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1 Abklrzungsverzeichnis

Dezimale Vielfache und Teile von Einheiten

n nano [1x10'9]
M micro [1x107]
m  milli [1x107]
k kilo  [1x10°]

Physikalische Groflen und Einheiten

A Flache

t Zeit

d Tag

h Stunde
min  Minute

S Sekunde
m Meter

g Gramm
\% Volumen
1 Liter

T Temperatur

°C Grad Celsius
g Erdbeschleunigung
rpm  Umdrehungen pro Minute

Chemische und biologische Grofien und Einheiten

Mg  Molekulargewicht
M molar (Mol pro Liter)
kDa kiloDalton

pH  pH-Wert
ICsp  Konzentration bei welcher 50 % der gewiinschen Wechselwirkungen inhibiert
wird

tq Verdopplungszeit
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Aminosiuren

A, Ala Alanin D, Asp Asparaginsdure

E, Glu Glutaminsdure G, Gly Glycin

I, Ile Isoleucin L, Lys Lysin

P, Pro Prolin Q, Gln Glutamin

R, Arg Arginin S, Ser Serin

V, Val Valin

Saccharide

Fuc Fucose Gal Galactose
GalNAc N-Acetylgalactosamin Gle Glucose
GIcNAc N-Acetylglucosamin Man Manose
Neu5SAc N-Acetylneuraminsiure = Sialinsdure sLe* sialyl Lewis X
sLe” sialyl Lewis Y

Me-Gal Methyl-f-D-galactopyranosid

Saccharidmimetika

Di-Gal 1,3-Bis-p-D-galactopyranosyl-oxymethyl-5-hydroxymethyl-cyclohexan
Tri-Gal 1,3,5-Tris-pB-D-galactopyranosyl-oxymethyl-cyclohexan

BGF Bis-p-D-galactopyranosyl-oxymethyl-furan

FGF 3-B-L-Fucopyranosyl-oxymethyl-4-B-D-galactopyranosyl-oxymethyl-furan
GSF 3-B-D-Galactopyranosyl-oxymethyl-4-sulfatomethyl-furan

Sonstige

Abb. Abbildung

act. active

ASPG-R Asialoglycoproteinrezeptor

APS Ammoniumpersulfat

BHMF Bishydroxymethyl-furan

BSA bovine serum albumine

CD cell-surface domain

Col Collagen

CRD carbohydrate recognition domain

DAPI 4’6-Diamidino-2-phenylindol

DMEM Dubelcos minimum essential medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DPM desintegrations per minute
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ECM extrazelluldre Matrix

EDTA Ethylendiamin-tetra-acetat

EMT epithelial to mesenchymal transition
et al. und andere

EtOH Ethanol

FACS fluorescence assisted cell sorting = Durchflu3-Cytometrie
FCS Fotales Kélberserum

Fib Fibronectin

GAG Glycosaminoglycan

HAc Essigsaure

inact Inactive

intermed intermediate

Ktr Kontrolle

ICAM intercellular adhesion molecule
Lam Laminin

LM609 o PB3-Antikorper

Lsg. Losung

MEM minimum essential medium

MeOH Methanol

MIDAS metal-ion-dependent adhesion side
MMP Matrix-Metalloproteinase
MT-MMP  membrangebundene Matrix-Metalloproteinase
MW Mittelwert

NEA nicht essentielle Aminosduren
NSCLC non small cell lung cancer

PAGE polyacrylamid gel electrophoresis
PBS phosphate puffered saline

PET Polyethylen

R Rest

RGP radial growth phase

SDS Natrium-dodecyl-sulfat

SFCM serum-free conditioned medium
Siglec sialic-acid-binding immunglobulin-like lectin
SRB Sulforhodamin B

Stabw. Standardabweichung

Tab Tabelle

TEMED Tetramethylethylendiamin

TIMP-2 tissue inhibitor of MMP-2

T™C Trishydroxymethyl-cyclohexan
TRIS (Tris(hxdroxymethyl)aminomethan)



Abkiirzungsverzeichnis

UPAR
uv
Vitr
VE
VGP

urokinase-type plasminogen activating receptor
ultra-violett

Vitronectin

vollentsalzt

vertical growth phase
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2 Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte das Potential synthetischer Saccharidmimetika getestet werden,
verschiedene Schritte der metastatischen Kaskade in vitro zu hemmen. Dabei wurden an
Melanomzellen einige ausgewihlte Strukturen zweier Substanzbibliotheken auf ihre Wirkung
gegeniiber der Zell-Adhédsion und -Migration sowie der Aktivierung von Matrix-

Metalloproteinasen untersucht.

Erste Versuche mit galactosylierten Cyclohexan-Derivaten haben gezeigt, dafl sich die
Adhésion von B16F10-Mausmelanom-Zellen an Fibronectin in Anwesenheit von 40 mM 1,3-
Bis-p-D-galactopyranosyl-oxymethyl-5-hydroxymethyl-cyclohexan um 80 % inhibieren 146t.
Die Wirksamkeit von Galactose als aktives Element bestitigten Adhésionsversuche mit
digalactosylierten Furan-Derivaten, welche in dquivalenter Konzentration in der Lage waren
die Adhésion der B16F10-Zellen an Fibronectin (40 %), Vitronectin (50 %) und Laminin
(50 %) signifikant zu reduzieren. Der Furanring als Grundgeriist der Saccharidbibliothek
bietet dabei den Vorteil, dal3 das Saccharidmimetikum tiber eine Diels-Alder-Reaktion an
Fluoreszenz-Farbstoffe gekoppelt werden kann. Auf diese Weise lassen sich Molekiile
erzeugen, die als Marker zuckerbindender Strukturen zur Aufkldrung des Wirkmechanismus

der Saccharidmimetika genutzt werden kdnnen.

Die Substitution eines Galactoserestes am Furan-Ring gegen eine Fucoseeinheit ergab keine
Verbesserung der inhibitorischen Eigenschaften. Auch eine Ubertragung der Ergebnisse auf
die humane Melanom-Zellinie WM-115 ergab fir 40 mM 3,4-Bis-pB-D-galactopyranosyl-
oxymethyl-furan nur noch einen geringen Riickgang der Adhésion an Fibronectin (26 %) bzw.
Fibrinogen (30 % ab 5mM). Ein Effekt der Substanz auf die Aktivitit der Matrix-

Metalloproteinase-2 bzw. das Migrationspotential der Zellen war nicht zu erkennen.

Die Addition einer geladenen Sulfatgruppe an den Furanring ergab schlielich die gewiinschte
Optimierung der Wirksamkeit des Saccharidmimetikums. 3-B-D-Galactopyranosyl-
oxymethyl-4-sulfatomethyl-furan (GSF) ist in der Lage die Adhésion des B16F10 Maus-
Melanoms und der humanen WM-115-Linie an Fibronectin (40 mM) und Fibrinogen (20 bzw.
10 mM) vollstindig zu unterdriicken. Es verminderte die Aktivierung der MMP-2 und
inhibierte die Migration von Zellen in einer Konzentration von 5 mM. Ein Riickgang der
Zellzahl um 50 % aufgrund cytotoxischer Effekte ist bei dieser Konzentration erst nach mehr
als 60 h erkennbar und daher fiir die beschriebenen Versuche nicht relevant. Die vollstindige

Inhibition der Adhésion, sowie die signifikanten Auswirkungen auf die Aktivierung von
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MMP-2 und die Zell-Migration deuten auf eine Interaktion von GSF mit einem oder mehreren

Mitgliedern der Integrinfamilie hin.

Anhand der vorliegenden Arbeit ist es gelungen zu zeigen, daB3 insbesondere geladene
Saccharidmimetika das Potential besitzen die metastasierenden Eigenschaften von

Melanomzellen in vitro zu unterdriicken.

Das Screening nach weiteren geladenen Saccharidmimetika auf Furanbasis, deren
vergleichbare Wirkung in geringeren Konzentrationen vorhanden sein sollte, scheint
erfolgsversprechend und die Substanzen sollten durch die Moglichkeit einer

kombinatorischen Synthese zugénglich sein.



3 Summary

The aim of this work is to investigate the potential of synthetic saccharide mimics to
interfere with different steps of the metastatic cascade in vitro. Different structures of
two libraries of saccharid mimics were tested for their capacity to inhibit cell-adhesion
and —migration as well as the activation of matrix-metalloproteinases (MMPs) of

melanoma cells.

Treatment of the melanoma cells with galactosylated derivatives of cyclohexane had
shown that cell-adhesion of murine BI16F10 melanomas to fibronectin decreased about
80 % in presence of 40 mM 1,3-Bis-B-D-galactopyranosyl-oxymethyl-5-
hydroxymethyl-cyclohexane. The inhibitory effect of saccharide mimics containing
galactose in adhesion assays was confirmed by using di-galactosylated derivatives of
furan which reduced the adhesion of B16F10 melanomas to fibronectin by about 40 %
and to vitronectin and laminin by about 50 %. The furanoic core-structure of the library
shows advantages over cyclohexane, because furan can thus react in a Diels-Alder
reaction with fluorescent maleimides. Diagnostic tools can be generated to investigate
the interaction of the saccharide mimic with the cell surface. Chemical exchange of

galactose against fucose does not improve the inhibitory effect of the molecule.

The adhesion of human melanoma cell line WM-115 to fibronectin decreased by about
26 % and to fibrinogen by 30 % in the presence of 40 mM 4-Bis-f-D-galactopyranosyl-
oxymethyl-furan. An effect of the saccharide mimic on the activation of MMP-2 or

upon cell-migration was not observed.

Introduction of a sufate-residue has led to a significant improvement of the inhibitory
effect of the saccaride mimic. 3-B-D-Galactopyranosyl-oxymethyl-4-sulfatomethyl-
furan (GSF) inhibited completly the adhesion of murine B16F10-cells and human WM-
115-cell to fibronectin at 40 mM and to fibrinogen at 20 mM or rather 10 mM. GSF
decreased the activation of MMP-2 and inhibited the migration of WM-115 and WM-
266-4 cells at 5 mM. A significant reduction of the number of cells at 5 mM can only
be seen after 60 hours due to cyctotoxic effects. So cytotoxicity is not relevant for the

shown assays. The complete inhibition of cell-adhesion as well as the inhibitory effect
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of GSF on MMP-2 activation and cell-migration suggests an interaction with one or

more members of the integrin family.

The current work shows the potential especially of charged saccharide mimics to
suppress the metastatic properties of melanoma cells in vitro. Therefore the
combinatorial synthesis and screening of further charged saccaride mimics based on the

furan-core with comparable properties in lower concentrations seems to be promising.



4 Einleitung

4.1 Krebs und Metastasierung

Hoher entwickelte Organismen sind aus einer wohlorganisierten Gemeinschaft von
Zellen aufgebaut. Sie erfiillen an einem exakt festgelegten Platz innerhalb des
Organismus ihre spezifische Aufgabe und unterliegen einer wechselseitigen
Abhéngigkeit. Durch molekulare Signalkaskaden kommunizieren Zellen miteinander
und steuern auf diese Weise in einem gesunden Korper verschiedene lebenswichtige
Prozesse, wie zum Beispiel die Zellteilung. Normalerweise teilen sich Zellen nur, wenn
sie von benachbarten Zellen dazu aufgefordert werden, was gewéhrleistet, dal jedes

Gewebe eine dem Korper angemessene Ausdehnung und Architektur behélt.

Eine Ausnahme bilden pathogene Zellen, die die Wachstumskontrolle durch
benachbarte Zellen durchbrochen haben und nun innerhalb des Organismus wild
wuchernde  Geschwiire bilden, indem sie ihrem eigenen unabhdngigen
Vermehrungsprogramm folgen. Der Oberbegriff fiir solche krankhaften Wucherungen
ist ,,Krebs*, der allerdings keine einheitliche Krankheit darstellt, sondern die Gesamtheit
fiir mehr als hundert verschiedene Formen des unkontrollierten Wachstums beschreibt.
Nahezu jedes Gewebe unseres Korpers kann Tumoren hervorbringen, manchmal sogar

mehrere unterschiedliche Typen, welche alle ihre individuellen Merkmale haben[lui_l

Allgemein unterscheidet man zwischen gutartigen (benignen) und bdsartigen (malignen)
Tumoren. Ob ein Tumor als gut- oder bosartig eingestuft wird, hangt von der Neigung
der entarteten Zellen ab, in gesundes Gewebe einzuwandern und dort
Tochtergeschwiilste zu bilden. Erst die Bildung sogenannter Metastasen fernab vom
Ursprungsort eines Primirtumors macht Krebs zu einer todlichen Gefahr. Wahrend sich
ndmlich der Primirtumor oft relativ einfach chirurgisch bekdmpfen 14Bt, sind
Metastasen zumeist so vielzdhlig und weitrdumig innerhalb eines Organismus verstreut,

daB eine rein operative Behandlung des Patienten nicht mehr moglich ist.

Wie man heute weill, mull das Genom einer Zelle mehrere Mutationen erleiden, um von
einer gesunden zu einer tumorigenen Zelle zu werden|=]Insbesondere Verdnderungen
in sogenannten Proto-Onkogenen und Tumorsupressor-Genen ermdglichen einer Zelle

ein unkontrolliertes Wachstum. Proto-Onkogene codieren flir wachstumsfordernde


gronewo
Ruoslahti, E., „Wie Krebs sich ausbreitet“,  Spektrum der Wissenschaft, Spezial 5, Krebsmedizin, 1996, 18-23  

gronewo
Weinberg R.A., „Wie Krebs entsteht“ Spektrum der Wissenschaft, Spezial 5, Krebsmedizin, 1996, 7-17
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Proteine und stimuliern somit das Zellwachstum, wihrend es durch Tumorsupressor-
Gene gebremst wird. Verdndern sich die von diesen beiden Genen codierten Proteine
durch Mutationen in ihrer Funktion oder Quantitét, kann dies zur stetigen Vermehrung
der Zellen und damit zum fortwidhrenden Wachstum eines Tumors fiihren. Die Zellen
eines solchen gutartigen Tumors vermehren sich zwar im Ubermal, dringen aber nicht

in andere Gewebe ein.

Hierzu sind weitere Mutationen in Genen ndtig, welche nicht fliir das Wachstum
codieren, sondern den Tumorzellen durch Verdnderungen ihrer Membranproteine und
Enzyme ermoglichen, sich aus dem festen Zellverband zu 16sen. Die abgeldsten Zellen
missen durch Freisetzung matrixdegradierender Enzyme eine sie umgebende
Proteinschicht verdauen, die als Extrazellulire Matrix (ECM) bezeichnet wird und
normalen Zellen als stiitzende Struktur dient. Sie durchwandern das umliegende
Gewebe (Invasion) und durchbrechen schlieBlich die Basalmembran und das Endothel
von Blut- oder LymphgefaBBen (Intravasation). Nun konnen sie mit dem Blut- oder
Lymphkreislauf frei im Korper zirkulieren, miissen sich aber vor Angriffen des
Immunsystems  schiitzen und das Potential haben ihr intrazelluldres
Selbstmordprogramm zu umgehen. Dieses verhindert bei normalen Zellen die freie
Wanderung im Korper, indem es den programmierten Selbstmord der Zellen einleitet,
nachdem diese sich aus ihrem festen Zellverband geldst haben (Anoikis). Erst nach
einer Wiederanheftung der metastasierenden Zellen an das GefdBendothel und einer
erneuten Einwanderung in das Gewebe des Zielorgans (Extravasation) konnen sie sich
an einer neuen Stelle im Korper wieder ansiedeln. Hier induziert die Metastase,
nachdem sie eine bestimmte GroBe erreicht hat den Aufbau neuer Blutgefifle
(Angiogenese), die den Tumor iiber das Blut mit Néhrstoffen und Sauerstoff versorgen

(Abb.1).
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Primartumor

Sekundartumor (6)

Anheftung der
Tumorzelle an ein Blutgefal -~
des Zielorgans _—

=

invasive
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)]

'metastasierende Zelle
im Blutkreislauf(4)

Ablosen von Zellen aus dem festen Zellverband des Primértumors

Degradierung und lokale Invasion der ECM

Intravasation in Blut oder Lymphgefifie

Uberwindung immunologischer Angriffe und Uberleben der Zellen im Blutkreislauf
Spezifische Wiederanheftung und Extravasation

Proliferation und Neoangiogenese innerhalb des Zielorgans

bo
-
-

Abb. 1 Die metastatische Kaskade

Schon frith haben Wissenschaftler beobachtet, daf} sich im Blutkreislauf zirkulierende
Tumorzellen bevorzugt in bestimmten Gewebearten des Korpers wieder ansiedeln.
Bereits der Blutkreislauf erklart teilweise, warum Metastasen der meisten Krebsformen
vorzugsweise in bestimmten Organen wiederzufinden sind. Zirkulierende Tumorzellen
bleiben hdufig schon aufgrund ihrer GroBe im ersten Kapillarnetz hingen, in das sie
stromabwirts von threm Ursprungsort geraten.. So werden die abgelosten Tumorzellen
der meisten Organe zuerst iiber den groBen Blutkreislauf in die rechte Herzkammer und
von dort mit dem kleinen Blutkreislauf in die Lunge transportiert, wo sie im feinen
Kapillarnetz des Lungengewebes stecken bleiben. Lediglich vom Magen-Darm-Trakt
gelangt das Blut liber die Pfortader zunédchst in die Leber, die ebenfalls von sehr feinen

Kapillaren durchzogen ist.

Einige Krebsarten zeigen allerdings besondere Vorlieben fiir Organe, die nichts mit dem
Abflieen des vendsen Blutes aus dem Tumorgebiet zu tun haben. So neigen zum

Beispiel Prostatakarzinome bevorzugt dazu, Knochenmetastasen zu bilden. Neben


Claas
Ahmad A., Hart, I.R., „Mechanisms of metastasis“, 1997, Critical Reviews in Oncology/Hemathology, 26, 163-173

gronewo
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weiteren Beobachtungen veranlafite diese Tatsache E{ood, H.V. Huang und W.J.
Dreyer'*! dazu, ihre ,,Area-Code” Hypothese aufzustellen, welche besagt, daf alle
Zellen spezifische Membranerezeptoren besitzen, die wiederum spezifische
Oberflachenmolekiile auf anderen Zellen erkennen und binden kdnnen. Durch diese
Adressierung kann wihrend des Wachstums und der Entwicklung jede Zelle an ihrem
vorgesehenen Platz verankert werden. Ubertriigt man diese Hypothese auf die Migration
von Tumorzellen, so kann eine spezifische Bindung von Oberflichenmolekiilen auf der
Krebszelle an spezifische Strukturen auf Endothelzellen, welche die Blutgefaf3e

auskleiden, das Bestreben der Tumorzellen erkldren, in das den Gefdllen benachbarte

Gewebe einzuwandemEI

Inzwischen wurden zahlreiche Adhédsionsmolekiile in der Zellmembran identifiziert, die
eine spezifische Bindungsstelle fiir Strukturen der ECM oder angrenzende Zellen
besitzen. Sie bestdtigen zum einen die ,,Area-Code*“-Hypothese und sind zum anderen
potentielle Angriffspunkte fiir eine effektive antimetastatische Therapie. Gelingt es
nidmlich, die Anheftung zirkulierender Tumorzellen an das Gefdlendothel zu
blockieren, verbleiben diese zundchst im Blutkreislauf, wo sie am verwundbarsten sind

und frither oder spdter durch das Immunsystem erkannt und eliminiert werden.

4.2 Die Zelloberflache

Eukaryotische Zellen grenzen sich durch die Plasmamembran von ihrer Umwelt ab. Sie
umschlieft die in das Cytosol eingebetteten Organellen der Zelle und erhilt so die
lebenswichtige Verschiedenartigkeit des intra- und extrazelluliren Milieus. Eine diinne
Schicht aus Lipid- und Proteinmolekiilen, die vor allem durch nicht-kovalente
Wechselwirkungen zusammengehalten werden, bilden die Grundstruktur der
Plasmamembran. Die Lipidmolekiile, welche in tierischen Membranen etwa 50 % der
Membranmasse ausmachen, sind amphiphil, d.h. sie besitzen ein hydrophiles (polares)
und ein hydrophobes (unpolares) Ende. Diese Eigenschaft bewirkt, daB sich Lipide in
wassrigem Milieu zu einer etwa 5 nm dicken Doppelschicht zusammenlagern, in
welcher die polaren Kdpfe dem Wasser zugewandt sind, wéihrend sich die unpolaren
Enden dicht aneinanderreihen. In diese dynamische Lipid-Doppelschicht sind

verschiedene Proteine eingebettet, welche bestimmte Funktionen fiir die Zelle erfiillen.


gronewo
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Abb. 2 Der Aufbau der PlasmamembranEl

Da die Membran fiir die meisten wasserloslichen Molekiile eine undurchdringliche
Barriere darstellt, gewéhrleisten diese Membranproteine z.B. den aktiven Stofftransport
und erzeugen einen Ladungsgradienten zwischen dem extrazelluliren Raum und dem
Cytosol. Einige Proteine durchdringen die Membran und verbinden das Cytoskelett der
Zelle mit der Extrazelluldren Matrix oder benachbarten Zellen. Diese Molekiile werden
als Adhisionsmolekiile bezeichnet und haben die zusétzliche Funktion extrazelluldre
Signale tiber eine spezifische Kaskade in das Innere der Zelle zu leiten. Sie sind hdufig
glycosyliert, innerhalb der Lipid-Doppelschicht beweglich und besitzen als
Oberfldachenrezeptoren Bindungsdoménen fiir ihre spezifischen Liganden. Prinzipiell
binden Zellen iiber vier verschiedene Klassen von Proteinen an die ECM oder an

benachbarte Zellen:

Lectine (binden Kohlenhydrate)

Integrine (binden Aminosdure-Sequenzen)

Cadherine (binden Cadherine)

Immunglobuline


gronewo
Maeder, T., „ Sweet medicines“, Scientific American, July 2002, 40-48


Diese Adhésionsmolekiile verankern die Zellen fest an ihrer vorgesehenen Stelle im
Korper, und da jede Zellart ein variierendes Muster an Adhdsionsmolekiilen aufweist,
das zudem vom Entwicklungsstadium der Zellen abhing |E kommt ihnen eine

bedeutende Rolle in der Entwicklung und in der Metastasierung von Tumorzellen zu.

Im folgenden sollen einige Oberfldchenrezeptoren, welche fiir die Adhision, Migration
und Invasion von Tumorzellen von besonderer Bedeutung sind, genauer beschrieben

werden.

4.2.1 Lectine und ihre Liganden
Lectine werden als kohlenhydratbindende Proteine definiert, die weder zu den

Immunglobulinen z&hlen noch enzymatische Aktivitdt aufweise . Sie binden
reversibel und mit hoher Spezifitit Mono- und Oligosaccharide sowie verzuckerte,
makromolekulare Strukturen wie Ribonukleoproteine, Phospholipide, Integrine oder

Proteine der ECM.

Kohlenhydrate haben als Liganden in biologischen Systemen eine wichtige Rolle als
Informationstrager, denn durch ihre Struktur kénnen verkniipfte Zuckermolekiile eine
weit hohere Informationsvielfalt erreichen als zum Beispiel Peptide. Zwei
unterschiedliche Aminosduren A und B, welche iiber peptidische Bindungen
miteinander verknilipft werden, kdnnen maximal zwei unterschiedliche Molekiile,
ndmlich A-B und B-A, bilden. Eine Hexopyranose, kann hingegen iiber das C;-Atom
mit jeweils fiinf verschiedenen Hydroxygruppen glycosidisch verniipft werden. Hinzu
kommt, dal} jeder dieser Glycosylierungsschritte zwei verschiedene stereochemische
Resultate haben kann, nimlich die Ausbildung einer a- und einer B- glycosidischen
Bindung. Damit ergeben sich fiir die Verkniipfung zweier identischer Hexopyranosen A
und A bereits elf verschiedene Strukturen. Die Bindung zweier unterschiedlicher
Hexopyranosen A und B ergibt bereits 20 verschiedene Strukturmoglichkeiten fiir das
Disaccharid AB und die Anzahl an Variationsmoglichkeiten steigt mit der Anzahl an
Zuckerbausteinen weiter an, so dal Kohlenhydrate aufgrund ihrer Struktur geradezu

préadestiniert erscheinen, biologische Information zu verschliisseln.

Kohlenhydrate kommen im zelluldiren System als komplexe, verzweigte
Oligosaccharide vor, die iiber ein Sauerstoff- (O-glycosidisch) oder ein Stickstoffatom

(N-glycosidisch)an Lipide oder Proteine (=Glycokonjugate) gekoppelt sind und an der
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Zelloberflache eine dichte Schicht bilden, die als Glycocalix bezeichnet wird (siehe
Abb. 3).

Glycocalix
Zellmembran

Cytosol
Abb. 3 Die elektronenmikroskopische =~ Aufnahme der Glycocalix eines

Erythrozyten. Die Dicke der Zuckerschicht betridgt etwa 140 nm|

Als monosaccharidische Bausteine der Oligosaccharide dienen hauptsidchlich D-
Glucose (Glc), D-Galactose (Gal), D-Mannose (Man), N-Acetyl-glucosamin (GIcNAc),
N-Acetyl-galactosamin (GalNAc) sowie L-Fucose (Fuc) und N-Acetylneuraminsdure
(Neu5Ac). Sie bilden in allen N-Glycoproteinen eine pentasaccharidische Kernregion
mit der Struktur Man(al-6)[Man(c1-3)]Man(B1-4)GIcNAc(B1-4)GlcNAc, welche
bereits in zwei Richtungen verzweigt ist (siche Abb. 4). Eine weitere Verzweigung
dieser Struktur fiihrt bis zu pentaantenniren Strukturen, welche spéter in der Lage sind,

polyvalente Wechselwirkungen mit ihren Rezeptoren einzugehenEI
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Abb. 4 Exemplarische Struktur eines N-Glycoprotein-Oligosaccharids. Die allen N-
Glycoproteinen gemeinsame Core-Region ist griin hinterlegt.EI

Die Proteinfamilie der Lectine iibernimmt, wie bereits erwdhnt, die Funktion,
Saccharide zu erkennen und zu binden. Gemeinsames Merkmal aller Lectine ist das
Vorhandensein von mindestens einer Kohlenhydraterkennungsdoméine (CRD:
carbohydrate recognition domain). Die Tatsache, dal ihre Bindungsstirke an
Monosaccharide sehr gering ist, aber mit zunehmender Anzahl gebundener
Kohlenhydratbausteine ansteigt, erkldrt zum einen, warum Lectine hdufig mehr als eine
CRD besitzen, und zum anderen, warum oligosaccharidische Strukturen vielfache
Verzweigungen aufweisen. Die Ausbildung polyvalenter Wechselwirkungen zwischen

Lectinen und Oligosacchariden fiihrt zu einer drastischen Erh6hung ihrer Affinitét.

Lectine werden aufgrund der peptidischen Homologie ihrer CRD’s in vier

Hauptgruppen unterteilt:
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C-Typ-Lectine

Diese mit iiber 50 Mitgliedern zahlenmédBig grofte Gruppe der Lectine bendtigt als
Cofaktor Ca?'-Ionen zur Bindung ihrer Liganden. Grundsitzlich sind dies insbesondere
Galactose- und Mannoseeinheiten, deren alleinige Affinitdt zum Rezptor allerdings
gering ist, so da3 eine Festigkeit der Bindung erst durch Bindung weiterer benachbarter
Zuckereinheiten  zustande kommt C-Typ-Lectine kommen sowohl in
membranstindiger als auch in 16slicher Form vor und konnen bis zu zehn CRDs
besitzen. Sie werden aufgrund weiterer Bindungsspezifititen nochmals in drei
Untergruppen geteilt: die Endozytose vermittelnden Lectine, die Collectine und die

Selectine.

Endozytose vermittelnde Lectine

Als  klassisches  Beispiel soll an dieser Stelle die Funktion des
Asialoglycoproteinrezeptors (ASPG-R) beschrieben werden, der in groBler Zahl an der
Oberflache von Hepatozyten vorkommt und der Entfernung alter Glycoproteine aus
dem Blutkreislauf dien Viele Glycoproteine tragen Sialinsdure als endstindigen
Saccharidbaustein ihrer Oligosaccharid-Seitenketten, welche im Laufe der Zeit z.B.
nach Abspaltung durch Exoglycosidasen verloren gehen. Bei diesen Glycokonjugaten
liegen nach Abspaltung der Sialinsdure Galactosereste am Ende der
Oligosaccharidketten frei, die nun vom ASPG-R gebunden und durch Endozytose ins
Zellinnere aufgenommen werden konnen. Somit werden die alten, nicht mehr
vollstindig intakten Glycoproteine dem Blutkreislauf entzogen und von der

aufnehmenden Zelle anschlieBend metabolisiert.

Collectine

Collectine  weisen neben der C-terminalen @ CRD, N-terminal eine
Collagenbindungsdomine auf. Sie haben somit die Fahigkeit, bivalente Bindungen
zwischen Saccharidstrukturen und der ECM zu kniipfen. Prominentestes Mitglied der
Collectine ist wohl der Mannose-Rezeptor auf Makrophagen, welcher an der Regulation

angeborener und adaptiver Immunprozesse beteiligt ist.
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Selectine

Die L-Selectine (exprimiert auf Leukocyten), E-Selectine (ausschlieBlich exprimiert auf
cytokin-aktivierten Endothel-Zellen) und P-Selectine (exprimiert auf Granulocyten und
Endothelzellen) verbindet ihre Eigenschaft, Sialinsdure zu erkennen und zu binden. Fiir
P-Selectine ist desweiteren eine Bindung an sulfatierte Proteoglycane, 3-sulfatierte
Galactosylceramide und Heparin bekann E Haufig interagieren Selectine iiber die
sialylierten Saccharidstrukturen mit Glycoproteinen aus der Familie der Mucine. Diese
membranstindigen Glycokonjugate konnen von mehreren Selectinen gleichzeitig
gebunden werden und weisen eine Sensitivitéit fiir O-Sialoglycoproteasen auf, die die
einzelnen Lectine selektv wieder abspalten konnen. Damit ermdglichen sie eine

Regulation der Adhédsionsstirke zwischen Zellen und der ECM.

Die Bindung der Selectine an die Oberflichenliganden sialyl Lewis X (sLe”) und sialyl
Lewis A (sLe”) macht sie zu bedeutenden Molekiilen der Zelladhdsion. sLe* und sLe",
die im EndziindungsprozeB (siehe 5.2.3) und der Metastasierung von Krebszellen eine
wichtige Rolle spielen, wurden lange als Serum-Marker zur Diagnose von Krebs
herangezogen. Thr Vorkommen bei verschiedenen Arten von Krebs ist durch klinische
Studien ausreichend belegt. sLe* wird bevorzugt bei tumorartigen Erkrankungen der
Lunge, der Eierstocke, der Leber und der Niere exprimiert, wihrend sLe® gehduft bei
Dickdarm- und Bauchspeicheldriisenkrebs vorkommt. Die Uberexpression der beiden
Liganden konnte schnell mit einer verstirkten Metastasenbildung und einer schlechten
Prognose fiir betroffene Patienten korreliert werden (Kannagi R.). Eine erfolgreiche
Wiederanheftung zirkulierender Zellen scheint, nach klinischen Studien zu urteilen,
beglinstigt, wenn das GefdBendothel aulerdem verstéirkt E-Selectin exprimiert. Dies tut
es allerdings nur nach Induktion durch Cytokine, wie zum Beispiel IL-13 oder TNF-a..
Die Menge an E-Selectinen auf ruhenden Endothelzellen steigt nach einer Stimulation
mit Cytokinen innerhalb von 4 h signifikant an, verschwindet aber nach Ausbleiben der
Stimulation innerhalb von 24 h wieder vollstindig. Eine direkte Korrelation zwischen
einem erhdhten E-Selektin-Spiegel und einer verstirkten Metastasenbildung wird daher

zwar vermutet, konnte aber bisher nicht eindeutig nachgewiesen werde
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S-Typ-Lectine oder Galectine

Galectine bilden eine Gruppe relativ kleiner (14-38 kDa), 16slicher, Ca?"-unabhingiger
Lectine, die in vielzelligen Organismen weit verbreitet sind. Bislang z&hlt man aufgrund
threr homologen Aminosiuresequenz innerhalb der Bindungsdoméne zwdlf Lectine zur
Familie der Galectine Sie besitzen eine oder zwei CRDs und kommen im
Cytoplasma vor, von wo aus sie wahrscheinlich mittels Exocytose in den extrazelluldren
Raum freigesetzt werden Ein endstidndiger Galactoserest ist fiir eine Bindung der
Galectine an Oligosaccharide notwendig, erbringt als alleiniger Zuckerbaustein
allerdings nur eine geringe Bindungsstérke. Bevorzugt binden Galectine an Lactosamine
(Galp1-3GIcNAc oder Galf1-4GlcNAc). Galectin-3 hat eine Préferenz fiir komplexe
Oligosaccharid-Strukturen und erkennt das Epitop der menschlichen Blut-Gruppen A
(GalNAcal-3[Fucl-2]Galp1-4GlcNAc) als guten Liganden, wihrend Galectin-1 das
Epitop nicht bindet.

Sind die Galectine von der Zelle in den extrazelluliren Raum exportiert worden, so
konnen sie an die glycosilierten Seitenketten vieler Proteine binden, welche fiir die
Zelladhdsion von Bedeutung sind. So binden z.B. Galectin-1 und -3 an Laminin,
welches innerhalb der Basalmembran reich an Lactosaminen ist, und an tetraantennére
Saccharid-Strukturen des ECM-Proteins Fibronectin. Zudem konnte bewiesen werden,
daB Galectin-3 und -8 an die glycosidische Seitenkette des Integrins o;f; binden!'"

Es wurde gezeigt, daB sowohl Galectin-1 als auch Galectin—3 die Adhédsion an
verschiedene Matrixproteine beeinflussen. Dal3 Galectin-1 die Affinitdt von humanen
Smooth Muscle Cells (SMC) an Laminin senkt wéhrend es die Affinitit von
humanen Melanomen an dasselbe Protein steigert zeigt allerdings, neben
zahlreichen anderen Beispielen, eine uneinheitliche Beeinflussung der Adhésion. Dieser
offensichtlich modulatorische Effekt der Galectine kann durch eine verschiedenartige

Bindung an oben genannte Adhésionsmolekiile erkldrt werden (s. Abb. 5)
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Bivalent Lectin
L

Von besonderer Bedeutung scheint hierbei die fiir jedes Galectin charakteristische
Anzahl an CRDs zu sein und damit die Fihigkeit, polyvalente Bindungen zu kniipfen.
Wiéhrend ndmlich eine monovalente Bindung von Galectinen zu einer sterischen
Hinderung der fiir die Adhision wichtigen Wechselwirkung fiihren kann, konnen
bivalente Galectine zur zusitzlichen Ausbildung von Protein-Saccharid-Interaktionen
zwischen der Zelle und der ECM fiihren. Ob eine mono- oder bivalente Bindung der
verschiedenen Galectine mdglich ist, hingt dabei neben ihrer Anzahl an CRDs von ihrer
Konzentration im extrazelluldiren Raum ab. So wurde z.B. fiir das mit einer CRD
ausgestattete Galectin-3 in mikromolaren Konzentrationen eine Zusammenlagerung
zweier Molekiile zu einem Dimer nachgewiesenE welches nun bivalent binden

kann.

Galectin-3 scheint allgemein im Zusammenhang mit Krebs eine wichtige Rolle zu
spielen. Es vermittelt z.B. eine Aggregation gleichartiger Zellen und kann somit zur
Bildung von groBeren Zellaggregaten beitragen, die leichter in engen Kapillaren des
Gefallsystems stecken bleiben, als vereinzelte Zellen. Es dient in Entziindungsprozessen

als Lockstoff zur Rekrutierung von Monocyten und Makrophagen. Aullerdem wurde
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seine Fahigkeit zur Induktion der Neoangiogenese sowohl in vitro, als auch in vivo

. 0
nachgew1esen

P-Typ-Lectine

Die membrangebundenen P-Typ-Lectine zeichnen sich dadurch aus, daBl sie im
Gegensatz zu anderen Lectinen phosphorylierte Mannosereste erkennen und binden
konnen. Zu dieser Gruppe gehoren die beiden transmembranen Mannose-6-phosphat-
Rezeptoren, welche sowohl in der Plasmamembran als auch in der Membran des Trans-
Golgi-Netzwerkes vorkommen. Sie erfiillen unter anderem eine Transportfunktion fiir

den Wachstumsfaktor IGF-II durch die Plasmamembran.

I-Typ-Lectine

Die membranstindigen [-Typ-Lectine werden der Immunglobulinsuperfamilie
zugerechnet und verfiigen zusétzlich iiber CRDs mit einer Spezifitdt fiir Sialinsdure,
Mannose oder Glycosaminoglycane (GAG). Die Gruppe der Siglecs (sialic-acid-binding
immunoglobulin-like lectins) bindet negativ geladene N-Acetylneuraminsiure
(=Sialinsdure), die insbesondere in der Zell-Zell-Erkennung eine grof3e Rolle spielt. Als
wichtiger Vertreter der GAG-bindenden Lectine ist das ,intercellular adhesion

molecule-1“ (ICAM-1) zu nennen.

Lectinvermittelte Zell-Zell und Zell-Matrix-Interaktionen

Aufgrund ihrer Eigenschaft als membrangebundene oder 16sliche Molekiile im
extrazelluliren Raum vorzuliegen und ihrer Polyvalenz, konnen Lectine auf

verschiedene Weisen mit Glycokonjugaten auf Zellen interagieren:
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Abb. 6 Protein-Saccharid-Interaktionen zwischen Zellen und der ECME

Eine direkte Bindung membranstindiger Lectine (1) ist ebenso mdglich, wie die
Bindung eines bivalenten Oligosaccharid-Liganden zwischen zwei solchen Lectinen (2).
Die Interaktion eines bivalenten, 16slichen Lectins zwischen zwei Saccharidketten (3)
kommt genauso vor, wie eine gekoppelte Protein-Protein-, Lectin-Oligosaccharid-

Interaktion (4).

4.2.2 Integrine und ihre Liganden

Integrine sind transmembrane heterodimere Proteine, welche aus einer o- und einer (3-
Untereinheit bestehen. Die bisher bekannten 18 a-Untereinheiten variieren in ihrer
GroBe zwischen 120 und 180 kDa und sind nicht kovalent mit einer der 8
B-Untereinheiten, die zwischen 90 und 110 kDa groB3 sind, verkniipft. Bisher sind
insgesamt 24 Integrin-Rezeptoren bekannt, die sich aus verschiedenen Kombinationen
der beiden Untereinheiten ergeben (siche Tab. 1) und die eine Vielzahl an

ECM-Proteinen erkennen und binden kénne
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Ly
I
V) U
Untereinheiten Liganden Bindungsstellen Expression
(AS-Sequenz) auf Melanomzellen
B1 o Collagen, Laminin ++
o Collagen, Laminin DGEA +
o3 Fibronectin, Laminin RGD ++
Collagen
oy Fibronectin, VCAM-1 EILDV
++
ols Fibronectin RGD +/-
Ol Laminin ++
oy Laminin ++
olg ? ?
Oly Vitronectin, Fibronectin RGD ++
B2 oL ICAM-1, ICAM-2 ?
oM C3b GPRP ?
B3 ol Fibrinogen, Fibronectin, RGD, KQAGDV +
von Willebrand Faktor,
Vitronectin, Thrombospondin
Oly Vitronectin, Fibrinogen, RGD ++
von Willebrand Faktor,
Thrombospondin, Fibronectin,
Osteopotin, Collagen
B4 Ol Laminin -
Bs oy Vitronectin RGD ++
Be oy Fibronectin RGD ++
B7 oy Fibronectin, VCAM-2 EILDV ?
Tab. 1. Schematischer Aufbau eines Integrin-Rezeptors und Tabelle einiger

Integrine und ihrer Liganden sowie ihrer Expression auf Melanomzellen

(modifizierte Tabelle nach E], E])

Auch wenn eine Kombination aller a- und B-Untereinheiten theoretisch mehr als 100

verschiedene Rezeptoren ergeben wiirde, scheint die Zahl der existierenden Integrine
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weit geringer zu sein. Viele a-Untereinheiten binden ausschlieBlich eine bestimmte [3-
Untereinheit. Die B-Untereinheiten werden hingegen oft von mehreren a-Untereinheiten
als Partner akzeptiert. Wie die obige Tabelle zeigt, binden viele der Integrine mehrere
Liganden und diese konnen auch hdufig von mehr als einem Integrin erkannt werden.
Die resultierende Protein-Protein-Interaktion ist verglichen mit der niederaffinen
Protein-Saccharid-Interaktion um den Faktor 100 stabiler (siche 5.2.3). Da die meisten
der oben genannten Liganden Bestandteile der ECM sind, vermittelt die Protein-

Protein-Bindung eine feste Zell-ECM-Interaktion.

Mit der vollstindigen Darstellung der Kristallstruktur des extrazelluldren Teils des
Integrins o3 gelang es Eng J.-P. et al. 2002 wichtige Details {iber den Aufbau und

die Funktionsweise von Integrinen zu verdffentlichen!' (siehe Abb.7).
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Abb. 7 Kristallstruktur des extrazelluliren Segments des Integrins o33 Die a-
Untereinheit ist blau, die Bs;-Untereinheit rot dargestellt.
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Die hier im Béndermodel dargestellte gestreckte Struktur des extrazelluldren Segments
von o, P33 zeigt, daB sich die beiden Untereinheiten (o, = blau, B3 = rot) in jeweils eine
Kopf- und eine sogenannte Stelzenregion einteilen lassen. Die Stelzen durchdringen die
Plasmamembran und enden in einer intrazelluldren Region, die iiber weitere Proteine
mit dem Cytoskelett der Zelle verbunden ist. Die gemeinsame Kopfregion des
Heterodimers beinhaltet zwischen dem sogenannten -Propeller der a-Untereinheit und
der PA-Domine der B-Untereinheit die oyBs-spezifische Bindungstasche fiir ein

Tripeptid mit der Sequenz Arg-Gly-Asp (RGD) (s. Abb. 8).

*‘R—HN—CH—-C—0—HN—C—C—0—HN—CH-C—O0—R

CH; H, CH,
" L
& b
A

c|:=NH

h,

Abb. 8 Aminosduresequenz des RGD-Liganden

Da die Interaktion mit dem Liganden Metallionen-abhinig ist wird die
Ligandenbindungsdoméne auch als MIDAS-Region (metal ion-dependent adhesion site)
bezeichnet. An die MIDAS-Region bindet der Ligand hauptsidchlich iiber
elektrostatische Wechselwirkungen der beiden geladenen Aminosduren Arg und Asp,
wobei Asp mit positiv geladenen Metallionen in der B-Untereinheit interagiert, wihrend
Arg mit zwei negativ geladenen Asparaginresten der a-Untereinheit wechselwirkt. Die
Bindung wird zusitzlich tiber Wasserstoffbriickenbindungen zwischen dem Riickgrat
des Proteins und dem Liganden stabilisiert. Obwohl wéhrend der Strukturanalyse im
Kristall nach Bindung des Liganden keine Verdnderung in der Gesamtstruktur des
Integrins nachgewiesen werden konnte! geht man davon aus, dal eine

Ligandenbindung in vivo eine funktionelle Konformationsédnderung auslost.

Neben ihrer Eigenschaft Zellen fest an ihrem Platz zu verankern kommt den Integrinen

durch ihre transmembrane Struktur, eine wichtige Funktion als Schnittstelle fiir Signale
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zu, die zwischen dem Zellinneren und dem extrazelluldren Raum iibermittelt werden.
Man unterscheidet hierbei prinzipiell zwischen einem ,,inside-out* - und einem ,,ouside-
in“-Signaling.

Unter dem ,,inside-out“-Signaling versteht man allgemein die Ubertragung von Signalen
aus dem Zellinneren nach auBlen, was sich im Falle der Integrine in einer Modulation
threr Bindungs-Affinitdt und -Spezifitat ausdriickt Zellen konnen ihre adhésiven
Eigenschaften durch eine selektive Expression von Integrinen verdndern, oder durch
Variation der Festigkeit des Liganden-Rezeptorkomplexes. Als Beispiel sei hier die
Bindung des Integrins oywP; aufgefiihrt, welches auf zirkulierenden, jedoch in ihrer
Funktion als Gerinnungsfaktoren ruhenden, Blutplédttchen exprimiert wird und an
keinen seiner loslichen Liganden bindet. Diese Bindung wiirde im gesunden Korper
auch nur zur ungewollten Bildung von Emboli und damit zu einer eventuell todlichen
Thrombose fiihren. Nach einer Aktivierung der Thrombocyten durch Thrombin oder
andere Agonisten bindet das Integrin oypPs; hingegen sehr effektiv an Idsliches
Fibrinogen oder andere Ligande Immunologisch konnte bewiesen werden, dafl
dies an einer Strukturdnderung des Integrins lieg E Ausgelost durch die
Aktivierung von auflen kommt die Konformationsdnderung des Integrins letztendlich
aus dem Zellinneren. Wie genau die Anderung aus dem Cytosol heraus gesteuert wird,
ist bis heute nicht vollstindig geklart, allerdings wird eine Phosphorylierung des
intrazelluldren Integrinsegments oder eines weiteren assoziierten Proteins ebenso

diskutiert, wie die Beteiligung von Lipiden als Mediatore

Eine weitere Mdoglichkeit die Adhédsion von Zellen an die ECM zu beeinflussen ist die
Verdnderung der Spezifitit ihrer Integrine. Wie die Tabelle in Abb. 7 zeigt, binden
Integrine hdufig eine Vielzahl verschiedener ECM-Proteine. Allerdings ist nicht
erwiesen, daB3 ein Integrin auf einer bestimmten Zellart immer alle potentiellen
Liganden erkennen muf}, sondern es scheint als konnten Integrine, abhingig von ihrem
Umfeld ihre Spezifitét steuern. Eine solche Steuerung kann ebenfalls durch Lipide, als

Modulatore oder verschiedene bivalente Kationen hervorgerufen werden.

Das ,,outside-in“-signaling leitet Reize von aulerhalb der Zelle in ihren Innenraum. Die
Reizweiterleitung ist dabei mit einer Konformationsédnderung des Integrins verbunden,
bei welcher das Signal durch eine scherenférmige Bewegung der beiden Stelzen des

Integrins libertragen wird (s. Abb. 9).
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Abb. 9 Zwei Modele der Signaltransduktion bei Integrinen: bei Model A bleiben
die transmembranen Teile der Integrin-Untereinheiten assoziiert, bei Model
B liegt das Gelenk der Schere hingegen im extrazelluldren Bereich — die
transmembranen Bereiche werden also getrennt.

Der gewohnlich sehr kleine, etwa 50 Aminosduren lange, intrazellulire Teil der
Integrine ist iiber verschiedene Proteine mit den Actinfilamenten des Cytoskeletts
verkniipfi Die Weiterleitung der Signale kann zum Beispiel iiber eine
Phosphorylierung solcher Proteine erfolgen. E tz et al. beschrieben erstmals 1989 eine
solche Signalkaskade, welche nach Bindung von Collagen an den a,3;-Rezeptor eine
Aktivierung verschiedener Phospholipasen und Proteinkinasen, sowie ein Anstieg des

cytoplasmatischen pH-Werts und der Ca*"-Ionenkonzentration nach sich zieht**!,

Die durch Integrine ausgeloste Alkalisierung des Cytoplasmas ist ein weiteres Beispiel,
wie Signale innerhalb von Zellen iibertragen werden konnen. Die Adhédsion von
Fibroblasten, Endothel-Zellen und Lymphocyten an Fibronectin erzeugt beispielsweise
einen solchen pH-Anstieg im Cytosol und konnte mit einer parallelen Stimulation der

[#99 Zumeist wirkt sich ein

Proliferation und des Wachstums korreliert werden{=
»outside-in‘“-signaling in der Verdnderung der Zelladhdsion aus. Allerdings konnte auch
eine nachfolgende Aktivierung der Proliferation von Lymphocyten, eine Veridnderung in
den sekretorischen Eigenschaften von Thrombocyten und eine Verdnderung im

Migrationsverhalten diverser maligner Tumorzellen gezeigt werden
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Ihre Funktion als Steuerelemente in der Zelladhdsion und Schnittstellen fiir eine
zelluldre Signalweiterleitung machen Integrine zu wichtigen Faktoren bei
Krebserkrankungen. Durch die Modulation der Adhésion und einer Erleichterung der
Migration und Invasion (siehe 5.4.1 und 5.6) konnen Tumorzellen durch ihr Profil an
Integrinen nicht nur einen malignen Status erreichen, sondern Integrine sind als
Modulatoren zahlreicher Signalkaskaden Verursacher eines tumorartigen Phénotyps. Es
konnte gezeigt werden, daB, ausgeldst durch fehlerhafte Signaltransduktion und eine
daran angeschlossene verdnderte Genexpression, Integrine mitverantwortlich fiir ein
unkontrolliertes Wachstum, die Umgehung der Apoptose und eine Neoangiogenese
sin

Die Wesenheit des asP-Substrates Fibronectin in einer osf;-positiven Variante des
Colon Karzinoms HT29 halbierte beispielsweise die Wachstumsrate der Zellen, was auf
ein Fehlen des Wiedereintritts in die S-Phase zuriickzufiihren war. Die fehlende
Substratbindung an as3; konnte in diesem Fall mit einer gesteigerten Transkription des
Gens gas-1, welches innerhalb des Zellcyclus die Go-Phase einleitet, und einer
Runterregulation der wachstumsstimulierenden Gene c-fos, c-jun und jun B korreliert
werdenE E Desweiteren konnte die Uberexpression der Integrine osP; und o3 auf
verschiedenen Tumorzellinien mit einem gesteigerten Wachstum und erhdhter
Metastasenbildung in Verbindung gebracht werden. Eine Steigerung der Aggressivitit
von Melanomzellen wird dabei auf eine Steigerung der Migration| sowie die
Assoziation des Integrins o3 mit der Matrix-degradierenden Protease MMP-2
zuriickgefiihrt.

Eine weitere wichtige Rolle in der Tumorentwicklung spielen die Integrine im
Zusammenhang mit der Neubildung von Blutgefilen. So geht die, durch
Wachstumsfaktoren induzierte Expression des Integrins osP; auf Endothelzellen
beispielsweise mit einer Neubildung von Blutgefdllen einher. Die Neoangiogenese kann
auBerdem von Tumorzellen induziert werden, welche somit in der Lage sind den fiir sie
lebenswichtigen Aufbau von Gefdlen zu steuern. Als Umkehrschlufl dieser
Beobachtung konnte mit einer antagonistischen Hemmung des o33 —Rezeptors durch
den Antikorper LM609 die Neoangiogenese gehemmt und das Tumorwachstum
signifikant verringert werdenE
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4.2.3 Die Adhasion an das Endothel — ein Zusammenspiel der
Oberflachenmolekiile

Wie bereits erwidhnt besitzen die meisten Zellen innerhalb des Korpers einen
festgelegten Platz, welchen sie in der Regel nicht verlassen konnen ohne dadurch ihren
programmierten Selbstmord (Anoikis) zu aktivieren. Eine Ausnahme hierbei bilden die
weilen Blutkorperchen (Leukocyten), welche sich als Teile des korpereigenen
Abwehrsystems frei durch den Organismus bewegen konnen. Auf ihrer Wanderung
eliminieren sie mikrobielle Eindringlinge und schadhaftes Gewebe und sorgen somit fiir

die Unversehrtheit des gesamten Organismus.

Grofle Distanzen werden von Leukocyten iiber den Lymph- oder Blutstrom
zurlickgelegt, was schon aufgrund einer mdglichst schnellen Mobilisierung des
korpereigenen Abwehrsystems sinnvoll erscheint. Die festen Gewebestrukturen des
Korpers miissen die weiBlen Blutkdrperchen allerdings aus eigenem Antrieb
durchdringen und durchwandern. Da die Leukocyten prinzipiell mit den gleichen
Adhisionsmolekiilen ausgestattet sind, wie die adhédrenten Zellen im Korper, kann man
sich leicht vorstellen wie komplex der Ablose- und Anheftungsprozel der weillen
Blutkorperchen auf molekularer Ebene ablaufen muf3, um sie an ihren vorgesehenen

Wirkungsort zu bringen.

Die Anheftung eines Leukocyten an das Endothel eines Blutgefiles und seine
anschlieBende Extravasation stellt einen gut erforschten dynamischen ProzeB dar,
welcher das Zusammenspiel der verschiedenen Adhésionsmolekiile eindrucksvoll
wiederspiegelt. Aufgrund seiner Bedeutung fiir sdmtliche entziindliche Krankheiten
sowie die Ausbreitung maligner Zellen in entfernte Regionen des Korpers soll die
Anheftung zirkulierender Zellen an das GefdBBendothel an dieser Stelle beschrieben

werden (s.Abb.10).
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Abb. 10 Adhision einer Krebszellen an das Endothel einer Gefilkapillare und
Extravasation ins umliegende Gewebe (modifiziert nac

Wie bereits in Abschnitt 5.2.1 beschrieben exprimieren verschiedene Arten von
Tumorzellen an ihrer Oberfliche die Saccharidstrukturen sialyl Le* oder sialyl Le®.
Endothelzellen tragen hingegen hiufig E-Selectine als sLe*/sLe” erkennende
Oberfliachenrezeptoren. Das Erkennen und niedrig-affine Binden dieses Ligand-
Rezeptor-Komplexes scheint sowohl in der Rekrutierung von Leukocyten als auch in
der Metastasierung der initiale Schritt zur Adhésion von Zellen an die GefaBwiande von
Kapillaren zu sei E Die angehefteten Zellen beginnen daraufhin abzuflachen und
entlang der GefiBBwand zu rollen, wobei sowohl die Endothelzellen als auch die
adhirierenden Zellen, induziert durch verschiedene Cytokine ihre Integrinrezeptoren
aktivieren. Die Ausbildung der Protein-Protein-Interaktion zwischen den Integrinen und
thren Liganden erzeugt eine wesendlich hohere Affinitét der beiden Zellen zueinander
als durch die bis dahin bestehende Kohlenhydrat-Protein-Bindung erzielt wurde.
Wihrend beispielsweise die Dissoziationskonstente fiir einen Lectin-Saccharid-
Komplex bei ca. 1x10° M liegt, zerfillt der Integrin-Protein-Komplex lediglich mit
1x10°M{=1 =] Somit vermitteln die Integrine zum einen die Stabilitit der

adhérierten Zellen an das Endothel und aktivieren auflerdem, wie im folgenden Kapitel
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beschrieben, Matrix-degradierende Enzyme. Diese spalten bestehende Protein-
Interaktionen zwischen den Endothelzellen und ermdglichen der migrierenden Zelle das

Einwandern in das benachbarte Gewebe.

Es konnte gezeigt werden, daBl sich der oben beschriebene Anheftungsprozef3
migrierender Zellen sowohl in vitro als auch in vivo beeinflussen 1aBt und zwar
abhingig vom gewdhlten Inhibitor, in jedem seiner verschiedenen Schritte. Die initiale
Anheftung von Tumorzellen an das Endothel 148t sich in vitro durch die Inkubation
beider Zellarten mit Antikdrpern gegen E-Selectine oder Saccaridstrukturen ebenso
unterdriicken/=]wie die sekundire Adhision durch Inkubation mit Integrinantikorpern
oder peptidischen Strukture In vivo fiihrt eine Inkubation von Tumorzellen mit
peptidischen Inhibitoren zu einer signifikanten Reduzierung von Lungenmetastasen im
B16-Maus-Model In diesem Model werde stark metastasierende Melanomzellen aus
der Maus nach Inkubation mit einem Inhibitor wieder in die Schwanzvene einer Maus

injiziert, wo sie sich als Metastasen in der Lunge wieder ansiedeln.

Die gut erforschten Zusammenhénge des Anheftungsprozesses, machen ihn zu einem
guten Target einer antimetastatischen Krebstherapie und die Testung des o,p3-

Antikdrpers LM609 in der klinischen Phase beweist die Richtigkeit des therapeutischen

AnsatzesE

4.3 Die extrazellulare Matrix

Die einzelnen Zellen eines vielzelligen Organismus sind von einer protein- und
saccharidhaltigen Schicht umgeben, die als extrazellulire Matrix (ECM) bezeichnet
wird. Sie bildet sozusagen den Kitt zwischen den einzelnen Zellen und verleiht dem

Organismus durch ihre Struktur sowohl Festigkeit als auch Elastizitit (s. Abb. 12).
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Abb. 11 Die extrazellulire Matrix

Die Matrix erfiillt viele lebenswichtige Funktionen im extrazelluldiren Raum, die mit der
Differenzierung und Organentwicklung zu tun habe Zu den Bestandteilen der ECM
werden heute definitionsgemdl all diejenigen Molekiile gerechnet, die von Zellen in den
extrazelluldiren Raum sezerniert und dort immobilisiert werden. Im allgemeinen setzt
sich die Matrix aus verschiedenen fibrilliren Glycoproteinen und Proteoglycanen
zusammen, die durch wechselseitige Interaktionen zu einem dichten Netzwerk
verbunden sind. Die Bestandteile dieses Netzwerkes beinhalten Liganden, die
Signalkaskaden in benachbarten Zellen aktivieren konnen, und regulierende
Eigenschaften fiir die Zellproliferation und das Uberleben der Zellen besitzen.
Desweiteren kann das Molekiilgeflecht der ECM mit 16slichen Faktoren, wie z.B.
Cytokinen, interagieren, die ebenfalls lebenswichtige Signalkaskaden in Zellen

auslosen.

Wollen sich Tumorzellen oder Leukocyten innerhalb des Korpers frei bewegen, miissen
sie aktiv Bindungen zwischen ihrer Oberfliche und der ECM l6sen und neu kniipfen.
Da Matrixkomponenten bei der Ausbreitung von Krebs und entziindlichen Prozessen
eine bedeutende Rolle zukommt, sollen im folgenden einige der Bestandteile detailliert

beschrieben werden.
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Fibronectin

Fibronectin ist ein aus zwei dhnlichen, wenn auch nicht vollstindig identischen
Monomeren bestehendes Glycoprotein, dessen Ketten in der Ndhe des C-terminalen
Endes {iiber zwei Disulfid-Briicken miteinander verkniipft sind. Beide Monomere
beinhalten als Bindungsmotive die von vielen Integrinen erkannte RGD-Sequenz
(s. Tab. 1) und das fiir das Integrin a4f3; spezifische Pentapeptid EILDV. Desweiteren
ist flir Fibronectin eine lectinartige Bindungsaktivitdt beschrieben, die das Protein mit
Heparin und anderen Komponenten der ECM vernetzt. Es kommt sowohl in 16slicher,
als auch in immobilisierter Form im extrazelluliren Raum vor und kann eine Bindung
von Zellen an die ECM genauso vermitteln, wie eine Zell-Zell-Interaktion. Wie anhand
von Versuchen mit Knock-out Miusen gezeigt wurde, ist die Bindung von Zellen an
Fibronectin lebensnotwendig und Fibronectin-negative Tiere sterben bereits innerhalb

der ersten Tage nach der einsetzenden Embryoentwicklung

Fibrinogen

Fibrinogen ist aus drei nicht identischen Untereinheiten zusammengesetzt, welche als
Ao, Bp und A bezeichent werden und sich wie ein dreistringiges Seil umwinden.
Insgesamt hat Fibrinogen ein Molekulargewicht von 340 kDa, wird im menschlichen
Korper aufschlieflich von Hepatocyten synthetisiert und kommt haupséchlich im Blut
vor. Fibrinogen hat eine wichtige Funktion in der Blutstillung und Wundheilung, denn
nach Aktivierung durch die Serinprotease a-Thrombin und die Transglutaminase Faktor
XIII konnen Fibrinogen-Molekiile zu einem dichten Fibringeriist polymerisieren,

welches nun die Wunde verschlieft und die Wundheilung einleitet
Als Ligand wird die RGD-Sequenz im Fibrinogen aufler vom Blutplattchen-
spezifischen Integrin oypB; noch vom Integrin o3 erkannt, welches auf

Melanomzellen haufig liberexprimiert ist (vergleiche 5.5.2).

Vitronectin
Das insbesondere im Blutplasma und in der ECM vorkommende 75 kDa grof3e
Glycoprotein besitzt neben dem Integrin-spezifischen RGD-Bindungsmotiv mehrere

Bindungsstellen, die es mit Komponenten der ECM Verknﬁpfen So bindet es z.B. an
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Glycosaminoglycane, Heparin, Collagen und Plasminogen. Obwohl es auch héufig als
oP3-Ligand bezeichnet wird, kann es ebenso von den Integrinen a.,fs, o1, otinPs, oPes
und o,fBs erkannt und gebunden werden. Es konnte in hohen Konzentrationen in
Tumorgeweben nachgewiesen werden und seit der Entdeckung, da3 Vitronectin das
matrixdegradierende Enzym MMP-2 aktivie wird ihm eine bedeutende Rolle in der

Ausbreitung von Tumorzellen zugesprochen.

Laminin

Eine weitere grole Gruppe von Glycoproteinen der ECM bilden die Laminine, welche
aus o-, B- und y-Untereinheiten aufgebaut sind und aufgrund ihrer spezifischen
Zusammensetzung aus diesen drei Ketten, verschiedene Molekiile bilden. Thre Masse
variiert zwischen 150 und 400 kDa und sie sind ein wichtiger Bestandteil der
Basalmembran, einer Proteinschicht an welche Epithel-, Nerven- und Muskelzellen
adhérieren (s. Abb. 11). Die Zell-Bindung erfolgt iber RGD-erkennende Integrine und

die Vernetzung innerhalb der ECM erfolgt iiber eine Bindung an das Proteoglycan

Perlecan und Typ IV Collage

Glycosaminoglycane (GAG) und Proteoglycane

Neben den Glycoproteinen, welche hdufig iliber eine verzweigte Saccharidstruktur
verfiigen, kommen auch Proteine mit langgestreckten Zuckerketten, welche als
Polymerer einer spezifischen Disacchariduntereinheit augebaut sind (siche Abb. 12), im
extrazelluliren Raum vor. Diese Proteine werden als Proteoglycane bezeichnet,
wihrend man ihre kovalent gebundenen Zuckerketten Glycosaminoglycane nennt. Man
unterscheidet heute vier Gruppen von GAGs, welche sich prinzipiell im Aufbau ihrer

Disacchariduntereinheit voneinander unterscheiden.
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Abb. 12 Die vier Untergruppen der Glycosaminoglycane

Hyaluronan stellt unter den GAGs eine Ausnahme dar, denn es ist das einzige
Polysaccharid, welches nicht an ein Proteinriickgrat gebunden ist. Es kann Ketten aus
bis zu 25000 Disacchariduntereinheiten bilden, welche durch die Glucuronsiure
negative Ladungen tragen. Aufgrund der hohen Kapazitit Wasser zu binden bildet
Hyaluronan im Korper eine geleeartige Masse, die zum einen als Fiillsubstanz und zum

anderern als Bindungspartner fiir membrangebundene Rezeptoren dient.

Die iibrigen GAGs haben alle die gemeinsame Eigenschaft iiber das Tetrasaccharid
GlcA(B3->1)Gal(p3->1)Gal(B4-1)Xyl an eine Proteinkette gebunden zu sein und
werden als Proteoglycane bezeichnet. Mit Ausnahme des Keratansulfates, welches
stattdessen eine Galactose beinhaltet, bestechen alle GAGs aus einer Uronsdure und
einem teilweise sulfatierten Aminozucker (siche Abb. 12). Alle Proteoglycane werden

intrazelluldr synthetisiert, wobei zunédchst die tetrasaccharidische Grundstruktur
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o-glycosidisch {iber einen Serinrest mit dem Proteinriickgrat verkniipft wird, bevor die
verschiedenen Zuckerbausteine iiber Glycosyltransferasen angekniipft werden. Den
letzten Schritt der Biosynthese stellt die Sulfatierung dar, nach welcher die Molekiile, in
Vesikel verpackt, an die Zelloberflidche transportiert und in den extrazelluliren Raum
sezerniert werden. Manche Proteoglycane, wie z.B. Syndecan-1 sind iiber eine
transmembrane Einheit in der Plasmamembran verankert und und kénnen neben einer
Bindung von Wachstumsfaktoren auch die Zelladhdsion mit der ECM vermitteln. Als
polyanionische Molekiille bilden GAGs desweiteren Ladungsbarrieren im
extrazelluliren Raum und beeinflussen auf diese Weise den allgemeinen Stofftransport

innerhalb der ECM.

4.4 Matrix-degradierende Enzyme

Der Abbau der ECM durch Matrix-degradierende Enzyme und die anschlieBende
Migration von Zellen kommt sowohl in physiologischen als auch in pathologischen
Prozessen vor. Wihrend der Embryogenese und Wundheilung kann eine erhdhte
Aktivitdt von Proteasen und Glycosidasen ebenso festgestellt werden wie wiahrend der
Tumormetastasiemng Fir den Abbau der extrazelluldren Saccharidstrukturen
sezernieren migrierende Zellen inbesondere Hyaluronidase und Heparanase, wéihrend
zum Abbau der proteinhaltigen Molekiile sogenannte Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs) sowie Aspartyl-, Cystein- oder Serinproteinasen verwendet werden. MMPs
weisen das grofite Substratspektrum, welches hauptsachlich aus ECM-Proteinen besteht
auf und sind in beinahe allen tierischen und menschlichen Tumoren, sowie deren
isolierten Zellinien iiberexprimie |E Neben ihrer offensichtlichen Bedeutung in der
Ausbreitung von Tumoren weill man heute, dal MMPs durch ihre proteolytische
Aktivitit auch EinfluB} auf das Zellwachstum, die Differenzierung, die Apoptose und die
Neoangiogenese haben. Daher folgt hier ein Uberblick iiber ihren Aufbau, ihr Struktur,

sowie ihre Rolle bei Krebserkrankungen.
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4.4.1 Matrix-Metalloproteinasen
Als Matrix-Metalloproteineasen wird eine, aktuell 24 Mitglieder zdhlende, Familie von

zinkabhingigen Proteasen bezeichnet. Sie werden als enzymatisch nicht aktive Pro-
Formen (Zymogene) an die Zelloberfliche transportiert. Je nach Art der MMP kommen
sie extrazelluldir als membrangebundene (MT-MMP) oder freie Enzyme vor und
verrichten, nach Aktivierung durch Abspaltung eines kleinen Proteinsegments, ihre
proteolytische Arbeit stets in Ndhe der zelluldren Plasmamembran. Freie MMPs werden
hiufig von anderen Oberflichenproteinen, wie z.B. Integrinen an der Zelloberfliche
fixiert und bilden dort polymolekulare Proteinkomplexe, die unter anderem zur
Regulierung der MMPs dienen. Als Beispiel fiir die Funktionsweise eines solchen
Proteinkomplexes soll im folgenden die Aktivierung der Matrix-Metalloproteinase-2

(MMP-2 oder auch Gelatinase A) beschrieben werden (siche Abb. 13).

Inhibitoren:
P
PAI-, PAL2 MR- :)
TIMPs S MMP-3
aktives MMP-2 Q MMP-B :)
ﬁ MMP-‘S \
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Abbau der / A
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proMMP=2
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=
b
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F 00 /'
pereki T -RAM P MT-MKP \

Abb. 13 Regulation der Aktivitit von MMP-2 (modifiziert nach Hofmann, U.B**)

Zunichst wird membrangebundenes pro-MT1-MMP durch die Abspaltung eines
kleinen Proteinsegments entweder intrazelluldr durch Furin, oder extrazellular durch
Plasmin aktiviert. MTI1-MMP bindet darauthin den ,tissue inhibitor of
metalloproteinase 2 (TIMP-2), welcher eine Bindungsdomaine fiir die inaktive MMP-2
Pro-Form besitzt. Unter Mithilfe eines weiteren MT1-MMP-Molekiils kann gebundenes
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Pro-MMP-2 nun durch Abspaltung eines N-terminalen 10 kDA Fragments in
proteolytisch aktives MMP-2 {iberfiihrt werde E E Aktives MMP-2 kann entweder
innerhalb des Komplexes gebunden bleiben, in den extrazelluliren Raum abgegeben
werden, oder durch weitere membranstdndige Proteine, wie das Integrin oyf; auf der
Zelloberfliache fixiert werde E Hier vermittelt es den direkten Abbau der ECM oder
die proteolytische Spaltung weiterer Substrate, wie z.B. Wachstumfaktoren, Cadherine
oder pro-MMP-2. Die Bindung des MMP-2 Zymogens an einen solchen MMP-2
beinhaltenden Proteinkomplex fiihrt somit zu einer Autoaktivierung des Enzyrns

Die Aktivitdt von MMPs wird von spezifischen Gewebeinhibitoren reguliert, welche als
TIMP-1 bis -4 bezeichnet werden. Zwar hemmen stochiometrisch gebundene TIMPs die
proteolytische Aktivitdit von MMPs reversibel jedoch scheint letztendlich das
Verhiltnis zwischen MMP und ungebundenen TIMPs fiir die resultierende Aktivitdt der
Proteinase verantwortlich zu sein. So bewirken hohe Konzentrationen an TIMP-2 zwar
eine Inhibition von MMP-2, niedere Konzentrationen bilden hingegen, wie oben
beschrieben, einen Komplex mit MT1-MMP und pro-MMP-2, welcher zur Aktivierung
der Matrix Metalloproteinase ﬁih

Wie bereits erwédhnt exprimieren beinahe alle Tumoren und Tumor-Zellinien MMPs,
wobei innerhalb solider Tumoren auch Stromazellen in die Synthese der Proteinasen
involviert sind. Klinische Daten bekriftigen die Korrelation zwischen gesteigerter
MMP-Aktivitit und einem erhohten metastatischen Potential maligner Tumoren. Wegen
der grofen Bandbreite an MMP-Substraten, welche iiber ECM-Proteine,
Wachstumsfaktoren und Chemokine bis hin zu diversen Adhidsionsmolekiilen, wie z.B.
Integrinen und E-Cadherinen reicht, wird heute davon ausgegangen, dal MMPs in der
Krebsentwicklung eine weit gréofere Rolle zukommt als bisher angenommen. Ging man
friiher davon aus, daB die Enzyme durch ihre Matrix-degradierende Funktion
insbesondere die Migration und Invasion von Tumorzellen erleichtern ist heute ihr
EinfluB} auf beinahe jeden essentiellen Schritt der Krebsentstehung nachgewiese E Da
viele MMP-Substrate eine Funktion als Bestandteil wichtiger zellregulatorischer
Signalkaskaden haben, bewirkt ihr proteolytischer Abbau eine Verdnderung in der
Information des urspriinglichen Signals. Dies kann sich im Zusammenhang mit Krebs
sowohl in einer Stimulation als auch in einer Inhibition krebsfordernder Prozesse

auswirken. Einige Beispiele hierfiir sind das unkontrollierte Wachstum, die Umgehung
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der Apoptose, das Erlangen maligner

Eigenschaften und die Induktion der

Neoangiogenese durch Krebszellen (siche Abb. 14).

Farderung

Hemmung Férderung Hemmung
a Wachstum d Invasion O cxcuiz :
ECM ] Invasve cell —— ' ECM
i Clasved
C o | O- - Tors A;\ Ganes N Qoo
IGF-BP oo Inlcg*in o J ‘_<<./ . v \ D | G O
D E o & OO 2D c? = G
() c Q‘O—'ﬁ!-' - Sk MMP'D— ™,
a A A / coua— ' o
TFo— g o Cloaved CD44 = & ja y
b Ubedeben | Tod Cleaved E-cad
ECM ] !
B Q € Endothelial-tomesenchymal transition Differrenzierung
IGF-BP 0o ‘.O | LA /™ @ EcM
P | inte : ¢t e
@ G o O}TO | ‘]’ ot A WP g OSONGEMT ) D &
ot ] 1 1
-’ b ~~al \O) i Il ‘,X O
GramiES L9 & K@? Q/ Ty & ?. HY
— =/ \ |
C’ /2 FASL, Tarp 3\ W &) Dtoentated
i Ckaved Ecad | cols
€  Angiogenese ] Angiostase ]

T Entzlindungen und Uberwindung des Immriamnm

I || IFD"" Fla.r.ml"ngm
Col-v F&j& ! I ! L Col-xvil

Parlecan
_;—TG B s O R D ¢
< N\O | 0] £ ?;:g Nautmphll D .
4 Cieaved Colv (@ )\ \D, '{j‘.
4 L i % /4.. '\I.,..--\ G".u G .' "\'\-.F_ — h 4
'-WE:;:-._:I VEGF ) /| o l.Angnibmn © IL-2Ra T Clmm IL-2Fex D | D' ?ﬂhﬂ%ﬂ
‘u E&—-’a'l - 1'i:‘| K W A e f(‘:)__ Chemakings S -
'IL'EG!FFE FGF-2 X <9 ] Encicstatin Ol , - ]
@ 23 Terp n L Tumstatin Thﬂﬂmﬂﬁ- b m"m
O =xe Comed 0 @
G > BEEs 5 C):é/?}s a-fl gy O ]
L [l : Matural
=M S MMP w Kilar cell

Abb. 14 Funktionen von MMPs in der Entwicklung von Krebs; MMPs konnen die
Krebsentstehung sowohl stimulieren als auch inhibieren a: MMPs fordern das
Wachstum von Tumorzellen durch die Spaltung des ,,insulin-growth-factor-
binding protein (IGF-BP) und die daraus resultierende Freisetzung von IGF.
Sowohl die Freisetzung transmembraner Vorstufen von Wachstumsfaktoren
(z.B. TGF-a = , transforming groth-factor-a‘‘) als auch die Regulation der Zell-
ECM-Bindung tiber Integrine stimulieren das Zellwachstum. MMPs hemmen
das Wachstum durch die Freisetzung des TGF-3 aus seiner inaktive Vorstufe.b:
MMPs unterstiitzen das Uberleben von Tumorzellen durch Freisetzung von
IGF und der proteolytischen Spaltung von FASL, einem Liganden des FAS-
,death-receptors®“. Durch den Abbau der ECM und der damit verbundenen
Ablosung von Zellen kann die Apoptose (Anoikis) eingeleitet werden. c:
MMPs fordern die Neoangiogenese durch Erh6hung der Bioverfiigbarkeit von
pro-angiogenen Wachstumsfaktoren wie VEGF (vascular endothelial growth
factor), FGF-2 (fibroblast growth-factor 2) oder TGF-f. Zusitzlich férdern
MMPs die Invasion von endothelialen Zellen durch die Lyse von ECM.
Bestandteilen wie Collagen Typ 1 (Col-I), Collagen Typ 4 (Col-IV) und Fibrin.
Antiangiogen wirken MMPs indem sie Plasminogen und Col-XVIII spalten,
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was zur Freisetzung der anti-angiogenen Faktoren Angiostatin und Endostatin
fithrt. Da sie die Invasion endothelialer Zellen hemmt, hat die Spaltung des
,urokinase-type plasminogen activator receptors® (UPAR) auf der Oberflache
von Endothelzellen ebenfalls angiostatische Eigenschaften. d: Der Abbau
vieler ECM-Proteine (z.B Laminin-5) durch MMPs erleichtert die Invasion.
Neben den ECM-Proteinen konnen auch Adhédsionsmolekiile, wie CD44 und
E-Cadherine gespalten werden. Ein Abbau des Chemokins CXCL-12, das die
Ausbreitung von Brustkrebs fordert, kann zu anti-metastatischen Eigenschaften
der MMPs fiihren. e: MMPs fordern den Ubergang von endothelialen zu
mesenchymalen Eigenschaften (epithelial-to-mesenchymal transition, EMT)
durch Freisetzung von TGF-f und Spaltung von E-Cadherinen. Diese
Verdnderung ist mit der Zunahme maligner Eigenschaften verbunden. MMPs
scheinen {iber einen bisher unbekannten Mechanismus auch die
Differenzierung von Tumorzellen zu fordern. f: Akkute Entziindungen
erzeugen fiir die Krebsentstehung wichtige MMPs und unterdriicken zusétzlich
immunologische Reaktionen, indem sie die Proliferation von T-Lymphocyten
durch Spaltung des Interleukin-2 Rezeptors-a (IL-2Ra) unterdriicken.
AuBerdem setzen sie TGF-B, einen wichtigen Inhibitor fiir T-Zellen frei.
MMPs spalten den al-Proteinase-Inhibitor (au1-PI), was die Empfindlichkeit
von Tumorzellen gegeniiber ,,natural killer cells* herabsetzt und Chemokine
der CC und CXC Familie, die als Lockstoffe fiir Leukocyten dienen, was zu
einer Uberwindung des Immunsystems fiihrt . (modifiziert nach blad M.
und Werb Z.[47.]).

Der therapeutische Einsatz effektiver MMP-Inhibitoren ist schwierig, da sie nicht nur
die Entwicklung und Ausbreitung von Krebs hemmen, sondern auch das Gegenteil

bewirken konnen.

4.5 Das Melanome

Melanome sind Entartungen von Melanocyten, pigmentierten Zellen, die die Fahigkeit
besitzen den Farbstoff Melanin zu bilden. Die Pigmentierung der Zellen durch die
Melaninsynthese ist kein konstitutiver Proze sondern hingt von ihrem
Entwicklungsstand und stimulatorisch wirkenden Faktoren, wie z.B. der UV-
Einstrahlung ab. Innerhalb ihrer Entwicklung wandern die Vorstufen der Melanocyten
vom Neuralrohr in die Basal-Membran der Epidermis, die Haarwurzeln, die Aderhaut
des Auges, verschiedene Schleimhiute und die Hirnhaut. Als ausdifferenzierte Zellen
bilden sie eine Tyrosinaseaktivitdt aus, durch welche sie, von Tyrosin als Vorstufe

ausgehend, Melanin synthetisieren, welches sie iiber Melanosomen zu benachbarten

Keratinocyten transportieren kt')nne
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Abb. 15  Anatomie der Haut

Die Entwicklung maligner epidermaler Melanome ist ein mehrstufiger Prozef3, welcher
von Muttermalen ausgeht. Diese sogenannten Nivi sind gutartig wachsende
Zusammenschliisse mikroskopisch normaler Melanocyten, die sich in der Haut
zwischen Epidermis und Dermis befinden (siche Abb. 15). Der Ausdruck ,,dysplastic
nevus® bezeichnet die nédchste Stufe der Melanomentwicklung und ist als ,,Muttermal
mit anatomischen Stérungen* definie uE welche sich durch ausgefranste Rinder, eine
ungewoOhnliche Farbung und einen Duchmesser von mindestens 5 mm auszeichnen. Sie
sind innerhalb der Dermis hédufig von Lymphocyten umgeben. Die ,radial growth
phase® (RGP) stellt die nichste Stufe der Melanomentwicklung dar. Die entarteten
Melanocyten weisen in dieser Phase eine Ahnlichkeit zu groBen Epithelzellen auf und
besitzen hyperchromatische Kerne. Thre Névi haben hiufig Durchmesser von mehr als
10 mm. Mitotische Zellen konnen in dieser Phase nur in epidermalen Bereichen
beobachtet werden und der so entstehende Tumor zeigt kein metastatisches Potential.
Zwar wandern Zellen in den Bereich der Dermis vor, jedoch kdnnen sie nicht in das
GefaBsystem vordringen und Fernmetastasen bilden. Diese frithe Vorstufe der malignen
Melanome kann in aller Regel leicht chirurgisch entfernt und damit geheilt werden. Im

Gegensatz zu RG-Phase Melanomem haben Melanome der sogenannten ,,vertical
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growth phase”“ (VGP) das Potential erlangt sich auch innerhalb der Dermis
auszubreiten und die Geféllbarriere zum Blut- oder Lymphkreislauf zu iiberwinden und
somit Metastasen zu bilden. Uber die Bestimmung verschiedener Parameter ist es
gelungen fiir Patienten mit VGP-Melanomen eine mit einer Wahrscheinlichkeit von 90
% giiltige acht-jahrigen Uberlebensprognosse aufzustellen/=]. Zu diesen Parametern
gehoren 1) die Wachstumsrate, 2) die Tumordicke, 3) die Anwesenheit von Tumor-
infiltrierenden Lymphocyten, 4) der Entstehungsort des Primértumors (Thorax oder
GliedmaBlen), 5) das Geschlecht und 6) eine Regression des Tumors. Die
durchschnittliche Uberlebenschance von Patienten mit VGP-Melanomen liegt bei
71%[ =1 Die letzte Stufe der Tumorentwicklung stellen die Metastasen dar, welche sich
iiber das Blut-oder Lymphsystem ausbreiten und bevorzugt die Lunge, Leber oder das
Gehirn befallen. Melanom-Metastasen konnten jedoch bislang in beinahe jedem

Gewebe des menschlichen Korpers beobachtet werden und sind schlecht therapierbar.

4.5.1 Epidemiologie der Melanome
Wihrend der letzten Jahrzehnte ist die Zahl maligner Melanome weltweit drastisch

angestiegen und die jahrliche Zuwachsrate liegt bei hell-hdutigen Menschen zwischen 3
und 7 % Die jahrlichen Neuerkrankungen liegen, zwischen 40 Neuerkrankungen pro
100000 Einwohnern in Australien und weniger als fiinf Neuerkrankungen pro 100000
Einwohnern in Skandinavien. Generell ist eine weit geringere Zahl an Neuerkrankungen
bei Menschen mit dunkler Hautfarbe feststellbar, genauso wie bei Menschen, die in
Regionen mit geringer Sonneneinstrahlung leben. In Australien und Neuseeland hat sich
das maligne Melanom inzwischen zur vierthdufigsten Krebserkrankung entwickelt,

wihrend es in Landern des nordlichen Europa eine weit geringere Rolle spielt.

Die Zahl der auf Melanome zuriickzufiihrenden Todesfille steigt allerdings in weit
geringeren Maf3e als die Anzahl der Neuerkrankungen. Sie liegen zwischen einem und
drei von 100000 Todesféllen bei Bewohnern der ndérdlichen Hemisphéire und ungefahr
zehn von 100000 Todesféllen bei Bewohner der siidlichen Erdregionen. Zuriickzufiihren
ist der Unterschied zwischen Neuerkrankungen und Sterblichkeit auf weitreichende
Aufklarungskampagnen wéhrend der letzten Jahrzehnte, sowie die gute

Diagnostizierbarkeit und relativ einfache operative Entfernung von Melanomen.
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Heute werden ca. 5-10 % aller Melanomerkrankungen auf erbliche Faktoren
zuriickgefiihrt, wobei in diesem Zusammenhang insbesondere Verdnderungen der
Chromosomen 1,6,7,9 und 10 beobachtet wurden Ein erblich bedingtes Risiko ist
die Anzahl an gefdrbten Muttermalen, die als sehr friihe Tumorvorstufen angesehen
werden. Das wichtigste Umweltcarcinogen fiir die Induktion von Melanomen ist das
Sonnenlicht, wobei ein unterschiedlicher Einflul von langwelliger UV A-Strahlung
(320-400 nm) und kurzwelliger UVB-Strahlung (290-320) fiir den Menschen nicht
nachgewiesen werden konnte Es gibt Vermutungen, wonach das Risiko an
Melanomen zu erkranken in Gebieten mit vermindertem Schutz durch die Ozonschicht
grofer ist als in Gebieten mit intakter Ozonschicht. Da in diesen Regionen aber
zusiétzliche Parameter wie ldngere Sonnenzeiten, hohere Temperaturen und durchschnitt
langere Aufenthaltszeiten in der Sonne in eine Risikoabschétzung einbezogen werden
miissen, bleibt ein direkter Zusammenhang zwischen dem Ozonloch und einem
erhohten Melanomrisiko fraglich. Letztendlich entscheidet wohl die Summe
molekulargenetischer und umwelttoxikologischer Einfliisse, wie gro3 das individuelle

Risiko ist an malignen Melanomen zu erkranken.

4.5.2 Biologie der Melanome
Das Expressionsmuster vieler Adhdsionsmolekiile an der Oberfliche von

Melanomzellen verdndert sich wihrend der einzelnen EntwicklungsstufenE (siehe

Abb. 16).
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Abb. 16  Entwicklung von malignen Melanomen und Expression von
Adhésionsmolekiilen =~ wédhrend der einzelnen  Entwicklungsstufen
(modifiziert nach Nesbit M. und Herlyn MP')

Ein normaler Melanocyt in der Basalmembran hat {iber dendritische Strukturen engen
Kontakt zu etwa 25-30 Keratinocyten, eine Eigenschaft, welche Melanome nicht mehr
aufweisen. Dieser Verlust des Zell-Zell-Kontaktes geht auf einen drastischen Verlust
der E-Cadherin-Expression zuriick und kann als frither Marker einer entstehenden
Tumorprogression gewertet werde Auch das Expressionsmuster der Integrine und
damit die Bindung an verschiedene Liganden der ECM wechselt im Laufe der
Melanomentwicklung; wihrend manche Integrine in ihrer Expression vom benignen
zum malignen Zellstatus nach unten reguliert werden, werden andere Integrine im Laufe
dieses Prozesses aktiviert. Beim Vergleich von primdren RGP-Melanomen mit
metastasierenden VGP-Melanomen wurde beispielsweise ein signifikanter Anstieg des
Integrins auf3; beobachtet, der mit einem steigenden Metastasierungspotential der Zellen

korrelierte. Hingegen konnte auf den gleichen Zellen ein deutlicher Riickgang an of3;-
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Molekiilen beobachtet werdenE Die Menge des Vitronectin-Rezeptors o3 auf
Melanomzellen korreliert mit ihrem Potential Tumoren in athymischen Nacktméusen zu
bilden , wihrend metastasierende Melanome, deren Expression der a,-Untereinheit

unterdriickt wurde ihre metastasierenden Eigenschaften VerlierenE

Die Entwicklung maligner Melanome geht also mit einer gut beschriebenen
Verianderung ihrer Oberflachenstruktur einher, und da Melanome leicht zugédngliche
Tumoren bilden, die sich zudem noch einfach in vitro kultivieren lassen sind sie ein
ideales Model zur Testung antimetastatischer Therapeutika. Daher soll im folgenden

kurz auf die gewéhlten Zellkultur-Modele eingegangen werden.

Die Maus-Melanome B16F1 und B16F10

Die Zellinien B16F1 und B16F10 stammen beide aus einer Serie der sogenannten
B16-Maus-Melanome. Fidler selektierte die elterliche B16-Zellinie aufgrund ihrer
Eigenschaft mit zunehmender Zahl an in vitro Passagen mehr Lungenmetastasen in
C57BL/6-Miusen zu bilden®®!. Hierzu injizierte er die in vitro gewachsenen Zellen in
die Schwanzvene eines Versuchstiers und nahm die Zellen der resultierenden
Lungentumoren wieder in Kultur. Nach etlichen selektiven Durchldufen erhielt er so die
schwach metastasierende Zellinie B16F1 sowie die stark metastasierende Linie B16F10.
Das entstandene in vitro Model etablierte sich in den folgenden Jahren und bietet
aufgrund seiner direkten Vergleichsmoglichkeiten zwischen stark und schwach
metastasierenden Zellen ein ideales Werkzeug zur Erforschung molekularbiologischer
Grundlagen der Metastasierung. Es findet desweiteren Anwendung in der Untersuchung
anti-metastatischer Therapeutika, da sich in vitro erzielte Ergebnisse durch den oben

beschriebenen Tierversuch einfach auf ein in vivo Model iibertragen lassen.

Neben den unterschiedlichen metastasierenden Eigenschaften der beiden Zellinien
konnten im Laufe der Zeit einige phenomenologisch und molekularbiologisch
interessante Eigenarten festgestellt werden, die im Zusammenhang mit der vorliegenden
Arbeit wichtig erscheinen: Anhand einer weiteren Selektion der Zellinie B16F10 durch
Ablosen mit EDTA wurde festgestellt, dal Zellen, welche in vitro ein stirkeres

Anheften an ihr KulturgefiB aufweisen auch vermehrt Lungenmetastasen bilden © ”EI


Claas
Schadendorf, D. et al., „Tumor progression and metastatic behaviour in vivo correlates with integrin expression on melanocytic tumors“, J Pathol, 1993, 170, 429-434

Claas
Kramer, R.H. et al., « Integrin expression in malignant melanoma », Cancer Metastasis Rev, 1991, 10, 49-59

Claas
Cheresh, D.A., „ Structure, function and biological properties of integrin (v(3 on human melanoma cells“, Cancer Metastasis Rev, 1991, 10, 3-10

Claas
Fidler, I.J., „Selection of successive tumor lines for metastases“, Nature, 1973, 242, 148-149

Claas
Briles, E.B. und Kornfeld, S., „Isolation and Metastatic Properties of Detachment Variants of  B16 melanoma cells”, J Natl Cancer Inst, 1978, 60, 1217-1222


4 Einleitung 49

Eigene Beobachtungen zeigen das auch fiir beiden Linien B16F10 und B16F1, wobei

B16F10-Zellen eine starke Adhéasion an ihre Kulturflasche aufweisen.

Innerhalb grof3er in vivo-Studien konnte beobachtet werden, da3 B16F1-Zellen zwar ein
vermindertes Potential besitzen Lungenmetastasen zu bilden, daflir aber in
extrapulmonare Organe, wie die Leber, Lymphknoten und Eierstocke metastasiere E
Vergleiche der zelluldren Oberfliche stark und schwach metastasierender Zellen
ergaben allerdings weder fiir Proteine noch fiir Glycokonjugate einen qualitativen
Unterschied, der mit dem gesteigerten Metastasierungspotential zu korrelieren warf=

Quantitative Differenzen in der Menge einzelner Adhédsionsmolekiile zwischen beiden

Zellinien wurden bis heute nicht untersucht.

Das humane Wistar-Melanom (WM)

M. Herlyn vom ,,Wistar Institute of Anatomy and Biology* in Philadelphia schuf mit
der sogenannten WM (=Wistar Melanoma)-Serie eine Reihe humaner
Melanomzellinien, welche Modelle fiir die verschiedenen Wachstumsphasen der
Melanomentwicklung (sieche Abb. 16) darstellen. Zusétzlich kultivierte er Pérchen aus
Primértumoren und Metastasen, die aus ein und demselben Patienten stamme
Die Zellinie WM-115 stellt den Primértumor eines VGP-Melanoms dar, dessen
zugehorige kutane Metastase die Zellinie WM-266-4 ist. Dieses Pérchen erlaubt,
dhnlich wie im Falle des B16-Melanoms einen Vergleich zwischen zwei Zellinien, die
sich in ihrer Entwicklung vom benignen zum malignen Status voneinander
unterscheiden. Verglichen mit dem B16 Maus-Model hat es den Vorteil Zellen aus
einem humanen System zu reprisentieren, die sich von Nagetierzellen teilweise deutlich
unterscheiden. Der Nachteil der humanen Zellen ist, daf3 sich die in vitro erzielten

Ergebnisse, in vivo nur auf athymische Tiermodelle tibertragen lassen.

4.6 Zellmigration

Die Zellwanderung innerhalb vielzelliger Organismen spielt in zahlreichen biologischen
Prozessen eine wichtige Rolle. Bereits wihrend der Embryogenese ist die korrekte
Migration von Zellen z.B. zur Ausbildung des intakten Nervensystems unbedingt

notwendig, aber auch innerhalb eines ausgereiften Organismus ist die Zellwanderung
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fiir das Uberleben erforderlich. Beispielsweise stellt die Einwanderung von
Gefaflendothel-Zellen und Fibroblasten bei der Wundheilung sowie die Migration von
Leukozyten innerhalb entziindlicher Prozesse essentielle biologischen Vorginge dar,

durch welche letztenendes die Unversehrtheit des Organismus gewéhrleistet wird.

Die resultierende Bewegung von Zellen wéihrend der Migration muf3 als Zusammenspiel
vieler extra- und intrazelluldrer Molekiile betrachtet werden, die alle mehr oder weniger

fest miteinander verbunden sind (siche Abb.17).
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Abb. 17  Verbindung zwischen ECM-Proteinen und dem Cytoskelett (aus 11
Biology*, Pollard, T.D. und Earnshaw, W.C!**1)

Erst eine regulierbare Bindung zwischen ECM-Molekiilen, Oberflachenrezeptoren,
Linker-Proteinen und Actin-Filamenten macht eine Bewegung der Zellen innerhalb des
Organismus moglich. Die Actin-Filamente gehdren zum Cytoskelett der Zelle und
polymerisieren intrazelluldr unter Mitwirkung von ATP und zweiwertigen Kationen wie
Ca®" und Mg*" zu elastischen Biindeln, die wieder in ihre Monomere abgebaut werden
konnen. Die Polymerisation der Actinfilamente verlduft am sogenannten ,,plus-Ende®,
welches immer zur Plasmamembran hin ausgerichtet ist, bis zu zehn Mal schneller ab
als am gegeniiberliegenden ,,minus-Ende“. Als Schnittstellen zur Verkniipfung der

Actin-Filamente mit der Zellmembran dienen kleine ,,Linker-Proteine* wie Vinculin
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oder Talin, welche das Cytoskelett unter anderem mit dem intrazelluliren Teil der

Integrine Verbinde

Bei der Migration bildet die Zelle einen Front-Bereich, der in Richtung der angestrebten
Migration liegt und actin-reich ist und eine actin-arme Riickseite (siche Abb.18). Diese
unterschiedliche Actin-Verteilung innerhalb der Zelle wird als Polarisation
bezeichne |E Im Front-Bereich bilden sich an der Plasmamembran durch die Actin-
Polymerisation Ausstiilpungen, die frei von Zellorganellen sind und je nach Gestalt als
Lamellipodia oder Filopodia bezeichnet werden. Lamellipodia haben eine breite, flache
und flachige Struktur, wihrend Filopodia diinne, zylindrische oder nadelférmige
Gebilde darstellen. Wihrend der Wanderung bewegen sich diese Membranstrukturen
vom Front-Bereich zur Riickseite der Zelle, indem sie durch die stetige Actin-
Polymerisation nach hinten geschoben werden. Integrine kommen ebenfalls gehduft an
der Front-Seite der Zelle vor, wo sie sogenannte ,,focal-adhesion-points“, komplexe
Zusammenschliisse aus diversen Adhdsionsmolekiilen bilden, die zum einen neue Zell-
ECM-Bindungen in Bewegungsrichtung kniipfen und zum anderen der Zelle einen
festen Halt an der Matrix verschaffen. An der Riickseite der Zelle werden hingegen die
Zell-Matrix Verbindungen, z.B. durch die Aktivierung von MMPs gelost. Aus der
Aktivierung intrazelluldrer Actin-Myosin-Einheiten, welche die Zelle zusammenzieht,
resultiert schlieBlich die kontraktile Bewegung der Zell zur Frontseite hin (s. Abb.
18).

Ablosen der Zell-Riickseite Bewegung

J

Frontseite

Lamedlipodium

Abb. 18  Mechanismus der Zellmigration[
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Obwohl eine Vielzahl an Resultaten, die zur Aufkldrung des Wanderungs-Mechanismus
beitrugen, aus zweidimensionalen in vitro Studien stammen geht man heute davon aus,
daB die grundlegenden Ereignisse einer dreidimensionalen in vivo-Situation
entspreche In vitro kann der EinfluB von Reagenzien auf die Migration heute in
sogenannten ,scratch-Assays®, in welchen die zweidimensionale Zellwanderung
beobachtet wird oder mit Hilfe sogenannter ,,Boyden-Invasion Chambers* beobachtet

werden (siche Abb. 19).

Zellkultureinsatz
g g

Matrigel- FCS-freies /
beschichtung Kulturmedium

Zellen

0,8 um PET-Membran

FCS haltiges Medium
(Chemotaxis)

Abb. 19  Boyden-Invasion Chamber

»ocratch Assays® machen eine Aussage liber die Wanderungsgeschwindigkeit von
Zellen in eine definierte Verwundung eines ansonsten intakten Zell-Monolayers.
»Boyden-Invasion Chambers* hingegen erlauben eine dreidimensionale Beobachtung
der Zellwanderung. Zur erfolgreichen Migration miissen die Zellen, chemotaktisch
gesteuert, aktiv eine sogenannte Matrigelschicht (= Mischung diverser ECM-Proteine)
verdauen und durchwandern und eine pordse Membran passieren um in ein
néhrstoffreiches Milieu zu gelangen Hemmen dabei Reagenzien essentielle
Oberflachenrezeptoren, matrixdegradierende Enzyme oder die Actin-Polymerisation, so

verbleiben die Zellen auf der Matrigel-Schicht und damit auf der ndahrstoffarmen Seite.
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4.7 Anti-metastatische Therapie

Etwa die Halfte aller auf Krebs zuriickzufithrenden Todesfille innerhalb der
entwickelten Welt sind durch das Metastasieren solider Tumoren Verursacht[ Bereits
bei der Diagnose des Primédrtumors haben sich hdufig Metastasen aus Lungen-, Brust-,
Magen-, Darm-, Blasen-, Prostata- und Hauttumoren so zahlreich innerhalb eines
Organismus ausgebreitet, dall eine vollstindige operative Entfernung der
Krankheitsherde nicht mehr moglich ist. Neben der lokalen Bestrahlung kleiner
Tochtergeschwiire bleibt Arzt und Patient meist nur eine systemisch wirkende
medikamentdse Behandlung, welche allerdings immer auch gesunde Zellen angreift und

daher mit zahlreichen Nebenwirkungen verbunden ist.

Die Entwicklung anti-metastatischer Medikamente, welche die Metastasierung
unterdriicken und selektive therapeutische Effekte auf Sekundirtumoren ausiiben,
bleibt somit von oberster Prioritit fiir die Pharmaforschung. Die Abschnitte 5.2 und 5.4
dieser Arbeit zeigen einige potentielle Angriffspunkte anti-metastatisch wirksamer
Substanzen, deren Entwicklung heute teilweise bis in den klinischen Bereich
fortgeschritten ist. Der folgende Uberblick soll die Wirkungsweise, den
Entwicklungsstand sowie die Problematik einiger antimetastatisch wirksamer

Substanzen reflektieren:

MMP-Inhibitoren (MMPI)

Die Inhibition von MMPs erscheint, wenn man die metatastische Kaskade betrachtet,
ein effektiver Ansatzpunkt zur Unterdriickung von Metastasen zu sein. Allerdings hat
sich im Laufe einiger klinischer Studien gezeigt, dal eine generelle Hemmung von
MMPs, aufgrund ihres unspezifischen Substratspektrums und ihrer daraus

resultierenden pro- und anti-metastatischen Wirkung keinen Sinn mach

Die meisten bisher in klinischen Studien verwendeten MMPIs sind peptidomimetische
Hydroxamat-Derivate. ,,Batimastat™ war der erste getestete Inhibitor, der die klinische
Phase III erreichte. Aufgrund seiner schlechten Wasserldslichkeit wurde Batimastat
intrapleural oder intraperitoneal verabreicht. Allerdings konnten selbst durch eine
intrapertitoneale Verabreichung, welche zudem abdominale Schmerzen verursacht,
keine ausreichenden Plasmaspiegel erreicht werden und die Weiterentwicklung wurde

schlieBlich eingestellt.
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Ein optimaler Plasmaspiegel zur vollstindigen Unterdriickung von MMPs des oral
verfiigbare Hydroxamats ,,Marimastat konnte aufgrund zahlreicher Nebenwirkungen
ebenfalls nicht erzielt werden, jedoch erhdhte sich die 2-jéhrige Uberlebensrate von
Patienten mit Magenkrebs erheblich. Fiir Glioblastome und Ovarialkarzinome zeigte
sich hingegen keine signifikante Verbesserung der Uberlebensrate. Neben einer
Optimierung fiir einen Einsatz bei Magenkrebs erfolgte eine Weiterentwicklung von
Marimastat zum Einsatz bei bereits entfernten Bauchspeicheldriisentumoren. Die
Erforschung einiger nichtpeptidischer MMPIs (BAY 12-9566, AG 3340) wurde
aufgrund ihrer schlechten Bioverfligbarkeit und mangelnder Effektivitit eingestellt.
Lediglich das D-Tryptophan-Derivat ,,S-3304 als Inhibitor von MMP-2, -8, -9, -12 und
—13, welches sich durch eine hohe Vertraglichkeit (2 x 800 mg/d) und eine Reduzierung
neugebildeter Tumorgefile auszeichnet, bleibt weiterhin in der klinischen
Untersuchung. Auch Naturstoffe, wie der Hai-Knorpel-Extrakt ,,AE-941° (Neavastat,
AEterna, Quebec City, Canada) zeigen MMP-inhibitorische Wirkung. Die
wasserloslichen Komponenten mit einer maximalen Molmasse von 500 kDa hemmen
MMP-1, -7, -9, -12 und —13 sowie die Neoangiogenese und haben die Phase III im
Einsatz gegen Nierenkrebs und Nicht-kleinzellige Lungentumoren erreicht

Zusammenfassend mul} der bisherige Einsatz von MMPIs kontrovers beurteil werden.
Aufgrund der Eigenart von MMPs eine Vielzahl von Proteinen als Substrate zu
erkennen fiihrt ihre Inhibition stets zu einer Beeintrdchtigung normaler biologischer
Funktionen. Insbesondere scheint das Gleichgewicht zwischen MMPs und ihren
physiologischen Inhibitoren (TIMPs) eine entscheidende Rolle zu spielen. MMPIs
zeigen somit bisher nicht nur positive Ergebnisse in der Krebstherapie, sondern es
konnte im Falle von Batimastat sogar das vermehrte Auftreten von Lebertumoren bei
Patienten, die gegen Brustkrebs oder Lymphome behandelt wurden, beobachtet werden.
Dennoch bleibt ihre weitere Erforschung in Labor und Klinik ein erfolgversprechender
Bereich, der mit der Erfahrung aus vergangenen Studien zu effektiveren und weniger

toxischen Substanzen fiihren wir

Integrin-Inhibitoren

Integrine erscheinen, durch ihre Funktion bei fast allen Schritten der Metastasierung, als

vielversprechende Targets einer anti-metastatischen Therapie. Etliche Integrine konnten
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bereits erfolgreich durch Antikdrper, Peptide oder Peptidomimetika inhibiert Werde
und einige der Substanzen befinden sich momentan in der klinischen Testung.

, Vitaxin® ist die humanisierte Form des Antikorpers ,,LM-609%, der gegen das Integrin
oP3 gerichtet ist und 1994 von D. Cheresh patentiert wurde. Zur Zeit wird der
Antikorper zu Behandlung von Leiomyosarkomen (malignen Tumoren der glatten
Muskulatur) in einer Phase II Studie untersucht. Eine weitere mogliche Anwendung,
welche aktuell in einer klinischen Phase I Studie getestet wird, findet er als anti-
inflammatorisches Therapeutikum bei rheumatoider Arthritis. ,,Cilengitide (EMD
121974)* (Merck, Darmstadt) ist ein RGD-Sequenz beinhaltendes Pentapeptid, welches
erstmals 2003, nach eindeutiger Diagnose von metastasierenden soliden Primértumoren,
eingesetzt wurd. Cilengitide inhibiert die Integrine o,f3 (ICso = 1 nM) und o, s
(ICso = 140 nM) ohne das innerhalb der Phase I-Studie eine dosislimitierende Toxizitdt
festgestellt werden konnte. In zukiinftigen Studien soll die antitumorale Wirksamkeit
der Substanz als FEinzelkomponente oder in Kombination gebrauchlichen

Chemotherapeutika getestet werden.

Wie in Abschnitt 5.2.2 beschrieben haben Integrine neben ihrer Funktion als
Adhisionsmolekiile noch die Aufgabe der transmembranen Signaliibermittlung. Daher
konnen Integrine nicht nur antagonistisch sondern auch agonistisch angesprochen
werden. Da Liganden (z.B. RGD) auflerdem héufig an mehrere Integrine binden
konnen, sind die systemischen Auswirkungen einer Integrininhibition allerdings schwer

vorherzusagen und miissen in den néchsten Jahren ausfiihrlich untersucht werden.
Sulfatierte Oligosaccharide

Heparin ist ein natiirlich vorkommendes polysulfatiertes Glycosaminoglycan (sieche
Abb. 12), welches heute standardmiBig als Antithrombin-III-Hemmer in der Klinik
eingesetzt wird. Bereits vor 70 Jahren wurde beobachtet, dal Heparin, neben seiner
antikoagulatorischen Wirkung, das in vitro Wachstum von Tumorzellen signifikant
verringerte. Jedoch erst vor 12 Jahren wurde man im Zusammenhang mit grof3en,
organisierten klinischen Studie wieder darauf aufmerksam, dafl die Substanz einen
EinfluB auf die Entwicklung von Tumoren hat. Innerhalb einer Thrombosestudie
konnte nachgewiesen werden, daf3 sich die Lebenserwartung von Tumorpatienten, die
mit niedermolekularem Heparin behandelt wurden, signifikant erhdhte (EF ahrestagung

der Gesellschaft fiir Thrombose und Hémostaseforschung e.V., 2002"' ). Seither ist
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Heparin wieder sehr viel ndher in das Blickfeld der Krebsforschung geriickt und seine
therapeutische Wirkung auf Tumoren wird heute wieder systematisch erforscht und
diskutie

,,P1-88 iein urspriinglich aus Hefezellen isoliertes Phosphomannopentose-sulfat,
dessen antimetastatische und antiangiogene Effektivitit zur Zeit in einer klinischen
Phase II Studie untersucht wird. Sein EinfluB auf die Aktivitit von
matrixdegradierenden Heparanasen und verschiedenen Wachstumfaktoren konnte
bereits in vitro nachgewiesen werden Der Vorteil dieses und anderer therapeutisch
wirksamer niedermolekularer Saccharidmimetika gegeniiber Heparin, liegt in der
erhohten Homogenitét der Molekiile, ihrer verminderten antikoagulatorischen Wirkung

sowie ihrer oralen Verfligbarkeit.
Diese Aspekte, sowie die allgemein geringe Toxizitdt der Saccharide machen sie neben
MMPIs und Integrin-Inhibitoren zu vielversprechenden Kandidaten in der zukiinftigen

antimetastatischen Therapie.
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5 Aufgabenstellung

In dieser Arbeit soll das Potential synthetischer Saccharidmimetika verschiedene
Schritte der metastatischen Kaskade in vitro zu inhibieren getestet werden. Als in vitro
Model werden hierzu murine und humane Melanomzellen verwendet, die sich in ihrer
Entwicklungsstufe zum malignen Melanom und damit in ihrem metastatischen Potential

voneinander unterscheiden.

Zunichst soll der Einflul saccharidhaltiger Konjugate auf die Adhésion der Zellen an
verschiedene Proteine der extrazelluldren Matrix (ECM) getestet und ihr Target auf der
Zelloberfliche bestimmt werden. Das durch diese Versuche erfolgende Screening einer
Bibliothek von Saccharidmimetika soll geeignete nicht toxische Strukturen liefern,
welche dann auf ihr Potential untersucht werden sollen sowohl die Aktivitit ECM-
degradierender Matrix-Metalloproteinasen (MMP) als auch die Migration der Melanom-
Zellen zu inhibieren. Weiter soll anhand moderner Invasions-Assays gezeigt werden, ob
die ausgewihlten Saccharidmimetika in der Lage sind Melanom-Zellen am

Durchwandern einer synthetischen extrazelluldre Matrix zu hindern.

Die Arbeit soll dazu dienen das Potential von Saccharidimetika als Therapeutika
innerhalb einer antimetastatischen Behandlung einzuschétzen. Sie stellt die Grundlage
erster praklinischer in-vitro Untersuchungen dar und soll eine Aussage dariiber machen,
ob die Leitstruktur der Substanzbibliothek durch Verdnderung ihrer funktionellen
Einheiten in der Weise optimiert werden kann, da3 eine Testung einzelner Substanzen

in vivo praktikabel wird.



Experimenteller Teil 58

6 Experimenteller Teil

6.1 Zellkultur Allgemein

6.1.1 Passagieren der Zellen
Die adhdrent wachsenden Zellen wurden ein bis zwei Mal pro Woche mit Hilfe von

Trypsin (PAA Laboratories GmbH, Colbe) abgeldst, verdiinnt und in eine neue
Zellkulturflasche tiberfiihrt. Dazu wurde zunichst das liberstehende Medium abgezogen
und der Zellrasen ein Mal mit 10 ml PBS-Losung gewaschen. Der Zellrasen wurde mit
2 ml Trypsin-Losung (0,025% Trypsin, 0,02% EDTA in PBS) bedeckt, das Trypsin
sofort wieder abgezogen und die Zellen nach etwa 5-10 min vom Boden der Flasche
abgeklopft. Die Zellen wurden in 10 ml frischem Kulturmedium suspendiert, die
Zellzahl mittels Neubauer Zahlkammer (Abb.20) bestimmt und die bendtigte Menge
Zellen in eine neue Flasche ausgesit. Kulturflaschen mit einer Fliche von 75 cm® (BD
Falcon™, Heidelberg) wurden dabei mit insgesamt 30 ml Medium befiillt,
Kulturflaschen mit einer Fliche von 25 c¢m® (BD Falcon™, Heidelberg) mit 10 ml

Medium.

6.1.2 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer
Ein Aliquot der Zellsuspension wurde im Verhéltnis eins zu eins mit Trypan-Blau

(Biochrom, Berlin) gemischt und vorsichtig unter das Deckgldschen einer Neubauer-

Zéhlkammer pipettiert (siche Abb. 20)

Abb. 20  Neubauer Zihlkammer
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Die Zellen in jeweils 4 x 4 Quadraten der Zahlkammer wurden gezihlt, wobei zwischen
lebenden (ungeféarbten) und toten (blau gefarbten) Zellen unterschieden wurde. Aus vier
Werten wurde ein Mittelwert gebildet und die Zellzahl/ml nach folgender Formel

bestimmt:

Zellen/ml = m"*v*K

wobei: m’= Mittelwert

v = Verdiinnungsfaktor
K = 1x10*= Konstante der Zihlkammer

6.1.3 Kultivierung der Zelllinien B16F1 und B16F10

Medium fiir B16F1 und B16F10
Inhaltsstoffe:

DMEM Medium mit 4,5 g/l Glucose, 3,7 g/l NaHCOs , 1-Glutamin- und Pyruvat-frei
(Biochrom, Berlin),

4 mM L-Glutamin (PAA Laboratories GmbH, Colbe) sterilfiltriert (10 ml einer 200 mM
Stammlosung ad 500 ml Medium),

10 % fotales Kélber-Serum (FCS) (PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach),

Lot-No. P222401 bzw. P222501

10 ml der 200 mM L-Glutamin-Stammldsung wurden iiber einen 2 um Sterilfilter in das
DMEM-Medium gegeben, bevor 50 ml des Mediums gegen die gleiche Menge FCS
ausgetauscht wurden. Das FCS war zuvor 1h bei 60°C hitzeinaktiviert, aliquotiert und
bei —20°C gelagert worden. Bei Gebrauch wurde es aufgetaut und sterilfiltriert. Nach

Erwédrmen des Mediums auf 37°C war dieses gebrauchsfertig.

Beide Zellinien stammen von der ATCC® (Manassas, VA, USA). Sie wurden zwei Mal

pro Woche mittels Trypsin abgelost und in eine neue Zellkulturflasche iiberfiihrt. Fiir
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einen dreitigigen Rhythmus wurden 2*10° Zellen, fiir einen viertigigen 1*10° Zellen

ausgesat.

Beide Zelllinien haben zeitweise die Eigenschaft nach drei bis vier Tagen Wachstum
Melanin zu exprimieren und ins Medium abzugeben. Dieses farbt sich somit tietbraun

bis schwarz.

6.1.4 Kultivierung der Zelllinien WM-115 und WM-266-4

Medium fiir WM-115 und WM-266-4

Inhaltsstoffe:

MEM-Medium mit Earles Salzen (Biochrom, Berlin),

2 mM L-Glutamin sterilfiltriert (5 ml einer 200 mM Stammldsung ad 500 ml Medium),
10 % FCS (PAN™ Biotech GmbH, Aidenbach), Lot-No. bzw. P222501,

1 mM Na-Pyruvat (5Sml 100 mM Stammlésung ad 500 ml Medium) (Biochrom, Berlin)

0,1 mM nicht essentielle Aminoséuren (NEA) (Biochrom, Berlin) (0,5 ml einer 100 mM

Stammlosung ad 500 ml Medium),

0,325 g NaHCO:s Feststoff (Biochrom, Berlin)

325 mg NaHCO; wurden in den, zuvor vereinigten Stammlosungen des L-Glutamins,
des Na-Pyruvats sowie der NEA gelost und durch einen 0,2 pum Sterilfilter in das
MEM-Medium filtriert. Nach kriftigem Mischen wurden 50 ml des Mediums
abgenommen und durch 50 ml hitzeinaktiviertes und sterilfiltriertes FCS ersetzt. Nach

Erwdrmen des Mediums auf 37°C war dieses gebrauchsfertig.

Beide Zellinien stammen von der ATCC® (Manassas, VA, USA). Sie wurden ein Mal
pro Woche mit Trypsin abgeldst und umgesetzt. Dazu wurden jeweils 1 Million Zellen
in 30 ml Medium in eine 75 cm? Flaschen tiberfiihrt. Nach 48h Wachstum wurden 2/3

des verbrauchten Mediums durch frisches Medium ersetzt.
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Da stets ein Teil der WM-266-4 Zellen vital im Medium schwamm wurde das
iiberstehende Medium abgezogen und die Zellen bei 120 g, 8 min abzentrifugiert. Das
verbrauchte Medium wurde verworfen, die Zellen wurden in frischem Medium

resuspendiert und anschlieend der iibrigen Kultur wieder zugefiihrt.
Sonstige Wachstumsbedingungen:

WM-115: Wachstumstemperatur: 34,5°C, bei 5% CO,
WM-266-4  Wachstumstemperatur: 37°C, bei 5% CO,

6.1.5 Einfrieren von Zellen
Zur Lagerung der Zellen wurden diese eingefroren. Dazu wurden die adhirent

wachsenden Zellen mittels Trypsin vom Boden der Kulturflasche abgeldst und ihre
Zellzahl mittels Neubauer-Zihlkammer bestimmt. Die Zellen wurden bei 120 g, 8 min.
abzentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in ihrem jeweiligen Medium,
welches ein Anteil von 10% DMSO (Sigma, Taufkirchen) enthielt, resuspendiert.
Aliquote von 1-2*10° Zellen/ml Einfriermedium wurden in sterile Cryordhrchen
iiberfilhrt und entweder im Isopropanol-Bad oder im Cryo-Automaten mit einer

Temperaturdifferenz von AT = 1°C/min eingefroren.

Die Zellen wurden bei —190°C in fliissigem Stickstoff oder bei —80°C im
Tiefkiihlschrank gelagert.

6.1.6 Auftauen von Zellen
Cryordhrchen mit einer Zellsuspension von 1-2x10° Zellen/ml wurden aus dem

Tiefkiihlschrank genommen und umgehend in ein 37°C warmes Wasserbad gestellt, um
ein ziigiges Auftauen der Zellen zu gewihrleisten. Nach Auftauen der Suspension
wurde diese mit einer Pipette in 9 ml vorgewédrmtes Ndhrmedium {iiberfithrt und die
Zellen 1x bei 120g, 8 min. abzentrifugiert. Das iiberstehende, DMSO-haltige Medium
wurde abgenommen und verworfen. Die Zellen wurden in 10 ml Nihrmedium
resuspendiert und in eine kleine Zellkulturflasche (A=25cm?) iiberfiihrt. Die jeweiligen
Zellen wurden unter den spezifischen Kulturbedingungen inkubiert, bis die Zellen einen
konfluenten Monolayer bildeten. Nach zweimaligem Passagieren der Zellen wurden

diese erstmals fiir weiterfithrende Versuche eingesetzt.



62 Experimenteller Teil

6.1.7 Mykoplasmentest
Um sicher zu gehen, da die Kultur der jeweiligen Zelllinie keine

Mykoplasmeninfektion aufweist wurde eine DNA-Farbung mit 4',6-Diamidino-2-

phenylindol (DAPI) (Molecular Probes, Leiden, Niederlande) gewihlt.

Hierzu wurden autoklavierte Deckglidschen in die wells einer 6-well Platte gelegt, mit
einigen Tropfen FCS-haltigem Kulturmedium {iberschichtet und die Losung antrocknen
gelassen. 5x10* Zellen wurden in einem Tropfen Kulturmedium auf das Deckglischen
pipettiert und 5 min antrocknen gelassen bevor das Deckgldaschen vorsichtig mit 5 ml
Kulturmedium iiberschichtet wurde. Nun wurde die Platte unter den {iblichen
Bedingungen solange kultiviert, bis die Zellen zu 75 % konfluent waren. Fiir die
Féarbung wurde das Medium abgenommen, die Zellen 1x mit PBS gewaschen und fiir 15
min mit einer Fixierlosung aus MeOH:HAc, 4:1 {iberschichtet. Gereinigte Objekttrager
wurden fiir die gleiche Zeit in der Fixierlosung gewaschen.

Nun wurden die Deckglédschen aus der Fixierlosung genommen und an der Luft
getrocknet bevor sie flir 2-4 min mit der DAPI-Losung (1pg/ml in PBS) iiberschichtet
wurden. Das Prédparat wurde drei Mal mit HyO pigest gewaschen, an der Luft getrocknet
und mit den Zellen nach unten auf einen Objekttrager gelegt. Als Deckmittel wurde
stets ein Tropfen Elvanol verwendet.

Die Auswertung erfolgte visuell am Floureszenzmikroskop bei einer Extinktion von 353
nm. Hierbei ist ein Befall der Kultur mit Mykoplasmen durch die Floureszenz der
Mykoplasmen-DNA erkennbar, die sich auBlerhalb des Kernbereichs der kultivierten
Zellen befindet. Das Priparat gleicht bei starkem Mykoplasmen-Befall einem klaren

Sternenhimmel.

6.1.8 Adhasions-Assay

Puffer und Losungen

Adhésions-Puffer fiir Fibronectin und Laminin:
1% BSA in PBS, ImM Ca*", ImM Mg*"

Adhisions-Puffer fiir Fibrinogen und Vitronectin:

1% BSA in PBS, ImM Mn*"
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Assay-Medium: serumfreies Kulturmedium:

0,25 mM Mn*", 0,1% BSA, 1 mM HEPES

Durchfiihrung

Die wells einer flexiblen 96-well Platte (Falcon®, Becton Dickinson, Heidelberg)
wurden mit je 50 ul der ECM- Proteinlosung befiillt und abgedeckt {iber Nacht bei 4°C
gelagert. Aus Vorversuchen ergaben sich fiir die verschiedenen ECM-Proteine folgende

Protein-Mengen pro well:

ECM-Protein Hersteller Menge pro 50 pl
Fibronectin , Maus Invitrogen, Karlsruhe 0,5ug
Fibronectin, human Invitrogen, Karlsruhe 0,5ug
Fibrinogen, human Calbiochem, Darmstadt 0,5ug
Vitronectin, Maus ICN Biomedicals, Eschwege 0,5ug
Laminin, Maus Invitrogen, Karlsruhe Ipg

Tab. 2. Proteinmenge verschiedener ECM-Proteine pro well zum Beschichten der

Platten

Am ndchsten Morgen wurde die Platte vorsichtig auf einem Stiick Haushaltspapier
ausgeklopft. Zum Blockieren unspezifischer Bindungsstellen wurden die wells
anschlieend mit 200 ul Adhédsions-Puffer befiillt und eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Die benoétigte Anzahl an Zellen wurde 48 h vor dem Versuch in einer kleinen
Zellkulturflasche (A=25 cm?) ausgesit und 16 h vor Versuchsbeginn mit 80 ul Methyl-
[*H]-Thymidin (Hartmann Analytic, Braunschweig) versetzt (Richtwert fiir die
Radioaktive Markierung: 20 pCi/ 1*10° Zellen/ ml Medium). Nach 16 h Inkubation bei
37°C und 5% CO; wurden die Zellen mit 0,05 %-iger EDTA-LSsung abgelost, drei Mal
mit Assay-Medium gewaschen und ausgezihlt. Die bendtigte Anzal an Zellen wurde in
einem Eppendorf-Cup abzentrifugiert und in dem passenden Volumen der jeweiligen

Testsubstanz, welche zuvor in Assay Medium gelost worden waren, resuspendiert.
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Parallel wurde eine Eichgerade fiir die aufgenommene Radioaktivitidt der Zellen in
Abhinigkeit ihrer Anzahl aufgenommen. Die Zellen wurden in einem Eppendorf-Gefal3
bei optimaler Wachstumstemperatur in einem temperierbaren Schiittler (Model
»Thermomixer compact”, Eppendorf, Hamburg) bei 1000 rmp inkubiert. 30 ul der
Zellsuspension (entspricht 5*10* Zellen) wurden in die zuvor beschichtete Platte
pipettiert und nochmals 1h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nicht anhaftenden
Zellen wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS entfernt und die adhdrenten Zellen
wurden unter dem Mikroskop visuell ausgewertet. Zur exakten Quantifizierung wurden
die einzelnen Wells nun mit einer Schere auseinandergeschnitten und in
Szintillationsrohrchen iiberfiihrt. Die Vials wurden mit 5 ml Szintillationslosung
(ULTIMA GOLD XR, Packard Bioscience, Groningen, Niederlande) befiillt und nach
kriftigem Schiitteln im Fliissig-Szintillator (Tri-Carb” , Liquid Scintillator Analyzer,
Modell 2200CA, Packard Instrument Company, Downers Grove, IL, USA) vermessen.
Ein Aliquot der, mit den Testsubstanzen inkubierten Zellen wurde am Ende des

Versuchs mittels Trypan-Blau auf seine Vitalitit gepriift.

Auswertung

Die Anzahl adhidrenter Zellen wurde liber die Steigung der Eichgeraden aus dem
Mittelwert der vierfach bestimmten Proben errechnet. Als Fehler wurde die

Standardabweichung angegeben.

Als Darstellungsformen in den erstellten Siulendiagrammen wurde entweder ,.der

Protzentuale Anteil der maximal moglichen Adhésion welcher sich wie folgt errechnet

9% der Adhision :( Anzahl adharenter Zellen ].1 00

Zahl der ausgesiten Zellen

gewdhlt oder die ,,Adhision relativ zu Kontrolle®, welche sich aus

o -
Adhésion relativ zur Kontrolle = ( %der Adhasion der Probe J

% der Adhésion der Kontrolle
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ergibt. Zur Fehlerdarstellung der ,,Adhédsion relativ zu Kontrolle* wurde die Methode

nach Bishop et all”? verwendet, bei welcher sich der Fehler aus

2
Stabw.[MW Xj = \/ 1 > ! [Stabw. (X)]2 + MW (X)] T ! [Stabw. (Y)[
MWY ) [ MW(Y) ny MW(Y)]" n,
wobel
X = behandelte Zellen
Y = unbehandelte Kontrolle

Stabw. = Standardabweichung
MW = Mittelwert
n = Anzahl der einbezogenen Werte

ergibt.
Die Standardabweichung der Kontrolle geht somit in die Fehlerdarstellung der

Ergebnisse ein.

6.1.9 Zymographie zum Nachweis von MMP-Aktivitat
Unter der Zymographie versteht man eine Methode zum Nachweis von Gelatinase-

Aktivitidt in serumfrei konditioniertem Zellkultur-Medium (SFCM). Gelatinehaltige
Elektrophorese-Gele, in welchen Proteingemische unter nichtreduzierenden
Bedingungen aufgetrennt werden und die proteolytische Aktivitit von MMP-2 bzw.
MMP-9 nach Renaturierung der Enzyme durch Abbau der Gelatine nachgewiesen
werden, dienen hierbei der Visualisierung gelatinefreier Banden nach Coomassie-

Férbung.

Durchfiihrung:

Etwa 1*10° Zellen wurden in einer kleinen Zellkulturflasche (A=25 sz) unter iiblichen
Bedingungen ausgesit und 24 h wachsen gelassen. Das serumhaltige Kulturmedium
wurde abgenommen und der Zellrasen drei Mal mit serumfreiem Medium gewaschen.

Die Zellen wurden daraufhin ca. 24 - 48 h unter serumfreien Bedingungen kultiviert,
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wobei einigen Proben Saccharidmimetika zugesetzt wurden, um eine MMP-Aktivitét zu
beeinflussen. Nach der gewiinschen Inkubationszeit wurde das gesammte SFCM
abgenommen und bei 125 g, 8 min zentrifugiert, um etwaige Zelltrimmer abzutrennen.
Nun wurde der Proteingehalt des Mediums mittels Micro-Lowry bestimmt und das
Medium mittels SDS-PAGE unter nichtreduzierenden Bedingungen aufgetrennt. Die
Elektrophorese wurde in einer SE 260 Mighty Small II (Ho6fer/Pharmacia)
Elektrophoresekammer durchgefiihrt. Die Gele haben hierbei eine Grofle von 10 x 10.5
cm und sind 0,75 mm dick.

Das 7,5 %ige SDS-Gel mit 0,1 % Gelatine (Sigma, Taufkirchen) wurde analog einem
SDS-Gel (Laemmli, 1970) gegossen, wobei die Gelatine bei 60°C in der bendtigten

Menge Wasser gelost wurde bevor die restlichen Komponenten zupipettiert wurden.

Zusammensetzung der Gele (ausreichend fiir 2 Gele):

Trenngel (7,5 %):

10 mg Gelatine

5,0 ml H,O

1,9 ml 40 %ige Bisacrylamid—Stammlsg. (Sigma, Taufkirchen)

2 ml 5-fach Trenngelpuffer

1 ml 1 % (w/v) SDS-Lsg. (Sigma, Taufkirchen)

100 pl 10 % (w/v) Ammoniumperoxidisulfat — Lsg. (Merck, Darmstadt)
10 pl TEMED (Sigma, Taufkirchen)

Sammelgel (3 %), gelatinefrei:

3,4 ml H,O

600 pl 40 %-ige Bisacrylamid—Stammlsg.

1,5 ml 4-fach Sammelgelpuffer

600 ul 1 % (w/v) SDS — Lsg.

60 ul 10 % (w/v) Ammoniumperoxidisulfat — Lsg.
6 ul TEMED

benotigte Losungen und Puffer:

1 % (w/v) SDS Losung
10 % (w/v) Ammoniumperoxidisulfat Lsg
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Sammelgelpuffer 4-fach:

12g  TRIS Base (Sigma, Taufkirchen)
96 ml 1 M HCI
ad 200 ml mit H,O, pH 6,8 (HCI)

Trenngelpuffer 5-fach:

45,4 ¢ TRIS Base
60 ml 1M HCI
ad 200 ml mit H,O, pH 8,8 (HCI)

Probenpuffer 2-fach:

200 mg SDS

lg Glycerin

1 % (w/v) Bromphenolblaulosung
ad 10 ml mit H,O

Laufpuffer 10-fach:

30,3 g TRIS Base

144 g Glycin

10g SDS

ad 1000 ml mit H,O, pH 8,3 (HCl)

Waschpuffer:
2,5 % (w/v)  Triton-X-100

Puffer zum Entwickeln des Gels:

6,05 g TRIS Base

8,766 g NaCl

1,47 g CaCl,

20ml 1 % (w/v) Brij 35 Losung (Sigma, Taufkirchen)
ad 1000 ml mit H,O, pH 7,6 (HCI)
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Coomassie Farbelosung:

0,1 % (w/v) Coomassie Serva blue R (Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe)
in 45 % (v/v) Ethanol und 10 % (v/v) Essigséure

Entfirbelosung:

10 % (v/v)  Methanol
10 % (v/v)  Essigsdure

Die Mischung fiir das Trenngel wurde nach Zugabe der beiden Starter APS und
TEMED ziigig zwischen zwei senkrecht stehende Glasplatten pipettiert und mit Wasser
iiberschichtet. Nach ca. 15 min war das Gel auspolymerisiert, so da3 nach Entfernen des
Wassers das Sammelgel gegossen werden konnte. In dieses wurde ein Kamm

geschoben, der Platz fiir die spéteren Probentaschen aussparte.

Nach ca. 30 min konnte der Kamm aus dem polymerisierten Gel gezogen werden und
die Taschen wurden umgehend mit Wasser nachgespiilt, um ein Nachpolymerisieren zu
vermeiden. Die Platten wurden in die Laufkammer eingesetzt und umgehend mit 1 x
Laufpuffer gefiillt. Proben des Mediums mit gleichem Proteingehalt wurden mit dem
gleichen Volumen Probenpuffer gemischt und in die Probentaschen des Gels pipettiert.
Die angelegte Spannung fiir eine Trennung lag zwischen 120 und 150 V. Beendet
wurde die Elektrophorese, wenn der Markerfarbstoff etwa 1 mm vor dem unteren Rand

der Glasplatten angekommen war.

Daraufhin wurden die Gele vorsichtig von den Glasplatten entfernt und zwei Mal fiir je
15 min mit Waschpuffer auf einem Taumler gewaschen. Nach weiterem viermaligen
Waschen mit VE-Wasser unter Schiitteln wurden die Gele bei 37°C im Brutschrink fiir
24-26 h in Entwicklungspuffer inkubiert bevor sie fiir ca. 20 min mit Coomasie-Blue R
250 (0,1 %) gefarbt wurden. Das Entfirben der Gele erfolgte mit
Methanol:Essigsdure:Wasser (1:1:8). Auch diese beiden Farbeschritte erfolgten unter

Schiitteln auf einem Taumler.

Die proteolytische Aktivitit der Gelatinasen war nun anhand farbloser Banden auf
einem ansonsten tiefblau gefdrbten Gel sichtbar. Die Qualitdt der Gele konnte durch

mehrtigiges Waschen in VE-Wasser noch verbessert werden. Die Gele konnten durch
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Scannen und anschlieBender Bildbearbeitung ausgewertet und durch Trocknen (1h bei
50°C) konserviert werden. Das Molekulargewicht der Banden wurde durch Auswertung
des parallele getrennten Weight Markers ,,Sigmamarker Low Range, 6,5-66 kDa“
(Sigma, Taufkirchen) ermittelt.

6.1.10 Proteinbestimmung
Zur Proteinbestimmung wurde die Methode nach Lowry verwendet.

Ein geeignetes Probenvolumen wurde ad 200 pl mit HyO pigess verdiinnt und mit 1 ml

Solubilisations-Reagenz versetzt. Dieses setzte sich aus folgenden Ldsungen

zusammen:
2 %-ige K-Na-Tartrat Losung: 1 g K-Na-Tartrat in 50 ml HO p;gest.

1 %-ige CuSO4 * 6 H,O Losung: 0,5 g CuSO4* 6 H,0 in 50 ml H,0 pjiges.
2 %-ige Na,CO3 Losung: 20 g Na,COs3 in 11[0,1 M] NaOH

Das Reagenz wurde kurz vor dem Losen der jeweiligen Proben zusammen pipettiert:

0,5 ml 2 %-ige K-Na-Tartrat Losung,
0,5 ml 1 %-ige CuSO4* 6 H,O Losung,
ad 50 ml mit 2 %-ige Na,CO; Losung.

Es war darauf zu achten, dafl das K-Na-Tartrat in etwas Na,COj; vorgelegt wurde bevor
das CuSO4 zupipettiert und auf das gewiinschte Volumen mit dem restlichen Na,COs3

aufgefiillt wurde, da sich sonst ein Niederschlag aus Cu(OH); bildete.

Nach 15 min war das Protein gelost und konnte mit 100 pul Folin-Lésung (1 ml Folin
Cioculteus Phenol Reagenz (Merck, Darmstadt) + 1,5 ml HyO pigest) versetzt und gut

geschiittelt werden.

Parallel zu den Proben wurde eine Eichgerade aufgenommen, welche als definierte

Proteinmenge 400 pg BSA (Sigma, Taufkirchen) pro 1 ml 0,1 M NaOH beinhaltete.
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Als Standardproben wurden folgende Losungen verwendet:

10 pg BSA = 25 pl Standardlosung ad 200ul mit HyO pigest
20 pg BSA = 50 pl Standardlosung ad 200u] mit HyO pigest
30 ug BSA =75 ul Standardldsung ad 200ul mit HyO pigest
40 pg BSA =100 pul Standardldsung ad 200ul mit HyO pigest
50 ng BSA = 125 pl Standardlosung ad 200pl mit HyO pigest

Jeder Wert wurde dreifach bestimmt und die Messung erfolgte nach 30 min im

Photometer bei einer Wellenldnge von 600 nm.

Nach Berechnung der Geradengleichung der Eichgerade konnte die Proteinmenge der

jeweiligen Probe berechnet werden.

6.1.11 Western Blot
Zur Identifikation der gelatinolytisch aktiven Banden aus der Zymographie wurde ein

Wester Blot durchgefiihrt.
Hierzu wurden je 5x10° Zellen der Zelllinien WM-115 und WM-266-4 in einer

Kulturflasche mit 25 cm? Grundfliche ausgesdt und 48 h unter den jeweiligen
Kulturbedingungen inkubiert. Das serumhaltige Medium wurde daraufhin abgenommen
und durch serumfreies Medium ersetzt, bevor die Zellen erneut 48 h inkubiert wurden.
Nun wurde das iiberstehende Medium erneut abgenommen, die Zelltrimmer
abzentrifugiert und SFCM mittels SDS Gelelektrophorese aufgetrennt. Das
Molekulargewicht der Banden wurde durch parallele Trennung des Molecular Weight
Markers (Sigmamarker Low Range, 6,5-66 kDa, Sigma, Taufkirchen) ermittelt. Bei
dem Gel handelte es sich um ein 7,5 %-iges Gel, welches, wie in Abschnitt 7.1.9

beschrieben, aber ohne den Zusatz von Gelatine hergestellt wurde.

Parallel zu der Trennung wurde ein Zymogramm mit equivalenten Proben unter
gleichen Bedindungen getrennt und anschlieend wie oben beschrieben entwickelt. Das

gelatinefreie Gel wurde dem Western Blot unterzogen:
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benotigte Losungen und Puffer
Blockierungspuffer:

26,3 g Milchpulver in 500 ml PBS

Waschpuffer:
0,1 % TWEEN 20 in PBS

Blotpuffer:

855¢ Glycin
3,03 ¢ TRIS Base
MeOH 100 ml

ad 1000 ml mit H,O, pH 8,9
0,5 % HSA (humanes Serumalbumin) in PBS:
1 ml HSA 20 % ad 40 ml mit PBS

priméirer Antikorper:

Maus anti-MMP 2 (Chemicon, MAB 13431)
1:1000 verdiinnt in 0,5 % HSA in PBS

sekundirere Antikorper:

Kaninchen anti-Maus gekoppelt mit alkalischer Phosphatase (DAKO, Glostrup,
Dénemark)

1:500 verdiinnt in 0,5 % HSA in PBS

Substratlosung:

BCIP/NBT-Blue (Sigma, Taufkirchen)

Fir den Blot wurde eine Apparatur der Firma Hoefer (San Francisco, California),
Model ,,Transphor Electrophoresis Unit TE 22“ benutzt. Zunichst wurden die
Schwamme, das Filterpapier und das zugeschnittene Nitrocellulose-Papier (Schleicher
& Schuell, Dassel) in Blotpuffer eingeweicht und schlielich zusammen mit dem Gel in

folgender Reihenfolge in das Sandwich gelegt:



72 Experimenteller Teil

1: weilles Gitter, 2: Schwamm, 3: Filterpapier, 4: Nitrocellulose-Papier, 5: Gel, 6:

Filterpapier, 7: Schwamm, 8: schwarzes Gitter

Die Blottkammer wurde mit Blotpuffer befiillt und das Sandwich so in die Blotkammer
eingeschoben, daB das weiBe Gitter zur Anode zeigte. Die Ubertragung auf die
Nitrocellulose erfolgte innerhalb einer Stunde bei 150 V und 500 mA. Nun wurde das
Nitrocellulose Papier vorsichtig aus dem Sandwich genommen, 30 min mit
Blockierungspuffer gewaschen und iiber Nacht bei Raumtemperatur in 20 ml der

primdren Antikorper-Losung geschiittelt.

Am nichsten Morgen wurde die Losung abgenommen, die Nitrocellulose vier Mal mit
Waschpuffer gewaschen und weitere 4 h in wiederum 20 ml der sekundirern
Antikorper-Losung geschiittelt. Nach Entfernen der Losung wurde drei Mal mit
Waschpuffer und drei Mal mit H;O gewaschen, bevor 20 ml der Substratlésung auf die
Nitrocellulose gegeben wurde. Die Fiarbung erfolgte, bis die Banden deutlich sichbar

und dennoch gut vom Hintergrund zu unterscheiden waren.

6.1.12 Migrations-Assay
5x10° Zellen wurden in ein well einer 12-well Platte ausgesit und unter den

zellspezifischen Kulturbedingungen 24 h anwachsen gelassen. Zur Beobachtung der
Migration wurde nun mit der Spitze eines 100 ul Eppendorf-Tips eine Wunde in einen
etwa zu 90 % konfluent gewachsenen Zellrasen geritzt. Abgeloste Zellen wurden durch
dreimaliges Waschen mit serumfreiem Medium aus der Wunde gespiihlt und eine
Saccharidmimetika enthaltende Losung in serumhaltigem Medium wurde auf die Zellen
gegeben. Die Zellwanderung in die Wunde des ansonsten intakten Zellrasens wurde mit
Hilfe eines Mikroskops (Leica, Leitz DM IL, Bensheim) beobachtet und anhand von

Fotoaufnahmen in Zeitintervallen von 2 h, 4 h, 8 h und 24 h dokumentiert.

6.1.13 Zytotoxizitat
Die Bestimmung der Zytotoxizitit der getesteten Saccharidmimetika erfolgte mittels

Proteinfarbung durch den Farbstoff Sulforhodamin B (SRB, Sigma, Taufkirchen).

Dieser farbt zuvor fixierte Membranproteine adhédrent wachsender Zellen an und kann,
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nach alkalischem Wiederablosen des Farbstoffs bei 546 nm direkt im Photometer

vermessen werden.

benotigte Losungen und Puffer:
Fixierlosung:

95% Ethanol, 5% Essigsédure

SRB-Losung:

0,4% Sulforhodamin B-Ldsung in 1% Essigsédure

Ablose-Reagenz :
10 mM TRIS pH 10,5

Fiir den Zytotoxizititstest wurden die adhdrent wachsenden Zellen in verschiedenen
Konzentrationen in die wells einer 96-well Platte pipettiert und 24 h unter den
zellspezifischen Kulturbedingungen inkubiert. Nachdem die Zellen innerhalb eines
Tages fest angewachsen waren wurde das Medium gegen Medium ausgetauscht, in
welchem die zu untersuchenden Saccharidmimetika in verschiedenen Konzentrationen
gelost waren. Nach der gewlinschten Inkubationszeit wurden die Zellen unter dem
Mikroskop auf ihre Vitdlitdt tiberpriift und das Medium mitsamt nicht-adhédrenten
Zellen vorsichtig abgezogen. Adhérente Zellen wurden nach Zugabe von 100 pl
Fixierlosung innerhalb von 5 min bei —20 °C am Boden der Wells fixiert, bevor die
Platte fiinf mal mit Leitungswasser gewaschen und trocknen gelassen wurde. Nun
wurden 100 pl SRB-Losung auf die fixierten Zellen gegeben und die Platte 30 min im
Dunkeln bei RT stehen gelassen. Das Abspiihlen nicht gebundenen Farbstoffs erfolgte
durch Waschen mit 1%iger Essigsdure, bis die Losung klar erschien. Die Platte wurde
auf Zellstoff ausgeklopft, an der Luft trocknen gelassen und das SRB nach Zugabe von
100 pl TRIS-Puffer innerhalb von 5 min unter Schiitteln wieder aus den Proteinen
herausgelost. Die Messung der Extinktion der rosafarbenen Losung erfolgte bei 546 nm
mittels Spektralphotometrie (pQuant, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, VER,
USA).
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6.1.14 DurchfluRzytometrie
Der Nachweis verschiedener Oberflachenstrukturen auf den Zelllinien WM-115 und

WM-266-4 erfolgte durch floureszenzmarkierte Antikorperfarbung mit anschlieBender
Detektion am DurchfluBzytometer (FACS).

Hierzu wurden die Zellen zundchst mit Hilfe von EDTA vom Boden ihres
KulturgefdBes abgeldst, abzentrifugiert und mit einer 1:1000 Verdiinnung des primiren
Antikorpers in PBS 1h bei 4 °C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Nun wurden die
Zellen erneut abzentrifugiert, 3 mal mit PBS gewaschen und in einer 1:100 Verdiinnung
des sekundiren Antikorpers in PBS nochmals eine Stunde unter den oben genannten
Bedingungen inkubiert. Nicht fest gebundener Antikorper wurde wiederum durch
dreimaliges Waschen mit PBS von den Zellen gespiilt, bevor diese mit einer Dichte von

ca. 1¥10° Zellen/ml in PBS resuspendiert und am FACS vermessen wurden.
Bei dem verwendeten Durchfluzytometer handelte es sich um ein das Model

»FACSCALIBUR® der Firma BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland).

Eine Probe der mit beiden Antikdrpern inkubierten Zellen wurde, stets vergleichend zu
Zellen,die mit jeweils nur einem der beiden Antikorper und zu Zellen, die ganz ohne

Antikorper inkubiert wurden, vermessen.
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Oberflachenantigen Primédrer Antikorper Sekundirer Antikorper

Integrin o3 MABI1976, Chemicon | AQ300F Sheep x Mouse
International, Temecula, | FITC, Chemicon

CA International, Temecula,

CA

Integrin o Sc-13547, Santa  Cruz | AQ300F ShpxMs FITC,
Biotechnology, Santa Cruz, | Chemicon International,

CA

Temecula, CA

Integrin oy

Sc-14008, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz,
CA

SJ29090, goat x rabbit
FITC, NatuTec,

Frankfurt a.M.

Integrin o3

Sc-6588, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz,
CA

SJ31208, donkey x goat
FITC, NatuTec,

Frankfurt a.M.

Tab. 3.

Verwendete Antikorper
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7 Ergebnisse

7.1 Adhasions-Assays

In der Abteilung wurden zwei Substanzbibliotheken mit Saccharidmimetika
synthetisiert, welche entweder Trishydroxymethyl-cyclohexan oder Bishydroxymethyl-
furan als Verzweigermolekiile beinhalten. Berechnungen der mdglichen
Strukturkonformationen ausgewdihlter Molekiile der Bibliotheken mittels ,,Molecular
Modelling” ergaben eine strukturelle Verwandtschaft von 1,3,5-Tris-B-D-
galactopyranosyl-oxymethyl-cyclohexan mit Lewis’ = (Fuc-(al1->2)-Gal-(f1->4)-Fuc-
(a1—>3)—GlcNAc— sowie von Sialinsdure-(2->3)-B-D-glucopyranosyl-oxymethyl)-
4-(o-L-fucopyranosyl-oxymethyl)-furan mit sLewis® = NeuNAc-(a2->3)-Gal-(B1->4)-
Fuc-((xl->3)-GlcNAc- Aufgrund der groBen Ahnlichkeit der berechneten
Molekiile mit den natiirlichen Liganden postulieren wir eine mogliche Bindung
einzelner Mitglieder beider Bibliotheken an sLewis’ oder sLewis*—Rezeptoren oder
andere tumorstidndige oder losliche Lectine. Eine Bindung der Saccharidmimetika an
Oberfliachenrezeptoren der Zellmembran maligner Zellen konnte z.B. eine Verringerung
der Zell-Adhision an verschiedene ECM-Proteine oder eine weitere Modulation der

metastasierenden Eigenschaften der Zellen zur Folge haben.

7.1.1 Vorversuche zum Adhasions-Assay
Der in dieser Arbeit verwendete Adhésions-Assay stellt die Modifizierung einer

vielfach in der Literatur beschriebenen Methode da Zur Gewihrleistung
korrekter Ergebnisse wurden in folgenden Vorversuchen einige wichtige Parameter fiir

das von uns gewihlte in vitro-System bestimmt.

Bestimmung der Zellzahl mittels Methyl-[*H]-thymidin

Um sicher zu gehen, daB sich die Anzahl Zellen durch Messung der von ihnen
aufgenommenen Radioaktivitit nach 16-stiindiger Inkubation mit Methyl-[*H]-thymidin
bestimmen 14Bt, wurde die Abhéngigkeit der Zellzahl von der gemessenen

Radioaktivitit bestimmt. Folgendes Diagramm zeigt anhand eines reprisentativen


gronewo
(2) Kim E.Y-L., „Synthese von multivalenten Saccharidmimetika als Liganden für Zellmembran-Lectine und Inhibitoren der Zelladhäsion und Invasion“, Dissertation, Dez. 2002, Ruprecht-Karls-Universität, Heidelberg, Fakultät für Pharmazie

gronewo
Dissertation, B.Meister

Claas
Wu, J.M. et al, „A cell-based adhesion assay for the characterization of integrin (v(3 antagonists”, Methods in Molecular Biology, Vol. 129: Integrin Protocols, Humana Press Inc., Totowa, NJ, 210-217

Claas
Woynarowska, B. et al., “Inhibition of lectin-mediated ovarian tumor dell adhesion by sugar analogs », J. Biol Chem, 1994, 269, 22797-22803
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Beispiels die lineare Beziehung zwischen der Anzahl an Zellen und der

aufgenommenen Radioaktivitét:

60000
¢ Bl6F1
® BI16F10
50000 1 L?near (B16F10) -
—Linear (B16F1)
40000 -
y = 0,668x + 943,63
& 30000 *

/‘/y:0,391x + 765,78
10000

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000

Zellen

Abb.21  Korrelation der Zellzahl mit der von den Zellen aufgenommenen
Radioaktivitit nach Inkubation mit Methyl-[’H]-thymidin

Da die Zellzahl und die gemessene Radioaktivitét eine lineare Funktion darstellen, kann
die Zellzahl direkt iiber die Geradengleichung berechnet werden. Anhand des Beispiels
ist zu sehen, daf} sich die beiden Kulturen der Melanomzellen in ihrer Aufnahme an
Methyl-[*H]-thymidin deutlich voneinander unterscheiden. Die aufgenommene
Radioaktivitdt stellt einen versuchsspezifischen Parameter dar, der von der
Wachstumsphase sowie dem allgemeinen Zustand der Zellen abhédngt. Fiir die
folgenden Adhidsions-Assays wurde daher jeweils eine Eichgerade aufgenommen und
die Anzahl adhérenter Zellen iiber die fiir den jeweiligen Assay spezifische

Geradengleichung der gemessenen Radioaktivitét errechnet.
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Evaluierung eines geeigneten Abloseverfahrens

Die in der Literatur beschriebenen Assays variieren in der Methode, mit welcher die
Zellen vor dem Assay aus ihrem Kulturgefal abgelost wurden. Da wir mit den
synthetisierten Saccharidmimetika zuckerbindende Oberflichenproteine adressieren
wollen und es sich bei vielen gebrduchlichen Abldsereagenzien um proteolytische
Enzymlosungen (z.B. Trypsin, Accutase) handelt, wollen wir fiir unser System ein
Verfahren etablieren, das die Zellen ablost, ohne ihre Oberfldchenrezeptoren zu

schadigen.

Hierzu bietet sich 0,05 %-ige EDTA-Losung in PBS an. EDTA entzieht als
Komplexbildner Oberflichenproteinen ihre metallischen Cofaktoren, wie zum Beispiel
Ca?" oder Mg?". Diese sind essentiell fiir cadherin-, integrin-, oder lectinvermittelte
Interaktionen, da sie die Quartdrstruktur der Proteine stabilisieren und damit ihre
Funktion gewihrleisten. Werden sie dem Zellmedium durch Komplexierung entzogen,
16sen sich die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen. Durch spétere Zugabe der
Cofaktoren konnen sich diese Interaktionen jedoch schnell wieder ausbilden, ohne daf3

die Oberflidchenproteine neu synthetisiert werden miissen.

In einer Reihe von Vorversuchen, bei welchen Abloseverfahren mit EDTA, Accutase
und Trypsin verglichen wurden, bestitigte sich diese Uberlegung. Die proteolytischen
Abloseverfahren zeigten bei einer nachfolgenden Adhidsion an ECM-Proteine einen
signifikant geringeren Anteil adhirierender Zellen als die mit EDTA behandelten
Zellen. Daher wurde fiir die Adhdsions-Assays stets die schonende Ablosung der Zellen

durch EDTA verwendet.

Bestimmung der Menge an ECM-Protein pro well

Um die Menge an ECM-Proteinen pro well zu bestimmen, bei der sich die
verschiedenen Zellinien fest an die Matrix anheften, wurden wells einer flexiblen 96-
well-Platte mit einer Menge von 0,15 - 2 ug ECM-Protein in 50 pl Lésung pro well
beschichtet. Folgendes Diagramm zeigt den Anteil adhdrenter B16-Zellen, die sich an

verschiedenen Mengen ECM-Protein in den wells angeheftet haben.
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Abb. 22  Adhéasion von B16F1- und B16F10-Zellen an die ECM-Proteine Fibronectin
(Fib.), Vitronectin (Vitr.) und Laminin (Lam.) nach Ablésen mit EDTA

Durch die hier beschriebenen Versuche sollte die geringste Konzentration an ECM-
Proteinen ermittelt werden, bei welcher eine gut messbaren Anzahl an Zellen in einem
beschichteten well haften bleibt. Die Zellen der Linien B16F1 und B16F10 haften
bereits in Mengen von 0,5 pg Fibronectin fest in den wells und auch durch Erh6hung
der Proteinmenge 148t sich die Anzahl adhérenter Zellen nicht mehr signifikant steigern.
Eine Menge von 0,5 pg Protein in 50 pl pro well wurde daher in den nachfolgenden

Versuchen zum Beschichten der Platten gewéhlt.

Die Adhision der Zellen an Laminin steigt bis zu einer Konzentration von 2 pg Protein
pro well noch deutlich an. Im Falle des ECM-Proteins Vitronectin haften die BI6F10-
Zellen in einer Konzentration von 0,5 pug Protein pro well bereits so fest in den wells,
daB ithre Anzahl auch mit weiter ansteigender Menge an Protein nicht mehr signifikant
steigt. Die Adhésion der Zellinie B16F1 steigt hingegen zwischen 1 und 1,5 pg

Vitronectin pro well noch deutlich an.

Da die Proteine Vitronectin und Laminin jedoch einen erheblichen Teil der Kosten des

Assays darstellen, wurde zugunsten der Wirtschaftlichkeit des Versuchs auf eine
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Messung der Adhdsion im Optimalbereich verzichtet. Die Menge an Vitronectin wurde

fiir beide Zellinien auf 0,5 pg pro well und fiir Laminin auf 1 pg pro well festgelegt.

Die aus dem Diagramm abzulesende Aussage, dafl die Zellen der Linie B16F10 stets
fester an die ECM-Proteine binden als die BI6F1-Zellen konnte in der Gesamtheit der
durchgefiihrten Versuche nicht generell bestitigt werden. Die Adhésion ist ein
dynamische Parameter, der sich offensichtlich im Laufe der Zeit, abhingig von
verschiedenen FEinfliissen stetig verdndert. Durch Einhalten von uns festgelegter
Bedingungen haben wir zwar versucht diese Einfliisse weitgehend konstant zu halten,
eine Verdnderung der Adhdsion unbehandelter Kontrollzellen war aber dennoch stets zu
beobachten. Fiir die Adhdsions-Assays wurden deshalb die Werte der Proben stets auf
den Wert der Kontrolle bezogen (s. S. 81, Bemerkungen).

Bestimmung der geeigneten Zellzahl pro well

Der Adhisions-Assay wird in 96-well-Platten, deren wells einen Durchmesser von 6
mm besitzen, durchgefiihrt. Um auf der einen Seite einen sinnvollen Wert an mef3barer
Radioaktivitdt zu gewihrleisten, auf der anderen Seite jedoch allen ausgesiten Zellen
den nétigen Raum zur Verfiigung zu stellen, um an den Boden des wells zu haften, muf3
eine geeignete Anzahl an Zellen fiir den Versuch ermittelt werden. Als Anhaltspunkt fiir
diese Zellzahl diente der in der Literatur, angegebene Wert von ca. 50000 Zellen pro

well.

Um zu priifen, ob sich diese Angabe auf unser System iibertragen 146t, wurden in einem
Modellversuch zwischen 10000 und 100000 radioaktiv markierte BI6F10 Zellen pro
ECM-beschichtetes well ausgesdt. Nach einstlindiger Adhésionszeit wurden die losen
Zellen drei Mal mit PBS abgewaschen und die Anzahl haftender Zellen durch Messung

der Radioaktivitdt bestimmt. Es ergab sich folgendes Diagramm:
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Abb. 23 Abhéngigkeit der maximal moglichen Adhdsion von der Anzahl an
ausgesiten Zellen

Trdgt man den prozentualen Anteil adhdrenter Melanomzellen gegen die Zahl der
Zellen auf, die in ein well pipettiert wurden, so erhilt man eine Kurve mit einem
Optimum bei ca. 50000 zupipettierten Zellen pro well. Bei dieser Zellzahl ist der Anteil
anhaftender Zellen am groBten und sinkt mit weiter ansteigender Anzahl an Zellen
wieder ab, was auf einen Platzmangel der Zellen innerhalb des wells zuriickzufiihren
sein konnte. Die Zellen hétten mangels Kontaktfliche zur ECM keine Mdglichkeit, eine
Zell-ECM-Interaktion auszubilden und wiirden daher beim Waschen mit PBS wieder
aus dem well gespiilt. Aus dem Vorversuch geht hervor, da 50000 Zellen in 30 pl
Medium pro well eine geeignete Anzahl an Zellen darstellt.

Weshalb die maximal mogliche Adhédsion bei einer Zellzahl kleiner 50000 Zellen pro
well nicht erreicht wird, sondern sogar noch unterhalb des Optimums liegt ist auf den

ersten Blick nicht erkennbar und wurde in dieser Arbeit auch nicht ndher untersucht.

Bemerkungen
Im Verlauf einer Vielzahl an durchgefiihrten Adhésions-Assays wurden einige
Beobachtungen gemacht, welche im folgenden kurz geschildert werden und die bei der

Auswertung der Ergebnisse beriicksichtigt wurden:
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Die maximale Adhdsion der Zellen an die ECM-Proteine variiert von Versuch zu
Versuch teilweise sehr stark. Dies kann, da die Zellen vor den Versuchen nicht
synchronisiert worden sind, an der unterschiedlichen Wachstumsphase der einzelnen
Zellen, oder an der Anzahl ihrer Passagen liegen. Um diesen Parameter zu
beriicksichtigen, wurde die Adhésion der mit Testsubstanzen inkubierten Zellen immer

auf eine parallel zu der Werten aufgenommene substanzfreie Kontrolle bezogen.

Bei ersten Adhésions-Assays mit der Zellinie WM-266-4 fiel auf, dafl die Werte der
maximalen Adhésion stets sehr gering waren. In einer Versuchsreihe bestitigte sich
schlieBlich die Vermutung, da3 die Anzahl adhdrenter Zellen mit steigender Anzahl an
Waschschritten signifikant nachlieB. Die Zellen entwickeln demnach eine weit
geringere Affinitdt zur ECM als die {ibrigen getesteten Zellinien. WM-266-4 148t sich
unter den von uns gewéhlten Bedingungen im Adhésions-Assay nicht untersuchen. Da
die Werte eines fiir WM-266-4 Zellen modifizierten Assays nicht mit den Werten der
ibrigen drei Zellinien verglichen werden konnen, wurde von einer Untersuchung der

Wirkung der Substanzen auf die Adhédsion von WM-266-4 Zellen abgesehen.

7.1.2 Auf Cyclohexan basierende Saccharidmimetika
Folgende  Strukturen, welche  Trishydroxymethyl-cyclohexan (TMC) als

Verzweigermolekiil beinhalten, wurden auf ihren Einflu3 auf die Adhdsion von B16-

Melanomzellen an Fibronectin getestet:

HO
o
© OH ° OH
o
OH °
HO Ho HO HO 0 o HO HO
S—HO HO OH o—Ho
OH OH
5 o
HGHO HOHO
1,3-Bis-p-D-galactopyranosyl-oxymethyl- 1,3,5-Tris-B-D-galactopyranosyl-oxymethyl-

5-hydroxymethyl-cyclohexan (Di-Gal) cyclohexan (Tri-Gal)
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Als Kontrollsubstanzen dienten Methyl-B-D-galactopyranosid (Me-Gal) und 1,3,5-
Trishydroxymethyl-cyclohexan (TMC).

OH

OH

HO O——CHs HO
OH

OH
Methyl-B-D-galactopyranosid (Me-Gal)  1,3,5-Trishydroxymethyl-cyclohexan (TMC)
Nach Inkubation der Zellen mit den angegebenen Substanzen wurden, wie in Abschnitt
7.1.8 ausfiihrlich beschrieben, die Werte zur Erstellung der Diagramme errechnet, die
die Adhidsion der Proben relativ zur Adhésion der reagenzfreien Kontroll-Zellen

darstellen.
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Abb. 24  Adhision der Zellinie B16F10 an Fibronectin in Anwesenheit von
galactosylierten Cyclohexan-Derivaten

Die Adhésion der Zellinie BI6F10 verringert sich in Gegenwart von 40 mM Di-Gal um
etwa 80 %. Tri-Gal zeigt nur geringe inhibitorische Effekte und verringert die Adhésion
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der B16F10-Zellen an Fibronectin in einer Konzentration von 40 mM um etwa 20 %.
TMC zeigt mit steigender Konzentration keinen Effekt auf die Adhédsion von B16F10-

Zellen an Fibronectin, wohingegen MeGal die Zelladhdsion sogar verstérkt.

18 = EDi-Gal
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Abb. 25 Adhidsion der Zellinie B16F1 an Fibronectin in Anwesenheit von
galactosylierten Cyclohexan-Derivaten

Vergleicht man die Zellinie B16F1 mit der stark metastasierenden Variante B16F10, so
fallt auf, dal} sich die schwach metastasierenden Zellen in ihrer Adhésion an Fibronectin
durch keine der getesteten Substanzen signifikant inhibieren lassen. Me-Gal hat bei
B16F1-Zellen in 10 und 20 millimolarer Konzentration nur eine geringe inhibitorische
Wirkung auf die Adhdsion. TMC zeigt ein Erhohung der Zelladhdsion, allerdings mit
aufféllig hohen Standardabweichungen. Dieser Effekt wird auch im folgenden nach
einer Inkubation mit Saccharid-Losungen immer wieder zu beobachten sein und wird in

Abschnitt 9 ausfihrlich diskutiert.
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7.1.3 Auf Furan basierende Saccharidmimetika

7.1.3.1 Bis-p-D-galactopyranosyl-oxymethyl-furan (BGF) —Derivate

Als Grundbaustein fiir eine zweite saccharidhaltige Substanzbibliothek wurde
Bishydroxymethyl-furan gewidhlt. An dieses Grundgeriist wurden mit Hilfe der
Schmidt’schen Imidat-Method jeweils zwei Molekiile Galactose an die
Hydroxymethyl-Gruppen eingefiigt, die sich an verschiedenen Positionen des

Furanringes befinden.

R=CH,-0O-Gal oder H

Abb. 26  Grundgeriist der Bis-f-D-galactopyranosyl-oxymethyl-furan-Derivate

Die resultierenden Isomere 2,3-Bis-f-D-galactopyranosyl-oxymethyl-furan (2,3-BGF),
3,4-Bis-p-D-galactopyranosyl-oxymethyl-furan ~ (3,4-BGF), und  2,5-Bis-B-D-
galactopyranosyl-oxymethyl-furan (2,5-BGF) wurden auf ihr Potential untersucht, die

Adhiésion von B16-Maus-Melanomzellen an verschiedene ECM-Proteine zu hemmen.


Claas
Schimdt R.R., Castro-Palomino J., Retz O., „New aspects on glycoside bond formation“, Pure and Applied Chemistry, 1999, 71, 729-744
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Einflufl der BGF-Derivate auf die Adhision des B16F10-Maus-Melanoms
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Abb. 27  Adhésion der Zellinie B16F10 an Fibronectin in Anwesenheit von Bis-B-D-
galactopyranosyl-oxymethyl-furan-Derivaten

Sowohl 3,4-BGF als auch 2,5-BGF inhibieren die Adhéision der Zellinie B16F10 an
Fibronectin in einer Konzentration von 20 mM um 30 % bzw. 40%. Auch eine
Verdopplung der Konzentration verbessert die Inhibition nicht. Die Inkubation der
Zellen mit 5 und 10 mM 3,4-BGF erhoht die Adhdsion an Fibronectin leicht, wihrend
die Inkubation mit gleichen Konzentrationen 2,5-BGF die Adhision, verglichen mit der
saccaridfreien Kontrolle, nicht verdandert.

2,3-BGF zeigt keine signifikante Inhibition der Adhédsion von B16F10-Zellen an
Fibronectin, sondern steigert die Affinitdt der Zellen in hohen Konzentrationen von

40 mM an das ECM-Protein um etwa 35 %.
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Abb. 28  Adhaésion der Zellinie BI6F10 an Vitronectin in Anwesenheit von Bis-B-D-
galactopyranosyl-oxymethyl-furan-Derivaten

Beide BGF-Derivate zeigen im niederen millimolaren Bereich von 5 bzw. 10 mM einen
adhisionsstimulierenden Effekt. Durch eine sehr niedrige Adhésion der reagenzfreien
Kontrolle ist eine Zunahme der Adhésion von iiber 100 % moglich (siche 9). Obwohl
die Steigerung der Adhidsion an die ECM zunéchst ungewohnlich erscheinen mag, wird
aus zwei Griinden davon ausgegangen, daB3 dieser Effekt auf eine Inkubation mit den

verwendeten BGF-Derivaten zuriickgeht:

- Die Anzahl adhirenter Zellen wird in Anwesenheit von 3,4-BGF bzw. 2,5-BGF

in einer Konzentration von 10 mM mehr als verdoppelt.

Die Standardabweichung der einzelnen Werte innerhalb eines Versuchs ist auffallend
groB3. Alle Zellen einer Versuchsreihe werden gemeinsam ein Stunde lang in der
jeweiligen Saccharidlosung inkubiert, bevor sie zu je 50 000 Zellen in ein ECM-
beschichtetes well pipettiert werden. Dort haben sie nun eine Stunde Zeit zu adherieren,
bevor nicht anhaftende Zellen aus dem well gewaschen werden. Die hohe
Standartabweichung innerhalb einer Versuchsreihe, deutet darauf hin, daB sich die
Zellen innerhalb der Stunde, in welcher sie lokal getrennt sind, in ihren adherenten

Eigenschaften verdndern. Da verglichen mit den iibrigen Zellen der Versuchsreihe kein
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einheitlicher Effekt der Saccharidlosung gezeigt werden kann mufl davon ausgegangen
werden, dal es sich bei der Verdnderung um einen Prozef3 handelt, der nach einer
Stunde Inkubationszeit noch nicht abgeschlosssen ist. Hierbei konnte es sich zum
Beispiel um eine Metabolisierung der Saccharidmimetika handeln (siehe 9), die in einer
Verianderung der Oberflaichenverzuckerung der Zellen und damit in einer Steigerung der

Zelladhdsion an die ECM resultiert.

Eine Inkubation der Zellen mit 20 mM 3,4-BGF bzw. 2,5-BGF zeigt eine erste
inhibitorische Wirkung der Substanzen auf die Adhésion an Vitronectin um 20 bzw. 25
%. Die Inhibition ist dosisabhéngig und in einer Konzentration von 40 mM inhibieren

3,4-BGF ebenso wie 2,5-BGF die Adhésion an Vitronectin um etwa 50 %.

2,3-BGF inhibiert die Adhésion der B16F10 Zellen an Vitronectin nicht, sondern zeigt
dosisunabhingig, dhnlich wie im Falle von Fibronectin, eine leichte Steigerung der

Affinitit an die ECM.
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Abb.29  Adhésion der Zellinie BI6F10 an Laminin in Anwesenheit von Bis-B-D-
galactopyranosyl-oxymethyl-furan-Derivaten
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3,4-BGF stimuliert, wie auch schon im Falle von Vitronectin, die Adhésion der
B16F10 Zellen an Laminin in Konzentrationen von 5 und 10 mM. Verdoppelt man die
Menge des 3,4-BGF, wird hingegen eine Inhibition der Adhésion an die ECM von etwa

50 % erkennbar, die auch bei 40 mM Konzentration nicht groBer wird.

2,5-BGF inhibiert die Adhésion der Zellinie BI6F10 an Laminin in Konzentrationen ab
10 mM dosisabhéngig. Bei einer Konzentration von 40 mM ist die Adhésion im
Vergleich zur Kontrolle um etwa 50 % zuriickgegangen. Auch eine 5 mM Losung des
Reagenz inhibiert die Adhdsion an das ECM-Protein mit 40 % bereits deutlich.
Auffallend ist, daB die hochste Adhidsion der B16F10 Zellen auch in dieser
Versuchsreihe bei einer Konzentration von 10 mM auftritt. Wie bei der Adhésion der
Zellen an Vitronectin fiihrt eine Inkubation in diesem Konzentrationsbereich zu einen

adhésionsstimulierenden Effekt.

2,3-BGF inhibiert die Adhdsion an die ECM in 5 mM Konzentration um 30 %. Dieser
Effekt 148t sich allerdings durch eine Vervielfachung der Konzentration nicht
optimieren, sondern die Anzahl adhérenter Zellen entspricht in Anwesenheit hoher
konzentrierter 2,3-BGF-Losungen und im Rahmen der Messgenauigkeit eher der

reagenzfreien Kontrolle.

Einflufl der BGF-Derivate auf die Adhésion des B16F1-Maus-Melanoms

Im folgenden sollen die wenn auch nur geringen so doch offensichtlich existierenden
inhibitorischen Effekte der BGF-Derivate auf die stark metastasierende Zellinie B16F10
mit der Wirkung der Substanzen auf die wenig metastasierende Zellinie B16F1

verglichen werden:
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Abb. 30  Adhésion der Zellinie BI6F1 an Fibronectin in Anwesenheit von Bis-B-D-
galactopyranosyl-oxymethyl-furan-Derivaten

3,4-BGF inhibiert ebenso wie 2,3-BGF die Adhésion der Zellinie B16F1 an Fibronectin
nur in unspezifischer Weise. Auch wenn in einer Konzentration von 5 mM eine geringe
Inhibition von 15 % bzw 35 % im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten ist, kann
durch eine Vervielfachung der BGF-Konzentration kein zunehmender inhibitorischer
Effekt nachgewiesen werden. Im Rahmen der Fehlergenauigkeit des Assays entspricht
die Adhidsion der B16F1 Zecllen in Anwesenheit von 3,4-BGF und 2,3-BGF der
Adhision der reagenzfreien Kontrolle.

Lediglich 2,5-BGF scheint einen leichten inhibitorischen Einflul von etwa 20-30 % auf
die Adhésion der B16F1 Zellen an Fibronectin zu haben. Allerdings ist dieser Effekt

dhnlich wie bei den beiden anderen BGF-Derivaten nicht konzentrationsabhéngig.
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Abb. 31  Adhésion der Zellinie BI6F1 an Vitronectin in Anwesenheit von Bis-B-D-
galactopyranosyl-oxymethyl-furan-Derivaten

Die Inkubation der Zelllinie B16F1 mit allen drei getesteten BGF-Derivaten zeigt keine
Dosisabhingigkeit und damit keine signifikante Beeinflussung der Adhédsion an
Vitonectin. Die Werte der einzelnen Proben schwanken ohne eine offensichtliche
GesetzmaBigkeit um die Adhédsion der Kontrolle, wobei sich die teilweise sehr hohen

Standardabweichungen beinahe immer {iberschneiden (siehe 9).
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Abb.32  Adhésion der Zellinie B16F1 an Laminin in Anwesenheit von Bis-B-D-
galactopyranosyl-oxymethyl-furan-Derivaten

Tendenziell stimuliert 3,4-BGF die Adhésion der Zellinie B16F1 an Laminin in allen
getesteten Konzentrationen, wobei auffdllt, dal verglichen mit den {ibrigen BGF-
derivaten auch hier die Standardabweichung der Werte sehr hoch ist. Diese Tatsache
entspricht den Ergebnissen der Adhdsion von B16F1 Zellen an Vitronectin und konnte
auf eine Metabolisierung des 3,4-BGF durch die Zellen zuriickzufiihren sein (siche 9).
2,5-BGF beeinflusst die Adhédsion der B16F1 Zellen an Laminin, wie auch schon bei
den anderen beiden getesteten ECM-Proteinen nur in vereinzelten Konzentrationen.
Maximal ist die Inhibition bei 40 mM mit 40 %. 2,3-BGF vermag die Adhision der
B16F1 Zellen an Laminin hingegen nicht signifikant zu beeinflussen.

Fir die Zellinie B16F1 ist damit keine Einflu auf die Adhésion an Fibronectin,
Vitronectin oder Laminin durch die BGF-Derivate erkennbar, die einer offensichtlichen
GesetzmafBigkeit unterliegt. Eine geringe inhibitorische Wirkung und eine nicht

dosisabhingige Stimulation der Adhédsion 146t sich zwar in vereinzelten Fillen
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nachweisen, diese ist aber unspezifisch und damit fiir eine weitere Untersuchung nicht

relevant.

Einfluff von 3,4-BGF auf die Adhision der humanen Zellinie WM-115

Aus pharmazeutischer Sicht ist es zur Findung von Substanzen, welche zur humanen
Krebstherapie eingesetzt werden sollen, notwendig, diese auch in einem menschlichen
in vitro-System zu testen. Die anti-adhédsiven Eigenschaften von 2,5-BGF und 3,4-BGF
sollen deshalb im folgenden fiir die humane Melanom-Zellinie WM-115 untersucht
werden. 3,4-BGF stellt von beiden Reagenzien die synthetisch leichter zugingliche
Substanz dar. Da sie beinahe equivalente Effekte verglichen mit 2,5-BGF auf den B16-
Zellen aufwies, wurden die folgenden Adhésions-Assays mit 3,4-BGF als

Modellsubstanz durchgefiihrt.

Bei der Zellinie WM-115 handelt es sich um ein gut charakterisiertes Modell, dessen
molekulare Eigenschaften in der Literatur ausfiihrlich beschrieben sind (siehe 5.5.2).
Um die Anteile verschiedener Interaktionen an der gesamten Adhidsion und die Art der
inhibierten Bindung detailliert charakterisieren zu koénnen, wurden die ab jetzt
durchgefiihrten Adhédsions-Assays nur noch an fibronectin- und fibrinogen-

beschichteten Platten durchgefiihrt (siehe 9).
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Abb. 33  Adhésion der Zellinie WM-115 an Fibronectin in Anwesenheit von 3,4-
BGF

3,4-BGF inhibiert die Adhédsion der Zellinie WM-115 an Fibronectin in 40 mM
Konzentration um 26 %. Dieser wenn auch geringe Effekt entspricht der Inhibition der
Zellinie B16F10 an Fibronectin in Anwesenheit von 3,4-BGF. Damit ist das aus der
Maus stammende Modell offensichtlich mit dem humanen Modell vergleichbar.
Auffallig ist, dal in Anwesenheit einer 10 mM Losung des Saccharidmimetikums die

Adhiésion, wie auch schon die der B16-Mausmelanomlinie, am starksten ist.
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Abb. 34  Adhésion der Zellinie WM-115 an Fibrinogen in Anwesenheit von 3,4-BGF

3,4-BGF inhibiert bereits in niederen millimolaren Konzentrationen die Adhésion der
Zellinie WM-115 an Fibrinogen um etwa 30 %. Im Rahmen der MeBgenauigkeit des
Assays nimmt die Inhibition auch bei Erhéhung der Konzentration nicht mehr
signifikant zu. Zur Findung einer Dosisabhénigkeit des anti-adhdsiven Effektes miif3ten

Untersuchungen der Substanz in geringeren Konzentrationen durchgefiihrt werden.
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3-p-L-Fucopyranosyl-oxymethyl-4-B-D-galactopyranosyl-oxymethyl-furan (FGF)

oH PH OH
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o
3-B-L-Fucopyranosyl-oxymethyl-4-3-D-galactopyranosyl-oxymethyl-furan (FGF)

Im folgenden soll getestet werden, ob sich durch Substitution eines Galactose-Restes
durch eine Fucoseeinheit die Bindung des furanbasierten Saccharidmimetikums an
Oberflachenmolekiile, welche fiir eine Zell-Matrix-Interaktion von Bedeutung sind,

erhOhen 14Bt.

1,6

Adhasion relativ zur Kontrolle
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Abb. 35  Adhésion der Zellinien B16F1 (griin) und B16F10 (orange) an Fibronectin
in Anwesenheit von 3-B-L-Fucopyranosyl-oxymethyl-4-B-D-
galactopyranosyl-oxymethyl-furan
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FGF ist nicht in der Lage, die Adhédsion der Zellinien B16F1 oder BI16F10 an
Fibronectin signifikant zu hemmen. Lediglich eine gering gesteigerte Affinitit einzelner

Proben an die ECM ist erkennbar, welche jedoch nicht signifikant ist.

1,8

16 1,50 1,46

Adhasion relativ zur Kontrolle
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Abb. 36  Adhision der Zellinien B16F1 (griin) und B16F10 (orange) an Vitronectin
in Anwesenheit von 3-B-L-Fucopyranosyl-oxymethyl-4-3-D-
galactopyranosyl-oxymethyl-furan. Der rote Balken zeigt einen ,,falschen*
Wert.

FGF erhoht die Affinitdt der Zellinie B16F1 an das ECM-Protein Vitronectin um etwa
50 % in allen Konzentrationen aufler in 20 wo nur eine leichte Steigerung der Adhésion

um 14 % zu erkennen ist.

Bei der Zellinie B16F10 zeigt FGF allerdings ein geringes Inhibitionspotential und
hemmt die Adhésion der Zellen an Vitronectin um 30 %. Dieser Effekt ist jedoch nicht
dosisabhingig und konnte somit auch auf eine Veranderung der Oberflachenstruktur der

Zellen zuriickzufiithren sein.

Anhand eines falschen Wertes des Assays, soll an dieser Stelle kurz verdeutlicht
werden, warum eine Vitalkontrolle der Zellen nach Beendigung des Assays unbedingt
notig ist: Der Wert flir eine Inkubation mit 20 mM FGF zeigt eine geringe Adhésion der
Zellen. Es stellte sich aber bei der Vitalkontrolle der Proben heraus, dafl die meisten

Zellen dieser Probe tot waren. Zur Identifizierung solcher ,,falsch positiven* Ergebnisse
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wurden daher stets alle Proben der Adhésions-Assays mittels Trypan-Blau auf ihre

Vitalitét {iberpriift.

Adhasion relativ zur Kontrolle

5mM 10 mM 20mM 40 mM

Abb. 37  Adhésion der Zellinien B16F1 (griin) und B16F10 (orange) an Laminin in
Anwesenheit von 3-B-L-Fucopyranosyl-oxymethyl-4-3-D-galactopyranosyl-
oxymethyl-furan

Auf die Adhidsion der Zelllinie B16F1 an Laminin zeigt FGF keinen signifikanten
Einflu. Zwar inhibiert eine Inkubation der Zellen mit 5 mM Saccharidlosung die
Adhésion um 34 %, eine Erhohung der Konzentration ergibt jedoch wieder eine

Affinitit an die ECM, die mit der der Kontrolle vergleichbar ist.

Fiir einen Riickgang der Adhédsion der B16F10-Zellen auf 60 % der Adhésion der
Kontrolle, sorgt eine Inkubation mit 40 mM FGF. Niederere Konzentrationen haben

hingegen keinen signifikanten EinfluB} auf die Adhésion der Zellen an Laminin.
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3-p-D-Galactopyranosyl-oxymethyl-4-sulfatomethyl-furan (GSF)

Nachdem der Austausch einzelner Zuckerbausteine bzw. deren positionelle Variation
am furanoiden Grundgeriist nur geringe Effekte auf die Adhésion der Melanomzellen
gezeigt hat, sollte als weiterer funktioneller Baustein eine ladungstragende Gruppe in
das Molekiil eingefiihrt werden. Diese besitzt das Potential, eine elektrostatische und
damit starke Wechselwirkung zwischen dem Saccharidmimetikum und einem Rezeptor
auszubilden und damit die Rezeptorfunktion zu blockieren. Als ladungstragende Einheit
wurde von B. Meiste mit einem Sulfatrest eine funktionelle Gruppe gewéhlt, welche
als Bestandteil von Oligosacchariden, Glycoproteinen und Glucosaminoglycanen auch

in der Natur vorkommt.

OH  ow

HO o ! P,

OH

HO3SO

3-B-D-Galactopyranosyl-oxymethyl-4-sulfatomethyl-furan (GSF)


Claas
Dissertation, B.Meister
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Abb. 38  Adhésion der Zellinie BI6F10 an Fibronectin in Anwesenheit von 3-B-D-
Galactopyranosyl-oxymethyl-4-sulfatomethyl-furan

GSF inhibiert die Adhision der Zellinie B16F10 an Fibronectin bereits in einer
Konzentration von 5 mM um etwa 30 %. Eine Vervielfachung der Konzentration zeigt
eine Dosisabhédnigkeit des anti-adhdsiven Effektes und verringert die Adhésion der
Zellen an Fibronectin in einer Konzentration von 20 mM bereits um 63 %. 40 mM GSF
inhibiert die Adhdsion der Zellen an die ECM sogar vollstindig, ohne bei der

Vitalitdtskontrolle einen akuten toxischen Effekt zu zeigen.
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Abb. 39  Adhésion der Zellinie BI6F10 an Fibrinogen in Anwesenheit von 3-B-D-
Galactopyranosyl-oxymethyl-4-sulfatomethyl-furan

Wihrend GSF in einer Konzentration von 5 mM noch keinen inhibitorischen Einfluf3
auf die Adhédsion der Zellinie B16F10 an Fibrinogen aufweist, sondern diese sogar
leicht stimuliert, inhibiert eine 10 mM Losung die Adhésion bereits um 76 %. Ab 20
mM ist eine vollstindige Hemmung der Bindung an Fibrinogen erreicht, welche auch in

der hoheren Konzentration erhalten bleibt.

Die Beobachtung der vollstingigen Inhibition der Adhidsion des B16F10 Maus-
Melanoms fiihrte zu einer intensiven Testung der Substanz an humanen WM-115
Zellen. Zum Nachweis der biologisch aktiven Komponente von GSF wurden 3,4-BGF,
Bishydroxymethyl-furan (BHMF) und Methyl-B-D-galactopyranosid (Me-Gal) in die
Untersuchung einbezogen. Zuckerfreies 3-Sulfatomethyl-furan lieB bereits nach 2 h
Inkubationszeit eine akute Toxizitdt erkennen (siche 8.2.2) und ist daher als weitere

Kontroll-Substanz in den von uns getesteten Konzentrationen nicht von Bedeutung.
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Abb. 40  Adhéision der Zellinien WM-115 an Fibronectin in Anwesenheit von GSF
(rot), 3,4-BGF (blau), BHMF (grau) und Me-Gal (weil3)

GSF inhibiert die Adhédsion der humanen Melanom-Zellinie WM-115 an Fibronectin in
einer Konzentration von 5 mM um 32 %. Dieser inhibitorische Effekt 148t sich mit
Verdopplung der Konzentration auf 61 % steigern und erreicht mit einer 93 %-igen
Hemmung bei 20 mM und einer 100 %-igen Hemmung bei 40 mM seine
Vollstindigkeit.

Sowohl 3,4-BGF als auch BHMF und Me-Gal zeigen nach Beriicksichtigung der
MeBgenauigkeit des Assays keinen signifikanten Einfluf auf die Adhdsion der humanen

Melanomzellen an Fibronectin.
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Abb. 41  Adhésion der Zellinien WM-115 an Fibrinogen in Anwesenheit von GSF
(rot), 3,4-BGF (blau), BHMF (grau) und Me-Gal (weil3)

GSF inhibiert die Adhdsion von WM-115 Zellen an Fibrinogen in einer Konzentration
von 5 mM bereits um 53 %. Eine Inkubation mit einer 10 mM Losung hat den
vollstindigen Adhésionsverlust der Zellen zur Folge, der auch in hoheren
Konzentrationen erhalten bleibt. 3,4-BGF zeigt unabhingig von den getesteten
Konzentrationen eine Inhibition von etwa 35 %. BHMF und Me-Gal haben auf die
Adhidsion der Zellen an Fibrinogen, wie auch schon im Falle des ECM-Proteins

Fibronectin, keinerlei Einfluf3.

Die vollstdndige Inhibition der Adhésion der Zellinie WM-115 an die beiden ECM-
Proteine Fibronectin und Fibrinogen weist darauf hin, daB das geladene
Saccharidmimetikum GSF neben einer Protein-Saccharid-Interaktion oder einer
Saccharid-Saccharid-Interaktion  auch  Protein-Protein-Interaktionen  auf  der
Zelloberflaiche beeinflussen kann. Gingen wir bisher davon aus, daBl durch die

synthetischen Saccharidmimetika insbesondere lectinartige Rezeptoren angesprochen
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werden, missen wir nun annehmen, da3 auch die ebenfalls an der ECM-Adhésion
beteiligten festeren Protein-Protein-Interaktionen von GSF inhibiert werden konnen.
Diese werden durch eine Bindung von membranstindigen Integrin-Rezeptoren an
Peptidsequenzen in der ECM gekniipft und im Abschnitt 5.2.2 dieser Arbeit ausfiihrlich

beschrieben.

Mit Fibronectin und Fibrinogen fiel unsere Wahl auf zwei Bestandteile der ECM, deren
peptidische Bindungsliganden und zugehdrigen Integrin-Rezeptoren in der Literatur
ausfiihrlich beschrieben sind. Fibrinogen stellt hierbei ein sehr spezifisches Protein dar,
dessen Tripeptid-Sequenz Arg-Gly-Asp (RGD) nur von den Integrinen o33 und o3
erkannt und gebunden werden kann Fibronectin hingegen enthélt neben der RGD-
Sequenz, ein weiteres Bindungsmotiv mit der Sequenz Glu-Ile-Leu-Asp-Val (EILDV).
Diese Sequenz kann durch das Integrin ouf}; erkannt und gebunden werden und hat, wie
wir noch sehen werden, einen signifikanten Anteil an der Adhdsion der WM-115 Zellen

an Fibronectin.

Im folgenden wurden Adhidsionsversuche mit kiinstlich hergestellten, peptidischen
Integrin-Liganden und einer Kombination aus diesen und dem von uns synthetisierten
GSF durchgefiihrt. Dies dient zum Einen der Identifizierung der von GSF adressierten
Oberfliachenrezeptoren und zum Anderen der Verringerung der relativ hohen GSF-

Konzentration in einer kombinierten Behandlung der Zellen.


Claas
Wu, J.M. et al, „A cell-based adhesion assay for the characterization of integrin (v(3 antagonists”, Methods in Molecular Biology, Vol. 129: Integrin Protocols, Humana Press Inc., Totowa, NJ, 210-217
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Abb. 42  Adhision der Zellinie WM-115 an Fibronectin in Anwesenheit der
synthetischen Integrin-Liganden GRGDSP (gelb) und EILDV (hellblau)

Das Pentapeptid EILDV, welches selektiv durch den Integrin-Rezeptor a3, erkannt und
gebunden wird, hemmt die Adhision der Zellinie WM-115 an Fibronectin in einer
Konzentration von 2 mM um 44 %. Die Inhibition ist zundchst dosisabhénig, 148t sich
jedoch durch Inkubation mit Peptid-Konzentrationen, die groBer als 2 mM sind, nicht
weiter signifikant steigern. Daher wurde eine 2 mM Peptid-Losung als geeignete

Konzentration fiir die folgenden Adhésions-Assays in Kombination mit GSF gewaihlt.

Das RGD-beinhaltende Hexapeptid GRGDSP inhibiert die Adhision der WM-115
Zellen an Fibronectin in einer Konzentration von 1 mM bereits um 61 %.
Ubereinstimmend mit Angaben aus der Literatur kann die Inhibition auch durch
Steigerung der Peptid-Konzentration nicht mehr signifikant verbessert werde E Eine
GRGDSP-Konzentration von 1 mM wurde daher als geeignete Konzentration fiir die

Kombination mit GSF festgelegt.


Claas
Pierschbacher, M. D. und Ruoslahti, E., „Cell attachment activity of fibronectin can be duplicated by small synthetic fragments of the molecule“, Nature, 1984, 309, 30-33
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Abb. 43  Adhidsion der Zellinie WM-115 an Fibrinogen in Anwesenheit des
synthetischen Integrin-Liganden GRGDSP

Das Hexapeptid GRGDSP inhibiert die Adhésion der Zellinie WM-115 an Fibrinogen
bereits in einer Konzentration von 250 puM vollstindig. Es blockiert damit das
fibrinogenspezifische Integrin a,B3 komplett und beweist, dal weitere Zell-ECM-

Interaktionen fiir die Adhésion der Zellen an Fibrinogen keine Rolle spielen.

Zur Charakterisierung der durch GSF adressierten Rezeptoren reicht somit eine
Untersuchung der adhidsiven Eigenschaften von WM-115 Zellen an Fibronectin in

Gegenwart der verschiedenen Inhibitoren aus.
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Abb. 44  Adhédsion der Zellinie WM-115 an Fibronectin in Anwesenheit der
synthetischen Integrin-Liganden EILDV und GRGDSP sowie des
Saccharidmimetikums GSF und Kombinationen aller Komponenten

Das geladene Saccharidmimetikum GSF inhibiert die Adhédsion der WM-115 Zellen an
Fibronectin in einer Konzentration von 5 mM lediglich um 15 %. Der a4f;-Ligand
EILDV hemmt hingegen in 2 mM Konzentration die Adhésion der Zellen um 27 % und
I mM GRGDSP um 66 %.

Kombiniert man die einzelnen Inhibitoren in den angegebenen Konzentrationen erhalt
man fiir EILDV+GSF einen 60 %-igen, fir GRGDSP+GSF einen 80 %-igen und fiir
GRGDSP+EILDV einen 100 %-igen Riickgang der Adhision. Die Kombination aus
RGD-Peptid und Saccharidmimetikum erzielt damit einen additiven Effekt, wihrend
EILDV+GSF sogar eine lber-additive Wirkung haben. Somit verbessert sich die
Wirksamkeit unseres Saccharidmimetikums durch Kombination mit peptidischen

Integrin-Liganden erheblich.

Bemerkenswert ist, da die beiden peptidischen Integrin-Liganden gemeinsam in

unserem in vitro-Modell die Adhésion der Zellen an Fibronectin vollstindig hemmen.
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Ein Anteil einer Zucker-Lectin-Interaktion an der Adhision der WM-115 Zellen an
Fibronectin ist nicht mehr nachweisbar und kann somit auch nicht durch das geladene

Saccharidmimetikum beeinfluf3t werden.

7.1.4 Charakterisierung des Integrinmusters auf der Zelloberflache von
humanen Melanom-Zellen

GSF zeigt als geladenes Saccharidmimetikum eine inhibitorische Wirkung auf die
Adhésion humaner Melanomzellen an verschiedene ECM-Proteine. Diese ist unter
anderem, wie wir durch die Adhésions-Assays bewiesen haben, auf einen Verlust der
Bindung verschiedener Integrin-Rezeptoren an die ECM zuriickzufiihren. Die Adhésion
der Zellen an Fibrinogen und deren vollstdndige Inhibition durch das Tripeptid RGD
beweisen zwar die Existenz des einzigen fibrinogenbindenden Integrins a,f; auf der
untersuchten Zellinie WM-115, allerdings sagt die Bindung der Zellen an Fibronectin
nur wenig tiber das weitere Integrinmuster auf der Zelloberflache aus. Fibronectin kann
ndmlich von verschiedenen Rezeptoren der Integrin-Familie erkannt und gebunden

werden.

Desweiteren wurde ein offensichtlicher Unterschied der Zellinien WM-115 und
WM-266-4 in ihren adhdrenten Eigenschaften beobachtet. Wahrend WM-115-Zellen die
aus einem Primértumor isoliert wurden in ihrer Kulturflasche einen dichten Monolayer
bilden, in dem die Zellen in engem Kontakt sind, besteht der konfluente Zellrasen der
Zellinie WM-266-4 eher aus einem chaotisch anmutenden, lose verkniipften Netzwerk
einzelner Zellen. Die aus einer Metastase des WM-115 Melanoms isolierte Zellinie
WM-266-4 bindet auBerdem schwicher an die ECM und die Zellen scheinen innerhalb
ihres KulturgefiBBes sehr mobil zu sein. Dieser phénotypische Unterschied des
Primértumors und seiner Metastase konnte auf eine Differenz im Muster der ECM-

bindenden Oberflichenrezeptoren zuriickzufiihren sein.

Mit Hilfe der Durchflulzytometrie soll daher im folgenden das Integrinmuster der

Zellinien WM-115 und WM-266-4 charakterisiert und verglichen werden.
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Die Zellinien WM-115 und WM-266-4 binden beide eine signifikante Menge des
Antikorpers gegen das Integrin o,fs. Ein Unterschied in der Menge des
membranstindigen Integrins ist zwischen den beiden Zellinien nicht erkennbar.

Ebenso binden Zellen beider Linien eine dquivalente Menge des Antikorpern gegen die
as-Integrin-Untereinheit. Diese bildet zusammen mit der [;-Untereinheit ein

fibronectin-bindendes Heterodimer.

Eine spezifische Bindung von Antikdrpern gegen die ou-Integrin-Untereinheit konnte
mittels FACS fiir keine der beiden Zellinien nachgewiesen werden. Dies widerspricht
einer EILDV-spezifischen Hemmung der Adhédsion von WM-115 Zellen an Fibronectin
(siche Tab. 1)
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Abb. 46  Nachweis der ay-Integrin-Untereinheit auf der Zelloberflache der Zellinien
WM-115 und WM-266-4 mittels FACS-Analyse
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Eine Bindung von as.spezifischen Antikorpern konnte fiir die beiden Zellinien WM-115
und WM-266-4 mittels FACS ebenfalls nicht nachgewiesen werden. Diese Untereinheit
bildet zusammen mit der P;-Untereinheit ebenfalls ein RGD-erkennendes Integrin,

welches an Fibronectin binden kann (siehe Tab. 1).
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Abb. 47  Nachweis der as-Integrin-Untereinheit auf der Zelloberflache der Zellinien
WM-115 und WM-266-4 mittels FACS-Analyse

Damit konnte fiir die beiden Zellinien WM-115 und WM-266-4 die Existenz der
Integrine o3 sowie der as-Untereinheit auf der Zelloberflaiche nachgewiesen werden.
Ein Unterschied in der Anzahl an Integrinrezeptoren lie sich fiir die beiden Zellinien

nicht zeigen.
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7.2 Untersuchung der Zytotoxizitat der Saccharidmimetika

7.2.1 Bestimmung der Zytotoxizitat der Cyclohexan-Derivate

Q

Sowohl in Adhésions-Assays (s. 8.1.2) als auch in Invasions—Assays in welchen die

auf Cyclohexan basierenden Saccharidmimetika Di-Gal und Tri-Gal untersucht wurden,

war bisher keine akute Zytotoxizitit der Substanzen erkennbar. Um diese Beobachtung

zu verifizieren, wurde im folgenden die Wirkung der Substanzen auf das Zellwachstum

untersucht. Hierzu wurden 2000 Zellen der Zellinie B16F10 pro well einer 96-well-

Platte ausgesit und 48 h bei 37°C inkubiert. Darauthin wurde das Medium gegen 100 pl

einer je 40 mM Losung der zu untersuchenden Substanz ausgetauscht, und die Zellen

wurden weitere 48 h inkubiert. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels SRB-

Assay.
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Abb. 48

Wachstum von B16F10 Zellen in Anwesenheit der Cyclohexan-Derivate

Di-Gal und Tri-Gal und der Kontrollsubstanz Me-Gal

Nach 48 h Inkubationzeit haben die B16F10 Zellen eine Proteinmenge synthetisiert,

welche nach Farbung mit SRB einer Extinktion von 0,32 entspricht. Nach weiteren
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48 h Inkubation haben die reagenzfreien Zellen eine Extinktion gréfer 2 erreicht und

sind, optisch beurteilt, konfluent.

Zellen, die 48 h lang mit einer 40 mM Losung Methyl-B-D-galactopyranosid inkubiert
wurden, zeigen nach insgesamt 96 h Wachstum eine der reagenzfreien Kontrolle
dquivalente Menge an Protein. Die mit 40 mM Di-Gal bzw. Tri-Gal inkubierten Zellen
zeigen hingegen eine Extinktion von 0,29 was ihrer Proteinmenge nach 48 h Wachstum
entspricht. Die Zellen haben demnach ihr Wachstum nach Zugabe des jeweiligen
Saccharidmimetikums eingestellt, was die mikroskopische Auswertung der Proben

bestitigte, sind jedoch nicht abgestorben.

Di-Gal und Tri-Gal erzeugen somit in 40 mM Konzentration zwar eine Zytostase, aber
keine Zytotoxizitdt. Methyl-B-D-galactopyranosid hat auch in einer Konzentration von

40 mM keinen Einfluf3 auf das Wachstum der Zellinie B16F10.

7.2.2 Bestimmung der Zytotoxizitat der Furan-Derivate

3-Galactopyranosyl-oxymethyl-4-sulfatomethyl-furan (GSF)

Zur Bestimmung der Zytotoxizitit von (GSF )wurde die humane Melanom-Linie WM-
115 verwendet. Wéhrend in den Adhésions-Assays keine akute Toxizitdt der Substanz
nach 2 h festgestellt werden konnte, war nach ldnger andauernder Inkubation ein
Ablosen der Zellen erkennbar. Anhand des Wachstums der Zellen in Anwesenheit des
Saccharidmimetikums soll im folgenden die Vertrdglichkeit der Substanz gegeniiber

adhédrenten Zellen untersucht werden.
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Abb.49  Wachstum von WM-115 Zellen in Anwesenheit verschiedener GSF-
Konzentrationen

Die reagenzfreie Kontrolle zeigt das Wachstum der Zellinie WM-115 iiber 72 h. Der in
diesem Assay offensichtlich versuchsbedingte Riickgang der Zellzahl nach 8 h
verlangert die Verdopplungszeit der Zellen, welche bei einem idealen Versuch bei t4 =
48 h liegt, um ca. 22 h. Da dieser Riickgang der Proteinmenge allerdings in allen vier
Proben auftritt, wird er als systematisch und daher fiir die zentrale Aussage der

zytotoxischen Wirkung von GSF als unbedeutend angesehen.

2,5 mM GSF bewirkt eine Einstellung des Wachstums innerhalb von 72 h, ohne daf3
sich Zellen vom Boden des wells ablosen. Eine Verdopplung dieser Konzentration auf
5 mM bleibt innerhalb von 24 h zytostatisch und zeigt nach 48 h erste zytotoxische
Effekte. Eine Inkubation mit 10 mM GSF fiihrt zum Verlust intakter Zellen nach bereits
24 h und nach 72 h Inkubation hat sich die Zellzahl auf ein Drittel der ausgeséten

Zellen reduziert.
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3-Sulfatomethyl-furan

Als Kontrolle zu GSF wurde die saccharidfreie Substanz 3-Sulfatomethyl-furan
synthetisiert und in dem oben beschrieben Adhdsions-Assay auf ihr Potential getestet,
die Adhésion der WM-115 Zellen an Fibronectin und Fibrinogen zu inhibieren. Die
Vitalititskontrolle der Adhésions-Assays zeigte allerdings bereits nach 2 h
Inkubationszeit eine hohe Sterblichkeit der Zellen in den getesteten Konzentrationen.
Im folgenden ist das Wachstum der WM-115 Zellen in Anwesenheit von

3-Sulfatomethyl-furan dargestellt.

14

—o— Kontrolle

Lo | —#—500 uM 4

y L
—4&— 750 pM
—>—1 mM
1,0 1
2 mM

Extinktion bei 546 nm

0,0

50 60 70

Abb. 50 Wachstum von WM-115 Zellen in Anwesenheit verschiedener
Konzentrationen an 3-Sulfatomethyl-furan

Die reagenzfreie Kontrolle der Zellinie WM-115 zeichnet sich durch eine
Verdopplungszeit von t4=48 h aus. Schon in Anwesenheit von 500 uM 3-Sulfatomethyl-
furan-Losung geht das Wachstum der Zellen drastisch zuriick und auch nach 72 h haben
sich die Zellen noch nicht verdoppelt. 750 uM 3-Sulfatomethyl-furan bewirkt bei WM-
115 Zellen eine Einstellung des Wachstums und eine Konzentration von 1 mM zeigt

bereits nach 24 h einen signifikanten toxischen Effekt. Zellen, welche mit 2 mM

80
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3-Sulfatomethyl-furan-Losung inkubiert wurden sind nach 24 h bereits vollstindig tot

oder haben ihre Féhigkeit zur Adhésion verloren.

Damit ist 3-Sulfatomethyl-furan als Vergleichssubstanz fiir das galactosylierte Furan-
Derivat GSF, welches in Konzentrationen von 5-40 mM auf seine inhibitorische

Wirkung auf die Adhdsion der WM-115 Zellen getestet wurde, nicht geeignet.

7.3 MMP-Assay

Die gelatinolytische Aktivitdt der beiden auch als Gelatinasen bekannten Matrix-
Metalloproteinasen MMP-2 (auch Gelatinase A) und MMP-9 (Gelatinase B) 146t sich
durch den Abbau von Gelatine in sogenannten Zymogrammen nachweisen. In einem
gelatinehaltigen Gel werden dabei die in der Probe befindlichen Proteine
elektrophoretisch aufgetrennt und renaturiert, so da3 sie ihre enzymatische Aktivitét
wiedererlangen. Nach Inkubation mit einer geeigneten Pufferlosung degradieren die
Gelatinasen nun die im Gel befindliche Gelatine und nach Anfirben der Gels mit
Coomassie-Blue werden die gelatinefreien Bereiche des Gels als farblose Banden in
einem blauen Gel sichtbar. Das Zymogramm des serumfreien konditionierten Mediums
(SFCM) der Zellinie WM-115 zeigt deutlich gelatinolytisch aktive Banden, welche
aufgrund ihres Molekulargewichtes auf die Anwesenheit von aktivem MMP-2
schlieBen lassen. Dieselben Banden konnten auch fiir Proben aus dem SFCM der
Zellinie WM-266-4 nachgewiesen werden. Sowohl der Primdr-Tumor als auch die
Metastase des humanen Melanoms exprimieren somit die Pro-form des Matrix-
degradierenden Enzyms, setzten es ins umliegende Milieu frei und aktivieren es nach
dem in Abb. 14 beschriebenen Schema. Die gelatinolytische Aktivitit der Proben steigt

mit zunehmender Menge an aufgetragenem Protein (sieche Abb. 51)
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Abb. 51  Zymogramm des serumfreien konditionierten Mediums (SFCM) der Zellinie
WM-115, 1: 14,2 pg Protein, 2: 9,4 ug Protein, 3: 4,7 ug Protein

Um also die Inhibition der Matrix-Metalloproteinease beurteilen zu konnen, ist es
wichtig, stets die gleiche Menge an SFCM-Protein aufzutragen. Daher wurde fiir jede
Probe der nachfolgenden Assays eine Proteinbestimmung nach Lowry durchgefiihrt. In
diesem Zusammenhang fiel auf, da3 die Proteinkonzentration der Proben aus SFCM der
WM-115 Zellen stets etwas groBBer war als die der WM-266-4 Proben. Die Banden der
Zellinie WM-115 haben auch stets eine breitere Form als die Banden der Zellinie WM-
266-4 (siche Abb.54), dies kann aber sowohl mit einer verstirkten MMP-Aktivitét als
auch mit einer vermehrten Diffusion der Proteine innerhalb des Gels erklédrt werden. Es
bleibt also fraglich, ob die Differenz der Proteinmenge zwischen den beiden Zellinien
auf eine vermehrte Sezernierung der MMP-2 Proform zuriickgeht, oder ob es sich um

sonstige Proteine handelt.

Wie bereits erwihnt, 148t das Molekulargewicht der gelatinolytischen Banden bei ca. 64
kD auf die aktive Form von MMP-2 schlieBen. Zur Identifizierung der Matrix-
Metalloproteinase wurde eine Antikorperfirbung mit dem aus der Maus stammenden
MMP-2 Antikorper (MAB 13431) der Firma Chemicon durchgefiihrt und der Western

Blot mit einem parallel behandelten Zymogramm derselben Proben verglichen.
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Abb. 52 Antikorperfarbung der gelatinolytisch aktiven MMP-2 Bande und parallel
zum Western Blot erzeugtes Zymogramm, 1 und 2: SFCM aus WM-115
Kultur, 4 und 5: SFCM  aus WM-266-4  Kultur, 3:
Molekulargewichtsstandard

Der Western Blot zeigt eindeutig, dall es sich bei den gelatinolytisch aktiven Banden
sowohl der Zellinie WM-115 als auch der Zellinie WM-266-4 um die aktive Form der
Matrix-Metalloproteinase 2 (MMP-2) mit einem Molekulargewicht von 64 kDa handelt.

7.3.1 Inhibition der MMP-Aktivitat durch 3,4-BGF

B16F10

In zahlreichen MMP-Assays konnte beobachtet werden, daf3 die Zellinie B16F1 keine
gelatinolytisch aktiven Enzyme sezerniert, wihrend das SFCM der Zellinie B16F10
mehrere farblose Banden innerhalb des gelatinehaltigen Gels erzeugt. Eine Auswertung
der Banden iiber ihre Groe ergab eine aktive MMP-9 Bande bei 92 kDa, eine dem
MMP-2-Intermediat entsprechende Bande bei 68 kDa, die aktive MMP-2-Form bei 64
kDa, sowie eine Bande bei 45 kDa, welche MMP-3, MMP-10 oder MMP-12
zuzuordnen ist (siche Abb. 53, Bande 1).

Um zu testen, ob sich die MMP-Aktivitidt der Zellinie B16F10 durch Inkubation mit
dem Saccharidmimetikum 3,4-BGF beeinflussen 146t, wurde nach 24 h Wachstum der
Zellen das Medium {iiber einem nicht zu dicht gewachsenen Zellrasen durch serumfreies
Medium mit 40 mM 3,4-BGF-Losung ersetzt. Das Zymogramm zeigt die MMP-
Aktivitdt des Mediums nach 16 stiindiger Inkubation (siche Abb.53).
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1 2 3 4

Abb. 53  MMP-Aktivitit des 16h konditionierten serumfreien Mediums einer
B16F10-Kultur in Anwesenheit von 40 mM 3,4-BGF, 1: reagenzfreie
Kontrolle (50 pg Protein); 2: 40 mM 3,4-BGF (50 pg Protein); 3:
reagenzfreie Kontrolle (25 pg Protein); 4: 40 mM 3,4-BGF (25 pg Protein);

Eine Vergleich der Banden 1 und 2 nach densitometrischer Auswertung ([=Jolab) ergab
eine Erhohung der MMP-9 Aktivitit der inkubierten Zellen um das 2,7-fache, wéhrend
die Aktivitdt aller MMP-2-Banden auf das 0,7-fache des urspriinglichen Wertes
zuriickgeht. Auch die Intensitit der 45 kDa Bande geht auf das 0,3-fache der
Kontrollwertes zuriick. 3,4-BGF inhibiert also sowohl MMP-2 als auch die
gelatinolytische Aktivitit bei 45 kDa leicht, wihrend sie die Aktivitit von MMP-9 sogar

mehr als verdoppelt.

An dieser Stelle mu3 erwahnt werden, dal} die Zellinie B16F10 in ihrer MMP-Aktivitit
abhingig von den Kulturbedingungen offensichtlich starken Schwankungen unterliegt.
Wihrend zu Beginn der hier beschriebenen Arbeit stets eine charakteristische MMP-
Aktivitdt beobachtet werden konnte, liel diese im Laufe der Zeit nach und verschwand
schlieBlich ganz. Auch durch das Wiederauftauen konservierter Zellen liel sich die
MMP-Aktivitét nicht vergleichbar wiederherstellen, so dal3 davon ausgegangen werden
muf}, da die Zellen ihre urspriinglich charakteristische Eigenschaft MMPs zu
exprimieren durch die gewéhlten Kulturbedingungen (Medium, Serum etc.) verloren

haben. Daher wurde im weiteren Verlauf der Arbeit die Wistar-Melanome WM-115 und
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WM-266-4, deren MMP-2 Expression konstant blieb, als geeigneteres Model fiir die
MMP-Assays verwendet.

WM-115 und WM-266-4

Um zu testen ob 3,4-BGF einen Einflufl auf die MMP-2 Aktivitdt der beiden Wistar-
Melanom-Linien hat, wurde nach 24 h Wachstum der Zellen das Medium iiber dem
Zellrasen durch serumfreies Medium mit 40 mM 3,4-BGF-Losung ersetzt Das
Zymogramm zeigt die Aktivitit aus SFCM der WM-115 sowie der WM-266-4 Zellen
nach 48 h Inkubation:

66 kD

45 kD

36 kD

29 kD
24 kD

20 kD

Abb. 54  MMP-2 Aktivitit des 48h konditionierten serumfreien Mediums aus WM-
266-4 und WM-115-Kulturen in Anwesenheit von 40 mM 3,4-BGF, 1:
WM-266-4 + 3,4-BGF; 2: WM-266-4 Kontrolle; 3: WM-115 + 3,4-BGF; 4:
WM-115 Kontrolle; 5: Molecular Weight Marker

Die MMP-2 Aktivitdt des SFCM der mit 3,4-BGF inkubierten Zellen unterscheidet sich
nicht von der, der reagenzfrei inkubierten Kontrollzellen. Lediglich die Tatsache, daf3
die Banden aus dem SFCM der WM-115 Zellen stets diffuser erscheinen als die
gelatinolytischen Banden der WM-266-4 Zellen, ist anhand des Zymogramms gut

erkennbar.
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7.3.2 Inhibition der MMP-2 Aktivitat durch GSF
Wie anhand des Adhésions-Assays (siche Abb. 41) bewiesen wurde, 146t sich die o, p33-

vermittelte Adhédsion der WM-115 Zellen an Fibrinogen durch Inkubation mit GSF
vollstindig inhibieren. Da das Integrin o,B; eine bedeutende Rolle im
Aktivierungsproze3 der MMP-2 spielt, konnte die Blockierung des Rezeptors mit einem
Aktivitdtsverlust der MMP-2 einhergehen. Um diese Vermutung zu untersuchen,
wurden im folgenden beide Zellinien des humanen WM-Melanoms mit verschiedenen

Konzentrationen an GSF inkubiert:

WM-115 WM-266-4
MMP-2 inact.
MMP-2 intermed.
66 kD MMP-2 act.
45 kD —» <+—

Abb. 55 MMP-2 Aktivitit des SFCM aus WM-115 und WM-266-4-Kulturen in
Anwesenheit steigender Konzentrationen von GSF nach 44 h Inkubation; 1:
1 mM GSF; 2: 5 mM GSF; 3: 10 mM GSF; 4: 20 mM GSF; 5: GSF-freie
Kontrolle

Verglichen mit der reagenzfreien Kontrolle zeigt das Zymogramm bei gleicher
aufgetragener Proteinmenge keinen signifikanten Verlust an MMP-2 Aktivitit beider
Zellinien nach Inkubation mit 1 mM GSF-Losung. Mit steigenden Konzentrationen an
GSF verliert die aktive MMP-2 Form (64 kD) ihre Intensitit, und Banden fiir das
MMP-2 Intermediat (68 kD) sowie die inaktive MMP-2 Proform (72 kD) werden
sichtbar. Bei einer Konzentration von 10 mM hat die Stirke der aktiven MMP-2 Bande
bei beiden Zellinien deutlich zugunsten der inaktiven Formen nachgelassen. Eine 20
mM Konzentration von GSF zeigt einen allgemeinen Riickgang der Aktivitit, der

allerdings auf erste zytotoxische Effekt des GSF zuriickzufiihren ist.

Die WM-115 Zellen zeigen erstmals auch eine unbekannte Bande mit gelatinolytischer
Aktivitit bei 45 kD. Diese geht mit steigender Konzentration an GSF ebenfalls zuriick
und ist bei 20 mM komplett verschwunden. Zu welcher Art von MMPs das
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gelatinolytische Enzym mit einem Molekulargewicht von 45 kD gehdrt, konnte bisher
nicht eindeutig gekliart werden, allerdings kommen aufgrund des Molekulargewichts

MMP-3, MMP-10 oder MMP-12 als mogliche Kandidaten in Frage.

7.4 Migrations-Assay

Die Wanderung von Zellen stellt einen Prozef3 dar, dessen molekulare Grundlage in der
Funktion verschiedener Oberflichenproteine und deren Verkniipfung mit den
Strukturen des Cytoskeletts zu finden ist (siehe 5.6). Integrine spielen fiir die Migration

der Zellen eine bedeutende Rolle.

In sogenannten ,,Scratch*“-Assays soll die Wirkung der untersuchten Saccharidmimetika
auf die Zellwanderung untersucht werden. Hierzu wird mit Hilfe einer Pipettenspitze
einem ansonsten intakten Zellrasen eine ,Verletzung“ zugefiihrt, um das

Migrationsverhalten der Zellen iiber die Zeit zu beobachten.

Dieser Versuch stellt ein stark vereinfachtes Modell fiir eine Zellwanderung in vivo dar.
Wihrend innerhalb des Assays die Zellen nur in zwei Dimensionen wandern konnen,
erfolgt eine Wanderung von Zellen in vivo stets in einem dreidimensionalen System.
Dennoch 1at das Ergebnis des Versuchs prinzipiell Riickschliisse auf die Beweglichkeit
der Zellen zu und macht eine Aussage dariiber, ob das Migrationspotential der Zellen

durch eine Inkubation mit Saccharidmimetika zu beeinflussen ist.

7.4.1 3,4-BGF
Die folgende Fotoserie zeigt die Wanderung der Zellinien WM-115 und WM-266-4 in

Anwesenheit einer 40 mM 3,4-BGF-Losung. Die Wanderung der Zellen wurde mit
einem Mikroskop beobachtet, und eine markierte Stelle innerhalb des wells wurde zur
Dokumentation in bestimmten Zeitabstinden fotografiert. Die zusammenfassende

Fotoserie gibt die Wanderung der Zellen {iber einen Zeitraum von 21 Stunden wieder.
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verletzter Zell-
Monolayer

Abb. 56  Migration von WM-115 Zellen (Reihen A und B) und WM-266-4 Zellen
(Reihen C und D) in die kiinstlich zugefiigte Verletzung eines ansonsten
intakten Zell-Monolayers. Die Reihen A und C zeigen unbehandelte Zellen,
die Reihen B und D Zellen in Anwesenheit einer 40 mM 3,4-BGF-Losung.
Die gelben Kreise innerhalb einer Reihe markieren dieselbe Stelle in einem
well.

3,4-BGF hat selbst in einer Konzentration von 40 mM, verglichen mit einer
reagenzfreien Kontrolle, keinen Einflu auf die Wanderung der WM-115- und WM-
266-4-Zellen. Bereits nach 8 h hat sich die in dem Zellrasen zugefiigte Verletzung
weitgehend wieder geschlossen. Nach 21 h ist der Zell-Monolayer wieder konfluent
gewachsen, und die ehemalige Verwundung ist nur noch durch die exakte Ausrichtung
der Zellen entlang der Verletzung zu erkennen. Insbesondere die Zellinie WM-266-4
zeigt eine strikte Polarisierung der einzelnen Zellen in der Richtung, in welcher die

Verwundung in den Zellrasen gekratzt wurde.
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7.4.2 GSF
Die folgende Fotoserie zeigt zusammenfassend die Wanderung der Zellinien WM-115

und WM-266-4 in Anwesenheit einer 5 mM GFS tber einen Zeitraum von 24 h.

Verwundeter
Zellmonolayer

Abb. 57  Migration von WM-115 Zellen (Reihen A und B) und WM-266-4 Zellen
(Reihen C und D) in die kiinstlich zugefiigte Verletzung eines ansonsten
intakten Zell-Monolayers. Die Reihen A und C zeigen unbehandelte Zellen,
die Reihen B und D Zellen in Anwesenheit einer 5 mM GSF-Losung. Die
gelben Kreise innerhalb einer Reihe markieren dieselbe Stelle in einem well.

Eine Inkubation der WM-115 Zellen mit 5 mM GSF verringert die Anzahl der in die
Wunde eingewanderten Zellen nach 24 h deutlich. Wéhrend sich der umliegende
Zellrasen wieder geschlossen hat, ist eine aktive Wanderung der Zellen in den nicht

mehr bewachsenen Streifen nur noch vermindert zu beobachten.

Fiir die Zellinie WM-266-4 zeigen sich die Effekte des GSF noch wesentlich deutlicher,
denn bereits nach 8 h verdndern die Zellen ihre ansonsten spindelférmige Form und

runden sich ab. Dieses Abrunden ist nicht mit einem Abldsen der Zellen vom Boden des
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wells verbunden, sondern die Zellen bleiben in Trauben an ihrem Untergrund haften.
Innerhalb dieser 8 h sind nur wenige der ansonsten sehr mobilen Zellen in die
Verwundung des Zell-Monolayers eingewandert. Nach 24 h Inkubation haben sich alle
Zellen vom Boden des wells abgelost. Nach Uberpriifung der schwimmenden Zellen
mit Trypan-Blau zeigt sich allerdings, dal die Zellen vollstindig vital sind und 5 mM
GSF also nicht toxisch auf die WM-266-4-Zellen wirkt.

8 Diskussion

Durch oligosaccharidische Strukturen glycosylierte Proteine und Lipide stellen einen
Grofiteil der Adhédsionsmolekiile einer Zelle dar. Neben dem aktiven Anteil, den
Oligosaccharide durch Lectin-Kohlenhydrat- oder Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-
Interaktionen zur Bindungsstirke von Zellen an benachbarte Partner oder die ECM
beitragen (vergleiche 5.2.1), kann die Adhédsion von Zellen durch eine Verdnderung

ihres Glycosylierungsmusters modifiziert werde

Begriindet durch die offensichtlich essentielle Funktion von Oligosacchariden fiir die
Zelladhdsion wurden in dieser Arbeit zwei Substanzbibliotheken von
Saccharidmimetika auf ihren EinfluB untersucht, verschiedene Schritte der
Metastasierung in vitro zu beeinflussen. Neben ihrer strukturellen Verwandschaft zu
natiirlich vorkommenden Lewis-Strukture E und ihrer von uns postulierten
Bindung an Lewis Rezeptoren weisen die von uns synthetisierten Strukturen weitere
pharmakologisch giinstige Eigenschaften auf. So sind sie gut wasserloslich, weitgehend
untoxisch und koénnen durch kombinatorische Ansitze in hoher Diversitit synthetisiert
werden. Die biologische Aktivitét einiger ausgewéhlter Stukturen in Versuchen, welche
in vitro Simulationen einzelner Schritte der metastatischen Kaskade darstellen, sollen

im folgenden diskutiert werden.

8.1 TMC-Derivate

Die Untersuchung der TMC-Derivate auf die Zelladhdsion von BI16F10 Zellen an
Fibronectin ergab einen Riickgang an adhérenten Zellen um 80 % in Anwesenheit von
40 mM Di-Gal und einen Riickgang um 20 % in Anwesenheit von 40 mM Tri-Gal. Die

Vitalitatskontrolle innerhalb der Adhidsions-Assays zeigte bereits, dall alle in dieser
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Arbeit untersuchten Saccharimimetika nach einer Inkubationszeit von 2 h auch in hohen
Konzentrationen (40 mM) keine akute Zytotoxizitit besitzen. Die Cyclohexan-Derivate
Di-Gal und Tri-Gal zeigten zwar beide bis 40 mM einen zytostatischen, aber keinen

zytotoxischen Effekt auf B16F10-Zellen.

Galactose gebunden an 1,3,5-Trishydroxymethyl-cyclohexan zeigte sich damit
prinzipiell als biologisch wirksame Gruppen zur Inhibition der Adhésion an Fibronectin
als geeignet, wiahrend TMC alleine keine Wirkung zeigt. TMC mit zwei Galactose-
Resten zeigte den grofften inhibitorischen Effekt, welcher durch die Einfiihrung eines

zusiétzlichen Zucker-Restes nicht optimiert werden konnte.

Y.C. Lee beschrieb 1995 erstmals den sogenannten ,,glycoside cluster effect®, welcher
besagt, dafl multivalente Neoglycokonjugate mit einer hoheren Affinitit an ihre
Rezeptoren binden als Monosaccharide der gleichen Zuckerfamilie Die physikalisch
geringe Bindungsstirke einzelner Saccharide an ihre Carbohydrate Recognition Domain
(CRD), 148t sich durch eine polyvalente Ligand-Rezeptorbindung sogar potenzieren. So
bindet einfache Galactose beispielsweise mit einer Dissoziationskonstante von Kp=1
mM an Lectine, wihrend mehrfach galactosylierte Oligosaccaridstrukturen je nach
Verzweigung mit einer Dissoziationskonstante von K4q=1 uM bis Kg= 1 nM an die
gleichen Rezeptoren binden konnen. Falls die Hemmung der Adhédsion durch die TMC-
Derivate auf eine Interaktion mit Lectinen zuriickgeht, zeigen meine Ergebnisse, dal3 die
Einfiihrung zusétzlicher Kohlehydrate jedoch auch kontraproduktive Effekte haben
kann. Eine sterische Hinderung der Bindung an die CRD durch die zusitzliche
Galactose konnte beispielsweise eine Bindung der beiden bendétigten Galactosen
verhindern. Denkbar ist auch, da Tri-Gal eine zu geringe Flexibilitit fiir die
Anbindung der Zucker an polyvalente CRD’s besitzt. Durch Verldngerung der Spacer
zwischen dem Cyclohexan-Grundbaustein und den pharmakophoren Galactose-Resten

konnte demnach eine Optimierung der Bindungsaffinitét erreicht werden.

Methyl-B-D-galactopyranosid zeigt als Monosaccharid keinen inhibitorischen Effekt auf
die Zelladhdsion, sondern scheint diese eher noch zu festigen. CRD’s haben die
Eigenschaft spezifische, aus mehreren verkniipften Zucker-Resten bestehende,
Veridstelungen von membranstindigen Oligosacchariden zu erkennen und zu binden
Eine einzelne Bindungstaschen eines Lectins, welches seinerseits wieder aus mehreren

CRDs aufgebaut sein kann, erkennt hdufig nicht nur einzelne Zuckerbausteine, sondern
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es werden oft mehrere miteinander verkniipfte Zuckerreste, wie z.B. im Falle der C-
Typ-Lectine, gebunden. Hierdurch wird neben der Erhéhung der Bindungsspezifitit
auch eine Erhohung der Bindungsstirke erreicht. Komplexe eukaryotische
Oligosaccharide enden hdufig mit Mannose- oder N-Acetylneuraminsdure-Resten, die
iiber Galactose-Einheiten an weitere Zuckerreste gebunden sind. Die galactosebindende
Doméine der CRD liegt demnach hdufig im Inneren einer relativ groflen
Bindungstasche. Diese ist entweder flir das Monosaccharid Galactose schlecht
zuginglich oder das Monosaccharid wird mit einer wesendlich geringeren Affinitét
gebunden als das optimale Polysaccharid, so dall ein Monosaccharid fiir die meisten
Lectine keinen geeigneten Inhibitor darstellt. Um einen &dquivalenten inhibitorischen
Effekt zu erzielen, miissen daher hoher konzentrierte Saccharidldsungen verwendet

werden als beim Einsatz von Oligosaccharide

Allerdings kann  Galactose iiber  geeignete  Zuckertransportsysteme  als
monosaccharidischer Baustein in die Zelle aufgenommen und innerhalb des Golgi-
Apparates in oligosaccharidische Strukturen eingebaut werden E Diese werden tiiber
Vesikel wieder zur Plasmamembran der Zelle transportiert, wo sie nun ihre Aufgabe als
Adhésionsmolekiile erfiillen konnen (sieche Abb. 58). Wird das Angebot an Anaboliten
durch eine Inkubation der Zellen in hoch konzentrierten Methyl-Galactose-Ldsungen
erhoht ist eine Verdnderung der membranstdndigen Oligosaccharide denkbar, was zu

einer Erhohung der Zelladhidsion fithren kann.
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Extrazellularer
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Abb. 58  Metabolismus und Wiederaufbau von Glycokonjugaten Ediﬁziert nach
Betozzi, C.R. und Kiessling, L.L.[*}).

Auf die Adhésion der Zellinie B16F1 hatten die TMC-Derivate keinen signifikanten
EinfluB. Die leichte inhibitorische Wirkung von Methyl-pB-D-galactopyranosid in
Konzentrationen von 10 und 20 mM kann, wie bereits oben beschrieben, auf eine
Verdnderung der saccharidischen Oberfldchenstruktur nach einer Aufnahme und
Metabolisierung des Monozuckers zuriickzufiihren sein. Tri-Gal zeigt auf die Adhésion
der Zellinie B16F1 in allen Konzentrationen tendenziell eine leicht stimulatorische
Wirkung, die allerdings auffalligen Schwankungen unterliegt. Geht man davon aus, daf3
das Tri-Gal eventuell von der Zelle aufgenommen und metabolisiert wird, so lassen sich
die Schwankungen der einzelnen Werte durchaus erkliren, denn Aufnahme, Abbau und
eventueller Wiederaufbau neuer oligosaccharidischer Strukturen mufl in den lokal
getrennten Proben nicht gleich schnell ablaufen. Somit konnte sich das Saccharidmuster
auf der Oberfliche von Zellen in den verschiedenen Proben unterscheiden und sich
damit auch verschieden auf die Adhdsion auswirken. Widerspriichlich erscheint
allerdings, warum eine zweistiindige Inkubation mit Methyl-B-D-galactopyranosid nicht
zu dhnlichen oder sogar noch stirker ausgeprdgten Effekten fiihren sollte, zumal das
Monosaccharid im anabolen Aufbau von Oligosacchariden wesentlich schneller wieder

zur Verfligung steht als das oligosaccharidische Tri-Gal.
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Vorwegnehmend sei an dieser Stelle gesagt, da3 im Gegensatz zur Zellinie B16F10, fiir
die Zellinie B16F1 nie eine signifikante Inhibition der Adhédsion an ECM-Proteine
durch ungeladene Saccharidmimetika gezeigt werden konnte. Das unterschiedliche
metastatische Verhalten beider Linien ist moglicherweise in der unterschiedlichen
Beschaffenheit des Musters ihrer Adhdsionmolekiile begriindet. Ein direkter Vergleiche
der zellularen Oberflachestruktur von stark metastasierenden B16F10 Zellen und
schwach metastasierenden B16F1 Zellen ergab allerdings keinen qualitativen
Unterschied an Adhdsionsmolekiilen, der mit dem gesteigerten Metastasierungspotential
zu korrelieren is Ein quantitativer Vergleich von Oligosacchariden und ihren
Rezeptoren auf beiden Zellinien wurden meines Wissens bisher nicht durchgefiihrt.
Sollte allerdings eine signifikante Differenz zwischen beiden Zellinien vorliegen und
bedenkt man welch feine Regulation der Zelladhdsion von membranstindigen
Sacchariden und ihren Bindungspartnern ausgehe E E ist durchaus anzunehmen,
daB3 Substanzen, welche auf B16F10 eine anti-adhdsive Wirkung haben, nicht

zwingendermafen auch gegeniiber B16F1 aktiv sein miissen.

8.2 Furan-Derivate

Mit Einfiihrung des Furanringes als neues Verzweigermolekiil ist es gelungen im
Vergleich zum Cyclohexanring eine weitere funktionelle Gruppe in das
Saccharidmimetikum einzubauen ohne dessen rdumliche Orientierung all zu stark zu
verdndern. Der Furanring stellt als Dien ein Edukt der Diels-Alder-Reaktion dar,

welches mit Dienophielen zu einem Heterocyclus reagieren kann (siche Abb.59).

o R,O— O
R,0
R,O ‘
(@) [9) R3
Dien Dienophiel Diels-Alder Produkt

Abb. 59  Die Diels-Alder-Reaktion
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Diese zusitzliche Funktion des Molekiils kann beispielsweise genutzt werden, um

Floureszenzfarbstoffe an das Saccharidmimetikum zu koppeln, welche als Marker z.B.

fiir diagnostische Zwecke eingesetzt werden kt')nnen [

BGF-Derivate

Die Testung der digalactosylierten Furan-Derivate als Inhibitoren zeigte das 3,4-BGF
und 2,5-BGF die Adhésion der Zellinie B16F10 an Fibronectin in einer Konzentration
von 20 mM um 30 % bzw. 40% hemmen. Der inhibitorische Effekt kann auch durch
eine Verdopplung der Konzentration nicht optimiert werden. Dies konnte auf eine
Séttigung moglicher Interaktionspartner ab 20 mM schlieen lassen, auch wenn bei
geringeren Konzentrationen noch kein Einflufl auf die Adhésion sichtbar wird. 2,3-BGF
zeigt keine signifikante Inhibition auf die Adhdsion an Fibronectin, sondern in
Konzentrationen von 40 mM sogar eine Stimulation. Obwohl die Strukturverwandschaft
von 2,3-BGF zu 3,4-BGF wesentlich groBer ist als die Strukturverwandschaft von 3,4-
BGF zu 2,5-BGF zeigen die 3,4- und 2,5-Derivate einen dhnlichen biologischen Effekt,
wihrend 2,3-BGF keinen EinfluB auf die Adhision zeigt[Auffallend ist, daB das 2,3-
galactosylierte Derivat auch auf die Adhésion der B16F10 Zellen an Vitronectin oder
Laminin nie eine signifikante stimulatorische oder inhibitorische Wirkung hat wihrend

die Hemmung der Adhésion durch 3,4-BGF und 2,5-BGF stets deutlich sichtbar ist.

Die Testung von 3,4-BGF und 2,5-BGF auf ihren EinfluB auf die Adhéision der
B16F10-Zellen an Vitronectin zeigte in Konzentrationen von 5 bzw. 10 mM einen
adhisionsstimulierenden Effekt. Auffallend ist die hohe Standardabweichung der
einzelnen Werte, was auf eine unspezifische Verdnderung der zelluldren
Oberfldachenstruktur in den einzelnen Proben hindeutet. Eine gegeniiber der Kontrolle
mehr als doppelt so hohe Bindung der mit BGF inkubierten Zellen an Vitronectin ist auf
eine sehr geringe Adhidsion der reagenzfreien Kontrolle zuriickzufithren. Wie bereits
unter 8.1.1 bemerkt variierte die Zahl adhdrenter Zellen von Versuch zu Versuch
teilweise sehr stark. Dies fiel insbesondere im Falle der Adhdsion an Vitronectin auf.
Eine starke Adhision der B16F10 Zellen an Vitronectin konnte wiahrend der Arbeit
tendenziell dann festgestellt werden, wenn die Zellen nach dem Auftauen noch sehr

niedrige Passagenzahlen aufwiesen. Mit steigendem Alter der Zellen liel3 ihre Affinitédt
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an das Protein deutlich nach. Wie wir im folgenden noch sehen werden ist die Bindung
von Zellen an Vitronectin hauptsdchlich durch das Integrin a3 vermittelt (siche Tab.
1), welches verstarkt auf Melanomen mit erhohtem Metastasierungspotential exprimiert
wird und unter dem Einflu3 verschiedener Faktoren in seiner Aktivitdt reguliert werden
kann. Wie jiingste fluoreszensmikroskopische Untersuchungen mit FITC-gekoppelten
Diels-Alder Produkten der BGF-Derivate gezeigt haben kann 3,4-BGF neben Colon-

Carzinom- und Brustkrebs-Zellen auch von WM-115-Melanomen aufgenommen

werden (siche Abb. 60).

Abb. 60 Aufnahme von FITC-markiertem 3,4-BGF in WM-115-Zellen. Das Bild
zeigt neben den ungefirbten Zellen, die lebenden Zellen nach 7 h Inkubation
mit dem FITC-Diels-Alder Addukt von 3,4-BGF (griin) und nach 1h
Inkubation mit LysoTracker-Red (rot), sowie die Uberlagerung beider
Farbungen. LysoTracker-Red farbt auf Grund ihres sauren pH's lediglich
Lysosomen, welche teilweise diffus und teilweise als diskrete Strukturen
innerhalb des Cytosols zu sehen sind. 3,4-BGF firbt ebenfalls diskrete
Regionen innerhalb des Cytosols, welche mit den Lysosomen allerdings nur in
geringem Male kolokalisieren (gelb).

Ein solche Aufnahme des Molekiils mit anschlieBender Metabolisierung konnte
beispielsweise einen regularorischer Effekt auf die Affinitdt des Integrins o33

gegeniiber Vitronectin haben, was moglicherweise zu einem Anstieg der Adhdsion der


gronewo
Frei E.,  persönliche Mitteilung


132 Diskussion

Zellen fiihren kann. Mit steigender Konzentration an 3,4- bzw 2,5-BGF geht die Zahl
adhédrenter Zellen schlieBlich auf 50 % der Kontrolle zuriick. Die Standardabweichung
der Werte geht im Vergleich zu den niedrigen Konzentrationen stark zuriick, was eher
auf eine direkte Inhibition von Adhisionsmolekiilen als auf einen regulatorischen Effekt

auf die Integrinaktivitdt hinweist.

Ahnlich wie im Falle der Adhdsion an Vitronectin stimuliert die Inkubation von
B16F10-Zellen mit 3,4-BGF in Konzentrationen von 5 und 10 mM die Adhésion an das
ECM-Protein Laminin. Auffallig sind auch hier die hohen Standardabweichungen. Ab
20 mM sinkt die Adhidsion auf 50 % der Kontrolle - ein Effekt, der auch durch
Verdopplung der Konzentration nicht mehr gesteigert werden kann. Die Inkubation mit
2,5- BGF zeigt auf diesem ECM-Protein iiberraschenderweise keinen stimulatorischen
Effekt im niederen millimolaren Bereich, sondern die Adhésion steigt, nach 40 %-iger
Inhibition mit 5 mM 2,5-BGF, wieder auf die Adhésion der reagenzfreien Kontrolle,

bevor sie dosisabhéngig auf 50 % zuriickgeht.

Wie in Abschnitt 1.3 beschrieben bildet die extrazelluldre Matrix in vivo ein Geflecht
aus Glycoproteinen und Glycosaminoglycanen. Die Adhédsion von Zellen an diese ECM
erfolgt zum einen iiber Integrine, welche eine oder mehrere der Komponenten mit hoher
Affinitdt erkennen und binden kénnen und zum anderen iiber wesentlich schwéchere
Kohlenhydrat-Lectin- oder Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Interaktionen. Durch den
Einsatz einzelner isolierter und aufgereinigter ECM-Proteine in den durchgefiihren
Adhisions-Assays konnen im Falle einer vollstdndigen Inhibition, Riickschliisse auf die
zelluldren Oberfldchenmolekiile gezogen werden, die durch das eingesetzte Reagenz
beeinflulit werden. Die oben verwendeten Proteine Fibronectin, Vitronectin und
Laminin unterscheiden sich unter anderem indem sie von verschiedenen Gruppen der
Integrine gebunden werden (siehe Tab.1). Die meisten ECM Proteine stellen recht
unspezifische Integrinliganden dar, die von vielen Integrinen, manchmal sogar durch
verschiedene Bindungssequenzen erkannt und gebunden werden. Zum Beispiel bindet
Fibronectin an die Integrine asf; | aufi  asPi , owPi, cmPs owPs, ovPs und o7 und
Laminin an oyf;, ozf; | o3P, a6PB; und osf;. Vitronectin stellt einen Liganden fiir

Integrine mit der Untereinheit o, dar, der durch o, ps3- o pi-, o,PBs- Integrine und durch



Diskussion 133

anbPi gebunden werden kann. Vergleicht man die maximale Inhibition, die durch die
einzelnen BGF-Derivate auf den verschiedenen ECM-Proteinen erreicht wurde, so fallt

auf, dal maximal ein Riickgang von 50 % adhirenten Zellen erreicht wurde (vergl. Tab.

4).

3,4-BGF 2,5-BGF 2,3-BGF
Fibronectin 30 % 40 % 10 %
Vitronectin 50 % 50 % 0%
Laminin 50 % 50 % 40 %

Tab. 4. Maximale Inhibition der Adhésion von B16F10-Zellen an verschiedene
ECM-Proteine

Die maximale Inhibition ist im Falle von 3,4-BGF und 2,5-BGF meist schon in
Konzentrationen ab 20 mM erreicht, ohne daBl eine Steigerung der Konzentration
nochmal einen signifikanten Effekt erzielt. Dies weist darauf hin, daB3 die durch die
beiden BGF-Derivate beeinflussbaren Interaktionen ab 20 mM vollstindig blockiert
sind. Die adhidsiven Eigenschaften der iibrigen Zellen kdnnen offensichtlich nicht mehr
durch die Saccharidmimetika beeinflulit werden. Dies kann darauf zuriickzufiihren sein,
daB3 lediglich Kohlenhydrat-Lectin- oder Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Interaktionen
beeinflult werden, wihrend die Protein-Protein-Interaktionen zwischen Zellen und

ECM-Proteinen weitgehend intakt bleiben.

Die groBite erzielte Inhibition der Adhédsion durch das schwach wirksame 2,3-BGF
wurde bei einer Konzentration von 5 mM auf Laminin erzielt. Dieser inhibitorische
Effekt an Laminin ist allerdings nicht dosisabhingig, denn die Adhision steigt bei
hoheren Konzentrationen wieder an. 2,3-BGF =zeigt also keine signifikante
inhibitorische Wirkung auf die Adhésion der B16F10-Zellen an die untersuchten ECM-

Proteine.

Bei Betrachtung der Resultate aus den Adhésions-Assays fdllt auf, dal die grof3te
Stimulation der Adhésion der B16F10 Zellen durch 3,4- und 2,5-BGF meist bei einer

Konzentration von 10 mM erreicht wird. Eine Steigerung der Affinitdt von HaCaT-
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Zellen (Keratinocyten) an Fibronectin, Laminin und Collagen IV konnte auch nach
deren Inkubation mit glycosylierten Lysophosphatidylcholin-Derivaten beobachtet
werdenf=] Das Zustandekommen dieser Affinititssteigerung ist bislang noch nicht
vollstindig geklért, aber neben einem Integrin-vermittelten inside-out-signaling wird
auch eine Verdnderung der Zusammensetzung der Membran diskutiert, welche eine

Aktivierung von Intergrinen durch Cluster-Bildung bewirkt.

Eine leichte Steigerung der Adhidsion an Fibronectin ist tendenziell auch nach
Inkubation der humanen Melanomzellen WM-115 mit 10 mM 3,4-BGF erkennbar.
Erhoht man hingegen die Konzentration des Saccharidmimetikums auf 40 mM wird die
Adhision um 26% inhibiert. Verwendet man Fibrinogen als ECM-Protein, so inhibiert
bereits eine Konzentration von 5 mM die Adhésion der Zellinie WM-115 um etwa 30
%. Die Inhibition 148t sich durch Erhohung der Konzentration nicht optimieren, so dal3
davon auszugehen ist, daB, wie bei den B16F10-Zellen, auch in diesem System die

festen Protein-Protein-Bindungen nicht beeintrichtigt werden.

Fibrinogen stellt zur Untersuchung der Zell-Adhésion ein vorteilhaftes Model dar, denn
neben dem Integrin o,B3; wird es nur noch von dem, hauptsdchlich auf Blutplattchen
exprimierten Integrin oy gebunden Die Adhidsion von Melanomzellen an
Fibrinogen erfolgt neben der o,f3;-Bindung iiber einige niederaffine Kohlenhydrat-
Lectin- oder Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-Interaktionen. Geht man davon aus, daf3 3,4-
BGF in der Lage ist diese saccharidvermittelten Interaktionen vollstdndig zu inhibieren
miissen die verbleibenden 70 % der Adhidsion auf eine reine Protein-Protein-
Wechselwirkung zuriickgehen. Auch wenn man Fibronectin als ECM verwendet,
verbleibt nach Inkubation mit 3,4-BGF eine Adhédsion von etwa 70 %. Zur Inhibition
der saccharidvermittelten Wechselwirkungen werden allerdings wesentlich hoéhere
Konzentrationen benétigt als im Falle des Fibrinogen. Dies kdnnte an einer gehinderten
Zugiénglichkeit der Bindungsdomainen bei der Zell-Fibronectinbindung liegen. Ein
weiteres Ergebnis, das vermuten 146t, dal 3,4-BGF ausschlieBlich einen Einflul} auf die
Kohlehydrat-Interaktionen der Zell-ECM Bindung hat ist die Tatsache, daB3 3,4-BGF
keinen Einflul auf die MMP-2 Aktivitit der Wistar-Melanom-Linien hat. Das 1463t
darauf schlieBen, dal die o33 vermittelten Aktivierung von MMP-2 nach Inkubation

mit 3,4-BGF vollstindig funktionsfahig bleibt.
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Vergleicht man das humane in vitro Model mit dem aus der Maus sicht man, daf} 3,4-
BGF in beiden Systemen einen inhibitorischen Effekt zeigt. Im Falle des Maus-Models
scheint entweder die Struktur des Oligosaccharidmimetikums besser zu passen als bei
den humanen Zellen oder die Beitrage der Kohlenhydrat-Lectin- oder Kohlenhydrat-
Kohlenhydrat-Interaktionen zur Adhésion sind etwas stirker. Da sich jede Spezies unter
anderem durch eine spezifische, flir andere Spezies antigen wirkende Zuckerstruktur
ithrer Zelloberfliche auszeichnet, erscheint die geringfiigig bessere Wirkung des 3,4-

BGF auf den Mauszellen durchaus erklérlich.

FGF

Ersetzt man einen der Galactosebausteine von 3,4-BGF durch eine Fucose und
wiederholt die Adhésions-Assays, so féllt zunédchst auf, da3 auch FGF auf die Adhésion
der Zellinie B16F1 unabhédngig vom ECM-Protein keinen signifikanten Einfluf8 hat.
Vereinzelt ist zwar eine leichte Inhibition erkennbar (5 mM FGF inhibiert die Adhésion
an Laminin um 34 %), dieser Effekt verschwindet aber mit steigender Konzentration
wieder. Nach Inkubation der B16F1 Zellen mit FGF ist eine dosisunabhéngige
Stimulation der Adhésion an Vitronectin um maximal 50 % festzustellen. Verglichen
mit den durch BGF hervorgerufenen Stimulationen féllt auf, da die
Standardabweichung der einzelnen Versuchsreihen sehr viel weniger schwanken, als im
Falle von BGF. Sollte der stimulatorische Effekt auf eine Verdnderung der
Oberfliachenglykosylierung zuriickgehen, konnte die Konsistenz der Einzelwerte auf
eine schnellere Aufnahme und Metabolisierung des fucosylierten Derivates schlieBen
lassen. Wihrend nidmlich BGF nach zweistiindiger Inkubation starke Unterschiede in
der Adhésion der einzelnen Proben verursacht, sind die Werte der Adhédsion einzelner
Proben nach Inkubation mit FGF homogen, was auf eine Homogenitit der
Oberflachenbeschaffenheit zuriickzufithren sein konnte. Eine Inkubation der BGF-
sensitiven B16F10-Zellen zeigt, da3 FGF eine geringere inhibitorische Wirkung auf die
Adhision an Fibronectin und Vitronectin hat als BGF. Die Adhédsion der Zellen an
Fibronectin kann durch Inkubation mit FGF nicht signifikant gehemmt werden,
wihrend sie an Vitronectin in Konzentrationen von 5 und 10 mM um etwa 35 % sinkt.

Der Wiederanstieg der Adhésion an Vitronectin auf den Wert der Kontrolle konnte
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eventuell auch auf einen Fehler im Versuch hindeuten, was allerdings nicht weiter

untersucht wurde.

Im Falle der Adhésion an Laminin ist eine Inhibition erst in einer Konzentration von 40
mM signifikant erkennbar. Der Riickgang der Adhésion auf 50 % der Konrolle
entspricht dabei der verbleibenden Zahl adhédrenter B16F10 Zellen nach Inkubation mit
3,4-BGF.

Allgemein konnte durch Einfilhrung des Fucoserestes in die Grundstruktur des

Saccaridmimetikums keine verbesserte Inhibition der Adhésion erreicht werden.

GSF

Sulfatierte Zuckerstrukturen bilden die Grundbausteine der Glycosaminoglycane und
sind physiologischer Bestandteil der ECM. Mit Einfiihrung eines Sulfatrestes in das
furanoide Grundgeriist ist es gelungen das ladungstragende Saccharidmimetikum GSF

Zu kreieren@ welches in seinem Aufbau dem Keratansulfat dhnelt.

GSF inhibiert die Adhédsion der Zellinie B16F10 an Fibronectin bereits in einer
Konzentration von 5 mM um etwa 30 %. Dieser Effekt 146t sich durch Erhéhung der
Konzentration stetig steigern und ist bei 40 mM GSF vollstindig. Die Adhésion der
B16F10-Zellen an Fibrinogen wird bereits bei einer Konzentration von 10 mM GSF um
76 % gehemmt und eine Verdopplung der Konzentration vervollstindigt den
inhibitorischen Effekt. Das geladene Saccharidmimetikum zeigt damit eine biologische
Aktivitdt, die sich nicht nur auf einen Teil der Adhésion beschrinkt, sondern
offensichtlich Protein-Protein-, Kohlenhydrat-Lectin- und Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-
Interaktionen blockiert ohne auf die Zellen akut zytotoxisch zu wirken. GSF zeigte bei
2,5 mM iiber 72 h zwar eine Zytostase der WM-115 Zellen aber zytotoxische Effekte
sind erst nach 48-stiindiger Inkubation in 5 mM GSF zu beobachten. Morphologische
Verdanderungen, wie das Abrunden der Zellen und das Ablosen vom Boden ihres
Kulturgefdfes, konnten fiir die Zellinie WM-266-4 nach acht-stiindiger Inkubation mit 5
mM GSF beobachtet werden. Trotz des Ablosens der Zellen konnte mit Trypan-Blau
jedoch kein Vitalitatsverlust der Zellen festgestellt werden. GSF stellt also eine nicht
toxische Substanz mit einer ICso iber 10 mM nach 48 h dar. Generell zeichnen sich

sowohl Saccharide, welche auch physiologisch in hohen Konzentrationen (3,6-5,6 mM
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fiir Glucos vorkommen, als auch synthetische Saccharidmimetika durch eine gute

Vertréaglichkeit ausEI

Daf3 die Additon von Saccharidresten sogar eine deutliche Verminderung der toxischen
Eigenschaften von Molekiilen bewirkt, zeigt der Vergleich der Zytotoxizitit von GSF
und dem unverzuckerten 3-Sulfatomethyl-furan. Wéahrend die ICs fiir GSF mehr als 10
mM nach 48 h Inkubtion betrégt, liegt sie fiir 3-Sulfatomethyl-furan zwischen 1 und 2
mM. Worauf diese gesteigerte Zytotoxizitdt zuriickgeht ist bisher unklar, denn aufgrund
seiner Ladung postulieren wir sowohl fiir GSF als auch fiir 3-Sulfatomethl-furan keine
Aufnahme in das Cytosol der Zelle, sondern lediglich eine extrazellulire Wirkung.
Obwohl fiir 5-Sulfatomethyl-furfural eine mutagene Wirkung auf Bakterien und
humane TK6 Lymphoblasten beschrieben is gehen wir davon aus, daB3 die
Zytotoxizitit, der von uns getesteten Sulfatester, nicht auf eine DNA-schidigende
Wirkung, sondern auf ein Ablosen der Zellen und der damit verkniipften Apoptose
zuriickzufiihren ist. Die Toxizitdt des 5-Sulfatomethyl-furfural geht zudem auf die

Aldehyd Funktion des Molekiils zuriic.

Auf die humanen Wistar-Melanom-Zellen hat GSF eine dhnliche Wirkung wie auf die
B16-Maus-Melanome. Die Adhidsion der WM-115-Zellen an Fibronectin geht in
Anwesenheit von 5 mM GSF bereits um 68 % zuriick und sinkt in Anwesenheit von 20
mM GSF auf 8 % der Adhésion der reagenzfreien Kontrolle. In Gegenwart von 40 mM
GSF haften keine Zellen mehr an Fibronectin. Die Adhésion an Fibrinogen wir bei einer
Konzentration von 5 mM sogar bereits um 53 % inhibiert und bei Verdopplung der
Konzentration sind kaum noch adhérente Zellen zu beobachten. Verglichen mit dem
digalactosylierten 3,4-BGF, welches die Adhésion an Fibronectin bei 40 mM um 26%
und an Fibrinogen um 35% inhibiert und dem Monosaccharid Me-Gal, das keine
signifikante Inhibition bewirkt, scheint der Sulfatrest das entscheidende Pharmakophor
(= biologisch aktive Gruppe) zu sein. Bestitigt wird diese Annahme, da die nicht
substituierte Grundstruktur BHMF die Adhédsion der Zellen an Fibronectin ebenfalls nur
um 23 % reduziert, wihrend sie auf die Adhésion an Fibrinogen sogar wirkungslos

bleibt.

GSF hemmt also die gesamte Zelladhdsion von Melanom-Zellen an verschiedene

Proteine der ECM. Nicht nur die Kohlenhydrat-vermittelten Interaktionen werden
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blockiert, wie es vermutlich in Anwesenheit des reinen Saccharidmimetikums 3,4-BGF
der Fall ist, sondern auch die feste Protein-Protein-Interaktion zwischen verschiedenen
Integrinen und der ECM wird vollstindig aufgehoben, denn die Zellbindung an die
beiden ECM-Proteine Fibronectin und Fibrinogen wird durch verschiedene Integrine

vermittelt.

Um den Wirkmechanismus von GSF besser erkldren zu konnen sollen im folgenden die
Effekte von peptidischen Integrininhibitoren auf die Adhésion der WM-115-Zellen, mit
denen des GSF verglichen werden. Fibrinogen ist ein sehr spezifischer Integrin-Ligand,
welcher an Melanom-Zellen ausschlieBlich durch das Integrin o,f; erkannt und
gebunden werden kann. Vermittelt wird die Bindung iiber das Tripeptid mit der
Sequenz RGD, und eine 100 %-ige Hemmung der Zellbindung an Fibrinogen erfolgt
nach Blockade des Integrins mit dem synthetischen GRGDSP-Peptid Unsere
Ergebnisse bestdtigen dies, denn bereits in Konzentrationen von 250 uM GRGDSP sind
keine Fibrinogen-bindenden Zellen mehr erkennbar. Die gesamte Adhésion an
Fibrinogen geht also auf das Integrin a,f;, dessen Vorkommen auf WM-115-Zellen
durch Antikorperfarbung und anschlieender FACS-Analyse bewiesen werden konnte,

zurick.

Fibronectin stellt einen weitaus unspezifischeren Liganden dar, der von verschiedenen
Integrinen gebunden werden kann. Der Grofteil der Integrine erkennt dabei das
Bindungsmotiv mit der Aminosiuresequenz RGD (siehe Tab. 1). schbacher, M. und
Ruoslahti, E. zeigten, da3 das synthetische Fibronectinsegment GRGDSP die Adhésion
von NRK-Zellen (= Fibroblasten aus der Niere einer Ratte) an Fibronectin in
Konzentrationen von 0,1 bis 3 mM dosisabhingig um maximal 80 % inhibiert™". Diese
Beobachtung und insbesondere die Tatsache, daB3 auch eine weitere Erhohung der
Peptidkonzentration nicht zu einem vollstindigen Riickgang der Adhédsion fiihren
stimmen mit unseren Beobachtungen fiir die Zellinie WM-115 iiberein. Deren Adhésion
an Fibronectin geht in Gegenwart des GRGDSP-Peptids ebenfalls dosisabhéngig auf 29
% der Adhision der Kontrollzellen zuriick. Da der Kurvenverlauf der adhérenten Zellen
in Gegenwart ansteigender Mengen GRGDSP auf eine Sittigung der Rezeptoren
hinweist muf3 die Anheftung des verbleibenden Anteils Zellen folglich iiber eine weitere
Integrin-ECM-Interaktion oder iiber Kohlenhydratwechselwirkungen erfolgen.

Tatsichlich befindet sich innerhalb der Aminosiurekette von Fibronectin ein zweites
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Bindungsmotiv mit der AS-Sequenz EILDV, welches auf Melanomen ausschlieBlich
vom Integrin ouf; gebunden wird. Werden WM-115-Zellen mit dem synthetischen
Pentapeptide EILDV inkubiert, ist ein konzentrationsabhidngiger Riickgang der
Adhision auf 56 % der reagenzfreien Kontrolle zu beobachten. Uberraschenderweise ist
es nicht gelungen die Expression der ou-Untereinheit auf der Oberfliche von WM-115-
oder WM-266-4 Zellen nachzuweisen. Die Inhibition der Adhision an Fibronectin

durch EILDV zeigt aber, dafl ein EILDV-bindender Rezeptor vorhanden ist.

Die Inkubation von WM-115 Zellen mit Medium, welches sowohl 1 mM des GRGDSP-
Peptides als auch 2 mM EILDV enthielt, ergab einen vollstaindigen Adhésionsverlust
der Zellen an Fibronectin. Die Adhésion an Fibronectin setzt sich demnach nur aus
einem RGD- und einem EILDV-vermittelten Anteil zusammen, ohne dal} innerhalb
dieses in-vitro Models eine Kohlenhydrat-vermittelte Bindung sichtbar wird. Dies heif3t
nicht unbedingt, da8 an der Adhésion keine Kohlenhydrat-Lectin- oder Kohlenhydrat-
Kohlenhydrat-Wechselwirkungen beteiligt sind. Diese konnen auch so niederaffin sein,
daB sie, nach Blockade der festen Protein-Protein-Bindung, durch die Waschschritte des

Assays gelost wurden.

Ist allerdings der grofite Teil der Adhésion an Fibronectin auf eine integrinvermittelte
Bindung zurilickzufiihren und hemmt GSF die Adhédsion an Fibronectin und Fibrinogen
vollstindig, so ist es gelungen mit dem Saccharidmimetikum einen Integrininhibitor zu
finden, der mehrere dieser Rezeptoren beeinflufit. Neben den Integrinen o33 und a4f3;
ist dies der RGD-erkennende Fibronectin-Rezeptor asf;, dessen Vorkommen auf

beiden humanen Melanomlinien mittels FACS-Analyse nachgewiesen wurde.

Fiir eine Interaktion von GSF mit dem Integrin o3 sprechen neben den Ergebnissen
der Adhésion an Fibrinogen aulerdem die Ergebnisse der MMP-Assays. Wie anhand
der Zymogramme und parallel durchgefiihrter Western-Blot Analyse eindeutig
bewiesen wurde sezernieren und aktivieren die Zellinien WM-115 und WM-266-4
MMP-2. Die Aktivierung erfolgt iiber einen o,ps-beinhaltenden Proteinkomplex
welcher die MMP-2 Pro-Form fest an die Plasmamembran bindet und mit Hilfe der
membranstindigen Matrix-Metalloproteinase MTI1-MMP das zymogene
Proteinsegment abspaltet (sieche Abb. 13). Inkubiert man WM-Zellen mit dem
sulfatierten Saccharidmimetikum GSF, so geht die Aktivitit der 64 kDa Bande
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konzentrationsabhéngig ab 5 mM deutlich zuriick und die Banden der 72 kDa Proform
und des 68 kDa Intermediats erscheinen. Zusitzlich zur vollstdndigen Inhibition der
Adhision von WM-115 Zellen an Fibronectin und Fibrinogen beeinflufit GSF also auch
den Aktivierungsmechanismus von MMP-2. Die Inkubation der Wistar-Melanom-
Linien mit dem galactosylierten 3,4-BGF hingegen hat keinen Einfluf} auf die MMP-2
Aktivitdt. Obwohl 3,4-BGF einen leichten Riickgang der a3 vermittelten Adhdsion an
Fibrinogen bewirkt, steht diese Hemmung also in keinem Zusammenhang mit der

ebenfalls o33 vermittelten Aktivierung von MMP-2.

=] A., et al. zeigten, dal die Inkubation von Knochentumorzellen (GCT23) mit dem
l6slichen synthetischen Integrinsubstrat GRGDSP eine Aktivierung von MMP-2
bewirkt?’). Die Besetzung der Integrinbindungsdoméne durch Peptide verhindert die
Aktivierung von MMP-2 nicht, sondern stimuliert diese sogar. In diesem Punkt
unterscheidet sich die Wirkung und damit auch der Wirkmechanismus des
Saccharidmimetikums GSF deutlich von der Wirkung des Peptids. Geht man némlich
davon aus, daf3 die Bindung eines Substrats an die RGD-Bindungddomaéne des Integrins
o3 die Aktivierung von MMP-2 stimuliert, so deutet die durch GSF hervorgerufene
Inhibition der MMP-Aktivierung auf einen Einflu des Saccharidmimetikums abseits
der RGD-Bindungddomine hin. Eine Bindung des GSF abseits der RGD-
Bindungsdoméne kann einen allosterischen Effekt hervorrufen, welcher (1) zu einer
Deformierung der RGD-Bindungsstelle und damit zu einer verminderten Bindung des
Liganden und/oder (2) zu einer Verhinderung der Bildung des MMP-2 aktivierenden

Proteinkomplexes fiihrt.

WM-115 Zellen exprimieren neben MMP-2 ein weiteres gelatinolytisch aktives Enzym
mit einem Molekulargewicht von 45 kD, welches nicht eindeutig identifiziert wurde.
Aufgrund der Masse konnte es sich um die zu den Stromelysinen zdhlenden
Matrixmetalloproteinasen MMP-3, MMP-10 oder MMP-12 handeln, welche innerhalb
der MMPs das breiteste Substratspektrum besitzen und unter anderem Gelatine abbauen
konnenf=] f=] Da auch diese Bande nach Inkubation mit GSF vollstindig
verschwindet, scheint das geladene Saccharidmimetikum auch eine Wirkung auf den

Aktivierungsmechanismus dieser MMP zu haben.

Ob GSF allerdings unspezifisch mit allen oben genannten Integrinen interagiert bleibt

fraglich.Auch eine spezifische Wirkung des GSF, die iiber intrazelluldre Signale
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weitergeleitet wird und somit Auswirkungen auf weitere Oberflaichenmolekiile hat, ist
denkbar. Es konnte z.B. gezeigt werden, dall die Bindung des fiir o3 spezifischen
Antikdrpers an dieses Integrin auch die asf;-vermittelte Funktion in der Phagocytose
und der Zell-Migration inhibie |E Die gegenseitige Beeinflussung von Integrinen in
ihrer Funktion ist fiir zahlreiche weitere Beispiele beschriebe und ist wahrscheinlich
auf die Signaltransduktion der Molekiile und moglicherweise einen Konkurenzkampf,
um mengenmifg limitierte Bindungspartner zuriickzufiihren. Ein  solches
Zwiegespriach verschiedener Integrine konnte auch die unspezifische Wirkung des GSF

auf die verschiedenen Schritte der metastatischen Kaskade erklaren.

Eine Kombination des Sacchidmimetikums GSF mit dem peptidischen Integrininhibitor
EILDV verstirkt den Effekt beider einzeln eingesetzter Inhibitoren {iberadditiv.
Wihrend innerhalb dieses Assays 5 mM GSF die Adhédsion der WM-115 Zellen an
Fibronectin um 15 % und 2 mM des o4f;-Liganden EILDV diese um 27% inhibiert,
filhrt die Kombination beider Inhibitoren zu einem Riickgang adhdrenter Zellen um 60
%. Eine Kombination von GSF und GRGDSP erzielt hingegen nur einen additiven
Effekt und bewirkt einen Riickgang der Adhdsion um 80 % verglichen mit 15 %
Inhibition fiir GSF und 66 % fiir GRGDSP alleine.

8.3 Integrinmuster

Zur Bestitigung der gedanklichen Riickschliisse, die aus den Ergebnissen der
Adhisions-Assays gezogen wurden, wurde mittels FACS-Analyse die Expression und
Quantitét einiger Integrine auf den humanen Melanomzellen untersucht. Dabei konnte
das Vorkommen des Vitronectin-Rezeptors o3 und und der as-Untereinheit, welche
als funktionsfahiges Integrin ausschlieBlich an die ;-Untereinheit gebunden vorkommt,
sowohl auf WM-115 als auch auf WM-266-4 Zellen nachgewiesen werden. Die
Expression der o3-Untereinheit des Fibronectin-Rezeptors osf; konnte auf beiden
Zellinien ebensowenig nachgewiesen werden wie die Prasentation der o4-Untereinheit
auf dr Zelloberfliche. Von einer Beteiligung des EILDV-bindenden Integrins o4f3; an
der Adhidsion der WM-115 Zellen an Fibronectin gehe ich dennoch aus, da sich die
Adhidsion der Zellen an das ECM-Protein durch das synthetische EILDV-Peptid

inhibieren lief3.
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Ein Vergleich des Integrinmusters der WM-115- mit den WM-266-4 Zellen zeigte
sowohl qualitativ als auch quantitativ keinen Unterschied. Zwar konnten innerhalb der
Melanomentwicklung zumindest quantitativ deutliche Verschiebungen in der
Integrinexpression gezeigt werden ob diese jedoch in zwei aufeinander folgenden
Entwicklungsstufen noch unterschieden werden konnen scheint fraglich. Die aus einem
Primartumor isolierte Zellinie WM-115 wird in ihrer Entwicklung der ,,vertical growth
phase* zugeordnet, wahrend WM-266-4 die zugehorige cutane Metastase darstellt
Eventuell ist ein unterschiedliches phianotypisches Verhalten der Zellen aber auch nicht
direkt mit einem Unterschied im Integrinprofil der Zellen zu erkliren. Wie in der
Einleitung beschrieben kann die Bindungsaffinitit von Integrinen an ihre Liganden
durch andere Faktoren gesteuert werden. Ehec et al. konnten zeigen, daB3 sich die
Oligosaccharid-Seitenketten des Integrins osf; wihrend der Melanomprogression
signifikant verindern'®*). So konnte das erhohte metastatische Potential der Zellinie
A375 mit einem sialylierten tetraantenndren Oligosaccharid auf der ;-Untereinheit
koreliert werden. Ebenso wurde eine Affinitatssteuerung des Integrins asf3; durch poly-
sialylierte Saccharidstrukturen diskutiert, nachdem durch enzymatische Abspaltung der
Sialinsdure die Bindung des isolierten Integrins an Fibronectin-konjugierte Sepharose
vollstindig unterblieb Diese Beispiele zeigen, da3 die Regulation phénotypischer
Eigenschaften von Zellen vielleicht nicht unbedingt durch Proteine gesteuert wird,
sondern eventuell aus der unterschiedlichen Verzuckerung der einzelnen Glycoproteine

resultiert.

8.4 Migration

Integrine erfiillen neben ihrer Rolle als Stabilisatoren zwischen Zellen und ECM eine
wichtige Aufgabe in der Fortbewegung von Zellen. Durch ihre regulierbare Affinitit
sind sie unter Mithilfe der proteolytischen Aktivitdt der MMPs in der Lage Bindungen
zwischen Zelloberfliche und ECM zu 16sen und wieder zu kniipfenf=T—7. Durch
Integrin- und MMP-Inhibitoren kann auch das Migrationspotential wandernder Zellen

beeinfluft werden.

Vergleicht man zunidchst die normalen Wanderungsgeschwindigkeiten der beiden
Zellinien WM-115 und WM-266-4 innerhalb des Scratch Assays so fillt auf, daB3 die

aus der Metastase isolierten WM-266-4 Zellen beinahe dreimal schneller wandern als
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die WM-115 Zellen aus dem Primértumor. Wahrend unbehandelte WM-115-Zellen
beinahe 24 h bendtigen, um die in den Zellrasen geritzte Wunde zu schlieBen, benétigen
die WM-266-4 Zellen lediglich 8 h. Diese Tatsache konnte auf die unterschiedliche
Morphologie der Zellen zuriickzufiihren sein. Die Zellinie WM-115 hat eine flache,
breite und sternformige Gestalt, wihrend WM-266-4-Zellen, neben einem Anteil an
schwimmenden Zellen in der Kultur, eine diinne spindelférmige und deutlich

polarisierte Struktur aufweisen (s.Abb. 61).

WM-115 WM-266-4

Abb. 61  Morphologie der Zellinien WM-115 und WM-266-4

Die Punkte iiber welche Zellen fest an ihr Matrix gebunden sind, werden als
,Fokalkontakte* oder ,, Adhédsionsplaques® bezeichnet. An diesen aus diversen
Integrinen und anderen Proteinen bestehenden Bindungsstellen zwischen der
Zellmembran und der ECM binden intrazelluldir auch die Actinfilamente des
Cytoskeletts. Die spindelformige Morphologie der WM-266-4 Zellen weist auf eine
weit geringere Zahl von Adhésionsplaques, welche im Falle einer Fortbewegung der
Zellen gelost werden miissen, hin als die breite Form der WM-115 Zellen. Dies
verschafft den  Zellen der Metastase  folglich eine  weit  grofere

Migrationsgeschwindigkeit, als den WM-115 Zellen.

Inkubiert man die beiden Wistar-Melanom-Zellen mit einer 5 mM Losung des
geladenen Saccharidmimetikums GSF, so zeigt sich eine deutliche Verringerung der
Migration beider Linien, widhrend eine Inkubation der Zellen mit 3,4-BGF keine Folgen

auf die Migrationsgeschwindigkeit hat. Innerhalb der Zellmigration ist die Beteiligung
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einer Vielzahl verschiedener Integrine beschrieben. Die Funktion der einzelnen
Integrine scheint dabei nicht einheitlich zu sein, denn wihrend beispielsweise das
Integrin o3 bei der Wanderung innerhalb der fokalen Adhdsionskomplexe lokalisiert
bleibt, wandern asf; Integrine mit einer Geschwindigkeit von etwa 6,5 um/h entlang
des Cytoskeletts von der Zellfront zu deren Riickseite. Eine solche direkte

Beteiligung von Lectinen an der Zellmigration ist hingegen bisher nicht bekannt.

Dies bestitigt die Annahme, das die durch eine Inkubation mit 3,4-BGF erzielte
Hemmung der Adhésion auf eine Blockade kohlenhydrat-vermittelter Interaktionen
zuriickgeht, wéihrend GSF die Integrin-ECM-Bindung inhibiert. Durch 16sen der
Adhisionsplaques wird bei WM-266-4-Zellen, welche ohnehin eine niedere Affinitét
zur ECM aufweisen, sogar ein Ablosen der Zellen innerhalb von acht Stunden erzielt,

ohne dal} die Zellen einen Vitalitdtsverlust zeigen.

Betrachtet man die Zahl der Publikationen, welche sich mit der Erforschung der
Invasion von Zellen mittels Boyden-Invasion Chambers beschéftigen (s. Abb. 19), sollte
man davon ausgehen, dal3 es sich bei dieser Methode um ein etabliertes Model handelt,
welches aussagekriftige Ergebnisse liefert. Eigene Erfahrungen mit dem System zeigten
allerdings, dal3 sich die Ergebnisse des bisherigen Versuchsautbaus nicht zuverldssig
quantifizieren lassen und lediglich eine Beschreibung der mikroskopischen
Beobachtungen eine Aussage iiber die Wanderung der Zellen machen kann. Die Firma
BD Biosciences (Heidelberg, Deutschland) hat aufgrund dieser Tatsache so genannte
,,FluoroBlokTM-Invasion Chambers* entwickelt, deren PET-Membran mit einem Filter
ausgestattet ist, der es erlaubt lediglich fluoreszenz-markierte Zellen, welche die
Membran erfolgreich passiert haben mit einem ,,bouttom-reading plate readers* zu
vermessen. Dies hat neben der Quantifizierbarkeit der Zellen den Vorteil, dafl nicht
gewanderte Zellen, welche sich noch auf dem Matrigel befinden nicht entfernt werden
miissen. Versuche den Einflul von GSF auf die Invasion der WM-Zellen mit Hilfe
solcher ,,FluoroBlokTM-Invasion Chambers“zu beobachten, befinden sich derzeit noch
in Arbeit und liefern zum aktuellen Zeitpunkt noch keine zuverldssigen Ergebnisse

sollen jedoch in naher Zukunft realisiert werden.
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9 Schlu3folgerungen und Ausblick

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dafl Saccharidmimetika prinzipiell dazu
verwendet werden konnen verschiedene Schritte der metastatischen Kaskade in vitro zu
inhibieren. Dieses Ergebniss bestétigt die Resultate anderer Arbeitsgruppen, welche
teilweise ihre synthetischen Zuckerstrukturen schon erfolgreich in vivo getestet
haben’ [ie Wirksamkeit der Substanzen scheint dabei von der Polyvalenz der
Oligosaccharide und der Wahl der saccharidischen Einheiten im Molekiil abzuhidngen.
Es zeigt sich, daB die Aktivitit reiner Glykokonjugate auf die Adhésion durch
Einfiihrung weiterer funktioneller Gruppen deutlich gesteigert werden kann. Betrachtet
man die Zell-Matrix-Bindung als Summe aller Interaktionen zwischen Zelloberfliche
und ECM-Proteinen, wird klar, da3 erst die Hemmung mehrerer Adhédsionsmolekiile die
Affinitit der Zellen an die ECM effektiv senken kann. Matsuda et al. kreierten bereits
2001 einen solch heterobifunktionalen Liganden, bestehend aus einer sLe*-Einheit, die
iiber einen Spacer kovalent an ein RGD-Peptid gebunden ist, und wiesen dessen

Wirksamkeit sowohl an Selectinen als auch an Integrinen nach[.

Mit der Einfilhrung der Sulfatgruppe am furanoiden Grundgeriist unserer
Saccharidbibliothek ist es gelungen eine Bifunktionalitit zu schaffen, die ebenfalls in
der Lage ist mehrere Oberflichemmolekiile zu adressieren und damit die von ihnen
gesteuerten biologischen Prozesse signifikant zu beeinflussen. GSF inhibiert in vitro
sowohl die Zell-Adhdsion und —Migration als auch die Aktivierung von MMP-2, ohne
dabei cytotoxisch zu sein. Der Sulfatrest, welcher auch physiologisch ein Bestandteil
der polysulfatierten GAGs ist, scheint fiir die inhibitorischen Effekte das entscheidende
Pharmakophor zu sein. Diese Aussage stimmt mit der klinischen Beobachtung {iberein,
dafl Tumorpatienten, die zusitzlich zu ihrer Tumortherapie mit Heparin behandelt
wurden, weniger hiufig Metastasen zeigten als nicht-heparinisierte Patienten[=] Auch
die klinische Testung des sulfatierten Oligosaccharids PI-88[eigt, daB3 mit der Wahl
der geladenen Saccharidstruktur ein Schritt in die richtige Richtung gemacht wurde, um
ein moglicherweise antimetastatisch wirkendes Therapeutikum zu entwickeln.
Verglichen mit den oben erwdhnten Substanzen Heparin und PI-88, bleibt fiir GSF die

Frage nach einer anti-koagulierenden Wirkung und einer Hemmung von Heparanasen
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zu kléren. Gegeniiber Heparin besteht der Vorteil von GSF oder von zukiinftig
optimierten Furan-Derivaten darin exakt definierte Stubstanz zu haben, welche sich
chemisch synthetisieren lassen. Durch eine Kopplung floureszierender Farbstoffe an den
Furanring mit Hilfe der Diels-Alder-Reaktion, sollte sich aulerdem der genaue Wirkort

der Furan-Derivate aufklaren lassen.

Ein groBer Nachteil des GSF besteht in den relativ hohen Konzentrationen, die bendtigt
werden, um die gewiinschten biologoschen Effekte zu erzielen. Wie anhand zahlreicher
Beispicle belegt, ist der in vitro Einsatz von Oligosaccharidmimetika in mM
Konzentrationen zwar praktikabel, ohne daB sich akut cytotoxische Effekte zeigen![-

[ aber zur Durchfithrung sinnvoller in vivo Studien ist eine Steigerung der Aktivitét
unbedingt notwendig. Als Modifikation des GSF, unter Erhalt seiner bisherigen
Eigenschaften, ist eine Substitution der Sulfatgruppe durch eine Phosphat-, Phosphonat-
oder Acetat-Gruppe denkbar, sowie eine Verldngerung der Saccharideinheit am
Furanring. Natiirliche Beispiele oberflichenaktiver Oligosaccharidstrukturen sind dabei
sLe®, sLe” oder sLe. Neben einer einfachen chemischen Synthese sollten fiir ein
effektives biologisches Screening moglichst einfache Tests erdacht werden, die die
parallele Untersuchung mehrerer Substanzen ermoglichen. Zur ndheren Untersuchung
potentieller Inhibitoren sind dann die in dieser Arbeit verwendeten Methoden unbedingt
notwendig, um eine solide Basis fiir eine spdtere in vivo-Testung zu bilden. Als
etabliertes Tiermodel in der Erforschung anti-metastatischer Therapeutika eignet sich
dabei entweder das Bl6-Mausmodel, bei welchem die Wiederansiedlung zuvor
inkubierter und in C57BL/6-Méuse injizierter BI6F10-Zellen beobachtet Wird[der
ein SCID-Maus Model, in welchem auch die Wiederansiedelung intravends injezierter

humaner WM-Zellen untersucht werden kann.
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