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1. Einleitung

Metastasierende Krebserkrankungen gehéren zu den haufigsten Todes-
ursachen weltweit. Neben der unkontrollierten Proliferation sind die Invasion
und die Metastasierung weitere wichtige biologische Eigenschaften, welche die
Malignitat von Tumoren bestimmen. Die zelluldren und molekularen Ereignisse,
die zu Wachstum und Ausbreitung von Tumoren flihren, sind bisher
unvollstandig verstanden. Die Identifikation molekularer Mechanismen, die an
Tumorwachstum und -metastasierung beteiligt sind, ist somit eine
Voraussetzung flr die Entwicklung neuer therapeutischer Ansatze.

1.1. Prinzipien der Tumorinvasion

Die Tumorinvasion ist definiert als ein aktives Einwachsen von entarteten Zellen
in das normale, nicht neoplastische Gewebe. Die Metastasierung ist die Folge
des invasiven Wachstums mit Eindringen der Tumorzellen in Lymphbahnen,
Blutwege oder Koérperhéhlen mit nachfolgender Streuung in den Organismus,
Absiedlung und erneutem Wachstum in anatomisch entferntem Gewebe (Fried|,
2003). Um zu metastasieren, missen einzelne vom Tumorverband dissoziierte
Zellen durch Basalmembranen, interstitielles Bindegewebe und zellulare
Barrieren, zum Beispiel BlutgefaBendothel, migrieren.

1.1.1. Allgemeine Prinzipien der Zellmigration

Unter Migration versteht man die aktive, durch das Aktinfilamentsystem
vermittelte Fortbewegung von Zellen. Die Migration nicht entarteter Zellen Uber
zweidimensionales Substrat wurde als Ergebnis eines Drei-Schritt-Modells aus
rezeptorvermittelter Anheftung, Zellkontraktion und Loslésung des Hinterendes
der Zelle vom Substrat beschrieben (Lauffenburger und Horwitz, 1996). Die
Anheftung der Zellen an das Substrat wird von verschiedenen
Adhasionsmolekilen vermittelt. Insbesondere die Klasse der Integrine, die

intrazellular an das Zytoskelett gekoppelt sind, ist fir die Adhasion von



Bedeutung (Friedl, Zénker et al. 1998). Die am vorderen Zellende gelegenen
Pseudopodien sind integrin- und zytoskelettabhangig an den Untergrund
gebunden, so dass eine Kontraktion des Aktinfilamentsystems zu einem Zug in
Richtung dieses Verankerungspunktes fuhrt. Die Veranderungen des
Zytoskeletts wahrend der Kontraktion bewirken zusatzlich eine Ablésung des
Zellhinterendes vom Substrat und damit eine Vorwartsbewegung der Zelle.
Durch zyklische Wiederholungen dieses Vorgangs gelingt es den Zellen Gber
Oberflachen zu migrieren. Dieses Drei-Schritt-Modell der Zellmotilitdt wurde
jungst um einen weiteren Prozess, die perizellulare Proteolyse erweitert, die
den Tumorzellen die Uberwindung von Matrixbarrieren erleichtert (Friedl und
Wolf, 2003). Dieses Grundprinzip der Zellbewegung gilt neben nicht-

neoplastischen Zellen auch flr Tumorzellen.

1.1.2. Tumorzellmigration in dreidimensionaler extrazelluldrer Matrix

Dreidimensionale extrazelluldre Matrix (ECM) wirkt wahrend der Tumorinvasion
als wichtiges Substrat, aber auch als Barriere fir migrierende Zellen. Im
Gegensatz zu der Zellwanderung Uber eine zweidimensionale (2-D) Ebene,
liegen in 3-D ECM biophysikalische Barrieren vor, die durch das Netzwerk von
Bindegewebsfasern, insbesondere Kollagen, gebildet werden. Um diese
Hindernisse zu Uberwinden, bedienen sich die Zellen neben den in 2-D
beobachteten Adhasions- und Loslésungsprozessen zusatzlicher zellularer und
molekularer Mechanismen.

Durch Zytoskelett-vermittelte Veranderungen ihrer Morphologie kénnen sich die
Zellen dem umgebenden Gewebe anpassen und sich so auf amdboide Weise
fortbewegen, ohne dass es zu einem Matrixumbau kommt (Friedl und Brécker,
2001). Dieser Mechanismus wird insbesondere flr kleine und rundliche Zellen
beschrieben, wie Leukozyten, Lymphomzellen oder Zellen des kleinzelligen
Bronchialkarzinoms (Friedl und Wolf, 2003).

Bei der Migration gréBerer Zellen, wie Fibroblasten, Keratinozyten oder den
meisten Tumorzellen, kann man eine Degradation der ECM beobachten. Mit

Hilfe von Proteasen entstehen umschriebene, teils temporare, teils irreversible



Defekte im Gewebe, die den Zellen die Migration erleichtern (Murphy et al.,
1999).

Bei der Kraftlibertragung zwischen Zellen und Matrix wahrend der Migration
spielen transmembrandse Adhasionsmolekile, die sogenannten Integrine, eine
wichtige Rolle. Intrazelluldar an das Zytoskelett gekoppelt, kbnnen Integrine mit
ihrer extrazellularen Doméane an Matrixproteine wie Kollagen oder Fibronektin
binden. Integrinvermittelte Zell-Zell bzw. Zell-Matrix Interaktionen erflllen mit
Adhasion und Migration sowohl statische als auch dynamische Funktionen. Die
Blockierung der Subfamilie der B1-Integrine, die den Kollagenrezeptor a2p1
einschlieBt, inhibiert die Migration von Zellen, auf denen B1 exprimiert wird, wie
Fibroblasten und Tumorzellen (Maaser et al., 1999).

Matrixdegradierende Proteasen sind Enzyme, die in zellgebundener Form oder
zellunabhangig zu Matrixumbau fihren kdnnen. Durch Sekretion freigesetzte
und aktivierte Proteasen sorgen fir einen diffusen Matrixumbau (Murphy,
1999). Die ungezielte Degradation kann die Zellmigration durch neu
entstandene ECM-Fragmente mit chemotaktischen Eigenschaften oder durch
die Erweiterung vorbestehender Matrixdefekte generell erleichtern. Im
Gegensatz zu den léslichen, ermbglichen die membranstandigen Proteasen
eine exakt lokalisierte und streng kontrollierte Proteolyse. So entstehen
Gewebsdefekte, die in ihrer Ausdehnung dem Durchmesser der migrierenden
Zellen und letztlich dem Migrationspfad entsprechen (Wolf et al., 2003).
Insbesondere von Tumorzellen exprimierte Oberflachenproteasen, wie zum
Beispiel membranstédndige Matrixmetalloproteinasen (MT-MMP), werden als
bedeutend fir den gezielten Matrixabbau wahrend der Tumorinvasion diskutiert
(Fridman et al., 1995). MMPs verfligen Uber eine breite Substratspezifitat und
tragen durch die Spaltung von Kollagen, Laminin und weiteren ECM Proteinen
(Stracke et al., 2000) zur Matrixdegradation und Tumorzellmigration bei.
Experimentell lasst sich die Tumorinvasion durch Gewebsinhibitoren von MMPs
(tissue inhibitors of metalloproteinase, TIMP) hemmen, wahrend eine MMP-
Aufregulation mit einer gesteigerten Invasivitat korreliert ist (Wick et al., 1998).
Unterschiedliche murine Krebsmodelle zeigen, dass die Mehrzahl der MMPs,
TIMPs und anderer den Matrixumbau regulierenden Komponenten sowohl von



den Tumorzellen selbst, als auch von Zellen des umgebenden, nicht
neoplastischen Tumorstromas exprimiert werden kénnen (Madlener et al.,
1998).

1.1.3. Verdnderungen im tumorumgebenden Stroma

Die Neuformierung eines Gewebes in direkter Umgebung eines primaren
Tumors ist ein wichtiger Bestandteil der Karzinogenese unterschiedlicher
Tumoren (Park et al., 1999). Die Aktivierung der Zellen im reaktiven Stroma
induziert charakteristische zellulare und molekulare Veranderungen, die fur
verschiedene Tumoren durchaus ahnlich sind, aber keinem spezifisch-
neoplastischen Programm folgen, sondern einem Regenerationsprogramm, das
Gemeinsamkeiten mit Wundheilungs- oder chronischem Entziindungsgewebe
aufweist.

Am Beispiel epithelialer Tumoren wurde die Einsprossung von BlutgefaBen,
sowie die Einwanderung und Aktivierung von Gewebsfibroblasten,
Lymphozyten und Makrophagen beobachtet (Scanlan et al., 1994). Inbesondere
Fibroblasten und aktivierte Makrophagen synthetisieren zahlreiche, auch von
Tumorzellen exprimierte und fir die Tumorinvasion bedeutsame Proteasen, wie
MMP-1, MMP-2, MMP-3 und MMP-11. MT-MMPs, eine Subfamilie der MMPs
mit kollagenolytischer und fibrinolytischer Aktivitat, werden Uberwiegend im
reaktiven Tumorstroma exprimiert (Murphy et al., 1999).

Die Tumorzellmigration durch biophysikalische Barrieren ist also nicht allein von
den morphologischen und proteolytischen Veranderungen der entarteten Zellen
selbst, sondern wahrscheinlich auch vom umgebenden reaktiven Tumorstroma
abhangig.

Ein neueres, im reaktiven Tumorstroma identifiziertes Protein, Gberwiegend auf
der Oberflache von aktivierten Fibroblasten exprimiert, wird Fibroblasten
Aktivierungs Protein (FAP) genannt (Mathew et al., 1994). FAP weist bezlglich
seines  Expressionsmusters und seiner molekularen  Eigenschaften
Besonderheiten auf, die eine spezifische Funktion im Rahmen der

Tumorinvasion nahe legen.



1.2. Vorkommen von FAP

Immunhistochemische Studien konnten die Expression von FAP in fast allen
malignen epithelialen Primartumoren und teilweise in deren Metastasen
nachweisen. Mehr als 90% der untersuchten Mamma-, Lungen- und
kolorektalen Karzinome enthalten eine Vielzahl FAP-positiver Fibroblasten im
reaktiven Tumorstroma, wahrend die Tumorzellen selbst FAP-negativ sind
(Mathew, 1994). Seltener sind Tumoren nicht-epithelialen Ursprungs FAP-
positiv. Dagegen zeigt das umgebende Stroma benigner Tumoren epithelialen
Ursprungs, wie Fibroadenome der Brust oder kolorektale Adenome, keine
Aufregulation von FAP (Garin-Chesa et al., 1990). Somit besteht eine
Beziehung zwischen der Aufregulation von FAP und der Malignitat epithelialer
Tumoren.

FAP-positive Fibroblasten begleiten BlutgefaBe, die neu in den Tumor
einsprossen, und bilden ein zellulares Kompartiment zwischen dem Endothel
der Tumorkapillaren und der basalen Seite der Tumorzellen (Scanlan et al.,
1994). Ausser in Karzinomen wird FAP vorlbergehend von Fibroblasten im
Granulationsgewebe der Wundheilung und in fetalem Bindegewebe exprimiert.
Alle nicht-entziindeten, nicht-entarteten Gewebe des Erwachsenen sind
dagegen FAP-negativ. Da FAP nicht nur spezifisch in Tumoren lokalisiert ist,
sondern auch eine Funktion im Matrixumbau erflllt (Park, 1999), kénnte FAP
eine interessante Zielstruktur zur Hemmung von Tumorinvasion und
Entzindungsprozessen darstellen.

1.3. Biochemische und molekulare Eigenschaften von FAP

Das fur FAP kodierende Gen ist auf Chromosom 2 lokalisiert (Mathew, 1994).
FAP ist ein membranstandiges Glykoprotein vom Typ Il mit einer groBen
extrazellularen Doméane, einem transmembrandsen Segment und einem kurzen
zytoplasmatischen Anteil. Nahe dem extrazellularen COOH-Ende konnten drei
katalytische Doméanen identifiziert werden, die charakteristisch fr

Serinproteasen sind. FAP weist sequenzielle Homologien zu einer Subfamilie



der Serinproteasen, den Dipeptidylpeptidasen vom Typ IV (DPP-1V) auf. Die
Aminosauresequenzen von FAP und DPP-1V sind zu 48% identisch (Scanlan,
1994).

Neben der strukturellen Homologie zeigt FAP auch eine funktionelle Homologie
zu DPP-1V. FAP spaltet in vitro prolinhaltige Dipeptide, also typische Substrate
von DPP-IV. Der Austausch eines Serinrestes im aktiven Zentrum von FAP
gegen Alanin beziehungsweise die Behandlung mit einem spezifischen
Serinproteasehemmer flhren zum Verlust dieser Dipeptidylpeptidaseaktivitat
und bestatigen die funktionelle Homologie von FAP zur Familie der
Serinproteasen (Park, 1999).

Im Gegensatz zu DPP-IV weist FAP auch kollagenolytische Aktivitat auf. Bei
der Behandlung unterschiedlicher ECM-Proteine mit Extrakten FAP-haltiger
Zellmembranen oder mit rekombinantem FAP kommt es zu einem spezifischen
Abbau von Kollagen Typ |, wahrend alle anderen untersuchten Proteine (unter
anderem Tenascin, Vitronektin, Kollagen Typ Il und V) nicht gespalten werden
(Park, 1999). Der Verlust der DPP-Aktivitdt nach Verdinnung der FAP-haltigen
Membranauszigen zeigt bei erhaltener kollagenolytischer Aktivitat, dass FAP
eine besonders hohe Spezifitat fur Kollagen hat. Auf Grund der Fahigkeit,
selektiv Kollagen Typ | abzubauen, kdnnte FAP zu der Gruppe der Enzyme
zahlen, die am Matrixumbau in tumorumgebenden Gewebe beteiligt sind.

Die Identifikation von in vitro Substraten von FAP ermdglichte es, die in vivo
Enzymaktivitdt von FAP zu untersuchen. In Biopsien aus kolorektalen
Karzinomen konnte die FAP-vermittelte Degradation von Gelatin (in situ
Proteolyse) nachgewiesen werden, wahrend in Gewebsproben aus gesunder
Darmschleimhaut desselben Patienten wenig oder keine Aktivitat festgestellt
wurde (Park, 1999). Neben der Lokalisation der FAP-Expression auf
tumornahen Fibroblasten, lassen somit auch die proteolytischen Eigenschaften
von FAP in vitro und in situ auf eine Beteiligung am Invasionsgeschehen

epithelialer Tumoren schlieBen.



1.4. FAP als Zielstrukiur der Pharmakotherapie von Krebserkrankungen

Ein aktueller Ansatz die Tumorprogression zu hemmen, ist der Einsatz
pharmakologischer Inhibitoren gegen Matrixproteasen (Garin-Chesa, 1990). Die
bekannten Eigenschaften von FAP machen es zu einem geeigneten Zielprotein
fr die Pharmakotherapie von Tumorerkrankungen:

Aufgrund des spezifischen Vorkommens von FAP im reaktiven Tumorstroma
kénnten im Rahmen einer Therapie mit FAP-Inhibitoren maligne epitheliale
Tumoren und deren Metastasen beeinflusst werden, ohne dass
Nebenwirkungen auf die sonstige Gewebshomdstase zu erwarten sind. Das
konstante Expressionsmuster von FAP auf aktivierten Gewebsfibroblasten und
nicht etwa auf genetisch instabilen Tumorzellen macht eine langfristige Wirkung
von FAP-Inhibitoren ohne Resistenzentwicklung wahrscheinlich. Die
Lokalisation der FAP-positiven Fibroblasten in direkter Nachbarschaft zum
Endothel der Tumorkapillaren wirde die lokale Wirksamkeit von FAP-
Inhibitoren nach intravendser Applikation gewahrleisten (Welt, 1994).

1.5. Ziel der Arbeit

Zur Etablierung von FAP als Zielstruktur der Tumorinvasion ist die Definition der
Funktion von FAP in Zell-Matrix-Interaktionen und seine Beteiligung an der
Zellmigration notwendig.

In der vorliegenden Arbeit sollte zunachst die Expression und die Lokalisation
von FAP auf der Oberflache von FAP-positiven, fibroblastoiden Zellen
untersucht werden. Auf Grund der kollagenolytischen Aktivitdt von FAP in vitro
wurde der Frage nachgegangen, ob und wie sich das Expressionsmuster von
FAP bei Kollagenkontakt der FAP-positiven Zellen verandert. Die Darstellung
der Lokalisation von FAP im Vergleich zu B1-Integrinen sollte zeigen, ob FAP
Kontakt zu fibrillarem Kollagen, und somit rAumlichen Zugriff auf das Substrat
erhalt.

Das Hauptziel der Arbeit war, die Bedeutung von FAP fir die Zellmigration mit
Hilfe synthetischer FAP-Inhibitoren darzustellen. Es sollte geklart werden, ob



die Migration FAP-positiver Zellen in dreidimensionaler Kollagenmatrix durch
die Behandlung mit FAP-Inhibitoren gehemmt wird. Um den Mechanismus, mit
dem FAP an der Migration beteiligt ist, ndher zu definieren, wurde anschlieBend
der Einfluss von FAP-Inhibitoren auf die Kollagenkontraktion, die als Indikator
fir Zell-vermittelte Traktion und Matrixumbau wahrend der Zellmigration dient,
untersucht.



2. Material und Methoden

2.1. Reagenzien und Geréte

Die  verwendeten nicht transfizierten Zellen der  menschlichen
Fibrosarkomzelllinie HT1080 stammten von der American Type Culture
Collection (ATCC). Es wurden zwei HT 1080 Klone untersucht, die das humane
(Klon 33) oder das murine (Klon 13.8) FAP Gen Uberexprimierten. Beide Klone
wurden von Boehringer Ingelheim, Biberach a. d. Riss, zur Verflgung gestellt.
Als Kontrolle diente ein mit Leervektor transfizierter Klon (Klon Neomex). Prof.
Dr. Alex Stongin (The Burnham Institute, La Jolla, USA) GberlieB uns HT 1080
Zellen, die mit einem fir MT1-MMP kodierenden Konstrukt transfiziert waren
(Klon 23). Fir Versuche zur Kollagenkontraktion wurden GM 5387 Zellen
(humane Lungenfibroblasten, Boehringer Ingelheim) eingesetzt.

Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium (DMEM) (Flow Laboratories, VA, USA)
und 10%iges fetales Kélberserum (Hams F12, Boehringer Mannheim) wurde
zur Flussigkultur der Zellen verwendet. Neben Penicillin und Streptomycin
(Gibco BRL, Eggenstein-Leopoldshafen) wurde zur Selektion von
plasmidpositiven Zellen das Antibiotikum G418 (Calbiochem-Novabiochem
GmbH, Bad Soden) hinzugegeben. PBS und HEPES (Sigma, Deisenhofen)
dienten als Puffer.

Zur Herstellung des 3-D Matrixmodells wurde in 0,02M HCI geldstes
Rinderhautkollagen (Nutracon BV, Leimuiden, Niederlande) bezogen.

Nach Anférbung mittels Propidium lodid (Pl) wurden die Vitalitéat der Zellen mit
einem Durchflusszytometer (Becton-Dickinson) geprift. Auch die quantitative
Untersuchung der Oberflachenexpression der Zellen (siehe 2.4.1.) wurde
durchflusszytometrisch  durchgefiihrt.  Die  Oberflachenverteilung  der
exprimierten Proteine wurde mit einem konfokalen Mikroskop (Leica TC5-4D)
dargestellt.

Die Wirkungen des FAP-Inhibitors BIBX 1899 und der Kontrollsubstanz 1954

(beide von Boehringer Ingelheim) auf die Zellmigration wurde mittels



Mikroskopie und Videorecorder visualisiert und anschlieBend

computergesteuert ausgewertet.

2.2. Kultivierung der Zellen

Zur Analyse ihrer Viabilitdt und ihrer Oberflacheneigenschaften mittels
Durchflusszytometrie wurden die Zellen in Flissigkultur angeztichtet. Dagegen
wurden zur Darstellung der Oberflacheneigenschaften im konfokalen Mikroskop
und zur Funktionstestung hinsichtlich Migration und Kollagenkontraktion in 3-D
Kollagenmatrix kultivierte Zellen verwendet.

2.2.1. FlUssigkultur

Die Zellen wurden in einer 1:1 Mischung aus DMEM und Hams F12 zusammen
mit 200pg G418/ml angezichtet. Sofern nicht anders angegeben, wurden die
Kulturen bei 37°C in befeuchteter Luft mit einem CO,-Gehalt von 5% gehalten
und alle zwei oder drei Tage nach Ablésung mit Trypsin (100u) und 0,2mM
EDTA zentrifugiert und passagiert.

2.2.2. Einpolymerisation und Kultur der Zellen in dreidimensionalem Kollagen

Die Lésung des Rinderhautkollagens (750ul) wurde mit zehnfachem DMEM
(150ul) vermischt und mit 7,5%igem Natriumbikarbonat (50ul) auf einen pH-
Wert von 7,4 neutralisiert. Diese L6sung polymerisierte spontan 30 Minuten bei
37°C in einer selbst konstruierten Kammer. Zu 900ul dieser Kollagenlésung
wurden 750ul der Zellsuspension zugegeben. Die Endkonzentration betrug
1,7mg Kollagen/ml und 20.000 Zellen/100ul Endvolumen.
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2.3. Nachweis der Vitalitat der Zellen

Zur Bestimmung ihrer Vitalitdt wurden die Zellen im Durchflusszytometer auf
ihre GréBe (FSC), ihre Granulation (SSC) und die Intaktheit ihrer Membran
untersucht. Zellen mit nicht intakter Membran wurden mit einer PI-Losung
angefarbt, die bei einem pH von 7,4 in PBS mit einer Konzentration von 50ug
Pl/ml vorbereitet und bei einer Temperatur von 4°C aufbewahrt wurde. Die
Vitalitatsprifung wurde sowohl vor als auch nach Behandlung der Zellen mit der
Inhibitor- bzw. Kontrollsubstanzlésung durchgefiihrt.

2.4. Nachweis der oberflachlichen Expression von FAP

Um die Oberflacheneigenschaften der Zellen, speziell ihre Expression der
Oberflachenproteine  FAP und P1-Integrin, zu definieren, kamen die
monoklonalen, mit fluoreszierendem Isothiocyanat (FITC) konjugierten
Antikérper 4B4 (B1-Integrin spezifisch; Immunotech GmbH, Hamburg) und
3D11 (FAP-spezifisch; Dr. Rettig) zum Einsatz. Zur Kontrolle wurde die
unspezifische Fluoreszenz mit polyklonalen, FITC-konjugierten 1gG1
Antikérpern (Immunotech GmbH, Hamburg) im Medium sowie mit LRSC
(Lissamin Rhodamin B Sulfonylchlorid)-konjugierten, affinitatsbefreiten anti-
Maus IgG (Fab) Fragmenten der Ziege (Jackson Immuno Research Lab. Inc.-
Dianova, Hamburg) im Kollagen dargestellt.

AnschlieBend wurden die Zellen im Durchflusszytometer auf die Quantitat ihrer
FAP Expression Uberprift beziehungsweise die Oberflachenverteilung von FAP
und B1-Integrin konfokalmikroskopisch veranschaulicht.

2.4.1. Durchflusszytometrie

Zur Gegenuberstellung ihrer unterschiedlichen Oberflacheneigenschaften
hinsichtlich der FAP-Expression wurden die Zellen der verschiedenen Zellklone
unter Vermeidung von Trypsin - wegen moglicher Degradation von
Oberflachenproteinen - durch EDTA (2mM) in PBS von der Kulturplatte

11



abgeldst. Nach dreimaligem Waschen mit 10%igem FCS-haltigem PBS wurden
die Zellen zur Darstellung der unspezifischen Fluoreszenz mit unkonjugierten,
primaren, monoklonalen Antikérpern mit einer Konzentration von 10ug/ml fur 30
Minuten bei 4°C inkubiert und anschlieBend nach erneutem zweimaligem
Waschen mit polyklonalen, fluoreszierenden Antikérpern angefarbt. Die
unspezifische Fluoreszenz wurde mit der Fluoreszenz im Durchflusszytometer
nach Behandlung der Zellen mit 3D11 bzw. 4B4 verglichen. Die Methode der
Ablésung beeinflusst das Expressionsmuster der Oberflachenproteine nicht
(Maaser et al., 1999).

2.4.2. Konfokalmikroskopie

Um die Verteilung der Oberflachenproteine FAP-positiver Zellen im Kollagen zu
untersuchen, wurden die Zellen in Kollagen einpolymerisiert und far zwolf
Stunden bei 37°C kultiviert. Nach kurzem Abspilen mit vorgewarmtem DPBS
wurden die Zellen bei 37°C mit 4%igem Paraformaldehyd in DPBS Lésung
fixiert. Nach erneutem dreimaligen Waschen mit DPBS wurden die Zellen flr 45
Minuten bei Raumtemperatur mit monoklonalen, in PBS mit einer Konzentration
von 10ug/ml gelésten 3D11- oder 4B4-Antikdrpern in einer befeuchteten
Kammer inkubiert. Zur Darstellung der Hintergrundfluoreszenz wurden die
Zellen erneut gewaschen und mit LRSC-konjugierten, affinitatsgereinigten anti-
Maus IgG (Fab) Fragmenten der Ziege (1ug/ml) angeféarbt. AnschlieBend
wurden die Zellen mit einem konfokalen Leica TCS 4D Laserscaningmikroskop
(Objektiv 63x; NA 1,4) analysiert.

2.5. Nachweis der Wirkung des Inhibitors bzw. der Kontrollsubstanz

Die beiden zur Verflgung stehenden Stoffe BIBX 1899 und BIBX 1954, von
denen initial nicht bekannt war, bei welchem es sich um den Inhibitor bzw. die
Kontrollsubstanz handelt, wurden auf die Beeinflussung der Zellmigration und
der Kollagenkontraktion untersucht.
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2.5.1. Behandlung der Zellen mit Inhibitor bzw. Kontrollsubstanz

Um die Wirkungen des Inhibitors BIBX 1899 und der Kontrollsubstanz BIBX
1954 zu vergleichen, wurden jeweils Lésungen mit einer Konzentrationen von
10mM in 90%igem Methanol mit 1M HEPES bei einem pH von 7,4 vorbereitet,
auf unterschiedliche Konzentrationen verdinnt und mit Zellen im Kollagengel
Uber 24 Stunden inkubiert.

2.5.2. Nachweis der Migrationshemmung durch BIBX 1899

Um die Migration der mit der jeweiligen Substanz behandelten HT 1080 Zellen
zu quantifizieren, wurden das Wanderungsverhalten der Zellen mittels

Zeitraffervideomikroskopie beobachtet und computergesteuert ausgewertet.

2.5.2.1. Zeitraffervideomikroskopie der migrierenden Zellen

Nach Zugabe des Inhibitors oder der Kontrollsubstanz wurden die Bewegungen
der Zellen im Kollagen Uber 18 Stunden bei konstanten 37°C unter dem
Mikroskop mit 100facher Vergr6Berung mittels Videorecorder aufgenommen.
Sieben  Versuchsansatze  mit  unterschiedlichen Inhibitoren  bzw.
Konzentrationen, aber mit Zellen aus der identischen Zellkultur wurden
gleichzeitig unter je einem Mikroskop beobachtet. So wurde gewahrleistet, dass
unterschiedliches Migrationsverhalten nicht durch den Zustand der Zellkulturen,
sondern ausschlieBlich durch die Inhibitorwirkung bedingt war. Die
entstandenen  Filme wurden im Zeitraffer abgespielt, und das
Migrationsverhalten von je 30 Zellen pro Film computergesteuert analysiert. Die
beobachteten Zellen wurden zufallig, also unabhangig von Morphologie oder
Migrationspotential, ausgewahlt.
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2.5.2.2. Computerassistiertes Zelltracking

Flr jede untersuchte Zelle wurde die mittlere Geschwindigkeit Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum (,speed”) sowie die Geschwindigkeit aktiver
Phasen (abzlglich Migrationspausen) ermittelt (,velocity®). Weiterhin wurde in
15 Minuten-Intervallen der Prozentsatz der sich bewegenden Zellen definiert
(locomotion®). Die Migrationspfade der einzelnen Zellen wurden anhand der x-
und y-Position graphisch dargestellt. Fir jede Versuchsbedingung wurden
mindestens 3 unabhangige Versuche durchgefiihrt. Die Daten wurden mit dem
student-t Test flr unabhéngige Ereignisse ausgewertet. Unterschiede im
Migrationsverhalten wurden fr p< 0,05 als signifikant beschrieben.

2.5.3. Nachweis der FAP spezifischen Hemmung der Kollagenkontraktion
durch BIBX 1899

Um den Einfluss von FAP auf die Kollagenkontraktion zu untersuchen, wurden
in einer 1:1 Mischung aus DMEM und Hams F12 angezlchtete und mit
10%igem fetalem Kalberserum erndhrte GM 5387 Zellen in 24-Lochplatten zu
einer Kollagenlésung (vorbereitet wie in Kap. 2.2.2. beschrieben) gegeben.
Wieder wurde die zellhaltige Kollagenlésung mit unterschiedlichen
Konzentrationen des FAP-Inhibitors BIBX 1899 oder der Kontrollsubstanz BIBX
1954 oder mit 0,1%igem Methanol behandelt. Die von der Kollagenlésung
bedeckte Flache wurde digital erfasst und durch die Anzahl der Pixel
quantifiziert (NIH Image Software). Die Verkleinerung der Flache durch die
Kollagenkontraktion wurde Uber 96 Stunden dokumentiert. Die statistische
Auswertung wurde erneut mit Hilfe des student-t Tests bei einem
Signifikanzniveau von 5% durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

FAP ist eine Oberflachenprotease mit kollagenolytischer Aktivitat in vitro, die in
vivo spezifisch auf Fibroblasten in der Umgebung maligner epithelialer Tumoren
aufreguliert ist und an der Tumorprogression beteiligt sein kdnnte. Um die Rolle
von FAP bei der Tumorausbreitung naher einzugrenzen und so weitere
Aufschlisse Uber seine Eignung als Zielstruktur pharmakologischer Therapie zu
erhalten, wurden in der vorliegenden Studie funktionelle Untersuchungen zu
FAP durchgefahrt: FAP wurde auf seine Beteiligung an der Migration und am
Matrixumbau von FAP-positiven Zellen tberprift.

3.1. Expression und Verteilung von FAP an der Oberflache transfizierter HT
1080 Zellen

Zum Nachweis FAP-spezifischer Inhibitorwirkungen wurden fibroblastenartige
HT 1080 Fibrosarkomzellen eingesetzt. Es standen zwei unterschiedliche, stabil
transfizierte, FAP-positive HT 1080 Zellklone zur Verfigung, die FAP konstant
auf ihrer Oberflache exprimierten: Klon 33, der das humane FAP
Uberexprimierte, sowie Klon 13.8, der murines FAP exprimierte. Zu
Kontrollzwecken wurden die FAP-negativen, ebenfalls stabil transfizierten HT
1080 Zelllinien Klon Neomex und Klon 23 verwendet. Klon 23 Uberexprimierte
die membranstandige Matrix-Metalloprotease MT1-MMP, Klon Neomex war mit
einem Leervektor transfiziert. Zunachst wurde die FAP-Oberflachenexpression
auf den Zellen aller eingesetzten Zellklone im Medium und im Kollagen
untersucht. Weiterhin wurde die Verteilung von FAP auf der Zellmembran
dargestellt und mit Kollagenkontaktstellen verglichen.

3.1.1. Darstellung der Oberfldchenexpression mittels FACS

Um die FAP-Oberflaichenexpression der mit einem FAP-Gen transfizierten
Zellklone 33 und 13.8 zu beweisen, wurden die Zellen nach der Anzichtung im

Medium mit fluoreszierenden Antikérpern unterschiedlicher Spezifitdt behandelt
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und nach der Vitalitdtsprifung durchflusszytometrisch auf ihre Fluoreszenz
Uberpruft.

Bei allen Zellklonen ergab sich fir sekundare, polyklonale IgG1 Antikérper eine
geringe unspezifische Fluoreszenz als Negativkontrolle (Abbildung 1, linke
Spalte). Die stark positive Fluoreszenz nach Markierung von B1-Integrinen mit
dem anti-B1-Integrin Antikérper 4B4 diente als Positivkontrolle (Ergebnisse nicht
dargestellt). Die Mittelwerte der Fluoreszenzen nach Behandlung mit dem FAP-
spezifischen Antikdrper 3D11 (Abb. 1, mittlere Spalte) waren fur Klon 13.8 und
insbesondere Klon 33 deutlich héher als die unspezifische Fluoreszenz. Fir die
Klone Neomex und 23 war Kkein signifikanter Unterschied zwischen
unspezifischer und FAP-spezifischer Fluoreszenz festzustellen.

Durch die FACS-Ergebnisse konnte somit fir die Zellklone 33 und 13.8 eine
deutliche und stabile Oberflachenexpression von FAP nachgewiesen werden,
wahrend mit Klon 23 und Klon Neomex zwei FAP-negative Kontrollen zur

Verfligung standen.

3.1.2. Aufrequlation der Expression durch Kollagen

Die FAP-Expression der Klone 33 und 13.8 wurde auch nach der Kultur im 3D-
Kollagen Uberprift, um eine zuverlassige FAP-Oberflachenexpression fir die
Migrationsbedingungen in 3D Kollagenmatrices zu bestétigen.

Auch nach einer zwélfstiindigen Kultur im Kollagen exprimierten ausschlieBlich
solche Zellen FAP, die mit FAP-Gen tragenden Plasmiden transfiziert waren
(Abb. 1 F und [), wahrend Klon Neomex (Abb. 1 C) und Klon 23 (ohne
Abbildung) FAP-negativ blieben.

Die Fluoreszenzen der beiden FAP-positiven Zellklone waren nach der
Behandlung mit 3D11 im Kollagen signifikant héher als im Medium: der
Fluoreszenzmittelwert nahm fir Kl. 13.8 um 50% zu (Abb. 1 E und F), far KI. 33
versiebenfachte er sich (Abb. 1 H, lund L).

Zusammenfassend kam es nach konstitutiver Uberexpression in HT1080 Zellen
durch Kontakt zum Kollagen vor allem fir humanes, aber auch fir murines FAP

zu einer deutlichen Aufregulation der Oberflachenexpression.
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Abbildung 1: FAP-Expression im Medium und Aufregulation von FAP im Kollagen fiir die transfizierten
Zellklone KI. 33 und KI. 13.8 im Vergleich zu KI. Neomex und KI. 23. Die Daten zeigen den Mittelwert der
Huoreszenz, nachdem die Zellen mit EDTA gelést, gewaschen und mit IgG1 (sekundérer Ak) bzw. 3D11 (FAP)
gefarbt wurden. Von der Messung wurden abgestorbene (Pl-positive) Zellen ausgeschlossen. Die unspezifische
Huoreszenz fir Zellen aus Kollagen unterschied sich nicht von den Mediumkontrollen (ohne Abbildung). Im
Diagramm L wurde zur Verdeutlichung der FAP-Aufregulation nach Kultur in 3D-Kollagenmatrices fir K. 33 die
unspezifische Fluoreszenz im Kollagen (rot), den 3D11 Fluoreszenzen im Medium (schwarz) und im Kollagen (griin)
gegenUbergestellt.




3.1.3. Kolokalisation von FAP mit B1-Integrinen an Zell-Matrix-Kontaktstellen

migrierender Zellen

Um zu kléaren, ob die Lokalisation von FAP an der Zelloberflache in rdumlichen
Kontakt zu Kollagenfasern, also an das Substrat von FAP tritt, wurden
HT1080/33 Zellen im Kollagen konfokalmikroskopisch untersucht. Hierzu
wurden neben FAP auch p1-Integrine als Kollagenrezeptoren an der
Zelloberflache dargestellt, sowie die Kollagenfasern selbst mittels
Reflexionskontrast dreidimensional rekonstruiert.

Flr spindelférmige bipolare, also zum Fixierungszeitpunkt wahrscheinlich nicht
migrierende Zellen (Abb. 2 A) zeigte sich, insbesondere in direkter Nahe zu
Kollagenfasern, Koclustering und eine teilweise Kolokalisation von FAP und B1-
Integrin. Die bevorzugte Lokalisation von FAP und B1-Integrin an den Polen der
jeweils polarisierten Zellen war wahrend der Migration (Abb. 2 B) noch
deutlicher zu erkennen als fir nicht migrierende Zellen. Am in
Wanderungsrichtung hinteren Pol wurde deutlich mehr FAP-Expression als am
vorderen nachgewiesen und kleine Mengen wurden vom Hinterende der Zelle
ausgehend an Matrixfasern haftend deponiert.

Die besonders stark an den Polen der Zellen vorhandene Kolokalisation von
FAP und B1-Integrin sprach dafir, dass FAP sein physiologisches Substrat

Kollagen topographisch erreicht.
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Abbildung 2: Konfokalmikroskopische Detektion der Oberflachenproteine einer nicht migrierenden (A)
und einer in Pfeilrichtung migrierenden (B) Zelle des K. 33 in der 3D Kollagenmatrix. Nach Anférbung mit
3D11 (FAP, rat) und 4B4 (B1-Integrin, griin) wird die Kolokalisation (gelb) deutlich. In A3 und B3 wurde die 3D
Kollagenmatrix mittels Reflexionskontrast (grau) dargestellt.
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3.2.  Wirkung der Inhibitoren

Die Wirkung des FAP-Inhibitors BIBX 1899 (und der chemisch &hnlichen
Kontrollsubstanz BIBX 1954) auf die Migration von HT1080 Zellen und die
Kollagenkontraktion von GM5387 Fibroblasten wurde analysiert um die
funktionelle Beteiligung von FAP am Matrixumbau wahrend der Zellmigration

aufzuzeigen.

3.2.1. Dosisfindung einer nicht toxischen FAP- Inhibitorkonzentration fir in vitro

Langzeitversuche

Zur Dosisfindung wurden zunachst mittels Propidiumiodid (Pl) die
Auswirkungen unterschiedlich konzentrierter Lésungen des Inhibitors bzw. der
Kontrollsubstanz auf die Vitalitat der Zellen untersucht.

Nach der Behandlung mit dem FAP-Inhibitor BIBX 1899 waren maximal 6% der
Zellen Pl-positiv (Abb. 3 A), wéhrend in der Negativkontrolle mit dem
Lésungsmittel MeOH keine Pl-positiven Zellen nachweisbar waren. Fr
zunehmende Konzentrationen des FAP-Inhibitors bestand keine vermehrte
Toxizitat. Die Kontrollsubstanz (Abb. 3 B) war starker toxisch und wies bei
steigenden Konzentrationen eine Zunahme der Pl-positiven Zellen bis zu einem
Anteil von etwa 16% bei 50mM BIBX 1954 auf.

Die Migrationsversuche wurden aufgrund des insgesamt vergleichbaren
Toxizitatsprofil flr beide Substanzen zeitgleich durchgefiihrt. Nach Inkubation
mit steigenden Konzentrationen bis 50 uM beider Substanzen zeigte sich kein
erkennbarer zunehmender Zellzerfall (visuelle Auswertung der Filme; vgl.
3.2.2.1.1.). Neben Zellen von Klon 33 wurden auch die Zellen der anderen
verwendeten Klone in identischen Versuchsanordnungen auf ihre Vitalitat nach
Inhibitorbehandlung Uberprift. Es ergaben sich hier {bereinstimmende
Ergebnisse, die nicht abgebildet sind.

Mit BIBX 1899 und BIBX 1954 standen somit ein FAP-Inhibitor und eine
Kontrollsubstanz far funktionelle Untersuchungen zur Verflgung, die bis zu

einer  Konzentration von  50uM nur  gering  toxisch  waren.
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Abbildung 3: Logarithmische Aufzeichnung der Fluoreszenz von KI. 33 Zellen nach Behandlung mit
unterschiedlichen Konzentrationen des FAP-Inhibitors BIBX 1899 bzw. der Kontrollsubstanz BIBX 1954 und
anschlieBender Farbung mit Propidium lodid (x-Achse). Zur Kontrolle sind zwei Ergebnisse nach MeOH-Behandlung
dargestellt (Negativkortrolle). Die Prozentangaben geben den Anteil der Pl-negativen, also vitalen Zellen an. Die
FSC-Huoreszenz (y-Achse) beschreibt die ZellgroBe.
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3.2.2. Bedeutung des FAP fir die Migration

Das Wanderungsverhalten FAP-positiver und FAP-negativer Zellen im Kollagen
wurde nach Behandlung mit dem FAP-Inhibitor BIBX 1899 bzw. der
Kontrollsubstanz BIBX 1954 mittels Videomikroskopie visualisiert und
anschlieBend computergesteuert ausgewertet, um eine mdgliche Beteiligung

von FAP an der Zellmigration in vitro zu erfassen.

3.2.2.1. Dosisabhingige Migrationshemmung von FAP-positiven Zellen durch
BIBX 1899

Die Migrationspfade und die Migrationsgeschwindigkeit der FAP-positiven
Zellen nach Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen des FAP-
Inhibitors zeigten eine dosisabhangige Hemmung der Zellmigration.

3.2.2.1.1. Verklirzung der Migrationspfade

Die Lange der Migrationspfade von 30 beliebig ausgewahlten Zellen nahm nach
Behandlung mit BIBX 1899 dosisabhangig ab (Abb. 4). Wahrend der von den
Zellen zurickgelegte Weg nach Behandlung mit 2,5uM BIBX 1899 nur
unwesentlich kirzer war als nach Behandlung mit der Kontrollsubstanz MeOH,
verkirzten sich die Migrationspfade bei FAP-Inhibitorkonzentrationen von 10uM
und 50uM zunehmend.

Da die Léange der Migrationspfade mit der Migrationseffizienz positiv korreliert
und nicht von zunehmender Toxizitat des Inhibitors tGberlagert war, wies dieser
Befund auf eine dosisabhangige Hemmung der Migration FAP-positiver Zellen
durch den FAP-Inhibitor hin.
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Abbildung 4: Migrationspfade im Kollagen von jeweils 30 zuféllig ausgewahlten HT1080/33 Zellen nach
Behandlung mit unterschiedlichen Konzentrationen des FAP-Inhibitors BIBX 1899 bzw. MeOH (L8sungsmittel)
Uber einen Beobachtungszeitraum von 18 Stunden. Die Pfade sind im Migrationsfeld ortotopisch korrekt abgebildet.
Fortsetzung siehe néchste Seite.
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3.2.2.1.2. Verringerung der Migrationsgeschwindigkeit

Die gewonnenen Daten wurden quantifiziert, um so die Veranderungen im
Migrationsverhalten zu objektivieren. Neben der zurlickgelegten Strecke wurde
die Migration durch drei weitere Werte charakterisiert, die den Zellen zu festen
Zeitpunkten in regelmaBigen Abstédnden zugeordnet wurden: ,locomotion” gab
den Anteil der Zellen an, die sich zum jeweiligen Zeitpunkt bewegten, ,velocity*
stand fir die mittlere Geschwindigkeit der migrierenden Zellen und ,speed*
bezeichnete die durchschnittiche  Geschwindigkeit der gesamten
Zellpopulation, einschlieBlich ruhender Zellen.

Die Migrationsgeschwindigkeit ,speed® von FAP-positiven HT1080/33 Zellen
nahm mit zunehmender Konzentration des FAP-Inhibitors BIBX 1899
kontinuierlich ab (Abb. 5 A und C). Nach der Behandlung mit 50uM BIBX 1899
bewegten sich die Zellen ungefahr finfmal langsamer fort als nach der
Behandlung mit den Kontrollsubstanzen MeOH (helle Punkte in Abb. 5 A) bzw.
BIBX 1954 (Abb. 5 B und C). Fir BIBX 1954 war bis 50uM kein signifikanter
Einfluss auf die Wanderungsgeschwindigkeit der Zellen zu erkennen.

Da neben ,speed” bei ansteigender Inhibitorkonzentration auch die Werte von
wvelocity® und ,locomotion“ sanken (ohne Abbildung), lag der verringerten
Migrationsgeschwindigkeit eine Wirkung von BIBX 1899 auf alle Zellen
zugrunde. Der Effekt setzte unmittelbar nach der Behandlung ein und blieb tber
den Beobachtungszeitraum von 18 Stunden erhalten (Abb. 5 A).
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Abbildung 5: Migrationsgeschwindig-
keit ,speed“ von HT1080/33 Zellen
nach Behandlung mit Inhibitor BIBX
1899 bzw. Kontrollsubstanz BIBX
1954,

In den Abbildungen A (BIBX 1899) und B
(BIBX 1954) wurde jeweils fur einen
Zeitraum von 15 Mnuten die durch-
schnittliche  Migrationsgeschwindigkeit
ermittelt.

Abbildung C gibt die durchschnittliche
Mgrationsgeschmindigkeit  der  Zell-
population (=3, 90 unabhangige
Versuche) Uber den  gesamien
Beobachtungszeitraum von 18 Stunden
in Abhangigkeit von der Konzentration
beider Wirkstoffe an.



3.2.2.2. Selektivitit der Wirkung fir FAP-positive Zellen

Um die FAP-Spezifitdt der durch BIBX 1899 erzielten Migrationshemmung zu
bestatigen, wurde der Einfluss des Inhibitors auf die Migration des Zellklons
HT1080/13.8, der murines FAP exprimierte, sowie zweier FAP-negativer
HT1080 Klone (Neomex und 23) Gberpruft.

Die Halbierung der durchschnittlichen Migrationsgeschwindigkeit von
HT1080/13.8 Zellen nach Behandlung mit 50 uM BIBX 1899 (Abb. 6) entsprach
ebenfalls einer signifikanten Migrationshemmung. Der im Vergleich zu Klon 33
etwas schwéachere Effekt kdnnte durch die niedrigere FAP-Expression in Klon
13.8 (sieche Kapitel 3.1.2.) oder auch durch unterschiedliche
Aminosauresequenzen von murinem und humanem FAP, die nur zu 89%
identisch sind (Niedermeyer et al., 1998), bedingt sein.

BIBX 1899 hatte keinen signifikanten Einfluss auf das Wanderungsverhalten
der FAP-negativen Zellklone HT1080/Neomex und HT1080/23. HT1080/23
exprimierte die membranstandige Protease MT1-MMP, nicht jedoch FAP. Somit
konnte eine unspezifische Wirkung des FAP-Inhibitors auf HT1080 Zellen, z. B.
durch Interferenz mit anderen Oberflachenmolekillen oder latente Toxizitat, als
Ursache der Migrationshemmung ausgeschlossen werden.
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Abbildung 6: Durchschnittliche Migra-
tionsgeschwindigkeit [am/min]  von
0.1 | Zellen der verschiedenen HT 1080 Klone
Uber 18 Stunden in Abhangigkeit von der
Konzentration [uM] des Inhibitors BIBX
1899. Zellen des Klons 33 zeigen eine
geringere Basisntilitédt als die Ubrigen
Zellen.
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3.2.3. Hemmung der Kollagenkontraktion durch FAP-Inhibitor BIBX1899

Die Beteiligung von FAP an der Migration von HT1080 Zellen wie auch dessen
Kolokalisation mit Fokalisierung an Zell-Matrix Kontakten lieBen auf eine aktive
Rolle von FAP bei adhasiven und/oder proteolytischen Prozessen schlieBBen.
Insbesondere koénnte eine Funktion wahrend des Um- und Abbaus von
Kollagen vorliegen. Um den Wirkmechanismus von FAP auf die Migration naher
zu definieren, wurde der Einfluss des FAP-Inhibitors auf die Kollagenkontraktion
durch FAP-positive Fibroblasten (GM5387 Zellen) untersucht. Die Viabilitat der
Zellen zeigte in Kontrollversuchen hier keine Unterschiede und war nicht
beeintrachtigt (ohne Abbildung).

Mit Inhibitorkonzentrationen von 10 und 30uM wurde eine vollstandige
Hemmung der Kontraktion des Kollagens erzielt, wahrend geringere
Konzentrationen von BIBX 1899 zu keiner Hemmung der Kontraktion im
Vergleich zu den Kontrollsubstanzen BIBX 1954 und dem L&sungsmittel MeOH
fOhrten (Abb. 7 A). Zur Quantifizierung der Kollagenkontraktion wurde die
GroBe der von Kollagen bedeckie Flache Uber 96 Stunden dokumentiert
(Abbildung 7 B). Wéahrend die Ausdehnung der Flache unter dem Einfluss von
10uM BIBX 1899 nur geringfligig abnahm, hatten die Kontrollsubstanzen MeOH
bzw. BIBX 1954 der gleichen Konzentration keine signifikante Auswirkung auf
die Verkleinerung der Flache durch Kollagenkontraktion.

Die durch den FAP-Inhibitor verringerte Kapazitdt zum Umbau der
Kollagenmatrix lieB eine Beteiligung von FAP an der Stabilitdt von Zell-Matrix-
Kontakten bzw. der zelluldre Kontraktilitat vermuten.
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4. Diskussion

Flr das in vivo spezifisch in der Umgebung epithelialer Tumoren exprimierte
Protein FAP konnte nachgewiesen werden, dass es als Oberflachenprotease
an Zell-Matrix-Kontakten vorliegt, zum Matrixumbau beitragt und die Migration
FAP-positiver, fibroblastoider HT1080 Zellen férdert. Ein spezifischer Inhibitor
der Enzymfunktion, nicht jedoch eine strukturverwandte Vergleichssubstanz,
hemmt die Zellmigration von FAP-positiven HT1080 Zellen sowie die
Kollagenkontraktion von GM5387 Zellen. Diese Befunde weisen auf die
Eignung von FAP als Zielstruktur einer mdglichen Pharmakotherapie von
Tumorerkrankungen hin. Zur weiteren Charakterisierung des
Beteiligungsmechanismus von FAP an der Tumorzellausbreitung sowie dem
Nachweis der Effizienz des Inhibitors in vivo sind weitere Versuche in einem
Mausmodell notwendig.

4.1. Lokalisation von FAP als Oberflichenprotease

Mehrere untersuchte Parameter zeigen eine Beteiligung von FAP am Umbau
fibrillaren Kollagens und an der Migration von fibroblastoiden HT1080 Zellen in
3D Kollagenmatrices: (a) die Aufregulation und Stabilisierung von FAP auf der
Oberflache migrierender HT1080 Zellen im Kollagen (Kap. 3.1.2.); (b) die
Kolokalisation (,Clustering”) von FAP mit B1-Integrinen an zellularen Kontakten
mit Kollagenfasern (Kap. 3.1.3.); (c) die durch den FAP-Hemmstoff BIBX 1899
erzielte Inhibition der Zellmigration (Kap. 3.2.2.); (d) die Hemmung der
Kollagenkontraktion durch den FAP-Inhibitor BIBX 1899 (Kap. 3.2.3.) und somit
des Kollagenumbaus.

Im Gegensatz zu zahlreichen anderen in der Umgebung von Tumoren
identifizierten Proteinen, die haufig in 16slicher Form oder als inaktive Vorstufen
exprimiert werden, ist FAP in aktiver Form auf der Oberflache von Fibroblasten
lokalisiert. Die Oberflachenexpression und  —lokalisation wurde
durchflusszytometrisch (Kap. 3.1.1. und 3.1.2.) wie auch konfokalmikroskopisch
(Kap. 3.1.3.) dargestellt. FAP war insbesondere auf wandernden Zellen mit B1-
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Integrinen, die den wichtigsten Kollagenrezeptor a2B1 einschlieBen, benachbart
und in geclusterter Form an Zell-Matrix-Kontakten kolokalisiert.

Mehrere Befunde legen nahe, dass Funktionen von FAP an dessen fokale
Kolokalisation mit Kollagenrezeptoren gebunden sind: die Aufregulation von
FAP nach Kultur und Zellmigration in Kollagenmatrices (Kap. 3.1.2.) lasst eine
Oberflachenstabilisierung vermuten, da FAP auf HT1080 Zellen, die mit dem
FAP-Gen transfizierten wurden, ohne weitere transkriptionelle Regulation
konstitutiv exprimiert wird.

Auch die Hemmwirkung des FAP-Inhibitors auf die Kollagenkontraktion (Kap.
3.2.3.) ist méglicherweise durch die topographische Nahe von FAP und B1-
Integrinen erklarbar. Die verminderte Matrixkontraktion nach der Behandlung
mit BIBX 1899 kénnte durch dessen Hemmung der Integrin-vermittelten
Kraftlbertragung bedingt sein. Alternativ kénnte FAP selbst eine adhasive
Kraftlbertragung vermitteln, die der Inhibitor abschwacht. SchlieBlich kénnte
eine abgeschwachte proteolytische Aktivitdt zu einem verringerten Umbau des
Kollagens flhren. Die Hemmung der Kollagenkontraktion durch den FAP-
Inhibitor stellt eine spezifische, nicht toxische Beeinflussung einer komplexen
Zellfunktion dar und legt die therapeutische Erreichbarkeit von FAP durch den
Wirkstoff nahe.

Zusammenfassend sprechen diese Befunde flr die direkte oder indirekte
Beteiligung von FAP an adhé&siven Kontakten zu Kollagenfasern. Auch MT1-
MMP, eine transmembrane Kollagenase der MMP-Familie mit einem dem FAP
ahnlichen Substratprofil, kolokalisiert mit B1-Integrinen an Zell-Matrix-
Interaktionen migrierender HT1080 Zellen wund vermittelt fokalisierte,
kontaktabhangige Kollagenolyse (Wolf et al., 2003). Die gezeigte Fokalisierung
von FAP an Zellkontakten mit Kollagenfasern auf wandernden Zellen spricht far
eine mogliche Beteiligung von FAP am Kollagenab- und umbau wahrend der
Migration. Dies stellt eine potentielle Funktion dar, Uber die FAP die
Zellmigration beeinflusst.
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4 2. Beteiligung von FAP an der Migration

Der Einfluss von FAP auf die Migration FAP-positiver fibroblastenartiger
HT1080 Zellen im dreidimensionalen Kollagen wurde mittels selektiver
Migrationshemmung durch den FAP-spezifischen Inhibitor BIBX 1899
nachgewiesen, wahrend die strukturahnliche Kontrollsubstanz BIBX 1954 die
Migration nicht verénderte (Kap. 3.2.2.). Der Effekt war dosisabhangig. Die flr
eine optimale Hemmwirkung bendtigte Konzentration von BIBX 1899 war
unerwartet hoch, mdglicherweise aufgrund von Absorption des Inhibitors durch
die Kollagenfasern, hatte aber dennoch, wie alle verwendeten Konzentrationen,
keine dosisabhangige zytotoxische Wirkung.

Auch wenn eine vodllige Inhibition der Migration selbst mit noch hdéheren
Konzentrationen nicht méglich war, zeigt dieser Befund, dass FAP-vermittelte
Effekte einen wichtigen Ko-Faktor der Zellmigration darstellen. Kontrollzellen
(HT1080/Neomex) mit ansonsten &hnlichen migratorischen Eigenschaften, die
allerdings FAP nicht Uberexprimierten, sowie HT1080 Zellen, die MT1-MMP
Uberexprimierten (HT1080/23), wurden durch BIBX 1899 nicht beeinflusst. Hier
kann das Fehlen der FAP-vermittelten Proteolyse und ihre promigratorischen
Effekte wahrscheinlich durch andere Proteasen (z.B. MMPs) kompensiert
werden.

Diese Befunde wurden an FAP-exprimierenden Fibrosarkomzellen in vitro
erhoben. In vivo hingegen wird FAP in der Regel auf Fibroblasten des
Tumorstromas und nur selten von den Tumorzellen selbst exprimiert. Dennoch
ist eine Beglnstigung der Migration von Tumorzellen und damit der
Metastasierung von Karzinomen durch FAP-vermittelten Matrixumbau denkbar:
FAP-positive  Fibroblasten kénnten durch Kollagenolyse proteolytische
Matrixtrassen entlang ihrer Migrationspfade bilden, die von anderen Zellen, so
auch von FAP-negativen Tumorzellen, zur Bewegung und Positionierung
genutzt werden (Abb. 8).

Ob FAP tatsachlich die Ausbreitung epithelialer Tumoren in vivo entscheidend
férdert und ob die Tumormetastasierung durch FAP-Inhibitioren hemmbar ist,

bleibt offen und muisste im Tierversuch und in multizellularen In-vitro-Modellen
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weiter untersucht werden. Alternativ kdnnten andere Proteasen einen
Funktionsverlust von FAP kompensieren und eine therapeutische Kombination
von FAP-Inhibitoren und anderen, wie z.B. MMP-Inhibitoren erfordern.
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Abbildung 8: Konzept von der Foérderung der Tumorzellinvasion durch FAP-positive Fibroblasten.
Generierung eines FAP-vermittelten, proteolytischen Matrixdefeketes, der von FAP-negativen Tumorzellen zur
Migration genutzt wird.

4.3. Ausblick: FAP als Zielstruktur der Pharmakotherapie

Neue Phase-I-Studien mit FAP-spezifischen monoklonalen Antikérpern
(Sibrotuzumab) liefern weitere Informationen tGber FAP. Sibrotuzumab reicherte,
auch bei wiederholter Gabe, FAP-selektiv in der Umgebung epithelialer
Tumoren an (Scott et al., 2003). Unabh&ngig von dem fehlenden Nachweis der
biologischen Wirkung von Sibrotuzumab legen diese Ergebnisse nahe, dass
FAP als Kandidatenprotein der Pharmakotherapie von Tumorerkrankungen
spezifisch und konstant in der Umgebung epithelialer Tumoren exprimiert wird
und fir intravends verabreichte hochmolekulare Substanzen erreichbar ist.
Gelingt es in Mehrzellen- und Mausinvasionsmodellen durch FAP-Inhibitoren
die Migration und damit die Ausbreitung epithelialer Tumorzellen zu hemmen,
stellt FAP auch hinsichtlich seiner funktionellen Bedeutung eine geeignete
Zielstruktur der pharmakologischen Tumortherapie dar.
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5. Zusammenfassung

Das Fibroblasten-Aktivierungs-Protein (FAP) ist eine Oberflachenprotease mit
kollagenolytischer Aktivitét in vitro, die in vivo spezifisch von Fibroblasten in der
Umgebung maligner epithelialer Tumoren in der Phase der Invasion und
Disseminierung aufreguliert wird. Da Matrixproteasen durch proteolytischen
Umbau extrazellularer Matrix zu Invasion und Metastasierung von Tumoren
beitragen, stellen sie interessante Zielstrukturen fur die Pharmakotherapie von
Tumorerkrankungen dar. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der
Lokalisation und der Funktion von FAP in migrierenden fibroblastoiden HT1080
Fibrosarkomzellen, die FAP Gberexprimierten.

FAP war in Zellen, die durch 3D Kollagenmatrices migrieren, an Zellkontakten
zu Kollagenfasern geclustert, mit B1-Integrin kolokalisiert (Konfokalmikroskopie)
und wurde im Verlauf der Kultur auf der Zelloberflache aufreguliert bzw.
stabilisiert (Durchflusszytometrie). Ein spezifischer FAP-Inhibitor BIBX1899,
nicht jedoch die strukturhomologe Kontrollsubstanz BIBX 1954, flhrte zu einer
subtotalen Inhibition der Zellmigration (Zeitraffervideomikroskopie und
Zelltracking). Die Inhibition der Motilitdt war nicht toxisch, dosisabhangig,
spezifisch fur FAP-exprimierende Zellen und in der gesamten Zellpopulation
nachweisbar. Die Inhibition von FAP flhrte dariber hinaus zu einer
spezifischen, dosisabhdngigen Hemmung der Matrixverdichtung und
Kontraktion von Kollagenmatrices  durch FAP-positive humane
Lungenfibroblasten (GM 5387).

Die Befunde zeigen eine Fokalisierung von FAP an Bindungsstellen zu
Kollagenfasern, eine Beteiligung an kontraktilen Zell-Matrix Interaktionen und
der Zellbewegung in komplexen 3D Matrixkulturen. Somit konnte belegt
werden, dass FAP als Zielmolekdl fur die Hemmung dynamischer Zell-Matrix-
Interaktionen mit spezifischen FAP-Inhibitoren geeignet ist.
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7. Verzeichnis der verwendeten Abkilirzungen

Ala Alanin

ATCC American Type Culture Collection
DFP Diisopropylfluorophosphat

DPP Dipeptidylpeptidase

DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium
DPBS Dulbeccos PBS

ECM Extracellulare Matrix

EDTA Ethylene Diamine Tetraacetic Acid
Fab Fragment antigen binding

FAP Fibroblasten-Aktivierungs-Protein
FACS Flow Analysis of Cell Scatter

FITC Fluoresierendes Isothiocyanat

FL Fluoreszenz

FSC Forward Scatter

HEPES N-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-N-2-Ethansulfat Saure

lgG Immunglobuline der Klasse G

KI. Klon

LRSC Lissamin Rhodamin B Sulfonylchlorid
MMP Matrix-Metalloprotease
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