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Einleitung

1. EINLEITUNG

Der Prozess malignen Tumorwachstums und die Metastasierung beinhalten eine komplexe
Kaskade von Ereignissen. Bei Krebszellen ist das Gleichgewicht zwischen Teilung und
Absterben im Zellverband gestort. Die meisten Tumore stammen von einer einzigen oder
wenigen aberranten Zellen ab, deren Erbgut genetisch verdndert ist (Initiation). Die
Vermehrung dieser entarteten Zellen geht oftmals einher mit der Selektion und klonalen
Entwicklung prianeoplastischer Zellpopulationen. Um am Ende Metastasen zu bilden, miissen
Krebszellen sich vom Primédrtumor abldsen, korpereigene Sperren wie Basalmembranen
durchdringen, durch fremdes Gewebe wie die Extrazellulirmatrix (EZM) wandern, in Lymph-
oder Blutgefile ein- bzw. auswandern, sich in anderen Organen ansiedeln und sich dort
schlieBlich vermehren (Hanahan und Weinberg, 2000; Chambers et al., 2002; Fidler, 2003).
Viele dieser Schritte werden erst dadurch moglich, dass die Tumorzellen eine verdnderte
Féahigkeit zur Adhdsion mit Nachbarzellen und der Extrazelluldrmatrix (EZM) entwickeln
(Albelda, 1993; Felding-Habermann et al., 2001).

Ob ein Tumor als gut- oder bosartig eingestuft wird, hingt von der Neigung dieser entarteten
Zellen ab, in gesundes Gewebe einzuwandern und dort Tochtergeschwiilste zu bilden. Die
Bildung von Metastasen in anderen Organen ist bei 90% aller Tumorpatienten letztlich die
Todesursache (Chambers et al., 2002). Das Verstdndnis der molekularen Mechanismen von
Tumorinvasion und Metastasierung, einschlieBlich der Mechanismen der Interaktion von
Tumorzellen mit der EZM, ist deshalb Voraussetzung fiir die Entwicklung ,,anti-invasiver*
oder ,anti-metastatischer Therapieformen. Es wird angenommen, dass die
Adhisionsrezeptoren und Glycokonjugate der Zelloberfliche eine wichtige Rolle bei
invasiven Tumoren spielen, weil sie als Kontaktstelle und Kommunikationsbasis zwischen
Tumorzelle und ihrer Umgebung dienen (Fuster und Esko, 2005; Park et al., 2006;
Sasisekharan et al., 2006; Stupp und Ruegg, 2007).

1.1. Struktur und Funktion von adhisiven Bestandteilen der Zelloberfléichen

1.1.1. Integrine

Die Zellinvasion bzw. Zellmigration wird iiber die Adhdsion an andere Zellen oder EZM
durch Zelloberflichenrezeptoren vermittelt (Huttenlocher et al., 1995; Hood und Cheresh,
2002; Danen et al., 2005; Chan et al., 2007). Adhédsionsrezeptoren werden in Cadherine,
Selektine, Mitglieder der Immunglobulin-Superfamilie, Integrine und Proteoglycane
unterteilt. Als wichtigste Gruppe von Rezeptoren fiir die Vermittlung von Zell-EZM-
Adhidsionen und der Zellmigration gelten Integrine, die zusammen mit den

Oberflachenglycanen die zentralen Untersuchungsobjekte dieser Dissertation darstellen.
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integrin

ECM

B Kollagen Rezeptoren

Q Leukozytenspezifische
o 2 @ Rezeptoren
() 7)

EGD-Rezeptoren

Laminin Rezeptoren

Abbildung 1. Schematische Darstellung der Zell-Matrix-Interaktion, bei der die Integrine die Matrix mit dem
Zytoskelett verbinden (A); Ubersicht Integrinfamilie (B), modifiziert nach Hynes, 2002, RGD, Aminos&ure-
Reihenfolge Arginin-Glycin-Asparaginsaure.

1.1.2. Integrinstruktur und -funktion

Integrine sind heterodimere, transmembrane Glycoproteine, die jeweils aus nicht kovalent
miteinander verkniipften o~ und B-Untereinheiten aufgebaut sind (Hynes et al., 1992, Abb.
1A). Aus den bisher beschriebenen 18 o- und 8 B-Ketten setzen sich mindestens 24
verschiedene Integrine mit unterschiedlicher Substratspezifitit zusammen (Hynes, 2002)
(Abb. 1B). Der globuldre Kopf am N-terminalen Ende des Integrins ragt in den extrazelluldren
Raum hinaus und kann dort Bindungen, beispielsweise mit der EZM, eingehen. Im
Zellinneren am C-terminalen Ende kommt es iiber Adaptermolekiile zur Bindung an das
Aktinzytoskelett bzw. iiber Signalmolekiile zu Anderungen in der Genexpression. Bindungen
am N- oder C-terminalen Ende fithren zu Verédnderungen in der strukturellen Konformation.

Diese Konformationsdnderungen werden iiber die transmembranidre Domédne auf das jeweils
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andere Ende des Integrinmolekiils iibertragen und sind Teil der ,inside-out signaling’- sowie
der ,outside-in-signaling’-Kaskade (Liu et al. 2000; Hynes, 2002; Arnaout et al., 2007) (diese

Signalwege werden ausfiihrlich unter 1.1.3. und 1.1.4. erldutert).

1.1.3. Extrazellulire Doméne: Bindung an die EZM und ,outside-in signaling’

Integrine binden extrazelluldre Liganden mittels ihres globuldren Kopfes, der aus jeweils
einem Teil der a- und B-Kette besteht (Arnaout, 2002). Die a-Kette vieler Integrine bildet
dazu 7 homologe B-Faltblitter aus, die sich in Form einer siebenblittrigen B-Propellerdoméne
zusammenlagern. Zwischen dem zweiten und dritten Faltblatt der a-Kette befindet sich in
einigen Integrinen eine ca. 180 Aminosduren lange I-Doméne in sog. Rossmann-Faltung, bei
der hydrophile oa-Helices ein zentrales hydrophobes [-Faltblatt umlagern (Takagi und
Springer, 2002). Substratspezifitit und -bindung werden durch die I-Domine vermittelt. Die
[-Doméne enthilt Sie weiterhin eine als MIDAS (Metal Ion-Dependent Adhesion Site)
bezeichnete Bindungsstelle fiir divalente Kationen, die sich auf Affinitit und Spezifitdt der

Ligandenbindung auswirkt.

Die B-Kette dagegen beinhaltet am N-Terminus eine der I-Doméne nur schwach dhnelnde I-
like-Doméne (Shimaoka et al., 2002). Die dreidimensionale Struktur, die aus der [-Doméne
der a-Kette und der I-like-Doméne der B-Kette gebildet wird, ist die Bindungsstelle fiir
Liganden (Shimaoka et al., 2002). Die Bindung an EZM-Proteine, z.B. Kollagen, Fibronectin
und Vitronektin, wird durch B1- und B3-Integrine in Kombination mit verschiedenen o-
Ketten vermittelt, wihrend die anderen Integrin-Subtypen weitere Liganden auf Zellen oder in

Basalmembranen binden.

Nach der extrazelluldren Ligandenbindung werden Signale ins Zellinnere {ibermittelt, die zur
Rekrutierung einer Vielzahl von Signalmolekiilen wie Kinasen und Aktin bindenden
Adapterproteinen wie Talin, Paxillin, Tensin und a-Actinin an die zytoplasmatische [3-
Integrin-Doméne flihren (outside-in-signaling). Dadurch werden Signale an das Aktingeriist
im Zellinneren {bermittelt, die neben Genexpression, Proliferation und zelluldrer
Differenzierung die Reorganisation des Zytoskeletts bewirken (Takagi et al., 2002; Tadokoro
et al., 2003; Ginsberg et al., 2005).

1.1.4. Zytoplasmatische Domiine: Aktivierung und Signaltransduktion (,inside-out
signaling’)

Zur Signalgebung aus der Zelle nach aulen (inside-out signaling) binden Adapterproteine wie

Talin an das Aktingeriist. Dies hat eine erhohte Integrin-Ligand-Bindungsaffinitit,

Integrinaggregation, Zelladhésion und die Bildung fokaler Kontakte zur Folge (Hynes et al.,
2002; Kim et al., 2003; Calderwood, 2004; Ginsberg et al., 2005).
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Im inaktiven Zustand sind die membran-proximalen, a-helikalen Bereiche der
zytoplasmatischen Domédnen der o- und B-Untereinheiten durch hydrophobe und
elektrostatische Interaktionen miteinander verbunden. Dies entspricht einem niedrigen
Affinititszustand. Integrine konnen sowohl mittels eines ,inside-out’ als auch eines ,outside-
in’  Signalflusses Prozesse innerhalb und aullerhalb der Zelle beeinflussen. Beide
Signaltransduktionsrichtungen beinhalten eine Konformationsidnderung, wobei die von innen
nach aulen wirkende der EZM Informationen iiber den Zustand der Zelle vermittelt, wihrend

die Gegenrichtung in intrazelluldre Signaltransduktionsketten eingebunden ist.

1.1.5. Regulation der Integrinfunktion

Integrine werden iiber verschiedene Vorgédnge in der Zelle aktiviert und deaktiviert. So kann
die Stirke der Integrin-vermittelten Zell-EZM-Interaktion sowohl iiber die Multimerisierung
von Integrinen (Steigerung der Aviditit) und die Bildung fokaler Kontakte als auch iiber die

Affinitatsregulation einzelner Integrin-Molekiile zu ihren Liganden gedndert werden.

Einen wichtigen Lokus zur Regulation des ,inside-out signaling’ und damit der
Integrinaktivierung ist das konservierte membran-proximale NPXY-Motiv (von 2 NPXY-
Motiven pro Untereinheit, Abb. 6 Material und Methode) der zytoplasmatischen Region von
B1-, B2-, B3-Integrinen. Zytoplasmatische Proteine wie Talin, FAK und Filamin binden an
das NPXY-Motiv (Liddington und Ginsberg, 2002; Tadokoro et al., 2003; Calderwood et al.,
2004; Tanentzapf und Nicholas, 2006). Durch die kompetitive Interaktion der FERM-Doméne
(4.1-Protein Ezrin, Radixin, Moesin) von Talin mit dem aromatischen Ring des Tyrosins im
NPXY-Motiv wird die Salzbriicke zwischen den a- und B-Untereinheiten gelost und damit in
den aktiven Zustand versetzt (Vinogradova et al., 2002; Garcia-Alvarez et al., 2003).
Umgekehrt wird durch die Phosphorylierung des Tyrosins im NPXY-Motiv die Bindung von
Talin an das P1-Integrin und dessen Aktivierung verhindert (Garcia-Alvarez et al., 2003;
Calderwood, 2004; Czuchra et al., 2006). In vitro-Studien zeigen, dass die Zelladhdsion nach
Tyrosinphosphorylierung des B1-Integrins durch Transformation von fibroblastoiden Zellen
mit V-Src reduziert wird. Dabei werden Integrine von den fokalen Adhésionen entfernt, so
dass die Migration nachhaltig gestort wird (Sakai et al., 2001).

Ein vollstindiger Verlust der Integrinfunktion wird durch Aminosduresubstitution von
Tyrosin zu Alanin in NPXY-Motiven der zytoplasmatischen Dominen des [1-Integrins
erreicht. Alle Interaktionen mit Talin werden dadurch verhindert (Chen et al., 2006; Czuchra
et al., 2006). Weitere negative Regulatoren sind ICAP-1 (Integrin Cytoplasmic Domain
Associated Protein) und das Signalmolekiil PIPKIy-90, da beide die Interaktion von Talin mit
der B-Untereinheit verhindern (Barsukov et al., 2003; Bouvard et al., 2003).
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1.1.6. Funktion von EZM bindenden $1- und avp3-Integrinen

Die spezifische Funktion jedes der 24 Integrine wird besonders aus den Phénotypen
entsprechender Knock-out-Méuse deutlich. Das 1-Integrin, das mit verschiedenen o-Ketten
12 Kombinationen eingeht, spielt eine wichtige Rolle bei der Positionierung von
Organvorlduferzellen in Geweben und Organen. B1-Integrin-knock-out in Méausen fiihrt zu
einem Absterben des Embryos kurz nach der Einnistung in den Uterus (Féssler und Meyer,
1995a; Lei et al., 2008). Spezifische Deletion der B-Untereinheit in Blutstammzellen blockiert
ihre Einwanderung in die fotale Leber und das Knochenmark (Potocnik et al., 2000). In der
Haut fiihrt die Deletion von B1-Integrin zum Verlust der Haare, zur Blasenbildung aufgrund
von Adhidsionsdefekten der Hautzellen, Proliferationsdefekten der Keratinozyten und zu einer
starken dermalen Fibrose (Brakebusch et al., 2000).

B1-defiziente Mduse zeigen eine verzogerte Wundheilung. In vitro-Experimente mit 1-
defizienten Keratinozyten unter 2D-Kulturbedingungen bestitigten, dass B1-Integrine bei der

Adhision, Proliferation und Zellmigration eine wichtige Rolle spielen (Grose et al., 2002).

avp3-Integrine regulieren die Vorginge der Angiogenese und sind an der Metastasierung von
Brustkrebszellen in den Knochen beteiligt (Felding-Habermann et al., 2001; Pecheur et al.,
2002). Die Blockade von avp3-Integrin durch kleine inhibitorische Molekiile oder Antikorper
verhindert die Blutgefda3bildung (Neovascularisation) in zahlreichen Tiermodellen (Brooks et
al., 1994 a,b; Storgard et al., 1999; Varner et al., 1999; McDonald et al., 2001; Nemeth et al.,
2003).

Diese Ergebnisse legen nahe, dass Integrine eine gewebespezifische Funktion ausiiben, indem
sie Zelladhiision, Migration, Differenzierung und Uberleben vermitteln (Humphries et al.,
2006).

1.2.  Glycokonjugate: Mediatoren der zelluliren Erkennung

Die Oberfliche der Séugetierzellen ist mit komplex aufgebauten Kohlehydrat-Molekiilen
besetzt, die als Glycokonjugate bezeichnet werden. Sie sind die diversesten aller in der Natur
bekannten Polymere (Feizi und Mulloy, 2003; Hakomori, 2004; Brooks et al., 2008; Kesimer
und Sheehan, 2008). Glycokonjugate enthalten Oligo- und Polysaccharide (Glycane), die
kovalent an Proteine (Glycoprotein) oder an Lipide (Glycolipid) gebunden sind. Die
Gesamtheit der freien und gebundenen Saccharide auf der Zelloberfliche macht die
Glycokalyx (=Zellmantel) aus, eine 50 bis tiber 100 nm dicke Schicht (Abb. 2). Dariiber
hinaus existieren Glycokonjugate sowohl innerhalb der Zellen als auch ausgeschieden als
funktionelle Bestandteile der EZM.

Besondere Zucker, insbesondere die Sialyl-Lewis Muster SLe* und SLe” und a-1,6-Fucose,
dienen als Marker fiir Tumore (Paganuzzi et al., 2003; Ono und Hakumori, 2004; Mizuguchi
et al., 2007; Kudo et al., 2007).
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der Zellmembran einer eukaryontischen Zelle

(modifiziert nach telstar.ote.cmu.edu. (Carnegie Mellon University, Cell Biology Program)). (A) Glycoproteine und
Glycolipide exponieren ihre Kohlenhydratdomane auf der extrazelluldren Seite der Plasmamembran, GAG,
Glycosaminoglycane. (B, C) Glycokalyx der MV3-Zellen nach Farbung mit Rutheniumrot in 7000-facher- und
140000-facher VergroRerung, Balken: 100 nm.

1.2.1. Struktur von Glycokonjugaten
Bei Séugetieren finden sich einige Hauptfamilien der Glycokonjugate (nach Wells et al.,
2001; Fuster und Esko, 2005):

1. Asparagin-gebundene (N-verkniipfte) Oligosaccharide

2. Serin- oder Threonin-gebundene (O-verkniipfte) Oligosaccharide

3. Glycosaminoglycane (GAG), als freie Polysaccharide (wie Hyaluronan) oder als
Bestandteil der Proteoglycane (Heparansulfat, Chondroitinsulfat, Keratansulfat,
Dermatansulfat)

4. Glycosylphosphatidylinositol (GPI) gebundene Proteine
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5. Zellkern- und  zytoplasmatische Proteine, welche O-gebundenes N-
Acetylglucosamin (O-GIcNAc) an einem Serin tragen

6. Glycolipide (v.a. Glycosphingolipide: Sulfatide, Ganglioside)
Bei Glycoproteinen erfolgt die Verkniipfung des Kohlenhydrat-Anteils entweder O- oder N-
glycosidisch an das Protein. N-Glycane sind in der Regel durch eine B-N-glycosidische
Bindung zwischen dem anomerischen Kohlenstoff eines Zuckers und dem Stickstoff der
Amidgruppe eines Asparagins der Polypeptid-Kette verkniipft. In Sdugertierzellen ist dieser
erste Zuckerbaustein meistens N-Acetylgalactosamin (GIcNAc). N-Glycane werden in drei
Primérstrukturen eingeteilt (mannosereicher Typ, komplexer Typ, Hybrid-Typ). Sie besitzen
alle den Tri-Mannosyl-Core Manal-6 (Manal-3), ManB1-4GlcNAcB1-4GIcNAc-Asn. O-
Glycane sind a-glycosidisch am Serin, Threonin bzw. Hydroxylysin einer Polypeptid-Kette
gebunden. In tierischen Zellen werden sie in drei Hauptgruppen eingeteilt, die sich durch das

Protein bindende Monosaccharid unterscheiden:

1. mucinartiger Typ (N-Acetylgalactosamin a-O-glycosidisch an Serin oder

Threonin gebunden)
2. O-GlcNAc-Typ (N-Acetylglucosamin)
3. Xylose-Typ (Xylose)

Glycosaminoglycane (GAG) sind Zuckerpolymere, die im Wesentlichen aus sich
wiederholenden Disaccharidbausteinen bestehen und gewebe- und organismusspezifische
Muster von Epimerisierungen und Sulfatierungen aufweisen. Zwei verbreitete Formen der
Modifizierung sind die Sialisierung und Fucosilierung. In Glycokonjugaten befindet sich
Neuraminsdure (NeuAc), die Grundform der Sialinsdure, immer terminal oder lateral zur

Achse des Polymers, die Fucose immer lateral.

Proteoglycane (PG) sind besonders stark glycosylierte und hydratisierte, und dazu zumeist
sulfatierte Glycoproteine. Sie sind im Rahmen dieser Arbeit besonders von Interesse, da sie
auf Zelloberflichen zahlreich auftreten und eine bedeutende Rolle bei der Interaktion mit der
EZM und anderen Zellen spielen. Sulfatierte GAGs werden in vier Gruppen unterteilt:
Chondroitinsulfat, Dermatansulfat, Keratansulfat und Heparansulfat/Heparin. Sie sind meist
iiber Xylose O-glycosidisch mit der Polypeptid-Kette verbunden. Keratansulfate sind O- oder
N-glycosidisch gebunden.

Hochmolekulare PGs der EZM wie Aggrecan haben eine fedrige Struktur mit unsulfatiertem
Hyaluronan als Kiel (Abb. 2). Die Seitendste der Feder bestehen aus Linkerprotein-
unterstiitzten Kernproteinen mit kovalent gebundenen, sekundiren GAG-Ketten.
Membrangebundene Heparansulfat-Proteoglycane (HSPG) werden nach der Homologie und
Art ithrer Membranverankerung wiederum in zwei Familien unterteilt: Syndecan-dhnliche
integrale Membranproteoglycane und Glypikan-dhnliche Glycosylphosphadidylinositol-

verankerte Membranproteoglycane. Letztere zeichnen sich durch die direkte Bindung an
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Membranlipide aus (Sharom und Lehto, 2002; Fransson et al., 2004; Tkachenko et al., 2006).
Beide HSPG werden an verschiedenen Stellen durch Epimerisierung und Sulfatierung
modifiziert. Zu den Liganden der Proteoglycane zédhlen u. a. Wachstumsfaktoren und
Chemokine. HSPG-Liganden enthalten typischerweise die basischen Aminosduren Lysin und

Arginin, die mit negativ geladenen Sulfatgruppen der Heparansulfate interagieren.

Neben glycosylierten Glycoproteinen kommen auf der Zelloberfliche auch glycosylierte
Lipide vor. Der Lipidanteil der Glycolipide, die in die Membran-Doppelschicht eingebettet
sind, wird in zwei bedeutende Strukturgruppen eingeteilt: (1) Glycolipide, die auf Ceramid
(Glycosphingolipide), und (2) Glycophospholipide, die auf einem Phosphatidylglycerol
gebildet werden. Zudem treten auch Phosphatidylinositole, seltener vorkommende
Phospholipide auf, bei denen zumeist ein Glycerolipid mit Phosphat und Inositol modifiziert
ist (Sharom und Lehto, 2002). Glycosylierte Glycerolipide (z.B. Seminolipide) und Sterole
sind weitere membrangebundene Lipide in bestimmten Geweben (Honke et al., 2004).
Ahnlich wie die Glycoproteine weisen Glycosphingolipide potenzielle Erkennungsstellen auf,
die an der Zell-Zell-Interaktion beteiligt sind. Glycophospholipide verankern bestimmte
Proteine (z.B. Syndecane, Acetylcholinesterase und neurale Zelladhdsionsmolekiile (Orlean
und Menon, 2007)) an der Zelloberflache.

Glycosphingolipide werden hauptsdchlich in zwei Untergruppen eingeteilt, in
Galactosphingolipid und Glucosphingolipid, je nach dem, ob Galactose oder Glucose als
erstes Monosaccharid an Sphingosin bindet. Das primdre Galactosphingolipid ist ein
einfaches Sulfatidmolekiil, bei dem die alleinige Galactose an Position drei sulfatiert ist.
Ganglioside sind die komplexesten Glycolipide. Sie enthalten Oligosaccharide mit mehreren

Sialinsdure-Resten, die ihnen eine negative Nettoladung verleihen.

Die auf der Zelloberfliche vorhandenen Glycokonjugate werden im Wesentlichen im
Endoplasmatischen Retikulum (ER) und ganz besonders im Golgi-Apparat synthetisiert und
modifiziert (Polymerisierung der Zucker, Verkniipfung an die Polypeptidkette,
Epimerisierung, Sulfatierung) (Abb. 3). Die Glycosylierung wird durch Glycotransferasen,
Glycosidasen und andere Glycosylierungsaktivititen verursacht (Shi und Stanley, 2003;
Sansom und Merkman, 2007).



Einleitung

Y

Glycosylierung

Sulfatierung @ /\/
"V (&=

Ribosom Sekretion

Endoplasmatisches
Retikulum

Golgi Apparat Plasmamembran

Abbildung 3. Ubersicht der Syntheseweges der Glycokonjugate in einer Zelle

Der biochemische Syntheseweg von Glycokonjugaten am Beispiel der N-verknlipften Glycane Iasst sich in drei
Stufen einteilen: Bildung eines an ein Lipid gebundenen Oligosaccharid-Startmolekiils, Glycosylierung des
neusynthetisierten Proteins, und Prozessierung des Oligosaccharids. Die Prozessierung beinhaltet die
Entfernung einiger Zuckerresiduen aus dem Startmolekil, gefolgt vom Hinzufligen neuer Zucker am
nichtreduzierenden Ende des Glycans sowie die Sulfatierung. Innerhalb einer Zelle findet die
Glycoproteinsynthese in raumlich getrennten Schritten statt. Lipidgebundene Startmolekilsynthese, Transfer zum
Protein, und erste Trimm-Reaktionen passieren im rauen ER, die weitere Prozessierung des neuen Glycoproteins
erfolgt wahrend des Transportes durch den Golgi Apparat (modifiziert nach Taylor und Drickamer, 2006).

1.2.2. Funktion von an Zelloberflichen gebundenen Glycokonjugaten

Die Oberfldchen von Zellen weisen fiir jedes Entwicklungsstadium der Zelle spezielle und
typische Oligosaccharidmuster auf, die wesentlich zu Zelldifferenzierung und -funktion

beitragen.

Kohlenhydrate haben mittelbar und unmittelbar Einfluss auf die Faltung und sterische
Ausrichtung von Proteinen und das Zusammenbringen verschiedener Proteine in Oligomeren
und Komplexen. Sie bewirken einen Schutz vor Proteolyse und anderen chemischen und
physikalischen Schéddigungen. Plasmamembran-gebundene Glycokonjugate vermitteln
essenzielle zelluldre Prozesse, wie z.B. Proliferation, Adhédsion, Migration, Differenzierung,
Erkennung von Pathogenen, Apoptose und Sekretion von Zytokinen (Marth, 1999; Collins et
al., 2006; Kesimer und Sheehan, 2008; Nadanaka und Kitagawa, 2008) Die initiale Adhdsion
von Knorpelzellen wird noch vor der Beteiligung von Integrinen durch Hyaluronan vermittelt
(Cohen et al., 2004, 2006). Die durch Hyaluronan vermittelte Kontaktstelle bildet auch das
Zentrum einer Paxillinanreicherung, die spdter zur fokalen Adhédsion ausreift (Cohen et al.,
2006).

Syndecane sind die funktionell am hiufigsten untersuchten Proteoglycane der Zelloberflache.

Sie dienen als Korezeptor fiir andere Glycoproteine wie z.B. die Integrine; sie sind an der
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EZM-Bindung sowie an der Antwort auf manche extrazellulidre Signalproteine beteiligt. Dort
modulieren Syndecane die Integrinfunktion in fokalen Adhidsionen (Bernfield et al., 1999;
Couchman et al., 2003; Midwood et al., 2006).

1.3.  Zellmigrationsmechanismen bei der Tumorinvasion

Bisher wurden zwei unterschiedliche Modelle zur Aufkldrung der molekularen Mechanismen

der Zellmigration in vitro angewandt.

1.3.1. Zwei- und dreidimensionale EZM als Modelle fiir Migrations-Studien
Die Bestandteile der EZM sind hauptséchlich:

1. faserformige Proteine, wie Kollagen, Elastin und Laminin, die sowohl Bindungs-

als auch Strukturfunktionen besitzen und

2. Polysaccharide (insbesondere Glycosaminoglycane) sowie mit Proteinen

assoziierte Proteoglycane.

Das Kollagen, Hauptbestandteil des Bindegewebes, lagert sich zu Fibrillen zusammen, die
sich wiederum zu kabeldhnlichen Faserproteinen biindeln. Sie bilden eine biomechanische

Barriere und zwingen die Zellen zu Strategien, um den Widerstand zu {iberwinden.

Ein wichtiges Merkmal nahezu aller extrazelluldren Matrixproteine - mit Ausnahme von
fibrillirem Kollagen - ist die Aminosduresequenz Arginin-Glycin-Asparaginsdure (RGD-
Sequenz), die von vielen Integrinen erkannt und daher als ,universelles” Zell-
Erkennungsmotiv bezeichnet wird. Die Matrixproteine Kollagen, Fibronectin (FN) und
Laminin (LN) sind wichtige Liganden fiir verschiedene Integrinrezeptoren. Kollagen wird
aber auch von Syndecanen, DDR1 und DDR2 (Discoidin Domain Receptors) gebunden.
Letztere gehoren zur Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK), die unabhdngig von B1-
Integrinen an Kollagen binden (Shrivastava et al., 1997; Vogel et al., 2000; Leitinger und
Hohenester, 2007).

1.3.1.1 Zweidimensionale Migrationsmodelle

Das grundlegende Modell der Zellmigration (Details siche 1.3.2.) wurde an den Bewegungen
verschiedener Zelltypen wie Keratinozyten und Fibroblasten entwickelt, die sich auf planen
Oberflichen, d.h. im zweidimensionalen (2D) Raum, bewegen, wie z.B. bei der
Epithelbildung wéhrend der Morphogenese und der Wundheilung. Variable Bindungsstéirken
korrelieren mit der Zellpolaritit auf 2D-Oberflichen (Giannone und Sheetz, 2006). Bei den
Keratinozyten ist die Migration mit der Freisetzung von EZM-Komponenten und dem Umbau
der Matrix verbunden (Pilcher et al., 1997; Hudson et al., 1998; Spiekstra et al., 2007). Die

Migration iiber Oberflichen erfordert dabei einen bestimmten Grad des Anhaftens, wihrend

10
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die Migration durch dreidimensionale (3D)-Matrizes hindurch auch ohne Adhésionen méglich

ist, wie z.B. die Migration von Leukozyten (Friedl et al., 1998 a, c).

1.3.1.2 Das dreidimensionale Modell

Im Gegensatz zur 2D-EZM Oberfliche bildet das dreidimensionale adhdsive Substrat der
EZM mit seinen multivalent miteinander verkniipften Liganden sowohl eine rdaumliche als
auch eine physikalisch-mechanische Barriere fiir die Zellmigration (Wolf und Friedl, 2006;
Larsen et al., 2006). Die dreidimensionale extrazellulire Matrix, die z.B. im Bindegewebe
vorkommt, ist das typische Substrat fiir die Zellmigration bei der embryonalen
Morphogenese, Immunreaktion, Wundheilung und Tumorinvasion. Sie dient aullerdem als
Gertst fiir die Zelladhidsion, die Proliferation und Differenzierung, sowie als Lagerstitte fiir
Zytokine und Molekiile, die die Zellpolarisierung, Zellform und die Organisation des
Gewebes determinieren (Cukierman et al., 2001). In einer 3D-EZM zeigen die Zellen generell
eine andere Form als auf 2D-Oberflachen (Debnath und Brugge, 2005). Das dreidimensionale
Kollagenmodell, das in dieser Dissertation angewandt wurde, ist der Struktur einer
extrazelluldren Matrix in vivo dhnlich. Es bietet den eingebetteten migrierenden Zellen
dhnlich grofle Matrixliicken wie das in vivo-Gewebe von Maus und Mensch (Wolf und Fried],
unveroffentlichte Beobachtungen). Fiir viele Fragestellungen der Zellmigration, -differen-
zierung und Regulation des Zellzyklus werden rekonstituierte 3D-Gewebe bevorzugt, da sie
die biophysikalisch komplexe Zusammensetzung von Geweben in vivo besser reflektieren
(Abbott, 2003).

1.3.2. Mechanismen der Zellmigration

Der grundlegende Migrationsmechanismus, der sowohl auf 2D- als auch in 3D-EZM gilt,
beruht auf der zyklischen Wiederholung der folgenden wechselseitig voneinander abhéngigen
Schritte (Lauffenburger und Horwitz, 1996; Palecek et al., 1997; Friedl und Wolf, 2003; Li et
al., 2005; Meshel et al., 2005):

1. Zellpolarisierung und Ausstreckung von Membran-Ruffles oder Pseudopodien

2. Integrin-mediierte Anhaftung an die EZM und Aufbau fokaler Komplexe aus

Integrinen, Zytoskelett- und Signalproteinen

3. Rekrutierung von Oberflaichenproteasen zu EZM-Kontakten und fokalisierte

Proteolyse
4. Myosin II-vermittelte Zellkontraktion durch Interaktion mit dem Aktinzytoskelett
5. Auflosung der fokalen Kontakte am Zugpunkt und Zuriickziehen der Zelle am

Hinterende.

11
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In dieser Studie wird ein Schwerpunkt auf Schritt 2 gelegt.

Schritt 1: Zellpolarisierung und Ausstreckung eines Pseudopodiums

Wachsende Aktinfilamente binden an Adapterproteine und driicken die Zellmembran nach
aufen zu sog. Membran-Ruffles oder Pseudopodien. Dies bewirkt eine Polarisierung der Zelle
(Hynes et al., 2002). Die ersten adhdsiven Kontakte mit der EZM sind in der Regel schwach
und teilweise kurzlebig und werden iiber Glycane, insbesondere Hyaluronan, vermittelt
(Nagano und Saya, 2004; Cohen et al., 2006).

Schritt 2: Integrinvermittelte Anhaftung an die EZM und Aufbau fokaler Komplexe

Das wachsende Pseudopodium der Zelle bindet mittels Zelloberflichenrezeptoren an
Liganden der EZM, insbesondere an B1- und B3-Integrine, die Cluster in der Zellmembran
bilden (Miyamoto et al., 1995; Hynes et al., 2002). Durch die Fokalisierung und Aktivierung
von Integrinen werden mittels ihrer zytoplasmatischen Doménen Adapter- und Signalproteine
rekrutiert, wodurch zum einen die Bindung an das Aktinzytoskelett verstarkt und zum anderen
durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung Signale induziert werden. Talin bindet
beispielsweise direkt an die zytoplasmatische Region der Integrine und reguliert ihre
Aktivierung (Calderwood et al., 2004; Czuchra et al., 2006). Andere Adapterproteine
(Vinculin, Paxillin und o-Actinin) verbinden Integrin-assoziierte Proteine mit dem
Aktinzytoskelett.

Die Adapterproteine binden mit ihren SH2, SH3 oder ihren prolinreichen Doménen an das
Aktinzytoskelett, um aktinbindende Proteine sowie Regulationsmolekiile (PI3K und Rho-
Familie GTPase) zu fokalen Kontakten zu rekrutieren (Zamir und Geiger, 2001; Degani et al.,
2002). Vinculin vermittelt eine Verbindung zwischen den entstehenden fokalen Kontakten
und dem Aktin/ARP2/3-Komplex (DeMali et al., 2002). Aktive Phosphoinositol-3-Kinase
(PI3K), Proteinkinase C (PKC) und Rho-GTPase induzieren iiber ,inside-out signaling’ den
weiteren Aufbau des fokalen Kontaktes (Hynes, 2002; Degani et al., 2002; Chandhoke et al.,
2004). Die fokale Adhdsionskinase (FAK) wiederum ist eine der wichtigsten Strukturproteine,
das die integrin-vermittelten Signale (outside-in signaling) fiir die Zellmigration bereitstellt,
indem es SFKs (Src-Familie Kinase) zu fokalen Adhésionen bringt, wo sie phosphoryliert
werden und Migrationsprozesse auslosen (Sieg et al., 2000). Weiterhin wird durch FAK-
mediierte Signalwege Racl aktiviert, wodurch zur Verldngerung von Lamellipodien fiihrt
(Klemke et al., 1998; Pankov et al., 2005). Zytoplasmatische Proteine wie Talin, Vinculin und
o-Actinin stabilisieren die fokalen Adhdsionskomplexe innerhalb von Minuten zu fokalen
Kontakten (Zamir et al., 2000; Lock et al., 2008). Diese Strukturen gleiten wéhrend der
Migration langsam am Substrat entlang (Zamir et al., 2000 und 2001). In motilen Zellen
werden unterschiedlich stark ausgeprigte Adhésions- oder Zytoskelettstrukturen gebildet: von

starker ausgereiften fokalen Kontakten mit Stressfasern (mesenchymale adhésive Migration,

12



Einleitung

z.B. in Fibroblasten) bis zur diffusen kortikalen Anordnung von Integrinen und Aktin
(amoboide, geringe adhdsive Migration, z.B. in Leukozyten) (Friedl, 2004). Die
biochemischen Signale und biophysikalischen Eigenschaften fokaler Adhdsionen werden vom
Profil an den Proteinen, die in fokale Adhésionen rekrutiert werden, bestimmt (Li et al.,
2005). Die Interaktion von Adhésionsrezeptoren mit dem darunter liegenden Substrat
einerseits und dem Zytoskelett andererseits bestimmen die Zellform, die Anordnung des
Substrates, den dynamischen Aufbau der fokalen Kontakte und schlieBlich die
Fortbewegungsart der Zelle (Palecek et al., 1997; Broussard et al., 2008).

Schritt 3: Rekrutierung der Oberflichenproteasen und Proteolyse

Viele Tumorzellen exprimieren Proteasen auf ihrer Zelloberfliche, um EZM-Bestandteile,
wie Kollagen, Fibronectin, Laminin zu spalten, bzw. um weitere Proteasen zu aktivieren
(Ohuchi et al., 1997, Wolf et al., 2007). MT1-MMP, MMP-1 und andere Kollagenasen
spalten z.B. natives Kollagen, das wiederum durch Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9) in
kleinere Fragmente gespalten wird (Tam et al., 2002; Lee et al., 2007). Um EZM-spaltende
Enzyme dicht an ihr Substrat heranzubringen, kénnen B1- und B3-Integrine einige Proteasen
binden, wie z.B. MMP-2 oder den uPA-bindenden uPA-Rezeptor (Galvez et al., 2002). Auf
diese Weise wird EZM lokal abgebaut und neue Integrin-bindende Epitope werden fiir die
Migration generiert, wie z.B. Neoepitope in Typ I Kollagen nach partieller Degradation durch
Kollagenasen (Wolf und Friedl, 2005). Der Matrixabbau erleichtert der Zelle ihre
Fortbewegung, wobei in der EZM entlang des Migrationspfades ein schlauchférmiger
Matrixdefekt entsteht (Wolf et al., 2003a).

Schritt 4: Zellkontraktion durch Myosin II-Aktin-Interaktion

Wihrend der Entwicklung fokaler Kontakte polymerisieren die Aktinfilamente und vernetzen
sich mit Zytoplasmaproteinen wie a-Actinin und Myosin II (Byers et al., 1982; Cramer et al.,
1999; Butler et al., 2006). Das verzweigte Aktinnetzwerk an der Innenseite der
Plasmamembran wird als kortikales F-Aktin bezeichnet, zytoplasmatische Biindel von
Aktinfilamenten dagegen als Stressfasern (Byers et al., 1982). Die Kontraktion der
Aktinfilamente wird durch Myosin II vermittelt. Die Aktivitit von Myosin II wird
iiberwiegend vom kleinen G-Protein Rho und der Rho-assozierte Serin/Threonin-Kinase
(ROCK) gesteuert (Chew et al., 2002; Katoh et al., 2007). Dagegen wird das kortikale
Aktinnetzwerk von der MLCK (myosin light chain kinase) und nicht von Rho gesteuert
(Kamm et al., 2001; Somlyo et al., 2003), womit die Zelle die kortikale Aktindynamik
getrennt von den Kontraktionen in den inneren Regionen regulieren kann. Durch
Aktomyosinkontraktion entsteht eine innere Spannung an den fokalen Kontakten, die zu
langsamem Gleiten der Adhdsionskontakte am Hinterende der Zelle fiihrt (Verkhovsky et al.,
1995).

13
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Schritt 5: Auflosung der fokalen Kontakte und Zuriickziehen der Zelle

Verschiedene Mechanismen fithren dazu, dass die fokalen Kontakte am Hinterende der Zelle
wieder abgebaut werden, so dass sich das Hinterende relativ zum Substrat bewegt und
»eingezogen® werden kann (Ridley et al., 2003). So setzen sich Aktin trennende Proteine (z.B.
Gelsolin und Cofilin) auf die Verldngerungsstelle der Aktinfilamente, wodurch die Stringe
der Aktinfilamente auseinanderbrechen. Dies fordert den Turnover der Filamente (Pollard und
Borisy, 2003). Aullerdem spaltet die zytoplasmatische Protease Calpain, Bestandteile der
fokalen Kontakte (z.B. Talin oder die zytoplasmatische Doméne von 1- und B3-Integrinen)
(Critchley und Gingras, 2008). FAK fordert den Abbau fokaler Kontakte durch unbekannte
Mechanismen (Zeng et al., 2003). SchlieBlich trennen sich Integrine vom Substrat ab und
werden entweder liber endozytotische Vesikel fiir die Wiederverwertung an die Vorderfront
gebracht (Bretscher, 1996), oder in die EZM freigesetzt (Regen und Horwitz, 1992; Friedl et
al., 1997). Als Resultat dieser unterschiedlichen Mechanismen zieht sich das Hinterende der
Zelle zusammen und der Zellkorper gleitet langsam vorwirts (Smilenov et al., 1999;
Ballestrem et al., 2001).

1.3.3. Abhiingigkeit verschiedener Migrationsmechanismen von der Integrinfunktion

Zellmigration beruht auf dem komplexen Zusammenspiel verschiedener Faktoren, die
urspriinglich flir die Wanderung auf Oberfldchen untersucht wurden. Wichtige Faktoren sind
beispielsweise eine  optimale  Konzentration und der  Affinititszustand von
Adhiésionsrezeptoren, die Substratkonzentration (Palacek et al., 1997) und die Integrin-
Zytoskelett-Interaktion genauso wie die Zusammensetzung der fokalen Kontakte (Lo et al.,
1994). Die daraus resultierende Migrationsgeschwindigkeit hdngt davon ab, wie schnell sich

eine Zelle an die EZM anhaftet und wieder 16st.

Ein Beispiel fiir Integrin exprimierende Zellen bieten Fibroblasten, jedoch auch entartete
Zellen wie Fibrosarkom- oder Melanomzellen. Diese kdnnen in einem 3D-Gewebe migrieren,
indem sie unter Bildung von fokalen Kontakten an Gewebsfasern adhérieren, einen langen
spindelformigen Zellkdrper ausbilden und sich durch Aktivitdt des Zytoskeletts und von

roteasen voranziehen. Dieser Migrationstyp wird ,,mesenc al“ genannt.
Prot hen. D Migrationst d hymal* t

Dagegen erfolgt die Migration von Leukozyten wie T-Lymphozyten, Monozyten und
dendritischen Zellen in 3D-Kollagenmatrices konstitutiv mit niedriger Adhdsionsstirke und
ohne Integrinfunktion (Friedl et al., 1998¢c; Limmermann, 2008). Die Migration dieser Zellen
wird nicht durch fokale Kontakte oder Stressfasern, sondern durch ein kortikales
Aktinnetzwerk vermittelt. Leukozyten wandern, indem sie sich entlang préaformierter
Kollagenfasern und infolge ausgeprigter Anpassung des Zellkorpers durch Matrixliicken
hindurchschldngeln, zwéngen oder quetschen (Lammermann, 2008). Diese Art der

Zellmigration wird als ,,konstitutiv amoboide Migration* bezeichnet (Enterline und Cohen,
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1950; Wolf et al, 2003a). Auf sehr niedrigen Bindungsstirken beruhende
Migrationsstrategien, wie die niedrigaffine amdboide Wanderung, sind nur in 3D-
Kollagenmatrices zuverldssig detektierbar, nicht allerdings in 2D-Migrationsmodellen (Friedl,
2004). Das Spektrum der verschiedenen Migrationsmechanismen und ihrer
Integrinabhéangigkeit ist in Abb. 4 dargestellt.

integrin-dependent
(blocked by mAb)

mesenchymal

capillary tubes

focal adhesions migrating cell clusters

matrix -« MV3 melanoma cells
remodeling : -« fibroblasts
directional
elongated persistence

spindle-shaped

|

large

velocity

stop-go | g dendritic cells

dynamics
small -« monocytes
. directional
flexible oscillations | - T lymphocytes
ﬁ;‘} integrin-independent
(not blocked by mAb)
amoeboid dynamics

Abbildung 4. Modell fiir verschiedene Migrationsstrategien, abhangig von der Integrinfunktion in der 3D-
Kollagenmatrix

Migration kann durch adhésive und nicht-adhédsive Mechanismen vermittelt werden und resultiert in einen
Integrin-abhangigen (mesenchymalen) und -unabhangigen (améboiden) Phanotyp (modifiziert nach Fried! et al.,
1998a).

In 2D Migrationsmodellen verringert sich die Migrationseffizienz bei sehr hoher oder sehr
niedriger Adhésionsstirke (Lauffenburger et al., 1996; Palecek et al., 1997; Li et al., 2005),
wiéhrend maximale Migrationsraten bei intermedidrer Adhdsionsstirke zum Substrat erreicht
werden (Huttenlocher et al., 1995; Chan et al., 2007). Migrationsraten sind hier umgekehrt
proportional zur Stirke fokaler Kontakte bzw. der Hohe der Integrinexpression. Das
Vorliegen deutlicher fokaler Kontakte fiihrt zu einer bis zu 10-fach langsameren Migration als
dies ohne fokale Kontakte der Fall wire, vermutlich infolge verlangsamter Umsatzraten der
Zell-Matrix-Kontakte bei hoher Adhésionsstirke (Friedl et al., 1998c). Damit einhergehend
wandern Zellen mit starker Integrinexpression wie Fibroblasten, Fibrosarkom- oder
Melanomzellen deutlich langsamer als weniger Integrin exprimierende Leukozyten (Friedl et
al., 1998a).
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In Zellmigrationsstudien sind die Ergebnisse und Schlussfolgerungen maBigeblich vom Typ
der gewdhlten Migrationsassays abhingig (Friedl et al., 2003). In 2D-Modellen ist die
Zellmigration von der Adhdsion abhéngig, die hauptsdchlich von Integrinen vermittelt wird.
Die Inhibition der Zellmigration durch adhdsionsblockierende Antikérper fiihrt hier zum
weitgehenden Verlust der Zell-Substrat-Bindung und damit der Migration (Maaser et al.,
1999). Werden Integrin exprimierende Zellen dagegen in dreidimensionale fibrilldre
Kollagenmatrizen eingebettet, kommt es neben einer hochspezifischen Integrinbindung
vermutlich infolge der 3D-Einbettung des Zellkorpers in das umgebende Matrixgeflecht auch
zu passiven Zell-Matrix-Interaktionen (Friedl et al., 2001; Limmermann, 2008). Bei T-
Lymphozyten schlieBlich wird die Migrationsleistung trotz Inhibition der Integrin-
vermittelten Adhédsion partiell oder vollstindig kompensiert; sie wird durch bisher wenig
untersuchte Mechanismen wie Formédnderung bzw. -anpassung der Zelle oder aktinreiche
Zellausstiilpungen vermittelt (Haston et al., 1982; Mandeville et al., 1997; Friedl et al., 1998c
Debnath und Burgge, 2005). Zusammengefasst erlauben 3D-Modelle sowohl von Integrinen

abhéngige als auch unabhingige Migrationsstrategien in unterschiedlichen Zelltypen.

1.4. Beitrag von Adhision und alternativen Zell-Matrix-Interaktionen zu

Tumorzellinvasion und Metastasierung

1.4.1. Beitrag von Integrinen

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass sich die Oberflichenexpression und -verteilung der
Integrine bei prianeoplastischen und neoplastischen Zellen wesentlich voneinander
unterscheiden (Mizejewski, 1999; Moschos et al., 2007; Hofmeister et al., 2008). Es wurde
bewiesen, dass die Uberexpression und -aktivierung der Integrine mit der Progression
mancher Tumorzellen zusammenhingen (Janes und Watt, 2006). Zum Beispiel ist die
Expression von a2 1- oder a6 1-Integrinen im Melanom erhdht (Danen et al., 1993; Ramsay
et al., 2007; Marsh et al., 2008).

In manchen Tumoren, insbesondere im Melanom und Gliom, ist eine erhohte Expression des
avB3-Integrins mit der verstirkten Invasion und Metastasierung verbunden (Felding-
Habermann et al, 2001). avB3-Integrin wird an der invasiven Front der Melanomzellen und in
angiogenetischen Blutgefdflen stark exprimiert, aber schwach beim gutartigen Névi oder bei
normalen Melanozyten (Brooks et al., 1994a, b). Eine verstirkte Expression des a6p4-
Integrins auf Thyroid-Karzinomzellen und in Brustkarzinomen korreliert mit zunehmendem
Metastasierungspotenzial (Serini et al., 1996; Garzino-Demo et al., 1998; Mercurio et al.,
2001; Ramos et al., 2002).

Wihrend die Expression mancher Integrine bei der Tumorentwicklung ansteigt, geht die
reduzierte Expression von al-, B1- oder B4-Integrin-Untereinheiten mit der Bildung von

Neoplasmien im Brustepithelialgewebe einher (Zutter et al., 1995; Mizejewski, 1999).
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Das in manchen malignen Tumoren (Leberkarzinome, Mesotheliome) verstiarkt exprimierte
Syndecan-4 bindet an Fibronectin und Laminin und unterstiitzt die B 1-Integrinfunktion bei der
Invasion (Sanocella et al., 1999; Beauvais et al., 2004a; Midwood et al., 2006). Syndecan-1
wird in machen humanen Tumoren verstirkt exprimiert, wie in Pankreas-, Magen- und
Brustkrebs. Im Brustkarzinom ist Syndecan-1 mit dem avp3-Integrin funktionell gekoppelt
und tragt zur Migration bei (Beauvais et al., 2004b).

Somit geht in einigen, nicht jedoch in allen Tumoren die Progression mit verstirkter
Integrinexpression und -funktion einher, entweder durch direkte Expressionsédnderung von

Integrinen oder Integrinregulatoren wie Syndecanen.

1.4.2. Beitrag der Glycokonjugate

Eine Vielzahl von Untersuchungen zeigt, dass die maligne Transformation von Zellen und die
Metastasierung mit der Verdnderung von Glycosylierungsprozessen und -mustern auf der
Tumorzelloberflache einhergehen (Tabelle 1) (Dwek et al., 2001; Kobata et al., 2005; Brooks
et al., 2008). Es gibt zwei Ursachen fiir Verdnderungen des Oligosaccharidmusters: die
Verstiarkung oder Inhibition der Synthese von Kohlenhydratbausteinen oder die de novo-
Synthese verdnderter Glycokonjugate. In vielen malignen Zellen wie z.B. Mamma- und
Kolonkarzinomzellen kommt es zu einer Uberexpression der N-
Acetylglucosaminyltransferase V (GnTV), die mit einer Zunahme von komplexen N-
verzweigten Oligosaccharidstrukturen, insbesondere der Uberexpression von PB1,6-
verzweigten N-Glycanen einhergeht (Granovsky et al., 2000; Kobata et al., 2005). Die
proximale B1,6-Fucosylierung wurde fiir Leberkarzinome beschrieben (Kudo et al., 2007,
Miyoshi et al., 2008).

Bestimmte Oligosaccharidstrukturen werden nur in embryonalen Geweben und in
Tumorzellen exprimiert (onkofetale Antigene), z.B. Glypican-3 (Nakatsura und Nishimura,
2005) und a-Fetoprotein (Sarandakou et al., 2007), die sich als Tumormarker fiir Diagnostik
und Prognose des Verlaufs von Tumorerkrankungen eignen (Varki, 1999; Kobata et al., 2005;
Brooks et al., 2008).

Modifizierte Glycosylierung fiihrt {iber Funktionsmodulierung von Adhésionsrezeptoren zu
einer verdnderten Interaktion der Zelle mit ihrer Umgebung. Bekannte Folgen modulierter
Oberflichenglycosylierung sind Abwandlungen im Adhésionsverhalten, die erleichterte Intra-
und Extravasation von Tumorzellen und der verstirkte Schutz gegen die Immunabwehr
(Fuster und Esko, 2005; Kobata et al., 2005). Die Uberexpression des Enzyms GnTV in
Tumorzellen verursacht die vermehrte 31,6-Verzweigung an Mannoseresten in der 1-Kette
der a5B1-Integrine, wodurch die Integrinfunktion und die Bildung fokaler Kontakte auf
Tumorzellen reduziert und das Invasionspotential durch EZM und Basalmembran erhéht wird
(Guo et al., 2002). Die Aufregulation von B1,6-verzweigten N-Glycanen an E-Cadherin in

Tumorzellen verringert die E-Cadherin-vermittelten homophilen Zell-Zell-Interaktionen und
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begiinstigt dadurch die metastatische Ablosung von Zellen aus dem Verband (Varki, 1999;
Dennis, 2002; Kobata et al., 2005).

Tumor-Antigene mit bekannter Funktion sind Sialyl-LewisX und -LewisA (SLe* und SLe"),
zwei Tetrasaccharide (NeuAc-Gal-Fuc-GlcNAc) in leicht modifizierter Konfiguration. Sie
vermitteln die Selectin-abhidngige Adhésion der Tumorzellen zum Gefillendothelium
(Extravasation) und hamatogene Metastasierung (Julien et al., 2001; Kannagi, 2004; Magnani,
2004). Die Uberexpression von sialinsiurehaltigen Glycokonjugaten verleiht eine stark
negative Ladung, wobei die Zell-Zell Adhésionen aufgrund ladungsbedingter AbstoBung
geschwicht werden. Polysialysierung ist meistens mit einer Zunahme des invasiven Potentials
der Tumorzellen assoziiert und korreliert mit einer schlechten Prognose (Paganuzzi et al.,
2003; Seidenfaden et al., 2003; Ono und Hakumori, 2004; Mizuguchi et al., 2007).

die die

Glycosylierungsmusters eine wichtige Rolle bei der Invasion und Metastasierung von

Zusammengefasst deuten Daten darauf hin, dass Verdanderung des

Tumoren einnimmt.

Tabelle 1. Beispiele fiir Glycanfamilien, die bei der Tumorprogression beteiligt sind
(modifiziert nach Fuster und Esko, 2005). Zitate sind in Fuster und Esko (2005) nachzulesen.

Glycan Funktion Therapeutische Neoplasien Referenzen
Zielstrukturen
Tumorinvasion
N-Glycane weranderung E-Cadherin- Alkaloid-Inhibitoren der Brust Dickdarm Chou und
abhangigen Tumoradhasion M-glycanprozessierung Hart, 2001
N-Glycane Tumar-Abstolung Sialyltransferase- Meuroblastom, YYoshimura et al., 1936
(Z B. Polysialylierung) Inhibitaren Lunge Julien et al. 2001
O-Glycane Vestarkung der Migration Impfstoffe Brust,Magen, Seidenfaden
von Tumorzellen durch (z.B konjugiert Eierstock et al.,2003
Inhibition der Zell-Zell mit Sialyl Tﬂ)

Glycosphingo-
lipide

Heparansulfat

Proteoglycane

Chondroitinsulfat
Proteoglycane

Hyaluronan

Kontakte (z B. Sialyl Tn
der Muzine)

Tumor-AbstoRung
(z.B. Gums)

Matrix zur Speicherung
wvan Wachstum sfaktoren
(Heparanase-Substrat)

Modulierung der Tumaor-
Matrix Anhaftung

Steuerung des Tumor-
wachstumsdurch Signale
auf das Zytoskelett
wahrend der Migration

Glycosphingolipid-
Inhibitoren Ganglosid-
zZielende Impfstoffe

Heparinfragmente; Sulfotrans-

ferase-Inhibitoren;Xylosidasen;

Antisense-RNA zu Perlecan

Kylosidasen

Bindung an Hyaluronan-
Rezeptoren des Tumors
z.B. CD44-Gen ausschalten
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Melanom MNeuro-
blastom Brust

Brust Dickdarm
Leber,Lymphome
Melanom

Melanam Gliam
Lunge

Brust

Bestango et al., 2003
Carretal. 2003
Ragupathi et al. 2003

Vlodavsky et al., 1993
Goldshmidt et al. 2002
Adatia et al 1337

Idia et al. 1936
Faassen et al. 1332

Turley et al., 2002
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Tumormetastasierung

O-Glycane

N-und O-
gebundene
Glycane

Glycosphingo-
lipide

Farderung der Tumoradhasion Disaccharid-Primer der

bei der hamatogenen
Metastasierung (SLe* SLe?)

Verstarkung der
Tumar-Aggregation
{binden Galectin-3)

Tumoradhasion
(sulfatierte Selektin-
Liganden)

Tumorangiogenese

N-Glycane

Heparansulfat-
Proteoglycane

Yerstarkung der Migration
van Endothelzellen

K.orez eptor fur Wachstums-
faktoren und Lagerstatte
van Matrixprotienen

Wachstum und Proliferation

N-Glycane

0-Glycane

0-Glycane

Glycosphingo-

lipide

Heparansulfat
Proteoglycane

Hyaluronan

0-GIcNAc

Verhinderung der
Apoptose, Signale von
Wachstumsfaktoren

Muzin (MUC4}vemittelte
Alktivierung der ERBB 2-
Rezeptoren

Verinderung der Apoptose
(evtl. durch Bindung van
Galectin-3 an terminale
Galaktose von O-Glycanen

Kantrollierung der Signal-
gebung durch Lipidrafts

Karezeptor far Tumar-
wachstumsfaktoren

Signalvermittiung durch
Hyaluronan-Rez eptoren
(z.B.CD44)

Modifizierung der
Phospharylierung
von Oncogenen

Glycasylierung
(rediziert Tumor SLe”)

Galectin-3 Inhibitaren
{R-Galaktosidase)

Disaccharid-Primer,
Kampetition mit Heparin

Alkaloid-Inhibitoren
van N-gebundener
Glycosylierung

Disaccharid-Frimer,
Kaompetition mit
Heparin

Alkaloid-Inhibitaren
der N-glycanprozessienung

Immuntherapien mit
MUC4 als Zielstruktur

Galectin-3 | nhibitaren
(R-Galaltoside)

Inibitaren der Ceramid-
Glycosylierung, Impfstaffe
gegen Ganglioside

Heparin-Derivate als
Heparansulfat- und Sulfo-
transferase Inhibitaren

Hyaluronan-Oligomere,
Hyaluronan-bindende
Protein-Gene von
Adenaviren

O-GlcNAc Transferase-
Inhibitaren

1.4.3. Beitrag weiterer EZM bindender Molekiile

Neben Integrinen interagieren weitere Adhidsionsrezeptoren mit Bestandteilen der EZM und
konnten zur Migration von Tumorzellen beitragen, z.B. CD44 {iber die Bindung an
Hyaluronan (Ropponen et al., 1998; Lessan et al., 1999; Hosono et al., 2007), der Discoidin-
Rezeptor DDR iiber die Bindung an Kollagen (Leitinger und Hohenester, 2007) und CD26
(Dipeptidyl-Peptidase IV, DPPIV) iiber die Bindung an Kollagen und Fibronectin (Lambeir et
al., 2003). Eine groBle Zahl an Neoplasien epithelialen und mesenchymalen Ursprungs zeigt
eine hohe Expression an CD44H (die Standard CD44-Isoform) sowie Isoformen von CD44,
vor allem der Variante CD44v6 (Zeng et al., 1998). Bei Ovarialkarzinomen findet man eine

grofle Variation der CD44 Expression als ein hdufiges Merkmal und assoziiert dies mit
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Dickdarm

Melanam

Dickdarm

Frostata

Dickdarm

Brust, Melanam
Ewing-Sarkom

Brust

Dickdarm
Pankreas

Brust

Pankreas Eierstock,
Niere, Leber

Dickdarm
Brust

Pankreas

Borsig et al. 2002
Fuster et al.,2002
Varki et al., 2002

Takenaka et al
2004

Borsig et al. 2002
Varki et al 2002

Pili et al.,1335

lozzo et al. 2001
Jiang et al., 2003

Girnita et al.,.2000
komatsu et al., 2001

komatsu et al., 2001

Takenaka et al
2004

Magy et al., 2002

Kleeff et al. 1998
Lai et al. 2003

Toole, 2004
Misra et al.,2003

Chou and Hart,
2001
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ungiinstiger Prognose (Ricciadelli und Rodgers, 2006). Bei Magenkarzinomzellen wird die
Adhision an Mesothelzellen {iber CD44H und B 1-Integrine vermittelt (Nakashio et al., 1997).

DDR-1 wird im Prostatakrebs {iberexprimiert und trigt hier zur Invasion bei (Shimada et al.,
2008). DDR-2 wurde kiirzlich als diagnostischer Marker fiir Nasen-Rachenraum-Karzinome
vorgeschlagen (Chua et al., 2008).

Die Uberexpression von CD26 in Eileiterkrebs unterdriickt die Invasivitit von Tumorzellen

(Kikkawa et al., 2005) und konnte somit zur Gegenregulation beitragen.

1.5. Ziele dieser Arbeit

Die meisten Untersuchungen zur Zellmigration in 2D-Modellen weisen darauf hin, dass die
Zelladhésion essenziell flir die Migration normaler und entarteter Zellen ist. Wenig
systematische Arbeiten in 3D-EZM Modellen zeigten dariiber hinaus, dass nicht in allen
Fidllen eine Integrinblockade zu inhibierter Migration fiihrt (Friedl et al.,, 1998 c; Maaser
1999). Daher sollte in dieser Arbeit gekliart werden, welche alternativen Strategien der Zell-
Matrix-Interaktionen noch an der Migration invasiver Zellen beteiligt sind.

Speziell sollten folgende Fragen beantwortet werden:

l. Wie stark kann die Migration von Tumorzellen in 3D-Kollagenmatrizen durch die

Inhibition von B 1-Integrinen maximal reduziert werden?

2. Konnen die Befunde von Tumorzellen auf nicht-neoplastische Fibroblasten

iibertragen werden?

3. Zeigen unterschiedliche Interferenzstrategien der Integrinfunktion eine

vergleichbare Hemmung der Migration?

Aufgrund des im Verlauf dieser Arbeit gezeigten Ubergangs Integrin-positiver mesenchymal
migrierender Zellen zu einer Integrin-unabhingigen amoboiden Migration sollte im zweiten
Teil der Arbeit untersucht werden, liber welche Mechanismen die Integrin-unabhingige

amoboide Migration erfolgt. Hierzu sollten folgende Fragen geklart werden:

l. Welche Zell-Matrixkontakte vermitteln die Interaktion und Migration nach einer
Integrinblockade?
2. Welche Rolle spielen alternative Integrine wie z.B. avf3, die fibrilldres natives

Kollagen nicht spezifisch bzw. mit niedriger Affinitdt binden?

3. Welche Funktion haben die Glycokonjugate der Zelloberfldche (Glycokalyx) und
sulfatierte Glycokonjugate in der Zell-Matrix-Interaktion und Migration?

Zusammengefasst sollten diese Versuche klaren, welche Formen und Mechanismen von

Zellmigrationen jenseits der Integrinfunktion existieren.

20



Materialien und Methoden

2. MATERIALIEN UND METHODEN

2.1. Antikorper

Die folgenden Antikérper wurden fiir die durchflusszytometrische Analyse und die

konfokalmikroskopische Darstellung der menschlichen Zellen benutzt:

Maus anti-B1-Integrin monoklonaler mAk (IgGl) (Coulter, Immunotech, Krefeld,
Deutschland), blockierend, Klon 4B4 und Maus anti-B1-Integrin mAk (IgGl), nicht
blockierend, Klon K20 (Coulter), Maus anti-Vinculin mAk (IgG1), Klon VIN-11-5 (Sigma-
Aldrich, Miinchen, Deutschland), Maus anti-avB3-Integrin mAk (IgGl), Klon LM609
(Chemicon, Hotfheim, Deutschland), Maus anti-GD3 mAk R24 (IgG3) aus Maus
Hybridomzelllinie HB-8445 (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA), Maus
anti-CD166 ALCAM Fc-Fragment (IgG2a), Klon L50 (Sanbio, Beutelsbach, Deutschland),
Maus Isotypkontrolle (IgGl) (Dianova, Hamburg, Deutschland), Maus Isotypkontrolle
(IgG3), Maus Isotypkontrolle (IgM) (Caltag, Hamburg, Deutschland).

Folgende Antikorper wurden fiir durchflusszytometrische Analysen der murinen Zellen
eingesetzt: Ratte anti-B1-Integrin mAk (IgG2a), Klon 9EG7 (BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland), armenischer Hamster anti-B1-Integrin mAk (IgM), Klon Ha2/5 (BD
Biosciences), Ratte anti-f1-Integrin mAk (IgG2a), Klon KMI6 (BD Biosciences), Maus anti-
Chondroithin-4-Sulfat mAk (IgM), Klon LY111 (Seikagaku Biobusiness Corp., Tokyo,
Japan), Maus anti-Heparansulfat mAk (IgM), Klon F58-10E4 (Seikagaku), Maus
Isotypkontrolle  (IgG2) (Dianova), anti-HA-Biotin mAk F(ab)-Fragment (HA;
Héammaglutinin), Klon 3F10 (Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland).

Folgende Sekundidre Antikdrper (Ak) wurden benutzt: Rhodamin-Red-X Ziege anti-Maus
F(ab')’-Fragment (Dianova), Fluorescein anti-Maus Ak (IgG+gM) (KPL, Wedel,
Deutschland), Alexa Flour 488 Ziege anti-Maus Ak (IgG) (Molecular Probes, Leiden,
Niederlande), Cy3 Ziege anti-Maus Ak (IgG) (Dianova). Phalloidin-Alexa 488 und
Phalloidin-Alexa 568 (Molecular Probes). Fiir Western Blot wurden Maus anti-Talin mAk
(IgG1), Klon 8D4 und Sekundér Peroxidase Esel anti-Maus Ak (IgG) (Dianova) benutzt.

2.2. Zelllinien und Kultivierung

Die hochinvasiven und metastasierenden humanen MV3 Melanomzellen (Van Muijen et al.,
1991) wurden als Modellzellen in unseren Experimenten benutzt, da sie in der
Kollagenmatrix spontan migrieren. MV3-Zellen exprimieren a2f31- und a3p1-Integrine fiir
die Interaktion mit Kollagen Typ I (Danen et al., 1993). Diese Zelllinie wurde von G. Van
Muijen zur Verfligung gestellt (Universitit Nijmegen, Niederlande). Nach Transplantation in

eine Nacktmaus entwickelten sich Lymphknotenmetastasen. MV3-Tiam-Zellen wurden von
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R. Ahmadian (MPI fiir Molekulare Physiologie, Dortmund, Deutschland) zur Verfiigung
gestellt.

Beide adhédrenten Zelllinien wurden in RPMI-1640 Medium (PAN, Heidenheim,
Deutschland), das 50 U/ml Penicillin, 50 pg/ml Streptomycin (PAN) und 10%
hitzeinaktiviertes FCS (Biowhittaker, Verviers, Belgien) enthielt, unter einer humifizierten
5%igen CO2-Atmosphire kultiviert. Murine embryonale Fibroblasten (MEF) wurden von A.
Messent (Universitdt Manchester, England), murine embryonale Stammzellen (GD25) und
gefloxte Kontrollzellen von C. Brackebush (MPI fiir Biochemie, Martinsried, Deutschland)
zur Verfiigung gestellt. MEF und GD25 wurden in DMEM Medium kultiviert (PAN). Alle
Zellkulturen wurden bei einer Temperatur von 37°C im Brutschrank kultiviert. MEF wurden

zusitzlich in Anwesenheit von INF-y und bei 33°C kultiviert.

Fiir die Migrationsversuche wurden die adhidrenten Zellen bei subkonfluenter Zelldichte mit 2
mM EDTA (37°C, 5 min) bzw. 0,25% Trypsin in 1 mM EDTA abgelost (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland), mit Ca*- und Mg”'-freiem PBS (Invitrogen) gewaschen, im
Medium suspendiert, gezihlt und auf eine definierte Zelldichte von 1x10° Zellen/ml
eingestellt. Zusétzlich wurden fiir Studien der spontanen Gruppenzellwanderung folgende
Zelllinien getestet: MCF-10 (Mammakarzinom), SCOV (Adenokarzinom), ES-2
(Eierstockkarziom), 3T3 (Mausfibroblasten), IF6 (Melanom) und Hela
(Gebédrmutterhalskrebs).

2.3. Generierung von B1-Integrin defizienten MEF
Durch Einflihrung des Onkogens Simian Virus 40 (SV-40) Grofles Tumor Antigen (Tag)

wurden MEF zu immortalisierten Zellen transformiert (Charles River Laboratories,
Wilmington, DE, USA). Immortalisierte MEF verhielten sich weitgehend als eine Zelllinie,

die fiir mehrere Passagen kultivierbar war.

Um B1-Integrin-defiziente und nicht-lethale Mausembryonen zu generieren, wurde das erste
Exon von B1-Integrin durch zwei loxP-Seiten flankiert bzw. gefloxt. Die isolierten MEF aus
dieser Maus wurden mit Cre-Adenovirus infiziert und dadurch das kodierende Gen fiir B1-
Integrin an LoxP-Seiten deletiert. Die immortalisierte Mauslinie exprimierte eine
temperatursensitive Mutante des SV-40 Groflen T-Antigens (tsA58) unter Kontrolle des IFN-y
induzierbaren H-2K Promotors. Embryonale Fibroblasten dieser Mause wurden durch
Kultivierung bei einer Temperatur von 33°C in Anwesenheit von IFN-y immortalisiert. Bei
anschlieBender Kultur bei 37°C erfolgte eine Revertierung zu begrenzter Passagierbarkeit von

ca. 20-30 Passagen (A. Messent, personliche Mitteilung).
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Abbildung 5.  Generierung von immortalisierten und 31 defizienzten Zelllinien transgener Mause

Um immortalisierte und B1-Integrin defiziente MEF zu generieren, wurde eine Immorto Maus (Jat et al., 1991) mit
einer B1 gefloxten Maus (Graus-Porta et al., 2001) gekreuzt. Die immorto Mauslinie ist eine temperatursensitive
Mutante des SV-40 GroRen T-Antigens (tsA58) unter Kontrolle des IFN-y induzierbaren H-2K Promotors. Daher
ist B1-flox Allel ein induzierbares knock-out. Nach mehreren Generationen wurden die homozygoten Embryonen
fir B1-flox Allel selektiert, die Fibroblasten isoliert und mit Cre -Adenoviren infiziert. In Fibroblasten mit B1-flox
Allel war das erste Exon von B1-Integrin mit zwei LoxP Seiten flankiert. Die Cre-Rekombinase von Cre-
Adenoviren schneidet an beiden LoxP Seiten. Das Exon von B1-Integrin wurde deletiert und die B1-defizienten
MEF generiert. Die B1-Integrin defizienten Fibroblasten wurden bei 33°C und in Anwesenheit von IFN-y kultiviert,
um sie immortal zu halten. Bei 37°C konnte der Promotor ausgeschaltet werden, und die Zellen waren flir wenige
Passagen lebensfahig. Die B1-Integrin defizienten MEF wurden freundlicherweise von A. Messent und M.
Humphries zur Verfligung gestellt.

2.4. Die dreidimensionale (3D) Kollagenmatrix

Fiir Untersuchungen der Zellmigration wurde Typ I Kollagen in saurer Losung (pH 3) durch
Neutralisation (pH 7,4) mit Bikarbonat-Losung zur Polymerisation gebracht. Das bovine Typ
I Kollagen (Vitrogen, Nutracon BV, Leimuiden, Niederlande) war resistent gegen Trypsin

und hielt seinen nativen Zustand bei (C. Overall und E. Tam, unveroffentlicht).

Fiir 3D fibrilldre Kollagenmatrices (Endkonzentration: 1,7 mg/ml) wurden 15 Teile Vitrogen,
2 Teile Minimal Essential Eagle’s Medium (ICN, Meckenheim, Deutschland) und ein Teil
Bikarbonat-Losung eingesetzt (Friedl und Brocker, 2004). Ein Deckglidschen wurde auf einem
Objekttrager an drei Seiten mit Paraffinwachs fixiert, so dass eine dreidimensionale
Migrationskammer mit einer Grof3e von ca. 20 x 20 x 0,5 mm und einem Volumen von 200 pl
entstand. Fiir 3D-Migrationsexperimente wurde ein Teil der Zellsuspension mit zwei Teilen
Typ I Kollagen gemischt. AnschlieBend wurde die Kammer mit 100 pl Zellsuspension
beladen. Nach Kollagenpolymerisation im Inkubator (30 min, 37°C, in einer 5% CO2-haltigen
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Atmosphire) wurde die Kammer mit Medium aufgefiillt und mit Paraffinwachs luftdicht

verschlossen.

Um den Kollagenabbau messen zu konnen, wurden der Kollagenlosung vor der
Polymerisierung 2% P?FITC-Kollagen Typ I-Monomere aus Rinderhaut (Molecular Probes)
hinzugefiigt. Die Endkonzentration des Kollagens betrug 1,67 mg/ml. Die Mischung aus
Zellen und Kollagen wurde blasenfrei entweder auf ein Deckglas (22x22 mm) oder in eine
Migrationskammer  gegeben. Nach der Kollagenpolymerisierung  wurde  die
Migrationskammer mit dem Medium aufgefiillt und luftleer verschlossen. Fiir die
Blockadestudien wurde adhésionblockierender anti-B1-Integrin mAk 4B4 oder Rhodocetin

der Kollagenmischung und dem Uberstand zugegeben.

2.5. Inhibitoren

Der Inhibitor Rhodocetin wurde in einer 50-100 uM Konzentration dem frisch zubereiteten
Kollagen-Zellen-Gemisch zugegeben. Nach der Polymerisierung des Kollagens wurde das
Verhalten der Zellen gefilmt. Rhodocetin ist ein Protein aus dem Gift der Schlange
Calloselasma rhodostoma und antagonisiert in vitro spezifisch wichtige zelluldre Funktionen
wie Zelladhdsion, Migration und Kontraktion der Kollagenmatrix (Eble et al., 2001). Die A-
Domaine der a2-Kette der a2 1-Integrine wird von Rhodocetin gebunden, und daher wird die
Interaktion von a2 1-Integrin mit dem Kollagen kompetetiv gechemmt, entgegen den meisten
bekannten Disintegrine unabhéngig von einem RGD-Motiv und mit der gleichen Affinitit wie
Kollagen Typ I (Rosenow et al., 2008; Eble et al., 2001). Rhodocetin erlaubt schwache
Adhision, aber keine Ausbreitung der Zellen und keinen Aufbau der fokalen Adhédsionen auf
der 2D beschichteten Oberflache.

Um die rasche Erneuerung glycosylierter Oberflaichenproteine nach N- und O-Verdau zu
verhindern, nutzten wir einige in der Literatur beschriebene Methoden. Das
Nukleosidantibiotika-Gemisch Tunicamycin (Sigma-Aldrich) wurde zur Inhibition der
GlcNAc Phosphotransferase (GPT) und damit der Hemmung der N-Glycan-Prozessierung
eingesetzt. Die adhirenten Zellen wurden fiir 16 Stunden bei 37°C mit 0,25 pg/ml
Tunicamycin im Kulturmedium vorinkubiert. Fiir fiir die anschlieBenden Migrationsstudien

wurde generall 2,5 pg/ml benutzt.

Zur Hemmung der Proteinsynthese wurde Cycloheximid (Sigma-Aldrich) in einer
Konzentration von 20 pg/ml eingesetzt, der die Bindungen und Kettenverldngerung der
Peptide an  eukaryontischen 60S  Ribosomen-Untereinheiten  unterbindet.  Das
Laktonantibiotikum Brefeldin A (Sigma-Aldrich) blockiert die de-novo Synthese iiber den
Transport von Glycoproteinen von ER zum Golgi-Apparat und wurde in einer Konzentration

von 5 ug/ml eingesetzt.
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Zur Hemmung der Ligandenbindung des avp3-Integrins wurde cRGD-Peptid (-Arg-Gly-Asp-
D-Phe-Val-) verwendet. Die Zellmigration wurde in Kollagenmatrices und in Gegenwart von
cRGD-Peptid (2 und 10 uM) und des anti-B1-Integrin 4B4 mAk (10 pg/ml) untersucht. av3-
Integrine binden an nicht polymerisiertem Typ I Kollagen und tragen zur Zellmigration bei.
cRAD-Peptid (-Arg-Ala-Asp-D-Phe-Val-) wurde als Kontrolle eingesetzt. Beide zyklischen
Peptide wurden in einer Reinheit von iiber 95% von der Firma Bachem (Weil am Rhein,

Deutschland) bezogen.

2.6. Messung der Zellviabilitit

Um zytotoxische Effekte auf die MV3-Zellen und MEF sowohl duch die eingesetzten
Hemmstoffkonzentrationen (antagonistische Peptide, Adhdsionsblockierende mAk) als auch
die lange Versuchsdauer (15-20 Std.) in Kollagen- sowie Fliissigkultur zu vermeiden, wurde
routineméfig die Viabilitdit der Zellen bestimmt. Dazu wurden 3D-Kollagengele im
Anschluss an ein Migrationsexperiment in An- und Abwesenheit von Inhibitor fiir 20 Stunden
inkubiert und durch Collagenase 1 (Clostridium histolyticum; Sigma-Aldrich) fiir 30 min bei
37°C verdaut. AnschlieBend wurden die Zellen mit Propidiumiodid (PI) (Sigma-Aldrich)

gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert.

2.7. Digitale Hellfeld-Zeitraffermikroskopie

Die Wanderung der Zellen wurde mit digitaler Hellfeld-Zeitraffermikroskopie (Friedl und
Brocker et al., 2004) beobachtet. Dazu wurden die Migrationskammern auf den Objekttischen
der Lichtmikroskope (inverse Mikroskope DM-IL, Leica, Heidelberg, Deutschland) fixiert
und iiber einen Temperaturfiithler mit einem Thermostat (Chauvin-Arnox, Kehl, Deutschland)
und einem Infrarotheizsystem (Phillips, Hamburg, Deutschland) verbunden. Die Temperatur
in den Migrationskammern wurde liber die gesamte Versuchsdauer von ca. 20 Stunden bei
37°C gehalten.

Vom Gesichtsfeld wurden mit einer CCD-Kamera (Sony, Berlin, Deutschland) im Abstand
von 5 min digitale Durchlichtbilder mit 10- oder 20-facher Vergréferung aufgenommen. Die
Aufnahmen wurden mit ISCAP Image Grabbing Software (Johannes Vogel, Universitit
Bremen, Deutschland) gespeichert und in digitale Quick-Time Filme umgewandelt. Bei einer
Wiedergabe von 10 Bildern/Sekunde entsprach eine Sekunde Film einer Echtzeit von 50 min.
Anhand der Beobachtung der Zellen und Analyse der Filme wurden folgende typische
Zellmorphologien bestimmt: a) unipolar, bipolar (spindelférmig, mesenchymal), b)

dendritisch (sternformig), oder c¢) rund. Die Zellen wurden entweder der wandernden oder der

sessilen Zellgruppe zugeordnet.
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2.8. Zelltracking und Datenanalyse

Das Filmmaterial wurde mit einem bereits fiir die Einzelzellwanderung etablierten
Zelltrackingprogramm (Friedl et al., 1993; Friedl und Brocker, 2004) quantitativ ausgewertet.
Dazu wurden die digitalen Filme auf Videoband iiberspielt und iiber Hypercard am
Bildschirm sichtbar gemacht. In der Regel wurden 40 zufillig ausgewihlte Zellen einzeln mit
dem Cursor verfolgt. Dabei wurde die Lage der Einzelzelle in einem zweidimensionalen xy-
Koordinatensystem vom Trackingprogramm in Zeitabstdnden von 0,3 sec Film (entsprechend
15 min Echtzeit) erfasst. Geschwindigkeiten (v) einer Zelle wurden aus der zuriickgelegten
Strecke (s) und dafiir bendtigten Zeit (t) nach der Formel (v=s/t) berechnet, wobei zwischen
Speed als Durchschnittsgeschwindigkeit einer Zelle und Velocity als absolute
Geschwindigkeit ohne Pausen (Zeitintervalle ohne Ortsverdnderung) unterschieden wird. Eine
Zelle wird zu jedem beliebigen Messpunkt als wandernd bezeichnet, wenn sie einen Weg von

mindestens 1 Pixel/Zeitintervall zuriickgelegt hat.

Die durchschnittliche Geschwindigkeit und der prozentualer Anteil wandernder Zellen aus der
Population der 40 beobachteten Zellen wurde als Parameter der Motilitit der Population
errechnet. Der prozentuale Anteil der beweglichen Zellen basiert auf der Zahl motiler Zellen
an jedem beliebigen Messpunkt, oder dem Prozentsatz der Messintervalle, zu denen

Einzelzellen beweglich waren.

Der Anteil migrierender Zellen und die Verteilung der getrackten Zellen auf die einzelnen
Geschwindigkeiten wurden mit Statistika 6.0 (StatSoft) ermittelt und mit dem Prism-
Programm (Softwarebox, Schonaich, Deutschland) grafisch dargestellt. Zur statistischen
Analyse der Mittelwerte (+/-) Standardabweichung wurde Student’s t-test verwendet. Fiir die

Einzelauswertung wurde der nichtparametrische Mann-Whittney U-Test benutzt.

2.9. Durchflusszytometrie

Alle durchflusszytometrisch untersuchten Zellen wurden in Fliissigkultur oder im 3D
Kollagengel fiir 10-20 Stunden inkubiert. Kollagengele wurden durch hoch aufgereinigte
Collagenase I fiir 30 min bei 37°C verdaut (Friedl et al., 1995). Adhérente Zellen wurden mit
2 mM EDTA vom Plattenboden abgelost. Fiir jeden Ansatz wurden 10° Zellen mit dem
primdren Maus mAk (1 bzw. 10 pg/ml) fiir eine Stunde auf Eis inkubiert, gewaschen und mit
Sekundéren FITC-markiertem anti-Maus IgG (1 pg/ml, 30 min) geférbt. Fiir die Detektion der
B1-Integrin Expressionsstufe wurden die Zellen mit dem FITC-markierten anti-f1-Integrin
mAk K20 gefédrbt (10 pg/ml, 30 min). Die Expression auf der Zelloberfliche wurde mittels
Durchflusszytometrie analysiert (FACScan, Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland).

In den Kontrollexperimenten wurde nach der Behandlung mit Collagenase I weder in Fliissig-
noch in Kollagenkulturen ein Unterschied in Expression von Integrinen (Maaser et al., 1999)

oder anderer Adhédsionsrezeptoren (Friedl et al., 1995) festgestellt.
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2.10. Zellsortierung

Fiir die Sortierung der MV3-Zellen nach ihrer 1-Integrin Expressionsstufe wurden die Zellen
mit FITC-markiertem anti-f31-Integrin mAk Klon K20 fiir 20 min auf Eis gefarbt, mit einem
Gemisch aus 1%igem FCS in PBS gewaschen und am FACScan sortiert (Institut fiir

Immunologie und Virologie, Universititsklinikum Wiirzburg, Deutschland).

2.11. Kollagenolyse Assay

Ein quantitativer Kollagenolyse Assay wurde durch Kopolymerisierung von 2%igen DQ
FITC-Kollagen-Typ I-Monomeren von der Rinderhaut (Molecular Probes) mit
Rattenschwanzkollagen (Endkonzentration 1,65 mg/ml) (Becton-Dickinson) ermdglicht. Die
Zellen wurden in RPMI Medium ohne Phenolrot suspendiert (1x10° Zellen/ 0,1 ml Medium/
Kavitit). Nach Migration der Zellen fiir 40 Stunden in FITC-Kollagenmatrices in Ab- oder
Anwesenheit von adhésionsblockierendem 4B4-mAk wurde das Kollagengel mit Zellen
abzentrifugiert (15000 g, 10 min, 4°C). Der Uberstand mit freigesetzten FITC-Molekiilen
wurde spektrofluorometrisch analysiert. 100% entspricht der kompletten Verdauung der
zellfreien Kollagenmatrices mit Collagenase VII (Sigma-Aldrich). Die
Hintergrundfluoreszenz wurde durch Messung des Uberstands von pelettierten und nicht-
verdauten zellfreien Kollagenmatrices kalkuliert. Autofluoreszenz wurde weder bei Zellen
noch Inhibitoren festgestellt. FITC-Freisetzung wurde durch klassische Collagenase sowie
Trypsin-&hnliche Aktivitdt detektiert.

2.12. Statische und dynamische Konfokalmikroskopie

Die Konfokale Laser-Scanning Mikroskopie fixierter 3D Proben wurde mit einem Leica SP2-
System durchgefiihrt. Nach 6-8 Stunden Inkubation wurden zellenhaltige Kollagenmatrices
mit dem 4% Paraformaldehyd bei 37°C fiir 20 min fixiert und mit PBS gewaschen.
Kollagenmatrices wurden mit nicht-markiertem priméren Maus anti-human Antikorper
inkubiert (10 pg/ml; 4°C, iiber Nacht), mit PBS gewaschen und dann mit Rhodamin-Red-X
oder Cy3 Ziege anti-Maus F(ab)” (20 pg/ml; 4°C, 45 min) gegengefirbt. Fiir die doppelte
Fluoreszenzfarbung wurden die Zellen nacheinander mit  FITC-konjugiertem
Primédrantikérper (10 pg/ml; 4°C, 45 min) oder Fluoreszein-Phalloidin (66 nM; 4°C, 45 min)
markiert. Gefarbte Tropfengele wurden in einer vorbereiteten Migrationskammer fixiert und
durch Einzelkanal- oder simultane 4-Kanal-Mikroskopie detektiert (Kanile fiir zwei
Fluoreszenzfarbungen, Reflexion, Transmissionssignal). Die Bilder wurden dreidimensional
zusammengelegt und aufgebaut (Maaser et al., 1999). Zur Darstellung von Struktur und
Dynamik mit GFP transfizierter Zellen bei der Wanderung wurden dynamische Sequenzen
von lebenden Zellen durch 3D Zeitraffer-Konfokalmikroskopie (Leica SP2-System) erhalten.

Von den Zellen, die in den Kollagenmatrices 4-6 Stunden gewandert waren, wurde in
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Zeitabstinden von 5 min ein Bildstapel mit 5-10 Schnitten im Abstand von 2 um in der Z-
Ebene fiir bis zu 3 Kandle (Reflexion, FITC, Cy3) aufgenommen. Fiir die dynamische
Rekonstruktion wurden die Fluoreszenz-, Reflexions- und Transmissionssignale gleichzeitig
aufgenommen. Filme entstanden aus zeitlich aneinandergereihten Bildern von 3D
rekonstruierten Stapeln ausgewihlter Z-Ebenen (Schnittebenen). Die Migrationskammer mit
den in die Kollagenmatrices eingebetteten Zellen wurde wéhrend der konfokalen
Lebendaufnahmen {iber die gesamte Versuchsdauer hinweg durch ein Infrarotheizsystem auf

einer Temperatur von 37°C gehalten.

2.13. Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)

Die Glycokalyx besteht hauptsdachlich aus sauren Mucopolysacchariden. Zur Darstellung am
TEM wurde die Glycokalyx mit dem alkalischen Rutheniumrot-Oxychlorid geférbt.

Zur Farbung wurden zwei Losungen frisch angesetzt.

Losung I:

e 4% Gluteraldehyd (Serva, Heidelberg, Deutschland)
e 0,2 M Cacodylatpuffer pH 7,3 (Serva)
e 1.500 ppm wassrige Rutheniumrot (Sigma-Aldrich)

Losung II:

e 5% Osmiumtetroxid (Serva)
e 0,2 M Cacodylatpuffer pH 7,3 (Serva)
e 1.500 ppm Rutheniumrot (Sigma-Aldrich)

Fiir die Farbung wurden die behandelten und unbehandelten MV3-Zellen mit 2 mM EDTA
abgelost, mit PBS gewaschen und in Losung I fixiert (1 Std., RT). Die Proben wurden in 0,2
M Cacodylatpuffer gewaschen und anschlieBend in Losung II fiir 2 Stunden bei RT inkubiert
und wiederholt in 0,2 M Cacodylatpuffer gewaschen. AnschlieBend folgte die Vorbereitung
der Proben fiir die TEM.

Die Proben wurden mit einer Alkoholreihe: 50, 60, 70, 80, 90, 100%igem Ethanol fiir jeweils
10 min behandelt und in einer Mischung aus Epon und Propylenoxid (Serva) im Verhéltnis
von 1:1 inkubiert (1 Std., RT). Der Uberstand wurde entfernt und die Zellen wurden in reinem
Epon iiber Nacht bei RT inkubiert. Epon wurde ausgetauscht (1 Std., RT), und die Zellpellets
wurden in einer Gelatine-Kapsel mit Epon aufgefiillt und verschlossen. Epon (Serva)
polymerisierte bei 65°C, 48 Stunde. Die 0,2 um Schnitte wurden anschlieBend im TEM
beobachtet.
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2.14. Quantitative optische Analyse der Zellpolaritit

Die Polaritit der Zellen wurde als Polarisationsfaktor fiir jede Zelle (Langsachse geteilt durch
Breite) berechnet und in einem Punktdiagramm dargestellt. Zur Quantifizierung der
Zellmorphologie wurde 7 Stunden nach der Zugabe des adhésionsblockierendem mAk 4B4
oder Rhodocetin der Anteil elongierter Zellen (bei mesenchymaler Migration) gegeniiber
rundlichen und sphirischen Zellen (bei amoboider Migration) durch optische Analyse von
100-130 zufdllig ausgesuchten Zellen festgestellt. Zellen wurden kategorisiert in eine
mesenchymale Fraktion mit ldnglicher und polarisierter Zellform und einer relativen
Vorwirts- oder Riickwirtsbewegung. Die amoboide Fraktion repridsentierte Zellen mit
rundlicher Morphologie und flexibler Pseudopodausstreckung in allen Richtungen, die
manchmal eine erhohte Migration zur Folge hatte. Eine betrachtliche Fraktion der Zellen (20-
30%) konnte morphologisch nicht klassifiziert werden, da sie sich im Prozess der Teilung, in

sonstigen Ubergangszustinden oder in einer immobilen Phase befanden.

2.15. Generierung von multizelluliren Sphéiroiden

Drei Methoden wurden zur Generierung von mehrzelligen Sphéroiden etabliert.

1) Kulturschalen wurden mit einer Losung aus Poly-HEMA (Poly-2-Hydroxyethyl
Methacrylat 0,33%; Sigma-Aldrich) in 70%igem Ethanol (Merck, Darmstadt, Deutschland)
beschichtet, unter sterilen Bedingungen getrocknet und mit PBS gewaschen. Die Zellen
wurden von den subkonfluenten Kulturen mit 2mM EDTA abgelost, auf Poly-HEMA
beschichteten Kulturschalen (0,8x10° Zellen/8 ml) gegeben und fiir 48 Stunden bei 37°C und
unter 5%iger CO2-Atmosphére inkubiert. Multizelluldre Sphéroide entwickelten sich spontan
durch Zell-Zell Kontakte, Anhdufung und Proliferation der Zellen. Sphiroide der
unterschiedlichen GroBen wurden mit einer Mikropipette unter dem Hellfeldmikroskop
ausgewdhlt und in die frisch vorbereitete Typ I Kollagenlosung eingebettet (1,7 pg/ml, pH
7,4; Vitrogen).

i1) Alternativ, adhirente Zellen wurden mit EDTA abgelost und mit FCS-haltigem Medium
fiir 4 min bei RT inkubiert. Nach dieser kurzen Zeit bildeten sich abgeldste Zellklumpen aus
gruppierten Zellen. Diese Sphéiroide wurden in Kollagenmatrices einpolymerisiert und unter

digitaler Zeitraffermikroskopie aufgenommen.

1i1) Eine mechanische Methode zur Herstellung von Sphéroiden war das Ablosen der

adhérenten Zellen mit einem Zellschaber (Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland).

2.16. Adhisionstest

Die Zellen wurden mit EDTA (2 mM) abgeldst und auf 7x10° Zellen/ml eingestellt. Fiir jeden
Ansatz wurden 1,4x10° Zellen (200 pl) in einem ReaktionsgefiB mit oder ohne anti-p1-
Integrin 4B4-mAk (10 pg/ml) fiir 15 min auf Eis inkubiert. Den Zellen wurden
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unterschiedliche Konzentrationen des cRGD- bzw. cRAD-Kontrollpeptids angeboten (2,5, 5,
10, 20, 40, 60 und 70 uM) und fiir weitere 20 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden
anschliefend auf eine FCS-beschichtete 96-Wellplatte zupipettiert und fiir 1,5 Stunden bei
37°C inkubiert. Die Uberstinde wurden vorsichtig entfernt und die adhirenten Zellen mit
Kiristallviolett (0,5% in 20% Methanol) gefdrbt (20 min, RT). AnschlieBend wurde die
Kristallvioletett-Losung entfernt und die Zellen wurden mit doppelt destiliertem Wasser
gewaschen und beim RT getrocknet. Durch Zugabe von 10%iger Essigsdure wurde
adsorbierte Kristallviolett aus den Zellen freigesetzt und am ELISA-Reader (SLT, Spectra,

Tecan, Grailsheim, Deutschland) photometrisch bestimmt.

2.17. Kontraktionsassay der Kollagenmatrices

Kulturplatten wurden mit Poly-HEMA (Poly-2-Hydroxyethyl Methacrylat 0,33%; Sigma-
Aldrich) beschichtet, unter sterilen Bedingungen getrocknet und mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden von den subkonfluenten Kulturen mit EDTA (2 mM; 5 min bei 37°C) abgelost,
gewaschen, in Typ I Kollagengel inkorporiert und in nicht-polymerisiertem Zustand auf Poly-
HEMA beschichteten KulturgefiBen (2x10° Zellen/250 pl Kollagengel) iiberfiihrt.
Adhésionsblockierenden Inhibitoren (mAk 4B4, Rhodocetin) wurden sowohl in
Kollagenmatrices als auch im Uberstand zugegeben. Nach der Polymerisation wurde das
Kollagengel mit Medium iiberschichtet und fiir 24 oder 48 Stunden bei 37°C inkubiert.
Dadurch wurden frei flottierende und nicht-verankerte Kollagengele generiert, die durch die
starke Kraftentfaltung der Zellen kontrahierten. Um unter standardisierten Bedingungen zu
messen, wie stark die Zugkraft durch anti-B1-Integrin mAk 4B4 beeinflusst wurde, erfolgten
Kontraktionsassays an nicht verankerten Kollagenmatrices. Die Kontraktion frei flottierender
Kollagengele durch MV3-Zellen wurde in Ab- und Anwesenheit steigender Konzentrationen
von mAk 4B4 iiber 24 Stunden untersucht. Die Kontraktion durch MV3-Kontrollzellen fiihrte

zur Verringerung der Gelfldche im Vergleich zur zellfreien Kontrolle.

2.18. Enzymatische Spaltung der Glycokonjugaten

Von den getesteten Enzymen unterschiedlicher Hersteller haben wir uns aufgrund der
Effizienz und der niedrigen Zytotoxizitét fiir die N-/O-Glycosidasen der Firma Calbiochem
(Darmstadt, Deutschland) entschieden: Peptid-N-Glycosidase F (PNGase F, Peptid-N4-(N-
Acetyl-beta-Glucosaminyl) Asparagin-Amidase, EC-Nummer 3.5.1.52) und Endo-a-N
Acetyl-galactosaminidase (O-Glycosidase, EC-Nummer 3.2.1.97). Von den getesteten
Enzymen unterschiedlicher Hersteller haben wir uns aufgrund der Effizienz und der niedrigen
Zytotoxizitit fur die N-/O-Glycosidasen der Firma Calbiochem (Darmstadt, Deutschland)
entschieden: Peptid-N-Glycosidase F (PNGase F, Peptid-N4-(N-Acetyl-beta-Glucosaminyl)
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Asparagin-Amidase, EC-Nummer 3.5.1.52) und Endo-a-N Acetyl-galactosaminidase (O-
Glycosidase, EC-Nummer 3.2.1.97).

Tabelle 2. Behandlung der Glycokalyx mit verschiedenen Glycosidasen
Enzym Zielstruktur Organismus Quelle Endkonzentration
(Unit) *
N-Glycosidase F | Asparagin gebundene | Chryseobacterium | Roche 20 U/ml
N-Glycane Diagnostics
Endo-a-N-Acetyl- | Galf(1-3)GalNAc meningosepticum | Roche 40 mU/ml
galactosaminidase | von O-Glycanen Diplococcus Diagnostics
pneumoniae

N-Glycosidase F | Asparagin gebundene | Chryseobacterium | Calbiochem | 20 U/ml

N-Glycane meningosepticum
Endo-a-N-Acetyl- | Galf(1-3)GalNAc Streptococcus Calbiochem |40 mU/ml
galactosaminidase | von O-Glycanen pneumoniae
Heparitinase I a-N-Acetyl-D- Flavobacterium | Seikagaku 20 mU/ml
Glucosaminsédure von | heparinum,
Heparansulfate

* hochste Konzentration in Zellkultur

1 Mio/ml Zellen (abgeldst mit 0,25% Trypsin in 1 mM EDTA) wurden in RPMI Medium mit
10% FCS gewaschen und danach in einem RPMI Medium mit 2% FCS aufgenommen. Je 100
ul Zelllosung wurde in 1,5 ml Mikrozentrifugenrdhrchen iiberfiihrt und durch Zugabe von N-
Glycosidase F und O-Glycosidase iiber 6 Stunden bei 37°C verdaut (pH 7-7,4). Fir die
Inhibition der Integrine wurden zusitzlich 4B4 mAk (10 pg/ml) und cRGD-Peptid (10 uM)
zugegeben und die Zellen im Kollagengel einpolymerisiert. Der Erfolg des Verdaus wurde
mittels Farbung mit anti-Heparansulfat (10E4) und anti-Chondroitinsulfat (Lyl11) am FACS
iiberpriift.

2.19. Desulfatierung von Glycokonjugaten
MV3-Zellen wurden in RPMI-1640 Medium mit 10% FCS und 50 U/ml Penicillin/50 pg/ml

Streptomycin kultiviert. Dieses Medium wurde nach zwei Tagen durch ein spezielles Medium
(DMEM, High Glucose, PAN), ohne Magnesiumsulfat, Methionin und Cystein. Zu diesem
Medium wurden 10% FCS und 50 mM Natriumchlorat gegeben (Rapraeger et al., 1994).
Nach 72 Stunden wurden die Zellen mit EDTA (2 mM) abgeldst und mit PBS gewaschen. Die
Zellen wurden mit anti-Heparansulfat (F58-10E4), anti-Chondroitinsulfat (LY 111) bzw anti-
Sialinsdure (R24) Antikorper gefarbt, mittels Durchflusszytometrie analysiert und

anschlieBend im Kollagengel fiir Migrationsstudien einpolymerisiert.
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2.20. Molekularbiologische Methoden

Die Uberexpression von EGFP und, als separates Transkript infolge einer internen
ribosomalen Eintrittssequenz, SP2-Peptid wurde mittels bicistronischem pIRES2-EGFP
Vektor etabliert. Nach Klonierung der cDNA der SP2-Region in den pIRES2-EGFP-Vektor
und Uberpriifung der Nukleotidsequenz durch Sequenzierung wurden MV3-Zellen mit
diesem Konstrukt transient transfiziert und auf unterschiedliche GFP-Expression mittels
FACS sortiert. Der Nachweis der Genexpression erfolgte mittels RT-PCR. Zwei bis drei
Passagen nach der Transfektion und Sortierung wurden funktionelle Analysen zu
Migrationstypus und -effizienz sowie konfokalmikroskopische Aufnahmen durchgefiihrt. Im
Folgenden werden die verschiedenen molekularbiologischen Methoden erldutert, die in dieser
Arbeit flir die Konstruktion von Plasmiden zur Transfektion der Melanomzellen angewandt

wurden.

2.20.1. Isolation von Plasmid-DNA aus Escherichia coli

Zur Isolierung von Plasmid-DNA in kleinem und grolem Mafstab wurden kommerzielle Kits
(Qiagen, Hilden, Deutschland) benutzt. Zur Isolierung von Plasmid-DNA fiir Sequenzierungs-
und Transfektionszwecke wurde die Plasmid-DNA durch das Concert Plasmid Purification
Kit (Invitrogen) isoliert, damit die Viabilitdt der Zellen bei der Transfektion nicht durch

zytotoxische Materialien beeintréchtigt wird.

2.20.2. PIRES2-EGFP Vektor

Der PIRES2-EGFP Vektor (BD Biosciences, Clontech) enthilt eine Ribosomenbindungsstelle
(Internal Ribosome Entry Site, IRES) von Encephalomyocarditisvirus (ECMV) zwischen der
multiplen Klonierungsstelle und der Kodierungssequenz fiir EGFP (Enhanced Green
Flourescent Protein, Anregung: 488 nm, Emission: 507 nm). PIRES2-EGFP Vektor ist ein
bicistronischer Expressionssektor, der die Translation von dem zu analysierenden Protein zu
dem GFP derselben mRNA erlaubt. Die mit diesem Vektor transfizierten Zellen kdnnen durch
Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie identifiziert werden. Fast alle Zellen, die
GFP exprimieren und unter dem Fluoreszenzmikroskop leuchten, exprimieren
erwartungsgemal das zu analysierendes Peptid von 1-Integrin zytoplasmatischen Doménen.
Der Vektor enthilt zusitzlich ein Kanamycin-Resistenzgen fiir die Selektion in Prokaryonten

und ein Neomycin-Resistenzgen fiir die Selektion in eukaryotischen Zellen.

Der pGL-Vektor (Gibco-BRL, Karsruhe, Deutschland) exprimiert GFP unter Kontrolle eines
CMV-Promotors und wurde als Kontrolle fiir die Migrations- und Transfektionsexperimente

eingesetzt. Die transfizierten MV3-Zellen wurden mittels limitierender Verdiinnungs-Analyse
(LDA) subkloniert.
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2.20.3. Behandlung des Vektors mit Alkalischer Phosphatase

Der Vektor wurde mit dem entsprechenden Restriktionsenzym BamHI bzw. EcoRI
(Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland) gedftnet, nach dem Verdau mit Phenol-Chloroform
extrahiert und nach Auftrennung in Agarosegel mit dem Jetsorb-Kit (Genomed, Bad
Oeynhausen, Deutschland) aufgereinigt. Die Religation von mit Restriktionsenzymen
gespaltenen Vektoren ist ein hdufiges Problem bei der Klonierung. Ohne Phosphatgruppen
kann eine Religation des Vektors nicht zustandekommen, da die DNA-Ligase immer 5'-
Phosphatreste bendtigt, an die sie freie 3’-OH-Gruppen ankniipfen kann. Da nur das Insert
Phosphatreste besitzt, ist nur eine Insert/Vektor Ligation moglich. Die Behandlung mit
alkalischer Phosphatase (1U/20 pl, Fermentas) wurde fiir 40 min bei 37°C durchgefiihrt.
AnschlieBend wurde die alkalische Phosphatase mittels Phenol-Chloroform-Extraktion
entfernt und der Vektor erneut iiber eine Qiagen-Sdule aufgereinigt. Der mit alkalischer

Phosphatase behandelte Vektor wurde fiir die Ligation mit dem Insert verwendet.

2.20.4. Konstruktion von cDNA

B 1y besteht aus 47 Aminosduren (siche Abb. 6A) (Argraves et al., 1987; Retta et al., 1998)
und enthélt drei konservierte Subregionen in der zytoplasmatischen Doméne (Cyto-1, Cyto-2,
Cyto-3), die essentiell fiir die Lokalisation und Funktion von B1-Integrinen sind (Reszka et
al., 1992). Thre Funktion sind u.a. die Bindung von Talin, FAK und Filamin und der Aufbau
fokaler Kontakte (Tanenzapf und Nicholas, 2006; Calderwood et al., 2004). Die festgelegte
Aminosduresequenz antagonistischer Peptide war identisch mit der Sequenz des humanen (31-
Integrins (cDNA Isoform A, GenBank Accession Number BG153150). Sie wurde durch
Aminosdure-Substitution in Cyto-2 und Cyto-3 verdndert (Tabelle 2), d.h. im Motiv NPXY
wurde Tyrosin 787 bzw. 799 entweder durch Phenylalanin (Y787F, Y799F) oder Glutamat
(Y787E, Y799E) ersetzt. Diese Modifikation imitiert im B1-Integrin den phosphorylierten
bzw. nicht-phosphorylierten Zustand dieser Region. Oligonukleotide zur Codierung dieser
Peptide wurden von MWG Biotech (Ebersberg, Deutschland) bezogen.

In Vorversuchen wurden die MV3-Zellen mit der cDNA dieser Region (SP2-E oder SP2-F)
und ohne ein Himagglutinepitop (HA-tag) transient transfiziert. Die Expression der Peptide in
diesen Zellen wurde durch die Expression von EGFP durchflusszytometrisch kontrolliert. Als
Kontrollzellen dienten die mit Leervektor transfizierten Zellen. Fir die in vitro
Immunopriparationsstudien durch das Peptid gebundener Adapterproteine wurde ein (HA-
tag) am N-terminus der cDNA von SP2E- und Sp2F-Doménen angehéngt (Kolodziej und
Young, 1991; Chen et al., 1993). Dieses Epitop, das aus dem Influenzavirus stammt, enthélt 8
Aminosduren YPYDVPDYA und wurde spezifisch mit anti-HA-Biotin mAk Klon 3F10
identifiziert (Roche Diagnostics).
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Tabelle 3. Aminosaure- und Nukleotid-Sequenzen fiir die Transfektion der MV3-Melanomzellen

Peptid Aminosiuresequenz sense (5°-3¢ Richtung) bp

antisense (5¢-3¢ Richtung)

AATTCGCCACCATGTACCCATACGA

4
TGTTCCAGATTACGCTTAAG >

HA MYPYDVPDYA

GATCCTTAAGCGTAATCTGGAACAT

4
CGTATGGGTACATGGTGGCG >

AATTCGCCACCATGTACCCATACGA
TGTTCCAGATTACGCTAAATGGGAC
ACGGGTGAAAATCCTATTGAGAAGA
GTGCCTAA4G

HA/SP2-E | MYPYDVPDYAKWDTGENPIEKSA
GATCCTTAGGCACTCTTCTCAATAG

GATTTTCACCCGTGTCCCATTTAGCG
TAATCTGGAACATCGTATGGGTACA
TGGTGGCG

84

AATTCGCCACCATGTACCCATACGA
TGTTCCAGATTACGCTAAATGGGAC | g4
ACGGGTGAAAATCCTATTTTTAAGA
GTGCCTAA4G

HA/SP2-F | MYPYDVPDYAKWDTGENPIFKSA
GATCCTTAGGCACTCTTAAAAATAG

GATTTTCACCCGTGTCCCATTTAGCG | g4
TAATCTGGAACATCGTATGGGTACA
TGGTGGCG

AATTCGCCACCATGTACCCATACGA
TGTTCCAGATTACGCTAGTGCCGTA | g7
ACAACTGTGGTCAATCCGAAGGAAG

AGGGAAAATGAG
HA/SP3-E | MYPYDVPDYASAVTTVVNPKEEGK

GATCCTCATTTTCCCTCTTCCTTCGG
ATTGACCACAGTTGTTACGGCACTA | g7
GCGTAATCTGGAACATCGTATGGGT
ACATGGTGGCG

AATTCGCCACCATGTACCCATACGA
TGTTCCAGATTACGCTAGTGCCGTA | g7
ACAACTGTGGTCAATCCGAAGTTTG

AGGGAAAATGAG
HA/SP3-F | MYPYDVPDYASAVTTVVNPKFEGK

GATCCTCATTTTCCCTCAAACTTCGG
ATTGACCACAGTTGTTACGGCACTA |g7
GCGTAATCTGGAACATCGTATGGGT
ACATGGTGGCG
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A
757 760 770 780 787 799 802
| 1 1 | 1 1 1
NH2- KLLMIIHDRREFAKFEKEKMNAKWDTGENPIYKSAVTTVWNPKYEGK -COOH
cyto-1 cyto-2 cyto-3
B 780 787

] |
NH2- MYPYDVPDYAKWDTGENPIE(F)KSA -COOH

HA-tag SP2-E/F

Abbildung 6.  Zytoplasmatische Doménen der 1-Integrin Untereinheit und inhibitorische
Peptidsequenzen.

A) Aminosauresequenz der zytoplasmatischer Region von 31-Integrin, die an der Bindung von Adapterproteinen
wie Talin, FAK, ICAP-1 und Filamin (Tanentzapf und Nicholas, 2006; Calderwood et al., 2004) beteiligt ist,
inklusive der drei zytoplasmatischen Domanen cyto-1, cyto-2 und cyto-3. B) Aminosauresequenz der dominant-
negativen Peptids SP2-E/F mit HA-tag. Durch transiente Transfektion mit pIRES2-Vektor wurde SP2-E/F,
welches das konservierte membran-proximale NPIY-Motiv cyto-2 umfasst (SP3 Domane, AS 778-790; Schaller et
al., 1995; Otey et al., 1993) in die MV3-Zellen eingebracht. HA; Himmaglutinin, E; Glutamat, F; Phenylalanin.

Die transiente Transfektion der MV3-Zellen mit unterschiedlichen Plasmiden (pIRES2-
EGFP, PGL) wurde quantitativ mit unterschiedlichen Transfektionsmethoden (Lipofectamin,
Rotifect, Fugene, Superfect) getestet. Die Transfektion mit Lipofectamin 2000 (Invitrogen)
zeigte bessere Transfektionsraten als andere Methoden. Zwei Tage nach der Transfektion mit
Lipofectamin wurde eine Population von 8 bis 10% an GFP-positiven Zellen unter dem

Fluoreszenzmikroskop beobachtet und durchflusszytometrisch bestimmt.

2.20.5. Hybridisierug einzelstringiger cDNA
Einzelstringige Oligonukleotide (ss) (Tab. 1) wurden mit ihrem komplementiren
Oligonukleotid zur Bildung doppelstrangiger (ds) DNA hybridisiert.

Bei der Hybridisierung wurden je 100 pmol von ss cDNA und dem komplementédren Strang
auf 94°C erhitzt. Die Einzelstringe lagerten sich mit ihrem komplementiren Strang (6 Std.,
37°C) zusammen. Die doppelstringige cDNA wurde als Insert fiir Klonierung in den pIRES2-
EGFP Vektor eingesetzt.

2.20.6. Kinasebehandlung des Inserts

Nach der Hybridisierungsreaktion der Oligonukleotiden zu doppelstrangiger DNA wurde eine
Behandlung mit dem Enzym T4-Polynukleotidkinase (Fermentas) (5U/10 pl Ansatz) bei 37°C

fiir 30 min durchgefiihrt. Die sog. Kinasierung-Reaktion ist notwendig, um die 5’-Enden der
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Fragmente zu phosphorylieren. Anschlieend wurde das Enzym bei 65°C fiir 20 min durch

Hitze inaktiviert.

2.20.7. Klonierung des Inserts in pIRES2-EGFP Vektor

Die Ligation ermoglichte das Einbringen von doppelstraingigen DNA-Fragmenten in einen
geeigneten Klonierungs- oder Expressionsvektor. Die Reaktion wurde durch die T4-DNA-
Ligase (Fermentas) aus E. coli katalysiert. Dieses Enzym fiigte stets freie 3°'OH-
Hydroxylgruppe mit 5’-Phosphatresten von dsDNA-Molekiilen unter ATP-Verbrauch
zusammen, wobei sowohl kohésive (sticky) als auch glatte (blunt) Enden miteinander
verbunden werden. In dieser Arbeit wurden kohédsive Enden durch Verdau des pIRES2-
EGFP-Vektors mit Restriktionsenzymen BamHI und EcoRI (Fermentas) erzeugt, welche die
DNA-Striange versetzt schneiden. An beiden Enden des Inserts entstanden durch die Sequenz
der Oligonukleotide iiberstehende Enden. Diese Enden sind mit den kohédsiven Enden des
Vektors komplementér und lassen sich leicht miteinander ligieren. Der Ligationsansatz wurde
iiber Nacht in einem Wasserbad bei 16°C durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das gesamte

Volumen fiir eine Transformation eingesetzt.

2.20.8. Herstellung von kompetenten Zellen aus Escherichia coli

Um freie DNA aus einer Losung aufnehmen zu kénnen, miissen sich die Bakterienzellen im
sog. Kompetenzzustand befinden. In dieser Arbeit wurden die Zellen von E. coli DH5a durch
Behandlung mit eiskalter MgSO4-Lésung kompetent gemacht (Sambrook und Russell, 2001).

2.20.9. Transformation von Escherichia coli mit Plasmid-DNA

Dem Ligationsansatz wurden kompetente E. coli DH5a-Zellen zugegeben und auf Eis fiir 30
min inkubiert. Der Ansatz wurde 3 min bei 43°C erwarmt und wieder auf Eis gestellt. Nach
10 min wurde vorgewidrmtes Medium ohne Antibiotika zugegeben und bei 37°C unter
Schiitteln 1 Stunde inkubiert. Der Ansatz wurde anschlieBend auf LB-Agarplatten (LB; Luria-
Bertani Medium) mit dem entsprechenden Antibiotikum (Kanamycin, Invitrogen) ausplattiert
und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

2.20.10. Horizontale Agarose-Gelelekterophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese eignet sich zur Auftrennung unterschiedlich grofler DNA
Molekiile sowie PCR-Produkten und Spaltungsprodukten von chromosomaler oder Plasmid-
DNA.
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2.20.11.  Sequenzierung mit dem ABI PRISM Sequenzierungs-Kit

Die PCR erfolgte mit dem Vektor-basierenden Primerpaar UpIRES-523 und LpIRES-843
(MWG Biotech), welches aus einem geschlossenen Leervektor ein PCR-Produkt von 320 bp
Liange amplifizieren ldsst (Tab. 3), bei Vorhandensein von Inserts entprechend lédnger. Als
zusdtzlicher Nachweis erfolgter Transformation wurden GFP-positive, leuchtende Klone
zusdtzlich mit PCR auf die Existenz des GFP-Gens untersucht, wobei Primer Ugfp/Lgfp zur
Anwendung kamen (Tab. 3). Die folgende Reinigung der PCR-Produkte und das
Sequenzieren wurden am Institut fiir Strahlenkunde der Universitit Wiirzburg unter
Verwendung der Sequenzierungsmethode beruhend auf dem Prinzip des Kettenabbruchs
durch Dideoxyribonukleotid (ddNTPs) von Sanger et al. (1975) mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen (ABI PRISM BigDye Terminator Premix, Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland).

Tabelle 4. Primersequenzen eingesetzt fiir RT-PCR und Sequenzierung, Annealing Temperatur, Zeit
und Lénge der resultierende PCR-Produkt in Basenpaaren (bp).

Primer sense (5¢-3¢ Richtung) annealing |annealing |bp |Produktlinge
antisense (5°-3° Richtung) Temp.(°C) | Zeit (min) (bp)

Ugfp GGTGAGCAAGGGCGAGGAG 60 0,5 19 |559

Lgfp GGGTGTTCTGCTGGTAGTGGTC |60 0,5 22 |559

UpIRES-523 | AATGGGCGGTAGGCGTGTA 57 0,5 19 |373

LpIRES-843 | TTGGCGAGAGGGGAAAGAC 57 0,5 19 |373

2.20.12. RT-PCR

Die Gesamt-RNA der Zellen aus der Fliissigkultur wurde mit dem RNeasy Kit isoliert
(Qiagen). 1 pg der Gesamt-RNA wurde in einer 20 pl Reaktion zu cDNA revers transkribiert
(First Strand ¢cDNA Synthesis Kit; Roche Diagnostics), die AMV-Reverse Transkriptase
(1000 U/ml), dNTPs (je 1 mM), MgCl2 (5 mM), Randomprimer p(dN)s (80 pg/ml), Gelatine
(10 pg/ml), RNase Inhibitor (2500 U/ml) und Reaktionspuffer (10 mM Tris, 50 mM KCI, pH
8,3) enthilt. 0,25 ug cDNA wurde durch eine PCR-Reaktion mit bakterieller rekombinanter
Tag DNA- Polymerase (12,5 U/ml), dNTPs (0,2 mM), MgCI2 (1,5 mM), sense- and
antisense-Primer (je 0,2 uM) (aufgelistet in Tabelle 3),sowie einem Reaktionspuffer (50 mM
KCl, 0,08% NP40, 10 mM Tris-HCI, pH 8,8) (Invitrogen) amplifiziert.

PCR-Reaktionen umfassten folgende Schritte: je 30 Zyklen von Denaturierung bei 94°C fiir
2-3 min, Zusammenlagerung (,,annealing®) von Primer- und einzelstrangiger DNA bei
individueller Temperatur und Zeit (Tabelle 3), Elongation bei 72°C fiir 1-2 min, und ein
abschlielender Elongationsschritt (5-10 min). Kontaminationen mit der cDNA wurden durch

eine PCR mit dem gesamten Zelllysat (0,25 ng Gesamt-RNA) in Abwesenheit von reverser
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Transkriptase ausgeschlossen. Die resultierenden PCR Produkte wurden durch Elektrophorese
bei 120 V in einem 2%igen Agarosegel analysiert, mit Ethidiumbromid (1 pg/ml) geférbt,
fotografiert und eingescannt. Die Spezifitit der PCR wurde aufgrund der erwarteten Lénge

des Produktes, anschlieBender Sequenzierung und NCBI blastn festgestellt.

2.20.13. Transfektion von MV3-Zellen

Zur Optimierung des Transfektionsverfahrens fiir das Einbringen des pIRES2-EGFP Vektors
in MV3-Zellen wurden verschiedene Reagenzien und Methoden getestet. Fiir die Transfektion
wurden zunéchst folgende Methoden eingesetzt: Lipofectin (Invitrogen), Lipofectamin (Gibco
BRL), Rotifect (Roth, Karsruhe, Deutschland), Cellfectin (Invitrogen), Lipofectamin 2000
(Invitrogen) DEMRE und Fugene 6 (Roche Dignostics). Wegen der geringen Zytotoxizitit
und der hohen Transfektionsrate wurde Lipofectamin 2000 letztlich fiir die Transfektion von
MV3-Zellen in RPMI-1640 Medium ohne FCS und Antibiotikum routineméfig eingesetzt.
Die MV3-Zellen wurden 24 Stunden vor der Transfektion mit EDTA abgelost, gewaschen
und in einer Zelldichte von 1,2x10° Zellen/Kavitit in einer 6-Wellplatte angesetzt. Die Zellen
waren am Tag der Transfektion zu 80-90% konfluent. Das optimale Verhiltnis zwischen
DNA und Lipofectaminreagenz war 1:2. Dabei wurden 2 pg DNA mit 250 pl RPMI Medium
gemischt (Losung I). Die separat angesetzte Losung II enthielt 4 pl Lipofectamin 2000 in 250
pul RPMI Medium (RT, 5 min). Beide Losungen (I und II) wurden miteinander gemischt und
30 min bei RT inkubiert. Der Komplex aus DNA-Lipofectamin wurde anschlieBend den
Zellen zugegeben und bei 37°C fiir 24 Stunden unter 5% CO, inkubiert. Transfizierte Zellen
wurden in frischem Medium zu einem Verhiltnis von 1:10 passagiert. Fiir die Selektion der
transfizierten Zellen wurde 600 pg/ml Genetizin (G418 Sulfat, Invitrogen) ins Medium
gegeben.

2.20.14. Limiting Dilution Analyse (LDA)

Fiir die klonale Expansion der stabil transfizierten MV3-Zellen wurde das Limiting Dilution
Verfahren eingesetzt. Durch wiederholte Vereinzelung per Verdiinnung entstanden Kulturen,
die aus einer einzigen Zelle hervorgegangen waren (sog. Klone). Liegt die gewlinschte
Spezifitit (GFP) vor, so wurden diese Klone selektiert und expandiert. Dafiir war eine 10-14
tagige in vitro Expansion der Zellen notwendig. Die transfizierten MV3-Zellen wurden mit
Stimulatorzellen (bestrahlte MV3-Zellen) in Konzentrationen von 0,3-100 Zellen/Kavitdt in
96-Wellplatten pipettiert. Die bestrahlten MV3-Zellen waren nicht teilungsfahig und
stimulierten die transfizierten Zellen, indem sie ihre Zytokin produzierten und in den
Uberstand freisetzten. Die Reaktivitit der ausgewachsenen Zellklone wurde mit dem

Floureszenzmikroskop untersucht. So wurden nur Klone berticksichtigt, die GFP exprimierten
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und zusétzlich ein Langzeit-Wachstumspotenzial in Anwesenheit von G418 aufweisten
(Coulie et al., 1992).

2.21. Antagonistische Peptide
Folgende synthetisch hergestellten Peptide mit einer Reinheit von 95% (Advanced Chem
Tech, Louisville, KY, USA) wurden fiir Migrationsexperimente und konfokal-

mikroskopische Darstellung eingesetzt:

1. Antennapedia-Pro50: Biotinyl-Ahx-Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-Pro-Asn-Arg-Arg-
Met-Lys-Trp-Lys-Lys-NH2

2. SP2-Phe: Biothinyl-Ahx-Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-Pro-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-
Lys-Lys-Lys-Trp-Asp-Thr-Gly-Glu-Asn-Pro-Ile-Tyr (phosphoryliert)-Lys-Ser-Ala-
NH2 (30 Aminoséure)

3. SP2-pTyr: Biothinyl-Ahx-Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-Pro-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-
Trp-Lys-Lys-Lys-Trp-Asp-Thr-Gly-Glu-Asn-Pro-Ile-Phe-Lys-Ser-Ala-NH2 (30
Aminosaure)

4. SP3-pTyr: Biotinyl-Ahx-Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-Pro-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-
Lys-Lys-Ser-Ala-Val-Thr-Thr-Val-Val-Asn-Pro-Lys-Tyr(phosphoryliert)-Glu-Gly-Lys-
NH2 (31 Aminoséure)

5. SP3-Phe: Biotinyl-Ahx-Arg-Gln-Ile-Lys-Ile-Trp-Phe-Pro-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-
Lys-Lys-Ser-Ala-Val-Thr-Thr-Val-Val-Asn-Pro-Lys-Phe-Glu-Gly-Lys-NH2 (31
Aminosaure).

Wegen der toxischen Wirkung oder der undeutlichen Effekten wurde eine weitere

Verwendung ausgeschlossen.

2.22. 3D-Konformation von B1-Integrin zytoplasmatischen Domiinen

Die 3D molekulare Struktur und Konformation der antagonistischen Peptiden (HA-SP2-pY, -
SP2-F und -SP2-E) in wissriger Umgebung wurde mit dem Programm CS Chem3D (Adept
Scientific, Frankfurt, Deutschland) dargestellt. Bei dieser Animation wurde die Konformation

der B3-Integrin zytoplasmatischen Domine beriicksichtigt (Haas et al., 1997).

2.23. In vitro Prizipitation

Fiir die Isolation und Identifizierung von Adapterproteinen durch in vitro Prizipitation mit
biotinyliertem Antennapedia-Peptiden wurden adhédrente Zellen in Flissigkultur in
Anwesenheit von FCS fiir 24 Stunden kultiviert. MV3-Zellen wurden mit EDTA (2 mM)
abgeldst, gezihlt und durch Zugabe von NP-40 Lysis-Puffer (1% NP-40; 150 mM NacCl; 50
mM Tris-HCI1, PH 7,5; 1 mM Na3;VO,) mit Proteaseinhibitoren (Protease Inhibitor Cocktail
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Tablets, Roche) fiir 10 min auf Eis lysiert. Zelllysate wurden mit Ultraschall (5x10 sec)
behandelt und ihre Konzentration nach der Methode von Bradford bestimmt. Streptavidin-
konjugierte ~Paramagnetbeads (Dynalbeads, 6-7x10"/mg, Invitrogen) wurden mit
biotinylierten anti-HA-Antikérpern bzw. biotinylierten Antennapedia-Peptiden bei 4°C fiir 2
Stunden beladen. Die Magnetbeads wurden mit dem Lysis-Puffer gewaschen. Anschlie3end
wurde das Zelllysat (110 pg/Ansatz) zu den Peptid- bzw. Antikorper-Beads gegeben und fiir 2
Stunden bei 4°C inkubiert. Die Beads wurden mit dem Lysis-Puffer gewaschen, die
gebundenen Proteine wurden durch Inkubation in Probenpuffer bei 65°C fiir 30 min aus den
Beads eluiert (Endkonzentration von 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8; 2% SDS; 10% Glycerin;
0,1% Bromphenolblau). AnschlieBend wurde 5% Mercaptoethanol zur Reduktion der
Disulfidbindungen zugegeben. Die eluierten Proben und der Marker fiir die Silberfarbung
(low, high range) wurden mit Probenpuffer versetzt und in 8%- bzw. 12%igen SDS-
Polyacrylamidgelen bei 125 V fiir ungefdhr 100 min nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Die Proteinbanden wurden mit Coomassie- oder Silberfarbung (Amersham,

Freiburg, Deutschland) sichtbar gemacht.

2.24. Gelelektrophorese und Westernblot

Fir den Nachweis von Adapterproteinen (Talin, FAK) durch Westernblot wurden die
Zelllysate wie unter 2.23. beschrieben vorbereitet. Fiir Westernblot wurde der Kaleidoskop
Prestained Marker (Bio-Rad, Miinchen, Deutschland) eingesetzt. Die Proben wurden auf dem
8% bzw. 12%igen SDS-Polyacrylamid-Gel bei 125 V fiir ungefdhr 100 min aufgetrennt.
AnschlieBend wurden die Proteine auf eine Nylonmembran (Amersham) bei 0,5 MA cm? fiir
eine Stunde geblottet. Die Membranen wurden in 3% BSA/TBS-T inkubiert (50 mM Tris-
HCI, pH 7,5; 200 mM NacCl; 0,2% Tween 20), um unspezifische Bindungen zu verringern,
und mit dem anti-Talin mAk (1 pg/ml) in 3% Rinderserumalbumin (BSA)/TBS-T in 0,5%
BSA/TBS-T iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Die Blots wurden in TBS-T gewaschen und mit
Meerrettich Peroxidase-konjugierte anti-Kaninchen Ak (1:15000, 50 ng/ml; Dianova) oder
anti-Maus IgG Ak (1:6000; Bio-Rad) in TBS-T, das 3% BSA enthilt, bei 20°C fiir eine
Stunde inkubiert. Die Proteinbdnder wurden durch eine erhohte Chemolumineszenz (ECL Kit,
Amersham) detektiert.

40



Ergebnisse

3. ERGEBNISSE

3.1. Untersuchung zur Rolle des Expressionsniveaus von B1-Integrinen fiir die
Migration von MV3-Zellen

Publizierte Befunde zur Funktion von B1-Integrinen fiir die Invasion und Metastasierung
zeigen ein heterogenes Bild mit teils fordernden, teils hemmenden Effekten. Als allgemein
anerkanntes Konzept gilt jedoch, dass eine hohere P1-Integrin Expression positiv mit der
Tumorigenese assoziiert ist (Albelda, 1993; Danen et al., 2005). Unsere Versuche zielten
darauf hinab, zu erfahren ob diese Befunde auch bei MV3-Zellen zutreffen.

3.1.1. Fluoreszenz Aktivierte Zell-Sortierung (FACS)

Migrierende MV3-Zellen in der Kollagenmatrix stellten sich morphologisch wie auch im
Expressionsprofil von [1-Integrinen als eine heterogene Population heraus. In digitaler
Hellfeld-Zeitraffermikroskopie (Film 1) entwickelte die Mehrheit wandernder MV3-Zellen
(ca. 80-90%) spontan eine ldnglich-mesenchymale fibroblastendhnliche Morphologie,
wihrend eine Minderheit von 10% eine rundliche Form beibehielt. Um zu testen, ob
unterschiedliche p1-Integrin Expressionsniveaus die rundliche bzw. mesenchymale
Morphologie bestimmen, wurden lebende MV3-Zellen nach der Farbung mit einem FITC
(Fluorescein Isothiocyanat) markierten anti-Bl1-Integrin mAk K20 durch Fluoreszenz-
aktivierte Zell-Sortierung (FACS) nach niedrigem bzw. hohem B 1-Integrin Expressionsniveau
sortiert (Abb. 7A), fiir wenige Tage passagiert und auf Effizienz und Art der Migration
untersucht. In der Ausgangspopulation schwankte die Oberflachenexpression des [31-Integrins
zwischen 200 und 1000 relativen Fluoreszenzeinheiten, entsprechend einem maximalen
Unterschied von Faktor 5. Nach Sortierung betrug der Unterschied zwischen niedriger und
hoher Expression ca. 30-40% (Abb. 7A) und die MV3-Zellen mit niedriger bzw. hoher B1-
Integrin Expression hielten iiber wenigstens drei Passagen (bis 360 Std. in Kultur) ihre
unterschiedliche Expression (Abb. 7B) stabil. Nach fiinf aufeinanderfolgenden Passagen
(Abb. 7B, 560 Std.) ndherte sich das Expressionsniveau flir f1-Integrin beider Populationen
einander an. Fiir die folgenden funktionellen Versuche wurden MV3-Zellen nach Sortierung

bis zur dritten Passage eingesetzt.
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Abbildung 7. B1-Integrin Expression auf MV3- §

Zellen vor und nach FACS-Sortierung (A) und ¢ 210 310 350 560

im Verlauf mehrerer Passagen (B) Stunden in Kultur

(A) Zellen wurden mit FITC markiertem anti-B1-Integrin mAk K20 geférbt. Populationen mit spontan niedrigem
oder hohem [1-Integrin Expressionsniveau (jeweils 5% Populationsanteil) wurden sortiert, auf unterschiedliche
Expression untersucht und getrennt fiir 24 Std. kultiviert. Nach unterschiedlicher Kulturdauer wurden die Zellen
mit EDTA geerntet, erneut mit mAk K20 gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Inkubation mit FITC-
markiertem Maus-IgG1 diente als Isotypkontrolle (schwarze Linie) (B) Die mittlere Fluoreszenzintensitat nicht
sortierter MV3-Zellen (unsortiert, MV3ish, MV3low) ist vergleichend dargestellt (einer von drei durchgefiihrten
Versuchen).

3.1.2. Unverinderte Migrationgeschwindigkeit und Pfadliinge in MV3-Zellen mit
unterschiedlicher B1-Integrin Expressionsstufe

B1-Integrine spielen als Kollagenrezeptoren eine essentielle Rolle bei Zell-Matrix-
Interaktionen (Maaser et al., 1999) und wirken sich bei unterschiedlichen Zelltypen auf die
Art der Migration aus (Friedl et al., 1998a; Carragher et al., 2006; Zaman et al., 2006). Durch
die Sortierung der Zellen mittels FACS sollte gekldrt werden, ob der sich spontan
entwickelnde mesenchymale Migrationstyp vom endogen vorhandenen [1-Integrin
Expressionsniveau abhdngt. Dariiber hinaus sollte die Hypothese iiberpriift werden, ob
innerhalb desselben Zelltyps in der Subpopulation mit niedriger B1-Integrin-Expression
(B1'") sich ein amoboider Migrationstyp nachweisen lisst.

Die mediane Migrationsgeschwindigkeit (Abb. 8A) der p1' Zellen (0,3 pm/min) blieb im
Vergleich zu den Zellen mit héhem B1-Integrin Expressionsniveau (B1™€") und zu nicht

sortierten Kontrollzellen unveridndert.
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Abbildung 8. Unveranderte Migrationsgeschwindigkeit und Pfadlange von Zellen mit niedriger B1-
Integrinexpression im Kollagenmatrices

31'ow B1hish und nichtsortierte MV3-Ausgangszellen in 3D-Kollagenmatrices inkorporiert, fiir 24 Std. mittels
Zeitraffermikroskopie gefilmt und durch digitales Zelltracking ausgewertet.

(A) Migrationsgeschwindigkeit der Populationen, (B) Geschwindigkeitsverteilung nach Einzelzellanalyse (C)
Abhangigkeit der Zellmorphologie und Polarisierung von der Expression des B1-Integrins. Polarisierte und
elongierte Morphologie von B1fis" mit hoher B1-Integrin Expressionsstufe (B1fis") im Vergleich zu sphérisch
ellipitoider Morphologie von B1'o% wahrend der Migration in 3D-Kollagenmatrices. Die Darstellung erfolgte als
Elongationsfaktor (Lange/Breite) nach 10 Stunden. (D) Rekonstruktion der Migrationsspfade von 30 Einzelzellen
Uber 20 Std. (n= 3 unabhangige Experimente, 112 Zellen). Der GroRenbalken zeigt eine Lange von 50 um.

Ebenfalls waren die Geschwindigkeitsverteilung, die maximale Geschwindigkeit (Abb. 8B,
0,5 — 0,7 pm/min) sowie die Pfadstruktur (Abb. 8D) in allen Populationen vergleichbar. Diese
Daten zeigen, dass die Migrationseffizienz nicht von der endogen variierenden [31-Integrin-
Obefldchenexpression abhing.
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3.1.3. Abhingigkeit der Migrationsstrategie (mesenchymal oder amoboid) von der

B1-Integrin-Oberflichenexpression

Trotz unveridnderter Migrationsgeschwindigkeit zeigten sich deutliche Unterschiede in der
Morphologie zwischen B1M&" und B1'% MV3-Zellen. MV3-Zellen mit hoher B1-Integrin
Expression wiesen wihrend der Migration in Kollagenmatrices elongierte und mesenchymale
Zellformen (Abb. 8C, Film 2) auf, vergleichbar mit Mehrheit der Kontrollzellen. Dagegen
entwickelten Bllow Zellen iiberwiegend rundlich-elliptoide Zellformen wéhrend der
Wanderung (amoboider Phianotyp, Film 3).

3.14. Verteilung und Matrixinteraktion des Adhisionsrezeptors p1-Integrin und
des fokalen Adhasionsmarkers Vinculin in sortierten Zellen
Mittels Konfokalmikroskopie zeigte sich, dass Blhigh Zellen langliche Zellform, Fokalisierung
von Vinculin und B1-Integrinen an Pseudopodien (Abb. 9a, b), starken Zug und Biindelung
von Kollagenfasern entwickelten (Abb. 9c, Pfeilspitzen). Dagegen waren Bllow Zellen
iiberwiegend rundlich und zeigten eine nicht fokalisierte Verteilung von Vinculin und B1-
Integrinen (Abb. 9d-f). Somit war die Stringenz der Zell-Matrix-Interaktionen und
nachfolgend die elongiert-mesenchymale Zellmorphologie positiv mit dem Expressionsniveau

von B1-Integrinen korreliert.

Vinculin B1-Integrin Kollagenmatrix
. .

Abbildung 9. Unterschiedliche Fokalisierung von B1-Integrinen und Vinculin an Zell-Matrix-Interaktionen
in 1'% und B1hish MV3-Zellen

(a-c) Mesenchymal und elongierte 31hish MV3-Zelle (mesenchymaler Phénotyp) und (d-f) rundliche 3 1'% Zelle mit
kleinem Pseudopod (améboider Phanotyp). Mittels FACS sortierte Zellen wurden nach max. 3 Passagen in die
Kollagenmatrix inkorporiert, nach 6 Std. fixiert und permeabilisiert, und mit FITC konjugierten anti-B1-Integrin
mAk K20 und 4B4 sowie anti-Vinculin mAk (Klon VIN-11-5) gefarbt. Pfeile, fokalisierte Zell-Matrix-Interaktionen.
Der Grofienbalken zeigt eine Lange von 20 um.

B1 high

B1 low
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3.1.5. Degradation der Kollagenmatrix

Mesenchymal migrierende Tumorzellen, nicht jedoch amdboid wandernde T-Zellen besitzen
die Fihigkeit, wdhrend der Migration in 3D-Kollagenmatrix die Kollagenfasern zu
reorganisieren und proteolytisch zu degradieren (Wolf et al., 2003a und 2006).

Um zu testen, ob mit verringerter [1-Integrin Oberflaichenexpression und Verlust der
Fokalisierung von Zell-Matrix-Kontakten auch die proteolytische Aktivitit in MV3-Zellen
verringert war, wurde die Freisetzung von Kollagenfragmenten anhand der fluorometrischen
Fluoreszein-(FITC)-Freisetzung quantitativ untersucht (Wolf et al., 2003a). Nach der
Migration in FITC-Kollagenmatrices setzten nicht sortierte MV3-Zellen sowie Blhigh Zellen
0,8% des gesamten FITC-Gehalts frei, B1'°% Zellen 0,4%, wihrend CD4" T-Zellen, wie in
Vorbefunden (Wolf et al., 2003b) keine signifikante FITC-Freisetzung oberhalb der
Hintergrundfluoreszenz bewirkten (Abb. 10). Sortierte MV3-Zellen mit niedriger B 1-Integrin
Expression zeigten mit 0,4% FITC-Freisetzung deutlich weniger in-sifu Kollagenolyse als
MV3-Zellen mit hoherer B1-Integrin Expression.
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Abbildung 10. Unterschiedliche o ow N
Freisetzung von Kollagenfragmenten durch Kontrolle g1™"  p1 CDh4
B1iow und p1hish MV3-Zellen (T-Zellen)

Unterschiedliche Kollagenolyse-Aktivitat in Abhangigkeit von der [1-Integrin Expression in MV3-Zellen und
CD4*T-Zellen (Negativkontrolle). Zellen wurden in FITC-markierten Kollagenmatrices inkorporiert. Nach 40 Std.
wurden die in den Uberstand freigesetzten FITC-Molekille fluorometrisch gemessen. 100% entspricht dem FITC-
Gehalt nach Kollagenase-Verdau zellfreier Matrices, 0% der Hintergrundfluoreszenz zellfreier Matrices nach
Zentrifugation. Die Fluoreszenz der T-Zellen wurde in Vorbefunden durch die Kombination von vier Protease-
inhibitoren (Marimastat, Leupeptin, E64, Aprotinin) nicht weiter verringert, so dass von einer geringen
unspezifischen Hintergrundfluoreszenz auszugehen ist (Wolf et al., 2003b). Die Daten zeigen die Mittelwerte und
Standardabweichung fiir n= 3 unabhéngige Versuche.

Diese intrinsischen Unterschiede in MV3-Zellen zeigen, dass bereits in der
Ausgangspopulation eine  Heterogenitit der Oberflachen-Integrinexpression,  der
Fokalisierung von Zell-Matrix-Kontakten, und der Degradation von Kollagenfasern und des

Migrationstypus vorliegt. Wahrend p1™&" Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen weiterhin
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mesenchymale, proteolytische Migrationsstrategien aufweisen, fiihrt eine niedrige Epression

von B1-Integrinen zur amoboiden und geringer proteolytischen Migration.

3.2. Inhibition der P1-Integrin vermittelten Adhision durch den blockierenden
Antikorper 4B4

Die Adhidsion und Migration von Zellen iiber oder in Kollagen wird von B1-Integrinen
(Palecek et al.,, 1997; Cukierman et al., 2001; Hood und Cheresh, 2002) vermittelt,
insbesondere o2P1-Integrin (Maaser et al., 1999). Die Effizienz der Migration wird
insbesondere durch das Expressionsniveau und die Affinitit der Rezeptoren, die
Substratkonzentration (Palecek et al., 1997) sowie durch die Stirke der Integrin-Zytoskelett-
Bindung (Lo et al.,, 1994) bestimmt. Daher haben wir versucht, 1-Integrine durch den
spzifischen mAk 4B4 zu blockieren.

3.2.1. Darstellung der Effizienz der Absittigung von B1-Integrin-Epitopen durch
mAk 4B4

Um die adhésive Funktion von 1-Integrinen bei der Wanderung von MV3-Zellen genauer zu
untersuchen, wurde der adhésionsblockierende anti-B1-Integrin mAk 4B4 eingesetzt. Zur
Etablierung der Effizienz der Absittigung von [1-Integrinen mit mAk 4B4 wurde eine
Dosiswirkungskurve fiir unterschiedliche Konzentrationen an mAk 4B4 erstellt (Abb. 11).

Bei steigender 4B4-Konzentration nahm die detektierbare Fluoreszenz als Indikator der freien
Bindungsstellen ab. Verbliebene freie Bindungsstellen auf B1-Integrinen wurden mittels
Durchflusszytometrie anhand der mittleren Fluoreszenzintensitdt (MFI) ermittelt (Abb. 11A).
Bei niedrigen Konzentrationen des mAk 4B4 (0,01 und 0,1 pg/ml) betrug die MFI 95 % bzw.
83% des Ausgangswerts unbehandelter Kontrollzellen (Abb. 11B, C).

Bei hoheren 4B4-Konzentrationen von 1 und 10 pg/ml, wie sie auch zur Funktionsblockade
eingesetzt werden (Masser et al., 1999), nahm der Anteil frei verfiigbarer Epitope drastisch ab
und betrug 38% und 4% (Abb. 11B, C).

Abbildung 11. Reduktion der freien 4B4-Bindungsstellen von B1-Integrinen nach Vorinkubation von MV3-
Zellen mit mAk 4B4

(A) Prinzip der Messung (B) Profile der residuellen 4B4 Bindung (rote Linie) im Vergleich zur Isotypkontrolle
(schwarze Linie), MFI: Mittlere Fluoreszenzintensitat (C) Dosiswirkungskurve freier 4B4 Epitope in Abhéngigkeit
von der Vorinkubation mit mAk 4B4. Die Bindung von FITC-markiertem mAk 4B4 auf MV3-Zellen wurde nach
Vorinkubation der Zellen mit nicht konjugiertem mAk 4B4 bzw. nicht vorbehandelten MV3-Zellen mittels
Durchflusszytometrie detektiert. Zellen wurden zundchst zur Epitopabsattigung mit unkonjugiertem mAk 4B4
inkubiert, gewaschen und anschlieRend mit FITC-markiertem mAk 4B4 inkubiert Die Inkubation mit FITC-
markiertem Maus-IgG1 diente als Isotypkontrolle (schwarze Linie) (folgende Seite).

46



Ergebnisse

A Freie 4B4 Epitope
a) Vorinkubation b) Detektion
B &,
| MFI
; 3,5 140 133
'_Ju_ll M
/ II j \
|
o -‘&4—-—}——7" L—kr—
10° 10" 10% 10° 10* 10° 10" 10° 10° 10* 10° 10' 10° 107 10*
IgG1-FITC 0 0,01
[un]
g.
123 64 15
A | |
|
/ '.‘. "'II \‘l,‘\ \
=5 T - T -y | T 'L"l T 1
10% 10" 10% 10* 10* 10% 10" 10% 10° 10* 10% 10" 10% 107 10*
0,1 1 10
Vorinkubation mAk 4B4 (ug/ml)
C 160
T 140 |
[72]
S 120
=100 -
C
Q 8o
[72]
ICHN
(@]
= 40
2 o0
Q@
= 0 7
S 0 T 001 0,1 1 10
Iso_IgG1

mAKk 4B4 (ug/ml)

47



Ergebnisse

3.2.2. Reduktion der Migrationgeschwindigkeit und Anderung der Pfadlinge
durch die Blockade von B1-Integrinen mit anti-B1-Integrin mAk 4B4

Integrin-mediierte Adhésion ist die Voraussetzung flir die Ausstreckung von Pseudopodien
entlang von EZM-Substraten, d.h. die Interaktion mit Kollagenfasern und Entwicklung von
Zugkraft. Durch die Hemmung der Adhdsion mittels mAk 4B4 wurde untersucht, ob der
mesenchymale Migrationstyp von [1-Integrinen abhidngt. Dabei sollte auch geklart werden,
ob die Migration der MV3-Zellen vollstindig oder nur partiell durch mAk 4B4 hemmbar ist.
Mit steigender Konzentration des adhdsionsblockierenden mAk 4B4 nahm die
durchschnittliche Migrationsgeschwindigkeit der MV3-Zellen ab. Bei Konzentrationen von 1
bzw. 10 pg/ml von anti-B1-Integrin mAk 4B4 wurde die Migrationsgeschwindigkeit auf 50%
bzw. 60% reduziert, nicht jedoch vollstindig gehemmt (Abb. 12A). Eine residuelle Motilitét
der Zellen verblieb selbst bei einer Konzentration von 10 oder 40 pg/ml von anti-f1-Integrin
mAk 4B4. Die den Daten zugrundeliegenden Migrationspfade wurden durch Zelltracking
sichtbar gemacht und zeigten fiir unbehandelte MV3-Zellen eine geradlinige Struktur (Abb.
12B).
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Abbildung 12. Dosisabhdngige Reduktion der Migrationsgeschwindigkeit, Persistenz und Pfadldnge
durch anti-B1-Integrin blockierenden mAk 4B4

(A) Durchschnittliche Geschwindigkeit von Einzelzellen, (B) direktionale Persistenz von Einzelzellen und (C)
orthotope Reprasentation der Migrationspfade. MV3-Zellen wurden im Kollagengel eingebettet, in An- oder
Abwesenheit von anti-B1-Integrin mAk 4B4. Die Migration wurde durch Zeitraffermikroskopie ber 18 Std.
beobachtet und mittels Zelltracking quantifiziert. (n= 3 unabhéngige Experimente, 120 Zellen). Um zytotoxische
Effekte auszuschliefen, wurde nach jedem Migrationsexperiment die Viabilitat der Zellen mittels Propidiumiodid
Farbung durchflusszytometrisch kontrolliert, P= 0,0001 (*); P= 0,0046 (**). Die GrdRenbalken zeigt eine Lange
von 50 um.
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Mit anti-B1-Integrin mAk 4B4 behandelte Zellen entwickelten dosisabhingig kiirzere und
starker gewundene Pfadstrukturen. Zwar war die Fliche des durchwanderten Gewebes
deutlich reduziert, jedoch lésst sich selbst bei 10 pg/ml (Abb. 12B) oder 40 pg/ml mAk 4B4

(nicht gezeigt) eine deutliche Restmotilitit der Zellen erkennen.

3.2.3. Ubergang von mesenchymaler zu améboider Migrationsform

Die Zugabe des Adhédsion-blockierenden anti-1-Integrin mAk 4B4 reduzierte nicht nur die
Migrationsaktivitét, sondern dnderte auch deutlich Zellform und Art der Migration von MV3-
Zellen, wie sich durch Analyse der Zeitraffermikroskopischen Bilder zeigte (Abb. 12A, Film
4) Wihrend spontan migrierende MV3-Zellen eine spindelformige, ldngliche Morphologie
entwickelten und aufrechterhielten, fiihrte die Adhésionsblockade zu einer weniger
polarisierten, elliptoiden Zellform wéhrend der Wanderung. Diese rundliche Zellform hielten
85% der Zellen wihrend der Migration bei (Abb. 12, Film 4), erkennbar an einer signifikanten
Reduktion des Elongationsfaktors (Lange/Breite) im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb.
13A). In Anwesenheit von mAk 4B4 zeigten die rundlich wandernden, elliptoiden Zellen eine
flexible Formidnderung und Vorwértsantrieb, die durch multiples Vorwirtsstrecken von
kleinen Filopodien erfolgte (Film 5). Dagegen zeigten mesenchymal wandernde
Kontrollzellen eine polarisierte Zellform, die wandernden Fibroblasten dhnelt, mit einem oder
mehreren Pseudopodien an der Vorderfront (Abb. 13A).

Zusammengefasst fiihrte die Anwesenheit des anti-fl-Integrin mAk 4B4 zu einer
Verringerung mesenchymal wandernder Zellen, wéhrend der Anteil des rundlichen,
amdboiden Phianotyps zunahm (Abb. 13B). Dieser neue Phinotyp migrierte trotz 90-95%-iger
Reduktion freier f1-Integrin Rezeptoren auf der Zelloberflache und entsprach in Zellform und
Migrationstyp den Eigenschaften der Amobe Dictyostelium discoideum (Killich et al., 1993;
Yumura et al., 1984) siehe Film 6, von http://www.dicty.cmb.nwu.edu). Eine dhnliche,
rundlich-oszillatorische Migrationsform zeigen auch Leukozyten, wihrend sie mittels B1-
Integrin unabhingiger Mechanismen durch Liicken der 3D-Kollagenmatrix hindurchwandern
(Friedl et al., 1998 ¢ und 2001).

Wihrend die mesenchymale Migrationsform bereits ab einer ca. >50% Reduktion freier 4B4-
Epitope (1 pg/ml mAk 4B4) deutlich abnahm (Abb. 13A), war die Migrationsgeschwindigkeit
erst bei einer Konzentration von 10 pg/ml des mAk 4B4 deutlich verringert. Die niedrige
Antikorperkonzentration (1 pg/ml) induzierte somit eine schnelle amoboide Migration,
wiéhrend eine hohere Antikorperkonzentration (10 bzw. 40 pg/ml) langsame amdboide

Wanderung induzierte.
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Abbildung  13. Ubergang  von
mesenchymaler, Fibroblasten-
ahnlicher Morphologie in elliptoide
und amoboide Morphologie nach
Inhibition von B1-Integrinen durch
blockierenden mAk 4B4

(A) Zeitraffermikroskopische Darstellung von MV3-Zellen in 3D Kollagenmatrices in Ab- bzw. Anwesenheit von
mAk 4B4 nach 8 Std. Kultur. Pfeilspitzen, elongierte Zellen (Kontrolle), rundlich-wanderende Zellen (4B4) sowie
elongierte Fibroblasten (3T3) und Elongation von Einzelzellen in An- oder Abwesenheit von anti-31-Integrin mAk
4B4 wahrend der Migration in 3D Kollagenmatrices. Die Elongation wurde als Quotient von Lange/Breite fir
Einzelzellen aus videomikroskopischen Aufnahmen nach 6 Std. Kulturdauer berechnet. (B) Morphologische
Analyse der Zellen in Ab- und Anwesenheit verschiedener Konzentrationen von mAk 4B4 wahrend der Migration
in Zeitfenster von 6 Std. ND: nicht definierte Zellformen.
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3.24. Konfokalmikroskopische Charakterisierung von fokalen Kontakten, pB1-
Integrinverteilung und Struktur des Aktinzytoskeletts

Neben der Zellform selbst bestehen zwischen mesenchymalen und amdboiden Zelltypen
weitere wesentliche Unterschiede, insbesondere bei der Verteilung und Fokalisierung von
Zell-Matrix-Kontakten und des Aktinzytoskeletts (Friedl und Wolf, 2003). Um einen kausalen
Zusammenhang  zwischen verdnderter [ l-Integrinverteilung und  Struktur des
Aktinzytoskeletts einerseits und unterschiedlicher Morphologie und Pfadstruktur andererseits
zu verifizieren, wurden hochauflosende Konfokalmikroskopie und Immunfluoreszenz
eingesetzt. Nach Hemmung der B1-Integrin-vermittelten Adhdsion mit mAk 4B4 wurden die
Zellform, Zell-Matrix-Kontakte (Reflexion), Integrin- und F-Aktinverteilung analysiert (Abb.
14). Phalloidin diente dabei als sensitiver Marker der Aktinfilamente, das an polymerisiertes
Aktin bindet (Bubb et al., 1994; Senderowicz et al., 1995).

Mesenchymal wandernde, elongierte MV3-Kontrollzellen zeigten eine deutliche
Kolokalisation von F-Aktin und 1-Integrinen an den Interaktionsstellen mit Kollagenfasern
(Abb. 14). Dagegen waren B1-Integrine und F-Aktin auf der Oberfliche der mit mAk
behandelten Zellen diffus verteilt und die Migration dieser Zellen erfolgte ohne starke

Interaktionen mit den Kollagenfasern (amdboider Phénotyp).

Abbildung 14. Anderung der Verteilung von B1-Integrinen und der Struktur des filamentdsen Aktin-
Zytoskeletts (F-Aktin) nach Zugabe von mAk 4B4

(A) Elongierte Kontrollizelle in 3D-Kollagenmatrix mit fokalisierten B1-Integrinen und F-Aktin an Zell-Matrix-
Kontakten (Pfeilspitzen). (B) Rundliche MV3-Zelle mit Pseudopodpolarisierung (Pfeilspitze) ohne fokalisierte Zell-
Matrix-Kontakte. Zellen wurden mit oder ohne blockierende und unkonjugierte mAk 4B4 im Kollagengel
polymerisiert und nach 5 Std. mit PFA fixiert. B1-Integrine wurden mit anti-B1-Integrin mAks 4B4 und K20 und
sekundaren CY3-markierten Antikérper (rot), F-Aktin mit FITC-Phalloidin (griin) gefarbt. p1-Integrine
akkumulierten an Zell-Matrix-Kontakten und kolokalisierten mit F-Aktin (links, Pfeilspitzen) in Kontrollzellen,
wahrend mAk 4B4 eine diffuse Verteilung induzierte. Pfeile, Migrationsrichtung, (*) Retraktionsfasern am
Hinterende der Zelle.
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3.2.5. Quantitative Analyse der Fokalisierung von f1-Integrin und F-Aktin

Die Verteilung des Pl-Integrins und die Struktur des Aktinzytoskeletts wandernder MV3-
Zellen in 3D-Kollagenmatrices war fluoreszenzoptisch gut darstellbar. MV3-Zellen wandern
mit Hilfe von B1-Integrinen, die sich an Kontaktstellen mit Kollagenfasern zusammenlagern.
Der proteolytische Abbau der Matrix erleichtert deren Zellmigration durch die
dreidimensionale Umgebung (Friedl und Wolf, 2003). Dabei bilden MV3-Zellen eine
elongierte, spindelférmige Zellform aus. Sie zeigen laterale fokale Interaktionen und ein
starkes kortikales Aktinzytoskelett an diesen Regionen. An der Spitze des fiihrenden
Pseudopods, die als definierte Vorderfront diente und im Kontakt mit den Kollagenfasern der
extrazelluliren Umgebung stand, kam es zu einer Integrin-Anreicherung und Anhdufung von
polymerisiertem F-Aktin mit einer relativen hohen Fluoreszenzintensitit gegeniiber des
restlichen Zellkorpers (Abb. 15A). Die Inhibition der Integrine durch blockierenden mAk 4B4
fiihrte zu einer rundlichen Zellform mit einer diffusen Verteilung der F-Aktin und B1-
Integrinen auf der Zelloberflache (Abb. 15B).

A

N

c

9 =

S = Fe i

- [l

§ % 200 Hh fri } F\J] wl I|'|||l|‘\'il W

—_— jit .l

T E o m’ Mk’?“'

o) 4]

o

B

C

o)

o

Q % 200

o c

= 8 100

w c

5 0
Abbildung  15.  Semiquantitative e
Analyse der Fokalisierung von p1- >
Integrin und F-Aktin in Hinterende Vorderfront
mesenchymalen und amdboiden MV3- Langsachse

Zellen

(A) Photographische Darstellung der Kolokalisation der Signale von B1-Integrin (links oben) und F-Aktin (rechts
oben) in fokalen Clustern entlang der Langsachse (unten als Graph) einer migrierenden Zelle mit elongierter
Zellmorphologie. (B) Diffuse Verteilung auf rundlicher Zelle in Anwesenheit von mAk 4B4 (10 pg/ml). Die relative
Fluoreszenzintensitat der beiden Kandle wurde entlang der Linien (auf Bilder) mittels ImageJ Software
quantifiziert. Die Pfeilspitzen in (A) zeigen Regionen mit starker Kolokalisation der Signale von 31-Integrin und F-
Aktin. Pfeil: fihrender Pseudopod.
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3.2.6. Kontraktion der Kollagenmatrix

Bei MV3-Zellen wurde eine starke Interaktion zwischen [B1-Integrinen und Kollagenfasern
beobachtet. Die Zellen stiilpen Pseudopodien aus und ziehen stark an den Kollagenfasern.
Diese starke Kraftentfaltung fiihrte zur Matrixkontraktion und zum Zusammenschrumpfen der
Kollagengele. Durch Messung der Gelgrofle in An- oder Abwesenheit von [ 1-Integrinen
wurde festgestellt, wie stark die Zugkraft durch B1-Integrine beeinflusst wurde. Die
Kontraktion frei flottierender Kollagengele durch MV3-Zellen wurde in Ab- und
Anwesenheit von steigenden Konzentrationen von mAk 4B4 iiber 24 Stunden untersucht. Mit
steigender Konzentration des blockierenden mAk 4B4 nahm die Zellkontraktilitit im
unverankerten Kollagengel ab, was zu einer verringerten Kontraktion der Kollagenmatrices
fiihrte. Bei einer Konzentration von 10 pg/ml mAk 4B4 war die Kontraktion vollstindig
gehemmt, verglichen mit der zellfreien Kontrollmatrix. Die Dosiswirkungskurve, welche die
unterschiedlich starke Hemmung der Kollagenkontraktion durch verschieden hohe
Kozentrationen von mAk 4B4 aufzeigt, verlief parallel der Reduktion der mesenchymalen
Zellform und des Auftretens des amdboiden Phinotyps (Abb. 16, orange Linie).

Eine Erhohung der Konzentration von mAk 4B4 auf 40 pg/ml zeigte keinen Unterschied zu
10 pg/ml. Zusammengefasst zeigen die Befunde der zunehmenden amoboiden
Migrationsform, des Verlusts der fokalisierten Zell-Matrix-Kontakte, und die parallele
Hemmung der Kollagenkontraktion, dass mAk 4B4 iiber verringerte Adhésion der Zellen die

Zugkraft hemmt, die fiir die mesenchymale Elongation notwendig ist.
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Abbildung 16. Verringerte Kontraktion
nicht verankerter Kollagenmatrices
durch MV3-Zellen nach Hemmung von
B1-Integrinen 4B4 (ug/ml)

Beispiele kontrahierter und nicht kontrahierter Kollagengele in Ab- und Anwesenheit von mAk 4B4, sowie der
Quantifizierung der Kontraktion (Balken) und des Anteils améboider Morphologie in Abwesenheit von mAk 4B4.
MV3-Zellen wurden in nicht verankerten 3D Kollagenmatrices in An- bzw. Abwesenheit unterschiedlicher
Konzentration von mAk 4B4 (iber 20 Std. kultiviert. Als Negativkontrolle diente eine zellfreie Kollagenmatrix. Die
Flache der Matrix wurde mittels digitaler Bildanalyse in Pixeln gemessen (Kreise).
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3.3. Inhibition der B1-Integrin mediierten Adhésion durch den a2p1-Integrin
Inhibitor Rhodocetin

Ein spezifischer Inhibitor wurde eingesetzt, um die Funktion von a2B1-Integrin als
heterodimeren Adhédsionsrezeptor bei der Wanderung von MV3-Zellen und HT1080-
Fibrosarkomzellen zu untersuchen. Dazu sollte geklart werden, ob der mesenchymale
Migrationstyp von o231-Integrin abhéngt und ob die Migration der MV3-Zellen vollstindig
oder nur partiell blockierbar ist Die Auswahl von Rhodocetin als Inhibitor erfolgte wegen
bestimmter Eigenschaften: 1) es definiert das spezifische Integrin (a2 1-Integrin) innerhalb
der B1-Integrine und 2) anders als Antikorper dimerisiert es B1-Integrine auf lebende Zellen

nicht, und somit werden keine unerwiinschten Signalwege induziert.

3.3.1. Partielle Reduktion der Migrationsgeschwindigkeit und Anderung der

Pfadliinge durch die Hemmung von a21-Integrinen mit Rhodocetin

Die o2B1-Integrin-vermittelte Zell-Matrix-Interaktion ist ein wichtiger Schritt fiir die
Elongation von Pseudopodien entlang von EZM Substraten und fiir die Entwicklung von
Zugkraft (Maaser et al., 1999).

Die Wirkung des Rhodocetin auf die Motilitit der MV3-Zellen in der 3D-Kollagenmatrix ist
in Abb. 17A dargestellt. Die mediane Migrationsgeschwindigkeit der MV3-Kontrollzellen
betrug 0,3 um/min, wobei die maximale Geschwindigkeit einiger Zellen 0,6 pm/min
erreichte. Bei einer Rhodocetin-Konzentration von 100 nM wurde die mediane
Migrationsgeschwindigkeit der MV3-Zellen um 50% des Ausgangswertes reduziert, nicht
jedoch vollstidndig blockiert.
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Abbildung 17. Reduktion der Migrationsgeschwindigkeit und Pfadléange durch Rhodocetin

(A) Populationsgeschwindigkeit von Einzelzellen und (B, C) orthotope Reprasentation der Migrationspfade. MV3-
Zellen wurden im Kollagengel in An- oder Abwesenheit von Rhodocetin kopolymerisiert. Die Migration wurde
durch Zeitraffermikroskop (ber 20 Std. beobachtet und mittels Zelltracking quantifiziert, (n= 3 unabhéngige
Experimente, 110 Zellen). Um zytotoxische Effekte von Rhodocetin auszuschlieBen, wurde nach dem
Migrationsexperiment die Zellviabilitat mittels Propidiumiodid Farbung durchflusszytometrisch kontrolliert und
zeigte keinen Anhalt flir Zytotoxizitat.
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Die maximale Geschwindigkeit einiger Zellen betrug 0,3 pm/min, welche der medianen
Geschwindigkeit der Kontrollzellen entsprach. Eine Restmotilitit der Zellen wurde in
Anwesenheit von Rhodocetin beobachtet (Abb. 17A, Film 7). Diese Daten zeigten, dass
Rhodocetin die a2B1-Integrin-vermittelte Migration in einer dosisabhidngigen Weise
reduzierte. Die Persistenz der Wanderungspfade zeigte flir unbehandelte MV3-Zellen eine
gradlinige Struktur, wahrend mit Rhodocetin (100 nM) behandelte Zellen (dosisabhidngig)
kiirzere und teils stiarker gewundene Pfadstrukturen entwickelten (Abb. 17B, C). Obwohl die
Flache des durchwanderten Gewebes deutlich reduziert war, wies die Analyse der Pfadlédnge

eine deutliche restmigratorische Aktivitit der Zellen auf.

3.3.2.  Ubergang von mesenchymaler zu amoboider Migrationstyp mittels Rhodocetin

Neben der Reduktion der Migrationsaktivitit in Anwesenheit von Rhodocetin wurde auch die
Zellform und die Art der Migration von MV3-Zellen gedndert, wie sich durch Analyse der
zeitraffermikroskopischen Bilder zeigte (Abb. 18A, B, Film 7) Wahrend spontan migrierende
MV3-Kontrollzellen eine polarisierte und spindelférmige Morphologie entwickelten und
aufrechterhielten, flihrte die antagonistische Wirkung des Rhodocetins auf a231-Integrin zur
Entwicklung einer rundlichen und elliptoiden Zellform. Somit fiihrte Rhodocetin, dhnlich wie
mAk 4B4, zu einem Ubergang vom mesenchymalen zu einem amé&boiden Migrationstyp in
MV3-Melanomzellen. Dabei entwickelten sich weniger ausgepriagte und wesentlich kiirzere
schnell oszillierende Pseudopodien an der Vorderfront der Zelle. Der induzierte amoboide
Zelltyp konnte sich durch hohe Formanpassung fortbewegen, erkennbar an fokalen
Einschniirungen des Zellkdrpers (Kompressionsringe) (Film 5). Der Ubergang von
mesenchymaler (Abb. 18A) zu elliptoider Zellform (Abb. 18B) war hier den MV3-Zellen
nach der Hemmung von B1-Integrinen durch mAk 4B4 sehr dhnlich (sieche Abschnitt 3.2.3),
begleitet von einer deutlichen Reduktion des Elongationsindex (Lénge/Breite) der MV3-
Zellen. Eine durch Rhodocetin gedinderte Migration und Zellform mit Ubergang zu amdboider

Migration wurde auch in HT1080-Fibrosarkomzellen induziert (nicht gezeigt).
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Kontrolle

Rhodocetin

Abbildung 18. Ubergang von mesenchymaler, Fibroblasten ahnlicher Morphologie zu elliptoider und
amoboider Morphologie nach Inhibition von a2B1-Integrin durch Rhodocetin

HochaufgelGste zeitraffermikroskopische Darstellung von MV3-Zellen in 3D-Kollagenmatrices in Ab-(A) bzw.
Anwesenheit (B) von Rhodocetin (100 nM). MV3-Kontrollzelle mit 1-2 dominanten Pseudopodien in
Migrationsrichtung (A, weille Pfeilspitze). Darstellung der amdboiden Migration einer MV3-Zelle durch
Kollagenfasern in Anwesenheit von Rhodocetin (B, Pfeilspitzen: Kompressionsringe). Der GroRenbalken zeigt
eine Lange von 20 pM.

3.3.3. Konfokalmikroskopische Charakterisierung von fokalen Kontakten, p1-
Integrinverteilung und Struktur des Aktinzytoskeletts in Anwesenheit von
Rhodocetin

Die konfokalmikroskopische Darstellung zeigte die unterschiedlich ausgeprigte Verteilung
und Fokalisierung der Zell-Matrix-Kontakte und des Aktinzytoskeletts in mesenchymal bzw.
induziert amoboiden Zellen. Der konstitutiv spindelformige Migrationstyp entwickelte 1-3
dominant lange Pseudopodien von 20-60 um an der Vorderfront. B1-Integrine lagern sich
verstiarkt an Kontaktstellen mit den Fasern zusammen, zeigen dabei Anzeichen von
Fasertraktion. Auferdem wurden PB1-Integrine von wandernden Zellen entlang von Fasern
sowie zwischen den Fasern zuriickgelassen (Abb. 19A-C). Hingegen waren 1-Integrine auf
der Oberfliche der mit Rhodocetin behandelten Zellen diffus verteilt (Abb. 19D-E). Die
Darstellung des Aktinzytoskeletts zeigte in beiden Migrationstypen eine kortikale Verteilung,

ohne Stressfasern aufzubauen.
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Abbildung 19. Anderung der Verteilung von B1-Integrinen und der Struktur des filamentésen Aktin-

Zy toskeletts (F-Aktin) in Ab- und Anwesenheit von Rhodocetin

(A-C) Polarisierte MV3-Kontrollzelle in 3D-Kollagenmatrix mit fokalisierten B1-Integrinen und F-Aktin an Zell-
Matrixkontakten. Langgestreckter Pseudopod an der Vorderfront (weille Pfeilspitzen) und Zug von
Kollagenfasern; Freisetzung von 1-Integrinen (Shedding) vom Hinterende der Zelle (schwarze Pfeilspitze). (D-F)
Rundliche MV3-Zelle mit einem kleinen Pseudopod (Pfeilspitze) ohne fokalisierte Zell-Matrix-Kontakte. Zellen
wurden mit oder ohne Rhodocetin im Kollagengel polymerisiert und nach 5 Std. mit PFA fixiert. B1-Integrine
wurden mit anti-B1-Integrin mAk 4B4 und K20 und sekundédren CY3-markierten AK (rot), F-Aktin mit FITC-
Phalloidin (griin) geférbt. Diffuse Verteilung von 31-Integrinen mit F-Aktin und kein langer dominanter Pseudopod
am Vorderende der Zelle in Anwesenheit von Rhodocetin. Pfeile: Migrationsrichtung, Die GroRenbalken zeigt
eine Lange von 10 pum.

3.34. Rhodocetin hemmt die oa2p1-Integrin vermittelte Kontraktion der

Kollagenmatrix

Um zu testen, ob Rhodocetin eine Integrin-vermittelte Kraftentfaltung in Kollagenmatrices
inhibieren kann, wurden Kontraktionsassays durchgefiihrt (Tuckwell et al., 1991; Schiro et
al., 1991; Huttenlocher et al., 1995). Rhodocetin antagonisierte die a2f31-Integrin vermittelte
Kraftiibertragung auf mechanisch entspannten Kollagengelen. In Rhodocetin-freien Kulturen
konnten die MV3-Zellen innerhalb 24 Stunden die Kollagengele bis auf ein Drittel ihrer
urspriinglichen Grofe kontrahieren (Abb. 20). Bei zunehmenden Konzentrationen von
Rhodocetin wurde die Kontraktion der Kollagenmatrices dosisabhéngig verringert. Bei einer
Konzentration von 100 nM und 200 nM betrug die Fliache des kontrahierten Matrices 77%
bzw. 90% des Ausgangwertes ohne Zellen, wie bei subtotaler Hemmung bekannt ist. Somit ist

a2 1-Integrin nahezu allein fiir die Kontraktion der Kollagenmatrices verantwortlich.
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Abbildung 20. Subtotale Hemmung der a21-Integrin-vermittelten Kollagenkontraktion durch Rhodocetin
(A) Analyse der Gelflache des Matrices (B) Kontraktionsassay. In den Kulturschalen wurden MV3-Zellen in nicht
befestigte Kollagenmatrices in Ab- bzw. Anwesenheit unterschiedlicher Konzentrationen von Rhodocetin Giber 20
Std. kultiviert. Die Gelflache wurde mittels digitaler Bildanalyse (Kreis) in Pixeln errechnet und mit der
Ausgangsflache der Kontrolle (ohne Zellen) verglichen. Daten aus 3 représentativen Experimenten (n= 3). Als
Kontrollen dienten zellhaltiges Kollagengel fiir maximale Kontraktion sowie zellfreie Matrices ohne Anhalt fir
Kontraktion, O.Z. = Ohne Zellen.

Die induzierte amoboide Migration der MV3-Zellen mit Rhodocetin verhielt sich dhnlich wie
die nach Adhésionsblockade mit mAk 4B4 (Abb. 16), und zwar mit deutlich verringerter
Kapazitit der Kollagenkontraktion. Durch den Einsatz von Rhodocetin konnten die
Ergebnisse aus den Blockadestudien mit dem Adhédsion-blockierenden anti-f1-Integrin mAk
4B4, (mAk 4B4 hemmt die Funktion von 3 1-Integrinen) bestdtigt werden.

34. Expression von dominant-negativen Peptiden zur konstitutiven Inhibition

der B1-Integrin zytoplasmatischen Domiine

Die biologische Funktion von Integrinen als transmembrane Rezeptoren ist abhidngig von der
Anwesenheit und Funktion ihrer zytoplasmatischen Domédnen. Um deshalb die B1-
Integrinfunktion auch intrazelluldr zu untersuchen, wurde versucht die Bindung der B1-
Integrin zytoplasmatischen Domiéne (8 1.y;) an Adapterproteine kompetitiv zu unterbinden.

Dazu wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei verschiedene Strategien eingesetzt: (1) die
Zugabe von synthetischen, die Zelle permeirenden Peptiden, die bestimmte Regionen der
zytoplasmatischen Domine gekoppelt an eine Penetratin-Sequenz beinhalten, sowie (2) die
Expression von Blc-Doménen nach Zelltransfektion. Die Zugabe von synthetischen,
Penetratin-gekoppelten Peptiden flihrte neben der Verringerung der Migrationseffizienz stets
auch zum Zelltod wegen toxischer Effekte. Deshalb wurde stattdessen flir funktionelle

Untersuchungen die transiente Expression in Kombination mit EGFP als Strategie eingesetzt.
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34.1. Vektorgenerierung und Expression dominant-negativer flcyt-Peptide

GFP-positive MV3-Zellen wurden in Fliissigkultur mittels limitierender Verdiinnung in
Anwesenheit bestrahlter MV3-Feederzellen und Neomycin (G418) klonal selektiert und
expandiert. Zwei bis drei Wochen nach der Transfektion wurden GFP-positive Klone
fluoreszenzmikroskopisch identifiziert und durchflusszytometrisch analysiert (Abb. 21A) und
die Viabilitdt mittels Propidiumiodid nachgewiesen (Abb. 21B). Die Klone mit héchster GFP-
Expression wurden durch fluoreszenzaktivierte Zellsortierung (FACS) nach ihrem GFP-
Expressionsniveau (niedrig, mittel, hoch) sortiert. Die Transfektion mit SP2-F bzw. HA-SP2-
F hatte gegeniiber den Kontrollzellen keinerlei Auswirkung auf Morphologie und
Migrationsverhalten der Zellen.
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A) Darstellung der Expression von EGFP mittels Druchflusszytometrie B) Propidiumiodid-Férbung.

3.4.2. Darstellung der Genexpression mittels RT-PCR

Der Nachweis der Expression von dominant negativen Peptiden in GFP-positiven,
transfizierten MV3-Zellen erfolgte nach cDNA-Synthese extrahierter totaler RNA mittels
PCR mit dem Primerpaar UpIRES-523 und LpIRES-843 (sieche Tabelle 4 Materialien und
Methode) (Abb. 22). In MV3-Zellen nach Transfektion mit HA-SP2-E/F-pIRES2/EGFP lag
die erwartete Fragmentlinge des Produktes bei 373 bp, was auch tatsichlich mittels PCR
nachgewiesen wurde (Abb. 22).
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Abbildung 22. mRNA-Expression in MV3-
Zellen nach Transfektion mit SP2E-
IRES2/EGFP und SP2F-pIRES2/EGFP mittels
RT-PCR

Die erwartete Fragmentlédnge betrug 373 bp, im Vergleich zur PCR an unverdautem Kontrollvektor (320 bp).
Links das Muster des SmartLadder (M= Marker) nach Herstellerprospekt (Eurogentec, Kéln, Deutschland).

2

Insgesamt 60 verschiedene Klone aus mehreren Transfektionsrunden wurden isoliert und auf
ihre Morphologie und Migrationsverhalten in Kollagenmatrices untersucht (Abb. 23).

Zwei bis drei repriasentative Klone von SP2-E bzw. SP2-F transfizierten Zellen wurden im
weiteren ausgewahlt und im Vergleich zu Leervektor-transfizierten Kontrollzellen funktionell
charakterisiert. In diesem Versuchsteil wurde eine umfassende Charakterisierung der
Effizienz der Migration, der Art des Migrationstyps (mesenchymal, amdboid, Mischtyp) und
der zugrundeliegenden Zell-Matrix-Kontakte und der Zytoskelettstruktur durchgefiihrt.

Abbildung 23. Beispiel der phéanotypischen Charakterisierung von MV3-Zellen nach Transfektion von
SP2-pIRES-EGFP und limitierender Verdiinnung

Screeningraster der phéanotypischen Charakterisierung. 60 verschiedene Subklone wurden sowohl in
Flussigkultur and auch 3D-Kollagenmatrices durch digitale Zeitraffermikroskopie phéanotypisch charakterisiert.
Dabei wurden verschiedene Merkmale wie Viabilitat, Migrationsparameter, Homogenitat und Polaritat der
Subklone untersucht (folgende Seite).
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Flussigkultur

Charakterisierung

Viabilitat: 93%
Migrationstyp: Mesenchymal
Geschwindigkeit: schnell
Zeitdauer der Polarisierung:
2 Std.

Viabilitat: 80%
Migrationstyp: Amdboid
Geschwindigkeit: langsam
Zeitdauer der Polarisierung:
4 Std.

Viabilitat: 97%
Migrationstyp: Amdéboid
Geschwindigkeit: schnell
Zeitdauer der Polarisierung:
3 Std.

Viabilitat: 70%
Migrationstyp: Mischtyp
Geschwindigkeit: langsam
Zeitdauer der Polarisierung:
2,5 Std.

Viabilitat: 60%
Migrationstyp:Mischtyp
Geschwindigkeit: langsam

| Zeitdauer der Polarisierung:

0,5 Std.

3.4.3. Induktion konstitutiv amoéboider Migrationsform durch SP2-E

Die Uberexpression des dominant negativen SP2-E Peptids verinderte die Zellform und die
Art der Migration von MV3-Zellen in Kollagenmatrices, wie sich durch Analyse der
zeitraffermikroskopischen Bilder zeigte. Als Kontrolle dienten mit dem pIRES2-EGFP
Vektor transfizierte MV3-Zellen, die nur HA-Epitop exprimierten.

Kontrollzellen und die transfizierten Zellen mit SP2-F entwickelten in Kollagenmatrices eine
iiberwiegend spindelzellig-mesenchymale Morphologie mit 2-3 Pseudopodien an der

Vorderfront (Film 8, 9), widhrend die mit SP2-E transfizierten Zellen liberwiegend eine

rundlich elliptoide Form aufwiesen (Abb. 24, Filme 10, 11).
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Abbildung 24. Verlust des mesenchymalen, Fibroblasten dhnlichen Phanotyps und de-novo Erscheinen
einer elliptoiden, améboiden Morphologie nach Expression von HA-SP2-E, nicht aber HA-SP2-F und HA-
Kontrollvektor

Polarisierte und elongierte Kontrollzellen nach Transfektion mit pIRES2-EGFP (A) oder HA-SP2-F (B). Rundlich-
wanderende Klone 10 (C) und 13 (D) nach Expression von SP2-E (Pfeilspitzen). Zeitraffermikroskopische
Darstellung wahrend der Migration in 3D-Kollagenmatrices nach 8 Stunden Kultur und Elongation von
Einzelzellen wahrend der Migration in 3D-Kollagenmatrices. Die Elongation wurde als Quotient von Lénge/Breite
fir Einzelzellen aus zeitraffermikroskopischen Aufnahmen nach 6 Std. Kulturdauer berechnet (E). Der
Grolenbalken zeigt eine Lange von 100 pum.

Bei hoherer Auflosung zeigte sich, dass die rundliche Zellform wihrend der Bewegung
beibehalten wurde und kurze dynamische Pseudopodien den Kontakt zu den Kollagenfasern
herstellten.

Anstatt langer dominanter Pseudopodien in Kontrollzellen entwickelte sich eine rundliche
Vorderfront ~mit  multiplen, schnell ozillierenden Filopodien und  kleinen
Membranausstiilpungen, einhergehend mit deutlichem Elongationsverlust (Abb. 24E).

Die Transfektion mit HA-SP2-E limiterte somit den konstituitiv mesenchymalen Phénotyp
und induzierte eine neue, amdboide Migrationsform, die liber mehrere Passagen nach
Transfektion stabil blieb. Uberraschenderweise wurde diese amdboide Migrationsform nicht
durch ein verdndertes [1-Integrin-Expressionniveau hervorgerufen, wie mittels
Durchflusszytometrie dargestellt wurde (Abb. 25).
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Abbildung 25. Gleichbleibende - -
Expression von pB1-Integrin nach 10% 10" 10% 107 10* "10° 10' 10% 10° 10*
Transfektion mit SP2-E-pIRES2/EGFP SP2-EGFP B1-Integrin

(A) Expression von GFP und p1-Integrin in MV3-Zellen vor der transienten Transfektion, (B)
Oberflachenexpression von GFP-SP2-E (Klon13) und B1-Integrin nach Farbung mit der mAk 4B4 und K20
(schwarze Linie) im Vergleich zur Isotypkontrolle mittels Maus-IgG1 (grau). MFI= mittlere Fluoreszenzintensitat.
Zwei unterschiedliche Klone von SP2-E-transfizierten Zellen wurden funktionell néher auf die Integrin-Funktion
bei der induzierten amdboiden Migration hin untersucht.

GFP-positive Zellen nach Transfektion mit HA-SP2-E-pIRES2/GFP zeigten unverdnderte
Oberfldchenexpression von 1-Integrinen im Vergleich zu nicht transfizierten Kontrollzellen
(Abb. 25A, B), somit lieBen sich die phadnoytpischen Verdnderungen nicht auf eine
Modulation verfiigbarer Adhédsionsmolekiile zuriickfiihren. Die Transfektion mit SP2-F bzw.
HA-SP2-F hatte keinerlei Auswirkung auf Migrationsverhalten der Zellen im Vergleich zu
den Kontrollzellen (Abb. 26A).

Einhergehend mit dem Auftreten des rundlichen Phénotyps fiihrte die Transfektion mit HA-
SP2-E-pIRES2/EGFP zu einer unterschiedlich stark verringerten Migrationsgeschwindigkeit
im Vergleich zu mit HA-SP2-F-pIRES/EGFP transfizierten oder HA-pIRES2/EGFP
transfizierten Kontrollzellen (Abb. 26A).
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Abbildung 26. Reduktion der Migrationsgeschwindigkeit und Pfadldnge durch dominant negatives Peptid
HA-SP2-E

(A) Durchschnittliche Geschwindigkeit von Einzelzellen reprasentiert als mediane Populationsgeschwindigkeit
von MV3-Zellen vor und nach Transfektion mit SP2-F-pIRES2/EGFP (Klon 3) oder SP2-E-pIRES2/EGFP (Klone
10 und 13). (B-E) Orthotope Reprasentation der Migrationspfade von (B) Zellen transfiziert mit HA-pIRES2-
EGFP, (C) SP2-F-pIRES2/EGFP, (D) SP2-E-pIRES2/EGFP (Klon 10) und (E) SP2-E-pIRES2/EGFP (Klon 13).
MV3-Zellen nach Transfektion und limitierender Dilution wurden im Kollagengel eingebettet, mittels
Zeitraffermikroskopie Uber 20 Std. beobachtet und mittels Zelltracking quantifiziert (n= 3 unabhéngige
Experimente, 120 Zellen). Um zytotoxische Effekte auszuschlieRen wurde die Zellviabilitat der Zellen nach jeden
Migrationslauf und Kollagenaseverdau mittels Propidiumiodid Farbung durchflusszytometrisch kontrolliert. Der
GroRenbalken zeigt eine Lange von 100 um.

Wihrend Kontrollzellen durchschnittlich mit 0,26 pum/min migrierten, lag die mediane
Populationsgeschwindigkeit von Klon 10 bei 0,2 pm/min (Film 10; schnelle amdboide
Migration) und von Klon 13 bei 0,11 pm/min (Film 11; langsame am6bode Migration). Dies
entsprach einer Reduktion um 16 (Klon 10) und 46% (Klon 13). Interessanterweise
entwickelten einzelne Zellen nach Transfektion mit HA-SP2-E trotz phénotypischem
Ubergang in amoboide Migration Maximalgeschwindigkeiten {iber 0,25 pm/min hinaus (Abb.
26A). Die Pfadstruktur der nicht-transfizierten und mit HA-SP2-F transfizierten Zellen war
relativ gradlinig, wéihrend die der mit HA-SP2-E transfizierten Zellen deutlich verkiirzt verlief
(Abb. 26B-E). Mit HA-pIRES2-EGFP transfizierte Kontrollzellen zeigten bei
hochauflosender Konfokalmikroskopischer Lebendaufnahme eine spindelférmige, léngliche
Morphologie (Film 12). Die rundlichen, SP2-E exprimierenden MV3-Zellen des Klons 10
wiesen bei der Migration in der Kollagenmatrix kleine Pseudopodien auf, mit denen sie sich
langsam amoboid ohne fokalisierte Zellmatrix-Kontakte fortbewegten, wie durch
hochauflosende Konfokalmikroskopie beobachtet werden konnte (Abb. 27, Film 13).
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Abbildung 27. Konfokale Lebendaufnahme von MV3-Zellen nach Transfektion mit SP2-E-pIRES2/EGFP
MV3-Zellen, transfiziert mit 31-Integrin zytoplasmischer Domane HA-SP2-E (NPIE), wurden in Kollagenmatrices
einpolymerisiert. Die Migration von zwei transfizierten Zellen wurde als Zeitserie (10 Schnitte, 3 Std.)
konfokalmikroskopisch dargestellt. Rote Fluoreszenz: Falschfarbendarstellung von EGFP; griines Signal:
Reflektion der Kollagenfasern. Der GroRenbalken zeigt eine Lange von 30 um.

AuBerdem zeigte die Rekonstruktion der 3D-Struktur in wéssriger Umgebung, dass HA-Tag
am C-Terminus des Peptids (SP2-E, -F, -Y) die Konformation des Peptids nicht sterisch
hemmte. Die konservierte Region mit dem NPIX-Motiv nahm dabei eine Typ I B-turn
Konformation an (Abb. 28, Film 14) (Haas et al., 1997).

Abbildung 28. Rekonstruktion der 3D-Struktur der dominant negativen Peptide

Fir die konstitutive Inhibition der Funktion der 31-Integrin zytoplasmatischen Doméne SP2 (AS 778-790) wurde
das dominant negative SP2-Peptid mit der Aminoséure-Substitution Y->E788 im NPIY-Motiv eingesetzt (NPIE).
Die 3D-Struktur und Konformation dieses Peptids wurde in wassriger Umgebung mit dem Programm CS
Chem3D berechnet. Drei aufeinanderfolgende Umdrehungen des Peptids: HA-SP2-E (A, D, G), HA-SP2-pY (B,
E, H) und HA-SP2-F (C, F, I); A, D, G sind um 30°, B, E, Hum 90° und C, F, H um 150° gedreht.

3.4.4. In Vitro-Immunoprizipitation und massenspektrometrische Analyse

Weiterhin wurde versucht, durch in vitro Prazipitation mit dem dominant-negativen Peptid die
Zusammensetzung der fokalen Kontakte nach Hemmung der 1-Integrin zytoplasmatischen
Domaine darzustellen. Als Kontrollen dienten mesenchymal migrierende Wildtyp- bzw. mit
HA-pIRES2 Vektor transfizierte Zellen. Die prazipierten Proteinbanden wurden durch
massenspekterometrische Analyse in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Stickmann
identifiziert.
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3.4.5. Kontraktion der Kollagenmatrix
Um zu testen, ob die durch Transfektion mit SP2-E-pIRES2/EGFP induzierte rundliche

Morphologie wéahrend der Migration mit einer verdnderten Zell-Matrix-Interaktion assoziiert
war, wurde die Kontraktion nicht verankerter, frei flottierender Kollagenmatrices quantitativ
untersucht.

Im Verlauf einer 24 (48) Stunden Kultur fiihrten nicht-transfizierte Kontrollzellen zu einer
Verringerung der Gelfliche um ca. 50 % gegeniiber der zellfreien Kontrolle (Abb. 29).
Dagegen war die Kontraktion durch Klone 10 und 13 deutlich verringert (23 und 6%). Die
Zell-Matrix-Interaktionen sind deutlich schwicher und die Kollagenmatrices wurden wéhrend

der Wanderung nicht reorganisiert.

zellfreie |
Kontrolle

Klon 13 |
(HA-SP2E)

Klon 10 |
(HA-SP2E)

HA-pIRES |
-EGFP

Klon 3 |
(HA-SP2F)

0 5 10 15 20 25
Fléche (pixel [x 103])

Abbildung 29. Verringerte Kontraktion nicht-verankerter Kollagenmatrices mit untersuchten Klonen
MV3-Zellen nach Transfektion mit SP2E/F-pIRES2/EGFP bzw. HA-pIRES2/EGFP wurden in nicht verankerten
3D-Kollagenmatrices uber 20 Std. kultiviert. Als Negativkontrolle diente eine zellfreie Kollagenmatrix. Die Flache
der Matrix wurde mittels digitaler Bildanalyse in Pixeln gemessen. (n= 3).

Diese Befunde der amoboiden, teils verlangsamten Migration mit zeitgleich verringerter
Fahigkeit zur Kontraktion von Kollagenmatrices zeigten, dass das SP2-E-Peptid, nicht jedoch
SP2-F, die Adhédsion bzw. Zugkraft der Zellen an Kollagenfasern hemmte, die eine

mesenchymale Zellform aufrechterhalten.

3.5. Mechanismen der Migration bei B1-defizienten Zellen

Um zu verifizieren, dass die Restmotilitdt bei der amdboiden Migration tatsdchlich von B1-
Integrin unabhingig ist, wurden immortalisierte [1-Integrin-defiziente murine embryonale
Fibroblasten (MEF), und in Kontrollversuchen eine murine embryonale Stammzelllinie
(GD25) eingesetzt. In den verwendeten Zellen konnte keinerlei B1-Integrin detektiert werden,
weder iiber PCR noch iiber Proteinnachweis(Abb. 30).
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Der Einsatz von 1-Integrin defizienten Zellen war aus zwei Griinden von Bedeutung:

1) durch die bisher angewandte Strategien adhisions-blockierender anti-B1-Integrin mAKk,
o2 I-Integrininhibitor (Rhodocetin) und Sortierung wurde die Migration von MV3-Zellen
zwar deutlich reduziert, nicht aber vollstindig gehemmt. Dies konnte auf einer Restaktivitit
nicht inhibierter B 1-Integrine beruhen, die in der GroBenordnung zwischen 5% (bei 10 pg/ml,
verglichen mit Abb. 12A) bis 50% (nach Sortierung der Zellen mit niedriger Expression von
B1-Integrin, verglichen mit Abb. 8A) lag.

2) Die Bindung des Antikorpers an Integrine fiihrt zur Integrin-Dimerisierung auf lebenden
Zellen und Aktivierung der fokalen Adhdsionskinase (FAK). Diese durch Antikoérperbindung
ausgelosten Effekte sind moglicherweise geringer als entsprechende Ligand-vermittelte
Signale (Miyamoto et al., 1995). Daher bedeutet Antikdrperbindung verglichen mit
Ligandenbindung eine Abschwichung des von B1-Integrinen aufrechterhaltenen Signals in
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten und koénnte demzufolge eine adhdsionsvermindernde
bzw. promigratorische Wirkung auslosen. Zusitzlich kann Antikorperbindung andere Ligand-
Rezeptor-Interaktionen sterisch behindern und zu kaum kontrollierbaren sekundéren Effekten
fiihren.

Um diese duch Antikorperbindung ausgelosten Signale auszuschliessen, wurden in néchsten
Experimenten B1-Integrin-defiziente Zellen eingesetzt. Diese Versuche sollten zeigen, ob in
diesem Kollagenmodell grundsitzlich eine Restmotilitdit unabhéingig von pI1-Integrinen
bestehen kann und ob diese Zellen eine mit den Vorbefunden vergleichbare amdboide
Wanderung zeigen.

Durch den Einsatz des Cre/loxP-Systems (Abb. 5 Materialien und Methoden) konnten Zellen
mit einer induzierbaren genetischen Deletion erzeugt werden (Jat et al., 1991; Graus-Porta et
al., 2001). Die Mauslinie exprimierte eine temperatursensitive Mutante des SV-40 groflen T-
Antigens (tsA58) unter Kontrolle des H-2K Promotors, das durch IFN-y induzierbar war.
Embryonale Fibroblasten dieser Méaduse wurden in Anwesenheit von IFN-y bei einer
Kultivierungstemperatur von 33°C immortalisert. Nach Erh6hung der Temperatur auf 37°C
verminderte sich die Passagierbarkeit auf ca. 20-30 Passagen (Messent A., personliche
Mitteilung).
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Abbildung 30. Charakterisierung von B1-Integrin defizienten MEF und die Wiederherstellung nach B1-
Integrin Einfiihrung

(A) PCR-Analyse der B1-Integrin (fl/fl), 31-- und Wildtyp MEF (Zelllinie 7929) zum Nachweis von 31-Integrin und
Immorto-Allele. 1+ Zellen hatten kein detektierbares B1-Integrin, wahrend fiir gefloxte- und Wildtyp-MEF den
B1-Integrin Locus in Banden von 320 und 285 bp detektiert wurde (links). Alle Zelllinen hatten das Immorto-Allel
(rechts).

Die  Primer  fir  PB1-Integrin  waren:  GCCGCCACAGCTTTCTGCTGTAGG  (sense)  und
CTGATCAATCCAATCCAGGAAACC (antisense). (B) Lysate von B1(fi/fl) und B1* MEF wurden mit anti-B31-
Integrin mAk KMI6 oder Ratten 1gG hybridisiert durch Western Blot Analyse nachgewiesen. 31 Zellen hatten
kein detektierbares B1-Integrin. Das gefloxte B1-Integrin der parentalen MEF 7929 Zellline lief bei ca. 110 kDa
(schwarze Pfeilspitze) und das pré-1-Integrin bei 90 kDa (graue Pfeilspitze) (Daten erhoben von A. Messent).

3.5.1. Expression von B1-Integrin in murinen embryonalen Fibroblasten (MEF)

und embryonalen Stammzellen (ES)

Die Effizienz der Deletion von B1-Integrin in MEF nach Exposition der Zellen mit Adeno-Cre
bzw. in GD25 ES wurde anhand der Oberfldchenexpression mittels Durchflusszytometrie als
mittlere Fluoreszenzintensitit (MFI) ermittelt (Abb. 31a-e). In B1-Integrin-defizienten MEF
Bl'/' wie auch in GD25 ES war die mittlere Fluoreszenz Intensitit (MFI) identisch zur
Isotypkontrolle, d.h. keine spezifische Expression nachweisbar, wahrend Kontrollzellen eine
deutliche monophasische Expression ohne Nachweis einer [1-negativen Subpopulation
zeigten. Ein MEF-Klon mit hoher 1-Integrin Expression (Blhigh) zeigte eine im Vergleich zu
Kontrollzellen erhohte MFI (1,7-fach) (Abb. 31b). Immortalisierte GD25 ES, die als weitere
B1 Population eingesetzt wurden, zeigten ebenfalls eine zur Isotypkontrolle identische MFI.
Fiir die folgenden funktionellen Versuche dienten diese Zellen als Modell fiir fehlende,

mittlere und hohe B 1-Integrin Expression.
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Abbildung 31. Analyse der Oberflaichenexpression von B1-Integrin (a-e) und veranderte Morphologie (f-j)
von 31+ Zellen

Die Oberflachenexpression von B1-Integrin in Kontroll-MEF (a), einem Klon mit hdherer 31-Integrin Expression
(B1hish) (b), 1+ MEF nach Zusatz von Adeno-Cre (c) p1** ES-Kontrollzellen (hier ES-Zellen, die ein gefloxtes
ILK-Gen tragen) (d) und GD25 B1+ und SV4Q-transformierte embryonale Stammzellen (ES) (e) wurden
durchflusszytometrisch analysiert. Die Zellen wurden primar mit Maus anti-B 1-Integrin mAk 9EG7, und sekundér
mit FITC markiertem Ziege anti-Maus F(ab)? gefarbt (rote Linien). Die schwarze Linie zeigt die Isotypkontrolle.
Angegeben ist die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI). Polarisierte und spindelférmige Morphologie der p1-
exprimierenden Kontrollzellen 1++, B1hish MEF und B1+* ES-Kontrollzellen (f, g, i) im Vergleich zur rundlichen
Morphologie von B1-defizienten Zellen (h, j) wahrend der Migration in 3D-Kollagenmatrix (Pfeilspitzen). Alle MEF
exprimierten eine temperatursensitive Mutante von SV-40 groRen T-Antigen (tsA58) unter der Kontrolle eines
IFN-y-induzierbaren H-2K Promotors. Zellen wurden bei 33°C und in Anwesenheit von IFN-y kultiviert.
Migrationexperimente wurden bei 37°C durchgefiihrt und fiihrten nicht zu einer erhdhten Rate absterbender
Zellen Uber eine Beobachtungszeit von mindestens zwei Tagen. Der GroRenbalken zeigt eine Lange von 100
pm.

3.5.2. Konstitutive amoboide Migration in Bl'/ " Zellen

Fehlende B1-Integrin Expression verdnderte gegeniiber den P1-Integrin exprimierenden
Kontrollzellen neben der Migrationsaktivitit vor allem die Elongation der Zellen wihrend der
Migration, wie sich durch Analyse der zeitraffermikroskopischen Sequenzen zeigte (Abb. 32).
Drei unterschiedliche Typen B1-positiver Zellen entwickelten eine stark polarisierte, spindel-
bis sternférmige Fibroblasten-Morphologie mit elongierten Pseudopodien an der Vorderfront
(Abb. 31f, g, 1), wiahrend B1-Integrin defiziente MEF und ES eine rundliche und elliptoide
Morphologie mit nur kleinen Protrusionen entwickelten (Abb. 31h, j). Diese Zellform wurde
von allen PBl-Integrin-defizienten MEF und ES iiber eine Kulturdauer bis 72 Stunden
beibehalten, entsprechend eines konstitutiv-amdboiden Phénotyps. Der Elongationsfaktor 31-
defizienter MEF und ES war gegeniiber den Kontrollzellen signifikant reduziert, entsprechend
einer iiberwiegend rundlichen bzw. gering polarisierten Morphologie (Abb. 32). Somit war

der mesenchymale Phénotyp von der Expression von 1-Integrinen abhéngig.
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Elongationsfaktor

Abbildung 32. Abhangigkeit der p1** piheh g1 g1t
Zelimorphologie und Polarisierung von der (fI/f1) (fI/f) (GD25)
Expression des B1-Integrins

Polarisierte und elongierte Morphologie von Kontrollzellen(31+/+) und MEF mit hoher [1-Integrin
Expressionsstufe (B1Misn) im Vergleich zu sphérisch elliptoider Morphologie von B1-Integrin defizienten Zellen
(B17 und GD25 ES wahrend der Migration in 3D Kollagenmatrices dargestellt als Polarisationsindex (Lange/
Breite) nach 11 Std., 80 Zellen. Rote Linie = Median.

3.5.3. Verinderte Migrationgeschwindigkeit und Pfadliinge durch inhibierte
Expression von 1-Integrin in defizienten MEF und ES

Um zu priifen, ob der Verlust der Zellpolarisierung in Bl'/' Ausdruck insuffizienter Zell-
Matrix-Interaktionen mit sekundér beeintrichtigter oder aufgehobener Migration ist, wurden
die Migrationspfade anhand zeitraffermikroskopischer Aufnahmen rekonstruiert. Wahrend
der iiberwiegende Anteil der BIH+ MEF eine Migrationsgeschwindigkeit von 0,08 - 0,18
um/min und Blhigh MEF von 0,07 - 0,1 um/min entwickelten (Abb. 33A, Filme 15 und 16),
migrierten Bl'/ " MEF signifikant beschleunigt mit 0,17 - 0,28 pm/min (Film 17, ,,schnelle*
amoboide Migration). Die Migrationsgeschwindigkeit von Bl'/ " GD25 Zellen war dagegen auf
0,04 - 0,09 pm/min reduziert, jedoch nicht vollstindig angehalten (Film 18, ,langsame*

+/+ . .
™ waren iiberwiegend

amoboide Migration). Die Migrationspfade der Kontrollzellen (1
geradlinig, wéhrend die der Bl'/ © Zellen hidufiger Richtungsdnderungen mit geringerer
Persistenz zeigten (Abb. 33B-E). Der relative mittlere Winkel der Pfade von einem Schritt
zum néchsten blieb jedoch unverdndert, da die Schritte mit Richtungsinderung insgesamt
seltene Ereignisse waren (Daten nicht gezeigt). Die Pfade von Blhigh MEF waren deutlich
verkiirzt, weil sie aufgrund ihrer starken [1-Integrinexpression partiell sehr fest an

Kollagenfasern anhafteten und sich wahrenddessen nicht fortbewegen konnten (Abb. 33C).
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Abbildung 33. Migrationseffizienz und Struktur der Migrationspfade B1-exprimierender und B1-defizienter
Zellen

(A) Die Daten reprasentieren die mittlere Geschwindigkeit von zufallig ausgewahlten Einzelzellen, die mittels
Zeitraffermikroskopie (iber 20 Std. und digitales Zelltracking von 120 Zellen aus 3 unabhangigen Experimenten
rekonstruiert wurde. Immorto-MEF ohne gefloxtes B1-Integrin-Allel zeigen nach Behandlung mit Adeno-Cre zu
B1** MEF vergleichbare Migration und Morphologie, somit war ein Effekt der Infektion mit Adeno-Cre auf
Phanotyp und Migration ausgeschlossen, P= 0,0005(*). Die Migrationspfade von (B) p1** MEF (ohne Adeno-
Cre), (C) p1M9" MEF (ohne Adeno-Cre), (D) B1-Integrin defiziente MEF (Adeno-Cre) und (E) p1-- ES (GD25). Die
Pfade zuféllig ausgewahlter Zellen wurden im Zelltracking quantifiziert und orthotop rekonstruiert (n= 3
unabhangige Experimente, 120 Zellen). Der mittlere relative Winkel der Pfade von einem Schritt zum nachsten
zeigte keine Unterschiede zwischen den untersuchten Zellen (Daten nicht gezeigt). Der GroRenbalken zeigt eine
Lange von 100 um.

Die Inhibition der B1-Integrinfunktion durch den murinen anti-f1-Integrin mAk HA2/5
induzierte in MEF-Kontrollzellen (B1+/+) wie 4B4 mAk in MV3-Zellen einen Ubergang von
mesenchymaler zur amdboiden Migration (Daten nicht gezeigt).

Sowohl effiziente Migration wie auch verringerte direktionale Persistenz in p1” MEF wurde
mittels Sphéroid-Invasionsassay bestdtigt (Abb. 34, Film 19). Somit war in B1-Integrin-
defizienten Fibroblasten und embryonalen Stammzellen eine amoboide Migration
unterschiedlicher Effizienz nachweisbar, was die Notwendigkeit von B1-Integrin fiir den

mesenchymalen Phénotyp bestitigt.
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B1++FI/fI)

Abbildung 34. Migration von MEF aus Spharoiden in 3D-Kollagenmatrices

Sphéroide aus B1** und B1-Integrin defizienten MEF nach 1 (A, D) und 18 Std. (B, E) nach Inkorporation in
Kollagenmatrices. (C, F) Orthotope Rekonstruktion der Migrationspfade mittels Zeitraffermikroskopie und
Zelltracking Uber 20 Std. Bei GD25-Zellen konnte kein Spharoid generiert werden, wahrscheinlich wegen sehr
schwacher Zell-Zell Interaktionen (Daten nicht gezeigt). Pfeile zeigen richtung Ausschnitt-VergréRerungen. Der
GroRenbalken zeigt eine Lange von 100 um.

3.54. Konfokalmikroskopische Charakterisierung von Zell-Matrix Interaktionen
und Struktur des Aktinzytoskeletts

Nach dem Verlust von 1-Integrinen zeigte sich in MEF und ES eine rundliche Morphologie
mit verkiirzten Pseudopodien. Mittels hochauflosender Konfokalmikroskopie und
Immunfluoreszenz wurden die Zellform und die zugrundeliegenden Zell-Matrix-Kontakte
(Reflexion) und die Struktur des filamentosen Aktins untersucht. anti-B1-Integrin Antikorper
(z.B. Klon KMI6) mit fixierten Zellen zeigten in diesem murinen System, im Gegensatz zu
humanen Zellen, keine spezifische Fluoreszenz, vermutlich durch Epitopverlust nach
Fixierung.

Mesenchymal wandernde, elongierte Kontrollzellen zeigten deutliche Fokalisierung von F-
Aktin an Pseudopodienenden, die mit Kollagenfasern interagieren (Abb. 35A Pfeilspitzen).
Rundlich-elliptoide [31'/ " Zellen zeigten ebenfalls punktuelle Akzentuierung von F-Aktin an,
jedoch nur rudimentdr entwickelte Pseudopodien (Abb. 35C, Pfeilspitzen). F-Aktin war
iiberwiegend gleichméBig-kortikal {iber den gesamten Zellkdrper von 1-positiven wie auch
B1-negativen Zellen verteilt, wihrend Stressfasern nicht nachweisbar waren (Abb. 35C und

++

D). Im Gegensatz zu 1" MEF, die nahezu ausschlieBlich eine spindelformige und bipolare
Morphologie entwickelten, waren bei Blhigh MEF héufig multifokale dendritische
Pseudopodien bis 30 um Linge darstellbar, was zu einer insgesamt spinnenférmigen und

wenig motilen Zellform fiihrte (Abb. 35B).
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Abbildung 35. Struktur des filamentosen Aktinzytoskeletts (F-Aktin) in B1-Integrin defizienten MEF

(A) MEF (ohne Adeno-Cre), (B) p1isn MEF (ohne Adeno-Cre), (C) B1-defiziente MEF (Adeno-Cre) und (D) B1-
defiziente ES(GD25), (Rot, F-Aktin) und (Griin, Kollagenfasern). Zellen wurden in Kollagenmatrices eingebettet,
nach 5 Std. mit PFA fixiert, mit Fluoreszin-Phalloidin zur Darstellung des filamentdsen Aktinzytoskeletts geférbt
und durch konfokale Fluoreszenzmikroskopie dargestellt. Vorwiegend diffus kortikale Verteilung von F-Aktin mit
geringer fokaler Mehranreicherung am Ende von Pseudopodien an Zell-Matrix Interaktionen. B1-Integrin
defizienten Zellen wandern durch die Matrixllicken und bilden die sog. Konstruktionsringe (Pfeilspitzen). Die
Pfeile zeigen die Migrationsrichtung. Der GroRenbalken zeigt eine Lange von 20 um (A, B) und 5 um (C, D).

3.5.5. Notwendigkeit von B1-Integrinen fiir den Umbau von Kollagenmatrices

Um zu priifen, ob mit dem Verlust des mesenchymalen Phénotyps in B1-defizienten Zellen
ebenfalls die Kapazitit zum Matrixumbau reduziert war, wurden die Fdhigkeit zur
Kollagenkontraktion und des proteolytischen Kollagenumbaus untersucht.

++

Die Kontraktion nicht verankerter Kollagengele durch die Kontrollzellen (1) betrug nach
24 Std. ca. 40-60% der Ausgangsfliche, wihrend fiir amoboide 1-defiziente Zellen analog
zur zellfreien Kontrollmatrix keine Kontraktion nachweisbar war (Abb. 36). Wie auch bei
MV3-Zellen (verglichen mit Abb. 16) war demnach die Féhigkeit zur Kollagenkontraktion
der B1”" MEF mit mesenchymaler Zellform verbunden.

Zusammengefasst fithrte der Verlust von Bl-Integrinen in MEF und ES zur amdboiden
Migration, zum Verlust stirkerer Pseudopodelongation und zur Hemmung der
Kollagenkontraktion. P1-Integrine-Defizienz in MEF und ES korreliert somit mit der
Féhigkeit, EZM umzuorganisieren, wie es bereits beim amoboiden Phénotyp in Lymphozyten

oder MV3-Zellen nach Inhibition der 1-Integrinfunktion erwiesen wurde.
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Abbildung 36. Inhibierte Kontraktion nicht verankerter Kollagenmatrices durch B1-defiziente MEF und
GD25-Zellen

Kontraktion von nicht verankerten 3D-Kollagenmatrices (Balken) durch MEF mit unterschiedlicher
Integrinexpression nach 24 Std. Kulturdauer. Als Negativkontrolle dienten zellfreie Kollagenmatrices. Die Flache
der Matrix wurde mittels digitaler Bildanalyse in Pixeln gemessen. Die hier untersuchten Zellen wiesen einen
Elongationsindex < 2 auf (vgl. Abb. 32). Ein reprasentatives Experiment von drei unabhangigen Versuchen ist
gezeigt.

3.5.6. Abhiingigkeit der Kollagenolyse von der p1-Integrin Expression

Um durch die physikalisch komplexe extrazellulire Matrix zu wandern, bauen
mesenchymale, nicht jedoch amoéboide Zellen die Struktur der Kollagenmatrices proteolytisch
um (Wolf et al., 2003a und 2007). Wir untersuchten, ob das Merkmal mesenchymaler
Migration, die Proteolyse, auch bei Pl-Integrin-defizienten amoboid wandernden Zellen
nachweisbar ist. Methodisch erfolgte dies iiber die Detektion von FITC-Freisetzung FITC-
markierter Kollagenmatrices. Wéahrend [31“+ MEF eine deutliche FITC-Freisetzung
induzierten, zeigten P1-Integrin-defiziente MEF und GD25-Zellen einen Verlust der
Kollagendegradation auf Kontrollniveau (Abb. 37). Somit war die mesenchymale, nicht
jedoch die amo6boide Migration abhéngig von der 1-Integrin-Expression und war mit einem
Umbau der Kollagenmatix verbunden. B1-defiziente Zellen migrieren demzufolge iiber nicht
proteolytische Mechanismen, insbesondere durch ausgeprigte Formanpassung an
Matrixstrukturen (vgl. Konstruktionsringe in Abb. 35 Pfeilspitzen C, D). Diese Befunde

bestétigen B 1-Integrine als den wichtigsten Adhdsionsmechanismus mesenchymaler Zellen.
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Zellen wurden in FITC-Kollagen fiir 40 Std. inkubiert und der Gehalt an freigesetzten Kollagenfragmenten anhand
der FITC-Freisetzung in den Uberstand flurimetrisch bestimmt. Mittelwerte von drei unabhangigen Experimenten.

3.6. Die Rolle der Glycokonjugate bei der B1-Integrin unabhiingigen Migration

Die Reduktion oder Deletion der B1-Integrinfunktion durch B1-Integrin Antagonisten, durch
Zellsortierung oder genetische Strategien fiihrte dazu, dass ein Ubergang von der konstitutiv
vorhandenen mesenchymalen Migration zu einem neuen, langsameren amdboiden
Migrationstyp erfolgte.

Im letzten Teil der Arbeit wurde daher untersucht, welche Mechanismen die langsame und
niedrigaffine Zell-Matrix Interaktionen bei der [B1-Integrin unabhdngigen amdoboiden
Migration der MV3-Zellen vermittelten.

Ein Mittler der Zell-Matrix Interaktionen B1-Integrin defizienter Zellen konnten alternative
RGD-bindende Integrine (avB3, avp5) sein. Sie binden an denaturiertes Kollagen Typ I- und
ITII. Der Einzeller Dictyostelium discoideum liefert eine weitere potenzielle Erklarung B1-
Integrin unabhdngiger Migration. Dictyostelium verfiigt nicht iiber [1-Integrine im
eigentlichen Sinn (Fey et al., 2002; Eichinger et al., 2005; Cornillon et al., 2006). Bisher in
Dictyostelium bekannte Adhédsionsmechanismen der Zelloberfldche beinhalten EGF-dhnliche
Doménen und Zellulose-dhnliche Kohlenhydratpolymere (Schleim), die die Funktion von
Adhisionsrezeptoren libernehmen wiirden (Wang et al., 2001; Fey et al., 2002). Deshalb
konnten auch bei MV3-Melanomzellen und [1-Integrin defizienten Fibroblasten,
Glycokonjugate der Zelloberfliche an der Bindung des Kollagens und Kraftgenerierung
beteiligt sein. Wichtige Glycokonjugate der Zelloberfliche (Glycokalyx) sind sulfatierte
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Proteoglycane wie Heparansulfat, Glycosaminoglycane (GAG) wie z.B. Hyalouronsdure und
weitere Oligosaccharide. Passend zu einer Rolle von Oberflichen-GAG in migrierenden
Zellen war Heparansulfat, teils in Kolokalisation mit p1-Integrinen, fokalisiert an
Zellkontakten mit Kollagenfasern darstellbar (Abb. 38).

Abbildung 38. Verteilung von Heparansulfat und B1-Integrin auf der Oberflache einer MV3-Zelle wahrend
der Migration

Eine wandernde elongierte MV3-Zelle mit fokalisierten Heparansulfat an Zell-Matrix Kontakistellen (E,
Pfeilspitzen). Eine Ansammlung von fokalem Heparansulfat an Pseudopodienspitzen (D, Pfeilspitzen) und am
Hinterende der Zelle (E). Entlang der Migrationspfade setzt die Zelle Heparansulfat-haltiges Material zusammen
mit 31-Integrinen frei (E, graue Pfeilspitze). Heparansulfat (HS, A) und B1-Integrine (B) wurden einzeln, und ihre
Kolokalisation mit F-Aktin (C) dargestellt. Die Zelle wurde in Kollagenmatrices eingebettet, und nach 5 Stunden
mit PFA fixiert. Heparansulfat wurde mit anti-Heparansulfat, (10E4)- und sekundarem FITC-markiertem
Antikérper (griin) gefarbt. B1-Integrin wurde mit anti-B1-Integrin mAk 4B4 und K20 und sekundarem CY3-
markiertem Antikérper (rot) und F-Aktin mit Alexa Fluor 647-Phalloidin (blau) gefarbt, Pfeile stellen die
Migrationsrichtung in den Kollagenmatrices dar. Der Grofienbalken zeigt eine Lange von 10 pum.

Diesen Uberlegungen folgend wurde untersucht, ob und welche Glycokonjugate der
Glycokalyx fiir niedrigaffine Zell-Matrix-Interaktionen bei der amodboiden Migration
zusitzlich zu den RGD-bindenden Integrinen verantwortlich sein konnten (Kokenyesi, 2001;
Koda et al., 1985). Dabei sollte auch gekliart werden, ob die Migration von MV3-Zellen
vollstindig oder nur partiell durch simultane Inhibition der vorhandenen Kollagenrezeptoren
(avp3-, a2 1-Integrine) und die Entfernung die N- und O-gebundene Glycanen aufgehoben

wird.
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3.6.1. Funktion von RGD-bindenden Integrinen und Oberflichen-Glycokonjugaten

Das zyklische Tripeptid Arginin-Glycin-Asparaginsdure, (cRGD) ist ein spezifischer
Kompetitor fiir RGD-abhingige Integrine (a5P1, avB3, aSp1, a8B1, avBl, allbB3, aVS,
avp6, avB8) (Heckmann, 2007). RGD-Sequenz enthaltende Peptide konkurrieren mit
extrazelluldren Liganden und verhindern dadurch Zelladhdsion und nachfolgende
Signaltransduktion (Iwamoto et.al., 1998). Die Viabilitit der MV3-Zellen wurde nach 24
Stunden Behandlung nicht wesentlich reduziert (Abb. 39A). MV3-Zellen zeigten auf ihrer
Oberfldche moderate Expression von avp3-Integrinen zusitzlich zu a2 1-Integrine (Abb.
39B).

128

Pl-Farbung

b _
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Abbildung 39. Viabilitat der Zellen nach Zugabe des cRGD-Peptides und Expression von avf3-Integrin
auf der Oberflache von MV3-Zellen

(A) Viabilitat nach Zugabe des cRGD-Peptids. Prozentzahl Propidiumiodid-negativer, lebender Zellen = 97%. (B)
MV3-Zellen wurden mit anti-humanem awvf3-Integrin AK LM609 (10 pg/ml) und sekundérem FITC-markiertem
anti-Maus 1gG Antikdrper gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Als Kontrolle diente Maus IgG1
Antikérper. Mittlere Fluoreszenzintensitit wurde hier fir FITC-markierten Zellen gemessen. Rote Linie: avp3-
Integrin, schwarze Linie: Isotypkontrolle.

3.6.2. Hemmung Glycokalyx-vermittelter Zelladhésion

Zur Darstellung der Funktion der Glycokalyx fiir die B1-Integrin-unabhingige amodboide
Migration wurden N- und O-verkniipfte Glycane enzymatisch und nichtselektiv mit N- und
O-Glycosidasen von der Oberfldche der lebenden Zellen entfernt.

N- und O-Glycanen spielen bedeutende Rollen in der Tumorentwicklung, wie in der
Einleitung (siche Tabelle 1) ausgefiihrt.

Eine intakte Glycokalyx konnte die P1-Integrin unabhingige amoboide Migration der
Tumorzellen unterstiitzen, die zur Invasion und Metastasierung fithren kann. Daher war in
dieser Arbeit die Untersuchung der Funktion der Oberflichenglycokonjugate bei der B1-

Integrin-unabhéngigen Migration von wichtiger Bedeutung.
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3.6.2.1 Etablierung der enzymatischen Abspaltung der Oberflichenglycokonjugate
mit N- und O-Glycosidasen

Um die Funktion der Glycokalyx fiir die 1-Integrin unabhingige Migration zu untersuchen,
wurden die GAG-Seitenketten durch Behandlung mit N- und O-Glycosidasen enzymatisch
gespalten. Fiir die Etablierung der enzymatischen Reaktion wurden lebende MV3-Zellen mit
N- und O-Glycosidasen sowohl einzeln als auch zusammen in zeit- und
konzentrationsabhdngigen =~ Vorversuchen  inkubiert —und  auf  Effizienz  der
Kohlenhydratabspaltung wie auch Vertraglichkeit bzw. Zytotoxizitét getestet (siehe Details in
Materialien und Methoden, Abschnitt 2.18).

Diese Behandlung fiihrte zur Ablosung der adhédrenten MV3-Zellen vom Boden der
Kulturschale. Die Zellen zeigten nach Behandlung mit N- und O-Glycosidase im Vergleich zu
den Kontrollzellen eine rundlichere Morphologie (Abb. 40). Die maximale
Enzymwirksamkeit bei minimaler Zytotoxizitdt wurde nach 6-stiindiger Inkubation bei 37°C
und einem physiologischen pH-Wert von 7-7,4 erreicht. Als Indikatorresiduen wurde die
Expression von Heparansulfat, Chondroitinsulfat und sialinsdurehaltigen Glycosphingolipiden
(GD3) mittels spezifischer Antikorperdetektion durchflusszytometrisch analysiert.
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Abbildung 40. Abldsung von MV3-Zellen vom Plattenboden durch Behandlung mit N-und O-Glycosidase
(A) Adharende MV3-Kontrollzellen mit elongierter Morphologie. (B) MV3-Zellen nach Behandlung mit N- und O-
Glycosidase l6sen sich vom Kulturboden ab und entwickeln eine rundliche Morphologie.

MV3-Zellen und MEF zeigten eine starke Oberflichenexpression von Heparansulfat und eine
marginale Expression von Chondroitinsulfat und Sialinsdure (Abb. 41 und 42). Durch
Inkubation mit Trypsin-EDTA wurde die Expression von HS, CS und SS auf MV3-Zellen um
35 bis 60% im Vergleich zu EDTA-behandelten Kontrollzellen verringert. Durch die
darauffolgende Behandlung mit den N- und O-Glycosidasen wurde die mittlere
Fluoreszenzintensitdt (MFI) von allen GAG-Epitopen um 85% (HS) bis 100% (CS, SS)
verringert (Abb. 41). Fiir alle Versuchsbedingungen war keine verstirkte Anfarbung mit
Propidiumiodid und somit keine verstirkte Zytotoxizitdt nachweisbar (Abb. 41).
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mittlere Fluoreszenzintensitat

Abbildung 41. Expression von GAGs auf der Oberfliche von MV3-Zellen und Effizienz der enzymatischen
Ablosung mit N- und O-Glycosidase

MV3-Zellen wurden mit EDTA (A, Negativkontrolle) oder Trypsin-EDTA (B) von der Kulturschale abgeldst und
gewaschen. Mit Trypsin-EDTA abgeloste Zellen wurden mit N-Glycosidase und O-Glycosidase inkubiert. Die
Detektion von Indikatorresiduen erfolge mit Maus-anti-Heparansulfat (10E4), anti-Chondroitinsulfat (Ly111) und
anti-Sialinsaure GD3 (R24) Antikérper inkubiert, gewaschen, mit sekundérem FITC-markiertem-anti-Maus IgM/
lgG Antikdrper geférbt und durchflsszytometrisch analysiert (C). Als Isotypkontrolle (schwarze Linie) diente FITC-
markierter anti-Maus IgM und IgG3 Antikérper. Die Viabilitat der Zellen wurde mittels Propidiumiodid-Férbung
kontrolliert, der Anteil geschadigter Zellen ist angegeben.

In Parallelansdtzen wurden B1-Integrin-defiziente Fibroblasten trypsiniert und mit N- und O-
Glycosidase behandelt. Nach N- und O-Glycosidaseverdau war die Oberflichenexpression
von HS um 84%, von CS und SS jeweils um 100% reduziert (Abb. 42). Eine Einschrinkung
der Zellviabilitdt mittels Propidiumiodid-Féarbung wurde nicht detektiert.

Diese Befunde zeigen die enzymatische Oberflichenbehandlung mit Trypsin und N- und O-
Glycosidase als schonendes Verfahren zur subtotalen Ablosung von Oberflichen-GAGs in
lebenden Zellen.
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Mittlere Fluoreszenzintensitat

Abbildung 42. Oberflichenexpression von GAGs auf B1-Integrin defizienten murinen embryonalen
Fibroblasten (MEF) und Effizienz der enzymatischen Ablosung mit N- und O-Glycosidase mittels
Durchflusszytometrie

Mit EDTA abgeléste MEF dienten als Negativkontrolle (A). Nach dem Abldsen mit Trypsin-EDTA wurden die
Zellen mit N- und O-Glycosidase inkubiert (B). Die Detektion von Oberflachen-GAGs erfolgte mit Maus-anti-
Heparansulfat (10E4), anti-Chondroitinsulfat (Ly111) und anti-Sialinsdure GD3 (R24) Antikorper und mit
sekundarem FITC-konjugierten anti-Maus IgM/IgG Antikérper. Die Viabilitit der Zellen wurde mittels
Propidiumiodid-Farbung kontrolliert.

3.6.2.2 Darstellung der Entfernung von  Glycokalyx-Residuen  mittels

Elektronenmikroskopie

Zur Bestitigung der durchflusszytometrisch dargestellten Effizienz der enzymatischen
Abspaltung von Oberflichenglycokonjugaten wurde die Glycokalyx von MV3-Zellen nicht-
selektiv durch Fiarbung mit Rutheniumrot transmissionelektronenmikroskopisch dargestellt
(Abb. 43 A-F). Rutheniumrot detektiert insbesondere sulfatierte GAGs, wie Chontroitinsulfat,
Heparansulfat und Keratansulfat (Pickles et al., 2000; Schwab et al., 2002).
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Abbildung 43. Abnahme der Kontrastintensitat nach Behandlung der MV3-Zellen mit N- und O-
Glycosidasen oder Kultivierung in chlorathaltigem Medium

Kontrollzellen (A, D), Zellen behandelt mit N- und O-Glycosidase (B, E) und Zellen nach Kultur in sulfatfreiem,
chlorathaltigen Medium (C, F). MV3-Zellen wurden mit EDTA (2 mM) von der Kulturplatte abgeldst, gewaschen,
mit Rutheniumrot gefarbt und nach Einbettung transmissionselektronenmikroskopisch analysiert. Ubersicht (A-C)
und Detail (D-F). (G) Quantitative Rekonstruktion der Kontrastintensitat von vier Regionen und statistische
Analyse mittels Student's T-Test. Die Signifikanz zeigt den Unterschied zu nichtbehandelten Kontrollzellen (**) P=
0,0032, (*) P=0,02. Der Grofenbalken zeigt eine Lange von 10 um (A, B, C) und 100 nm (D, E, F).

Die Intensitit der Rutheniumrot-Farbung vor und nach Behandlung mit N- und O-
Glycosidase wurde mittels digitaler Bildanalyse quantifiziert. In Kontrollzellen zeigte sich die
Glycokalyx als homogen dicht kontrastierte, unregelméfBige Schicht entlang der AuBenseite
der Zelloberfliche mit abfallender Intensitit nach aulen (Abb. 44 A, B). Nach Behandlung
mit Glycosidasen oder Kultivierung in Nathriumchlorathaltigem Medium (detaillierte
Beschreibung unter Materialien und Methode, Abschnitt 2.19.) war die Kontrastierung
signifikant um 50-70% verringert (Abb. 44 C). Die Reduktion war nahezu vollstdndig in der
duBeren Region der Membran, wihrend ein schmales membrannahes lokales Maximum
persistierte, passend zu Glycolipiden, die von N- und O-Glycosidasen nicht erfasst werden.
Diese Befunde verdeutlichen, dass die Behandlung der lebenden Zellen mit N- und O-
Glycosidase die Glycokonjugate der Zelloberfldche signifikant reduziert, ohne auf die Zellen

toxisch zu wirken.
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Abbildung 44. Prinzip der Rekonstruktion und semiquantitativen densiometrischen Analyse der Dichte
der Glycokalyx in MV3-Zellen vor und nach Inkubation mit N- und O-Glycosidase
Transmissionselektronenmikroskopische Darstellung des Rutheniumrot-Kontrasts in MV3-Kontrolizellen nach
Ablésung mit EDTA und MV3-Zellen nach Trypsinierung und Behandung mit N- und O-Glycosidase (A, B). Der
blaue Punkt markiert die eigentliche Plasmamembran im Ubergang zur intrazelluldren Region. Die relative
Kontrastintenisitat wurde densiometrisch mit dem Programm ImagelJ fiir die intrazellulare Region, die Glycokalyx/
Plasmamembran und den Extrazellularraum entlang der 200 nm langen Linien in A und B analysiert (C). Erfasst
wurde die Pixelsumme (Integral) zwischen der Kontrastintensitatkurve und dem linearen Intensitatsabfall
innerhalb der Glycokalyx zwischen Intrazelluldr (1Z)- und Extrazellular- (EZ) region (Stern, durchgezogene
Linien). Die Verringerung des Kontrastes war am starksten in der Mitte der Membran. Die Kontrastintensitat
wurde normalisiert zur Hintergrundintensitat. Die Linien reprasentieren die gemittelte Dichte aus vier
verschiedenen Regionen.

3.6.2.3 Anderung der Migrationsgeschwindigkeit und der Pfadlinge nach
Interferenz mit Oberflichen-GAGs und RGD-abhéngigen Integrinen

Zur Untersuchung der Mechanismen der 1-Integrin-unabhéngigen Migration wurde die Zell-
Matrix-Interaktion iiber RGD-abhingige Integrine und Oberflichen-GAGs allein oder in
Kombination antagonisiert. RGD-bindende Integrine wurden mit zyklischem RGD-Peptid
(Cyclo(-Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val)) inhibiert, das wéhrend des Migrationsversuchs zugesetzt

wurde. Oberflachen-GAGs wurden vor dem Migrationsversuch enzymatisch entfernt.

3.6.2.3.1 MV3-Zellen

In Vorversuchen mit MV3-Zellen lag die Re-Expression des Heparansulfats 24 Stunden nach
N- und O-Glycosidasebehandlung bei ca. 80% des Ausgangsniveaus. Weiterfiihrende
Versuche zur Vermeidung dieser raschen Re-Expression mit Brefeldin A (Inhibitor des

Proteinexportes) oder Tunicamycin (Inhibitor der Glycosylierung) zeigten zwar eine deutliche
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Reduktion der Re-Expression von GAG auf der Zelloberfldche nach 24 Stunden, fiihrten aber
auch direkt zu einer verringerten Migrationsleistung mit spontaner Abrundung der Zellen
(Daten nicht gezeigt). Daher wurde auf beide Substanzen verzichtet, und die
Migrationsanalyse auf 10-20 Stunden nach der Behandlung mit N- und O-Glycosidase
begrenzt.

Die Vorbehandlung der MV3-Zellen mit N- und O-Glycosidasen und die Zugabe von cRGD-
Peptid (10 uM) hatten keinen Einflul auf die Basismigration von MV3-Zellen (Abb. 45).
Auch der mesenchymale Phénotyp blieb unverdndert (Film 20). Durch die unvermindert
erhaltene Migrationsleistung wurde eine direkte bzw. latente Zytotoxizitdt der Vorbehandlung
der Zellen mit N- und O-Glycosidase ausgeschlossen. In Anwesenheit des Adhédsion-
blockierenden  anti-Bl-Integrin mAk 4B4  (10pg/ml) nahm die  mediane
Migrationsgeschwindigkeit der MV3-Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen um 80% ab
(Abb. 45). Diese Migrationseffizienz wurde durch zusétzliche Anwesenheit des cRGD-
Peptids nicht signifikant verdndert. Durch dreifache Inhibition infolge der Kombination von
enzymatischer Entfernung von N-und O-Glycanen, mAk 4B4 und cRGD-Peptid verringerte
sich die mediane Migrationsgeschwindigkeit signifikant um 96% auf 0,012 pm/min (Abb. 45,
Film 21).
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Abbildung 45. Quantitative Analyse _ _
der Migrationgeschwingigkeit mittels cRGD cRGD cRGD
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1 ]
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Dargestellt sind die Mediane, 25 und 75% Intervalle sowie Maxima und Minima der mittleren
Einzelzellgeschwingigkeit tber 10 Std. fir drei unabhangige Experimente (120 Zellen). MV3-Zellen wurde in
Anwesenheit des adhasionsblockierenden anti-B1-Integrin 4B4 mAk und cRGD-Peptid (10 uM) oder nach
enzymatischer Abspaltung der N- und O-Glycane, und in Anwesenheit des anti-31-Integrin 4B4 und cRGD-Peptid
im Kollagengel einpolymerisiert. Als Kontrollen dienten unbehandelte sowie mit N- und O-Glycosidasen
behandelten Zellen in Anwesenheit des cRGD-Peptids (10 uM); nicht signifikant (*), P<0,0001 (**).
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Abbildung 46. Die Pfadstruktur und Migrationseffizienz von MV3-Zellen nach Inhibition der p1- und B3-
Integrine und enzymatischer Abspaltung von N- und O-Glycanen

Migrationspfade der Kontrollzellen (A) nach enzymatischer Abspaltung von N- und O-Glycanen in Anwesenheit
des cRGD-Peptids (10 uM) (B), 4B4 mAk (10 ug/ml) (C) 4B4 mAk und cRGD-Peptid (D), simultane Inhibition der
1- und B3-Integrinen durch den 4B4 mAk und cRGD-Peptid nach Vorbehandlung der Zellen mit N- und O-
Glycosidasen (E). Die Pfade von 40 zufallig ausgewahlten Zellen wurde mittels Zelltracking quantifiziert und flir
die ersten 10 Std. des Experimentes dargestellt. Der GroRenbalken zeigt eine Lange von 100 um.

Die den Daten zugrunde liegenden Migrationspfade wiesen eine geradlinige Struktur fiir
Kontrollzellen auf, wéhrend sich fiir alle Versuchsbedingungen mit anti-f 1-Integrin mAk 4B4
erheblich kiirzere und gewundenere Pfadstrukturen erkennen lieBen (Abb. 46).

Erst infolge der Dreifachinterferenz (Abb. 46E) wurde die Migration in der Mehrzahl der
Zellen vollstiandig gestoppt. Stattdessen behielten die Zellen eine auf der Stelle pulsierende,
zum Teil kreisende Bewegung (running on the spot) bei (Film 21).

Zusammengefasst wurde gezeigt, dass die Migration der MV3-Zellen durch Inhibition von
cRGD-bindenden Integrinen und Entfernung von N- und O-Glycanen allein nur geringfiigig
reduziert wurde. Erst durch die Blockade von B1-Integrinen mit anti-f1-Integrin mAk in
Kombination mit der Vorbehandlung der Zellen mit N- und O-Glycosidasen und Zugabe des
cRGD-Peptids wurde die Migrationseffizienz iiber das Ausmal3 der alleinigen P1-Integrin

Blockade nahezu vollstindig gehemmt.

3.6.2.3.2 PB1-Integrin defiziente MEF

Durch das Entfernen der N- und O-gebundenen Glycanen von der Oberfliche der 17" MEF
konnte die amdboide Migration um 90% reduziert werden, wihrend die Zugabe von cRGD
allein zu keiner Anderung der Migrationseffizienz im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen fiihrte (Abb. 47A, Film 22, 23). Die verbleibende Zellbewegung war bei den
B1” MEF nach Behandlung mit N- und O-Glycosidase und Zugabe von cRGD
hochsignifikant verringert, jedoch verglichen mit MV3-Zellen deutlicher ausgeprégt.
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Abbildung 47. Migrationseffizienz [1-Integrin-defizienter muriner embryonaler
Fibroblasten

Migrationsgeschwindigkeit (A), korrespondierende Migrationspfade (B, C) von Kontrollzellen (B) und mit N- und
O-Glycosidase und cRGD-Peptid (2 uM) behandelten Zellen (C). Die Migration wurde durch Zeitraffermikroskopie
Uber 10 Std. beobachtet und mittels Zelltracking quantifiziert (n= 2 unabhéngige Experimente, 80 Zellen). Die
Pfade 40 zufallig ausgewahlter Zellen sind in B und C dargestellt Balken= 50 um. Statistische Analyse fiir die
mediane Migrationsgeschwindigkeit wurde mittels zweiseitigem Wilcoxon-Test und nachfolgender Bonferoni-
Korrektur flir unabhangige Stichproben durchgefiihrt, P> 0,0001(***), P= 0,01 (**).Der GréRenbalken zeigt eine
Lange von 100 um.

Diese residuale Migration nach enzymatischem Entfernen von N- und O-Glycanen und nach
Zugabe des cRGD-Peptids erfolgte durch kurze, periodische Translokation mittels
Zellmembranoszillationen, gefolgt von lidngeren Phasen der Unbeweglichkeit. In einigen
wenigen Zellen war die residuelle Zelltranslokation durch Oberflichenblebs mit einer

Verianderung der Zellform verbunden (Film 23).

3.6.3. Inhibition sulfatierter GAGs

Vorbefunde anderer Arbeitsgruppen legen nahe, dass Glycosaminoglycane insbesondere
durch negativ geladene Carboxyl- bzw. Sulfatgruppen an Kollagen binden konnen.

Um zu kléren, ob die Sulfatierung zur residuellen amoboiden Migration nach Interferenz mit
B1-Integrinen beitrdgt, wurde die Sulfatierung durch Zellkultur in Natriumchlorat verhindert,
einem kompetitiven Inhibitor von ATP-Sulfurylase (Sulfatadenylyltransferase), die an der
Bildung von PAPS (3’-Phosphoadenosin 5’-Phosphosulfate) beteiligt ist (Humphries und
Silbert, 1988; Hemmerich, 2001; Honke et al., 1996, 1997, 2004).

Die Kultur in chlorathaltigem aber sulfatfreiem Medium fiihrt zu einer nahezu vollstdndigen
Hemmung der Sulfatierung von Glycosaminoglycanen, Glycoproteinen und Glycolipiden
(Rapraeger et al, 1994).
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3.6.3.1 Expression von GAGs in sulfatdefizienten MV3-Zellen

MV3-Zellen wurden in sulfatfreiem (ohne Cystein und Magnesiumsulfat) Medium mit 50
mM Natriumchlorat fiir 48 Stunden bei 37°C kultiviert. Weder die Adhédrenz der Zellen am
Boden der Kulturschale noch die Morphologie der Zellen wurden durch Wachstum in
chlorathaltigem Medium verdndert (Abb. 48B). Die Expression von Heparansulfat,
Chondroitinsulfat und Sialinsdure als Indikatoren des Experiments wurde anschlieend am
FACS beobachtet. Hier fiihrte die Kultur in chlorathaltigem Medium zum fast vollstindigen
Verlust der Indikatorepitope fiir HS und SS (Abb. 48C), widhrend die Expression von
Chondroitinsulfat unveréndert blieb.

o8 A
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Mittlere Fluoreszenzintensitat

Abbildung 48. Oberflachenexpression von HS, CS und SS nach Kultivierung in sulfatdefizientem Medium
MV3-Zellen wurden in DMEM (A) oder in nathriumchlorathaltigem (30 mM) sulfatfreiem (B) fir 48 Std. kultiviert.
Nach Ablésen mit Trypsin-EDTA wurden die adharente sowie die nicht-adhérente Zelle mit anti-Heparansulfat AK
(10E4), anti-Chondroitinsulfat AK (Ly111) anti-Sialinsdure GD3 (R24) sowie sekundarem FITC-konjugiertem anti-
Maus-lgM/IgG Antikérper gefarbt. AnschlieRend wurden die Zellen durchflusszytometrisch analysiert. Die
Viabilitat der Zellen wurde durch Farbung mit Propidiumiodid durchflusszytometrisch kontrolliert. Fir die
Migrationsexperimente wurden nur die adhdrenten Zellen im Kollagengel einpolymerisiert. Rote Linie=
Heparansulfat, Chondroitinsulfat und Sialinséure, schwarze Linie= Isotypkontrolle.
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3.6.4. Migrationseffizienz sulfatdefizienter MV3-Zellen

MV3-Zellen wurden in chlorathaltigem sulfatfreien Medium kultiviert, mit Trypsin-EDTA
abgeldst und im Kollagengel einpolymerisiert. Die mediane Migrationsgeschwindigkeit der
sulfatfrei kultivierten Zellen war wéhrend der ersten 10 Stunden des Experiments im
Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen unveridndert (Film 24 und 25). Wie in
unbehandelten Kontrollzellen nahm in Anwesenheit des blockierenden anti-f1-Integrin mAk
4B4 (siche Abb. 12) die mediane Migrationsgeschwindigkeit um 70%, und nach simultaner
Inhibition mit dem mAk 4B4 und cRGD-Peptid um 88% ab (Abb. 49, Filme 26 und 27). Die
residuelle Migration der im sulfatfreiem Medium kultierter MV3-Zellen sowie deren
Migrationspfade entsprachen MV3-Zellen aus Normalkulturen (Abb. 49), einschlieBlich
kurzstreckiger amoboider Migration und einem Anteil nicht wandernder Zellen (running on
the spot) (Abb. 49B-D).
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Abbildung 49. Unveranderte Migrationsaktivitat sulfatdefizienter MV3-Zellen

(A) Migrationsgeschwindigkeit (n= 2 unabhéngige Experimente, 80 Zellen) und (B) korrespondierende
Migrationspfade von unbehandelten MV3-Zellen nach Kultur in sulfatfreiem, (C) chlorathaltigen Medium und (D)
in Anwesenheit von mAk 4B4 und cRGD-Peptid (10 uM). Die Pfade von 40 zufallig ausgewahlten Zellen wurde
mittels Zelltracking fir die ersten 10 Std. des Experimentes quantifiziert. Bei Analyse der Migrationeffizienz der
langsamsten Zellen wurden diejenigen, die sich innerhalb von 24 Std. weniger als ein Zelldiameter bewegten, als
unbeweglich definiert. Der GroRenbalken zeigt eine Lange von 50 pm.
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Im direkten Vergleich zu mAk 4B4 allein lag die Subpopulation unbeweglicher Zellen, d.h.
Zellen deren Bewegung in 10 Stunden nicht die Hilfte des Zelldurchmessers erreichte, fiir
cRGD wie auch fiir sulfatfrei kultivierte Zellen auf vergleichbarem Niveau, wihrend die
Dreifachinterferenz die Anzahl vollstindig immobilisierter Zellen auf 62% der
Gesamtpopulation erhohte (Abb. 50).

In allen Féllen waren immobilisierte Zellen charakterisiert durch fortgesetztes
Membranruffling mit geringer Verdnderung der Zellform, beides klare Zeichen erhaltener
Viabilitét.

Diese Daten zeigten, dass erst die simultane Interferenz gegen [1-Integrine und Oberfldchen-
Glycokalyx eine weitgehende Dissoziation der Zytoskelettdynamik von der Interaktion zur
3D fibrilliren Kollagenmatrix bewirkt, wahrend der Verlust der Oberflachensulfatierung

keinen Einfluss auf die Migration der Tumorzellen zeigte.
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Abbildung 50. Zusammenfassende Zelltracking-Analyse der nichtmigrierenden MV3-Zellen nach
unspezifischer Interferenz mit Glycokonjugaten bzw. sulfatierten GAGs

(A) Morphologie und Position zu 5 Zeitpunkten (verschiedenfarbige Zellgrenzen) von MV3-Zellen in
Kollagenmatrices, links améboid migrierend, rechts immobilisiert durch dreifache Behandlung mit Glycosidasen,
cRGD, und 4B4 mAk. (B) Migrationsgeschwindigkeiten der Einzelzellen fir die ersten 10 Stunden in
unterschiedlichen Kulturbedingungen in 3D Kollagenmatrices. Nummern geben den Prozentsatz immobiler Zellen
an. Man beachte die relative Haufung vollstandig immobiler Zellen bei der dreifachen Behandlung. Die
Deglycosilierung verdoppelte ungefahr den Anteil immobiler Zellen gegenliber der Chloratbehandlung. Die
Kultivierung im sulfatierungshindernden Chloratmedium verursachte kaum eine Veranderung des Anteils
immobiler Zellen verglichen mit alleiniger mAk 4B4 bzw. mAk 4B4 mit cRGD Behandlung, P < 0,0001(*).
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4. DISKUSSION

Die Daten zeigen, wie sich die Inhibition der Integrin-vermittelten Zelladhédsion auf die Migration
neoplastischer und nicht-neoplastischer Zellen in einem 3D interstitiellen Gewebeédquivalent
auswirkt. Die Befunde belegen, dass konstitutiv mesenchymal wandernde Zellen nach Inhibition
der Integrinfunktion eine rundlich-amoéboide Form annehmen und ein erhebliches MaB3 an
Migration aufrechterhalten. Somit sind Integrine fiir die mesenchymale Migration bedeutsam, fiir
die amoboide Migrationsform hingegen entbehrlich (Abb. 51A).

Mesenchymal Améboid

Abbildung 51A. Ubergang von mesenchymaler zu améboider Zellmigration (MAT) nach Hemmung der B1-
Integrinfunktion

Untersuchungen zu den Mechanismen der Restmotilitit nach Hemmung der 1-Integrine zeigen,
dass schwache Zell-Matrix-Interaktionen in geringem Umfang von alternativen, RGD-bindenden
Integrinen (Abb. 51A), und in groBerem Umfang von Oberflachenresiduen der Glycokalyx
vermittelt werden (Abb. 51B).

Amoboid Immobil

Abbildung 51B. Die gleichzeitige Entfernung von Glycokonjugaten der Zelloberflache mit Hemmung der 1- und
RGD-bindenden Integrinen immoblisiert die améboid wandernde neoplastische MV3-Zellen und 31-Integrin defiziente
Fibroblasten in 3D-Kollagenmatrices.

Erst die simultane Hemmung der Adhédsion mittels Integrinen und Glycokalyx fiihrt trotz
fortgesetzter Zytoskelettdynamik und passiver Interaktion mit EZM-Fasern zu einer weitgehend

von ihrer Gewebsumgebung entkoppelten, immobilisierten Zelle (Abb. 51B). Diese Befunde
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zeigen neue Mechanismen der Integrin-unabhidngigen Zellmigration in Tumorzellen und

Fibroblasten wie auch der Plastizitit der Zellmigration.

4.1. Verschiedene Adhésionsstirken unterstiitzen mesenchymale oder amoboide
Formen der Zellmigration in 3D-Geweben

Das erste Ziel der Arbeit galt der Aufklarung der B1-Integrinfunktion bei der Migration von

hochinvasiven MV3-Melanomzellen in einer 3D-Kollagenmatrix.

Wenn auch die Grundlagen der Migration von Fibroblasten und Keratinozyten urspriinglich in
2D-Modellen untersucht wurden, sind die physikalischen Verhéltnisse in 3D-Modellen dem
lebenden Gewebe dhnlicher. Ein fibrilldres Kollagensubstrat ist ein 3D-Netzwerk, das sowohl den
Zellen als ein potenzielles Hindernis entgegenwirkt als auch migrationsfordernde
Verankerungspunkte bereitstellt (Friedl et al., 2003). Die diskontinuierliche fibrilldre Struktur der
Kollagenfasern bildet die in vivo Textur interstiticllen Gewebes realistischer ab als kontinuierlich
mit EZM-Komponenten beschichtete Oberflaichen. Form und Funktion mesenchymal wandernder
Zellen in  3D-Kollagenmatrices  rekapituliert in  grolem MaBe  mesenchymales
Migrationsverhalten in vivo (Knight et al., 2000; Wolf et al., 2003a). Somit diente die 3D-
Kollagenmatrix als in vivo-dhnliche Gewebematrix zur Charakterisierung der zelluldren und

molekularen Mechanismen der Zellwanderung.

Auf zweidimensionalen Oberflichensubstraten spielen B1-Integrine bei der Zellmigration eine
wesentliche Rolle (Palecek et al., 1997; Zamir et al., 2000). Ebenso werden im komplexeren 3D-
System die zur Zellwanderung notwendigen Wechselwirkungen zwischen EZM und dem
Zytoskelett iiberwiegend von P1-Integrinen vermittelt (Maaser et al., 1999; Cukierman et al.,
2001), jedoch zeigen diese und andere jiingst erschienene Arbeiten, dass im Gegensatz zu 2D-
Migrationmodellen die Interferenz mit der B1-Integrinfunktion in 3D-Modellen die Migration nur
unvollstdndig hemmt (Carragher et al., 2006; Zaman et al., 2006).

Integrine bilden voriibergehende Adhédsions- und Signalkomplexe mit dem Aktinskelett, die
sowohl die Biomechanik als auch intrazelluldre Signale fiir die Organisation des Zytoskelettes,
der Zellform, der Migration und der Genexpression vermitteln (Palecek et al., 1997; Maaser et
al., 1999; Cukierman et al., 2001; Stupack et al., 2001; Hood et al., 2002; Ridley et al., 2003).

Bei der Metastasierung vermitteln die Integrine die Zellinvasion und sind deshalb potenzielle
Zielmolekiile fiir pharmakotherapeutische Interventionen (Keely et al., 1997; Hood et al., 2002;
Friedl et al., 2003; Brockbank et al., 2005).

Invasive MV3-Melanomzellen exprimieren ausschlieBlich p1-Integrine und benutzen
tiberwiegend o2f1-Integrine fiir die Migration in der 3D-Kollagenmatrix (Maaser et al., 1999)

und den Matrixumbau (Klein et al., 1991). Fibroblasten exprimieren B1- und in geringem
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Ausmal B3-Integrine, wihrend alle anderen EZM-bindenden Integrine (32, f4 und 7) fehlen.
Somit stellen aufgrund des limitierten Expressionsspektrums beide Zelltypen gute Modelle der
mesenchymalen Migration fiir Interferenzstudien gegen Integrine dar. Wahrend die Hemmung
der Integrinfuktion in 2D-Modellen zur Inhibierung der Adhésion bis hin zur Ablosung der
Zellen fiihrt, entwickeln MV3-Zellen und Fibroblasten nach Verringerung oder Blockade der
Integrinfunktion in der 3D-Kollagenmatrix typische Merkmale amoboider Migration,
insbesondere mit dem Verlust der elongierten, spindelférmigen Morphologie, dem Verlust der
Fokalisierung des Aktinzytoskeletts an Zell-Matrix-Kontaktpunkten wie auch der Féhigkeit zur
Kollagenkontraktion.

Die detaillierte Analyse der Videofilme zeigte friihzeitig, dass der mesenchymale Phénotyp in
MV3-Zellen iliberwiegt, aber nicht ausschlielich vorlag. Nach Sortierung zeigte die Fraktion mit

1) eine durchweg effiziente

konstitutiv um ca. 50% niedrigerer B1-Integrinexpression (3
amoboide Migration, was 1-Integrine als entscheidenden ,,Schalter” zwischen mesenchymaler
bzw. amoboider Wanderung nahelegte. Wiahrend die Fokalisierung der Zell-Matrix-Kontakte in
B1'°“-Zellen im Vergleich zu p1"€"-Zellen verringert war, blieb die Migrationsgeschwindigkeit
beider Subpopulationen vergleichbar. Dieser Befund wurde durch 50% Saturation der 31-Epitope
mit mAk 4B4 (1 pg/ml) bestétigt. Somit fithrt eine moderate Senkung der B1-Integrin-
Oberflichenexpression bereits zu einem Ubergang in effiziente amdboide Migration. Ein
vergleichbarer Effekt zeigte sich nach Expression eines vermutlich dominant-negativen Peptids
der zytoplasmatischen P1-Integrin-Doméne. Somit flihren unterschiedliche Strategien zur
Hemmung der Funktion von PBl-Integrinen in invasiven Melanomzellen und Fibroblasten zu
einem uniformen Reaktionsmuster der mesenchymal-amdboiden Transition (MAT).

Die optimale Migrationsrate von Zellen auf 2D-Oberflaichen héngt von einem Zelltyp-
spezifischen mittleren MaB3 an Adhédsion ab, wihrend die Hemmung der Adhédsion die
Migrationseffizienz weitgehend minimiert (DiMilla et al., 1991; Lauffenburger et al., 1996; Cox
et al., 1998).

In 3D-Kollagenmatrices dagegen fiihren verschiedene Strategien der (sub)totalen Inhibition der
B1-Integrinfunktion zu verringerter, jedoch nicht aufgehobener Migration, was einen
wesentlichen Unterschied zu etablierten Konzepten zur 2D-Migration ausmacht (Palecek et al.,
1997).

Die Bl-Integrinblockade in dieser Arbeit mittels 4B4 mAk (10 pg/ml) fithrte zur nahezu
vollstdndigen (95%) Inhibierung der Integrin-vermittelten Adhésion bei Ausbildung einer
elliptoiden Form. Gleichzeitig geht die Féhigkeit zu Kollagenkontraktion und —umbau
weitgehend verloren, die Migrationsgeschwindigkeit verringert sich um 50 bis 70%, und es

kommt zu Verdnderungen der Zytoskelettarchitektur und Integrinverteilung. Dies schliefit die
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Ausbildung von Konstruktionsringen bei Formanpassung an die Matrixstrukturen ein.

Zur weiteren Charakterisierung der Rolle von P1-Integrinen, insbesondere ob sie fiir die
Zellmigration absolut notwendig sind, verwendeten wir B1-defiziente murine embryonale
Fibroblasten (MEF), denen ein Exon im B1-Integrin-Gen entfernt wurde. Auch hier konnte die
Migration in 3D-fibrillairem Kollagen nicht vollstdndig unterbunden werden. Es erhielt sich eine
Restmotilitdt mit Geschwindigkeiten bis zu 0,2 pm/min, vergleichbar dem Niveau der B1-
Integrin-positiven Kontrollzellen, ohne dass eine Kontraktion der Matrix erfolgte. Die komplette
Ausschaltung des B1-Integrins, die evtl. theoretisch verbleibende Epitope nach Antikorper- oder
Rhodocetinbindung generell ausschlieft, bestitigt, dass es fiir die Zellmigration entbehrlich ist. In
Parallelversuchen mit ebenfalls B1-Integrin defizienten SV40-transformierten embryonalen
Stammzellen (GD25) wurden dhnliche Eigenschaften wie bei obigen MEF beobachtet. Auch die
zusitzliche Inhibierung verbleibender EZM-bindender Integrine (av, f3) durch cRGD-Peptid in
MV3-Zellen oder B1-defizienten Fibroblasten fiihrte zu keiner relevanten zusétzlichen Hemmung
der Migration. Ebenso fiihrte das cRGD-Peptid in MV3-Kontrollzellen zu keiner
Beeintrachtigung der mesenchymalen Migration, was eine vernachldssigbare Rolle von avf1-
und av3-Integrinen fiir die mesenchymale wie auch die amoboide Migration nahelegt.

Ahnliche Befunde wurden kiirzlich fiir die EGF-induzierte Migration von Tumorzellen in 3D-
Matrigel nach Zugabe von 4B4-Antikorpern dargestellt, jedoch ohne genauere Darstellung der
Zell-Matrix-Interaktionen und Konsequenz fiir Kraftaufbau an der Zellfront (Zaman et al., 2006).
Auch hier war die Migrationseffizienz verringert, jedoch nicht vollstindig aufgehoben. Die
Restmigrationsraten von maximal 0,05 pum/min in Prostatakarzinomzellen (2,5 pg/ml mAk 4B4)
bzw. 0,4 pm/min in EGFR-iiberexprimierenden Zellen liegen in der hier beschriebenen
GroBenordnung, obwohl ein anderes EZM Substrat eingesetzt wurde (Matrigel).

Ein weiterer bekannter Mechanismus der mesenchymal-amdboiden Transition ist die Blockade
von Matrixproteasen der mesenchymalen Fibrosarkomzellen, die (bei vermutlich noch intakter
Integrinfunktion) nach Ubergang in die amdboide Migrationsform bei nahezu unverinderter
Geschwindigkeit migrierten (Wolf et al., 2003a).

Proteasen im Allgemeinen sind wichtige Regulatoren bei der Zelladhdsion und beim
Zytoskelettumbau (Sternlicht and Werb, 2001 und Ref. dort). Die intrazelluldre Protease Calpain
2 spaltet spezifisch die Bindung von Talin an die zytoplasmatische Domidne der Integrine
(Critchley und Gingras, 2008) und bei amo6boid migrierenden T-Zellen keine Rolle (Cox et al.,
1998). Beim Umsatz der integrin-vermittelten Adhésion und Ablosung mesenchymal wandernder
Zellen von planem 2D-Substrat oder fibrilldrer Kollagenmatrix wird die Fokale Adhédsion durch
Calpain 2 gelost, wie beschrieben fiir den MAT in H1080-Fiborosarkomzellen (Carragher et al.,
2006).
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Die Starkung des kortikalen Aktinzytoskeletts auf Kosten fokaler Adhdsionen kann ebenfalls zu
amoboider Migration fithren. Das Protein RhoA zusammen mit der RhoA Effektor Kinase
(ROCK) verursachen in einem 3D-Matrigelmodell liber einen Anstieg von Myosin II-vermittelter
Aktinstabilisierung eine kortikale Aktinpolymerisierung bzw. -kontraktion (Katoh et al., 2007).
Dies fiihrt in 3T3-Fibroblasten und HT1080 Fibrosarkomzellen zum einer Mesenchymal-
Amoboiden Transition wie auch nunmehr proteaseunabhingiger Wanderung (Tran Quang et al.,
2000; Sahai et al., 2003; Carragher et al., 2006). Somit fiihren mehrere Mechanismen zum
Ubergang von mesenchymaler in eine amdboide Migrationsform.

Die hier beschriebene B1-Integrin-unabhiingige amdboide Migration weist gewisse Ahnlichkeiten
mit migrierenden Leukozyten, zirkulierenden Stammzellen und dem Amdbenstadium von
Dictyostelium discoideum auf (Alexopoulos et al., 1996; Friedl et al., 1998 und 2001,
Liammermann et al., 2008). Gemeinsam sind ihnen eine elliptoide Zellform mit oszillierenden
kleinen Pseudopodien an der Vorderfront, der Ubergang des fokalisierten in ein diffus-kortikales
Aktinzytoskelett, die gleichméfige Verteilung von B1-Integrinen ohne Fokalisierung und der
Verlust der Fahigkeit zur Kollagenkontraktion, was die gemeinsame Klassifikation als ,,amdboid*
rechtfertigt.

4.2. Mechanismen der amoboiden Migration

Die zelluldren und molekularen Mechanismen der amoboiden, integrinunabhéngigen Migration
in 3D-Geweben sind bisher unvollstindig verstanden und ein kontrovers diskutiertes Thema
(Friedl und Brocker, 2004). Mehrere potentielle Mechanismen wurden bisher angenommen.
Mechanismen biochemischer Natur sind 1) schwache Protein-Protein- und Kohlenhydrat-Protein
Interaktionen an der Zelloberfliche und 2) niedrig-affine Signalkomplexe des Zytoskeletts,
welche Zell-EZM Interaktionen regulieren (Zimmerman et al., 2002, Vaynberg et al., 2005,
Cohen et al., 2006). Alternative, nicht-adhiisive Mechanismen beinhalten Anderungen der

Zellform (Ldmmermann et al., 2008).

4.2.1. Integrinunabhiingige Migrationmsechanismen in anderen metazoischen und

protistischen Zellen

Nicht-aktivierte, ruhende T-Lymphozyten haften generell nur schwach an 2D-Kollagensubstraten
an und sind daher weitgehend unfihig zur Migration (Ubersichtsartikel von Wilkinson et al.
1982). Die schwache Bindung dieser Zellen konnte am besten durch die niedrige Expression der
Kollagenbindenden o1- und a2-Integrine erklart werden (Shimizu et al., 1990; Goldman et al.,
1992; Friedl, 2001). T-Lymphozyten konnen im dreidimensionalen Gewebe in vitro und in vivo
sehr schnell wandern (10 um/min) (Haston et al., 1979; Mempel et al., 2004; und Woolf et al.,
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2007). Wilkinson et al. (1982) vermuteten dabei eine Zellmigration mittels nicht- oder
niedrigadhésiver Mechanismen, was spéter durch fehlende Effektivitit einer Antikdrper-basierten
Integrinblockade (B1, 2, B3 und av) fiir die Migration humaner T- Lymphozyten und das Fehlen
fokaler Kontakte im 3D-Kollagenmodell (Friedl et al., 1998) bestétigt wurde. Auch konnte in
vitro und in vivo eine intakte Migration nach Deletion von B1-, 2-, 3- und B7-Integrinen
beobachtet werden (Lammermann, 2008). Integrinblockade oder Integrindeletion zeigte weder
Effekte auf Zellpolarisierung, Integrinverteilung, Kollagenbindung, Migrationspfad und -
geschwindigkeit noch auf die Anzahl wandernder T-Lymphozyten (Friedl et al., 1998a, c;
Lammermann, 2008).

Als wahrscheinlich wesentliche Mechanismen der Integrin-unabhéngigen Migration werden die
von uns und anderen beobachteten Zellformdnderungen und die Bildung von Konstriktionsringen
(Einschniirungen an EZM-Engstellen), laterale Membranausstiilpungen mit kurzfristiger
Verankerung in der 3D-EZM sowie Zytoplasmastromungen diskutiert (Wilkinson et al., 1982;
Haston et al., 1982; Mandeville et al., 1997; Friedl et al., 2001; Ldmmermann, 2008). Jedoch war
bisher ungekldrt, ob neben diesen physikalischen Mechanismen noch weitere, niedrig adhésive
Zell-Matrix-Interaktionen unabhéngig von Integrinen fiir die Zellmigration von Bedeutung sind.
avB3-Integrin ist bei der 2D-Migration der Neutrophilen auf Fibronektin entscheidend, was
durch spezifische Antikorper gehemmt wurde (Rainger et al., 1999). Neutrophile konnen auf 2D-
Substraten nicht ohne 2-Integrine adhdrieren und wandern. Wenn jedoch eine zweite Glasplatte
von oben den Zellkorper beriihrt und der Zwischenraum kleiner als 5 um war, also passend zum
Durchmesser der Neutrophilen (6,5-8 pm), erfolgte die Migration durch Formverdnderung,
gequetscht und ohne Mithilfe von f1-, B2-, oder B3-Integrinen (Malawista e al., 1997 und 2000).
Die Voraussetzung der Integrinunabhéngigkeit war dabei eine bilaterale Interaktion der Zelle mit
beiden Glasplatten (Malawista et al, 1997), somit die Minimalversion eines 3D-
Migrationsmodells. Eine dhnliche morphodynamische Migrationsform wurde fiir Neutrophile in
Amnionmembranen beschrieben, jedoch ohne Inhibitionsstudien gegen Integrine (Mandeville et
al., 1997). In den Versuchen von Limmermann et al. (2008) mit murinen Leukozyten erwiesen
sich Integrine in der 3D-EZM im Gegensatz zu 2D als nicht notwendig. Zusammengefasst setzt
die Integrin-unabhédngige Migration eine 3D-Umgebung voraus.

»Physikalische* Mechanismen der Zell-Matrix-Interaktion sind bisher wenig definiert, tragen
wahrscheinlich aber zur Migration von Leukozyten wie T-Zellen, Neutrophilen Granulozyten und
dendritischen Zellen im biophysikalisch komplexen 3D-Gewebe bei. Ahnlich der Amdbe
Dictyostelium entwickeln sie niedrig-affine oder nicht-adhésive Kontakte mittels Formanpassung,
-dnderung, aktinreiche Membranausstiilpungen, Zytoplasmastromungen oder durch Einschniirung
an Engstellen der EZM (Konstriktionsringe) (Brown, 1982; Haston et al., 1982; Gunzer et al.,
1997; Mandeville et al., 1997; Friedl et al., 2003).
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4.2.2. Funktion der Oberflichenglycokalyx in der amoboiden Migration

Aufgrund der Dominanz der Integrine bei der Mechanotransduktion und Migration wéhrend der
Morphogenese, sowie bei der Regeneration und Tumorinvasion in den meisten Modellsystemen
sind zusétzliche, niedrigaffine Mechanismen bislang wenig charakterisiert. Als Basismodell der
Untersuchung niedrigaffiner Zell-Matrix-Interaktionen dienten MV3-Zellen und MEF nach
Hemmung von B1- und cRGD-abhingigen Intergrinen. Die Befunde zeigen, dass die amdboide
Restmigration von schwachen Interaktionen, v.a. iiber Oberflichen-Glycane aufrechterhalten
bleibt, die Zellmigration, nicht aber die Kontraktion der Kollagenmatrix vermitteln.

Um moglichst viele Oberflaichen-Glycane nahe der Bindung an die Polypeptidkette selbst in
einem Schritt abzuspalten, ohne dabei lebende Zellen zu schiddigen, kamen zwei
Endoglycosidasen gleichzeitig zur Anwendung. Die eingesetzten Enzymkonzentrationen
bewirkten keine verstirkte Apoptose bzw. Zytotoxizitét.

Die benutzte Peptid-N-Glycosidase F (PNGaseF, Peptid-N4-(N-Acetyl-beta-Glucosaminyl)
Asparagin-Amidase, EC-Nummer 3.5.1.52) spaltet GlcNAc-Asn-Bindungen und kann so alle
Arten N-glycosidisch gebundener Glycanseitenketten entfernen, mit Ausnahme solcher mit
modifiziertem Asparagin oder mit ol,3-Fucosylierungen (Dwek et al., 1993). Endo-a-N-
Acetylgalactosaminidase (O-Glycosidase, EC-Nummer 3.2.1.97) entfernt O-verkniipfte
Polysaccharidketten durch Hydrolyse der Bindung des Core-Disaccharids Galf1-3GalNAc an
Serin oder Threonin. O-Glycosylierungen sind bei weitem diverser als N-Glycosylierungen, was
deren Analyse weitaus schwieriger gestaltet (Kannicht, 2002) Mit der gleichzeitigen Anwendung
von N- und O-Glycosidase werden wesentliche glycosidische Bindungen gespalten, jedoch
werden aus biochemisch-sterischen Griinden einige Glycan-Spezifititen nicht erreicht. Als
Indikatoren fiir die Effizienz des Glycanverdaus wurden endstdndige Heparansulfat (HS),
Chondroitinsulfat (CS) und Sialinsdurereste nachgewiesen, in der Annahme, dass mit dem

Epitopverlust die gesamte Glycan-Kettenldnge bis zur Spaltungsstelle entfernt wurde.

PNGase F-Behandlung trug zu einer um ca. 60% verringerten Oberflichendetektion sulfatierter
Glucosamine oder sulfatierter D-Glucuronsdure-N-Acetylgalactosamine (liber spezifische
Antikorper) bzw. negativ geladener Zuckerreste in der Rutheniumrot-Féarbung bei. Prinzipiell
kann PNGase F alle N-glycosidisch gebundene Zuckerketten abdauen, inklusive folgender
GAGs:

a) negativ geladene Zuckerketten der Klasse I im Sinne von Sundblad et al. (1988)

und Norgard-Sumnicht et al. (1995)

b) sulfatierte GAGs der Klasse II (Norgard-Sumnicht et al., 1995, Varki, personliche

Mitteilung)

c) Keratansulfatketten des Typs I (Funderburgh, 2000)
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Optional befinden sich am GIlcNAc-Asn laterale ol,3- und/oder ol,6- Fucosylierungen
(sogenannte Core-Fucosylierung der Mannose(3)-N-Acetylglucosamin;, Pentamere). Proximale
al,3-Fucosylierung behindert die PNGase F (Dwek et al., 1993). Eine solche Fucosylierung ist
bei Sduger-Glycoproteinen aber kein Problem, weil die ol,3-Fucosylierung dort nicht, in
Pflanzen jedoch hiufig vorkommt (Taylor und Drickamer, 2006), und insbesondere die in
Sdugern nachgewiesene al,6-Fucosylierung (Noronkoski und Mononen, 1997; Kudo et al., 2007)
PNGase F nicht inhibiert (D. Bechtloff, Merck Chemicals Ltd., personliche Mitteilung).
Endo-a-N-Acetylgalaktosaminidase (Umemoto et al., 1977; Fujita et al., 2005) spaltet alle
unsubstituierten O-glycosidisch verkniipften Galactosyl-f 1,3-N-Acetyl-D Galaktosamin
(GalB1,3GalNAc) Disaccharide ab. Dieses Disaccharid tritt als proximales Core 1 Dissacharid
der Glycoproteine des Mucin-Typs auf und ist im Allgemeinen mit der Hydroxylgruppe von
Serin oder Threonin verbunden (Taylor und Drickamer, 2006). O-gebundenes N-Acetyl-
Glucosamin (Taylor und Drickamer, 2006), oder seltene O-gebundene Mannose, -Glucose, -
Fucose, -Xylose, und -Galactose, gekoppelt an Asparagin oder Tyrosin (Taylor und Drickamer,
2006), werden dagegen nicht gespalten. Da HS- und CS-Ketten in Proteoglycanen meist iiber
Xylose O-glycosidisch an Polypeptidketten gebunden sind, sollten sie durch die eingesetzte O-
Glycosidase somit nicht erreicht werden. Deshalb ist der scheinbare Verlust eines GroBteils an
HS als Bestandteil sulfatierter GAGs zunéchst iliberraschend. Weiterhin sind N- und O-
Glycosidase ineffektiv gegen Glycolipide und Hyalouronan.

Durch die Behandlung der MV3-Zellen mit N- und O-Glycosidase wurde die Sialinsdure um
85%, die HS und CS Oberflichen-Detektion jeweils um 100% reduziert. Bei MEF lag die
Verringerung jeweils bei minus 85%, 50%, und 60% (in gleicher Reihenfolge). Sialinsduren sind
immer terminal oder lateral an N- und O-verkniipften Glycanen gebunden. Der Verlust aller
Sialinsdurereste spricht demzufolge fiir die Effizienz der benutzten Glycosidasen.

Die meisten Studien behandeln Glycokonjugate im denaturierten Zustand, wahrend hier auf
lebenden Zellen native Glycokonjugate in einer rdumlichen Komplexitidt vorliegen. Dieser
Umstand erschwert wahrscheinlich die Erreichbarkeit durch die Glycosidasen und koénnte deren
Spezifititen und Effizienzen dndern. Die bekannten Spezifititen der benutzten Enzyme sind auf

unsere Befunde nicht notwendigerweise direkt libertragbar.
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Abbildung 52. Glycokonjugate der Tumorzelloberflache und spezifische Spaltstellen fiir N-Glycosidase F

und Endo a-N-Acetylgalactosaminidase (modifiziert nach Fuster und Esko, 2005; Taylor und Drickamer,
2006).

Alle nicht abgedauten Glycosylierungen konnen prinzipiell eine Rolle bei der Vermittlung von
Restmotilitit spielen. Sulfatierte Glycokonjugate interagierten mit Komponenten der EZM,
beispielsweise mit fibrillairem Kollagen (Faassen et al. 1992; Zimmerman et al. 2002; Koda et al.
1985). Somit konnte die nach Verlust oder Hemmung der Integrinfunktion verbliebene Zell-
Matrix Interaktion auf sulfatierten Glycanen beruhen. Um bei MV3-Zellen spezifisch die Rolle
der Sulfatierung zu zeigen, verwendeten wir eine etablierte Strategie zur Inhibierung der
Sulfatierung mittels Vorinkubation in einem sulfatfreien chlorathaltigen Medium (Rapraeger et
al., 1994; Humphries und Silbert, 1988; Steer et al., 2004). Um dabei Sulfatquellen weitgehend
auszuschlieBen, benutzten wir ein methionin- und cysteinfreies Medium. Es enthielt 50 mM
Natriumchlorat als hochste empfohlene Konzentration (Rapraeger, personliche Mitteilung). Das
Verfahren beruht auf der Eigenschaft des Chlorat-Anions (CIO3') als kompetitivem Hemmer der
ATP-Sulfurylase. ClO* konkurriert mit dem Sulfat-Anion (SO42') bei der Synthese von PAPS
(3’-Phosphoadenosin  5’-Phosphosulfate), dem Sulfatdonor bei der Sulfatierung der
Zuckerbestandteile von Glycokonjugaten (Proteoglycanen, Glycoproteine, Glycolipide) im
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Golgi-Apparat und teilweise ER (Humphries und Silbert, 1988; Honke et al., 1996, 1997, 2004;
Hemmerich, 2001). Somit verhindert die Inkubation in einem sulfatfreien chlorathaltigen
Medium die de-novo Sulfatierung von Glycokonjugaten. Wir gingen davon aus, dass schon auf
der Zelloberfliche existierende Glycokonjugate wahrend der 48 stiindigen Vorinkubation der
Zellen in diesem Spezialmedium abgebaut wurden und mangels de-novo Synthese nicht ersetzt
wurden. Das verbliebene Signal mittels Rutheniumrot-Detektion (ca. 40%) ist durch weitere
verbliebene negativ geladene Gruppen z.B. Carboxyl-Gruppen, (Nagato et al., 1990), frei
gebundene Chloratanionen sowie vor allem die fiir TEM iibliche unspezifische Kontrastierung
erklarbar.

Der Einsatz von anti-HS mAk (F58-10E4) erlaubt einen Nachweis von HS-Ketten mit
sulfatierten =~ N-Glukosaminresten =~ (GIcNS)  mittels  gekoppelter ~ N-Deacetylase/N-
Sulfotransferasereaktion am internem, unsubstituiertem Glucosamin (Herstellerangaben, David et
al., 1992). In HS gibt es gewebespezifische und, in geringerem MaRe, artspezifische Muster mehr
und weniger sulfatierter GAG-Bereiche (W. Booth, AMS Biotechnology, personliche
Mitteilung). Diese wenig definierten Muster, mehr oder weniger dhnlich anzutreffen bei anderen
GAGs, sind moglicherweise fiir eine gewisse Kreuzreaktivitit von mAk F58-10E4,

beispielsweise mit CS und KS (Produktinformation, Seikagaku), als ursdchlich zu betrachten.

Der anti-Chondroitinsulfat-mAk (LY111) bevorzugt Oktasaccharidsequenzen (bzw. minimale
Hexasaccharidsequenzen) der Folgen
a) GIlcUAB1-3GalNAc(6S)-GlcUAB1-3GalNAc(6S)-GlcUAB1-3GalNAc(4S)—
GlcUAPB1-3GalNAc,
b) GlcUAB1-3GalNAc(6S)-GlcUAB1-3GalNAc(6S)-GlcUAB1-3GalNAc(4S)—
GlcUAPB1-3GalNAc(4S), oder
c) GlcUAB1-3GalNAc(6S)-GlcUAB1-3GalNAc(6S)-GlcUAB1-3GalNAc(4S)—
GIcUAB1-3GalNAc(6S) (Deepa et al., 2007).
Der anti-CS Antikérper LY111 zeigt keine bekannte Kreuzreaktivitdt (Produktinformation,
Seikagaku).
Sowohl HS- wie auch CS-Epitope waren nach Kultur in sulfatfreiem Medium um 100%
reduziert, was spezifischer als Rutheniumrot auf vollstdndigen Verlust oberflachlicher, also vom
Antikorper erreichbarer Sulfatierungen hinweist. Trotz ihrer Stringenz, und obwohl
Sulfatierungen an der Interaktion von Zellen mit EZM beteiligt sind (Koda et al., 1985; Faassen
et al., 1992; Zimmerman et al., 2002), zeigte die Hemmung der de novo Synthese sulfatierter
Glycokonjugate keine Hemmung der Integrin-abhingigen mesenchymalen oder B1-Integrin-
unabhéingigen amoboiden Migration in MV3-Zellen. Dies schliefit eine direkte Beteiligung der

Sulfatierungen an der Kraftgenerierung weitgehend aus. Dazu passend l0sten sich die MV3-
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Zellen nur durch Behandlung mit N- und O-Glycosidasen, nicht aber durch Verhinderung der
Sulfatierung, von der Plastikoberfliche der Zellkulturplatten ab. Dies legt nahe, dass Glycane,
nicht aber Sulfatreste, die ,,unspezifische* Bindung an Plastikoberfldchen vermitteln.

Weitere Sulfatierungen der Glycokalyx konnten an Glycolipiden erwartet werden. Die
spezifische Zusammensetzung der Glycolipidfraktion der Zelloberflichen in den Zellmodellen
wurde hier nicht untersucht. Die im Nervensystem hdufigen Sulfoglycolipide (sulfatierte
Glycosphingolipide vom Sulfatid-Typ) kommen auch auf bestimmten Tumorzellen vor (Sandhoff
et al., 2002; Popovic et al., 2007), z.B. das SM2a Gangliotriaosylceramid-II-Sulfat im
Nierenkarzinom (Kobayashi et al., 1993 und 1994). Chlorat sollte auch die Sulfatierung dieser
Sulfoglycolipide hemmen, da dies ebenfalls PAPS-abhédngig im Golgi Apparat bzw. ER erfolgt
(Honke et al., 2004). Aufgrund der rdumlichen Lage der Glycolipide wére zu erwarten, dass die
verbliebene Rutheniumrot-Kontrastierung im membrannahen Bereich der Glycokalyx stdrker sei
als weiter auflen. Tatsdchlich weist die membrannahe Restkontrastierung mit Rutheniumrot nach
Glycanverdau wie auch nach Verhinderung der Sulfatierung auf verbliebene Glycolipide hin, und
es ist nicht auszuschlieBen, dass diese zur Restmigration beigetragen haben konnten. Glycolipid-
vermittelte Zell-EZM-Interaktion wire aber aufgrund der Uberlagerung dieser kurzen
Glycolipide durch andere Glycokonjugate nur mit Ausiibung von Druck durch die EZM ein
plausibler Faktor. Der spezifische Nachweis von Sulfoglycolipiden, insofern {iberhaupt
vorhanden, bedarf in Zukunft eines gezielten Nachweises.

Die Abtrennung der MV3-Zellen vom Kulturboden mittels Trypsinierung vor der
Glycosidasebehandlung fiihrte zu einem noch stirkeren Riickgang der Messung negativgeladener
Glycokonjugate (HS) mit Antikorper (minus 85%) als Trypsinverdau oder N- und O-
Glycosidasebehandlung allein (minus 35%). Trypsin spaltet viele Proteine, nicht jedoch
Integrine, d.h. auch viele glycosylierte/sulfatierte Zuckerketten. Wegen sterischer Interferenz von
geclusterten Molekiilen auf der Zelloberflache erreichen Endoglycosidasen vermutlich nicht alle
thre  Zielstrukturen.  Partieller ~ Trypsinverdau  fordert somit die Effizienz der
Glycosidasebehandlung zusdtzlich, hat aber keinen Effekt auf die Basismigration bzw. die
Integrin-unabhédngige amoboide Migration (N. D., unverdffentlichte Beobachtung). Um einen
moglichen Effekt der Trypsinierung auf die geringe Restmigration auszuschliefen, sind
Kontrollversuche mit stringenterem Glycanverdau ohne Einsatz von Trypsin notwendig.

Andere iibliche Detektionsmethoden, insbesondere die Isolation der Membrankompartimente
wurden ausgeschlossen, da mit dem Glycanverdau Oberflichenmembranen, nicht aber
intrazelluldre Vesikel erreicht wurden und somit die Detektion eine isolierte Betrachtung der
Oberflichenmembran erfordert. Die gleiche Einschrinkung gilt fiir die Analyse mittels Western
Blot oder Massenspektrometrie. Der Versuch, mittels Perjodat-Reaktion Zuckerstrukturen der

Zelloberflache zu markieren war ebenfalls nicht erfolgreich, da die gesamte Zelle durchgefarbt
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war (P. Friedl, personliche Mitteilung). Die Spezifitit und die Bindungseigenschaften der
Antikorper und des Rutheniumrots erlauben also keine vollstdndige und topografisch komplett
kontrollierte Darstellung verbliebener Oberfldchenzucker. Somit schrianken technisch bedingte
Limitierungen der Handhabung lebender Zellen eine stringente Entfernung der Glycane und
damit die Bewertung ihres Beitrags zur Zellmigration ein. Nichtsdestotrotz ergeben sich deutliche
Hinweise auf die Bedeutung der Glycokalyx bei der integrin-unabhdngigen Migration. Obwohl
ein Teil der Oberflichenglycane von der enzymatischen Behandlung nicht erreicht wurde,
geniigte dieses Restniveau nicht, um die Integrin-unabhéngige Migration vollstindig aufrecht zu
erhalten. Ein Drittel der B1-Integrin-unabhidngig migrierenden Zellen war nach Glycanverdau
immobilisiert bzw. zeigte ein ,,running on the spot“-Verhalten und somit am ehesten entkoppelt
von der EZM. Die Restmotilitit des verbleibenen Drittels der Zellen war ebenfalls deutlich
verringert, verglichen mit nicht-Glycanase-behandelten Kontrollzellen. Somit war der Anteil
enzymatisch entfernter N- und O-Glycane hinreichend, um mit der Migrationskapazitit zu
interferieren. Diese Effekte waren jedoch nicht toxischer Natur, da in Kontrollzellen (ohne
zusitzliche Integrinblockade) die Rate migrierender Zellen, ihre Geschwindigkeit sowie
mesenchymale Morphologie durch Glycanverdau nicht beeintréchtigt waren.

Der Mechanismus der Kraftvermittlung zwischen Oberflichenglycanen und Kollagenfasern ist
unbekannt. Grundsétzlich ist die Interaktion monomerer Kohlenhydrate mit Proteinen, z.B. dem
Kollagen, schwach mit Dissoziationskonstanten im millimolaren oder hohen mikromolaren
Bereich (Quiocho, 1993). Multivalente Bindungen ergeben sich aus Interaktionen mehrerer
ligandenbindenden Regionen auf einem Rezeptormolekiill mit Ligand(en) bzw. Arrays von
Liganden (Lee und Lee, 1994; Lundquist und Toone, 2002; Houseman und Mrksich, 2002). Jede
einzelne Bindung kann dabei niedrigaffin sein, jedoch ergeben diese in Kombination
(Multivalenz) eine weit hohere Aviditit, ein Phinomen auch bekannt als Clustereffekt. Folglich
konnen multivalente Zuckerketten bis zu 10° Mal stirker binden als monovalente Formen
(Monsigny et al., 2000; Lee und Lee, 2000).

Dictyostelium discoideum (Mycetozoa) ist ein etabliertes Modell der amdboiden Migration. Im
Gegensatz zu Sidugetierzellen ist bei Dictyostelium kein natlirlicher, spezifischer
Kollagenrezeptor bekannt (Fey et al., 2002), trotzdem sind Dictyostelium-Zellen zu einer
effizienten Motilitdt in 3D-Kollagenmatrices in der Lage (K. Biihrle, unpubliziert). Eine
Plausibilitétsiiberlegung, ausgehend von Dictyostelium, fiihrte uns zur Hypothese Glycan-
vermittelter Migration. Zellulose, das f-1,4 Polymer unmodifizierter Glucose, ist auf
Dictyostelium ein wesentliches extrazelluldres Glycan. In der vegetativen Phase migrieren
Amoben auf diversen natiirlichen Substraten (Alexopoulos et al., 1996; Kessin, 2001), um

Bakterien, Pilze, Protisten u.a. zu erreichen und phagozytieren. Die Bindungsmechanismen
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zwischen Dictyostelium und der Umgebung in der vegetativen Phase sind noch unklar (Wilkins
und Williams 1995; Fey et al., 2002).

Wie auch andere Eukaryonten hat Dictyostelium konstitutiv N-Glycane, die wihrend der
vegetativen amdboiden Phase kaum modifiziert werden (Varki et al.,, 1999). Eine verstirkte
Bildung und Modifikation (Sulfatierung, Fucosylierung) der Glycoproteine findet statt, sobald die
Zellen mit der Phase der Fruchtkorperbildung in einen multizelluldren Zustand iibergehen (Varki
et al.,, 1999). Auch auf der Ebene der Proteine gibt es bekannte Homologien zu Mammalia.
Kiirzlich wurde eine Familie von fiinf entfernt integrinhomologen Genen (S/B, Similar to Integrin
beta) charakterisiert, wovon zumindest SibA auch auf der Zelloberfliche exprimiert wird
(Cornillon et al., 2006). Des weiteren ist auch mit SadA (Substrate Adhesion-Defizient) ein
weiteres die Adhédsion regulierendes Oberflichenprotein bekannt (Fey et al., 2002). Bereits 1995
wurde auch ein Talinhomolog entdeckt (Kreitmeier et al., 1995). Talin-defiziente Amoben zeigen
Defekte beim Phagozytieren von Nahrung und bei der Zell-Substrat-Adhédsion (Niewohner et al.,
1997). Da Dictyostelium iiber verschiedene, wenig definierte Substrate migriert, wére eine hohe
Spezifitit flir bestimmte Liganden oder eine hohe Adésionsstirke eher hinderlich. Welche dieser
Mechanismen tatséchlich an der Adhésion und welche nur regulierend eingreifen ist unklar.
Moglicherweise haben sich in der Evolutionsgeschichte Prinzipien der Zell-Substrat und Zell-
Zell Interaktionen zundchst ohne Integrinfunktion entwickelt, die erst spdter mit Entwicklung
stabiler multizelluldrer Organismen durch spezielle EZM-Proteine und komplementére zelluldre
Rezeptoren ergédnzt wurden. Demnach konnten hoher entwickelte Séugetierzellen, neben dem
phylogenetisch ,,neueren” Integrin-System, weiterhin iiber evolutiondr &ltere molekulare
Motilitdtsprogramme verfiigen.

Ausgehend von den Daten dieser Arbeit, in Zusammenschau mit Dictyostelium, stellt die
Glycokalyx der Zelloberfldchen den plausibelsten und am wenigsten spezifischen Mechanismus
der niedrigaffinen Interaktion mit extrazelluldrer Umgebung dar. Die Glycokalyx entspricht
einem dichten, wahrscheinlich weichen Oberflichenschleim, der sich physikalisch und {iber
nicht-kovalente Interaktionen an sehr unterschiedliche Substrate anlagern und anschmiegen kann.
Die am weitesten aus der Glycokalyx herausragenden Glycokonjugate haben das hdchste
Potenzial zur Bildung initialer multivalenter Interaktionen. Dabei ragen folgende Glycokonjugate
der Glycokalyx wahrscheinlich am weitesten heraus: a) Hyaluronan, Aggrecan und &hnliche
Konstrukte, b) Proteoglycane mit GAG-Seitenketten und c) GPI-(Glycolipid) verankerte
langkettige Glycoproteine (CD44, CD43). Kurze N- und O-verkniipfte Glycoproteine vom
Mucin-Typ (Taylor und Drickamer, 2006) sind von mittlerer und reine Glycolipide von kurzer
Lénge und damit am membrannéhesten. Hierzu passend wird die initiale Adhdsion von Zellen an
Fibronektin, noch vor Ausbildung fokaler Kontakte, iiber (von uns nicht direkt getesteter)
Hyaluronsdure vermittelt (Zimmerman et al., 2002; Cohen et al., 2003, 2004 und 2006). Jedoch
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ist nicht ausgeschlossen, dass auch kiirzere Glycane zur Substratbindung beitragen, insbesondere
infolge Druckes von aufen, etwa durch Kollagenfasern an mechanisch engen Stellen im Gewebe.
Glycosylierung tragt wesentlich zur korrekten Konformation und rdumlichen Ausrichtung von
Integrinen und anderen Proteinen bei (Taylor und Drickamer, 2006). Somit konnte der Abdau
konformationserhaltender Zuckerketten den Proteinkomplex destabilisieren und so Zell-Matrix-
Interaktionen beeintrachtigen. Zumindest eine Funktionsbeeintrdchtigung Integrin-vermittelter
Migration wurde in Kontrollversuchen weitgehend ausgeschlossen, jedoch konnten andere Nicht-
Integrinrezeptoren durch Glycanverdau beeintrichtigt sein und ihre promigratorische Funktion

verlieren.

4.2.2.1. Mogliche Mechanismen der Restmigration nach Glycanverdau

Inzwischen durchgefiihrte Messungen mittels Rasterkraftmikroskopie zeigen Bindungsstirken
zwischen hochmolekularen Glukosepolymeren mit Kollagenfasern im hohen piko-Newtonbereich
(P. Friedl, personliche Mitteilung). Somit interagieren polymere Zuckerketten mit Kollagenfasern
in unerwartet hoher Bindungsstédrke. Die hier erhobenen funktionellen Daten zeigen somit, dass
Oberflachenglycane als alternative Adhésionsstrukturen angesehen werden miissen, die nach
Intergrinverlust die Interaktion mit der EZM und langsame amdboide Migration vermitteln. Die
Bindungsstirken an Kollagen sind vergleichbar mit der Interaktion oligomerer f2-Integrine von
Leukozyten mit ICAM als Liganden auf Endothelzellen (Wojcikiewicz et al., 2006). Dies ist ein
deutlicher Hinweis darauf, dass Glycosylierungen eine bedeutende Rolle mittels multivalenter
unspezifischer Bindung spielen kdnnen.

Nach Zwei- bzw. Dreifachinterferenz blieb in einer Subpopulation der Zellen weiterhin eine
langsame, amdboide Restmigration erhalten, deren Ursache experimentell bisher ungeklart ist.
Mogliche Mechanismen beinhalten nicht verdaute, auf der Zelloberflache verbliebene Glycane,
sowie physikalische Mechanismen wie Actinfluss und Myosin-mediierte Kontraktilitit
(Ldmmermann et al., 2008).

Die Mechanismen der amoboiden Migration sind wahrscheinlich vielfdltig, und daran sind
Oberflachenglycane wahrscheinlich wesentlich beteiligt. Diese Funktion der N- und O-Glycane
gilt fiir Tumorzellen wie auch fiir nicht-neoplastische Fibroblasten, somit konnte dies ein
generelles, Zelltyp-iibergreifendes Prinzip sein. Inzwischen durchgefiihrte Untersuchungen
zeigen, dass die Integrin-unabhingige amdboide Migration in MV3-Zellen und MEF auch {iiber
polare Filopodien oder Blebs mit Kollagenfasern interagieren (P. Friedl, unverdffentlicht).
Biophysikalische Interaktionen tragen wahrscheinlich eine wesentliche und bisher unterschétzte
Funktion fiir die Migration von Zellen in 3D-Geweben. In 3D-Kollagenmatrices bilden Blidschen

(rundlichen Membranausstiilpungen, ,,Blebs®), vordere und laterale Membranausstiilpungen
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(,,Footholds*) zwischen den Kollagenfasern, wodurch sich der Zellkorper physikalisch am
umgebenden Geriist verankert, vorzugsweise an der Zellvorderfront (‘elbowing’) (Mandeville et
al., 1997). In Dictyostelium fiihrt die Anhdufung des Alarmons cAMP zu rundlichen Blebs und
verldngerten Pseudopodien (analog zu Filopodien in Mammalia) (Yoshida und Soldati 2006;
Langridge und Kay, 2006).

Unsere Daten bestitigen, dass Einzelzellen zwei verschiedene Migrationsprinzipien annehmen
konnen, abhédngig von der Menge verfiigbarer 3 1-Integrine auf der Zelloberflache:

(1) Mesenchymale spindelzellige Migration mit Clusterbildung von [1-Integrinen an
Kontaktstellen zu Fasern, polarisierter Adhdsion und Fasertraktion, die zu Matrixumbau und
proteolytischen Matrixdefekten und letztlich zu Kollagenkontraktion fiihrt (Maaser et al., 1999).
(2) Amoboide Migration mit rundlicher Zellform und kleinen, kurzen Ausldufern, die mit
niedrigen Adhésionsstdrken und ohne Fokalisierung von Integrinen und dem Aktinzytoskelett
einhergeht. ~ Amoboide  Leukozyten  filhren diese Form der Migration  {iber
Aktomyosinkontraktilitit und Formanpassung an Matrixstrukturen aus (“constriction rings”),
nicht jedoch iiber Ingegrin-vermittelte Zelladhdsion (Wolf et al., 2003b; Friedl et al, 1998c;
Liammermann et al., 2008).

Die Daten dieser Arbeit zeigen dariiber hinaus, dass - abhingig von der Integrinfunktion - diese
Migrationsformen ineinander iibergehen kénnen. Das Konzept der Plastizitét, d.h. Diversitdt der
Zellmigration wurde urspriinglich im Zusammenhang mit der Rolle von Oberflachenproteasen
etabliert (Wolf et al., 2003a; Friedl, 2004) und nun auf die Rolle von Adhésionsmolekiilen

erweitert.

4.2.3. Implikationen integrinunabhiingiger Zellmigration fiir die Tumortherapie

4.2.3.1.  Ausblick auf anschlieBende Versuchsmoéglichkeiten

Die Rolle der Glycokalyx bei residueller amdboider Migration weist darauf hin, dass
Saugetierzellen ihre evolutiondr urspriingliche Substratbindung und die Migrationsmechanismen
bewahrt haben konnten (Wang et al., 2001; Eichinger et al.,, 2005). Der Ubergang von
mesenchymaler zu amoboider Migration reflektiert vielleicht einen experimentell induzierten
Schritt riickwérts in der Evolution zu Systemen, in denen vielleicht primér unspezifische
Mechanismen Zell-Matrix-Interaktionen vermittelten.

Zur weiteren, stringenteren Charakterisierung sollten zusétzliche Glycosidasen wie z.B.
Fucosidase und Sialisidase (vollstindige Desialysierung aller Zuckerketten) sowie Hyaluronidase
in Verbindung mit N- und O-Glycosidasen eingesetzt werden. Ergénzend sollten Strategien

erwogen werden, GPIl-verankerte Zucker zu entfernen. Ein Nachweis der tatsdchlich
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abgespaltenen Zucker nach isolierter Markierung von Oberflachenzuckern und Analytik mittels
HPLC, MS, oder Lectinarrays wére wiinschenswert, ist aber wahrscheinlich unrealistisch, weil
Membranprédparationen immer auch die von extrazelluliren Enzymen nicht -erreichten
intrazelluldren Vesikel enthalten. Von besonderer Bedeutung zur Aufklarung der Mechanismen
der Glycan-EZM-Interaktion wird sein, weitere Versuche mit der Rasterkraft-Mikroskopie
durchzufiihren. Damit konnten z.B. auf Mammalia und Dictyostelium bekannte und nach
enzymatischem Abdau als bedeutsam erkannte Kohlenhydrate auf ihre Bindungsstirke mit EZM-
Bestandteilen untersucht werden. Auch die Ausbildung von Blebs auf MV3-Zellen und MEF als

mogliche Migrationsmechanismen bedarf einer detailierteren Charakterisierung.

4.23.2.  Glycokonjugate in der Tumortherapie

Die Zellmigration wird iiber verschiedene Klassen von extrazelluldren, zellmembrangebundenen
und intrazelluldren Molekiilen, iiber spezifische und unspezifische molekulare Interaktionen, und
mittels Forménderungen und damit physikalischen Vorgédngen vermittelt. Solche Zell-Matrix-
und Zell-Zell-Interaktionen sind wahrscheinlich auch von Bedeutung fiir Tumorzellmigration
bzw. -invasion in vivo. Ein detailliertes Verstindnis der Diversitdt von Migrationsformen und der
zelluldren Plastizitédt in pathologischen und physiologischen Prozessen ist von Bedeutung fiir die
Entwicklung neuer, effizienter, antimigratorischer Tumortherapien. Jedes der beteiligten
Molekiille und Vorgdnge bietet sich als ein denkbares therapeutisches Ziel zur

Adhésionshemmung und auch als Marker flir Diagnose und Prognose an.

Folgende Therapieansitze in Bezug auf Glycokonjugate sind mit den hier beschriebenen
Befunden kompatibel bzw. denkbar:

a) die topische Inhibition der de-novo Synthese von Glycokonjugaten, beispielsweise durch
Blockade oder Modifikation beteiligter Enzyme (GnTV-Interferenz, Polyamine, Tunicamycin,
artifizelle Strukturanaloga wie Peptidomimetika und fehlleitende Zuckermonomere, RNAI,
Antikorper (N.D., unveroffentlicht; Weerapana und Imperiali, 2003, Brown et al., 2003; Fuster
und Esko, 2005);

b) Inhibition der Funktion von Glycanen mittels Antikorper oder antagonistischen Peptiden,
beispielweise gegen MUC1-Mucine (Musselli et al, 2002; Hollingsworth und Swanson, 2004;
Ramanathan et al., 2005);

c¢) kompetitive Inhibition, z.B. mittels systemischer Heparinisierung, wobei Heparin vermutlich
als Substrat fiir Tumorheparanase mit EZM-HSPG konkurriert (Kakkar, 2003; Fuster und Esko,
2005) oder andere, synthetische Heparansulfat-Kompetitoren, die aufgrund der Ahnlichkeit zu
HSPG mit diesen konkurrieren (Fuster und Esko, 2005);
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d) Modifikation der Sufatierung, z:B. verringert die Endosulfatase Hsulf-1 die Sulfatierung der
HSPGs (Lai et al. 2003);

e) Gentherapie zur Expression hyalouranonbindender Proteine (Misra et al., 2003; Toole, 2004 ).
Wegen Redundanzen und anpassungsfdhiger Diversitit in komplexen mechanischen
Zusammenhédngen der Zellmotilitdt sind einzelne Verfahren wenig erfolgversprechend, die
Migration von Tumorzellen unter klinischen Bedingungen vollstindig zu unterbinden. Sinnvolle
Kombinationen konnten aus Proteaseinhibition (Wolf et al., 2003a), und Integrinblockade und
einer Auswahl aus obigen Methoden der Glycokonjugat-Interferenzen bestehen. Der Aspekt
der Integrinblockade kann mittels Antikorpern, Schlangengift-proteinen oder RGD-Peptiden
(Monk und Harding, 2005; Rosenow et al., 2008) abgedeckt werden. Aufgrund &hnlicher
Migration von neoplastischen Zellen (nach Proteaseinhibition und Integrinblockade) und von
Leukozyten (Ldmmermann et al., 2008) ist es fiir den Therapieerfolg von groer Bedeutung, dass
diese lebensnotwendigen Immunzellen nicht in ihrer Funktion beeintrdchtigt werden. Anti-
Migrationstherapien konnten vor allem in prid- und perioperativen Phasen sowie in Kombination
mit Chemotherapie zusétzliche Wirksamkeit gegen bereits disseminierte Zellen entfalten. Hierzu
sind neben 3D-in-vitro-Untersuchungen auch in-vivo Untersuchungen an Tumor-Mausmodellen
notwendig. Es ist jedoch denkbar, dass auch bei Tumoren eine anti-Migrationstherapie
erfolgreich sein wird, analog zu neuen Verfahren in der Immuntherapie zur Hemmung der
entziindlicher Erkrankungen (Friedl und Weigelin, 2008)
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3. ZUSAMMENFASSUNG

Die Migration von Tumorzellen im Bindegewebe erfordert adhdsive Zell-Matrix-Interaktionen, die
durch Integrine und andere Adhédsionsmolekiile auf der Zelloberfliche vermittelt werden. In 3D-
Kollagenmatrices bendtigen hochinvasive MV3-Melanomzellen iiberwiegend o2f1-Integrine zur
Elongation, Adhésion an den Kollagenfasern und zur Faserbiindelung, sowie zur Kraftgenerierung und
Migration. Wir haben untersucht, ob die Migration von Tumorzellen in 3D-Kollagenmatrices
vollstandig durch die Blockade der Integrinfunktion inhibierbar ist, oder ob es kompensatorische
Mechanismen gibt, die zur Migration beitragen. Die B1-Integrinfunktion wurde durch verschiedene
Methoden reduziert: a) durchflusszytometrische Sortierung der Zellen in Subgruppen mit niedriger
und hoher B1-Integrin-Oberflichenexpression; b) Adhasionsblockade mit monoklonalem anti B1-
Antikorper 4B4 oder Rhodocetin, einem selektiven a2f31-Integrininantagonist; und ¢) Expression von
dominant-negativen Peptiden zur Blockade der Funktion der 3 1-Integrin-zytoplasmatischen Doméne.
Alle PB1-Integrin-Interferenzstrategien induzierten einen Ubergang der konstitutiv vorhandenen
mesenchymalen Migration in einen neuen, amodboiden Migrationstyp (Mesenchymal-Amoeboid
Transition, MAT), dhnlich der Migrationsweise von Monozyten oder Lymphozyten. Der Ubergang zu
amoboider Migration ging einher mit dem Verlust der zellvermittelten Kollagenkontraktion und -
reorganisation. Subtotale Inhibition der Integrinfunktion (ca. 50%) durch Antikérper 4B4 ergab eine
schnelle (0,3-0,4 pm/min) amdboide Migration, wahrend 90-95%ige Abséttigung des [ 1-Integrin-
Epitops zu langsamer amoboider Migration (0,03-0,2 um/min) fiihrte. Induzierte améboide Migration
verursachte eine gleichmiBige Verteilung der Pl-Integrine auf der Zelloberfliche, ein diffuses
kortikales Aktin-Zytoskelett, und war mit einer ausgeprigten Formanpassung der Zelle an die
Matrixstrukturen verbunden, die von kleinen Filopodien oder Oberflachenblebs getragen wurde.

Die Befunde wurden fiir §1-Integrin-defiziente murine embryonale Fibroblasten (MEF) und murine
embryonale Stammzellen (GD25) bestatigt. f1-Integrin-defiziente Fibroblasten zeigten eine schnelle,
und GD25 ES-Zellen eine langsame amoboide Migration. Somit erfolgte die amoboide Migration
ohne [ 1-Integrin-vermittelte Zell-Matrix-Interaktionen.

Weil keine vollstindige Immobilisierung der Zellen erzielt wurde, haben wir alternative Mechanismen
von Zell-Matrix-Interaktionen untersucht, die zur Restaktivitit der amdboiden Migration beitragen.
Als potentielle Kandidaten wurden ov-Integrine, die an denaturiertes Kollagen binden, und
Oberflichen-Glycokonjugate getestet. Es wurden keine promigratorischen Funktionen RGD-
abhingiger Integrine (av oder [B3) mittels zyklischer Arginin-Glycin-Asparaginsdure (cRGD)
beobachtet.

Um herauszufinden, welche Rolle die Oberfachen-Glycokalyx bei der Zellmigration spielen, wurden
verschiedene Methoden angewandt:

a) Die an die Proteine gebundenen Glycokonjugate wurden mit Hilfe von N- und O-Glycosidasen von
der Oberflache der lebenden Zellen enzymatisch abgespalten;

b) um die Sulfatierung der Glycokonjugate zu verhindern, wurden die Zellen in sulfatfreiem Medium

107



Zusammenfassung

kultiviert. Durch beide Methoden wurde die Bindung von Rutheniumrot an die Zelloberflache
(Glycokalyx) um 60% bzw. die von Heparansulfat der Zelloberfliche um 60% bis 100% reduziert.
Nicht die Desulfatierung fiihrte zur Ablésung der Zellen vom Kulturflaschenboden, sondern allein die
Behandlung mit N- und O-Glycosidasen. Die gleichzeitige Behandlung von MV3-Melanomzellen mit
N-, O- Glycosidase mit Inhibition der B1-, avp3-Integrine filhrten zur Abrundung der Mehrzahl der
Zellen, gefolgt von oszillierender Immobilitdt (,Running on the spot’) bzw. sehr langsamer
Restmigration (<0,1 pm/min). Dagegen war die Migration der MV3-Zellen nach Kultivierung in
sulfatfreiem Medium unverindert. Eine dhnliche Hemmung der Migration erfolgte in $17~ MEFs nach
Glycanverdau.

Folglich sind B1-Integrine essentiell fiir fokalisierte Zell-Matrix-Interaktionen, fiir die mesenchymale
Migration und den Matrixumbau, wéihrend amoboide Migration ohne Beteiligung von 3 1-Integrinen
erfolgt, aber durch niedrigaffine, diffuse Zell-Matrix-Interaktionen von Oberfldchenglycanen
vermittelt wird. Somit ist die Glycokalyx ein alternatives Adhésionssystem fiir die integrin-

unabhéngige Zellmigration.
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6. SUMMARY

Cancer cell migration through connective tissue requires adhesive cell matrix interactions mediated by
surface integrins and other adhesion molecules. We investigated whether invasive migration in 3D
ECM environments is fully abrogated by blocking integrin functions and whether compensation
mechanisms might support migratory rescue. Within 3D collagen matrices, highly invasive MV3
melanoma cells preferentially utilize a2f31 integrins for elongation, adhesion to collagen fibers, fiber
bundling, force generation, and migration. 1 integrin function was reduced by a) flow cytometric
sorting for subsets expressing low integrin levels; b) blocking anti 31 mAb 4B4 at different
concentrations or using rhodocetin, a selective o231 integrin inhibitor; and c) expression of dominant-
negative peptides to compete with the B1 integrin cytoplasmatic domain function.

For migration in 3D collagen lattices, all B1 integrin-lowering strategies uniformly resulted in
conversion from constitutive mesenchymal migration to a novel amoeboid type of migration
resembling monocytes or lymphocytes. The conversion to amoeboid movement was accompanied by
abrogation of cell-mediated collagen contraction and reorganisation. Inhibition of integrin function by
blocking antibody by approximately 50% led to fast (0.3-0.4 pm/min) but near-100% amoeboid
migration, whereas 90 to 95% epitope saturation let to slow (0.03-0.2 um/min) amoeboid migration.
Induced amoeboid migration was accompanied by cell shape changes supported by small filopodia
and/or surface blebs, uniform distribution of surface integrins and the lack of focalization of the
cytoskeleton. Results were corroborated in [1-deficient murine embryonic fibroblasts (MEFs)
andmurine embryonic stem cells (GD25). p1”° MEFs displayed a fast, and GD25 ES cells a slow
amoeboid migration. Thus, migration could be sustained without B1 integrin-mediated cell-matrix
interactions.

Because no complete immobilization was achieved, alternative cell-matrix interaction mechanisms
underlying residual amoeboid migration were investigated.

As candidates, av integrins binding denatured collagen and the surface glycoconjugates were tested,
yet no promigratory role of RGD dependent integrins (ov or 33) was found using cyclic tripeptide
arginine-glycine-aspartic acid (cRGD). To investigate the role of surface glycoconjugates, we a)
enzymatically removed protein-bound glycoconjugates of the living cells using N- and O-glycosidases
and b) prevented sulphation of glycoconjugates by culturing cells in sulphate-free medium. Both
methods reduced surface Ruthenium red binding by 60% and heparan sulphate surface levels by 60
and 100% respectively, however only N- and O-glycosidase treatment but not desulphation caused cell
detachment from the culture flask.

Simultaneous treatment of MV3 melanoma cells with N- and O-glycosidase and inhibition of 1,
avp3 integrins resulted in complete loss of polarity, cell rounding of most cells and oscillating
immobility (“running on the spot”), or extremely slow residual migration below 0.1 pm/min.
Sulphate-depleted medium alone did not yield any migration reduction in MV3 cells. Similar

inhibition after N- und O-glycosidase treatment was obtained in p17~ MEFs.
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Summary

In conclusion, B1 integrins are sufficient to maintain focalized cell-matrix interactions, mesenchymal
migration, and matrix remodelling the abrogation of with supports transition to amoeboid migration
mediated by low affinity interactions via surface glycans but not sulphated residues. Thus, the surface
glycocalyx provides an alternative adhesion system sustaining integrin-independent amoeboid
migration, which may approximate the minimal requirements of cell migration in an interstitial 3D

tissue.
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Morphologisch heterogene Population migrierender MV3-Zellen in der
Kollagenmatrix. In digitaler Hellfeld-Zeitraffermikroskopie entwickelte die Mehrheit
wandernder MV3-Zellen (ca. 80-90%) spontan eine langlich-mesenchymale
fibroblastendhnliche Morphologie, wihrend eine Minderheit von 10% eine rundliche
Form beibehielt.

MV3-Zellen mit hoher Pl-Integrin Expression. Diese Zellen wiesen wihrend der
Migration in Kollagenmatrices elongierte und mesenchymale Zellform auf, vergleichbar
zur Mehrheit der Kontrollzellen.

MYV3-Zellen mit niedriger f1-Integrin Expression. Im Gegensatz zu MV3-Zellen mit
hoher B1-Integrin Expression entwickelten p1'" Zellen iiberwiegend rundlich-elliptoide
Zellform wéhrend der Wanderung (amoboider Phinotyp).

Ubergang von elongierter, mesenchymaler Morphodynamik und Migration in die
amoboide Migration in Anwesenheit des adhésionsblockierenden anti p1-Integrin
mAk 4B4. Mesenchymale, fibroblasten-dhnliche Migration von MV3-Melanomzellen in
der 3D-Kollagenmatrix. MV3-Zellen in Anwesenheit ansteigender Konzentration des anti
B1-Integrin mAk 4B4 in der 3D-Kollagenmatrix. Bei einer Konzentration von 1 pg/ml
4B4 sind die Adhidsionsepitope zu 40% abgesittigt und es lag schnelle amdboide
Migration bei subtotaler Zellabrundung vor. Bei 10 pg/ml waren Zellen nicht elongiert,
jedoch war die Migrationsgeschwindigkeit auf 50-60% der Geschwindigkeit der
Kontrollzellen verringert. Die unterschiedliche Helligkeit, Schérfe und Grofe der Zellen
beruhen auf der z-Position im Kollagengel ober- und unterhalb der scharfgestellten
Aufnahmeebene (weill = oberhalb, dunkel = unterhalb). Zeit: oben links (std:min:sec)

Hochaufgeloste Dynamik mesenschymaler und amdéboider Migration von MV3-
Zellen. Konstitutive mesenschymale Migration von MV3-Kontrollzellen (6 Std.
Aufnahme), induzierte amoboide Migration einer MV3-Zelle mit Hilfe von
Oberflachenblebs in Anwesenheit des 4B4 mAk (10 pg/ml) (8 Std.) und induzierte
amdboide Migration in Anwesenheit des a2f1-Integrin inhibitors Rhodocetin (100 nM) (8
Std.) Zeit (std:min:sec)

Dictyostelium discoideum Amobe von dicty Webseite: http://www.dicty.cmb.nwu.edu
Induzierte améboide Migration in Anwesenheit des a2p1-Integrin inhibitors Rhodocetin
(100 nM) (16 Std.) Zeit (std:min:sec)

Transfizierte MV3-Zellen mit dem pIRES2-EGFP Vektor. Diese Zellen exprimierte
nur HA-Epitop (Kontrolle). Sie entwickelten eine elongierte und mesenchymale
Morphologie in der Kollagenmatrix.

Transfizierte MV3-Zellen mit dem Kostrukt SP2-F-pIRES2-EGFP. Diese Zellen
entwickelten in Kollagenmatrices eine iiberwiegend spindelzellig-mesenchymale
Morphologie mit 2-3 Pseudopodien an der Vorderfront.

Die Uberexpression von SP2-E-pIRES2-EGFP in MV3-Zellen induzierte iiberweigend
eine rundlich elliptoide Form (Klon 10, schnelle amoboide Migration).

Die Uberexpression von SP2-E-pIRES2-EGFP in MV3-Zellen induzierte eine rundlich
elliptoide Morphologie (Klon 13, langsame amoboide Migration).

Konfokalmikroskopische Lebendaufnahme von HA-pIRES2-EGFP transfizierten
Kontrollzellen zeigten eine spindelférmige, ldngliche Morphologie.

Konfokalmikroskopische Lebendaufnahme von SP2-E-pIRES2-EGFP transfizierten
Zellen zeigte bei hoherer Auflosung, dass die rundliche Zellform dieser Zellen wihrend
der Migration beibehalten wurde und kurze dynamische Pseudopodien den Kontakt zu
Kollagenfasern herstellten. Rote Fluoreszenz: Falschfarbendarstellung von EGFP; griines
Signal: Reflektion der Kollagenfasern.
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Rekonstruktion der 3D-Struktur des SP2-E Domiine des Pl-Integrins in wéssriger
Umgebung. HA-Tag am C-Terminus des Peptides hemmte die Konformation des Peptids
nicht sterisch. Die konservierte Region mit dem NPIX-Motiv nahm dabei eine Typ I B-
turn Konformation an.

Spindelzellig-elongierte Morphologie und mesnchymale Migration von B1"* MEF in
der Kollagenmatrix (20x).

Spinneniihnliche Morphologie und langsame Migration der pl1hoch-MEF. Die 1
MEF entwickelten bei der Migration in der Kollagenmatrix 5-6 lange Pseudopodien, die
aufgrund ihrer starken Adhédsion die Migration verhinderten.

Elliptoide Morphologie und Filopodiale amdéboide Migration von [1-Integrin
defizienten MEF in der Kollagenmatrix (20x).

Filopodiale améboide Migration von Pl-Integrin defizienten ES (GD25) in der
Kollagenmatrix, entsprechend eines konstitutiv-amdboiden Phénotyps.

Amoboide Migration von pl-Integrin defizienten MEF in der Kollagenmatrix.
Migration von B1"" (fI/fl) und Bl-defizienten MEFs aus multizelluliren Sphiroiden in
3D-Kollagenmatrices (24 sowie 48 Std. im Zeitraffer).

Intakte mesenchymale Migration von MV3-Zellen nach Glycanentfernung in
Anwesenheit des cRGD-Peptids (10 pM). Sowohl Migrationsgeschwindigkeit als auch
die mesenchymale Migrationsform der Zellen nach N-/O-Glycosidasebehandlung
unterschieden sich nicht von unbehandelten Kontrollzellen (18 Std. Zeitraffer). Ein
unspezifischer negativer Einfluss, z.B. durch latente Zytotoxizitit des enzymatischen
Verdaus konnte somit ausgeschlossen werden.

hoch

Schrittweise Verinderung der Migrationsform von MV3-Zellen nach Hemmung der
p1-Integrine und Entfernung der Zelloberflichenglycane. Der Verlust der
Zellpolarisierung und Ortsverdandernug fand trotz bestehender Zytoskelett-Oszillationen
("running on the spot") nach dreifacher Interfrenz mit 4B4 mAk, cRGD und N/O-
Glycosidasen statt. In immobilisierten Zellen fiihrt eine weitergehende Zytoskelett-
Dynamik zu unvollstindig ausgebildeten Filopodien. Alternativ wurden nichtpolarisierte
Oberfldachenblebs, aber keine Apoptose beobachtet. In einigen wenigen Zellen war
residuelle Zelltranslokation durch Oberflichenblebs verbunden mit einer Anderung der
Zellform.

Immobilisierte Phinotypen bei pl1-Integrin defizienten MEF nach Entfernung der
Zelloberflichenglycane und in Anwesenheit des cRGD-Peptids (10 pM). Alternativ
wurden nichtpolarisierte Oberflichenblebs, aber keine Apoptose beobachtet. In einigen
wenigen Zellen war residuelle Zelltranslokation durch Oberflichenblebs verbunden mit
einer Verdnderung der Zellform.

Mesenchymale Migration von unbehandelten sowie chloratbehandelten MV3-Zellen,
sowohl Migrationsgeschwindigkeit als auch die mesenchymale Migrationsform der Zellen
nach Chloratbehandlung unterschieden sich nicht von unbehandelten Kontrollzellen.
Reduzierte Migrationsaktivitit und Ubergang von mesenchymaler Migration der
chloratbehandelten und sulfatdefizienten Zellen in die amdboide Migration in
Anwesenheit des anti B1-Integrin mAk 4B4 und des cRGD-Peptids (10 pM).
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