die humane Glioblastomzdli-
ne U-138 MG, bezogen von der Tumorbank des Deutschen Krebsforschungszentrums
Heldeberg bzw. dem Cdl Lines Sarvice, Heiddberg und die humane Mdanomzdlinie MV 3,
die von Dr. Matthias Goebder, Dermatologie, Universtd Wirzburg zur Verflgung gestdlt
wurde.

Die humane mikrovaskulére Endothezdline HMEC-1 wurde ebenfals von Dr. Matthias
Goebder zur Vefigung gesdlt. Es handdt dsch dabe um ene trandizierte Zdlinie, die die
kodierende Region fur den Smian Virus 40 A enthdlt (Ades et. d., 1992).

3.1.1.1 Medien und Puffer fur die Zdlkultur

Dulbecco's modifiziertes Eagle' s Medium (DMEM) PAN Systems
Phosphatpuffer w/o C&*/ M?* (PBS) Biochrom

Fotales Kdberserum (FCS) PAN Systems
Humanes Serum PAA Laboratories
Trypsn-EDTA Sgma

Medium 199 (M 199) PAN Systems

Endothelides Wachstumsmedium (EGM), bestehend aus
endothdidem Basamedium (EBM), supplementiert
mit 1 pg/ml Hydrocortison, 10 ng/ ml endothelidem

Wachstumsfaktor EGF und 5% FCS Cdl Systems
Antibiotikum und Antimycotikum

(Streptavidin, Amphotericin B mit Penicillin) Sgma

Gdaine Serva Feinbiochemica
Collagenase Roche Diagnostics

13
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3.1.2 Fibringele

Fibrinogen (humanes und porzines),
Thrombin,

Chondroitinsulfat A,
Cytodex-Microcarrier

Aprotinin (Trasylol™)

Oregon™ Green 488 -Fibrinogen

3.1.3 Antikorper und Peptide

Sgma
Sgma
Sgma
Sgma
Bayer
Molecular Probes

Die folgenden Antikorper und Peptide wurden entweder fir Immunfluoreszenzen oder andere

Férbungen, Inhibitionsversuche oder Immunoblots verwendet.

Bezeichnung Typ, Herkunft Bezogen von / Firma
Anti-human HCAM (CD44) monoklond, Maus Endogen

(Hermes-1 Epitop)

Anti-Intercdlular Adhesion monoklond, Maus R & D Sysems

Molecule-1 (ICAM-1)

Anti-b 1-Integrin monoklond, Maus Coulter-Immunotech

Anti-a - Integrin monoklona, Maus Chemicon

Adhés onsblockierendes Peptid Dr. M. Just (Casdllal/ Hoechst,
Gly-Arg-Gly-Asp-Ser Frankfurt)

Kontollpeptid Dr. M. Just (s.0.)

Ser-Asp-Gly-Arg-Gly

Biotinyliertes Proteoglykan (b-
PG) (bindet spezifisch an HS)

Dr. C. B. Underhill (Georgetown
University, Washington, D.C.)

Streptavidin-Texas Red Biotin-bindendesMo- | Zytomed
lekdl

Streptavidin-FITC Biotin-bindendesMo- | Zytomed
lekdl

Anti-Maus TRITC Sekundérantikorper Sgma

Anti-Kaninchen-TRITC Sekundérantikorper Sgma

Anti-TSP-1 polyklond, Kaninchen | Cabiochem

Anti-Kaninchen 1gG - HRP Sekundarantikorper Sgma

14
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3.1.4 Chemikalien

Sainsdl (1-Ethyl-2-[3- (1-Ethylnaphto-[ 1,2-d] Thiazolin-
2-Ylidene)-2-Methyl- Propenyl] Naphto-[1,2-d]
Thiazoliumbromid

1,4-Dioxan

Sigmacote™

SigmaFast"™ 3,3’ -Diaminobenzidin Set (DAB)
3-Amino-9- Ethylcarbazol (AEC)

HS vom Hahnenkamm,

Dextran (durchschnittliches Molekulargewicht 60- 90 kDa),

Echigatin

Fibronektin

Thrombospondin (TSP)

Diethylaminoethyl (DEAE)-Zdlulose

Coomassie® Brilliart Blue

1,1’ -Dioctadecyl-3,3,3',3' -tetramethylindocarbocyanin-
Perchlorat (Dil)

Sigma,
Merck,
Sgma,
Sgma,
Sgma,
Sgma
Sgma
Sgma
Cabiochem
Cdl Systems
Whatman
Sgma

Molecular Probes

Alle weiteren hier nicht aufgelisteten Chemikalien wurden von Sigma, Merck oder Roth be-

zogen.

3.1.5 Vebrauchsmaterialien

Sterile Zdlkulturflaschen,

gerile 15 und 50 ml Zentrifugenréhrchen,

gerile Plastiksché chen (3,5 bzw. 10 cm Durchmesser)
Cellocate™ Deckglaschen

Boydenkammern (6,5 mm Polycarbonat Transwell
Membranen mit 8 um Porendurchmesser)

Einmd- Sterilfilter (0,2 um)

Zentrifugenrohrchen fir die Konzentration von Proteinen
(MWCO 5 + 100 kDa)

Dialyseschlduche (MWCO: 10 kDa, Float-A-Lyser®:
Ausschlul? 100 kDa)

Polyvinylfluorid (PVDF)- Membran

Grener
Eppendorf

Corning Cogtar
Schleicher & Schilll
Ultrafree- Zentrifugenfilter,
Millipore

Roth
Millipore

316 Gerate

Photometer Ultrospec 2000, Pharmacia
Fluoreszenzphotometer Perkin-Elmer

Elektrophoresekammern Mini Protean II™!, Biorad

Brutschranke CO, Water Jacketed Incubator, Forma Scientific
Feinwaagen Scdtech SBA 31
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Magnetrihrer GLW M32

Mikroskope Axiovert 25, Zeiss
Epifluoreszenzmikroskop Axioskop, Zeiss

konfokales Lasermikroskop Biorad MRC 600

pH-Meter MultiCa®, pH 526

Zentrifugen Beckman L-80 Ultrazentrifuge mit SW 55 Ti und
50.2 Ti Rotoren
Sorval SuperT 21 mit ST-H750 Rotor
Hettich Rotantal S

Sterilbénke Biogard Hood, Bio-How Technik

Wasserbad Kottermann

Spannungsgerét Power Pac 200, Biorad

Zdlcounter Coulter®, Z2

Semi- Dry-Blotting Apparatur Biometra

3.2 Zellbiologische M ethoden
3.21 Zédlkultivierung

3.2.1.1 Préaparation von Schweineaorten-Endothelzellen (PAEC)

Die Schwenesorten wurden frisch aus dem Schlachthof geholt und dann mit ener Pinzette
und Schere von Bindegewebe und Fett befreit. Alle Arterienanséize wurden mit enem Bind-
faden gut abgebunden und die Aorten dann mit Hilfe ener 20 ml Spritze mit Kanile
grundlich mit PBS durchgespiilt. Dann wurden die Aorten mit PBS gefllt, an den Enden d-
geklemmt und 10 min bel 37°C im Wasserbad inkubiert.

Das PBS wurde daraufhin durch 0,1% Collagenase ersetzt, gefolgt von enem 6-8 minltigen
Verdau bel 37°C. Das Ablosen der PAEC efolgte durch Abspritzen der Aorteninnenwand mit
der Collagenase, die dann mit den darin enthdtenen PAEC in einem gderilen 50 ml Réhrchen
mit 10 ml 37°C wamen DMEM mit 20% FCS und 150 Einheten Antibiotikum und
Antimycoticum pro ml Medium aufgenommen und anschlielend 5 min be 1000 upm
zentrifugiert wurden.

Das daraus resultierende Zdlpelet wurde in ener mit Gedatine (0,5%) beschichteten T25
ZdIkultuflasche mit DMEM und 20% FCS bel 37°C und 5% CO, im Brutschrank inkubiert.
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3.2.1.2 Zellpflege

Kultivierung der Zdlen

Tab. 1: Zelltyp und Kultivierungsmedium

Zdlat PAEC HUVEC HMEC-1 MV3 U-138 MG
Medium DMEM + M199 + 20% | EGM + 5% DMEM + DMEM +
10% FCS hum. Serum FCS 10% FCS 10% FCS

Alle Zdlen wurden in T75-Zdlkulturflaschen bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit
kultiviert. Die Kulturflaschen fur die Endothelzelen wurden zuvor mit Geatine beschichtet.
Es efolgte zweimd pro Woche ein Mediumwechsd, bel dem das dte Medium abgezogen,
die Zdlen einmad mit PBS gespilt und dann 12 ml neues Medium auf die Zdlen pipetiert

wurde.

Passagieren der Zellen

Fur das Passagieren wurden die Zdlen est einma mit PBS gesplit. Be den PAEC folgte
dann ene enmindtige Inkubation mit Trypan-EDTA, woraufhin die dann abgddgen Zelen
in Medium + 10% FCS aufgenommen und be 1000 upm abzentrifugiert wurden. Der ge-
winschte Antell des Zdlpellets wurde dann in 12 ml neues DMEM + 10% FCS in ene T75
Flasche tberfuhrt.

Alle anderen Zdlaten wurden nach dem Spilen mit PBS lediglich 30-45 s mit Trypsn-
EDTA behanddt, welches direkt nach der Inkubation wieder abgesaugt wurde. Die Zdlen
hatten sch nach ca 1 weteren min im Brutschrank abgeldst und konnten sofort ohne Zentri-

fugationsschritt in neuem Kulturmedium aufgenommen werden.

3.2.2 Immunfluoreszenz

Glioblastomzellen wurden auf Deckgléschen ausgesdt und nach Adhé&renz mit 100% Methe
nol ba -20°C fur 2 min oder mit 3% Paraformadenyd (PFA) fir 20 min fixiert. Fdls ene
Permesbiliserung erforderlich war, wurden die Zdlen daraufhin fir 10 min mit PBS + 0,1%
Triton X-100 inkubiert.
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Nach wiederholtem Waschen mit PBS wurde der erste Antikorper, verdinnt in PBS + 0,1%
Rinderssrumabumin (BSA), hinzugefigt und fir 60 min inkubiet. Anschlief®end folgten
wiederum mehrere Waschschritte (5 x 1 min) mit PBS. Der 2. Antikérper wurde ebenfalls
verdinnt in PBS + 0,1% BSA und fir 30 min mit den Zdlen inkubiert. Nach erneutem Spllen
mit PBS wurden die Zellen auf den Deckglaschen mit einem Tropfen 60% Glycerin + 1,5% n
Propylgallat behanddt, um die Farbung zu konservieren und vor Austrocknung zu schiitzen.

3.22.1 Féarbungvon HS

Féarbungen von HS wurden an permesbilisieten und nicht - permegbiliserten Glioblastomzel-
len durchgefihrt:

Die HS-Farbungen wurden mit Hilfe von spezifischen HS-bindenden Eigenschaften bestimm+
ter Proteoglykandoménen durchgefihrt (Ripellino et. d., 1985; Riessen et. d., 1996). Es
wurden in dieser Arbeit biotinylierte Proteoglykanfragmente (b-PG) verwendet, die nach der
Methode von Green et. d. (1988) prdpariert worden waren. Glioblastomzellen wurden unter
unterschiedlichen Bedingungen auf Deckgléschen kultiviert und anschlieRend fir 30 min be
Raumtemperatur (RT) in 3% PFA fixiet. Es folgte en mehrmdiges Waschen der fixierten
Zdlen in PBS mit 10 % FCS, woraufhin die Zdlen fir einige Experimente mittels 0,05 %
Triton X-100 permeabilisert wurden, wahrend dieser Schritt fur andere Versuche entfid. Fir
den ersten Schritt der bPG-Farbung wurden die Zdlen dann fir 120 min ba RT in 4 pg/ ml
b-PG, gdtst in PBY 10 % FCS, inkubiert. Nach anschlief?endem Spiilen in PBS wurde das
gebundene b-PG mit Streptavidin-FITC oder mit anderen Férbungen, die im folgenden noch
néher erlautert werden, sichtbar gemacht.

Férbung mit 3- Amino- 9-Ethylcarbazol (AEC) bzw. 3,3 - Diaminobenzidin (DAB):
Farbe Gsungen:

AEC: 2mgAEC wurdenin
0,5 ml Dimethylformamid geést und mit
9,5 ml 0,05 M Natrium-Acetat, pH 5,0 versetzt und dles durch 0,45 um filtriert.
10 pl einer 30 % H,O- (1 i/ ml Lésung) wurden kurz vor dem Gebrauch hinzugefUgt.

DAB: Ein Tablettenset Sigma Fast™™ DAB wurdein 5 ml HyOgeq gelOSt.
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Durchfiihrung der Férbungen:

Fur diese Farbemethoden wurden die Zdlen vor der Inkubation mit b-PG 5 min mit 10 %
H>O, inkubiert, um die zellul&ren Peroxidasen abzuséttigen.

Dann wurden die Farbungen bis zum Schritt der Streptavidin-Zugabe wie in diessm Abschnitt
beschrieben durchgefihrt. Jedoch wurde satt dem Streptavidin-FITC ein Streptavidin-HRP
Konjugat (1:500 verdinnt) zugegeben, gefolgt von einer 30 minltigen Inkubationszeit. Nach
funfmaigem Waschen mit PBS wurde den zdlbedeckten Deckglaschen dann die jewellige
Farbddsung zugesetzt. Die Reektion wurde unter dem Mikroskop verfolgt und bel ausrei-
chender Farbung mit PBS abgestoppt. Die AEC-behanddten Zdlen wiesen bei vorheriger
Bindung des b-PGs eine Rotfarbung, die DAB-behanddten Zelen eine dunkelblaue bis braus
ne Farbung auf.

3.2.3 Migrationsversuche

3.23.1 Zwedimensional: Tumorzellmigration in der Boydenkammer

For diese Versuche wurde ein modifizietes Boydenkammersysem verwendet (Boyden,
1962). Es wurden Transwelleinsdize mit enem Porendurchmesser von 8 um verwendet. Die
Unterseite der Membranen wurde fur 1 h ke RT mit 10 pg/ml Fbronektin, bzw. 5 mg/ml HS,
Chondroitinsulfat oder 2 mg/ml Fibrinogen in PBS beschichtet. Anschlief?end wurden die
Kammern und Membranen mit DMEM w/o FCS gesplllt.

Fir die Tumorzdlmigraions-Studien wurden jeweils 30000 Glioblastomzdlen in 100 pl
DMEM w/o FCS in der oberen Kammer ausgesdt. In der unteren Kammer bildeten 500 pl
DMEM w/o FCS einen Druckausgleich, so dal3 die Medien der beiden Kammern sch nicht
auf Anhieb vermischten. Es folgte eine Migraionszeit von 12 h, in denen die Zellen je nach
Stimulation durch die Membran auf deren beschichtete Unterseite wanderten (Abb. 3).

Die nun auf der Untersdate adhdrenten Zellen konnten durch ene Krigdlviolett-Farbung
nachgewiesen werden. Dafir wurden zuvor die auf der Obersaite der Membran zuriickgeblie-
benen Zdlen mit enem Wattest@bchen vorgchtig abgeschabt. Dann wurden die Filtereinstize
fur 25 s in Krigdlviolettiosung (1%ig in 2%igem Ethanol und durch 045 pm filtriert) und
anchlieffend sofort zweimd in HoOgeq gespliit. Nach dem Trocknen folgte eine Elution der
Farbe durch 250 pl 10%iger Essigsiure pro Filtereinsatiz. Jewells 200 pl davon wurden dann
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spektrometrisch bei 595 nm in einer Mikrotiterplaite gemessen und die Werte miteinander
verglichen.

Obere Kammer

(100M)  zgijen

Untere Kammer Pordse Membran
(500 )

Abb. 3: Aufbau des zweidimensional en Boydenkammerversuchs

3.2.3.2 Checkerboard-Analyse der direktionalen Tumor- bzw. Endothel-
zellmigration

Zur Unterscheidung von chemokinetischen und chemotaktischen  Eigenschaften von Endo-
the- oder Tumorzelkonditionierten Medien wurden Checkerboard-Versuche durchgefihrt.
Checkerboard-Andysen baseren auf der schachbrettartigen Verteilung unterschiedlicher Me-
diumkonzentrationen in den oberen bzw. unteren Einséizen von Boydenkammern, so dal? eine
bestimmte Korzentration in der oberen Kammer immer gegen dle Konzentrationen in der
unteren Kammer gemessen werden kann. Auf der Bads der zweidimensonaden Boydenkam-
merandysen (s. 3.2.3.1) wurden hier die Unterseiten der Membranen jedoch ausschlieldich
mit 10 pg/ml Fbronektin beschichtet. Die konditionieten Medien von Endothd- oder Tu
morzellen wurden wie folgt produziet: konfluente T75 Zdlkulturflaschen wurden zwemd
mit je 10 ml PBS gespiilt und anschliel}end fir 16 h bei 37°C mit je 3 ml DMEM w/o FCS
inkubiert. Das anschlief®end durch 0,2 pum filtriete Medium wurde dann in unterschiedlichen
Konzentrationen den unteren und oberen Kammern zugesetzt. Die Migraionszeit der Endo-
thelzellen durch die porése Membran betrug 7,5 h, wérend die Tumorzdlen lediglich 3 h
wanderten. Die Krigdlviolettfarbung erfolgte wie unter 3.2.3.1 beschrieben.
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3.2.3.3 Dreidimensionales Monokultursystem ftr die Migration in Fibrin-

gelen

Die dreidimensonden Fibringeversuche wurden wie bereits beschrieben durchgefiihrt (Nehls
& Drenckhahn, 1995; Nehls & Herrmann, 1996).

Fir die Migrationsversuche wurden Glioblastomzdlen fir 24 h mit Cytodex-3 Microcarriern
inkubiert, in denen sich die Zdlen auf der Oberflache der Carrier ausbreiteten.

Humanes Fibrinogen wurde in PBS geloést und Uber Nacht gegen PBS diaysert. Die Protein-
konzentration wurde dann photometrisch be 280 nm bestimmt. Fir die Fbringede wurde
jewedls PBS oder Glykosaminoglykanlésung und auf3erdem 1000 U/ ml Aprotinin hinzuge-
figt, um ene Fibrinogenendkonzentration von 2 mg/ml zu erreichen. 40 pl der nun mit Zdlen
beschichteten Carrier wurden der Fbrinogenlosung in 35mm  Zdlkulturschdchen  hinzuge-
fugt. Das Fibrinogen wurde durch Zugabe von 0,625 U/ ml Thrombin polymerisiert. Nach 30
min Polymerisationszeit wurden die Gde mit DMEM w/o FCS mit 1000 U/ml Aprotinin
Uberschichtet, welches nach einer Aquilibrierungsphase von 60 min durch frisches Medium
ersetzt wurde.

Die Fibringtruktur der Gele wurde durch Anderung des pH-Werts des Polymerisations- und
des Didysepuffers sysematiscch moduliert. Direkt nach der Polymerisation wurden die
Fbringde dann mit Medium &quilibriert, um physologische pH-Werte zu erhdten. Um di-
rekte pH- Effekte auf die Zdlen auszuschlielfen wurden Kontrollen durchgefuinrt, in denen
gezeigt wurde, dal3 die Aquilibrierung von polymeriserten pH 7,4 Gden in azidem oder bas-
schem Medium keine ggnifikenten Auswirkungen auf die Zdlmigration hat. Waeiterhin haben
pH-Begtimmungen von homogeniserten Fhbringden gezeigt, dal3 der pH-Wert im Inneren der
Gele durch Aquilibrierung mit entsprechenden pH-Medien bereits in weniger ds 10 min er-
reicht wird.

HS aus dem Hahnenkamm enthdt keine detektierbaren Mengen an Protein oder anderen Gly-
kosaminoglykanen (Turley et. d., 1991). Fir die Vewendung in den dreidimensionden
Migrationsstudien wurde die HS in PBS in ener Konzentration von 25 mg/ml gddést und
durch Autoklavieren bei 120°C fur 20 Minuten derilisert. AulRerdem wurde der pH-Wert der
HS-L6ésung ebenfdls vor der Applikation eingestellt. HS wurde entweder vor der Polymerisa
tion der Fibrinogenldsung zugesetzt oder spater dem Uberstand von schon polymerisierten
Geden. Vergleichsweise wurden ebenso HS- Oligosaccharide verwendet.

Als nicht im Organismus vorkommendes Polysaccharid wurden zur Kontrolle auf3erdem ver-
schiedene Konzentrationen an Dextran eingesetzt. Sowie fur die HS-Gele wurde dann auch in
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den DextranGden die Migration der Zdlen mit den durchgefihrten Turbiditdtismessungen
der Fibringele korrdiert.

Die verwendeten Antikérper wurden sowohl der Fibrinogenlésung 10 min vor Zugabe von
Thrombin und somit vor der Polymerisation as auch anschliefend dem Uberstand der Gele
zugefiigt. Die RGDS-Peptide und Echigtatin wurden lediglich an den Uberstand nach der Ro-

lymerisation gegeben, um Interferenzen mit der Fibrinpolymerisation zu vermeiden.

Quantifizierung der Zellmigration

24 h nach der Polymeristtion wurde die Migration der Zdlen quantifiziert, indem die zdlulé
ren Audaufer von den Microcarriern besimmt wurden. Dabe wurde en Microcarrier as
,Migrations-pogitiv' gewertet, wenn die Glioblastomzedlen mindestens 150 um in die umge-
bende Fbrinmairix gewandet waren. Insgesamt  wurden 100 zufdllig  ausgewdhite
Microcarrier pro Gel ausgewertet und die ,postiven’ Microcarrier as Prozentantell (MC%)
ausgedriickt.

Quantifizierung der Migrationsgeschwindigkeit

Die Methode der Migrationsquantifizierung wurde direkt mit den Migrationsgeschwindigke-
ten verglichen. Dafir wurden die Fibringde mit den Microcarriern Uber Deckglaschen mit
mikroskopisch sichtbarem Raster, sogenannten Cellocates™, polymerisert. Nach dem ersten
Auswachsen der Zdlen von den Microcarriern konnten so zu unterschiedlichen Zeiten identi-
sche Carier fotografiet und spdter anhand der  Fotoaufnahmen die  Migrationsgge-
schwindigkeit bestimmt werden.

Vergleichend wurden die Migrationsgeschwindigkeiten auf der Oberfldche von Fibringden
gemessen, indem 500 pl Gele verschiedener Fibringtrukturen (Variaion des pH-Wertes bzw.
Zugabe von HS) in 35 mm Schdchen Uber Cellocates™ auspolymerisert wurden. Nach der
Adquilibrierung der Gele in DMEM ohne FCS mit einem pH-Wert von 7,4 wurden 5 x 10*
Glioblastomzedlen auf der Geloberfléche ausgesit. Nach 24 h hatten sch die Zdlen auf der
Geloberflache ausgebreitet. Zu diesem Zetpunkt und noch einma 24 h spéter wurden Fotos
von zufélig ausgewahlten aber identischen Regionen gemacht.

Die genauen Migrationsgeschwindigkeiten - sowohl auf der Oberfléche ds auch in Fibringe-
len - wurden nun bestimmt, indem gemessen wurde, in welchem Zedtinterval sch die Zdlen
umwievid um fortbewegt haben.
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3.2.3.4 Dreidimensionales Kokultursystem in Fibringelen

Dieses Angiogenese- System baset ebenfals auf zellbeschichteten Microcarriern, die in @n
Fibringd eingebettet werden. Die Hergelung der Fibringde efolgte mit enigen Modifikati-
onen wie unter 3.2.3.3 beschrieben. Die Fibrinogenlésung wurde fir diese Versuche in PBS
mit pH 7,0 hergestelt und auf ene Endkonzentration von 1 mg/ ml verdinnt. Um in den Ko-
kulturen die verschiedenen Zdlen zu unterscheiden, wurde jewels ene Zdlat mit dem
Lebendfarbstoff Dil geférbt. Dafir wurden Microcarrier, die konfluent mit Endothe- oder
Tumorzdlen bedeckt waren, fir 60 min bei 37°C in 40 pg/ ml Dil in DMEM mit 10 % FCS
inkubiert und anschlielfend mehrere Mde mit PBS gewaschen. Insgesamt 40 pl gepackte
Microcarrier (20 yl Endothe- und 20 pl Tumorzdlcarrier) wurden in 2 ml Fbrinogenlésung
aufgenommen, durch vordchtiges Schwenken der Kulturschden gleichmé@g vertalt und
letztlich durch die Zugabe von 0,625 U/ ml Thrombin polymerisert. Die fertig polymeriser-
ten Gee wurden wie unter 3.2.3.3 beschrieben &quilibriet und die Kokulturen unter
serumfreien Bedingungen kultiviert.

Kokulturen von PAEC und Tumorzdlen wurden in Schwenefibrin und DMEM mit 1 mgl/l
Insulin, 1 mg/ | Tranderin, 1 pg/ | Sdenium und 1000 U/ ml Aprotinin kultiviert. Fir HU-
VECs und Tumorzellen wurde humanes Fibrin verwendet und M199 mit 3 % Retinafaktor
und 1000 U/ ml Aprotinin zugesetzt.

Um die direktionde von der zufdligen Migration zu unterscheiden wurden auferdem mit
Zdlen bedeckte Microcarrier in 2% Glutarddehyd in PBS fur 24 h unter sdndigem Schwen-
ken fixiert, um ener Aggregdaion der Microcarrier vorzubeugen. Zusizlich zu den 40 pl
vitder zdlbedeckter Microcarrier wurden dann 20 pl devitdiserter Zdlcarrier in die Fbrin
gele eingebettet.

Quantifizierung der direktionalen Migration in Fibrin

Vier bis finf Tage nach der Polymerisaion der Gele wurde die direktionde Migration der
Tumorzdlen zu den Endothdzdlen folgendermalien quantifiziet: fur die Zufdlsmigration
wurde der Prozentantell der devitdiserten Endothezell-bedeckten Microcarrier, der von
migrierenden  Dil-markierten Tumorzellen berthrt wurde, bestimmt. Es wurden lediglich Mic-
rocarrier gewertet, die mehr as 150 pum von den Microcarriern entfernt waren, die den
Ausgangspunkt der Tumorzdllen dargdlten. Die Zufdlsmigration wurde ins Verhdtnis zur
direktionden Migration gesetzt, die wiederum definiert wurde als Prozentanteil der lebenden

unmarkierten Endothezellcarrier, die von Dil-gefarbten Tumorzellen erreicht worden waren.
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Auf diese Weise konnte der Antell der direktionalen Migration von Tumor- zu Endothelzdlen
reproduzierbar quantifiziet werden. Diese Quantifizierungsmethode is schematisch in Abb. 4
dargestdlt.

Abb. 4: Schema fur die Quantifizierung dreidimensionaler gerichteter und ungerichteter Tumorzellmigration.
vTZ*: vitae Dil-markierte Tumorzellcarrier; VEZ: vitale Endothelzellcarrier; +EZ: Glutaraldehyd-
fixierte Endothelzellcarrier. Ungefarbte VEZ, die von fluoreszierenden Tumorzellen erreicht wurden,
galten als ,positiv’ fur die direktionale Migration. Im Vergleich dazu galt als zuféllige Migration, wenn
fluoreszierende Tumorzellen ungeférbte TEZ erreichten.

3.24 Spektrometrische Bestimmung der Fibrinstruktur

Die Absorption (Assp) von Fibringden korrdiert stark mit der Dicke der Fibrinfasern und der
Permesgbilitét des Fibrinnetzwerks (Carr and Hermans, 1977; Ferry and Morrison, 1947).

Humanes Fibrinogen wurde nach Didyse gegen PBS in Padikkivetten durch Hinzufligen
von Thrombin polymeriset. Es wurden zT. unterschiedliche Konzentrationen HS hinzuge-
fugt und fur die Uberprifung der pH-Abhdngigkeit der Fbringtruktur wurde die
Fibrinogenl 6sung vor der Polymerisation auf den gewtinschten pH-Wert eingestelIt.

Die Turbiditdtsmessungen efolgten in einem Photometer ba 350 nm 30 min nach Thrombir-
2ugabe.

24



3 Materid und Methoden

3.25 Konfokale Lasermikroskopie

Um die unterschiedlichen FRbringrukturen direkt zu visudiseren, wurden fluoreszierende
Fibringede mit Oregon™ Green 488 Fibrinogen hergestdlt und in einem Biorad MRC 600
Lasermikroskop untersucht. Daftir wurden 100 pug Oregon™ Green in 1 ml unmarkierter hu
maner Fbrinogenldsung (2 mg/ ml) mit unterschiedlichen Konzentrationen an HS gddd. Die
Polymerisation von je 100 pl diessr Fibrinogenlosung wurde durch Zugabe von 0,625 U
Thrombin ausgelést. Auf diese Weise wurden dinne fluoreszenzmarkierte Gele auf Objekt-
trégern unter Deckglaschen hergestdlt.

3.2.6 Bestimmung der Porengrol3e durch Fllssigkeitsper meation

3.2.6.1 Durchfihrung der Permeationsmessungen

Gde, bestehend aus 2 mg/ml Fbrin und unterschiedlichen Konzentrationen HS, wurden in
offenen Polypropylen-Rohrchen hergestdit. Wéhrend der Polymerisation des jeweiligen Gels
wurde das untere Ende des Rohrchens mit Parafilm™ geschlossen, um einem Audaufen der
Flissgkeit vorzubeugen. Aul¥erdem wurde die innere Wand der Rohrchen vor Beginn des
Versuchs mit Fibrinogen beschichtet, um zu vermeiden, dald be der Polymerisation des Ges
eine Licke zwischen der Wand des Rohrchens und dem Gd entsteht, durch das die zu per-
melerende Flissgkeit sckern kann. Nach ener 60 minltigen Polymerisationszeit wurde der
Parafilm entfernt und durch ein Polyesternetzwerk mit einem Porendurchmesser von 100 pm
ersatzt, um das Gd wéhrend der Messung zu stabiliseren.

Anschliel?end wurde die Permeetion von H,O unter kongtantem Druck durch das Gd gemes-
sen. Das Volumen an H,O, welches in ener definierten Zeit durch die Gd-Saule permeiert
war, wurde gemessen und daraus die Permesbilitdt bzw. die Darcy-Kongante des jewelligen
Gels und der Porendurchmesser bestimmt.

25



3 Materid und Methoden

3.2.6.2 Berechnung des M assen-L angenver haltnissesvon Fibrinfasern und

des dur chschnittlichen Porendurchmessers

Die folgenden Berechnungen wurden wie beschrieben durchgefiihrt (Car & Hardin, 1987,
Carr & Hauge, 1990).

1. Die Permeabilitét oder Darcy-Konstante (r) eines Gels:

(1) r=Qnh/Ftp Q[en?]:  Volumen, weches das Gd
inder Zeit t passert
n[mPasg]: Viskostéa der Fissgket
h [cm]: Lange der Gd-Saule
F [cnY]:  Féche, auf die der Flissg
keitsdruck trifft
p[mP4]:  ausgelbter Druck

2. Der durchschnittliche Faserdurchmesser (d) ergibt sich aus der Darcy- Konstante:

2) d? = krf k : bekannte Konstante, = 10
f : Volumen Fraktion des Polymers
Produkt des partidlen spezifischen
Volumens von HFhbrinogen multi-
plizet mit der Fbrinogenkonzen-
tration

3. Das Polymer Massen Langen Verhdtnis (1) aus der Darcy-Konstante:

3) H=M/L M[d] : Fasermasse
L[cm]:  Polymer Konturenlange
P DieFasermaseis ao:
(4) M = CV, Clg/cenf]: Konzentration des Poly-

mers
Vi[en?]:  totaesVolumen des Gds

P Unter der Annahme, dald die Fasern stébchenformig sind kann die Konturlange berechnet
werden basierend auf dem Volumen enes Zylinders.

(5) L = Vy/ p (d/2)? Vp [en] : Volumen des Polymers
d[cm]:  durchschnittlicher Faser-
durchmesser
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P Vpigdso:
(6) Vp=fV;
P Durch Ersstzen von L und M aus Gleichung (4) — (6), ergibt Gleichung (3):
7 U= Cpd? / 4f
b Ersetzen von o? aus Gleichung (2) ergibt:

(8 nu=25Cpr

b Die Einhet von Gleichung (8) [g/lem] wird durch Multiplikation mit 5983 x 10?® Dajg in
Daltons pro cm umgewandelt.

4. Der durchschnittliche Porendurchmesser fir Fbringde baset auf Ogston’s mathemati-
scher Beschrelbung eines Netzwerks, welches aus sehr langen geraden Stébchen besteht

(Ogston, 1958).
Der durchschnittliche Porenradius (R) berechnet sich aus:

9 R = (8nl)Y2 Nn: durchschnittliche Zahl an  Fasar-

zentren pro cnt

|: die Hafte de durchschnittlichen
Faserlange

P nund | snd schwierig zu messen, aber ihr Produkt nl ist gleich der Héfte der totden Kon-
turldnge der Fasern in dem Volumen. Deshdb gilt:

(10) nl=%L

P Ersetzen aus Gleichung (3), (4) und (8) ergibt:

(11 | =1/r5p p

R= 0,5093/ 2
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3.2.7 Kompaktion der Fibringele

Diese Versuche wurden nach Nair und Shats durchgefthrt (Nair & Shats, 1997).

Um ene nicht-adhdsve Oberflache der Versuchsgefde zu schaffen, wurden zunéchst 1,5 ml
Zentrifugenrdhrchen (Eppendorf) mit einer Silikonldsung (Sigmacote™™) beschichtet.

Die verschiedenen Fibringde wurden wie oben beschrieben angesetzt und in den Eppendorf-
Gefden auspolymeridgert. Die Gde wurden Uber Nacht be RT zur vollsgandigen Polymerisa
tion stehen gdassen. Dann wurden die Gele bel 8000 g unterschiedlich lange zentrifugiert.
Das Hussgkeitsvolumen, welches durch Kompaktion bei der Zentrifugation aus der Fibrin
sruktur herausduiert wurde, konnte dann mit ener 1 ml Spritze bestimmt und ds
Prozentantell des initiden Volumens des Fibringds, dso des Antells an Kompaktion, ausge-
driickt werden.

3.28 Fluoreszenzmarkierungvon HS

200 mg HS wurden Uber einen Zeitraum von 12-48 h durch vordchtiges Rihren in 40 ml
Formamid gdos. Der nun vollstdndig gdésten HS wurde dann 50 ml Dimethylsulfoxid zu-
sanmmen mit 0,1 g Natriumhydrogencarbonat, 0,1 g Dibutylzinn-Dilaurat und 03 g
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) hinzugefigt und das Resktionsgemisch wurde fur eine halbe
Stunde im Dampfbad geriihrt. Das Produkt wurde mit 50 ml Wasser verdinnt und anschlie-
fend mit insgesamt 2 | Ethanol mit ein paar Tropfen gesdtigter Natriumchlorididsung gefdlt.
Nachdem das Prézipitat sedimentiert war, konnte der Uberstand abgegossen werden. Die F&-
lung wurde so oft wiederholt bis dis Produkt frel war von nicht gebundenem Fuorescein. Die
Kontrolle erfolgte durch Dunschichtchromatografie (Merck Kiesdgd Fus4) mit @nem Chloro-
form-Methanol-Gemisch. Die gerenigte FITC-HS wurde getrocknet und anschlieiend in
einer Konzentration von 6 mg/ml in PBS bei 4° gelagert (de Belder & Wik, 1975).

3.29 Subzellulére Fraktionierung fur Zytosol- und M embranextrakte

Hypotoner Lysispuffer: NaCl (unterschiedliche Konzentrationen)
10 mM HEPES
2 mM MgCh
Complete™ Protease-Inhibitor Mix (1 Tablette/ 50 ml Puffer)
z.T. 1% Triton X-100
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Glioblasomzdlen wurden in einer Plagikschde (£ 10 cm) ausgesat und bis zur Konfluenz
be 37°C inkubiert. Dann wurden die Zdlen mit enem Zdlschaber in 2 ml askdtes PBS
Uberfiihrt und bei 800 g und 4°C 5 min zentrifugiert. Das Pdlet wurde dann fir 30 min in 250
Ml des gewinschten Lysspuffers inkubiert und noch enma 5 min bel 800 g zentrifugiert. Das
Pdlet sollte nun die Zdlkerne und Debris enthdten, wahrend der Uberstand die Zytoplasma-
und Membranfraktion bildete. Fir die spdtere Analyse der Kernfraktion wurde das Pdlet in
neuem Lydspuffer mit zugesetztem Triton X-100 resuspendiert. Es folgte eine erneute Zentri-
fugation des Uberstandes fiir 45 min bei 100000 g, 4°C. Im neuen Ubergand sollte sich nun
lediglich das Zytoplasma, im Pdlet die Membranfraktion befinden. Die Membranfraktion
wurde in frischem Puffer, der mit Triton X-100 versetzt war, resuspendiert.

In den Fraktionen wurde neben der spektrometrischen Messung von HS die Lacta-
Dehydrogenase bzw. die b-Gaactosidase - Aktivitéa gemessen (Storrie & Madden, 1990).

3.29.1 Zytosolmarker: Lactat-Dehydrogenase

Reaktionsgemisch

10 ml 0,2 M Trig/ HCl, pH 7,3

+ 360 pl einer 6,6 MM NADH in 0,2 M TrigHCI (pH 7,3)
+ 360 ul einer 30 MM Natriumpyruvet in 0,2 M Tri/HCI
+ 108 pl 10 % Triton X-100

Es wurden 180 pl des Resktionsgemisches mit 20 pl der jewelligen Probe in einer 96-Loch
Patte gemischt. Die Absorption konnte dann im Mikrotiterplattenphotometer bei 340 nm ge-
gen das pure Resktionsgemisch gemessen werden und die Enzymeaktivitdt ds Abnahme der
Absorptionsainheiten pro min ausgedrtickt werden.

3.2.9.2 Lysosomenmarker: b-Galaktosidase
Reaktionsgemisch
1 mM 4-Mehylumbdliferyl-b-D-Gadaktopyranosid wurde in 0,1 M Natriumacetat (pH 4,4)

mit 0,125 % Triton X-100 gel6st.
Diese Stammidsung konnte bel - 20°C gelagert werden. Um das Methylumbelliferylsubstrat

zu l6sen und nach dem Auftauen wieder in Lésung zu bringen, war eine Ultraschalbehand-
lung notwendig.

29



3 Materid und Methoden

Die Proben wurden mit 0,25 M Sucrose auf 0,1 ml verdinnt. Als Blindwert wurde ebenfdls
0,25 M Sucrose eingesetzt.

Durch Hinzufiigen von 04 ml des Resktionsggemisches wurde dann der Versuch gestartet und
fir 45 min bel 37°C inkubiert. Dann wurde die Resktion mit jeweills 1 ml 0,5 M Glycir/ 05
M Natriumcarbonat abgestoppt. Die Huoreszenz konnte dann be ener Anregungswellenlan
ge von 364 nm und eneg Emissonswdlenldnge von 448 nm gemessen werden. Die
Enzymaktivitat wird in relativen Fuoreszenzeinheiten dargestdlt.

3.2.10 Spektrometrische Methode zur Bestimmung von HS

Diese Methode wurde adaptiert nach Homer et.al., 1993.

Férbel sung:
;Sans-dl* wurde in 0,1 mM in HyOges : 1,4 —Dioxan (50:50, v/v) gelost, welches schon 1
mM Essgsaure und 0,5 mM Ascorbinsdure enthielt.

Durchftihrung:

Die Proben wurden ausschlieldich in HpOgeq angesetzt.

Jewells zu 1/10 der zu messenden Ansdize wurde 9/10 Férbeldsung hinzugeben (50 pl Testlo-
sung + 450 ul Férbung bei Messung in einer 1 ml Plastikkivette)

Anschlielfend mule zusétzlich noch eénma das gleiche Volumen (hier 500 pl) HaOgest hinzu
gefigt werden, da ansongten der spezifische HS-Pesk fehlte und so die HS nicht von
aulfatiderten Glykosaminoglykanen unterschieden werden konnte,

Die Farbdosung dleine besald maximae Absorptionen bei 532 und 571 nm, sulfatiserte Gly-
kosaminoglykane bedtzen ene zusitzliche spezifiscche Schulter von 480 bis 500 nm und
konnen bel 480 nm gemessen werden. Der spezifische Peak von HS tritt bei 650 nm auf.

3.2.11 Aktin-Reinigung

Das fur die Aktin-Reinigung (Spudich & Watt, 1971) benétigte Acetonpulver wurde aus
Schweine-Filet gewonnen und freundlicherweise von Dr. E. Butt zur Verfligung gestellt.
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G-Aktin-Puffer: 2 mM TrigHCI (pH 8,0)
0,2 mM CaCl,
02mM ATP
05mM DTE

25 g Acetonpulver wurden zweimd mit G-Puffer (0°C !) versetzt und jeweils 30 min auf Eis
unter geegentlichem Rihren extrahiert. Nach ener anschliefRenden Zentrifugetion (40000 g,
30 min, 4°C) wurden die Uberstinde zusammen durch Glaswolle filtriet und unter Rihren
mit KCl (ad 50 mM) und MgChL (ad 2 mM) versetzt. Nach einer 30 minitigen Ruhephase be
RT wurde die Lésung nochmas 30 min auf Eis vordchtig gertihrt. Die vollgéndige Polymeri-
sation des Aktins efolgte dann durch weitere Zugabe von KCl ad 800 mM und
anchlielfender 30 mindtiger Inkubation auf Eis Das polymeriserte Aktin komte dann durch
Zentrifugation bei 100000 g fir 90 min be 4°C pdletiert werden. Nach vorsichtigem Spilen
des Pdlets mit 2 ml G-Puffer wurden insgesamt 3 ml G-Puffer pro Gramm Acetonpulver hin-
zugefugt. Auf diese Weise konnte das Pellet bel 4°C Uber Nacht quelen, um am néchsten Tag
mit einer Pasteurpipette resuspendiert und zur Depolymerisation des F-Aktins zwel Tage ge-
gen mehrmas gewechsdten G-Puffer didydert zu werden. Das nicht depolymerigerte Aktin
wurde dann durch Zentrifugation bei 10000 g fir 2 h bel 4°C abgetrennt. Der Uberstand wur-
de dann Uber eine mit G-Puffer &guilibriete Sephacryl S-200 HR-Saule (1,6 x 100 cm)
frektioniert (0,2 ml/ min). Die enzelnen Fraktionen wurden Uber SDS-PAGE aufgetrennt,
Coomassie Blau geféarbt und die Aktin-entha tenen Fraktionen vereinigt.

Die Proteinkonzentration wurde photometrisch bei 290 nm (Gordon et.d., 1976) gegen G-
Puffer bestimmt (A290 [1 mg/ ml] = 0,62)

3.2.12 Markierung von Aktin mit N-(1-Pyren) | odoacetamid

Be dieser Methode wurde das G-Aktin zuarst zu F-Aktin polymerisert, welches daraufhin
fluoreszenzmarkiert und anschlief?end wieder depolymerisert wurde (Kouyama & Mihaghi,
1981).

Zu Beginn wurde die zu makierende Menge an Aktin be 4°C gegen dreima gewechsdten
und entgasten G-Puffer ohne DTE didysert, da das DTE be der nachfolgenden Huores

zenzmarkierung storen wirde. Das didyderte Aktin wurde dann mit Nariumazid (ad 1 mM),
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KCl (ad 100 mM) und MgChL (ad 1 mM) versetzt und konnte s0 in einer einstindigen Ruhe-
phase bal RT zu F-Aktin polymeriseren.

De nun folgende Tell des Versuchs wurde im abgedunkdten Raum durchgefiihrt. Die
Stammldsung des Pyreniodoacetamids wurde moglichs hoch  konzentriet (4 mg/ ml) in
DMSO hergestdlt. Aus der Stammloésung wurde dann die Menge, die ein Molaritétenverhdt-
nis des Pyrens zum Aktin von 2.1 ergab, vorgchtig zum Aktin getropft. Dieses wurde dann
langsam fur 20 h ba RT geschwenkt. Anschliel?end wurde das Pyren-F-Aktin funfma gegen
je 1 | G-Puffer didysert, um den Uberschissgen Farbstoff zu entfernen und eine Depolyme-
risation des Aktins herbezufiihren. Be ener anschliel}enden Zentrifugation 1 h bel 100000 g
und 4°C wurde der eventudl noch vorhandene Farbstoff und das nicht depolymeriserte F-
Aktin pelletiert.

Der Prozentantell des fluoreszenzmarkierten Aktins zum Gesamtprotein wurde durch einen
photometrischen Vergleich des Pyren-Aktins und des normden G-Aktins be 344 nm berech
net. Der molare Absorptionskoeffizient von Pyreniodoacetamid-markiertem G-Aktin  betragt
2,2x 10* Mt cmi? bei 344 nm.

3.2.13 Messung der Aktinpolymerisation mit fluoreszenzmarkiertem Aktin

Die Aktinpolymerisstion wurde in 1 ml Plastikkiivetten be RT durchgefihrt. ES wurden 2
UM des fluoreszenzmarkierten Aktins in G-Puffer mit KCl (ad 50 mM) und MgChL (ad 2
mM) und zT. unterschiedlichen Konzentrationen an HS in frischem G-Puffer versetzt. Die
daraufhin ensetzende Polymerisation wurde fluorometrisch bel einer  Anregungswdlenlange
von 364 nm und eine Emissonsvdlenlange von 448 nm vefolgt und mit der jewelligen
Kontrolle ohne Zusétze verglichen.

3.3 Proteinbiochemische M ethoden

3.3.1 Denaturierende Gel-Elektrophorese nach Lammli (1970)

L Osungen:

Trennge puffer: 3 M Trig HCI (pH 8,9)

Sammelgd puffer: 0,5M Trig HCI (pH 6,7)

APS: 10 % Ammoniumpersulfat (W) in HoOges
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Acrylamidlsung: 30 % (w/v) Acrylamid
0,8 % (w/v) Bisacrylamid

Elektrophoresepuffer: 25mM Tris (pH 8,9)
192 mM Glycin
0,1 % SDS

5 x Probenpuffer: 330 mM Trig HCI (pH 6,9)
10 % (w/iv) SDS
25 % (w/v) Glycerin
50 mM DTT
0,02 % (wi/v) Bromphenolblau

Préaparation der Minigele:
Fur die SDS-Polyacrylamid- Elektrophorese (SDS-PAGE) wurden vertikde 9 x 7 cm Minigde
von 1 mm Dicke verwendet.

10 % Trenngel: 3,325 ml Acrylamidldsung
(Ansatz fir 2 Gele) 1,25 ml Trennge puffer
0,1 ml 10 % SDS
5,29 ml HyOygest
5ul TEMED
0,1 ml APS

Fur hoher- oder niedrigerprozentige Gele wurden die Acrylamid- und Wassermengen entspre-
chend angepalit.

Sammelgel: 0,5 ml Acrylamidlésung
(Ansatz fir 2 Gele) 0,625 ml Sammegd puffer
50 pl 10 % SDS
3,775 Ml HyOgest
25U TEMED
0,2 ml APS

Zuers wurde die Trenngelosung zwischen zwel senkrechte Glasplatten, die durch spacer
getrennt waren, gegossen und mit HyOgee Uberschichtet, damit eine glatte Abtrennung des
Ges efolgte. Nach der Polymerisation des Gels wurde das Wasser wieder entfernt und das
Sammelgd auf das Trenngd gegossen. Fir die Bildung der Probentaschen wurde der entspre-
chende Kamm eingeseizt.

Nach der Polymerisation wurde der Kamm entfernt und in die Elektrophoreseapparatur einge-
stzt. Anschlieffend wurden die Kammern mit Elektrophoresspuffer gefillt und die Proben in
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die dafir vorgeschenen Taschen geflllt. Die aufzutrennenden Proteinproben wurden zuvor
mit 5 x Probenpuffer versetzt und ca 5 min ba 95 °C erhitzt. Es wurde eine kongtante Spar+
nung von 70 bis 120 V angelegt und die Elektrophorese wurde beendet, wenn das
Bromphenolblau des Probenpuffers vollstandig durch das Gd gdaufen ist bzw. langer, je
nach dem zu beobachtenden Molekulargewicht der Proteine.

3.3.2 Western Blot

L Osungen:
Tranderpuffer: 25mM Tris

193 mM Glycin

10 % (v/iv) Methanol

0,05 % (w/v) SDS
PBS-TT: PBS +

0,05 % (w/v) Tween 20 +

0,3 % (w/v) Triton X-100
TBS-T: 50 mM Tris

150 mM NaCl

0,1 % (w/v) Tween 20
Blockmedium: 1% (w/v) BSA in TBST oder
(abhangig vom 3 % (w/iv) Magermilch in PBS-TT
Primérantikorper)

Chemolumineszenz- Resktionsgemisch
50 % (v/v) ECL (enhanced chemoluminescence)- Reagenz 1
50 % (v/v) ECL (enhancer)- Reagenz 2

Durchfuhrung:

Um besimmte Proteine nach der dektrophoretischen Auftrennung durch SDS-PAGE spez-
fisch zu markieren, wurden zunéchst die Proteine aus den Geen auf eine PVDF-Membran
transferiert. Dafir mufde die Membran zuvor kurz mit Methanol, dann mit HxOget befeuchtet
und anschliellend im Trandferpuffer aquilibriert werden. Die Membran wurde dann direkt auf
das Gd gdegt und beides zusammen von beiden Saten mit je zwel Lagen in Trandferpuffer
engeweichtem Blottingfilterpapier umgeben. Diesr Stapd wurde so in ene Semi-Dry-
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Blotting- Kammer gelegt, dald die PVDF-Membran auf der Seite der Anode lag. Der Transfer
erfolgte fur 60 - 70 Minuten bel 40 mA pro Gdl.

Anschlielfend  wurden unspezifische Bindungsstellen auf der PVDF-Membran durch ene
Inkubation im Blockmedium be 4°C Uber Nacht abgesdtigt. Es folgte eéne 90 minitige
Inkubation bei RT mit in Blockmedium verdinntem Priméantikdrper und anschlief¥endem
viebmadigem Waschen (1 x 15 min, 3 x 5 min) mit PBS-TT oder TBST. Der gebundene
Ergantikbrper wurde nun mit einem Meerettich Peroxidase-gekoppeltem  Sekundérantikorper
und sch daan anschliefender  Chemolumineszenz-Resktion nachgewiesen. Die  Inkubetion
mit dem zweten Antikorper, der ebenfals im Blockmedium verdinnt wurde, erfolgte Uber
énen Zeitraum von ener Stunde bei RT, woraufhin die Membran wiederum vierma mit dem
jewelligen Waschpuffer gewaschen wurde. Nach einer weiteren Minute Inkubation mit dem
Chemolumineszenz-Resktionsgemisch  wurde die Membran in Folie eingeschwell@ und fir
eine habe bis zu mehreren Minuten auf eénem Rontgenfilm exponiert.

3.3.3 Féarbungvon SDS-Gelen mit Coomassie Blau

Farbe6sung: 10 % (v/v) Isopropanol
10 % (v/v) Essigsaure
0,04 % (wi/v) Coomassie® Biilliant Blau

Entfar belsung: 10 % (v/v) Isopropanol
10 % (v/v) Essgsiure

Nach ener 15 minitigen Inkubation der Proteingele in der Farbeldsung wurde ungebundener
Farbstoff flr mindestens 2 h mit der Entférbel 6sung herausgewaschen.

3.34 Fraktionierung von konditioniertem Medium

Fir eine Anndherung an den chemotaktisch aktiven Faktor im Endothezdl-konditionierten
Medium, wurde das konditioniete Medium nach verschiedenen Methoden aufgetrennt. Das
0 an jewels unterschiedlichen Proteinen reduziete Medium wurde dann - vorwiegend in
Checkerboard-Versuchen - auf die noch vorhandene chemotaktische Aktivitét getestet.
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3.3.4.1 Eingrenzung des M olekular gewichts von chemotaktisch aktiven
Molektlen

Mit Hilfe von Ultrafree-Zentrifugenrohrchen mit Ausschlul3membranen von 5 bzw. 100 kDa
wurde das Medium zunéchst folgendermalien eingeengt: jeweils 4 ml konditioniertes Medium
wurden in en Ultrafree-4-Rohrchen Uberfihrt und 30 min im ST-H750 Rotor der Sorval
Zentrifuge bel 3800 g, RT zentrifugiert. In dieser Zeit konnte das konditionierte Medium 1:40
unter Ausschiul’ des jewells gewiinschten Molekulargewichts aufkonzentriert werden.

Fur schon vorbehandeltes konditioniertes Medium, d.h. durch andere Methoden schon stark
an Proteingendt reduziertes Medium, verkirzte sch die Zentrifugationszeit und mulde je-
wells neu angepaldt werden.

Das auf diese Weise gewonnene Retentat von zentrifugietem Endothezell-Medium wurde
mit DMEM wieder auf das urspriingliche Volumen und somit die urspriingliche Konzentrati-
on der hthermolekularen Proteine eingestelt und sowohl in Checkerboard-Andysen ds auch
in dreidimengionaen Fibringd versuchen getestet.

Als Vegleich wurde das jewels gleiche konditioniete Medium in Hoat-A-Lysarn® mit ei-
nem MWCO von 100 kDa dreimd gegen PBS didysert und ebenfdls deren Checkerboard-
Verhdten untersucht.

3.3.4.2 Reduktion despH-Wertes

Um mogliche Proteinuntereinheiten voneinander zu trennen, wurde das zu untersuchende
konditioniete PAEC-Medium fir 10 min auf eénen pH-Wert von 2 herunterreguliert. An
schliefend wurde diesess Medium in Ultrafree-4-Rohrchen wie in 3.3.4.1 beschrieben
zentrifugiert, um Untereinheiten von chemotaktisch aktiven Proteinen, die kleiner ds 100 kDa
waren, herauszufiltrieren. Fir den anschlief?enden Test in Boydenkammern wurde das Retent
tat wieder mit Medium aufgeftllt und der urspringliche pH-Wert eingestdt.

3.3.4.3 Hitzeinaktivierung von konditioniertem Medium

Um zu teden, ob es sch bea den chemotaktisch aktiven Molekilen im Endothelzell-
konditionierten Medium um hitzelabile Proteine handdt, wurde dieses Medium fir 1 h in &-
nem Wasserbad ba 80°C inkubiert. Anschlielend wurde die Chemotaxis der Tumorzellen auf
das hitzeinaktivierte Medium im Checker boar d-Versuch untersucht.
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3.3.4.4 Waeitere Aufreinigung durch DEAE

Das in 3.3.4.1 gewonnene Retentat wurde welter aufgerenigt durch die Bindung welterer
noch im Reenta vorhandener Proteine an den Anionenaugtauscher Diethylaminoethyl-
Zdlulose (DEAE). Diese Bindung wurde im batch-Verfahren durchgefthrt. Daftr wurden 3 g
DEAE-Maerid vieemd fir je 30 min mit jeweils 10 ml PBS im Uberkopfschitttler bei 4°C
aquilibriert.

Das aufzutrennende konditionierte Medium wurde zweima gegen je 2 | PBS didysert bis das
Phenolrot des Mediums herausgewaschen war. Dann wurden 10 ml des Medium-Diadysats auf
das &quilibriete DEAE gegeben und fir 1,5 h im Uberkopfschiittler bei 4°C kontinuierlich
durchmischt. AnschlieRend konnte sch das DEAE im Ruhezustand am Boden absetzen und
der sich bildende Uberstand wurde durch eine Membran mit einem Porendurchmesser von
0,45 pm filtriert.

Um die an das DEAE gebundenen Proteine wieder herauszuduieren, wurde das DEAE-
Materia wiederum fir jeweils 1 h bel 4°C im Uberkopfschittler mit NaCkLosungen ver-
schiedener Konzentrationen (130 mM, 200 mM, 500 mM) duiet. Ebenso wie der ede
Uberstand konrten die verschiedenen Eluate gesammelt und filtriert werden. Sowohl der erste
Ubergtand as auch die drei weiteren Eluate wurden dann wiederum gegen PBS didysiert, um
die urspringlichen Sdzkonzentrationen wiederherzustellen. Anschlief3end wurden die  Frakti-
onen in Ultrafree-Zentrifugenréhrchen mit einem MWCO von 100 kDa wie unter 3.3.4.1
beschrieben weter eingeengt und nach Eingtelung der urspringlichen Volumina mit DMEM
konnte die noch vorhandene chemotaktische Anziehungskraft adf Tumorzdlen untersucht

werden.

3.3.45 Proteinidentifikation durch Massenspektrometrie

(Kooperation mit Dr. Katrin Marcus und Prof. H.E. Meyer, Bochum)

Die massengpektrometrischen  Untersuchungen der Proteine wurden freundlicherweise von
Dr. Katrin Marcus an der Ruhr Universtéd Bochum durchgefihrt. Bel der Massenspektro-
metrie werden die zu untersuchenden Molekile ionisert und in en Massengpektrometer,
welches unter Vakuum gehdten wird, eingeschleust. Die hier verwendete Technik ist die so-
genannte MALDI-M S (matrix-assisted laser desorption/ ionization mass spectrometry), bel
der die Probe in einer Matrix, die in der Wellenldnge des Lasars dsorbiert, kokrigalisert ist.
Das bedeutet, die Proteine werden in Kristale von UV-absorbierenden Molekilen eingebai.
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Diese Molekille laden die Proteine durch die Ubertragung von Protonen postiv auf. An-
schlielfend werden diese Krigdle im Vakuum enem UV-Laser ausgesetzt, der die UV-
absorbierenden Molekile und somit auch die Proteinionen freisetzt. Die lonen werden durch
ein dektrisches FAld beschleunigt und passieren schliellich durch eine Offnung eine fdfree
Vakuumzone. Es werden jewells Signde aufgezeichnet, wenn die Telchen enen Detektor am
Ende dieser Hugrohre treffen. Da dle lonen mit der glechen Potentiddifferenz beschleunigt
werden, ist ihre Geschwindigkeit proportional zu ihrer Masse durch ihre Ladung, d.h. kleinere
lonen erreichen den Detektor schneller ds grofliere lonen. Mit Hilfe von Molekilen bekannter
Masse kann das Gerét zuvor kaibriert werden (Patterson, 1998).

Fir eine genauere Andyse einzelner Proteine wurde zum Tell PSD (post-source decay) fir
MALDI-MS hinzugezogen. Dafir wurden fragmentierte lonen - vorwiegend durch Spatung
der Peptidbindungen - hergestdlt. Das erhdtene lonenspekirum der Peptidfragmente konnte
daon mit den jewdligen theoretischen Aminosiuresequenzen aus den  Daenbanken
(SwissProt) korreliert werden.
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4 Ergebnisse
TEIL I: Einflu3 von HS auf die Tumor zellmigration

4.1 Charakteriserung der Glioblastomzellen

Die fur diee Arbat verwendete Glioblastomzdlinie U-138 MG wurde durch Immunfarbun-
gen mit Antikdrpern gegen CD44, ICAM-1, a,-Integrin und bj-Integrin charakterisert. Die
Zdlen waren pogtiv fir CD44, ICAM-1, ay-Integrin, bi-Integrin (Abb. 5). Die Antikorper
gegen bi-Integrin zeigten sowohl eine Farbung der fokalen Kontakte as auch von microspikes
wahrend be CD44 keine spezifische Markierung der fokaen Kontakte auftrat. In Uberein-
simmung mit der Membran-Lokdisation von CD44 zegte die Immunfluoreszenz mit dem

spezifischen Antikorper ein klares Signd an der Zdl I peripherie.

Abb. 5. Charakterisierung der Glioblastomzellinie U138 MG. (a) Phasen-Kontrast-Aufnahme der Glioblastom-
zellen. (b) Korrespondierende Immunfluoreszenz von a,-Integrin. Weitere Immunfluoreszenzen von b;-
Integrin (c), CD44 (d) und ICAM-1 (€).
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4.2 Charakteriserung der verschiedenen Fibrinstrukturen

421 Spektrometrische Bestimmung

Die Absorption Assp von Fibringelen ist direkt gekoppelt mit der Dicke der Fibrinfasern bzw.
des Porendurchmessers. Je turbider die Gele sind desto dicker sind die Fibrinfasern und der
Porendurchmesser nimmt auch entsprechend zu. Die jeweligen Absorptionskurven in Ab-
héngigkeit von der HS-Konzentration bzw. des pH-Wertes der Fibringde snd in Abb. 8 und
Abb. 9 (s. 4.3.1 und 4.3.2) direkt gekoppet mit der Migration von Glioblastomzellen in den
entsprechenden Gelen dargestellt. In den Abbildungen kann man deutlich erkennen, dal3 die
Absorption sowohl mit abnehmendem pH-Wert ds auch mit deigender HS-Konzentration

zunimmt.

4.2.2 Visualiserung durch Konfokale L asermikroskopie

Die unterschiedlichen Fibringrukturen konnten direkt durch die Polymerisstion von huma-
nem Fibrinogen in Anwesenheit von fluoreszenzmarkietem Oregon™ Green Fibrinogen
Schtbar gemacht werden. Durch den Einbau des fluoreszierenden Fibrinogens in die Fibrin
druktur konnten dann die unterschiedlichen Strukturen mittels konfokaer Lasermikroskopie
miteinander verglichen werden. Nach der Polymerisation ohne HS-Zusatz erschienen die Fi-
brinfasern wesentlich dinner mit einem sehr feinporigen Netzwerk. Hingegen wiesen Gele,
die in Anwesenheit von 500 pg/ml HS polymerisert waren, ein grobmaschiges Netzwerk mit
groRen Poren und sgnifikant verdickten Fibrinfasern auf. Auch diese Beobachtungen wiesen
ene direkte Korrdation mit der Migration von Glioblasomzdlen in den entsprechenden
Fibringden auf (Abb. 6).
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pH 7,4 pH 7,4 + 500 pg/ml HS

Zellmigration

Abb. 6: @) und b): Konfokale Laser Scanning Mikroskopie, Balken: 10um, ¢) und d): mit Glioblastomzellen
bedeckte Microcarrier in Fibringele eingebettet, Balken: 100 um
a) und c): ohne HSim Gel, b) und d): mit 500ug HS/ml Gel

Eine dnliche Beobachtung war in Fbringden zu sehen, die bae unterschiedlichen pH-Werten
polymerisert waren. Je geringer der pH-Wert der Fibrinogenlésung war, desto grof3poriger
und dickfaseriger erschien die Struktur des polymeriserten Fibringes, was ebenfdls dem

beobachteten dreidimensonden Migrationsverhdten der Glioblasomzelen entsprach  (ohne
Abb.).
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4.2.3 Bestimmung der Poreng6l3e durch Flissigkeitsper meation

Die Porengrol}e der unterschiedlichen Fibringde wurde mit Hilfe der Darcy Kondate r =
Qnh/ Ftp berechnet (Tab. 2). Die dafir nétigen Angaben der verschiedenen Parameter (s.
3.2.6.2) dnd unten aufgefihrt. Es wurden 2 ml Fbringde (2 mg/ ml Fbrinogen) gegossen.
Die auspolymeriserten Gele wurden dann mit einer kongtanten 4,5 ml Wassersaule permeiert.

-n= 1mPas(Viskostét der Flissgket (H20))
-h= 1,6 cm (Lange der Gelsaule)
- F = 1,13 cn?? (Flache auf die der Wasserdruck auftrifft)

-t= 1s
- p= 441000 mPa (fur 4,5 ml Wasserdruck)
-f = 1,45x 103

- C = 0,002 ¢/ cn? (Konzentration des Fibrinogens)
- Vi = 2 cn?® (gesamites Gelvolumen)

Tab. 22 Physikalische und strukturelle Charakteristika von Fibringelen, die in Anwesenheit verschiedener Kon-
zentrationen HS polymerisiert worden sind.

Darcy Konstante Massen-Langenr /& Porendurch-

HS FluRrate () Vehdtnis messer
(ng/ml) (el sx 10%) (cn? x 10°) (Dalcm x 10'3) (Lm)
0 0,2 0,058 0,55 0,67
300 0,3 0,165 1,55 1,13
500 0,8 0,249 2,34 1,39
1000 1,3 0,432 4,07 1,83

Aus Tab. 2 wird dar mahematisch ermittdte Zusammenhang zwischen der HS-Konzentration
in enem Fbringd und der Porengrdfe bzw. der Faserdicke ersichtlich. Es igt eindeutig er-
kennbar, dal} der durchschnittliche Porendurchmessr mit zunehmender HS-Konzentration
dark angeigt. Kontrollgee ohne HS-Zusatz besal’en eine durchschnittliche Porengrdfe von
0,67 um wahrend in Fibringeen mit 1000 pg/ ml HS ene PorengrdlRe von 1,83 um festge-
sellt werden konnte.

4.24 Kompaktion der Fibringele

Um die Sabilitét der unterschiedlichen Fibringde zu untersuchen, wurde die Kollabierbarket
der einzednen Gee durch Zentrifugation getetet. In Abb. 7 it der prozentude Antell der
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Kompaktion verschiedener Fibringele, d.h. der Anteil des Uberstandes am Gesamtvolumen,
be Bedingungen von 8000 g und 9 min dargestdlt. Diese Abbildung verdeutlicht, dal3 sowohl

deigende HS-Konzentrationen ads auch snkende pH-Werte die dagische Stabilitd von
Fibringelen erheblich herabsetzen.

90 7
80 1

70 1

60 1
50 1

Uberstand (%)

40 1

30 7
20 7
10 1

pH7.0 pH74 pH78 pH74 pH74

300pug 1000 pg
HA HA

Abb. 7. Bestimmung der elastischen Stabilitdt von Fibringelen durch Kompaktion. Das Fibrinogen wurde bei
verschiedenen pH-Werten oder HS-Konzentrationen polymerisiert. Die Gele wurden 9 min bel 8000 g
zentrifugiert und das Volumen des eluierten Uberstandes als Prozentanteil des initialen Gelvolumens
ausgedruickt.

4.3 Der Einfluld der Fibrinstruktur auf die Migration von Glioblastomzel-
len

4.3.1 Modulation der Fibrinstruktur durch Variation des pH-Werts

Um direkte Effekte von HS auf die Migration von Tumorzdlen auszuschlie®en und den ei-
gentlichen Effekt der Hbringruktur zu untersuchen, wurden die Gde sysematisch in
Abwesenheit von HS aber bea unterschiedlichen pH-Werten polymeridert. Glioblastomzdlen
wurden auf Microcarriern ausgesit und in die unterschiedlichen Fibringtrukturen eingebettet.
Um direkte pH-Effekte auszuschliel¥en, wurden die Gele nach der Polymerisation zur Wie-
derhergtelung enes physologischen pH-Wertes gut in Medium &quilibriert und es wurden
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die in 3.2.3.3 beschriebenen Kontrollen durchgefiihrt (Nehls & Herrmann, 1996). Die Zdl-
migration wurde wie unter 3.2.3.3 beschrieben quantifiziert.
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Abb. 8 Der Effekt der Fibrinstruktur auf die Migration von Glioblastomzellen. Die Fibringele wurden bei ver-
schiedenen pH-Werten polymerisiert. Die Migration berechnete sich aus dem Prozentanteil an

,positiven’ Glioblastomzell-Microcarriern (MC%). Die Tribheit der Gele wurde photometrisch bei 350
nm gemessen.

In Abb. 8 ig die direkte Korrdation zwischen der optischen Dichte von Fbringden in Ab-
hangigket vom pH-Wert und der Zdlmigration in Abhdngigkeit von den pH-modulierten
Gden dargestdlt. Be lecht sauren pH-Werten entstanden tribe pordse Gele, die die Gli-
oblastomzdImigration gark dimuliet haben. Hingegen erschienen die  Fibringrukturen be
pH 74 oder leicht basschem pH-Wert eher trangparent und die Tumorzellen zeigten ene
stark reduzierte Migration. Abb. 8 verdeutlicht, dal? die Tribheit der Gele, ds ein Marker der
Faserdérke und des Porendurchmessers, eine gute Vorhersage auf die Zelmigration zul&ld.
Sehr tribe Gele haben eine starke Migration von Glioblastomzellen von den Microcarriern in

die umgebende Fibrinmatrix zur Folge wahrend transparente Gele die ZdIlmigration eher in-
hibieren.
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4.3.2 Modulation der Fibrinstruktur durch HS

HS bindet spezifisch an Fibrinogen und erhdht dadurch die optische Dichte der polymeriser-
ten Fibringtrukturen. Um den Zusammenhang zwischen der verénderten Fbringtruktur durch
andeigende HS-Konzentrationen und der HS-vermittdten Migration zu verdeutlichen, i in
Abb. 9 die optische Dichte (Asso) der verschiedenen Hbringde mit der Glioblasomzdimigra
tion in Abhangigkeat von der HS-Konzentration korreliert.
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Abb. 9: Korrelation zwischen der O.D.350 der HS-modulierten Fibrinstruktur und der Migration von Glio-
blastomzellen in den entsprechenden Fibringelen. Die Fibringele wurden mit unterschiedlichen HS-
Konzentrationen polymerisiert. Die Migration berechnete sich aus dem Prozentanteil an ,positiven’ Gli-
oblastomzell-Microcarriern (MC%). Die Tribheit der Gele wurde photometrisch bei 350 nm gemessen.

Es ig deutlich zu erkennen, da3 die Stimulation der Tumorzdlmigration stark mit dem HS-
abhangigen Angieg der O.D.350 und somit der Fibrinfaserstérke und Porengréf3e des Fibrin
netzwerkes korrdierte.  HS-Konzentrationen, die die Absorption der Fbringde nicht
veranderten (1- 10 pug/ml), hatten auch keinen Einfluld auf die dreidimensionde Zdlmigration.

Um zu bestétigen, dal? der Einflud der HS auf die Polymerisation des Fibrinogens und die
daraus resultierende Modulation der Fibrinsruktur der ausschlaggebende Fektor zur Stimula-
tion der ZdIimigraion is, wurden Gee, die in Anwesenheit von HS polymerigert waren, mit
Geden, denen HS nach der Polymerisation zugefigt worden war, verglichen. Be letzteren
verénderte sch die Absorption bei Zugabe von HS auf die polymeriserten Gele nicht, d.h. die
Fibringruktur selbst behidt die gleichen Eigenschaften wie ohne Zugabe von HS. Ein ver-
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gleichendes Diagranm der Resultate (Abb.10) zeigt eine dgnifikante Simulation der Migra-
tion in den mit HS polymeriseten Fhbringden. Hingegen war kein dgnifikant verandertes
Migrationsverhadten der Zdlen in den Gelen mit HS lediglich auf der Oberflache zu erkennen.
Es wurden verschiedene Kontrollen durchgefiihrt, um auszuschlief3en, dal3 die ausbleibenden
Effekte in letzteren Geen nicht durch mangelinde Diffuson der HS in das Fbringd bedingt
waren. Als erstes wurden ausgedehnte Fragmentierungen der HS durch Ultraschdl vorge-
nommen. Sowohl diese fragmentiete HS ds auch HS-Oligosaccharide hatten  keinen
sgnifikanten Effekt be Zugabe auf schon polymeriserte Gele, wéhrend die Zugabe der frag
mentieten HS vor der Polymerisation die Ubliche Stimulation der Migration auddge.
Weiterhin wurde die Dicke der Gee veringet, um die Diffusonsentfernungen zu verkirzen.
Dies hatte auch keine Veranderung des Migrationsverhdtens zur Folge. Aulerdem zeigte der
bereits oben beschriebene Versuch des Vergleichs von Migration und O.D.3s0 in Abhdngigkeit
von der HS-Konzentration, dald das Hinzuflgen geringer HS-Konzentrationen (1-10 pg/ml)
vor der Polymerisation weder einen Einflud auf das Absorptionsverhdten noch auf die Zel-
migration haben, so dal3 in der Tat von der O.D. des Fibringels auf die Migration geschlossen
werden kann.

HS-Oligo/Medium H
600 pg HS/Medium H
300 pg HS/Medium —
300 pg HS/Gel — o *
Kontrolle —
0 1I0 2I0 3IO 4IO 5IO 6IO 7I0

Migration (MC %)

Abb.10: Stimulation der Zellmigration durch Interaktion der HS mit der Fibrinpolymerisation. HS (300 pg/ml)
wurde fragmentiert und entweder vor (300 pg HS/Gel) oder nach (300 pg HS/Medium) der Polymerisa-
tion zu den Fibringelen gegeben. Vergleichend wurde ebenfalls eine hohere HS-K onzentration (600 pg
HSMedium) bzw. HS-Oligosaccharide in einer Konzentration von 50 pg/ml (HS-Oligo /Medium) an
den Mediumiberstand bereits polymerisierter Gele gegeben. * * Signifikant verschieden von der Kon-
tralle (P < 0,005).
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Weiterhin wurde die Diffuson der HS in die Gele Uberprift, indem fluoreszenzmarkierte HS
(FITC-HS) in dem Uberstand iber den bereits polymeriserten Gelen gdost wurde und auf
diese Weise in die Fbringee diffundieren konnte. Nach einer Inkubationszeit von 24 h (ge
mak des Protokolls fir die dreidimensonden Migrationsversuche) wurde der Uberstand
abgesaugt und die Gele wurden gut mit PBS gespllt, um Reste der FITC-HS, die nicht ins Gd
diffundiert waren, zu entfernen. Anschlieliend wurden die Gee im FHuoreszenzmikroskop auf
FITC-HS, die ins G diffundiert war, untersucht. Es sdlte sch heraus, dal3 sdbst die gut mit
PBS gespliten Gele im Vergleich zur Kontrolle ohne FITC-HS stark fluoreszierten.  Somit
konnte geschluf¥olgert werden, dal3 die Fibringele keine Diffusonsschranke fir HS darstel-
ten und dies die Ursache dar mangenden Stimulaion der Glioblasomzdlmigration in den
Geden mit lediglich HS im Uberstand war.

4.3.3 Einflul® funktionsblockierender Antikorper auf die HS-induzierte
dreidimensionale Migration

In den vorhergehenden Absdizen deutete sich bereits an, dald der Einflul der HS auf die Zdl-
migration kein direkter Effekt i, sondern die Migration durch die Modulation der
Hbringtruktur beeinflud wurde. Um diese Hypothese weter zu bestétigen, wurden Versuche
mit funktionsblockierenden Antikorpern gegen die Integrinuntereinheten a, und b; sowie
gegen den HS-Rezeptor CD44 durchgefiihrt. Diese Tedts sollten eine weitere Kl&rung brin
gen, inwieweit der HS-Effekt eventudl doch durch spezifische Antikorper gegen einen HS-
Rezeptor zu inhibieren i oder ob die beschriebene dreidimensonde HS-induziete Migration
eher von der Bindung an Integrine abhdngt. Die HS-induzierte Zdlmigration in Fbringden
wurde sgnifikant durch Antikérper gegen a- und bsi-Integrine (1-10 pg/ml), das Adhdsions-
blockierende Peptid Gly-ArgGy-Asp-Ser (10 mM) und durch das Disntegrin Echidtatin
(250-500 nM) gehemmt. Hingegen waren Antikorper gegen (10-50 pg/ml) CD44 sdbst in
hohen Konzentrationen wirkungdos. Auch Antikorper gegen ICAM-1, welches bis vor kur-
zem auch as Rezeptor fir HS angeschen wurde, konnten die durch HS verursachte
migrationsstimulierende Wirkung in Fibringelen nicht aufheben (Abb.11).
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anti-a, :|—| * *
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Abb.11: Wirkung verschiedener Antikorper und Peptide auf die HS-induzierte Zellmigration in Fibringelen. Die
Migration wurde durch 300 pg/ml HS, die vor der Polymerisation zur Fibrinogenl ésung gegeben wurde,
simuliert (Kontrolle). GRGDS-Peptid (10 mM), Echistatin (250 und 500 nM), anti-b;-Integrin (10
pg/ml) und anti-a,-Integrin (1 pg/ml) inhibierten die Migration von Glioblastomzellen signifikant. An-
ti-CD44 (10 pg/ml) und anti-ICAM-1 (10 pg/ml) hingegen inhibierten die Migration nicht. Die Sterne
markieren die Werte, die signifikant unterschiedlich von der Kontrolle sind (* P< 0,05; * * P< 0,005).

4.3.4 Vergleich der zweidimensionalen Oberflachenmigration und der
dreidimensionalen Migration

Die bisher erzidten Ergebnisse deuten stark darauf hin, dald die dreidimensonde Zdlmigrati-
on zu einem grofien Tell von der Porostét bzw. vom Porendurchmesser der umgebenden
Matrix abhangt. Wenn diese Annahme zutreffen wirde, konnte man daraus schliel¥en, dal3 die
Migration der Zellen in weniger pordsen Gelen zwar gehemmt werden wirde, die Zdlen auf
der Obeflache der glechen Gde jedoch norma migrieren mifden. Um diese Hypothese zu
Uberprifen, wurde die zufdlige Migrationsgeschwindigkeit von Glioblastomzelen auf der
Oberflache von Fbringden gemessen und mit der Migrationsgeschwindigkeit unter dreidi-
mensonden Bedingungen in den Gden verglichen (Tab. 3). Die Fhbringde wurden jewels
bel unterschiedlichen pH-Werten mit bzw. ohne HS polymerisert. Be der Oberflachenmigra-
tion traen keine dgnifikanten Unterschiede in der Migrationsgeschwindigkeit auf Fbringelen
unterschiedlicher O.D. 350 und somit variabler Stuktur auf.
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Tab. 3. Vergleich der Migrationsgeschwindigkeiten von Glioblastomzellen auf der Oberflache (2 D) und in (3
D) Fibringelen. Angegeben ist die Entfernung in um, die die Zellen durchschnittlich in 24 h zurtickge-

legt haben.
Migrationsgeschwindigkeit
Gdbedingungen 2D 3D
pH 7,0 72,5 (um/ 24 h) 744 (UnV 24 h)
pH 7,8 77,3 14,8
pH 7,4 + HS (Uberstand) 79,5 19,7
pH 7,4 + HS (Fibringd) 83 88,6

Porése Fibringde wurden entweder unter sauren Bedingungen (pH 7,0) oder unter Zugabe
von HS vor der Polymerisation (pH 7,4 + HS (Fibringd)) hergestdlt. Kompakte Fibringee
wurden entweder unter basischen Bedingungen (pH 7,8) oder in Abwesenheit von HS herge-
gelt. Be letzteren wurde die HS dann an den Uberstand der Fibringele gegeben (pH 7,4 +
HS (Uberstand)).

Die Migraionsgeschwindigkeit auf pH 7,0 Gelen betrug im Durchschnitt 725 um/ 24 h & 9,2
St.abw.), wahrend auf pH 7,8 Geen die durchschnittliche Geschwindigkeit mit 77,3 pnv 24 h
(+ 75 Stabw.) nicht signifikant schneller war. Ahnliche Ergebnisse wurden in Gden, die in
Anwesenhet von HS polymerisget waren, erzidt. Ba Fbringeden, die in Gegenwart von 500
pg/m HS polymerisert worden waren, betrug die Oberflachenmigration 83,3 um/ 24 h (+
11,3 St.abw.). Auf Gelen, denen die HS erst nach der Polymerisation an den Uberstand zuge-
szt wurde, wanderten die Zdlen 795 pum/ h (+ 57 St.abw.), welches datistisch nicht
ggnifikant unterschiedlich von der Obefl&chenmigration auf HS-Fbringden war. Unter
dreidimensonden Bedingungen hingegen korrdierten die Migrationsgeschwindigkeiten  stark
mit der Turbiditét der Gele und somit mit der Porositét. Die Zdlen migrierten mit 74,4 um/ 24
h & 4,8 St.abw.) durch Gele, die ba pH 7,0 und mit 14,8 pm/ 24 h (+ 9,2 St.abw.) durch Gele,
die bei pH 7,8 polymerisert worden waren. Diese Resultate sind signifikant verschieden (P <
0,001). Mit 500 pg/ ml HS im Ged migrierten Glioblasomzdlen mit einer Geschwindigkeit
von 88,6 um/ 24 h ¢ 13,7 St.abw.) durch das Gd, wahrend HS im Uberstand lediglich eine
Migration von 19,7 um/ 24 h & 2,5 St.abw.) auddste. Diese beiden Resultate sind signifikent
verschieden voneinander (P < 0,001).

Diese Experimente liferten ene weltere Bestétigung fUr die Hypothese, dal3 die Gelporositét
en sehr wichtiger Faktor bel der Zdlmigration sein kann und dal3 HS die Migration durch die
Modulation des Porendurchmessersin Fibringden simuliert.

Weitere Untersuchungen der Migrationsgeschwindigket zeigten, dal3 die Migration von Gli-
oblasomzellen durch die Zugabe von anti-bi-Integrin ggnifikant gehemmt wurde, en Effekt,
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der durch anti-CD44 nicht erreicht werden konnte. Mit einer neuen Charge Glioblastomzellen
wurde erneut die Migrationgeschwindigkat in Fbringden, die HS enthidten, bestimmt. Se
betrug 111 pm/ 24 h wéhrend die durchschnittliche Geschwindigkeit bei Zugabe von 1 pg/ml
anti-b-Integrin auf 46 pm/ 24 h sank, welches datistisch sgnifikant unterschiedlich war (P <
0,05). Hingegen konnte die Zdlmigration nicht dgnifikant durch 10 pg/ml anti-CD44 inhi-

biert werden.

4.4 Zwedimensionale Zellmigration in Boydenkammern

Zum direkten Vergleich der Migration durch Fibrinogen mit der Migration durch HS wurden
Versuche in Boydenkammern durchgefiihrt (Abb.12). Dafir wurden die Polycarbonatmem-
branen entgprechend mit Fbrinogen oder mit HS beschichtet und die Zelmigration durch
diese unterschiedlich beschichteten Membranen wurde wie unter 3.2.3.1 beschrieben be-
gimmt. In Abb.12 ig deutlich zu erkennen, dal3 der Antikérper gegen CD44 unter diesen
zweidimensoralen Bedingungen in der Lage war, die Zdimigration auf ener reinen HS-
Matrix dgnifikant zu hemmen. Dieses Resultat wurde bestétigt durch vorhergehende Versu
che mit dem gleichen Antikdrper (Goebeler et a., 1996). Jedoch erschien HS sdbgt, wie in
Abb.12 klar zu erkennen ig, in den fir diese Arbet durchgeflhrten Versuchen lediglich en
schwacher Stimulator der Zdlmigration zu sain. Fbrinogen hingegen dimulierte die Migra:
tion von Glioblasomzellen durch die Polycarbonatmembranen sehr dark. Dieser Effekt
konnte mit Antikorpern gegen bi-Integrin und a-Integrin, aer nicht mit anti-CD44 inhibiert
werden. Die Migration durch HS wurde dlerdings nicht ausschliedich mit anti-CD44 ge-
hemmt, sondern es war ebenso maoglich, diese HS-baserende Migration mit Antikorpern
gegen bi-Integrin zu inhibieren. Da es zur Zet keinen Bewes fir eine HS-Bindung an In
tegrine gibt, is es wahrschenlich, dal3 das letztere durch enen indirekten Effekt bedingt ist.
Zum Beigiid wéae ene ungpezifische derische Inhibition der Zdladhéson an die HS-Matrix
denkbar, durch die folglich auch die Migration eingeschrénkt werden wiirde.
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Abb.12: Zweidimensionale Zellmigration durch Fibrinogen- bzw. HS-beschichtete porése Membranen in Boy-
denkammern. Hier hemmt der Antikdrper gegen CD44 die HS-stimulierte Migration statistisch
signifikant (P < 0,05), die Migration auf Fibrinogen jedoch nicht. Beschichtung der Membranen mit HS

(5 mg/ml) oder Fibrinogen (2 mg/ml).

Die wesentliche Aussage, die aus diesen Boydenkammerversuchen resultierte, bestent zum
enen dain, da Fbrinogen ds direkter Stimulator der Zelmigraion eindeutig wirksamer ist
ds HS. Zwetens unterstiitzen die hier erzidten Daen die Annahme, dal3 die HS-Simulaion
der dredimensonden Migration von Glioblasomzdlen en indirekter Effekt it und durch
die Modulation der Fibrinstruktur bedingt i<.

45 Modulation der Fibrinstruktur durch Dextran

Es ig berets mehrfach publiziert, dal3 Dextran und andere Makromolekile in der Lage sind,
die Fbrinpolymerisstion s0 zu beenflussen, dal3 eine Fbringruktur mit dickeren Fasern und
grofReren Poren entsteht (Carr and Gabriel, 1980). Der Vergleich mit der Migration durch HS-
modulierte Fibringde war insofern interessant, ds Dextran en Polysaccharid ist, welches
nicht im Organismus vorkommt und fir das auch keine zdlulé&ren Rezeptoren exidieren.
Wenn Dextran trotz dieser Tasachen die Zdlimigraion dleine durch Modulation der Fbrin
sruktur verandern konnte, wére dies ein weiterer Hinwels auf die indirekte Wirkung der HS
auf die Migration in Fbringeen.

Aus diessm Grund wurden ebenfals Migrationsversuche, wie zuvor mit HS, nun mit Dextran
durchgefiihrt. Das Polysaccharid wurde vor der Polymerisation zur Fibrinogenldsung gege-
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ben, um soéter die Zdlmigration in den modulierten Fbringeen mit der Absorption der ent-
sprechenden Fibringtrukturen zu korrelieren (Abb.13).
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Abb.13: Der Effekt von Dextran auf die Fibrinstruktur und auf die dreidimensionale Glioblastomzellmigration.
Das Dextran (1-1000ug/ml) wurde ebenso wie die zellbedeckten Microcarrier vor der Polymerisation
der Gele zugegeben. Die Zellmigration wurde als Prozentanteil der ,positiven’ Carrier (MC%) quantifi-
ziert und mit der O.D. (A 350) korreliert.

Ahnlich wie HS resultieten steigende Konzentrationen Dextran in angteigenden Asso-Werten
und flhrten pardld auch zu ener Stimulation der Zelmigration. Dieses Experiment fihrte zu
ene weteren Bestdtigung der Hypothese, dal3 Makromolekile die Zdlmigration Uber indi-
rekte Effekte, fir die keine Rezeptorbindung notwendig ist, stimulieren kénnen.

4.6 Bestimmung der intrazelluldren HS

4.6.1 Farbungder HSunter variablen Bedingungen

Abb.14 zeigt verschiedene Fabungen der intrazdlul&den HS in Glioblasomzdlen. Be ener
Permegbiliserung der Zelen nach der PFA-Fixierung 18 die rote AEC-Farbung deutlich
erkennen, dal? die endogene HS vorwiegend perinukledr am Zytoskdett und z. T. auch im
Zdlkern auftritt, wahrend in der Zdlperipherie und direkt an der Zelmembran kein Signd zu
erkennen id. Ohne Permesbiliserung der Zedlen efolgte nur eine schwache diffuse AEC-
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Farbung an der Zeloberflache, so dald daraus zu schlief¥en igt, dal3 die in permesbiliserten
Zdlen angeférbte HS tatséchlich im Zdlinneren lokdisert is.

Abb.14: Histochemischer Nachweis von intra- und extrazelluléarer HS durch b-PG unter Verwendung verschie-
dener Farbemethoden. A) AEC-Farbung von endogener HS nach PFA-Fixierung und Triton-
Permeabilisierung; B) AEC-Farbung von HS nach PFA-Fixierung ohne Triton-Permeabilisierung; C)
AEC-Férbung von endogener HS nach PFA -Fixierung und Triton-Permeabilisierung bei Préinkubation
von b-PG mit einem UberschuR an HS; D) AEC-Farbung von endogener HS nach PFA -Fixierung und
Triton-Permeabilisierung und exogen eingeschleuste HS (DAB-gefarbt); E) exogene HS-FITC in per-
meshilisierten Zellen; F) Texas-Red-Farbung von endogener HS nach PFA-Fixierung und Triton-
Permeabilisierung und exogen eingeschleuste FITC-HS.

Um waetere eventudl vorhandene intrazdlul&re Bindungsstdlen fir HS zu detektieren, wurde
zusdizlich exogene HS mit den Zdlen inkubiert. Dafir wurde entweder fluoreszenzmarkierte
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HS (FITC-HS) vewendet oder die exogene HS wurde anschlief¥end in den Zelen mit ener
von AEC verschiedenen Fabemethode (DAB) nachgewiesen, um eventudle Bindungsunter-
schiede zwischen endogen vorhandener und exogen zugefihrter HS aufzuzeigen. Bei diesen
Doppefarbungen wurden besonders im Bereich des Nukleus Unterschiede schtbar. Die exo-
gen zugefihrte HS schien neben gemeinsamen Bindungsstelen mit der endogenen HS im
Zytoplasma bzw. am Zytoskdett auch gehauft im Zdlkern zu binden, da hier die blau-braune
Farbung der DAB-gefarbten exogenen HS deutlich Uberwog. Diese Beobachtung konnte mit
FITC-HS bestétigt werden. Nach der Zugabe von fluoreszenz-markierter HS auf PFA-fixierte
und Tritonpermesbiliserte Glioblasomzelen trat in den Zelkernen das deutlichge Sgnd
auf.

Die spezifische Bindung von BPG an HS wurde durch folgende Kontrollen bestétigt: Die HS-
bindenden Proteoglykanfragmente b-PG wurden mit einem Uberschul an HS fir 30 min pra
inkubiert, bevor de auf die fixieten Zdlen gegeben wurden. Der dch daran anschlief3ende
Nachweis des gebundenen b-PGs mit Streptavidin-HRP und ener AEC-Férbung verlief nega-
tiv. Eine wetere Kontrolle bestand dain, ene eventudle unspezifische Farbung des
Streptavidin-HRPs nachzuweisen, in dem der erste Schritt der b-PG-Inkubation ausgelassen
und sofort mit Streptavidin inkubiet wurde. Auch hier fid das Ergebnis negativ aus, d.h. ©-
wohl bel Préinkubation des b-PGs mit HS ds auch ba ausschlidicher Inkubation mit
Streptavidin-HRP trat kein rotes AEC-Signd in den Zdlen auf, so da3 die durchgefihrten
HS-Féarbungen d's spezifisch angesehen werden konnen.

4.6.2 Spektrometrische Bestimmung und Lokalisation der intrazellularen
HS

Fir ene weatere Andyse der zdlul&ren Kompartimentierung von HS wurde, wie unter 3.2.9
beschrieben, eine subzdlulére Fraktionierung von Glioblastomzdlen durchgefuhrt. Auf diese
Weise solite festgestelt werden, ob die endogere HS membrangebunden oder frei im Zytop-
lasma vertelt isd. Deshdb wurden die jeweligen Fraktionen auf ihre LDH- und b-
Galaktosdase-Aktivitét getestet, um zu Uberprifen, inwiewet Kern-, Zytosol- und Membran+
antelle bel der Fraktionierung wirklich voneinander getrennt wurden. Bel den Messungen
zeigte Sch, dald die LDH-AKktivitét in der Zytosolfraktion hoher war ds in der Membranfrak-
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tion, wéhrend die Bestimmung der b-Gaaktosdase ein umgekehrtes Resultat liferte (Tab. 4).
Hingegen ergaben beide Enzymbestimmungen in der Kernfraktion relativ hohe Werte.

Tab. 4. Vergleich der LDH- und b-Galaktosidase-Aktivitéten mit den gemessenen HS-Werten in den verschie-
denen Glioblastomzellfraktionen. Die Proben wurden fur die LDH-Messungen 1:100, fur die b-
Galaktosidase-Messungen 1:10 verdinnt. Die Enzymaktivitéten konnten hier als Abnahme der Absorp-
tion/ min (LDH) bzw. asrelative Fluoreszenzeinheiten dargestel It werden.

Zd|fraktion LDH-Aktivitét b-Gadaktosdase-Aktivitét HS-Besimmung
(Abnahme der Absorption (rel. Fluoreszenz bei 448 nm) (Absorption bei 650 nm)
bei 340 nm/ min.)
Kontrolle (H,Ogest) 0,0001 + 0,0000 117+11,2 0,026 + 0,002
Zytoplasma 0,0044 + 0,0011 194 + 58,1 0,048 + 0,008
Membran 0,0012 + 0,0002 987 + 47,2 0,088 + 0,019
Kern 0,0045 + 0,0002 > 1000 0,116 + 0,016

Wie aus Tab. 4 zu entnehmen i, traten in den Zytosol- und Membranfraktionen die zu erwar-
tenden Unterschiede in den Enzymeaktivitdten auf. Im Zytosol konnte der fir diese Fraktion
spezifische Marker, die LDH-Aktivitdt, nachgewiesen werden. Hingegen zeigte der spezifi-
sche Maker fur die Membranfraktion - die b-Gaaktosdase - gedteigete Aktivitd im
Membrananteil. Die gedteigerte Aktivitdt beider Enzyme in der isolieten Kernfraktion kann
durch die schonende Lyse der Zdlen in dem Puffer ohne Detergenz bedingt sein. Allerdings
zeigte sch be dem Einsatz von Lysspuffer mit Triton X-100 oder eines stérker hypotonen
Puffers von Beginn der Frektionierung an ein starker Angieg der b-Galaktosdase-Aktivitét
auch in der Zytosolfraktion (Tab. 5) be glechblebender LDH-Aktivitét. Es war auf diese
Weise nicht moglich, die Membran eindeutig vom Zytosol zu trennen und somit spéer aus
den spektrometrischen HS-Bestimmungen zu schliel}en, in welcher Fraktion sch die endoge-
ne HS befindet.

Die spektrometrischen Bestimmungen der HS in den enzenen Fraktionen korrdierten en-
deutig mit der jewellig gemessenen b-Galaktosdase-Aktivité (Tab. 4), was daraufhin deutet,
dal3 die HS nicht frel im Zytosol vorkommt, sondern gebunden vorliegt. Dies wird auch ge-
diitzt durch die in Tab. 5 gezeigten Ergebnisse, die aus ener Zellyse mit Triton X-100-Zusaz

hervorgebracht wurden. In diesen Fdlen zeigte auch die Zytosolfraktion sowohl hoéhere b-
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Gdaktosdase- ds auch HS-Werte. Da die HS-Werte in der Kernfraktion am héchsten waren,
konnte auch eine Bindung der HS an das Zytoskdett in Frage kommen.

Diese Hypothese wird auch gestiitzt von Versuchen, in denen die Glioblastomzellen vor der
Lyse mit 1 pg/ ml Nocodazol, welches en synthetischer Mikrotubuli-Inhibitor i, inkubiert
worden waren (Tab. 5). Bel der Prainkubation der Zdlen mit Nocodazol, konnten in den 4-
toplasmaextrakten auch bel schonender Lyse ohne Triton X-100 hthere HS-Werte gemessen
werden, wahrend die b-Ga aktos dase-Werte nicht sehr stark andtiegen.

Tab. 5. Vergleich der LDH- und b-Gal aktosidase-Aktivitédten mit den gemessenen HS-Werten in unterschiedlich
gewonnenen Zytoplasmaextrakten von Glioblastomzellen. 1. schonende Lyse wie in Tab. 4; 2. Zélen
wurden in Lysispuffer mit 1% Triton X-100 extrahiert; 3. Zellen wurden vor der Lyse mit 1ug/ml No-
codazol vorbehandelt und dann in Lysispuffer ohne Triton extrahiert; 4. Zellen wurden mit Nocodazol
vorbehandelt und Lysispuffer mit Triton verwendet. Die Proben wurden fur die LDH-Messungen 1:100,
fur die b-Galaktosidase-Messungen 1:10 verdinnt. Die Enzymaktivitéten konnten al's Abnahme der A b-
sorption/ min (LDH) bzw. alsrelative Fluoreszenzeinheiten dargestel It werden.

Zytoplasmer LDH-Aktivitat b-Galaktosidase- Aktivitét HS-Besimmung
extrakte (Abnahme der Absorption (rel. Fluoreszenz bei 448 nm)  (Absorption bei 650 nm)
bei 340 nm/ min.)
Kontrolle (HyOuest) 0,0003 + 0,0000 2109+ 194 0,013 + 0,005
1 0,0045 + 0,0009 226,7 + 38,0 0,028 + 0,005
2 0,0059 + 0,0002 > 1000 0,093+ 0,021
3 0,0084 +0,0011 4357 +21,6 0,099 + 0,007
4 0,0106 + 0,0013 > 1000 0,158 + 0,016

Um den HS-Gehdt der Zdlen quantitativ zu bestimmen, wurden mit Glioblastomzellen kon-
fluente £ 10 cm Schden mit Trypsn/ EDTA abgdds und anschlielend wurde im
Zdlcounter die Zdlzahl und daraus resultierend das Volumen der einzenen Zdlen bestimmt.
Die ebenfdls bestimmten HS-Mengen konnten nun auf die Zdlzahl bzw. das Volumen zu-
rickgerechnet werden. Daraus ergab dch fur die Glioblasomzdlen ene intrazdluldre HS-
Gesamtkonzentration von durchschnittlich 3 pg/ Zdle ba enem Zdlvolumen von 2300 fl.
Der rein zytosolische Anteil, d. h. der Antell an HS, der durch eine schonende Lyse in der
zytosolischen ZdIfraktion erschien, betrug lediglich 0,5 pg/ Zdle (@200 pg/ ml Zytosol).
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4.7 Einflul3 der endogenen HS auf die Aktinpolymerisation

Um mogliche intrazdlulére Einflisse der HS auf die Zdlmigraion weiter zu untersuchen,
wurden Veranderungen der Aktinpolymerisation durch Zugabe von HS andysert. Denn auf-
grund der zuvor festgestdlten Tatsache, dald HS in der Lage i, die Polymerisation von
Fibrinogen zu beeinflussen, wurde die Mdoglichkeit in Betracht gezogen, dald das Makromole-
kil af ene dnliche Wes auch mit der Aktinpolymerisstion und somit mit der
ZdImigration interagieren kann. Ein weiteres Motiv, diese Experimente durchzufiihren, be-
dand in der Tatsache, dal3 fir Makromolekiile wie Dextran oder Polyethylenglykol bereits ein
polymerisstionsstimulierender  Einflu3 auf Aktin nachgewiesen wurde, der mit einem macro-
molecular crowding-Effekt erklart wurde (Drenckhahn & Pollard, 1986; Lindner & Raston,
1997).

Fur die Versuche wurde Schweinemuskelaktin prépariert und die resktive Sulfhydrylgruppe
am Cys-374 des F-Aktins fluorezenzmarkiert (s 3.2.12). Die Polymerisation des wieder de-
polymeriseten G-Aktins wurde daon mit KCl und MgCh ausgdés und im
Spektrofluorometer verfolgt.

600 1
500 1
@ 400 A
N
(]
o
S 300 T
s
3 — Kontrolle
= 2007 / 500 pg HS/mI
—— 100 pg HS/ml
100 / 100 ng HS/ml
"aod
0 T T T T T 1
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Zeit (sec.)

Abb.15: Zeitlicher Verlauf der Aktinpolymerisation mit und ohne HS-Zusatz. HS: 500 pg, 100 pg und 100 ng

HS ml in GPuffer gelost. HS ab einer Konzentration von 500 pg/ml inhibiert die Polymerisation des
Aktins.
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In Abb.15 ig der zetliche Verlauf der Polymerisation von Aktin mit und ohne Zugabe von
HS dagesdlt. Die Versuche und Pardlden wurden jewels an enem Tag durchgefthrt, um
Schwankungen bedingt durch das sehr empfindliche PyrenAktin auszuschliel3en. Eine sgni-
fikante Modulation der Aktinpolymerisation it jedoch erst be ener Konzentration von 500
pg HSYml zu erkennen. HS wirkt in diessr Konzentration jedoch inhibierend und nicht, wie
bereits von anderen Makromolekiilen publiziert, stimulierend auf die Polymerisation.
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TEIL Il: Direktionale Migration von Tumor zellen zu Endothelzellen

4.8 Checkerboard Migrationsver suche

Um die chemotaktischen und chemokinetischen Eigenschaften von  Endothelzel-
konditionietem Medium auf Tumorzelen zu testen, wurden Checkerboard Migrationsversu-
che durchgefihrt. Es wurde zusitzlich zu Schwene-Endothdzel-konditionietem Medium
Medium von humanen Endothezdlen getestet, um auszuschliel¥en, dad die Tumorzdlen un-
terschiedlich auf die von den verschiedenen Spezies sezernierten Substanzen reagieren. In den
folgenden Tabdlen wird deutlich, dald das konditionierte Medium sowohl von PAEC ds auch
von HUVEC dgak chemotektisch auf Mdanomzdlen und Glioblastomzdlen wirkte (Tab. 6-
9). Die Migrdiongate der beiden Tumorzellinien war am hochsten, wenn ein sarker Kon-
zentrationsgradient an  konditioniertem Endothdzdl-Medium von der oberen zur unteren
Kammer aufgebaut wurde. Be Ausgleichung des Konzentrationsunterschiedes zwischen den
Transwellkammern, d.h. gleichzeitiger Zugabe von konditionietem Medium an die obere
Kammer, wurde die Migration wieder ggnifikant reduziert.

Tab. 6: Checkerboard-Analyse der MV 3-Melanomzellmigration auf verschiedene Prozentanteile konditioniertes
PAEC-Medium. In den oberen Kammern der Transwelleinsitze wurden 5 x 10* MV3- Zellen ausgesat
und die, die nach 6 h durch die porése Membran gewanderten Zellen wurden ausgewertet. Die Daten
sind Mittelwerte von vier verschiedenen Experimenten (* P< 0,05).

Untere Kammer Obere Kammer
v 0% 10% 100%
0% 0,580* 0,523 0,550
10% 1,117 0,598 0,607
100% 1,091* 0,827 0,794

Es is deutlich schtbar, dad die Tumorzdimigration an saksen simuliert wird, wenn das
PAEC-Medium nur in der unteren Kammer vorhanden ist. Die Migraion wird inhibiert durch
die Zugabe von PAEC-Medium auch an die obere Kammer. Diese Resultate deuten auf eine
sarke Chemotaxis von MV 3-Zdlen auf PAEC-Medium hin.
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Tab. 7: Checkerboard-Analyse der MV 3-MelanomzelImigration auf verschiedene Prozentanteile konditioniertes
HUVEC-Medium. Die Daten sind Mittelwerte von funf verschiedenen Exp erimenten (* P< 0,05).

Untere Kammer Obere Kammer
* 0% 10% 100%
0% 1,024* 0,728 0,563
10% 1,198 0,698 0,593
100% 1,345* 0,911 0,846

Die Resktion von MV3-Zdlen auf HUVEC-Medium ig ebenfdls chemotaktisch. Die Migra-
tion i¢ an daksen be Zugabe von HUVEC-Medium lediglich an die untere Kammer,
wéahrend die gleichzeitige Zugabe des konditionieten Mediums an die obere Kammer die
Migrationsstimulation z.T. wieder aufhebt.

Tab. 8 Checkerboard-Analyse der U138-MG Glioblastomzellmigration auf verschiedene Prozentanteile kondi-
tioniertes PAEC-Medium. Die Daten wurden aus drei voneinander unabhangigen Experimenten

gewonnen (* P<0,05).
Untere Kammer Obere Kammer
+ 0% 10% 100%
0% 0,501* 0,384 0,431
10% 1,060 0,660 0,526
100% 1,328* 1,026 0,645

Diese Tab. deutet auch fur die Glioblastomzellen auf ene chemotaktische Anziehung des
PAEC-Mediums hin, da auch hier die sérkste Migrationsstimulation bel ausschlieicher Zu
gabe des konditionierten Mediums an die untere Kammer festgestellt wurde.

Die Migration der Glioblastomzellen ds Reektion auf HUVEC-konditioniertes Medium wur-
de am dékgen be Zugabe des Mediums lediglich an die untere Kammer dimuliert. Bel
gleichzatiger Zugabe des Mediums an die obere Kammer konnte die Migrationsstimulation
wieder aufgehoben werden. Auch hier liegt somit Chemotaxis vor (Tab. 9).
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Tab. 9. Checkerboard-Analyse der U138-MG Glioblastomzellmigration auf verschiedene Prozentanteile kondi-
tioniertes HUVEC-Medium. Die Daten entstanden in sechs verschiedenen Experimenten (* P<0,05).

Untere Kammer Obere Kammer
{ 0% 10% 100%
0% 1,412* 1,257 1,162
10% 1,560 1,282 1,288
100% 1,603* 1,510 1,355

Im Gegensatz zu den Checkerboard-Versuchen mit PAEC- bzw. HUVEC-konditioniertem
Medium ergaben die Ansdtze mit konditionietem Medium der humanen mikrovaskuléren
Endothdzdline HMEC-1 ene chemokinetische Attraktion sowohl der MV3- ds auch der
Glioblastomzdlen (Tab.10-11). In beiden Fdlen wurde die Migraion der Tumorzellen am
dakgen simuliet, wenn gleiche Konzentrationen konditioniertes Endothezell-Medium  so-
wohl an die untere ds auch an die obere Kammer gegeben wurden. Das bedeutet, de HMEC-
1- Zdlen sezernieren offenschtlich nicht den eigentlichen chemotaktischen Faktor, der so-
wohl von PAEC ds auch von HUVEC ins extrazdlulére Millieu abgegeben wird und die
Tumorzellen chemotaktisch anzieht, sondern lediglich Fektoren, die die dlgemene zufélige

Migration der Tumorzdlen simulieren.

Tab.10: Checkerboard-Analyse der MV 3-Melanomzellmigration auf verschiedene Prozentanteile konditioniertes

HMEC-1-Medium.
Untere Kammer Obere Kammer
+ 0% 10% 100%
0% 0,593 0,768 1,017
10% 0,683 0,744 1,003
100% 0,865 0,936 1,075
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Es ig deutlich zu erkennen, dal3 die Migration ds Resktion auf HMEC-1-konditioniertes Me-
dium am gérksen be Zugabe des HMEC-1-Mediums sowohl an die untere ds auch an die
obere Kammer ist. Das bedeutet, es ist hier keine Chemotaxis sondern Chemokinese vorhan

den.

Tab.11: Checkerboard-Analyse der U138-MG Glioblastomzellmigration auf verschiedene Prozentanteile kondi-
tioniertes HMEC-1-Medium.

Untere Kammer Obere Kammer
* 0% 10% 100%
0% 0,882 1,034 1,352
10% 1,074 1,134 1,182
100% 1,389 1,551 1,613

Es ig klar ekennbar, da? die Glioblasomzdimigration as Resktion auf HMEC-1-
konditioniertes Medium am séarksten bei Zugabe des HMEC-1-Mediums sowohl an die unte-
re ds auch an die obere Kammer ist. Das bedeutet, es it auch hier keine Chemotaxis sondern
Chemokinese vorhanden.

4.9 Direktionale Migration von Tumorzellen in Fibringelen

Fir die Quantifizierung der direktionden Migration von Tumorzelen in dredimensonden
Fbringden wurde der Prozentantell der mit Iebendigen ungefarbten Endothelzellen bedeckten
Microcarrier gewertet, der nach vier bis funf Tagen von Tumorzdlen ereicht worden war.
Diese Weate wurden mit der Zufdlsmigraion der Tumorzdlen auf devitdisierte Endothel-
zdIcarrier verglichen. Die dré verschiedenen Microcarrieraten, die jewels zusammen in
en Fbringd engebettet wurden, konnten leicht durch unterschiedliche Leuchteffekte im Flu-
orezenzlicht unterschieden werden: die grine Autofluorezerz  der  Glutarddehyd-
behanddlten Carrier, die rote Dil- FHuoreszenz der lebend geférbten Carrier und die nicht

fluoreszierenden Carrier, diedsjewaliges Zid fur die migrierenden Tumorzelen fungierten.
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Abb.16: Représentative Kokultur von Tumorzellen und PAEC (Dil markiert) 5 Tage nach der Polymerisation
des Fibringels. A und C zeigen Phasen-Kontrast-Aufnahmen, B und D die jeweils korrespondierenden
Dil-Fluoreszenzen. Ein direktionales Wachstum der PAEC von den Carriern (E) zu Melanom (M)-
bzw.Glioblastom (G)zellcarriern ist nicht erkennbar. Hingegen ist eine Migration von den nicht Dil-
markierten Tumorzellen zu PAEC-Carriern detektierbar (Pfeilein C u. D). Balken = 100 um

Abb.16 zegt zwe Bespide von Kokulturen in Fbringden. Es wurden jedoch hier die Endo-
thdzdlen Dil-markiet, wahrend die Tumorzdlen ungefabt blieben. Durch diee
Huoreszenzmarkierung ist deutlich zu erkennen, dal3 sowohl um die Mdanom- ds auch um
die Glioblasomzelcarrier ein Hof blebt, in den die Endothezelen nicht einwandern. Hin
gegen i besonders anhand der Glioblastomzellen zu erkennen, dald die Tumorzdlen sehr
wohl in Richtung der PAEC-Carrier migrieren.

Die dredimensonden Kokulturversuche in Fhbringden bestétigten die Checkerboard-
Andysen hingchtlich des gark gerichteten Migrationsverhdtens. 30,5% der Mdanomzedlen
kontaktierten Iebende Endothelzdlcarrier wéhrend lediglich 81% die devitdiseten Endo-
thelzdlen erechten. Dieser dgnifikante Unterschied zeigt ene klare chemodtraktive
Tendenz der Mdanomzdlen zu vitden Schweneendothelzdlen. Ebenso migrierten auch die
Glioblastomzdllen vorwiegend zu den vitdlen Schweineendothelzellen (Abb.17 A).
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Abb.17: Quantifizierung der direktionalen Tumorzellmigration in Fibringelen. Die Séulen zeigen den Prozentan-
teil an Microcarriern (MC%) mit ungeférbten Endothelzellen, die von migrierenden Tumorzellen
erreicht worden sind. Die Zufallsmigration wird durch devitalisierte Endothelzellcarrier dargestellt,
wahrend die \italen Endothelzellcarrier zur Bestimmung der direktionalen Migration fungierten. In A
ist das Migrationsverhalten von Melanom und Glioblastomzellen auf PAEC dargestellt, B zeigt die
Bestatigung dieses Verhaltens von Melanomzellen auch in Bezug auf HUVEC. Es ist in den Grafiken
deutlich zu erkennen, daf3 von den vitalen Endothelzellen eine signifikant starkere Anziehung auf die
Tumorzellen ausgelibt wird als von den devitalisierten, so dal3 die direktionale Migration beider Tumor-
zellarten die Zufallsmigration deutlich Ubersteigt.

Vergleichende Experimente wurden mit HUVECs durchgefthrt (Abb.17 B), um die chemo-
taktische Aktivitd humaner Zdlen auf die Migration von Tumorzdlen in Fhbringden zu
untersuchen. Es wurden auch hier lediglich 7,8% der devitdiseten HUVEC-Carrier von
MV 3-Zdlen erreicht, verglichen mit 26,4% von vitden HUVEC-Carriern.

Somit scheint die endothelide Sekretion chemotaktisch aktiver Molekile fir Tumorzellen
nicht nur en zwedimensgondes Phdnomen zu sain, sondern konnte auch im dreidimensore
len Fibringel system nachgewiesen werden.

4.10 Auftrennung des konditionierten EZ-M ediums und Nachweis der noch
vor handenen chemotaktischen Aktivitat

Das konditioniete EZ-Medium wurde mit verschiedenen Methodiken aufgearbeitet, um die

chemotaktisch aktiven Molekile weter einzugrenzen. Die jewells noch vorhandenen Proteine
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wurden dann z.T. eektrophoretisch und massengpektrometrisch nachgewiesen und auf Che-
motaxis untersucht.

4.10.1 Eingrenzung der Gr063e des chemotaktisch aktiven Molektils

PAEC-Medium wurde in Zentrifugenréhrchen mit énem MWCO von sowohl 5 ds auch 100
kDa zentrifugiert und das Retertat mit den darin angereicherten Proteinen wurde im Checker-
board-Versuch und auch in dreidimensionden Fibringelen untersucht.

Weiterhin wurde konditioniertes PAEC-Medium vor der Zentrifugation auf enen pH-Wert
von 2 engeddlt, um mogliche niedermolekdare chemotaktisch aktive Untereinheiten
abzutrennen.

4.10.1.1 Checkerboard-Ver suche

In den Checkerboard-Versuchen wurde die chemotaktische Aktivitét in bestimmten Anteilen
von konditionietem PAEC-Medium auf MV3-Zdlen getedet. Be vorheriger Zentrifugation
des Mediums mit enem weitgehenden Ausschiul3 von Proteinen, die kleiner ds 5 kDa waren,
ergab die Checkerboard-Andyse des Retentats eine eindeutige Chemotaxis auf MV3-Zdlen
(ohne Abb.). In Tab.12 is das Migrationsverhdten auf PAEC-Medium unter Ausschiuld von
Proteinen kleiner ds 100 kDa gezeigt. Auch hier befanden sch die chemotaktisch aktiven
Molekile offenschtlich noch in der hochmolekularen Fraktion des Mediums, da immer noch
eine deutliche Chemotaxis vorlag. Dies wurde bestétigt durch paralde Versuche, bel denen
das Medium nicht zentrifugiert, sondern mit enem Ausschiufd von 100 kDa didysiert wurde,

Tab.12: Checkerboard-Analyse der MV 3-Melanomzellmigration auf verschiedene Prozentanteile konditioniertes
PAEC-Medium nach der Zentrifugation mit einem Ausschluf von Molekilen < 100 kDa. (* P<0,05).

Untere Kammer Obere Kammer
* 0% 10% 100%
0% 0,548* 0,438 0,353
10% 0,827 0,618 0,567
100% 1,078* 0,901 0,755
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Es ig ene deutliche Zunahme der Migration ba angegendem PAEC-Medium-Antal in der
unteren Kammer zu erkennen, wahrend bel steigender Konzentration des Mediums in der
oberen Kammer die Migration wieder herabgesetzt wurde.

Durch eine pH 2 -Behandlung des Mediums liel3 sch das chemotaktische Verhdten der MV3-
Zdlen auf das fraktionierte PAEC-Medium nicht hemmen (Tab.13).

Tab.13: Checkerboard-Analyse der MV 3-Melanomzellmigration auf verschiedene Prozentanteile konditioniertes
PAEC-Medium nach pH 2 - Behandlung und anschlief3ender Zentrifugation mit einem MWCO von 100
kDa. Auch hier ist ein signifikant chemotaktisches Verhalten zu erkennen (* P<0,05).

Untere Kammer Obere Kammer
* 0% 10% 100%
0% 0,383* 0,315 0,389
10% 0,611 0,379 0,524
100% 1,068* 0,845 0,645

4.10.1.2Migrationsver halten in Fibringelen

Als Beddtigung des zwedimensonden Migrationsverhdtens von Medanomzdlen in Bezug
auf PAEC-Medium, bestehend hauptséchlich aus hochmolekularen Proteinen (MWCO 100
kDa), wurde das durch AusschluRzentrifugation gewonnene Retentat von PAEC-Medium
ebenfdls Fibringd-Kokulturen zugesetzt. Die direktionde Migration der Tumorzdlen (s
3.2.3.4) wurde ausgewertet und im Vergleich zu Kontrollen ohne PAEC-Medium-Zusatz dar-
gestdlt (Abb.18).
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Abb.18: Quantifizierung der direktionalen Tumorzellmigration in Fibringelen. Die Saulen zeigen den Prozentan-
teil an Microcarriern (MC%) mit ungefarbten Endothelzellen, die von migrierenden Tumorzellen
erreicht worden sind. Die Zufallsmigration wird durch devitalisierte Endothelzellcarrier dargestellt,
wahrend die vitalen Endothelzellcarrier zur Bestimmung der direktionalen Migration fungierten. Es ist
das Migrationsverhalten von Melanomzellen auf PAEC dargestellt. Als Kontrollgele (MV3/PAEC devi-
talisiert bzw. vital) wurden Gele ohne Zusatz wie in Abb.17 verwendet, wahrend anderen Gelen durch
Ausschluf3zentrifugation (MWCO: 100 kDa) aufkonzentriertes PAEC-Medium (+ Ret.: Retentat von
8ml PAEC-Med.) zugesetzt wurde. In den Kontrollen ist, wie bereits in Abb.17 gezeigt, deutlich zu a-
kennen, dal’ von den vitalen Endothelzellen eine signifikant stérkere Anziehung auf die Tumorzellen
ausgelibt wird als von den devitalisierten. Hingegen ist bei der Zugabe von PAEC-Medium an das
Fibringel keine direktionale Tumorzellmigration mehr zu erkennen. Die Melanomzellen wandern
gleichstark zu den devitalisierten wie zu den vitalen Endothelzellcarriern.

Abb.18 bestétigt die Wirkung von chemotaktisch aktiven Molekilen in konditioniertem Me-
dium von Endothezdlen. Ohne Zusatz diesess Mediums an das Fibringd (Kontrollen) kann
unterschieden werden zwischen direktionder Migration von Tumorzdlen und Zufdlsmigrati-
on (2. bzw. 1. Baken in Abb.18). Ba Zugabe von konzentrietem PAEC-Medium jedoch
wurde die direktionde Migration der Tumorzellen aufgehoben, da der chemotaktische Gra-
dient ausgehend von den Endothezdicarriern durch die glechmddge Zugabe des
chemotaktisch aktiven Mediums an das gesamte Gel ausgeglichen werden konnte.

4.10.2 Hitzebehandlung von konditioniertem PAEC-Medium

Weitere Rickschlisse auf die Beschaffenheit der chemotaktisch aktiven Molekile sollten
durch ene Hitzebehandlung von konditionietem PAEC-Medium gezogen werden. Dafir
wurde das Medium fir eine Stunde bel 80°C inkubiert, durch eine Membran (0,45 pum Poren-
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durchmesser) filtriert und dann in Checkerboard-Versuchen auf noch vorhandene Chemotaxis
untersucht.

Tab.14: Checkerboard-Analyse der MV 3-Melanomzellmigration auf verschiedene Prozentanteile konditioniertes
PAEC-Medium nach 1 h Hitzebehandlung bei 80°C. Nach einer Hitzebehandlung waren keine signifi-
kanten Migrationsunterschiede der Tumorzellen mit steigender PAEC-MediumKonzentration in den
unteren Kammern mehr erkennbar (* P>0,05).

Untere Kammer Obere Kammer
* 0% 10% 100%
0% 0,885* 0,938 0,985
10% 0,887 0,890 1,001
100% 1,043* 1,083 1,018

Durch ene Erhthung des PAEC-Medium-Anteils in den oberen Kammern lief3 Sch die Mig-
ration auch nicht mehr hemmen.

Aus Tab.14 wird erdchtlich, da3 die chemotaktische Anziehungskraft des konditionierten
Endothelzdlmediums durch ene endindige Hitzeanwirkung sak verringet bzw. aufgeho-
ben werden konnte. Eine Erklaung dafir wéare die Denaturierung von Proteinen durch
Hitzeainwirkung und lief3e darauf schliel}en, dald es Sch ba den chemotaktisch aktiven Sub-
stanzen um Proteine handeln kdnnte.

4.10.3 Aufreinigung durch DEAE

Durch die Bindung von Proteinen an den Anionenaustauscher DEAE sollten weitere Erkennt-
nisse Uber die chemotaktischen Molekile des PAEC-Mediums gewonnen werden. Die
Fraktionierung erfolgte wie unter 3.3.4.4 beschrieben.
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4 Ergebnisse

4.10.3.1Elektrophor etische Auftrennung der ver schiedenen DEAE-Eluate

und massenspektrometrische Unter suchungen einiger Proteinban-
den

Die verschiedenen Eluate aus der DEAE-Inkubation wurden vergleichend neben PAEC-
Medium, welches lediglich ener Ausschluzentrifugation (100 kDa) unterzogen worden war,
in enem 10% igen SDS-Gd aufgetragen. Die Proteinbanden wurden anschlief3end Coomassie
geféarbt. In Abb.19 ist das geférbte Gel dargestelIt.

Mit Hilfe von massenspektrometrischen Andysen konnten einige der Proteinbanden im ho-
hermolekularen Bereich ndher identifiziert werden.

Eluate von kond. PAEG
. Med. auf DEAE
ko] © * *
| = N Il
g1218]3/3|%
8| §| 8 z|lz |z
Bl x| 35 S| s | =
gl h|lg| E|E|E
o
El &= 2|88 1 )
il -5 Sé 3 1. Thrombospondin
200 kD — =T R . .
1'""'F 4 2. Fibronektin,
183 KB = - —— g Thrombospondin
- S 3. Fibronektin,
i Tenascin
50 kD -
it Thrombospondin
-
& 5 a-Actinin-1+ -4
— g 6. Heatshock-Protein 9C

Abb.19: SDSPAGE: 10% iges SDS-Gel. Auftrennung von Proteineluaten nach der Inkubation mit DEAE.
*chemotaktisch aktive Fraktionen. Die numerierten Pfeile bezeichnen Proteinbanden, in denen die im
Textfeld aufgef iihrten Proteine massenspektrometrisch detektiert werden konnten.
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4.10.3.2Checkerboard-Ver suche

Als Nachwels noch vorhandener chemotaktischer Aktivitde in den enzenen DEAE -
Fraktionen wurden erneut Boydenkammerversuche durchgefihrt. Dafir wurden wiederum
MV3-Zdlen verwendet und ihr Migrationsverhdten auf die DEAE-Fraktionen getestet. In
den folgenden Tabdlen sind die Ergebnisse gegeniibergestdlt. Zur ausschliefdlichen Uberpri-
fung der Chemotaxis wurden in diesen Versuchen lediglich O und 100 % konditioniertes
Medium jeweilsin den unteren bzw. oberen Kammern eingesetzt.

Tah.15. Checkerboard-Analyse der MV3-Meanomzellmigration auf konditioniertes PAEC-Medium. Kontrolle
(ohne DEAEInkubation) zeigt Chemotaxis (* P<0,05).

Untere Kammer Obere Kammer
* 0% 100%
0% 1,034* 0,487
100% 1.36* 0,961

Die Kontralle in Tab.15 diente ds Nachwels fir das Vorhandensaein der chemotaktisch akti-
ven Molekile in der fir diese Versuch verwendeten PAEC-Medium- Charge. Es zeigte Sch,
dal3 in der Kontrolle Chemotaxis auftrat und so konnten von der Kontrolle Riickschllisse auf
die Ergebnisse der DEAE-Elua-V ersuche gezogen werden.

Tab.16 zeigt, da3 im ergen Uberstand der DEAE-Inkubation keine chemotaktische Anzie-
hungskreft auf die MV3-Zdlen ausgelibt werden konnte, obwohl im SDS-Gd (Abb.19,
,Med.-Uberstand’) in dieser Fraktion eindeutig die meisten Proteinbanden (nach der Kontrol-
le) sichtbar gemacht werden konnten.

Tab.16: Checkerboard-Analyse der MV3-Melanomzellmigration auf konditioniertes PAEC-Medium nach
DEAEInkubation. Test des 1. Medium-Uberstandes zeigt keine Chemotaxis (* P>0,05).

Untere Kammer Obere Kammer
v 0% 100%
0% 1,29* 1,331
100% 1,333* 1,371
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Im zweiten Eluat (130 mM NaCl, s. Abb.19) waren weder Proteinbanden im SDS-Gel, noch
der Ansaiz eines chemotaktischen Verhdtens von MV3-Zdlen zu erkennen (ohne Abb.). Mit
200 mM NaCl konnte eine gewisse Menge an Protein wieder aus dem DEAE herausduiert
werden, so dad sch mit Hilfe der Coomasse-Farbung zwel Banden schtbar machen lief3en,
die beide oberhalb von 20 kDa lagen. Diese Banden waren jedoch sehr dinn und traten z.T.
auch im 1. und 4. Eluat auf. Damit ist eventuel zu erkléren, dal3 nach einer ersten Checkerbo-
ard-Andyse mit der einfachen Konzentration des Eluats keine Chemotaxis zu erkennen war
(Tab.17), jedoch beim Einsatz der dreifachen Konzentration des gleichen Eluats eine gerichte-
te Migration der Tumorzdlen auftrat (Tab.18).

Tab.17. Checkerboard-Anayse der MV3-Meanomzellmigration auf konditioniertes PAEC-Medium nach
DEAEInkubation. Test des 3. Eluats (200 mM NaCl) in einfacher Konzentration zeigt keine Chemota-

xis (* P>0,05).
Untere Kammer Obere Kammer
* 0% 100%
0% 1,222* 1,192
100% 1,198* 1,161

Tab.18: Checkerboard-Anayse der MV3-Melanomzellmigration auf konditioniertes PAEC-Medium nach
DEAEInkubation. Test des 3. Eluats (200 mM NaCl) in dreifacher Konzentration zeigt Chemotaxis

(*P<0,05).

Untere Kammer Obere Kammer
* 0% 100%
0% 0,926* 0,801
100% 1,262% 0,878

Das vierte Eluat (500 mM NaCl), in dem wieder mehrere Proteinbanden im SDS-Ge sichtbar
wurden, war auch in einfacher Konzentration dazu in der Lage, eine Chemotaxis der Tumor-

zdlen auszul6sen (Tab.19).
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Tab.19: Checkerboard-Andyse der MV3-Melanomzellmigration auf konditioniertes PAEC-Medium nach
DEAEInkubation. Test des 4. Eluats (500 mM NaCl) in einfacher Konzentration zeigt Chemotaxis

(*P<0,05).
Untere Kammer Obere Kammer
* 0% 100%
0% 1,214* 0,559
100% 1,357* 0,585

Die Ergebnisse diesr Versuchsrelhe, insbesondere die des dritten Eluats, stitzen Vermutun
gen vorheriger Versuche (4.10.1) bzgl. der Grofe der chemotaktisch aktiven Molekile. Denn
auch die Auftrennung des dritten Eluats, welches in dreifacher Konzentration Aktivitét auf-
wies, brachte lediglich Proteinbanden im hochmolekularen Bereich zum Vorschein.

4.10.4 Checkerboard-Versuche mit massenspektrometrisch nachgewiesenen
Proteinen aus der chemotaktisch aktiven Fraktion

Es wurden weltere Checkerboard-Andysen durchgefihrt, in denen getestet wurde, ob TSP

und Fbronektin in der Lage snd, Tumorzellen chemotektisch zu simulieren. Tab.20 zeigt,

da3 TSP in einer Konzentration von 45 pg/ml (- 100 nM) die Migration von Tumorzellen

gonifikant simulieren kann. Durch geringere TSP-Konzentrationen hingegen konnte die
Migration nicht besinflufl3 werden.

Tab.20: Checkerboard-Anayse der MV3-Meanomzellmigration auf hohe TSP-Konzentration (45 pg/ml) zeigt

Chemotaxis (* P<0,05).
Untere Kammer Obere Kammer
* Oug TSP 45 ug TSP
Oug TSP 0,514* 0,292
45ug TSP 0,758* 0,523
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Auch Fibronektin konnte in Checkerboard-Andysen ds Chemotaxin fir Tumorzdlen nach-
gewiesen werden (Tab.21).

Tab.21: Checkerboard-Analyse der MV3-Meanomzellmigration auf Fibronektin (10 pg/ml) zeigt Chemotaxis

(*P<0,05).
Untere Kammer Obere Kammer
* 0 pg Fibronektin | 10 pg Fibronektin
0 pg Fibronektin 0,753* 0,454
10 pg Fibronektin 0,916* 0,588

Zusdtzlich wurden Versuche durchgefiihrt, in denen TSP bzw. Fibronektin jewells entgegen
gesatzt zum konditionierten Medium in den oberen oder unteren Einsatz der Boydenkammer
gegeben wurde. Trotz der Fahigkeit, die Migration der Meanomzdlen zu simulieren, waren
weder TSP noch Fibronektin dazu in der Lage, in diesen Checkerboard-Versuchen die simu-
lierende  Wirkung von Kkonditionietem PAEC-Medium auf Tumorzdlen dgnifikent
aufzuheben.

In weteren Tedts wurde das ebenfdls massenspektrometrisch nachgewiesene Protein a-
Aktinin (0,01 - 1 pg/ ml) in Boydenkammerversuchen eingesetzt. Ein Einflud auf das Migra-
tionsverhdten der Tumorzellen blieb jedoch aus.

4.10.5 Immunologischer Nachweisvon TSP

Um enen Aufschiul3 Uber die Vertellung von TSP in Tumorzellen und in verschiedenen En
dothelzdlfraktionen zu bekommen, wurde en Western Blot durchgefihrt. Der polyklonde
TSP-Antikorper wurde in ener Verdinnung von 1:500 engesetzt, wahrend der HRP-
markierte Sekunddrantikdrper 1. 1000 verdinnt wurde. Verglichen wurden in diesem Versuch
konditionierte Medien von Mdanomzdlen, Glioblastomzdlen, HMEC-1, HUVEC und unter-
schiedlich  fraktionierte chemotaktisch aktive PAEC-Medien. Das Ergebnis ig in Abb.20
dargestellt. Es igt deutlich zu erkennen, dal3 bel keiner der beiden Tumorzelaten en TSP-
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Sgnd escheint, wahrend in dlen Endothdzdlfraktionen TSP in unterschiedlichen Konzert-
rationen nachgewiesen werden konnte.

PAEC
B
< |8
i g m| 8 | Z ?_5
=S| 5| > 8 ﬁ ; Sleo| 2
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Abb.20: Western Blot von TSP aus einem SDS-Gel, welches neben der Positivkontrolle (TSP) zusétzlich mit
konditionierten Medien von HMEC-1, HUVEC, MV3, Glioblastomzellen (Gliobl.) und verschiedenen
chemotaktisch aktiven PAEC —Fraktionen beladen war. DEAEEluat: 500 mM NaCl Fraktion (s.
Abb.19); pH2-Med.: pH2-Behandlung des Mediums; P 10 bzw. P 8: Passage 10 bzw. 8.
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5.1 HSmoduliert die Fibrinstruktur und stimuliert die Zellmigration

In dieser Arbeit wurden anhand von gpektrometrischen Messungen, Permesbilitétsbestim-
mungen, Geddabilitdtsmessungen  (Kompaktion) und konfokaler Lasermikroskopie die
Strukturen verschiedener Fibringee untersucht. Dabel bestétigte sch die Vermutung, dald HS
direkt in die Fbrinpolymerisation engreift und eine grobere Fbringruktur verursacht. An
deigende Konzentrationen von HS wéahrend der Fibrinpolymerisation hatten auch angteigende
Porendurchmesser und dickere Fibrinfasern zur Folge. Die Kompaktionsversuche haben ge-
zagt, dad mit angeigenden HS-Konzentrationen die Stabilitde des gesamten Fbringels
abnimmt und dieses s0 leichter kollabiert. Diese Ergebnisse simmen mit der Erkenntnis Uber-
en, dad HS Fibrinogen binden kann und dadurch die Polymerisation zu Fbrin beanflufdt
(LeBoeuf et. d., 1986, 1987). In inflammatorischen Prozessen, nach Verletizungen des Gewe-
bes und wéahrend des Tumorwachstums wurde dieser HS-Fibrinogen Bindungséhigkeit ene
Roallein der Reorganisation der Extrazel lul&rmatrix zugesprochen (Weigd . d., 1986).

Die dredimendonden Migraionsstudien haben gezeigt, da? Glioblasomzdlen wesentlich
schndler in sark porésen Fbringgden mit dicken Fibrinfasern migrieren, wéhrend feine Gele
mit dinnen FHbrinfasarn die Tumorzellmigration eher beantréchtigen. Als Ursache fir die
Simulation der Tumorzdlmigration in grofyporigen Madrizes gibt es unterschiedliche Erkl&
rungsmuster. Auf der enen Sdte deht die Andcht, da3 dicke Fasarn zu ener erhdhten
Netzwerkstahilitét neigen, wodurch den Zugkrédften der migrierenden Zdlen mehr Widerstand
entgegengesetzt werden kann, was wiederum zu einer schndleren Migration der Zdlen fihren
kann (Choquet et. d., 1997; Ingber & Folkman, 1989; Lauffenburger & Horwitz, 1996). Die-
ser Annahme widersprechen  die Ergebnisse der in dieser  Arbet  durchgefihrten
Kompaktionsversuche, die fur eine abnehmende Stabilitdt der Fbringde bei Erhdhung der
HS-Konzentration und somit Porositét sprechen. Jedoch ist es denkbar, dal3 die dicken Fasern
der stark porosen Gele sabiler und besser gedgnet Snd, den Zugkréften von migrierenden
Zdlen dandzuhdten. Das bedeutet, es it mdglich, dal3 die Stabilitdé des gesamten Ges
(Kompaktionsversuch) nicht exakt die Stabilitét der einzelnen Fbrinfasern widerspiegelt.

Als wetere Erkl&rungamoglichkeit der dimulieten  ZdIimigration in  gro3porigen  Geen
kommt unterschiedliches Integrinclustering bel  unterschiedlicher Fibrinfaserstérke und das

daraus resultierende veranderte outside-in-signaling in Frage (McDondd, 1989). Diese ver-
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anderten Integringgnade konnten so durch die Aktivierung intrazdlulérer Signakaskeden die
ZdIimigration erhthen. Ein verdndertes Integrinclustering mifde neben der dredimensionden
Migration ebenso die Oberfléchenmigration beeinflussen. Das Ergebnis der durchgefthrten
zweidimensonden Migrationsversuche auf der Oberflache von Fibringden ergab jedoch ene
von der Fasarstruktur unabhéangige Glioblastomzell-Migration. Diese unterschiedlichen  Er-
gebnisse dand maoglicheweise damit zu eklaen, dad das Integrinclustering unter
dredimensgonden Bedingungen anders ablauft ads in e@nem 2zwedimensonden Sysem.
Durch die Dreidimensondité konnen die Zelen rundherum mit der Matrix in Kontakt treten;
de nehmen ene andere Zdlform en ds die flach geformten Zdlen auf einer Oberfléche und
es and bereits Unterschiede in der Bildung fokder Kontakte und der Struktur des Aktinzy-
toskeletts innnerhadb ener dreidimensgonden Matrix bzw. auf deren Oberflache festgestdlt
worden (Friedl & Brocker, 2000). Dennoch igt fir ein veréndertes Clustering von Integrinen
in ener dredimendonden Matrix ua ene Modulaion der Struktur notwendig, wodurch
wiederum die Fbrinarchitektur ads Ursache fir ene Migrations-Simulation in den Vorder-
grund tritt.

Die Reslltate der zweidimensonden Oberflachenmigration snd jedoch ein Argument gegen
die erste Hypothese, nach der die Stabilitét der Fasern fUr die erhhte Migration verantwort-
lich is. Auch in diesem Fal mide die Obefléchenmigraion durch ene grobere
Faserdruktur stimulierbar sein, was jedoch nicht der Fal war.

Als dritter hypothetischer Mechanismus zur Erkl&ung der besseren Zelmigration in groben
Fibringden kann die ehthte Permesbilitdt angefihrt werden, die moglicheweise ene
Reduktion der proteolytischen Aktivitdt der migrierenden Zdlen eraubt. 1992 wurde von
Gabridl et. d. gezeigt, da3 Fibringde mit dicken Fasern schndler durch Plasmin lysiert wer-
den ds Gde mit dinnen Fbrinfasarn. Im Gegensatz dazu geht der Einflul von HS auf die
Fibrinolyserate. Die Fbrinolyse wird in triben grobporigen dickfaserigen Gelen inhibiert,
wenn diese in Anwesenheit von HS polymerisert worden sind (Scully et. d., 1995). Das wir-
de bedeuten, dad diesr Mechanismus nicht der ausschlaggebende Punkt der
Migrationsstimulation sein kann, da dch die beiden oben genannten Erkenntnisse gegenein-
ander aufheben wirden und somit in FHbringden mit HS kene Stimulation der Zelmigration
datfinden konnte. Ein weiterer Grund, der gegen diese Hypothese soricht, ist die Zelmigra
tion in pH 70 Geden ohne HS-Zusatz. Diese Gede snd ebenfals grobporig mit dicken
Fibrinfasern und die Migraion wird beschleunigt. Sie kann dlerdings nicht durch ene Erho-
hung des Plasmininhibitors Aprotinin wieder reduziert werden.
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Aufgrund dieser Tatsachen ig es nicht sehr wahrscheinlich, dal3 der HS-Effekt in Fbringden
durch ene Reduktion der erforderlichen perizelul&ren Proteolysesktivitét bedingt ist, sondern
durch eine Verénderung der Fibrinarchitektur. Die durch die HS entstehende stark portse und
permeable Struktur bietet den Zdlen eine gute Matrix fir ene schnelle Zdlmigration.

5.2 Differenzierung direkter und indirekter HS-Effekte

Als direkte HS-Effekte auf die ZdIimigration werden hier Wirkungen bezeichnet, die auf-
grund von HS-Rezeptoren verursacht wurden, wéahrend indirekte Effekte aus der Interaktion
von HS mit der Fbrinpolymerisation resultieren. Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen fur
den Mechanismus der indirekten Migrationsstimulation durch HS, denn fir ene Stimulation
der Zdlmigration mulde HS imme wahrend des Polymerisationgprozesses anwesend sein.
HS, die spder auf die berdts polymeridgerten Fibringde gegeben wurde und nachweidich
auch in die Gede hinendiffundierte, hette keinen Effekt auf die Migraion. Einen welteren
Hinweis darauf, dal3 zdluldre Kontekte zu den Fbrinfasern eine wesentliche Rolle in der
dredimensionden Migration spidlen, ergaben dch aus der Hemmung von Integrin-Matrix-
Kontakten. Diese inhibierte die HS-induziete Migraion zu einem erheblichen Antell. Aul3er-
dem wurde gezeigt, dald die HS-verursachte Migration stark mit der Fibrinfaserstérke bzw. der
Porengrol}e der Fibringele korrdiert. Eine wichtige Erkenntnis dabei lag darin, dal3 sehr ge-
ringe HS-Konzentrationen (< 10 pg HSml Fbrinogenlsung), die die optische Dichte von
Fibringden nicht ggnifikent veranderten, auch kenen Enflud auf die Tumorzdlmigration
hatten.

Diese genannten Argumente gporechen gegen eine HS-Rezeptor vermittete Stimulation der
Migration, da die Migraion - wie oben bereits beschrieben - auch eher durch Antikorper g
gen Integrine ads durch Molekile, die gegen eine HS-Rezeptorbindung gerichtet sind,
inhibiert werden konnte. Der Antikorper gegen den HS-Rezeptor CD44 war unter dreidimen:
sonden Bedingungen nicht effektiv, konnte aber die zweidimensonde Tumorzdlimigration
auf ener renen HS-Matrix inhibieren. Dieses Reaultat zeigt, da3 HS zwar offengchtlich die
Migration auch rezeptorabhangig beeinflussen kann, dald diesr Antel jedoch sehr gering ist
und vor dlem unter dreidimensonden Bedingungen eine untergeordnete Rolle spidt. Sdbst
in den 2zweldimensonden Boydenkammerversuchen wurde die Zelmigration wesantlich
gtérker durch Fibrinogen ds durch HS stimuliert.
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RHAMM (IHABP) ds zweiter HS-Rezeptor scheidet ds potentidler Vermittler der Migrati-
onsnduktion aus, da 1998 erkannt wurde, dald dieses Protein ausschliefdich intrazellulér
auftritt und somit fir die extrazdlulére Bindung von HS kene Rolle spiden kann (Assmann
et. ad., 1998; Hofmann et. d., 1998). Ein weiteres Argument, das gegen ene Interaktion von
RHAMM goricht, ist die Tatsache, dal3 die RHAMM-abhdngige Migration bereits durch sig-
nfikant geringere HS-Konzentrationen (0,001-0,1ug/ml) induzierbar it (Turley et. d., 1991,
1993) ds de in den hier verwendeten Fibringesystemen eingesetzt wurden. In diesen Syste-
men wa fir ene Simulation der Fbrinpolymerisstion und der Tumorzdlmigraion eine
Mindestkonzentration von 30 pg HS ml erforderlich.

5.3 Die Bedeutung von HS-modulierten Fibrin-Matrizes

HS ig in da Extrazdluladmatrix vider Gewebe reichlich vorhanden. In humaner Haut liegt
die Konzentration be mehr as 200 pg/ ml (Laurent & Fraser, 1992), Rattenmyokard enthalt
205 pg HY g Trockenmasse, die sch nach einem Myokardinfarkt auf Gber 650 pg/ g erhoht
(Waldenstrom et. d., 1991). Diese Angaben lassen den Schiuld zu, dal3 in situ ausreichende
Mengen HS vorhanden snd, um zu ene modulieten Fbrinpolymerisation zu flhren. Es ig
bereits bekannt, dal3 die Reorganisation von Bindegewebe durch HS charakteristisch fir in
flammatorische Prozesse, Wundhellung und auch wahrend des Tumorwachstums ist (Weigd
. d., 1986). In der Umgebung solider Tumore wird von den Tumorzellen sdbst, aber auch
von den tumorassoziierten Fibroblasten vermehrt HS produziert. Im Randbereich solider Tu
more findet sich eine erhohte Gefd3permesbilitét, die wiederum zu ener Plasmaextravasation
und so zu perivaskuléren Fibrinablagerungen fuhrt (Dvorak et. d., 1992). Die erhdhten HS-
und Fibrinkonzentrationen an enem Ort konnen - den Daten dieser Arbeit zufolge - dafir
verantwortlich sain, dal3 in der Umgebung von Tumoren ein porése Matrix mit stabilen Fi-
brinfasern  entsteht. Das bedeutet, die Sekretion von HS kann die Matrix dahingehend
beainflussen, dad die Tumorzelmigration bzw. Metastaserung begingigt wird. Sicherlich ig
HS nicht der einzige Faktor, der die Tumormatrix modulieren kann. Erst durch das Zusam-
menwirken mehrerer Faktoren, die zT. auch in die Fbrinpolymerisation engreifen, entsteht
entweder eine pro- oder antimigratorische Matrixstruktur. Als einer der Gegenspider von HS
ig zB. Thrombospondin bekannt, welches die Fbrinpolymerisstion zu enem weniger per-
mesblen Gd unterstlitzt und 0 ene mdgliche Zdlmigration und Metagaserung von
Tumorzdlen beeintréchtigt (Bae & Mosher, 1986).
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54 IntrazdlulareHS

Bisher wurde HS vorwiegend ds eine Komponente der Extrazelul&rmatrix angesehen, die
sowohl in der Zdlmigration (Docherty et. d., 1989; Turley, 1992; Zhang et. d., 1995; Rop-
ponen et. a., 1998) und Proliferation (Brecht et. d., 1986, Hedin et. d., 1989; Laurent &
Fraser, 1992) ds auch in der Wundhellung und Tumorwachstum (Weigd et. d., 1986) eine
Rolle spidt. Es gibt jedoch auch enige Hinwese auf en intrazdlul&res Vorhandensain von
HS in verschiedenen Geweben (Margolis et. d., 1976; Ripdlino et. al., 1988, 1989; Kan,
1990; EQoli & Graber, 1995). In dieser Arbeit wurde durch spezifische Farbungen und Zdl-
frektionierungen mit anschlielRendem  spektrometrischen  HS-Nachwels endogen  vorhandene
sowie exogen zugefihrte HS lokdidert. Diese Versuche ergaben eine endogene Lokdisation
von HS vorwiegend perinukledr in Veskdn oder in der Kernfraktion gebunden. Hingegen
fand dch die exogen zugefihrte HS vorwiegend im Zdlkern. Es ig auszuschliel3en, dald es
sch be der endogen nachgewiesenen HS um das Produkt von HS-Degradationsprozessen
gehanddt hat. Im Fal einer Degradation waren kleine Oligosaccharide von HS zu erwarten,
die ohnehin keinen spektrometrischen Nachwels ermoglicht hétten, wie er in dieser Arbat
durchgefihrt wurde (Homer et d., 1993). Kontrollversuche, in denen Hyauronidase-
behanddte und somit fragmentierte HS nicht mehr spektrometrisch nachwelsbar war, bestd
tigten diese Vermutung.

Jedoch snd bisher lediglich HS-Synthasen bekannt, die ausschliedich in der Plasmamembran
lokaisert snd (Laurent & Fraser, 1992). Es wére aber auch denkbar, dal3 zytoplasmatische
Enzyme exidieren, die HS produzieren oder dal} es sogar HS-Synthasen an intrazeluldren
Membranen gibt, die fir die endogene HS verantwortlich snd. Inzwischen sind bereits enige
HS-bindende Proteine bekannt, die intrazdluldr auftreten und somit auf mogliche intrazeluld
re Funktionen von HS hinwesen. So zeigten Grammatikakis et. d. 1995, dal? das Zdlzyklus-
Kontroll-Protein Cdc37 auch HS bindet. Eine spezifische Assoziation von HS mit der Mitose
erkannten Evanko & Wight 1999. In der glechen Zdit, in der die Ergebnisse zur intrazdluld
ren HS-Lokdisation dieser Arbet erbracht wurden, fanden se ene &hnliche Vertellung von
endogener und exogen zugefUhrter HS in 3T3-Zdlen, humanen Hautfibroblasten und gletten
Muskelzdlen aus humanem Aortengewebe. Sie podulieten, dad HS maglicherweise in
nukleolére Funktionen involviert ist, da se besonders in der spéten Prophase und Metaphase
der Mitose ene starke HS-Féarbung zwischen den Chromosomen erkennen komnten. Eine

madgliche Unterstiitzung erhidt diese Hypothese durch Kan, der intrazdluldade HS mit dem
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rauhen endoplasmatischen Retikulum in Verbindung brachte und einen mdglichen Einflud auf
die MRNA-Prozesserung nicht ausschlof (Kan, 1990).

Ein Enflud auf die Sgndtransduktion wurde HS nach dem Fund ener intrazdlul&en Iso-
form des HS-Rezeptors RHAMM zugeschrieben, da dieser offenschtlich in den mitogen-
activated protein (MAP-) Kinase Signdweg eingreifen konnte, indem er die extracellular-
regulated kinase (ERK) kondtitutiv aktivierte (Zhang et. d., 1998).

Eine watere potentielle regulatorische Rolle in der Zdle kam der HS aufgrund der intrazdlu-
laren Lokdisation von IHABP (RHAMM) zu (Hofmann et. d., 1998), welches eine dhnliche
Vertellung aufwies wie die HS in diessr Arbat. Kurze Zeit spdter wurde eine Kolokaisation
von IHABP mit den Mikrotubuli und weitere Interaktionen mit Aktinfilamenten sowohl in der
Interphase ds auch in sch tellenden Zdlen fedgesdIt (Assmann et. d., 1999). Diese Berich
te gehen mit den erhdtenen Ergebnissen konform und lassen die Frage zu, ob HS sdbst
moglicherweise auch enen Effekt auf die Aktinpolymerisation hat, denn es wurde zuvor ja
bereits fesigestelt, dald HS in der Lage i, die Fbrinpolymerisation zu beeainflussen. Polyme-
risions-dimulierende Einflisse auf die Aktinpolymerisation wurden fur andere Makro-
molekile wie Dextran oder Polyethylenglykol nachgewiesen und mit einem macromolecular
crowding-Effekt erklart (Drenckhahn & Pollard, 1986;. Lindner & Rason; 1997). Dieser
besagt, dal3 die mit Makromolekilen stark angereicherte zeluldre Umgebung die Aktinmo-
nomere nach dem Volumenausschiuverfahren néher zusammendrangt, so die Bildung von
Aktinfilamenten unterstiitzt und diese dabilisert. Im Gegensaiz zu den Resultaten dieser Pub-
likationen zeigte die HS jedoch hier in geringen Konzentrationen keinen Einflud auf die
Polymerisation von Aktin und ab ener Konzentration von 500 pg/ ml zeigte sch entgegen
den Erwartungen en inhibierender Effekt. Die Ursache fir diesen Effekt kann durch die nege
tive Nettoladung der HS bedingt sain, die sch mdglicherweise mit den dre postiv geladenen
Aminosaureresten His-Arg-Lys, die dem fir die Polymerisation wichtigen Cystein 374 des
Proteins vorangehen, zusammenlagert (Bouchard et. d., 1998). Weiterhin wurde gezeigt, dal
sch die HS vorwiegend gebunden entweder in Veskeln oder sogar am Zytoskeett befand
und somit nur eine Konzentration von ewa 200 pg/ ml fre im Zytoplasma vorlag, die unter
der hier inhibierenden Konzentration von 500 ug HS ml lag.

Aus den bisherigen Berichten wird deutlich, dal3 das Feld der intrazeluldren Funktionen der
HS noch am Beginn seht und wetere Studien notwendig and, um die Rolle(n) der intrazelu-

laren HS aufzukl&ren.
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5.5 Direktionale Migration von Tumor zellen zu Endothelzellen

Es wird generdl angenommen, dal3 die Kapillarversorgung von Tumoren durch en direktio-
naes Migrationsverhaten von Endothel zellen zu den Tumoren geregelt wird.

Ba Untersuchungen zur Gefdversorgung von trangplantieten Tumoren zeigten Thompson
et. a. 1987 jedoch, dal3 wachsende Tumore bereits vorhandene Gefélisysteme invadieren, um
gch auf diese Welse ihre Néhrgoffversorgung zu sichern. Weiterhin wurde erkannt, dal3 die
Kapillardichte im Zentrum von Tumoren gering is, warend das endothdide Wachdum in
der Peripherie stark zunimmt (Denekamp & Hobson, 1982; Thompson et. a. 1987; Holash .
d., 1999). Unabhangige Versuche zegten ebenfals eine Nahrgtoffversorgung von Tumoren
in der frihen Wachsumsphase durch bereits exidierende Gefd3systeme und gaben keinen
Hinweis darauf, dal3 ein gerichtetes Kapillaowachsum von der Peripherie in das Zentrum von
Tumoren Sattfindet (Skinner et. d. 1990).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Frage der Chemotaxis zwischen Endothd- und Tumor-
zdlen mit Hilfe enes dradimensonden Hhbringd-Sysdems andyset. Die Anziehungskréfte
der Endothelzdlen waren deutlich hoher as die chemotaktischen Anziehungskréfte der Tu
morzdlen auf die Endothezelen (von Bilow, 2001). Sat enigen Jahren gibt es immer mehr
Hinwese auf ene endothdide Stimulation des Tumorwachsums nicht nur durch die Versor-
gung mit Nahrstoffen und Sauerstoff, sondern auch durch direkte parakrine Effekte (Nicosa
et. a., 1986; Hamada et. d., 1992; Rak et. al., 1996). Die Molekile, die fur das chemotakti-
sche Migrationsverhdten von Tumorzelen verantwortlich sind, konnten bis jetzt noch nicht
identifiziert werden. Von mehreren endothdiden Faktoren ist jedoch bekannt, dal3 se an der
Kommunikation zwischen Endothe- und Tumorzdlen beteligt snd. Fir Interleukin-6 sind
Einflise auf die Zdlgrktur, Adnhdson und ZdIimatiliti von Zdlen ener humanen Brus-
Kazinom-Zdlinie bekannt (Tamm €. d., 1994). Thromboxan A(2) simuliet sowohl die
EndothdzdImigration ads auch die Entwicklung von Tumormetastasen, was mit Hilfe von
Thromboxan A(2)- Inhibitoren nachgewiesen werden konnte (Nie et. d., 2000). Ein weiterer
Fortschritt bezliglich der gerichteten Migration von Tumorzdlen wurde durch die Reinigung
der Komplementkomponente C3b aus spezifischem konditionieten Endothezdlmedium  er-
bracht (Hamada et. a., 1993). Ein proteolytisches Fragment der Komponente C3 war fir die
Migrationsstimulaion verantwortlich und spidte ene Rolle be der Tumorzdlinveson und -
koloniaisierung der Leber (Hamadaet. d., 1993).
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551 Potentielle endotheliale Chemotaxine

In  desr Arbat komten mit Hilfe wvon < Ausschlulzentrifugetionen, DEAE-
Anionenaugtauscher-Chromatografie, SDS-PAGE und Massenspektrometrie potentielle endo-
theide Chemotaxine fir Tumorzdlen emittdt werden. Das auffdligde Protein in den
Untersuchungen war Thrombospondin (TSP), da es in mehreren Banden der Geldektrophore-
se auftauchte und bereits Uber enen chemotaktischen Effekt von TSP berichtet wurde (Gathan
et. d., 1999).

Thrombospondin

TSP ig e@n homotrimeres Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 450 kDa (Lawler,
1986). Es wird in hohen Konzentrationen von aktivierten Thrombozyten wahrend der Homo-
ostase freigesetzt, kann aber auch von viden anderen Zdltypen, unter anderem von Endothel-
und Tumorzdlen, synthetisert werden (Mosher et. d., 1982, Tuszynski & Nicosia, 1996).
Bde & Mosher erkannten 1986, dald TSP die Fibrinpolymerisation beanflul¥, indem es en
feineres Netzwerk mit dinneren Fibrinfasern verursacht. Diese Tatsache wirde gegen TSP ds
potentiellen Chemotaxisnduktor von Tumorzellen sprechen, denn eine solche Modulation der
Fibringruktur hat eine Reduktion der Zdlmigration zur Folge, wie bereits im erden Tel die-
s Arbeit beschrieben. Das bedeutet, wenn das von den Endothezellen sezerniete TSP
diesen Effekt verursachen wirde, wirde die Fibringtruktur in der néheren Umgebung dieser
Zdlen kleinporiger sein und ene Migration in diese Richtung eher inhibieren.

Uber die Funktion von TSP gibt es verschiedene Ansichten. Es gibt vide Untersuchungen, die
TSP eine antiangiogene Funktion zusprechen (Castle et. d., 1997; Bleud et. a., 1999). Dieses
antiangiogene Potentid von TSP konnte mit dem im Plasma zrkdierenden histidine-rich
glycoprotein (HRGP) durch Bindung am antiangiogenen Epitop inhibiert werden (Simantov
et. d., 2001). Dardik & Lahav berichteten 1999 dlerdings auch von Fibronektin- und Hepa-
rn-Bindungsstelen am  TSP-Molekll, durch deren  Bindung e zu  ener
Konformationsdnderung kommt. Da auch Fibronektin in dem chemotektisch aktiven Antal
des konditionierten Endothdzdlmediums identifiziet werden konnte, wée es durchaus
denkbar, dal3 es zwischen diesen beiden Molekilen zu ener Interaktion mit anschlief¥ender
Konformationsanderung des TSP kommen konnte und dal3 diese beiden Proteine zusammen
maglicherweise einen Einfluld auf die Tumorzdlmigration haben.

Neben den antiangiogenen und damit tumorinhibierenden Eigenschaften von TSP gibt es
durchaus auch Hinweise auf mdgliche chemotaktische Effekte, die durch TSP ausgdést wer-
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den. Bekannt igt, dal3 TSP die Chemotaxis von vaskuldren glatten Muskelzdlen audést und
dald der MAP Kinase Signdweg darin involviert i (Gahtan et. a., 1999). Es gibt jedoch auch
Beobachtungen, die auf eine Rolle von TSP in der Tumorprogresson hindeuten. So wurde in
Vesuchen durch TSP die Adhésion, Migraion und Invason von Tumorzdlen in Méausen
gefordert: In enem Rattenaortamoddl war TSP sogar in der Lage, die Angiogenese zu simu-
lieren (Tuszynski & Nicosa, 1996).

In dem hier durchgefihrten Western Blot konnte im Gegensaiz zu oben beschriebenen Daten
(Mosher et. d., 1982; Tuszynski & Nicosa, 1996) in keiner der verwendeten Tumorzdlinien
TSP gefunden werden, wahrend bel dlen Endothezdlaten ein Signdl auftrat. Dieser Befund
bestérkte die Annahme, dal3 TSP mdglicheweise fir die Chemotaxis der Tumorzelen ver-
antwortlich ist und wurde durch die Checkerboard-Andysen weiter unterstiitzt, in denen TSP
in hohen Konzentrationen (45 pug/ ml) in der Lage war, eine Chemotaxis von Meanomzellen
herbeizufihren. Jedoch konnte der durch PAEC-Medium verursachte chemotektische Effekt
auf Meanomzdllen mit Hilfe von TSP oder auch Antikdrpern gegen TSP nicht reduziert wer-
den. Moglicherweise ig fir die Endothezdl-bedingte Stimulation der Chemotaxis nicht TSP
dleine verantwortlich, sondern es i en Zusammenwirken mit enem oder mehreren anderen
Faktoren erforderlich. Damit liel}e sch auch das TSP-Sgnd im Western Blot bei den HMEC-
1-Zdlen eklaen. Da das konditioniete Medium diesr Zdlen in den Checkerboard-
Andysen lediglich eine Chemokinese aber keine Chemotaxis von Tumorzdlen audége, fehlt

diesen Zdlen womdglich ein oder mehrere weitere interagierende Faktoren.

Fibronektin

Als weterer potentidler Kandidat fur die Stimulation der Chemotaxis von Tumorzdlen kom-
te Fbronektin identifiziet werden. Fbronektin, ein  makromolekulares Glykoprotein der
Extrazdlulamatrix, is en Dimer bestehend aus zwe Untereinheten, die nahe am Carboxyl-
ende durch zwe Disulfidbricken mitenander verbunden snd (Hynes, 1986). Be viden
Tumorzellen spidt Fbronektin sowohl in der Zdladhéson ds auch in der Migraion ene
Rolle. So ist dieses Protein in gddstem Zustand in der Lage, en chemotaktisches Migrations-
verhalten vider Tumorzdlinien auszulésen (Klominek et. d., 1997, Geng et. 4., 1998),
wéahrend es subgiratgebunden vielfach Haptotaxis audost (Klominek et. d., 1997; Hayashido
et. d., 1998). Die Fibronektin-bedingte Migration der Zelen hangt stark von der Anwesenheit
von bl-Integrinen und der im Fibronektin enthdtenen korrespondierenden RGD-Sequenz ab.
Durch Antikorper gegen diese Integrine oder ein RGD-enthatendes Peptid kann die Migrati-
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on der Zdlen zum gréfden Teil inhibiert werden (Brenner et. a., 2000). Checkerboardanaly-
sen enige Gliomzdlinien deuteten jedoch darauf hin, dal3 dch vide Zellen in Bezug auf
Fibronektin Uberwiegend chemokinetisch und nicht chemotaktisch verhdten (Ohnishi et. d.,
1997).

Die in diesr Arbeit durchgefiihrten Versuche zeigten jedoch eindeutig, dal3 Fibronektin in
geoser Form ene Chemotaxis von Tumorzdlen aud6s. Allerdings war dieses Protein dlei-
ne - ebenso wie TSP - nicht dazu in der Lage, die Wirkung des PAEC-Mediums durch den
Einsstz in der jewels entgegengesetzten Kammer in Checkerboard-Andysen wieder aufzu
heben. Diese Ergebnisse lassen es unwahrscheinlich erscheinen, dald Fibronektin dleine die
chemotaktische Resktion der Tumorzellen hervorrufen kann. Aulerdem war es zu enem ge-
wissen Antell bereits in den HRbrinogenlésungen und damit in den HRbringden der
dreidimensonden Migrationsversuche enthdten. Die so bereits existierende gleichméldige
Vertalung des Proteins im gesamten Fibringd héite eine gerichtete Migration auf eine Fibro-
nektinqudle verhindet. Auch in  den 2zwedimensonden Vesuchen waen die
Polycarbonatmembranen bereits mit 10 pg/ ml Fibronektin beschichtet. Die dadurch mégli-
cherweise verursachte Stimulation einer Haptotaxis hatte jedoch offenschtlich kenen Einfluld
auf die Endothdzdl-bedingte Chemotaxis der Tumorzellen. Aufgrund dieser Feststelungen
kommt Fibronektin ds dleiniges Chemotaxin nicht in Frage, ist jedoch as madglicher Kofak-
tor denkbar.

Tenascin

Tenascin wurde ebenfdls ads potentidles Chemokin im  konditionierten Medium von Endo-
thdzdlen identifiziet. Es ig en Glykoproteinkomplex, der aus sechs identischen oder
ahnlichen Polypeptidketten besteht, die durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind.
Es gidt ene Rolle in der Embryondentwicklung und wird spdter ua be Prozessen der
Wundheilung, Tumorentwicklung und Metastaserung erhtht exprimiert (Jones & Jones,
2000). Tenascin wird in mdignen Tumoren zusammen mit Fbronektin koexprimiert und es
wurde festgestellt, dal3 es die Fibronektin-bedingte Migration noch water simulieren konnte.
Tenascin dleine war ebenfdls in der Lage die Migration von Gliomzelen haptotaktisch zu
fordern (Deryugina & Bourdon, 1996). Diese Tatsachen sprechen fir eine madgliche Betelli-
gung von Tenatin an der Migraionssimulation der Tumorzdlen in dieser Arbeit. Jedoch
wurde Tenascin in erhdhten Konzentrationen auch in migrierenden Tumorzdlen sdbst gefun-
den (Phillips et. d., 1998). In enem weteren Fal konnte eine zytoplasmatische Tenascin-

84



5 Diskussion

Fabung nur in invesven Tumorzdlen in der Peripherie von Tumorzdinestern und spezdl
auch im Tumorgroma um die Tumoren herum gefunden werden (Yoshida et. d., 1999). Die-
sen Daten zufolge wirde in den zwe- und dredimensonden Migraionsversuchen dieser
Arbet dem Tenain-Gradienten der Endothelzdlen tumorsezerniertes Tenascin  gegent
Uberstehen, welches ener gerichteten Migration der Tumorzdlen auf das Endothezdl-
sezernierte Tenascin entgegenwirken wirde. Ein direkter Einflu3 auf die Chemotaxis der Tu
morzdlen i¢ somit unwahrschenlich. Eine Beeligung an  der  Gesamtwirkung des
konditionierten Endothelzdlmediums jedoch ist denkbar, indem es die Zdlantwort auf andere
Matrixkomponenten moduliert, sowie es auch die Fibronektin-bedingte Migration beanflus-
sen kann (Deryugina & Bourdon, 1996).

a-Aktinin

Waeterhin  konnten a-Aktininckl und -4 identifiziet werden. a-Aktinin i en Aktin-
quervernetzendes Protein, welches Aktinfilamente zu padlden Binden verbindet. a-
Aktinin-1 befindet dch in Stressfasern und hilft bel der Verankerung der Faserenden an den
fokaen Kontakten der Plasmamembran (Bretscher, 1991; Hartwig & Kwiatkowski, 1991).
Hingegen wurde a-Aktinin-4 im Zytoplasma - aber nicht an fokalen Kontakten - von migrie-
renden Zdlen gefunden (Honda et. d., 1998). Fir das zytoplasmatische a-Aktinin-4 wurde
ene Rolle in der Metastaserung von humanen Tumoren durch die Regulierung des Aktinzy-
toskdetts und die Erhohung der Zdimatilitdt vorgeschlagen. Bel Inaktivierung des Aktinin-4
durch einen Transfer zum Nukleus wurde das infiltrierende Potential der Tumore stark zu-
rickgesetzt (Honda et. d., 1998). Hingchtlich ener intrazdlul&en Umorganisation des
Aktinzytoskdetts mit anschliel}ender Erhéhung der Migraionsrate und Féhigkeit zur Me-
tasdaserung kann eine Beteligung des Aktinins in verschiedenen Tumorzdlen denkbar sain
(Byers et. d., 1992). Jedoch ist bisher ene extrazdlulére Anwesenheit von a-Aktinin noch
nicht mit ener erhthten Tumorzdlmigration in Verbindung gebracht worden. Aul3erdem it
a-Aktinin sowohl in Endothe- ds auch in Tumorzdlen vorhanden, was eine Beteligung an
der Endothelzdll-stimulierten Chemotaxis der Tumorzellen unwahrscheinlich macht.

Hitzeschock-Protein 90

Als letztes identifizietes Protein soidt das Hitzeschock-Protein (HSP) 90 méglicherweise
ene Radle in der Chemoatraktion von Tumorzdlen. Es ig in der Signdtransduktion und Re-
gulation von Apoptose involviet und wird erhtht in verschiedenen Tumoren gefunden
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(Gebhard et. al., 1999; Yano et. a., 1999; Katoh et. a., 2000; Hermisson et. al., 2000). HSP
90 wurde aul¥er in Tumorzellen sebst auch im umliegenden Parenchym, insbesondere in den
Endothelzellen, nachgewiesen (Strik et. a., 2000). Dort ist es unter anderem an der Reorgani-
sation des Zytoskdetts zur Stimulation der Migration betelligt (Rousseau et. d., 2000). Da
HSP 90 vorwiegend in Tumorzdlen sdbst produziert wird, ist es eher unwahrscheinlich, dald
die Endothezdlen einen HSP 90-Gradienten aufbauen konnen, der fir eine chemotaktische
Anziehung von Tumorzdllen erforderlich wére.

Insgesamt sind noch weitere Reinigungsverfahren und Migraionsstudien notwendig, um den
chemotaktischen Fektor zu identifizieren. Denkbar wére auch eine Kostimulation der direkti-
onden Migration von Tumorzellen durch zwel oder sogar mehrere Faktoren, denn wie bereits
beschrieben snd enige Proteine erst durch die Komplexbildung mit anderen Moldekilen in
der Lage, bestimmte Resktionen hervorzurufen.
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7 AbkUrzungsverzeichnis

7 Abkurzungsverzeichnis

Aszso
Abb.
AEC
APS
ATP
bFGF
b-PG
BSA
Da
DAB
DEAE
Dil

DMEM
DMSO
DTE
EBM
EGF
EGM

FCS
FITC

HEPES
HMEC-1
HRP

HS
HUVEC
ICAM-1
IHABP

Absorption bei 350 nm

Abbildung

3-Amino-9- Ethylcarbazol
Ammoniumpersulfat
Adenosintriphosphat

basic fibroblast growth factor
biotinyliertes Proteoglykan

bovine serum albumin

Dalton

3,3 - Diaminobenzidin

Diethylaminoethyl

1,1’ -Dioctadecyl-3,3,3’,3' -tetramethylindocarboyanin-
Perchlorat

Dulbecco’s modified Eagle medium
Dimethylsulfoxid

Dithioerythrit

endothelial basal medium

endothelial growth factor

endothelial growth medium

femto

fetal calf serum
Fuorescein-1sothiocyanat

Gramm; Erdbeschleunigung

Stunde

N-2-Hydroxyethylpiperazin-N’ - 2- ethansulfonsaure
human microvascular endothelial cells
horse radish peroxidase

Hyauronsaure

human umbilical vein endothelial cells
intercellular adhesion molecule 1

intracellular hyaluronic acid binding protein
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7 AbkUrzungsverzeichnis

KDa
[

m

H
M

M199
MALDI-MS
min
MWCO
n

O.D.

p

PAEC
PAGE
PBS
PFA

pH

PSD
RHAMM
RT

SDS
St.abw.
Tab.
TEMED
Tris
TRITC

upm
viv
w/o

wiv

Kilodaton

Liter

milli; Meter

mikro

molar

Medium 199

matrix-assisted laser desorption/ ionization mass spectrometry
Minute

molecular weight cutoff

nano

optische Dichte

pico

porcine aortic endothelial cells
Polyacrylamidge- Elektrophorese
phosphate buffered saline
Paraformaldehyd

pH-Wert

post-sour ce decay

receptor for hyaluronic acid mediated motility
Raumtemperatur

Sekunde

sodium dodecyl sulfate
Standardabweichung

Tebdle
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin
Tris-hydroxymethyl-aminomethan
Tetramethyrhodamin- I sothiocyanat
unit

Umdrehungen pro Minute
volume per volume

without

weight per volume
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