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Zusammenfassung

A ZUSAMMENFASSUNG

Exosomen sind Vesikel endosomalen Ursprungs, die durch die Fusion von Multivesicular
Bodies mit der Plasmamembran von Tumorzellen und anderen Zelltypen in den Extrazel-
lularraum ausgeschittet werden. In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob auch der
Tumormarker CD24 sekretiert wird. Es zeigte sich, dass CD24 sowohl in konditionierten
Zellkulturiberstdnden als auch in malignem Aszites von Patientinnen mit Ovarialkarzinomen
in Exosomen vorkommt.

In vielen Tumoren korreliert die Expression von CD24 mit einer schlechten Prognose fir die
Patienten. Wahrend die meisten Tumoren CD24 an der Zelloberflache exprimieren, weisen
Tumoren mit einer CD24-Akkumulation im Zytoplasma eine erhéhte Invasivitat auf. Daher
sollte Uberprift werden, ob ein Zusammenhang zwischen der intrazellularen Lokalisation von
CD24 und seiner Nachweisbarkeit in Tumorexosomen besteht. Aus der biochemischen
Analyse von Exosomen aus malignem Aszites und deren Vergleich mit immunhisto-
chemischen Farbungen der zugehdérigen Ovarialkarzinome wurde jedoch deutlich, dass dies
nicht der Fall ist. Um zu zeigen, dass die Aszitesexosomen ihren Ursprung in Tumorzellen
haben, wurde der Tumormarker EpCAM in den Aszitesexosomen identifiziert. Hinweise auf
die Beteiligung von Exosomen bei der Zellinvasion wurden durch die Detektion der Matrix-
Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 bekréaftigt. In Anbetracht der Rolle von Exosomen
wahrend der Tumorprogression und bei der Regulation von Immunzellen kénnten CD24 und
EpCAM als wichtige Markerproteine fur die ldentifizierung von Tumorexosomen dienen.
CD24 stimuliert die Adhéasion, Migration und Invasion von Tumorzellen auf verschiedenen
Substraten. Die Daten des zweiten Teils dieser Arbeit zeigen, dass die stabile Transfektion
der Karzinomzelllinien A125 und MDA-MB-435S mit CD24 auch die Migration auf Kollagen-1
erhoht. Wahrend dber den Mechanismus, durch den CD24 dies verursacht, bislang nur
wenig bekannt ist, konnten CD24 hier genregulatorische Eigenschaften nachgewiesen
werden. In A125-Zellen stimulierte es die Expression der Matrix-Metalloproteinasen MMP-2,
MMP-9 und MMP-13 sowie des Zelladhasionsmolekils L1-CAM, deren promigratorische
Funktionen wahrend der Tumorprogression bekannt sind. Des Weiteren fihrte die Anti-
korper-vermittelte Hemmung von B;-Integrin zum Rickgang der erhdhten Migration CD24-
positiver Zellen. Eine friihere Studie unserer Gruppe beschreibt eine regulatorische Wirkung
von CD24 auf die Aktivitat des Chemokinrezeptors CXCR4 durch die Beeinflussung seiner
Lipid Raft-Assoziation. In der vorliegenden Arbeit wiesen CD24-Transfektanten eine ver-
mehrte Lokalisation von B;-Integrin in Lipid Rafts auf. Neben der Wechselwirkung von CD24
mit Proteinkinasen der Src-Familie stellt die Beeinflussung der Lipid Raft-Assoziation einen

weiteren Mechanismus dar, wie CD24 die Funktion anderer Proteine beeinflussen kann.
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SUMMARY

Exosomes are vesicles of endosomal origin, which are secreted by tumor cells and other cell
types into the extracellular space by fusion of multivesicular bodies with the plasma
membrane. This thesis demonstrates that the tumor marker protein CD24 is secreted in
vesicles which represent exosomes. CD24-positive exosomes were detected both in
conditioned cell culture supernatants and in malignant ascites of ovarian carcinoma patients.
In many tumors, the expression of CD24 correlates with poor prognosis for the patients.
CD24 is usually expressed at the cell surface. However, tumors which accumulate CD24 in
the cytoplasm display an increased invasiveness. In order to evaluate whether the
intracellular localization of CD24 has an influence on the presence of CD24 in tumor-derived
exosomes, exosomes from malignant ascites of ovarian carcinoma patients were
biochemically analysed and compared with immunohistochemically stained sections of the
corresponding tumor. However, such a correlation could not be observed. In order to
investigate, whether ascites-derived exosomes originate from the tumor, the tumor marker
protein EpCAM was identified in these exosomes. Moreover, the matrix-metalloproteinases
MMP-2 and MMP-9 were detected in ascites-derived exosomes, confirming the involvement
of exosomes in cell invasion. In view of the emerging role of exosomes in tumor progression
and immune modulation, CD24 and EpCAM might serve as valuable markers for the analysis
of tumor cell-derived exosomes.

The expression of CD24 stimulates the adhesion, migration and invasion of tumor cells on
diverse substrates. The second part of this study demonstrates, that the stable
overexpression of CD24 in the carcinoma cell lines A125 and MDA-MB-435S induces an
increased migration on collagen-1. While only few details about the mechanism of these
CD24-mediated effects have been clarified so far, it is shown here, that CD24 displays gene
regulatory capacities. In A125 cells it increased the gene expression of the matrix-
metalloproteinases MMP-2, MMP-9 and MMP-13 as well as the cell adhesion molecule L1-
CAM, whose pro-migratory characteristics have been demonstrated previously. Furthermore,
antibody-induced inhibition of [3;-integrin reduced the increased motility of CD24-positive
cells. A recent study of our group describes a regulatory effect of CD24 towards the
chemokine receptor CXCR4 by affecting its association with lipid rafts. Here it is shown, that
the expression of CD24 induced an enhanced recruitment of ;-integrin to lipid rafts. Except
for the association of CD24 with protein kinases of the src-family, the regulation of the
association in lipid rafts may represent a further mechanism of CD24 to influence the

functions of other proteins.
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B EINLEITUNG

1 Das GPIl-verankerte Protein CD24

1.1 Strukturelle Eigenschaften von CD24

Die erste Erwdhnung des humanen CD24 fand auf dem ,4th International Workshop on
Human Leucocyte Differentiation Antigens” statt, wo es zunachst als Zelloberflachenprotein
auf B-Zellen beschrieben wurde (Knapp et al., 1989). Wie auch sein homologes Protein in
der Maus, das heat stable antigen (HSA; mCD24) (Kay et al., 1991), ist der 31 Aminoséuren
umfassende Proteinkern von CD24 (ber einen Glykosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker in
der Plasmamembran verankert. Dem Proteinkern kbnnen an 16 Positionen Uber N- oder O-
Verknipfungen Zuckerketten angeheftet werden. Diese extensive und variable Glykosy-
lierung schlagt sich in einem ungewohnlichen Laufverhalten in der SDS-PAGE nieder, in der
das Molekulargewicht von CD24 zwischen 38 und 70 kDa variiert. Abb. 1 zeigt eine
schematische Darstellung der CD24-Struktur.

Das Gen fur humanes CD24 befindet sich auf Chromosom 6921 (Zarn et al., 1995). CD24
enthalt mehrere Polymorphismen, die an der Auspragung verschiedener Autoimmunerkran-
kungen beteiligt sind. Ein C/T-Einzelnukleotidpolymorphismus an Position 170 vom Trans-
lationsstartpunkt des CD24-Gens resultiert im Austausch eines Alanins gegen ein Valin. Bei
Multiple Sklerose (MS)-Patienten tritt der CD24""-Genotyp im Vergleich zur Durchschnitts-
bevélkerung zweifach erhoht auf. MS-Patienten mit CD24""-Genotyp zeigen zudem eine
beschleunigte Krankheitsprogression gegeniiber Patienten mit CD24%2- oder CD24*-
Genotyp (Zhou et al., 2003). Die von diesem Polymorphismus betroffene Aminoséaure liegt in
unmittelbarer Nahe der w-Position des Proteins, an der das CD24-Vorlauferprotein gespalten
und auf den GPI-Anker Ubertragen wird. Die Tatsache, dass CD24 starker an der Oberflache
von CD3" T-Zellen von Patienten mit CD24"V-Genotyp im Vergleich zum CD24¥*-Genotyp
exprimiert wird, lasst vermuten, dass die Mutation von Alanin zu Valin eine effizientere
Ubertragung des Proteinkerns auf den GPI-Anker verursacht (Zhou et al., 2003). Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Deletion eines TG-Dinukleotids an Position 1527
in der 3’ nicht translatierten Region des CD24-Gens das Risiko an MS zu erkranken
signifikant erniedrigt. In Individuen, die diese Deletion in nur einem Allel aufweisen, ist das
Risiko bereits zweifach reduziert. MS-Patienten, deren CD24-Gen diese Deletion aufweist,
zeigen einen verlangsamten Krankheitsverlauf (Wang et al., 2007). Einen ahnlichen Effekt
verursacht diese Deletion auch im Falle der Autoimmunerkrankung ,Systemischer Lupus
erythematodes” (SLE). Individuen, die die TG-Deletion in einem oder beiden CD24-Allelen

aufweisen, haben im Vergleich zu Personen ohne deletiertes Allel ein 2,6-fach verringertes



Einleitung

Risiko an SLE zu erkranken (Wang et al., 2007). Durch Transfektion von CD24 mit und ohne
Deletion dieses TG-Dinukleotids in chinesischen Hamsterovarial (CHO)-Zellen konnte
aulerdem gezeigt werden, dass die Deletion die Halbwertszeit der CD24-mRNA im

Vergleich zum Wildtyp-Allel um das Vierfache reduziert (Wang et al., 2007).

N-Glykan

o T O-Glykan

E Ethanolamin
@ Phosphat
Mannose
@ Glukosamin
[3  Inositol

Alkylacyl-Glyzerin

Abb. 1. Schematisches Modell von CD24

Dargestellt ist der 31 Aminosauren umfassende Proteinkern mit O- und N-verkniipften Zuckerketten und
dem Glykosyl-Phosphatidylinositol-Anker. Der Proteinkern weist an der Verbindungsstelle zum GPI-
Anker einen Ala/Val-Polymorphismus auf.

1.2 Die Expression von CD24

Wie auch sein murines Homolog HSA dient humanes CD24 als Markerprotein fir die
Entwicklung von B-Zellen, da es nur im Pra-B-Zell-Stadium exprimiert wird, wahrend des
Reifungprozesses zu Plasmazellen aber verloren geht (Duperray et al., 1990). Zudem wird
humanes CD24 im sich regenerierenden Muskel (Figarella-Branger et al., 1993), in Keratino-
zyten (Redondo et al., 1998), in aktivierten T-Zellen (Salamone et al., 2001) sowie in
neutrophilen Granulozyten (Elghetany und Patel, 2002) produziert. Au3erdem spielt es eine

Rolle wahrend der Entwicklung des Nervensystems (Poncet et al., 1996).
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Eine Expression von CD24 findet sich auch in einer Vielzahl von Tumoren. So wurde es
beispielsweise in verschiedenen Non-Hodgkin B-Zell-Lymphomen beschrieben, die zu den
chronisch lymphatischen Leukdmien (CLL) z&hlen. Auch in der akuten lymphatischen
Leukdmie des B-Typs (ALL) und der akuten myeloischen Leukdmie (AML) wird CD24
exprimiert. Neben diesen leukamischen Erkrankungen konnte CD24 auch in zahlreichen
soliden Tumoren identifiziert werden. Zu diesen gehoren unter anderem Tumoren des
Zentralen Nervensystems, wie zum Beispiel Medullablastome, Neurozytome oder Neuro-
blastome, auferdem Nierentumore, kleinzellige und nicht kleinzellige Lungenkarzinome
(,small cell lung cancer* SCLC und ,non-small cell lung cancer®* NSCLC), Tumoren von
Leber und Pankreas, sowie Brust- und Ovarialkarzinome (Kristiansen et al., 2004).

In vielen Tumoren korreliert dabei die Expression von CD24 mit einer schlechten Prognose
und einer verkirzten Lebenserwartung fir die Patienten. Dies ist beispielsweise der Fall in
Ovarialkarzinomen (Kristiansen et al., 2002), NSCLC-Lungenkarzinomen (Kristiansen et al.,
2003), Pankreaskarzinomen (Jacob et al., 2004), Urothelkarzinomen der oberen Harnwege
(Winkler et al., 2007) und Cholangiokarzinomen (Agrawal et al., 2007).

Fur epitheliale Ovarialkarzinome (Choi et al., 2005), Kolorektalkarzinome (Weichert et al.,
2005), Brusttumoren (Surowiak et al., 2006) und Urothelkarzinome der Blase (Choi et al.,
2007) spielt Uberdies die Lokalisation von CD24 eine wichtige Rolle in der Aggressivitat der
Tumoren. Tumorzellen, in denen CD24 im Zytoplasma auftritt, weisen eine erhdhte
Invasivitat auf im Vergleich zu Tumoren, in denen CD24 in erster Linie an der Zelloberflache
detektiert werden kann. Zytoplasmatisches CD24 wird vermutlich in Multivesicular Bodies
(MVB) gespeichert (Weichert et al., 2005), welche spaten Endosomen entsprechen, die
durch eine hohe Konzentration interner Vesikel im endosomalen Lumen charakterisiert sind.
In Urothelkarzinomen konnte festgestellt werden, dass die Expression von CD24 durch
RalGTPasen reguliert wird (Smith et al., 2006). Die Ral-Proteine gehéren zur Familie der
Ras-abhéangigen kleinen GTPasen. RalGTPasen spielen eine Rolle im intrazellularen
Vesikeltransport, der Organisation des Aktin-Zytoskeletts, der Regulation diverser
Transkriptionsfaktoren sowie in der Ras-vermittelten Onkogenese (Feig, 2003). Demnach
kénnte eine verstarkte Aktivierung des Ras/Ral-Signalwegs wahrend der malignen Transfor-
mation von Zellen die (Uber-)Expression von CD24 induzieren, was wiederum das Auftreten
von CD24 in zahlreichen Tumoren erklaren wirde. Unabhangig vom Ras/Ral-Signhalweg
konnte in zwei Glioblastoma multiforme (GBM)-Zelllinien gezeigt werden, dass die Expres-
sion von CD24 durch IGFBP-2 (insulin-like growth factor binding protein-2) induziert wird,
welches in GBM haufig Uberexprimiert wird. Inhibition der IGFBP-2-Expression resultiert in
verminderter Invasivitat der Zellen, in reduziertem Tumorwachstum nach Transplantation der

Zellen in das Grof3hirn von Mausen sowie in einem Rickgang der CD24-Genexpression.



Einleitung [ 6 ]

Entsprechend flihrt eine gezielte Inhibition der CD24-Expression ebenfalls zu einer vermin-
derten Invasivitat (Fukushima et al., 2007).

Kirzlich wurde CD24 auch als Markerprotein fir Tumorstammzellen des Pankreas identifi-
ziert (Li et al., 2007). Hierfir wurde in einem Xenograft-Modell das Tumorwachstum von
Pankreaskarzinomzellen untersucht, die die Zelloberflachenmarker CD24, CD44 und das
Epithel-spezifische Antigen (ESA; ein Marker fir epitheliale Krebszellen) exprimierten.
Tumorzellen, die fiir alle drei Marker positiv waren, besal3en eine 100-fach erhohte Fahigkeit
zur Ausbildung neuer Tumore, selbst wenn nur 100 Zellen in NOD/SCID-Mause injiziert
wurden (Li et al., 2007). Dieselbe Markerkombination war zuvor fur die ldentifikation von
Tumorstammzellen in Mammakarzinomen verwendet worden. In diesem System zeigte sich
jedoch besonders eine Zellpopulation fir die Induktion neuer Tumoren geeignet, die einen
ESA" CD44" CD24™" Lineage-Phanotyp aufwies. Bereits 200 Zellen dieser Population
konnten in NOD/SCID Mausen einen Tumor bilden, wahrend von CD44 CD24" Zellen eine
deutlich hohere Zellzahl nétig war. Interessanterweise konnten aus Tumoren, die aus CD44"
CD24™" Zellen entstanden, auch Zellen mit heterogener CD44-, CD24- und ESA-
Expression isoliert werden (Al-Hajj et al., 2003). Diese Fahigkeit zur Selbsterneuerung als
auch zur Differenzierung in phanotypisch heterogene Zellen entspricht den Charakteristika
von Stammzellen. Aus diesem Grund wurde fiir diese CD44* CD24"°"-Population der Begriff

»rumorstammzellen” gepragt (Al-Hajj et al., 2003).

1.3 Die Funktion von CD24

Da CD24 zuerst als heat stable antigen (HSA; mCD24) in der Maus identifiziert wurde,
wurden die ersten funktionellen Beschreibungen von CD24 im murinen System durchgefuhrt.
Eine Funktion von mCD24 wéhrend der frihen B-Zell-Entwicklung konnte in CD24 Knock
out-Mausen festgestellt werden (Nielsen et al., 1997). In diesen Mausen ist die Anzahl der
spaten prd-B-Zellen und unreifen B-Zellen im Vergleich zu Wildtyp-Méausen reduziert. In
reifen naiven B-Zellen ist dieser Unterschied jedoch nicht mehr erkennbar. Zudem weisen
Erythrozyten aus CD24-negativen Mausen eine hdhere Tendenz zur Aggregation und eine
erhdhte Anfalligkeit zur hypotonen Lyse auf. Die Halbwertszeit dieser Erythrozyten ist
ebenfalls verkirzt (Nielsen et al., 1997). Das Fehlen von CD24 wirkt sich auch auf die
Komplement-vermittelte Lyse aus. Vergleichbar mit Blutzellen von Patienten, die unter der
Krankheit ,Paroxysmale nokturnale Hamoglobinurie* (PNH) leiden, kénnen Zellen aus CD24
Knock out-Mausen deutlich besser durch Komplementfaktoren lysiert werden als Zellen aus
Wildtyp-Mausen (Tremml et al., 1999). PNH wird durch eine somatische Mutation im PIG A-
Gen in hamatopoetischen Stammzellen verursacht, welche eine Stérung wahrend der
Synthese des GPI-Ankers zur Folge hat (Takeda und Kinoshita, 1995). Dadurch kénnen die
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Peptidketten der GPI-verankerten Proteine nicht auf die Ankerstruktur Gbertragen und zur
Oberflache transportiert werden, so dass die Zellen der Lyse durch das Komplementsystem
nahezu ungeschitzt ausgesetzt sind. Die Tatsache, dass das Fehlen von CD24 einen
ahnlichen Effekt hat wie das Fehlen der gesamten Population GPI-verankerter Proteine
unterstreicht die elementare Rolle von CD24 zumindest in einzelnen Stadien der Entwicklung
hamatopoetischer Zellen.

Eine Reihe von Studien befasste sich mit dem Einfluss von CD24 auf Proliferation und
Apoptose von Lymphozyten. So induziert beispielsweise die Quervernetzung von mCD24 mit
dem monoklonalen Antikdrper M1/69 die Apoptose von pra-B-Zellen (Chappel et al., 1996).
Entsprechend inhibiert die Behandlung reifer B-Zellen aus der Milz mit einem Antikorper
gegen mCD24 die Zellproliferation. Auch in humanen B-Zellen kann durch Antikdrper
vermittelte Quervernetzung von CD24 Apoptose induziert werden (Suzuki et al., 2001;
Taguchi et al., 2003). Bei diesem Vorgang sind auch der B-Zell-Rezeptor und MAP (Mitogen
aktivierte Protein)-Kinasen involviert (Taguchi et al., 2003). Die durch die Quervernetzung
von CD24 induzierte Signalweiterleitung erfolgt dabei vermutlich durch eine direkte Inter-
aktion zwischen CD24 und der Tyrosin-Kinase Lyn in Detergens-resistenten Membran-
domanen (Suzuki et al., 2001).

Wie auch in B-Zellen induziert die Antikdrper vermittelte Quervernetzung von mCD24 sowohl
in doppelt positiven (CD4" CD8") als auch doppelt negativen (CD4™ CD8) T-Zellen Apoptose
(Jung et al., 2004). In murinen T-Zellen wird CD24 exprimiert, wenn diese mit Antikbrpern
gegen CD3/CD28 aktiviert werden (Hubbe und Altevogt, 1994). Kostimulation dieser Zellen
mit einem Antikorper gegen CD3/CD28 und dem monoklonalen Antikérper 79 gegen mCD24
fordert die Proliferation von CD4" T-Zellen (Hubbe und Altevogt, 1994). Da gezeigt werden
konnte, dass CD24 gemeinsam mit dem Protein B7 auf B-Zellen als kostimulatorisches
Molekdl fur die klonale Expansion von CD4" T-Zellen wirkt (Liu et al., 1992), stellte sich die
Frage ob diese Kostimulation durch eine homotypische Wechselwirkung zwischen den
CD24-Proteinen auf B- und T-Zellen verursacht werden kann. mCD24-negative T-Zellen
konnten jedoch weiter durch mCD24 auf B-Zellen kostimuliert werden. Zudem resultierte die
konstitutive Expression von mCD24 nicht in einer Verstarkung der T-Zellantwort (Zhou et al.,
1997).

Aufgrund der fehlenden zytoplasmatischen Domane stehen GPI-verankerte Proteine vor
dem Problem der Signalweiterleitung in die Zelle. Wie bereits erwahnt, wird die Information
der mCD24-Quervernetzung in B-Zellen durch die Wechselwirkung mit der Tyrosinkinase
Lyn in Lipid Raft-Membrandoménen ins Zellinnere weiter geleitet (Suzuki et al., 2001). Lipid
Rafts reprasentieren besondere Mikrodoméanen in der Plasmamembran, die sich durch einen
hohen Gehalt an Cholesterin und Glykosphingolipiden (Harder und Simons, 1997) und einer

Unldslichkeit in Detergentien wie Triton X-100 bei 4° C auszeichnen (Brown und Rose,
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1992). Man geht davon aus, dass Lipid Rafts durch die Konzentrierung von Signalproteinen
eine Rolle bei der Signaltransduktion und dem Membrantransport einnehmen (Simons und
Ikonen, 1997). Auch in der Eythroleuk&mie-Zelllinie K562 interagiert CD24 mit Lyn (Zarn et
al., 1996). Dieselbe Studie beschreibt auch die Assoziation von CD24 mit der Kinase c-fgr in
der SCLC-Zelllinie SW2 (Zarn et al., 1996). Als weitere Kinase der Src-Familie wurde Lck
beschrieben, die nach Quervernetzung von mCD24 in der lymphoiden Mauszelllinie ESb-MP
mit CD24 koprazipitiert werden kann (Sammar et al., 1997). Lck und mCD24 konnten in
diesem Zusammenhang als Komplex in Detergens-resistenten Membrandomanen
identifiziert werden, dem auf3erdem noch die Kinasen Hck und Lyn angehéren (Sammar et
al., 1997).

Eine Wirkung der durch CD24 aktivierten Signaltransduktionskaskade wurde in B-
Lymphozyten und mononuklearen Zellen aus Tonsillen von CLL-Patienten beschrieben. In
diesen Zellen fiihrt die Quervernetzung von CD24 zum Einstrom von Ca?* in das Zytoplasma
(Fischer et al.,, 1990). Dieses Phanomen sowie ein Anstieg der Wasserstoff-
peroxidkonzentration ist nach CD24-Quervernetzung auch in Granulozyten zu beobachten
(Fischer et al., 1990). Ca®" dient dabei als Signalmolekiill, das fir die intrazel-lulare
Signalweiterleitung in einer Reihe von Signalwegen verantwortlich ist. Aus Arbeiten unserer
Gruppe geht hervor, dass die Quervernetzung von mCD24 mit dem Antikdrper 79 die
homophilische Zellaggregation auf B-Lymphoblasten verhindert, es aber trotzdem zu einer
Erhéhung der intrazellularen Ca**-Konzentration kommt (Kadmon et al., 1994). Durch die
Behandlung mit einem Antikdrper gegen o B,-Integrin (leucocyte function-associated
antigen-1, LFA-1) kann dieser Effekt blockiert werden, was darauf hinweist, dass die homo-
typische Zellaggregation o, ,- vermittelt ist (Kadmon et al., 1994). Der mCD24-Antikorper
M1/69 hingegen stimuliert die Zellaggregation ohne einen Einfluss auf die Ca*'-Konzen-
tration auszuliben. Der Antikdrper gegen a3, zeigt hier keinen Effekt, was auf eine Beteili-
gung von CD24 in mehreren unterschiedlichen Signalkaskaden hindeutet (Kadmon et al.,
1994).

Zu einem Anstieg der intrazelluldren Ca®*-Konzentration kommt es auch durch Antikérper
vermittelte Quervernetzung von mCD24 und dem Zelladh&sionsmolekil L1-CAM in der
Maus-Neuroblastom-Zelllinie N2A und in Nervenzellen des Kleinhirns. Gleichzeitige Behand-
lung mit beiden Antikdrpern resultiert in einer 6-10-fach starkeren Erhohung des intra-
zellularen Ca**-Spiegels im Vergleich zu Zellen, die mit nur einem Antikérper behandelt
werden (Kadmon et al., 1995). AuRerdem konnte eine direkte Interaktion zwischen mCD24
und L1-CAM in cis (Kadmon et al., 1995) und in trans (Sammar et al., 1997) nachgewiesen
werden. Mit Hilfe von aus Mausgehirnen aufgereinigtem mCD24 und L1-CAM konnte zudem
gezeigt werden, dass die Bindung zwischen mCD24 und L1-CAM nur zustande kommt,

wenn mCD24 mit a-2,3-Sialylsauren modifiziert ist (Kleene et al., 2001). Wahrend ein
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Substrat aus gereinigtem CD24 das L1-abhangige Neuritenwachstum in dorsalen Wurzel-
ganglion-Neuronen deutlich inhibiert, stimuliert es das Wachstum von Zellauslaufern aus
Neuronen aus dem Zerebellum (Kleene et al., 2001). Die Auswirkung dieser Interaktion im
Nervensystem hangt also vom entsprechenden Zelltyp ab. Mit Hilfe von subzellularer
Fraktionierung von Maushirnhomogenaten konnte ebenfalls gezeigt werden, dass CD24 und
L1-CAM ausschlieBlich in Membranfraktionen auftreten, die synaptosomale Membranen
enthalten (Kleene et al., 2001). Interessant erscheint in diesem Zusammenhang auch eine
Studie, die die Expression von mCD24 im Bereich der motorischen Endplatten im Muskel
beschreibt (Jevsek et al., 2006). Demnach hat mCD24 eine Funktion in der synaptischen
Signalubertragung, da CD24 Knock out-Mause im Vergleich zu Wildtyp-M&ausen zum einen
phasenweise Ausfalle in der synaptischen Transmission und zum anderen einen geringeren
Speicher wieder aufgenommener synaptischer Vesikel in der Prasynapse aufweisen. Zudem
kénnte durch die Interaktion zwischen CD24 in der Postsynapse und L1-CAM in der
Prasynapse wahrend der Entwicklung ein initialer Kontakt entstehen, der die vollstandige
Reifung der Synapse initiiert (Jevsek et al., 2006).

Als weiterer Ligand von CD24 konnte das Ca®'-abhangige Lektin P-Selektin identifiziert
werden. Studien aus unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass diese Interaktion zur Adhasion von
monozytaren Zelllinien und Neutrophilen an aktivierte Endothelzellen beitragt. Die
Behandlung mit Antikérpern gegen mCD24 oder P-Selektin inhibiert diese Adhasion (Aigner
et al., 1995). Auch CD24-exprimierende Karzinomzellen und CD24-transfizierte Adenokarzi-
nomzellen kénnen aufgrund dieser Wechselwirkung an aktivierte Thrombozyten oder P-
Selektin-transfizierte CHO-Zellen binden. Die Bindung ist abhéangig von divalenten Kationen
und kann durch Behandlung mit O-Sialoglykoprotein-Endopeptidase inhibiert werden (Aigner
et al., 1997). P-Selektin bindet folglich an O-verknlpfte Glykane des CD24-Molekuls. Auch
unter physiologischen Flussbedingungen konnen Brustkarzinomzellen an immobilisiertes
rekombinantes P-Selektin, aber auch an P-Selektin exprimierendes vaskuldres Endothel
binden und das ,Rollen* der Zellen auf dem Substrat herbeifiihren. Diese Eigenschaft
korreliert mit dem CD24-Expressionsniveau der Zellen und ist abhéangig von der Modifikation
des CD24-Proteins mit dem Sialyl-Lewis*-Antigen (Aigner et al., 1998). Dementsprechend
srollen* A125-Lungenadenokarzinomzellen nur dann auf P-Selektin in vivo wenn CD24 mit
dieser Sialyl-Lewis*-Gylkosylierung modifiziert ist, die durch die Fucosyltransferase VIl (Fuc
TVII) herbeigefuhrt wird. Nach Injektion in Mause zeigen Lungenadenokarzinomzellen, die
sowohl mit CD24 als auch mit Fuc TVII transfiziert worden sind, eine deutlich erhdhte
Extravasation in die Lunge, die abhangig von der Bindung an P-Selektin auf den Endothel-
zellen ist (Friederichs et al., 2000).

Die zahlreichen Publikationen, die CD24 als Markerprotein fur die Tumorprogression

beschreiben, weisen auf eine wichtige Funktion von CD24 in der Zelle hin. Aufgrund der
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wenigen bekannten Liganden und Interaktionen mit der zellularen Signaltransduktions-
maschinerie konnte bislang allerdings noch nicht geklart werden, wodurch die CD24

zugeschriebenen Effekte in der Zelle ausgeldst werden.

2 Exosomen

2.1 Biogenese von Exosomen

Aufgrund einer mangelnden Definition wurden unter dem Begriff ,Exosomen* Membran-
vesikel ahnlicher GroRe und Morphologie zusammengefasst, die sowohl aus dem
Zellinneren sekretiert als auch von der Plasmamembran abgeschnirt werden konnen.
Urspringlich wurden Exosomen als Vesikel mit einem Durchmesser von 30 - 100 nm
beschrieben, Uber die Retikulozyten wahrend der Reifung zu Erythrozyten Transferrin-
Rezeptoren aus der Zelle ausschleusen (Johnstone et al.,, 1991). Innerhalb der Zelle
entstehen Exosomen im endosomalen System. Wahrend friihe Endosomen nur wenige
Vesikel im endosomalen Lumen enthalten, kommt es in spaten Endosomen zur
Abschniirung von Fragmenten der endosomalen Membran, die als interne Vesikel im Lumen
gespeichert werden. Diese spaten Endosomen kdnnen mehrere Hundert interne Vesikel
enthalten und werden daher auch Multivesicular Bodies (MVB) genannt. (Sotelo und Porter,
1959). Diese internen Vesikel konnen einerseits als Speicher fur Membranproteine genutzt
werden, aus denen diese Proteine bei Bedarf wieder zurick an die Plasmamembran
rekrutiert werden. So werden MHC Klasse II-Proteine in unreifen Dendritischen Zellen in
MVB-Vesikeln gespeichert. Kommt es zur Aktivierung der Zellen, verschmelzen die Vesikel
mit der endosomalen Membran und die MHC-Proteine kdnnen mit Antigenpeptiden beladen
werden (Kleijmeer et al., 2001). Verschmelzen MVBs jedoch mit Lysosomen, kann die
Sortierung von Membranproteinen in MVB-Vesikel andererseits auch ein Signal fir deren
Degradation darstellen (Futter et al., 1996; Mullock et al., 1998). Schlie3lich kdnnen die
internen Vesikel durch Fusion der MVBs mit der Plasmamembran auch sekretiert werden
und werden dann Exosomen genannt (Denzer et al., 2000). Diese Definition von Exosomen
dient als Grundlage der in dieser Arbeit untersuchten Exosomen. Abb. 2 zeigt eine

Ubersicht tiber die an der Bildung von Exosomen beteiligten endosomalen Kompartimente.
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Abb. 2: Die Entstehung von Exosomen
Exosomen entstehen im endosomalen System durch die Abschniirung von Teilen der endosomalen
Membran. Spate Endosomen, deren Lumen mit Vesikeln gefllt sind, werden auch Multivesicular Bodies
(MVB) genannt. Durch die Fusion mit Lysosomen (L) kommt es zur Degradation der Bestandteile dieser
internen Vesikel. Verschmelzen MVBs hingegen mit der Plasmamembran werden die Vesikel als
Exosomen sekretiert. (FE = Frihe Endosomen, GA = Golgi-Apparat, ER = Endoplasmatisches
Retikulum, N = Nukleus)

Uneinheit besteht beziglich der Signale, die die Translokation von Proteinen in die internen
Vesikel der MVBs veranlassen. Offensichtlich scheinen diverse Eigenschaften oder Modifi-
kationen diesen Schritt zu induzieren. Eine wesentliche Rolle spielt dabei die Sortierung der
Proteine in die Bereiche der endosomalen Membran, die sich schlielich in das Lumen
abschniren. Fur diesen Schritt ist eine Maschinerie aus drei Proteinkomplexen verant-
wortlich, die ESCRT-I, -1l und -1l (endosomal sorting complex required for transport) genannt
werden (Babst et al., 2002a; Babst et al., 2002b; Katzmann et al., 2001). Monoubiquitinierte
Membranproteine werden von Ubiquitin bindenden Proteinen erkannt und bilden Sortierungs-
stationen in der endosomalen Membran. Zudem rekrutieren sie den ESCRT-I-Komplex aus
dem Zytosol an die endosomale Membran. Dieser Ubernimmt die monoubiquitinierten
Proteine, die fur den Transport in die internen Vesikel bestimmt sind, und aktiviert den
ESCRT-II-Komplex, der wiederum die Bildung des ESCRT-IlI-Komplexes induziert. ESCRT-
Il rekrutiert das deubiquitinierende Enzym Doa4, welches die Ubiquitinmodifikation des
Zielproteins entfernt. In einem ATP-abh&angigen Schritt wird ESCRT-III durch die ATPase
Vps4 abgebaut und die Vesikelformation eingeleitet. Welche Komponenten fur die
Abschniirung der Vesikel verantwortlich sind, ist noch unklar. Jedoch scheint die
Lipidzusammensetzung auf der luminalen bzw. zytosolischen Seite der endosomalen
Membran von Bedeutung zu sein (Babst, 2005).
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2.2 Zusammensetzung und Funktion von Exosomen

Die Zusammensetzung von Exosomen héngt stark vom sekretierenden Zelltyp ab. Durch
proteomische Analysen von Exosomen, die nicht nur aus unterschiedlichen Zelltypen
sondern auch aus diversen Kdrperflissigkeiten wie Urin (Pisitkun et al., 2004), malignem
Aszites (Andre et al., 2002; Koga et al., 2005), Fruchtwasser (Keller et al., 2007) und
Blutplasma (Caby et al., 2005) isoliert werden kdnnen, konnte jedoch eine Reihe von
Proteinen und Lipiden identifiziert werden, die sozusagen zur Grundausstattung von
Exosomen gehdren. Hierzu gehdren zytosolische Proteine wie zum Beispiel Tubulin, Aktin,
Annexine, Rab-Proteine, Protein-Kinasen und heterotrimere G-Proteine (Skokos et al.,
2001a; Skokos et al., 2001b; Thery et al., 2001). Uberdies enthalten die meisten Exosomen
MHC Klasse I-Molekile (Blanchard et al., 2002; Wolfers et al., 2001), die Hitzeschock-
Proteine HSP-70 und HSP-90 (Thery et al.,, 2001; Thery et al., 2002) sowie Proteine der
Tetraspanin-Familie wie CD9, CD63, CD81 und CD82 (Bard et al., 2004; Chaput et al., 2005;
Escola et al., 1998).

Abgesehen von Proteinen und den in der Membran enthaltenen Lipiden konnte in Exosomen
auch RNA detektiert werden. Durch Microarray-Analysen und in vitro-Translationsstudien
wurde gezeigt, dass Exosomen aus der murinen Mastzelllinie MC/9 und der humanen Mast-
zelllinie HMC-1 funktionelle mRNAs von etwa 1300 Genen sowie microRNAs enthalten.
Diese RNAs kénnen auch auf andere Zellen tbertragen und dort zu funktionellen Proteinen
translatiert werden. (Valadi et al., 2007).

Verschmelzen MVBs mit Lysosomen kommt es zur Degradation der Proteine in den internen
Vesikeln. Im Gegensatz dazu enthalten sekretierte Exosomen biologisch aktive Proteine, die
die Funktionen der Exosomen gewahrleisten. Wahrend der Entwicklung von Drosophila
spielt die Sekretion von Morphogenen eine wichtige Rolle. Diese bilden Gradienten tber die
umliegenden Zellen aus und sorgen fir eine korrekte Ausbildung der unterschiedlichen
Gewebe (Lawrence und Struhl, 1996). Zu diesen Morphogenen gehort beispielsweise
Wingless, dessen Sekretion mit Exosom-ahnlichen Vesikeln, genannt Argosomen, assoziiert
ist (Greco et al., 2001). Der Wingless-Gradient wird dabei durch wiederholte Transzytose-
vorgange durch die benachbarten Zellen ausgebildet.

Daruber hinaus scheinen Exosomen vor allem im Bereich der Immunmodulation eine nicht
unbedeutende Rolle zu spielen. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass Exosomen
aus aktivierten Dendritischen Zellen und aus Eppstein-Barr-Virus-transformierten Zellen die
Fahigkeit besitzen, eine Antigen spezifische Immunantwort in T-Zellen hervorzurufen
(Raposo et al.,, 1996; Segura et al., 2005). Die Fahigkeit von Exosomen aus Antigen
prasentierenden Zellen, CD8" T-Zellen ohne kostimulatorisches Signal zu aktivieren, beruht
auf einer hohen Dichte von MHC Klasse I-Molekllen auf der Exosomenoberflache (Sprent,

2005). AuRerdem stellen Exosomen einen Transportmechanismus dar, mit dem unreife
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Dendritische Zellen Peptid beladene MHC-Komplexe auf andere Dendritische Zellen
Ubertragen konnen (Segura et al., 2005). Im Fall von Tumorerkrankrankungen wurde
gezeigt, dass Exosomen aus Dendritischen Zellen, die mit Tumorantigenen stimuliert worden
sind, die AbstoRung von bereits etablierten Tumoren durch die Aktivierung zytotoxischer T-
Zellen einleiten kénnen (Zitvogel et al., 1998). Auch wahrend der Schwangerschaft scheinen
Exosomen, die von der Plazenta abgegeben werden, einen regulatorischen Einfluss auf das
Immunsystem zu haben. So konnte aus dem Serum schwangerer Frauen, die zum
errechneten Termin gebaren, mehr Exosomen isoliert werden als aus dem Serum von
Frauen mit Frihgeburten. Diese Exosomen unterschieden sich nicht nur in der Quantitat,
sondern auch in Zusammensetzung und Funktionalitat. Exosomen der erstgenannten
Gruppe enthielten vermehrt Fas-Ligand und HLA-DR und flhrten zu einer starkeren
Inhibition der T-Zell-Proliferation durch Suppression von CD3-{ und JAK3. Diesen Exosomen
konnte ein plazentaler Ursprung nachgewiesen werden und scheinen auf diese Weise eine
Reaktion des maternalen Immunsystems gegen den F6tus zu verhindern (Taylor et al.,
2006). In diesem Zusammenhang konnte eine Studie unserer Arbeitsgruppe kirzlich zeigen,
dass Exosomen fétalen Ursprungs auch aus Fruchtwasser aufgereinigt werden kdnnen
(Keller et al., 2007).

Auch fur Tumorzellen konnte die Sekretion von Exosomen nachgewiesen werden. Diese
kénnen das Immunsystem sowohl stimulieren und damit eine Immunantwort gegen den
Tumor induzieren, als auch durch Suppression des Immunsystems die Verbreitung des
Tumors unterstiitzen. Die Aktivierung des Immunsystems geschieht durch Endozytose von
Tumorexosomen durch Dendritische Zellen. Tumorexosomen des murinen TS/A-Mamma-
karzinoms enthalten Tumorantigene, die an der Oberflache der sie endozytierenden Dendri-
tischen Zellen prasentiert werden. Dies bewirkt wiederum die Aktivierung zytotoxischer T-
Lymphozyten und resultiert in der Abstol3ung bereits etablierter syngener und allogener
Tumoren (Wolfers et al., 2001). In einem ahnlichen Ansatz wurde gezeigt, dass Exosomen
aus malignem Aszites von Tumorpatienten fur die Stimulation autologer Dendritischer Zellen
verwendet werden kodnnen, welche wiederum die Aktivierung zytotoxischer T-Zellen
induzieren (Andre et al.,, 2002). Aufgrund dieser Ergebnisse wird derzeit untersucht, ob
Tumorexosomen als Hilfsmittel in der Immuntherapie von Tumorerkrankungen eingesetzt
werden kénnen (Mignot et al., 2006). Diese Studien zeigen, dass ein therapeutischer Einsatz
von Tumorexosomen griindlich gegen die moglicherweise auftretenden gegensatzlichen
Wirkungen abgewogen werden muss. Durch die ldentifikation spezifischer Tumorantigene
kénnten Exosomen jedoch mdglicherweise neben einem therapeutischen auch einen
diagnostischen Nutzen haben.

Exosomen spielen auch bei der Verbreitung verschiedener Krankheitserreger eine Rolle.

Beispielsweise sekretieren Prionprotein exprimierende Kaninchen-Epithelzellen sowohl die
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natrlich vorkommende Form des GPI-verankerten Prionproteins PrP° als auch die infektiése
Variante PrP*° in Exosomen. Diese Exosomen besitzen die Fahigkeit andere Zellen zu
infizieren (Fevrier et al., 2004). Auch retrovirale Erreger wie das HI-Virus nutzen die Protein-
komplexe, die in MVBs fir die Sortierung der Proteine in die internen Vesikel verantwortlich
sind, zum Zusammenbau der Viruskomponenten. Beispielsweise interagiert in Makrophagen
das Virusprotein Gag mit Tsg101, einem Bestandteil des ESCRT-I-Komplexes (Garrus et al.,
2001).

3 Matrix-Metalloproteinasen

3.1 Struktur von Matrix-Metalloproteinasen

Die Matrix-Metallproteinasen (MMPs) gehdren zur Familie der Metzincin-Proteasen, die sich
durch ein Zinkion und ein konserviertes Methionin im katalytischen Zentrum auszeichnen
(Stocker und Bode, 1995). Der MMP-Familie gehdéren beim Menschen 24 Enzyme an.
Ursprunglich wurden die Mitglieder dieser Proteinfamilie gemafd ihrer Substratspezifitat in
Unterfamilien gruppiert. So bezeichnete man MMP-2 und MMP-9 als Gelatinasen, wahrend
die Unterfamilie der Kollagenasen MMP-1, -8 und -13 umfasste. Da sich die Spezifitat der
einzelnen MMPs, wie man heute weil3, in der Regel jedoch nicht auf ein Substrat beschrankt,
werden sie mittlerweile durchnummeriert und nach strukturellen Gemeinsamkeiten gruppiert
(Abb. 2). Folgende Doménen sind allen MMPs gemeinsam: Eine N-terminale Pradomane,
die fur die korrekte Sekretion der Proteine verantwortlich ist. Daran schlie3t sich die
autoinhibitorische Prodomane an, die das Zn%*-lon im aktiven Zentrum bindet und auf diese
Weise das Enzym in einem inaktiven Zustand halt. Der Prodoméne folgt die katalytische
Doméane mit dem Zn*-bindenen HEBXHXBGBXHS-Motiv, in dem H fiir Histidin, E fir
Glutamat, B fur eine hydrophobe Aminosaure mit groRer Seitenkette, G fur Glyzin, X flr eine
beliebige Aminosaure und S fir Serin steht. Dartiber hinaus enthalt diese Doméane ein
konserviertes Methionin, dem bislang aber noch keine Funktion zugewiesen werden konnte,
sowie ein Zn*-lon. Mit Ausnahme von MMP-7, -23 und -26 ist die katalytischen Doméne
Uber eine kurze Verbindungssequenz mit der Hamopexin/Vitronektin-ahnlichen Domane
assoziiert, die eine wichtige Rolle in der Wechselwirkung sowohl mit anderen Proteinen,
beispielsweise in der Bindung regulatorischer Proteine oder bestimmter Substrate, aber auch
in der Homo- oder Heterodimerisierung von MMPs spielt. Zudem ist die Hdmopexin-Domane
auch in der MMP-Aktivierung involviert. Zu den Domé&nen, die nicht in allen MMPs enthalten
sind, gehoren beispielsweise die Kollagen-bindende Doméane von MMP-2 und -9, eine Furin-

Spaltstelle in der Prodoméne oder Transmembrandoméanen, die die entsprechenden MMPs
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entweder direkt in der Membran verankern oder als Signal fur die Ubertragung des jeweiligen
MMPs auf einen GPI-Anker dienen (Bjorklund und Koivunen, 2005).

m MMP-1, -3, -8, -10, 12, -13, -19, -20, -27
SH S S
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Hamopexin/Vitronektin-
m &hnliche Doméne D GPI-Anker

Abb. 3: Struktur der Matrix-Metalloproteinasen
MMPs werden aufgrund ihrer unterschiedlichen Domé&nenzusammensetzung in verschiedene Gruppen
eingeteilt. Fast alle MMPs besitzen eine Prédoméne, eine Prodoméane, eine katalytische Doméane und
eine Hamopexin/Vitronektin-dhnliche Doméne, die Uber eine Verbindungssequenz mit der katalytischen
Doméane verbunden ist. Weitere Doméanen koénnen zur Verankerung in der Membran oder der
Substraterkennung beitragen. (Modell in Anlehnung an Ala-aho und Kahari, 2005)

Mit Ausnahme der sechs Transmembran- oder GPI-verankerten MMPs werden Matrix-
Metalloproteinasen als inaktive Zymogene sekretiert (Harper et al., 1971; Okada et al.,
1988). Die Aktivierung erfolgt durch proteolytische Abspaltung der Prodoméne, was zur
Freilegung des Zn**-lons in der katalytischen Domane fiihrt und die Interaktion mit dem
Substrat und dessen Hydrolyse ermoglicht (Becker et al.,, 1995; Van Wart und Birkedal-
Hansen, 1990). Die Aktivierung kann auch durch andere, bereits aktive MMPs erfolgen. Die
Abspaltung der Prodoméne von MMP-2 erfolgt beispielsweise durch einen Komplex aus dem
Membran gebundenen MMP-14 und dem MMP-Inhibitor TIMP-2 (tissue inhibitor of matrix
metalloproteinases-2). Die N-terminale Domane von TIMP-2 bindet und inhibiert hierbei
MMP-14, wahrend die C-terminale Doméane desselben TIMP-2-Molekiils mit der Hamopexin-
Doméne von MMP-2 einen terndren Komplex bildet. Durch ein weiteres, TIMP-2-freies MMP-

14 und ein bereits aktiviertes MMP-2 kann die Prodoméne des auf diese Weise fixierten
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MMP-2 durch zwei proteolytische Spaltungen entfernt werden (Butler et al., 1998; Strongin et
al., 1995).

Zu den Substraten der MMPs gehoren in erster Linie Komponenten der Extrazellularen
Matrix (EZM) wie zum Beispiel Kollagene, Glykoproteine und Proteoglykane. Aber auch
andere bioaktive Molekiile wir Chemokine (McQuibban et al., 2001; McQuibban et al., 2000),
Membran gebundene oder an der Extrazellularen Matrix immobilisierte Vorlauferformen von
Wachstumsfaktoren (Lee et al., 2005; Manes et al., 1999) kénnen durch MMPs gespalten
und dadurch aktiviert oder inaktiviert werden. Sogar Wachstumsfaktorrezeptoren wie
Her2/neu (Codony-Servat et al., 1999) sowie Zelladh&asionsproteine wie E-Cadherin (Noe et
al., 2001), CD44 (Kajita et al., 2001) und a,-Integrin (Deryugina et al., 2002) zéhlen zu den
MMP-Substraten.

3.2 Funktionen von Matrix-Metalloproteinasen wahren  d der
Entwicklung und in Krankheitsprozessen

Matrix-Metalloproteinasen wurden aufgrund ihrer Beteiligung wahrend der Metamorphose
von Amphibien identifiziert (Gross und Lapiere, 1962). Studien mit MMP-Knock out-Mutanten
von Drosophila melanogaster zeigten jedoch, dass MMPs offenbar keine wesentliche Rolle
wahrend der Embryonalentwicklung spielen. Fruchtfliegen, die weder DmMmpl noch
DmMmp2, die beiden einzigen MMPs in Drosophila, exprimieren, kdnnen sowohl das
Embryonalstadium abschlieRen, als auch einen Teil der Larvenstadien durchlaufen (Page-
McCaw et al., 2003). Stattdessen scheinen MMPs vor allem in Entwicklungsphasen von
grol3er Bedeutung zu sein, in denen es zur Umgestaltung von Geweben kommt. Im Rahmen
der postnatalen Skelettentwicklung konnte beispielsweise mit Hilfe von Kock out-Mausen
gezeigt werden, dass MMP-13 fir die Transformation von Knorpel- zu Knochengewebe in
den Wachstumsfugen langer Knochen notwendig ist (Inada et al., 2004; Stickens et al.,
2004). Ebenfalls an der Knochenentwicklung beteiligt sind MMP-9 (Vu et al.,, 1998) und
MMP-14 (Holmbeck et al., 1999; Zhou et al., 2000). MMP-2- und MMP-3-defiziente Mause
zeigen hingegen Auffalligkeiten wéahrend der Milchdriisenentwicklung (Wiseman et al., 2003).
Neben der Gewebsumbildung sind MMPs auch in Entziindungsreaktionen involviert. Kommt
es zu Verletzungen des Lungenepithels, zu einer Infektion der Lunge, oder wird das Lungen-
epithel Allergenen oder Chemikalien ausgesetzt, produziert es chemotaktische Stoffe, die die
Rekrutierung inflammatorischer Zellen in die Alveolen induzieren. Diese Stoffe sind an dem
transmembranen Heparansulfat-Proteoglykan Syndekan-1 immobilisiert. Durch MMP-7-
vermittelte Spaltung der Ektodomane von Syndekan-1 kommt es zur Freisetzung des

Chemokins CXCL-1 und daraufhin zum Einstrom von Neutrophilen. In MMP-7-defizienten
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Mausen bleibt die Migration der Neutrophilen in das Lungenepithel hingegen auf Grund des
fehlenden CXCL-1 aus (Li et al., 2002).

Ein wesentlicher Anteil der Erforschung der Matrix-Metalloproteinasen wurde ihrer Rolle in
Tumorerkrankungen gewidmet. Hanahan und Weinberg beschrieben sechs fundamentale
Veranderungen in der Physiologie von Tumorzellen (Hanahan und Weinberg, 2000): Eigene
Synthese von Wachstumsfaktoren, Resistenz gegen wachstumshemmende Signale,
Resistenz gegen Apoptose, unendliche Replikation, verstarkte Angiogenese sowie Zell-
migration und -invasion in Geweben. Wahrend MMPs urspringlich ausschlief3lich eine Rolle
in Invasions- und Migrationsprozessen zugesprochen wurde, wird mittlerweile immer
deutlicher, dass sie an fast allen Aspekten der Tumorzellphysiologie beteiligt sind. So
stimuliert die MMP-vermittelte Freisetzung von TGF-a aus seinem Membran gebundenen
Vorlaufer das Tumorwachstum (Yoshisue und Hasegawa, 2004). Dartber hinaus fihrt die
Expression von MMP-14 zu einem verstarkten Wachstum von nicht-malignen Epithelzellen
(Soulie et al., 2005). In diesem Zusammenhang konnte kirzlich in verschiedenen Tumor-
zelllinien gezeigt werden, dass MMP-14 zur Aktivierung von TGF-§ fuhrt. Die Bindung von
TGF-B an Rezeptoren auf der Oberflache der Tumorzellen induziert die Expression von
Smadl, was wiederum ein verstarktes Tumorwachstum zur Folge hat (Freudenberg und
Chen, 2007). Fur einige MMPs konnten regulatorische Funktionen in apoptotischen Prozes-
sen nachgewiesen werden. So wurde gezeigt, dass MMP-7 spezifisch Fas spaltet, was zu
einer verminderten Oberflachenexpression dieses Rezeptors auf der Tumorzelloberflache
fuhrt. Dies wiederum bewirkt eine erhdhte Resistenz gegeniiber der Apoptoseinduktion durch
zytotoxische T-Zellen Uber den Fas-Ligand/Fas-Signalweg (Strand et al., 2004). Auch auf
den Prozess der Angiogenese konnen diverse MMPs regulatorischen Einfluss nehmen.
Schwammzellige Tumoren des Kopfes und des Halses induzieren Angiogenese durch
Expression von MMP-14, welches die Freisetzung von Semaphorin 4D katalysiert. Durch
Bindung an seinen Rezeptor Plexin-B1 auf der Oberflache von Endothelzellen bewirkt
Semaphorin 4D die Chemotaxis von Endothelzellen in vitro sowie Angiogenese in vivo
(Basile et al., 2007). Doch auch im Fall der Angiogenese kénnen MMPs eine gegensatzliche
Wirkung haben: Durch die Spaltung von Plasminogen und Kollagen Typ XVIII entstehen
Angiostatin bzw. Endostatin, die die Proliferation von Endothelzellen und damit auch die
Angiogenese reduzieren (O'Reilly et al., 1997; O'Reilly et al., 1994). Wahrend der
Metastasierung missen Tumorzellen die eptheliale Basalmembran durchqueren und in das
umliegende Stroma invadieren. Es folgen die Intravasation in Blut- oder Lymphgefalle, die
Extravasation ins Zielgewebe und dort die Bildung neuer Kolonien. Diese Migrations- und
Invasionsvorgdnge werden ebenfalls durch MMPs unterstitzt. Bei der Invasion von
Ovarialkarzinomzelllinien scheint die Expression von MMP-14 von zentraler Bedeutung zu

sein. Hier wurde gezeigt, dass nur diejenigen Zelllinien, die dieses Enzym exprimieren,
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durch Kollagen-1-haltige Matrizes migrieren kénnen. Die Funktion von MMP-14 beruht dabei
auf der Degradation von Kollagen-1, nicht jedoch auf einem Einfluss auf den Migrations-
mechanismus (Sodek et al., 2007). Wahrend die Hauptaufgabe des untersuchten MMPs in
diesem Fall also ausschlieR3lich auf den Abbau der EZM beschrankt ist, kann die Expression
und Funktion diverser MMPs in anderen Studien hingegen auch indirekt die Migration
beeinflussen, beispielsweise durch Prozessierung von Wachstumsfaktoren oder Zell-
adhasionsproteinen. In Magenkrebszellen fiihrt die Behandlung mit HGF (hepatocyte growth
factor) zur Steigerung der MMP-7-Expression. In diesem System zerstort MMP-7 Zell-Zell-
Verbindungen durch Spaltung des Zelladhasionsproteins E-Cadherin, was wiederum die
Tumorinvasion und -metastasierung beglnstigt (Lee et al., 2007). Ein weiteres
Zelladhasionsmolekil, das durch MMPs prozessiert werden kann, ist der Hyaluronan-
Rezeptor CD44, der durch MMP-14 gespalten wird. Findet diese Spaltung aufgrund einer
Mutation der Spaltstelle von CD44 nicht statt, verringert sich die Zellmigrationsrate (Kajita et
al., 2001). Darlber hinaus beeinflussen MMPs die Reaktionen des Immunsystems auf den
Tumor. So wird beispielsweise die Proliferation von T-Zellen durch die MMP-vermittelte
Spaltung des Interleukin-2-Rezeptors-a inhibiert (Sheu et al., 2001). Die Spaltung des al-
Proteinaseinhibitors durch MMP-11 fiihrt zudem zur Freisetzung eines Spaltprodukts, das die
Sensitivitdt von Tumorzellen gegeniber Naturlichen Killerzellen senkt (Kataoka et al., 1999).
Aufgrund dieser vielfaltigen Funktionen von Matrix-Metalloproteinasen in  der
Tumorprogression bieten diese Enzyme einen moglichen Ansatzpunkt fir therapeutische
Zwecke. Hoffnung wird dabei vor allem auf MMP-Inhibitoren gesetzt. Durch die verschieden-
artigen Funktionen der unterschiedlichen MMPs sowie einer bislang fehlenden Mdglichkeit,
die im Tumor tatséchlich aktiven MMPs zu identifizieren, erweist sich der gezielte Einsatz
dieser Inhibitoren jedoch nach wie vor als schwierig. Zudem fihrten bisherige
Therapieversuche aufgrund fehlender zytotoxischer Aktivitdt der Inhibitoren nicht zu einem
Ruckgang des Tumors. Nichtsdestotrotz stellen sie zur Zeit wohl einen der Erfolg
versprechendsten Ansatze zur Hemmung der Angiogenese und der Metastasierung des

Priméartumors dar.

4 Das Zelladhasionsprotein L1-CAM

Wahrend der Entwicklung des Nervensystems wird auf Axonen und Wachstumskegeln von
Nervenzellen das Zelladhasionsmolekll L1-CAM exprimiert. Vor diesem Hintergrund konnte
L1-CAM Funktionen in der Adhéasion (Keilhauer et al., 1985) und Migration (Lindner et al.,

1983) der sich entwickelnden Neuronen zugewiesen werden. Dartber hinaus spielt es auch
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bei der Ausbildung von Neuriten (Chang et al., 1987; Doherty et al.,, 1995), der
Axonbindelung (Fischer et al., 1986) und -myelinisierung (Wood et al., 1990) eine Rolle.
L1-CAM ist ein Transmembranprotein der Klasse | mit einem Molekulargewicht von 200-220
kDa und gehort zur Immunglobulin (Ig)-Superfamilie (Moos et al., 1988). Sein N-Terminus
besteht aus sechs Ig-ghnlichen Doménen, gefolgt von finf Fibronektin Typy-ahnlichen
Domanen (Hortsch, 1996). Der Transmembrandomane schlief3t sich am C-Terminus eine
kurze, hoch konservierte zytoplasmatische Doméane an (Moos et al., 1988; Reid und
Hemperly, 1992). Die zytoplasmatische Doméne ist fir die Verankerung des Proteins im
Aktin-Zytoskelett verantwortlich (Dahlin-Huppe et al., 1997). Das variable Molekulargewicht
von L1-CAM wird durch Zuckerseitenketten an mehr als zwanzig moglichen Glykosylierungs-
stellen verursacht (Moos et al., 1988) (Abb. 4)
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Abb. 4: Struktur des L1-CAM-Molekiils
Dargestellt ist die Doméanenstruktur des Proteins, sowie die proteolytischen Spaltstellen und die
entsprechenden Spaltprodukte.

AulRer im Nervensystem wird humanes L1-CAM auch in diversen hamatopoetischen Zellen
exprimiert, wie beispielsweise CD4" T-Zellen, peripheren B-Lymphozyten und monozytaren
Zellen (Ebeling et al., 1996; Pancook et al., 1997). Dartber hinaus konnte L1-CAM auch mit
vielen Tumoren in Zusammenhang gebracht werden. So wurde es unter anderem in Gliomen
(Senner et al., 2002), Kolonkarzinomen (Gavert et al., 2005) und Nierenzellkarzinomen
(Allory et al., 2005; Meli et al., 1999) identifiziert. Arbeiten aus unserer Gruppe konnten
zeigen, dass die Expression von L1-CAM in Tumoren der Ovarien und des Uterus einen
schlechten Prognosefaktor fur die Patienten darstellt und mit einer verminderten Lebens-
erwartung korreliert (Fogel et al., 2003). Einen &ahnlich schlechten Krankheitsverlauf
signalisiert die Expression von L1-CAM auch im malignen Melanom und im klarzelligen

Nierenzellkarzinom, im letzteren Fall vor allem bei gleichzeitigem Verlust des Zellzyklus-
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regulators Cyclin-D1 (Allory et al.,, 2005; Fogel et al.,, 2003; Thies et al., 2002).
Dementsprechend weisen Ovarialkarzinomzellen, die mit einem L1-CAM-tragenden
Adenovirus infiziert wurden, ein verstarktes Tumorwachstum in NOD/SCID-Mausen auf
(Gast et al., 2005). In immunhistochemischen Analysen von Kolon- und Ovarialkarzinomen
lokalisiert L1-CAM an der invasiven Front des Tumors, wahrend die innere Tumorzellmasse
weitgehend negativ fir L1-CAM erscheint (Gast et al., 2005; Gavert et al., 2005).

L1-CAM gehort zu den Zelloberflachenproteinen, die proteolytisch gespalten und so in
I6sliche Proteine umgewandelt werden kdnnen. Die Spaltung kann in zwei Bereichen der
extrazellularen Domane stattfinden. Proteolytische Spaltung in der dritten Fibronektin Typy-
ahnlichen Doméne durch Plasmin (Nayeem et al., 1999), Trypsin (Sadoul et al., 1988) oder
Proprotein-Konvertase PC5A (Kalus et al., 2003) resultiert in der Freisetzung eines 150 kDa
grofl3en loslichen Fragments (L1-150), wahrend ein etwa 85 kDa grofRer Rest (L1-85) in der
Membran verankert zurtickbleibt. Darlber hinaus kann L1-CAM auch Membran proximal
prozessiert werden. Dieser Schritt wird durch ADAM-10 (Mechtersheimer et al., 2001) oder
ADAM-17/TACE (Maretzky et al., 2005; Stoeck et al., 2006a) katalysiert, die der ADAM (a
disintegrin and metalloproteinase)-Proteinasefamilie angehdéren. Aus dieser Spaltungs-
reaktion gehen ein zytoplasmatisches Membranfragment mit einem Molekulargewicht von 32
kDa (L1-32) und eine Idsliche L1-CAM-Variante von 200 kDa (L1-200) hervor. Neben a,f35
kann L1-CAM auch mit asf3;, a,f:, a,Bs und dem Thrombozyten-spezifischen Integrin B33
interagieren (Blaess et al., 1998; Ebeling et al., 1996; Felding-Habermann et al., 1997,
Montgomery et al., 1996; Oleszewski et al., 1999; Ruppert et al., 1995). Fiur die Bindung
dieser Integrine ist ein RGD-Motiv in der sechsten Ig-ahnliche Domé&ne essentiell (Duczmal
et al., 1997; Ebeling et al., 1996; Felding-Habermann et al., 1997; Montgomery et al., 1996;
Ruppert et al., 1995). Eine RGD-unabhangige Bindung geht L1-CAM hingegen mit ayf3; ein
(Silletti et al., 2000). Neben Integrinen kann L1-CAM auch homotypisch mit anderen L1-
CAM-Molekilen interagieren (De Angelis et al., 1999). Andere Bindungspartner umfassen
Axonin-1 (Kuhn et al., 1991), das GPI-verankerte Protein CD24 (Kadmon et al., 1995), das
Proteoglykan Neurocan (Oleszewski et al., 1999) und der fir die Nervenzellentwicklung
wichtige Semaphorin-Rezeptor Neuropilin-1 (Castellani et al., 2002). Die zuletzt erwdhnte
Wechselwirkung kénnte nicht nur im Nervensystem sondern auch fur die Besiedlung des
Peritoneums durch L1-CAM-positive Tumorzellen von Bedeutung sein, da L1-CAM auf

Ovarialkarzinomzellen mit Neuropilin-1 auf Mesothelzellen interagiert (Stoeck et al., 2006b).
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5 Integrine

5.1 Aufbau von Integrinen

Wahrend die zuvor beschriebenen Matrix-Metalloproteinasen die proteolytische Spaltung der
Extrazellularen Matrix katalysieren, sind die Mitglieder der Integrin-Proteinfamilie fur die
Adhasion von Zellen an die EZM aber auch an andere Zellen verantwortlich. Jedes Integrin
besteht aus einer a- und einer B-Kette, die nicht-kovalent miteinander verbunden sind. Beide
Untereinheiten sind Typ 1-Transmembranproteine mit einer grof3en extrazellularen und einer
kleinen zytoplasmatischen Doméane. Saugetiere exprimieren 18 a- und 8 (3-Untereinheiten,
die 24 verschiedene a-p-Heterodimere bilden kdnnen. Wahrend einige Untereinheiten nur in
einem einzigen Heterodimer vorkommen, konnten 12 (3;- und 5 a,-Dimere identifiziert werden
(Hynes, 2002). Integrine lassen sich gemaR der Art ihrer Substratbindung grob in vier
Klassen aufteilen (Humphries et al., 2006): Die Substrate der ,RGD-bindenden Integrine*
tragen das Tripeptidmotiv Arg-Gly-Asp, das sich an eine von a- und [(-Kette gemeinsam
ausgebildeten Struktur anlagern kann. Zu ihnen gehdren alle a,-Integrine, sowie asP1, Ogf:
und a;pBs. Im Gegensatz dazu zahlen a4B:1, 0437, agf1, alle Bo-Integrine und agP; zu den
,LDV-bindenden Integrinen®. Auch wenn nicht alle Mitglieder dieser Gruppe direkt an das
Leu-Asp-Val (LDV)-Motiv binden besteht eine strukturelle Ahnlichkeit zwischen den
Bindungsstellen der Substrate dieser Integrine. Die B;-bindenden a-Ketten al, a2, al10 und
0all besitzen eine zusatzliche aA-Domane, aufgrund derer sie ,A-Doménen-haltigen (1-
Integrine” genannt werden, und bilden eine separate Laminin/Kollagen-bindende
Unterfamilie. Fir die Bindung von Kollagen konnte eine Funktion der A-Domane von d,-
Integrin nachgewiesen werden (Emsley et al., 2000), der Mechanismus der Lamininbindung
ist noch unbekannt. Die ,A-Domanen freie, Laminin bindenden Integrine* sind hingegen
spezifische Rezeptoren flr Laminin. Zu ihnen zahlen a3B;, 0B, 0731 und agBs. Die
Bindungsstelle an Laminin konnte zwar noch nicht identifiziert werden, sie unterscheidet sich
jedoch von der Bindungsstelle der A-Doméanen-haltigen (3;-Integrine.

Die Expression vieler Integrine ist spezifisch fur bestimmte Zelltypen. a,,3; stellt beispiels-
weise das wichtigste Integrindimer auf Thrombozyten dar und bindet an Fibrinogen und den
von Willebrand-Faktor. Ligandenbindung induziert die Aktivierung des Blutplattchens und die
Bindung an andere Thrombozyten und die BlutgefaRwand (Phillips et al., 1991). Beta2-
Integrine werden hingegen nur auf Leukozyten exprimiert und sind dort fur die heterotypische
Bindung anderer Zellen verantwortlich (Hynes, 2002). Im Gegensatz zu den hochbeweg-
lichen Leukozyten exprimieren epitheliale Zellen wiederum viele Integrine, die an EZM-
Komponenten binden, zum Beispiel verschieden Bi-Integrine (a1, 0oB1, 03B1, asB1, OeP1,

Ogf1), wie auch agf34, 0,5 und a,f¢ (Gilcrease, 2007).
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Abb. 5: Kombinationsmdglichkeiten der Integrin Unte reinheiten
Die 18 Alpha- und 8 Beta-Untereinheiten kénnen in Saugetieren 24 Integrinheterodimere bilden. Allein (1
ist durch seine Assoziation mit 12 a-Ketten an der Ausbildung der Hélfte aller in Sdugetieren bekannter
Integrindimere beteiligt. (Kinashi, 2005)

5.2 Integrin vermittelte Signaltransduktion

Die Aufgabe der Integrine besteht in der Interaktion mit Komponenten der EZM und
Bindungspartnern auf anderen Zellen. Die Bindung eines Liganden an ein Integrin resultiert
in einer Konformationsdnderung des Heterodimers, die sich bis hin zur zytoplasmatischen
Domaéne fortsetzt und diverse Signaltransduktionskaskaden in der Zelle auslésen kann, die
eine Umstrukturierung des Zytoskeletts, Verdnderungen im Adhasions- und Migrations-
verhalten oder der Zellproliferation und vieles mehr zur Folge haben kdénnen (Brakebusch
und Fassler, 2003; Schwartz und Assoian, 2001; Watt, 2002; Zahir et al., 2003). Aus diesem
Grund spielen Integrine wahrend der Embryonalentwicklung, in der Regulation des Immun-
systems, der Angiogenese, aber auch wahrend der Tumorprogression eine wichtige Rolle.
Da die zytoplasmatischen Domanen der Integrine keine enzymatische Funktion enthalten,
sind sie fur die Signalweiterleitung auf die Bindung intrazellularer Signalmolekile ange-
wiesen. Die Signaltransduktion tber Integrine erfolgt jedoch nicht ausschlie3lich von aul3en
nach innen. Der Aktivierungsstatus der Integrine wird durch Signale aus dem Zellinneren
gesteuert, die die Affinitat der Integrine fur ihre Substrate regulieren (Hynes, 2002). Als
wichtiger Faktor konnte fir diesen ,Inside-out® genannten Signalweg das Protein Talin
identifiziert werden. Talin bindet an die zytoplasmatische Doméane der B-Kette des Integrin-
Heterodimers Uber eine Struktur, die einer Phosphotyrosin bindenden-Doméane ahnelt
(Calderwood et al., 2002). Die Bindung von Talin scheint dabei eine Salzbriicke zwischen
den zytoplasmatischen Doménen von a- und B-Kette aufzulésen, was eine Konformations-
anderung der Integrinstruktur zur Folge hat, die sich auch auf die Ektodoméane des Integrin-
Dimers auswirkt und in einer erhdhten Substrataffinitat resultiert (Liddington und Ginsberg,
2002; Vinogradova et al., 2002). Abgesehen von Proteinen, die an die zytoplasmatische

Doméne der Integrine binden, kann deren Aktivierungsstatus auch durch Substratbindung,
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stimulierende Antikdrper oder bivalente Kationen wie Mn?* in einen aktiven Zustand gebracht
oder darin gehalten werden (Hynes, 2002).

Die Bindung eines Liganden an ein aktiviertes Integrin fuhrt zur Aggregation mehrerer
Integrin-Dimere und zur Ausbildung eines ,Fokalkontakt® genannten Komplexes. Fokal-
kontakte enthalten neben den Integrinen noch Integrin assoziierte Adaptor- und Signal-
proteine, die aus dem Zytoplasma an die Plasmamembran rekrutiert werden, sowie
Wachstumsfaktorrezeptoren (Burridge et al., 1987). Diese Proteinkomplexe sind verant-
wortlich fur die Signaltransduktion in die Zelle (,Outside-in“). Zu den zytoplasmatischen
Signalmolekilen gehoren unter anderem ILK (integrin-linked kinase), die fokale Adh&sions-
kinase FAK, Paxillin, p130CAS, Kinasen der Src-Familie und GTPasen der Rho-Familie
(Hannigan et al., 1996; Rosales et al., 1995; Schaller, 2001; Schaller et al., 1994; Welsh und
Assoian, 2000). Die Anwesenheit von Wachstumsfaktorrezeptoren wie dem EGF
(Epidermaler Wachstumsfaktor)-Rezeptor oder dem PDGF (platelet-derived growth factor)-
Rezeptor in Fokalkontakten weist dariiber hinaus auf eine kooperative Signhalweiterleitung
von Integrinen und Rezeptor-Tyrosinkinasen hin. a,f3; interagiert in Brustepithelzellen bei-
spielsweise direkt mit dem TGF-B Typ lI-Rezeptor. Bindet TGF- an diesen Rezeptor-
Integrin-Komplex, kommt es zur Aktivierung der MAP-Kinase-Kaskade, sowie einer erhéhten
Smad2/3-vermittelten Genexpression und Invasion (Galliher und Schiemann, 2006).
Aufgrund der wichtigen Funktion der Integrine in Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen und
der Signaltransduktion sind Integrine daher auch von grof3em Interesse in Bezug auf die
Entstehung und Entwicklung von Tumoren, bei der es zu grundlegenden Anderungen im

Adhasions- und Migrationsverhalten der involvierten Zellen kommt.
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GPI-verankerte Proteine konnen Uber zwei Mechanismen sekretiert werden: Einerseits durch
die enzymatische Spaltung des GPI-Ankers, welche beispielsweise durch die GPI-
spezifischen Phospholipasen C und D katalysiert wird. Diese Spaltung fiihrt zur Entstehung
einer l6slichen Form bestehend aus dem Peptidanteil des urspriinglich GPI-verankerten
Proteins. Eine weitere Moglichkeit besteht in der Freisetzung des vollstandigen Proteins in
Exosomen. Beide Arten der Sekretion wurden bereits fir das Prion-Protein (PrP)
nachgewiesen. In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, ob und, falls ja, in welcher
Form das GPI-verankerte Protein CD24 von Tumorzellen sekretiert wird. Eine mogliche
Sekretion von CD24 in Exosomen ist von Interesse, weil Tumoren, die CD24 intrazellular
speichern, eine im Vergleich zu Tumoren mit CD24 an der Plasmamembran erhdhte
Invasivitat aufweisen. Daher soll in diesem Zusammenhang geklart werden, ob in
Patientinnen mit Ovarialkarzinomen eine Korrelation zwischen der unterschiedlichen
Lokalisation von CD24 im Zytoplasma beziehungsweise an der Plasmamembran und einer
maoglichen Sekretion von CD24 besteht.

Diverse Studien konnten dartber hinaus zeigen, dass die Expression von CD24 die Motilitat
und Invasivitdt von Tumorzellen steigert. Wie dies erfolgt, ist unklar, da CD24 aufgrund einer
fehlenden Transmembrandoméane nicht zu einer direkten Signalweiterleitung in die Zelle
fahig ist. Lediglich durch seine Lokalisation in Detergens-resistenten Membrandomé&nen
kommt es in Kontakt mit intrazellularen Kinasen der Src-Familie. Ein weiterer Aspekt der
vorliegenden Arbeit befasst sich daher mit der Frage, tber welche Mechanismen die durch
CD24 verursachten Anderungen in Zellmigration und -invasion vermittelt werden. Ein
besonderes Augenmerk wird dabei auf die Expression von Matrix-Metalloproteinasen gelegt,
denen durch ihre proteolytische Aktivitdt gegentiber Komponenten der Extrazellularen Matrix
bereits eine Rolle in der Zellmigration nachgewiesen wurde. Das Zelladh&sionsmolekul L1-
CAM wurde neben P-Selektin als Bindungspartner von CD24 identifiziert. Aufgrund der
migrationsférdernden Wirkung von L1-CAM wird zudem untersucht, ob der CD24-vermittelte
Anstieg der Zellmigrationsrate auch auf einem Einfluss von CD24 auf L1-CAM beruht. Von
essentieller Bedeutung fir Zelladhasions- und migrationsprozesse sind zudem Bindungen
zwischen Integrin-Heterodimeren auf unterschiedlichen Zellen beziehungsweise zwischen
den Zellen und der EZM. Vor diesem Hintergrund soll schlie3lich eine mégliche Funktion von

CD24 bei der Regulation von Integrinen ermittelt werden.
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1 Zellbiologische Methoden

1.1 Antikorper

1.1.1 Monoklonale Antikdrper

Name /Klon  Antigen Spezies Herkunft

SWA-11 Humanes CD24 Maus-IlgG2a  (Jackson et al., 1992)

ML-5 Humanes CD24 Maus (Weber et al., 1993)

uJi127.11 Humanes L1, Maus-1gG1 (Patel et al., 1991)

(L1-11A) Ektodoméne

11G2 Humanes ADAM-10; Maus E. Rubinstein, Villejuif Cedex
Ektodoméane

111633 Humanes TACE Maus R&D Systems, Wiesbaden

HB1.1 Humanes B; Integrin; Maus-lgG1l,k Chemicon, Hofheim
aktivierend

TDM29 Humanes (3, Integrin; Maus-lgG1 Chemicon, Hofheim
blockierend

MAR4 Humanes 3, Integrin Maus-lgG1,k Beckton Dickinson, Heidelberg

12F1-H6 Humanes a; Integrin MauslgG2a,k Beckton Dickinson, Heidelberg

C311.1 Humanes s Integrin Maus-lgG1l,k  Beckton Dickinson, Heidelberg

9F10 Humanes a4 Integrin Maus-lgG1,k Beckton Dickinson, Heidelberg

SAM-1 Humanes asIntegrin Maus-1gG1 Beckton Dickinson, Heidelberg

AC-15 Humanes (-Aktin Maus-1gG1 Sigma, Taufkirchen

TS9 Humanes CD9 Maus E. Rubinstein, Villejuif Cedex

29 Humanes Annexin-1 Maus-1gG1 Beckton Dickinson, Heidelberg

W27 Humanes HSP-70 Maus-lgG2a  Santa Cruz Biotechnologies

33.2 Humanes EpCAM Maus G. Moldenhauer, DKFZ

23 Humanes Clathrin Maus-1gG1 Beckton Dickinson, Heidelberg
(schwere Kette)

40 Humanes BiP/IGRP78 Maus-lgG2a  Beckton Dickinson, Heidelberg
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35 Humanes GM130 Maus-1gG1 Beckton Dickinson, Heidelberg

PG-M1 Humanes CD68 Maus-1gG3 DAKO, Hamburg

1.1.2 Polyklonale Antikorper

Name Antigen Spezies Herkunft

pzyt-L1 Humanes L1, zytoplas- Kaninchen V. Lemmon, Miami (USA)
matische Domé&ne

Serum-71 Humanes ADAM-10 Kaninchen (Gutwein et al., 2003)

N-20 Humanes Caveolin-1 Kaninchen Santa Cruz Biotechnologies

Calretinin Humanes Calretinin Kaninchen Zymed, San Francisco (USA)

1.1.3 Sekundarantikorper

Name Spezies Spezifitat Konjugat Herkunft

gamPE Ziege Maus Phycoerythrin  Dianova, Hamburg
gamCy3 Ziege Maus Cy3 Dianova, Hamburg
gamPOX Ziege Maus Peroxidase Dianova, Hamburg
garabPOX Ziege Kaninchen Peroxidase Dianova, Hamburg
gamMicrobeads Ziege Maus Microbeads Miltenyi, Berglsch-Gladbach

1.2 Zellkultur

1.2.1 Zelllinien

Name Herkunft Referenz
Al125 Humane Lungenadenokarzinomzelllinie (Weber et al., 1995)
A125 mock A125 stabil transfiziert mit pcDNA3.1-Neo
A125 CD24 A125 stabil transfiziert mit humanem
CD24 in pcDNA3.1-Neo
MDA-MB-435S Humane Mammakarzinomzelllinie Tumorbank DKFZ
MDA-MB-435S MDA-MB-435S stabil transfiziert mit
mock pcDNA3.1-Neo
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MDA-MB-435S MDA-MB-435S stabil transfiziert mit

CD24 humanem CD24 in pcDNA3.1-Neo

GG Humane Ovarialkarzinomzelllinie Glunkel, Frauenklinik HD

SKOV3 Humane Ovarialkarzinomzelllinie Tumorbank DKFZ

M130 Humane Ovarialkarzinomzelllinie Glnkel, Frauenklinik HD

SWA-11 Maus/Hybridom; (Jackson et al., 1992)
Spezifitét: humanes CD24

uJ127.11 Maus/Hybridom; Spezifitat: humanes L1 (Patel et al., 1991)

1.2.2 Zellkulturbedingungen

Die adharent wachsende Lungenadenokarzinomzelllinie A125 und deren Transfektanten
wurden in RPMI 1640-Medium (GibcoBRL, Eggenstein), dem 10% fttales Kalberserum
(FCS, Biochrom, Berlin; zuvor hitzeinaktiviert bei 56° C fur 1h) zugesetzt wurde, in
Plastikkulturflaschen (TPP, Trasadingen, Schweiz) kultiviert. Die Brustkarzinomzelllinie MDA-
MB-435S und deren Transfektanten sowie die Ovarialkarzinomzelllinien GG, SKOV3 und
M130 wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM; GibcoBRL, Eggenstein),
angereichert mit 10% FCS, kultiviert.

Zur Passage wurden A125- und MDA-MB-435S-Zellen mit 5 mM EDTA in PBS und die
Ovarialkarzinomzelllinien mit 0,05% Trypsin / 0,53 mM EDTA in PBS fir 5 Minuten bei 37°C,
95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, inkubiert. Die Zellen wurden anschlielend durch
mehrmaliges Pipettieren vollstdandig vom Boden der Kulturflasche abgelést und nach der
Zentrifugation in der gewinschten Dichte in Medium aufgenommen und entsprechend in

Zellkulturflaschen ausgesat.

1.2.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Anzahl an Zellen pro Volumeneinheit wurde durch das Zellzahlgerat CASY1(Scharfe
System, Reutlingen) ermittelt. Hierfur wurden 10 pl einer Zellsuspension in 10 ml CASYton-
Losung (Innovatis, Reutlingen) aufgenommen, was einer Verdiinnung von 1:1000 entspricht.
Durch Einstellung des entsprechenden Verdinnungsfaktors wurde die Zellzahl pro Milliliter

Zellsuspension berechnet.
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124 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren wurden jeweils 5x10° bis 1x10’ Zellen in 900 pl FCS und 100 pl DMSO
aufgenommen, zunachst bei -70° C fur 24 Stunden gelagert und anschlieend zur
Langzeitlagerung in flissigen Stickstoff Uberfuhrt.

Das Auftauen der Zellen erfolgte bei RT. Nach einmaligem Waschen in vorgewarmtem
Kulturmedium wurden die Zellen in einem entsprechenden Volumen  Kulturmedium

ausgesat.

1.3 Transfektion von A125 Zellen mit CD24

Die stabile Transfektion wurde mit Hilfe der JetPEI-Transfektionsldsung (Invitrogen,
Karlsruhe) durchgefuhrt. Dazu wurden 3 pg CD24-pcDNA3.1-DNA (Klon #316) beziehungs-
weise 3 pg pcDNA3.1 ohne Insert mit 150 mM NaCl auf ein Volumen von 100 pl aufgefullt.
Dann wurden 6 pl JetPEI-Lésung ebenfalls mit 150 mM NaCl zu einem Volumen von 100 pl
verdinnt. Die verdinnte JetPEI-Losung wurde daraufhin zur DNA-L6sung gegeben,
gevortext, kurz anzentrifugiert und fir 15 - 30 Minuten bei RT inkubiert. Am Tag zuvor waren
2x10° A125 Zellen auf einer 6-Loch-Platte in RPMI 1640 mit 10% FCS ausgesat worden.
Diesen wurde nun nach einmaligem Waschen mit Medium 2 ml serumhaltiges Medium
zugegeben. Die 200 pl JetPEI / DNA-Mischung wurden tropfenweise hinzugefiigt und durch
Schwenken der Platte mit dem Medium vermischt. Die Zellen wurden fur 24 Stunden bei 37°
C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, mit den Transfektionskomplexen inkubiert. Daraufhin
folgte ein Mediumwechsel und weitere Kultivierung der Zellen bis zur Untersuchung der

Transfektionseffizienz per FACS-Analyse.

1.4 Transfektion von siRNA

141 Sequenzen

CD24-siRNA-Duplex sense: 5 - ACA ACA ACU GGAACUUCAAAT AT -3
L1-siRNA-Duplex sense: 5 — AGG GAU GGU GUC CAC UUC AAAdT dT -3
(MWG Biotech, Ebersberg)

Kontroll-siRNA: AllStars Negative Control siRNA (Qiagen, Hilden)
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1.4.2 Transfektion mit Oligofectamine

Zur Inhibition der Expression von CD24 wurden A125 CD24-Zellen mit Hilfe von
Oligofectamine (Invitrogen, Karlsruhe) mit dem CD24-siRNA-Duplex beziehungsweise der
Kontroll-siRNA transfiziert. Dafiir wurden am Tag zuvor pro Ansatz 1,5x10° Zellen in
Kulturmedium in 6-Loch-Platten ausgesat. Zur Transfektion wurde zunéchst ein Komplex aus
siRNA und Oligofectamine hergestellt. Dazu wurden pro Ansatz 3 pl Oligofectamine-
Reagenz mit 12 pl OptiMEM-Medium (GibcoBRL, Eggenstein) vermischt und fir 5 bis 10
Minuten bei RT inkubiert. Als ndchstes wurden 100 nM siRNA mit OptiMEM-Medium auf ein
Volumen von 185 pl verdinnt. Die beiden Vorverdinnungen wurden anschliel3end zu einem
Endvolumen von 200 pl vermischt und fir 20 Minuten bei RT inkubiert. W&hrenddessen
wurden die Zellen einmal mit serumfreien Medium gewaschen und die Vertiefungen mit je
800 pl serumfreien Medium pro Ansatz aufgeflillt, dem nach Ablauf der Inkubationszeit 200
pl der siRNA-Oligofectamine-Komplexe zugefiigt wurden. Nach einer Inkubation von 4
Stunden bei 37°C wurden 500 pl RPMI-Medium mit 30% FCS zugegeben und die Zellen je

nach Fragestellung fiir weitere 24 bis 48 Stunden bei 37°C kultiviert.

15 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (Parks und Herzenberg, 1984) ist ein Verfahren zur Zahlung und
Charakterisierung von Partikeln in einem Flissigkeitsstrom. Grundsatzlich kénnen alle
Merkmale eines Partikels, die sich Uber Lichtbeugung, -streuung oder Fluoreszenz
charakterisieren lassen, zur durchflusszytometrischen Analyse herangezogen werden. Licht-
beugung und -streuung erlauben eine Charakterisierung der Grél3e sowie der Binnenstruktur
eines Partikels, z.B. von Zellen, Zellorganellen oder Kunststoffpartikeln, wahrend durch
Anfarbung definierter Zelloberflachenstrukturen mit speziellen Farbstoffen, gegebenenfalls
unter Zuhilfenahme Farbstoff-markierter, monoklonaler Antikorper, eine weitere Differen-
zierung moglich ist. Die Analyse solcher Merkmale wurde im FACS Calibur- beziehungs-
weise FACS-Canto II-Gerat der Firma Becton Dickinson (Heidelberg) durchgefiihrt. Neben
der einfachen Charakterisierung der untersuchten Zellen kdnnen diese mit Hilfe &hnlicher
Gerate (FACS Vantage beziehungsweise FACS Diva), auch sortiert und somit von
denjenigen Zellen, die die gewiinschten Eigenschaften nicht erflillen, getrennt werden. Bei
diesem Verfahren wird die Zellsuspension zwischen zwei Elektroden hindurchgeleitet und im
Falle eines positiven Signals, d.h. eines angefarbten Antigens, durch einen elektrischen

Impuls abgelenkt und in einem entsprechenden Gefald gesammelt.
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15.1 Indirekte Immunfluoreszenzfarbung fir die FAC  S-Analyse

Fir die Analyse wurden je Farbung etwa 1x10° der zu untersuchenden Zellen in Eppendorf-
Roéhrchen Uberfihrt und bei 300 x g sedimentiert. Das Zellpellet wurde dann fir 30 Minuten
mit 1 pg Antikorper in 100 pl PBS bzw. mit 100 pl Hybridomuiberstand auf Eis inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen mit FACS-Puffer erfolgte die Detektion des Erstantikdrpers durch
einen Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Zweitantikbrper. Hierzu wurden die Zellen mit einer
optimalen Konzentration an Zweitantikorper in FACS-Puffer fir 20 Minuten im Dunkeln auf
Eis inkubiert und anschlieBend zweimal in FACS-Puffer gewaschen. Die optimale
Verdinnung des Zweitantikbrpers wurde in Vorexperimenten ermittelt. Nur mit dem Zweit-
antikorper inkubierte Zellen dienten als Hintergrundkontrolle, um die unspezifische Bindung
des Zweitantikorpers darstellen zu kénnen. Zur Analyse wurden die gefarbten Zellen in 300
pl FACS-Puffer aufgenommen. Je Probe wurden 30.000 Ereignisse (lebende Zellen) gezahilt.
Tote Zellen konnten durch ihre unterschiedliche Grof3e und Granularitat und durch ihre
Anfarbbarkeit mit Propidium-Jodid ausgegrenzt werden. Propidium-Jodid ist ein
Fluoreszenzfarbstoff, der durch die permeable Zellwand toter Zellen diffundieren kann und
die Zell-DNA anférbt. Zur Farbung wurden die Zellen direkt vor der Analyse, nach der
Resuspension in 300 pl FACS-Puffer, mit 1 pg/ml Propidium-Jodid versetzt. Die Messung
erfolgte mittels FACS-Calibur oder FACS-Canto Il (Becton Dickinson, Heidelberg). Die
Fluoreszenzemission wurde mit einem Argonlaser bei 480 nm angeregt und die relative
Rotfluoreszenz (bei PE-gekoppelten Antikérpern) und Propidium-Jodid-Farbung bestimmt. Je
nach Zelltyp wurden Analysefenster in der Software FlowJo entsprechend der ZellgroRRe
(FSC = forward scatter) und der Zellgranularitat (SSC = side scatter) gewabhilt.

Konnten die Zellen nicht sofort analysiert werden, wurden sie nach der Zweitantikdrper-
inkubation in PBS gewaschen, sedimentiert und mit 150 pl einer 3%-igen Paraformaldehyd-
I6sung in PBS fur 10 Minuten auf Eis fixiert. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen in
300 pl PBS aufgenommen und konnten so bis zum nachsten Tag im Dunkeln bei 4° C

aufbewahrt werden.

FACS-Puffer: 5% FCS
0,1% NaNj;
PBS
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1.6 Magnetische Zellsortierung (MACYS)

Neben der Fluoreszenz-aktivierten Zellsortierung (FACS) stellt die magnetische Zellsortie-
rung (MACS) eine weitere Methode dar, mit der Zellen aufgrund von Unterschieden in der
Préasentation von Oberflachenantigenen voneinander getrennt werden kénnen.

Im hier vorliegenden Fall sollten Al125-Transfektanten, die CD24 auf ihrer Oberflache
exprimieren, angereichert werden. 1x10” Zellen wurden zunéchst in einem 15 ml-Réhrchen
in 2 ml MACS-Puffer gewaschen. Das Zellpellet wurde dann mit 1 ml des CD24-spezifischen
Antikorpers SWA-11 fir 30 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen bei
300 x g und 4°C fur 5 Minuten abzentrifugiert. Nun wurde das Pellet in 80 pl MACS-Puffer
aufgenommen und mit 20 pl Microbead-gekoppelten Ziege-a-Maus-Antikdrpern (Miltenyi,
Bergisch-Gladbach) versetzt. Nach einer Inkubationszeit von 15 Minuten im Kuihlschrank
wurden die Zellen zweimal mit MACS-Pufer gewaschen und fir 5 Minuten bei 300 x g und
4° C abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde nun in 500 ul MACS-Puffer aufgenommen und die
Zellen durch Filtration durch ein Zellsieb (BD Falcon, Heidelberg) vereinzelt. Die Einzelzell-
suspension wurde auf eine LS’-MACS-Separatorsaule (Miltenyi, Bergisch-Gladbach)
gegeben, die zuvor in einem MACS-Magneten (Miltenyi, Bergisch-Gladbach) plaziert und mit
3 ml MACS-Puffer gewaschen worden war. Die Separatorsaule enthielt Metallktigelchen, die
durch den starken MACS-Magneten magnetisiert wurden. Wanderte die Zellsuspension
durch die Saule, blieben die Microbeads durch ihre paramagnetischen Eigenschaften in der
Saule hangen, wodurch die so markierten Zellen ebenfalls zuriickgehalten wurden. Zellen,
die kein CD24 auf ihrer Oberflache exprimieren und daher nicht durch den Primér- bzw. den
Microbead-gekoppelten Sekundarantikbrper markiert waren, konnten hingegen die Saule
wahrend der Eluation mit 3 x 3 ml MACS-Puffer ungehindert passieren. Anschliel3end wurde
die Saule aus dem Magneten entfernt und in ausreichender Entfernung zum Magneten mit 5
ml MACS-Puffer durchgesplilt. Durch die Entfernung des magnetischen Feldes wurden die
Magnetkigelchen der Saule entmagnetisiert, so dass sich die gebundenen Zellen durch
MACS-Puffer ablésen lieRen. Die angereicherten Zellen wurden fur 5 Minuten bei 300 x g
und 4° C abzentrifugiert, in vorgewarmtem Zellkultu rmedium aufgenommen und unter
normalen Bedingungen in einer Zellkulturflasche kultiviert. Die Effizienz der Sortierung wurde

nach ausreichender Vermehrung der Zellen durch eine FACS-Analyse Uberpruift.

MACS-Puffer : 2mM EDTA
0,5% BSA
PBS
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1.7 Fluoreszenzmikroskopische Analyse

1.7.1 Indirekte Immunfluoreszenzfarbung

Neben der Durchflusszytometrie stellt auch die Fluoreszenzmikroskopie eine Methode dar,
mit der sich nach Immunfluoreszenzfarbung Zellen auf die Expression bestimmter Proteine
hin untersuchen lassen, wenn auch in erster Linie nur qualitativ. Im Gegensatz zur FACS-
Analyse kann in der Fluoreszenzmikroskopie durch Doppelfarbung des gewdahlten Proteins
mit Markerproteinen fur bestimmte Zellkompartimente jedoch auch eine Aussage Uber die
Lokalisation getroffen werden.

Am Tag vor der Farbung wurden 5x10* Zellen auf Deckglaschen (O 18mm) in 12-Loch-
Kammern in 1 ml Kulturmedium ausgesat und dber Nacht unter normalen Zellkultur-
bedingungen kultiviert. Am folgenden Tag wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit
PBS gewaschen und mit 3% Paraformaldehyd/PBS fir 15 Minuten fixiert. Nach erneutem
Waschen mit PBS wurden die Zellen in 0,1% Triton X-100/PBS fir 15 Minuten
permeabilisiert, dann wiederum gewaschen. Inkubation in 0,5 M NH,CI fir 10 Minuten diente
dem Abfangen von Radikalen, die wahrend des Fixierungsvorgangs entstanden waren. Nun
wurden die Zellen zweimal gewaschen und fir 45 Minuten mit dem Erstantikdrper inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen fir je 5 Minuten wurden die Zellen im Dunkeln fur 30 Minuten
mit dem entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Sekundarantikbrper behandelt,
der spezifisch den Erstantikbrper erkennt. Die so gefarbten Zellen wurden nun erneut
dreimal fur 5 Minuten in PBS gewaschen und dann in 10 pl Mowiol 4-88 eingedeckelt. Die
Préaparate wurden unter einem Zeiss Meta 510-Konfokalmikroskop oder einem Zeiss Axio-
Imager Z1-Epifluoreszenzmikroskop mit angeschlossener Zeiss AxioCam analysiert. Die

Bildbearbeitung erfolgte mit der Software AxioVision (Zeiss, Jena).

1.7.2 Quervernetzung von Zelloberflachenproteinen

Zur Untersuchung der Kolokalisation von aktivierten B;-Integrinen mit CD24 wurde die
Aktivierung von 3;-Integrinen durch Quervernetzung mit Antikérpern simuliert. Hierflr wurden
A125-Zellen durch Inkubation mit 5 mM EDTA/PBS aus Zellkulturflaschen entnommen und
zweimal mit 2% BSA/RPMI-1640 gewaschen. Die Zellen wurden dann fir 30 Minuten auf Eis
mit dem [;-Integrin-Antikdrper MAR4 (20 pg/ml in 2% BSA/RPMI-1640) inkubiert. Es folgten
zwei Waschschritte mit 2% BSA/RPMI-1640. Danach wurden die Zellen mit einem Cy3-
konjugierten Zweitantikdrper (5 pg/ml in 2% BSA/RPMI-1640) fir 30 Minuten auf Eis
inkubiert, erneut zweimal mit 2% BSA/RPMI-1640 gewaschen und in 2% BSA/RPMI-1640
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resuspendiert. Nun wurde die Zellsuspension auf Poly-L-Lysin (Sigma, Taufkirchen)-
beschichteten Deckglasern ausgesat und fir 60 Minuten bei 37° C inkubiert. Anschliel3end
wurden die Zellen vorsichtig einmal mit 2% BSA/RPMI-1640 gewaschen und fur 15 Minuten
auf Eis mit 3% Paraformaldehyd/PBS fixiert. Permeabilisierung, Blockierung und Féarbung
des zweiten Antigens wurde wie in 1.7.1 beschrieben durchgefiihrt. Zur Detektion von CD24
wurde der Antikorper SWA-11 verwendet, der zuvor mit dem Fluorochrom Alexa 488 direkt

konjugiert worden war.

1.8 Zelladhasion

Zur Untersuchung des Einflusses von CD24 auf die Zellbindung an Integrin-Substrate
wurden Zelladhasionsexperimente durchgefiihrt. Dazu wurde ein 96-Loch-Platte (BD Falcon,
Heidelberg) mit verschiedenen Substraten beschichtet, die Bestandteile der extrazellularen
Matrix darstellen. Die Beschichtung erfolgte in einer Konzentration von 2 pg/ml in 100 pl TBS
pro Loch Uber Nacht bei 4° C. AnschlieRend wurde die Flussigkeit abgesaugt und unspezi-
fische Antikorper-Bindungsstellen mit 200 pl 3% BSA/TBS fur 1 Stunde bei RT abgesattigt.
Nach dreimaligem Waschen der Lécher mit je 200 ul HBSS-Medium wurden die Zellen in
100 pl HBSS-Medium pro Loch ausgeséat und fir 60 Minuten bei RT inkubiert. Zur
Aktivierung der Integrine an der Zelloberflache wurden dem HBSS-Medium 2 mM MgCl, und
2 mM CaCl, zugesetzt. Pro Ansatz wurden Triplikate angefertigt. Die optimale Zellzahl je
Zelllinie war in Vorexperimenten ermittelt worden. Als Kontrolle fir unspezifische
Zellbindungen wurden die Zellen in Lochern ausgesat, die ausschlie3lich mit 3% BSA/TBS
beschichtet worden waren. Um Zellen zu entfernen, die nicht an das Substrat gebunden
hatten, wurde die Zellsuspension nach der Inkubationszeit mit 100 pl einer 80%-igen
Percolllosung (Amersham, Freiburg) in PBS vorsichtig unterschichtet. Nicht gebundene
Zellen wurden dadurch von spezifisch an das Substrat gebundene Zellen getrennt, indem sie
in der HBSS-Mediumphase blieben. Daraufhin wurde mit 50 pl 90%-igem Percoll/PBS, dem
2% Glutardialdehyd zugefiigt wurde, auf gleiche Weise ein weiteres Mal unterschichtet und
fur 30 Minuten bei RT inkubiert. Das Glutardialdehyd diente dabei zur Fixierung der
adharierten Zellen. AnschlieBend wurde die Flussigkeit vorsichtig abgesaugt und die Platte
einmal mit 200 pl PBS pro Loch gewaschen. Die adhéarierten Zellen wurden mit 100 pl
Kristallviolett-Farbelésung fur 30 Minuten bei RT angefarbt, anschlieRend finfmal mit 200 pl
H,O gewaschen und schlie3lich mit 100 ul 10% Essigsaure eluiert. Die Auswertung erfolgte
durch Messung der Absorption bei 590 nm am SpectraFluor Plus-Photometer (Tecan,

Crailsheim) mit Magellan 5-Software (Tecan, Crailsheim).
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Zellinie Zellzahl pro 100 pl
A125 1x10"
MDA-MB-435S 2x10*
Substrate: Fibronektin (Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein)

FN-40 (Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein)
Kollagen-1 (Sigma, Taufkirchen)

Laminin (Sigma, Taufkirchen)

BSA (1% in PBS; Gerbu, Gaiberg)

HBSS: 5 mM KCI
0,5 mM KH,PO,
137 mM NaCl
4 mM NaHCO;
0,3 mM Na,HPO, x 7 H,O
6 mM Glucose
26,5 pM Phenolrot

10 mM HEPES
Zur Aktivierung der Integrine: 2 mM MgCl,
2 mM CacCl,
Kristallviolett- Farbeltsung: 0,05% Kristallviolett

98 ml 0,1 M Borsaure/ddH,O, pH 8,5
2 ml kaltes Ethanol
- die Zutaten werden gemischt, filtriert und Aliquots

bei -20°C weggefroren

19 Zellmigration

Die Migrationsfahigkeit von Tumorzellen wurde mit Hilfe von Transwell-Migrationskammern
(Corning, Wiesbaden) untersucht, die in die Vertiefungen von 24-Loch-Platten (TPP,
Trasadingen, Schweiz) eingesetzt werden konnen. Diese Kammern enthalten eine
Polycarbonatmembran, die die Vertiefung der Zellkulturplatte in zwei Kompartimente trennt.

Die Membran ist von Poren mit einem Durchmesser von 5 pm durchsetzt, so dass der
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Medien- und Zellaustausch zwischen oberem und unterem Kompartiment ausschlief3lich
Uber diese Membranporen erfolgen kann. Zur Untersuchung der haptotaktischen Migration
wird die Unterseite der Membran mit einem Substrat beschichtet, das Ulblicherweise einen
Bestandteil der extrazellularen Matrix darstellt. Dieses Substrat stimuliert die Migration der
Zellen, die in das obere Kompartiment gegeben werden, zur Migration durch die Poren in
das untere, mit Migrationsmedium gefiilite Kompartiment. Dort bleiben sie an der Unterseite

der beschichteten Membran haften und kénnen quantifiziert werden.

Oberes

Kompartiment > Migrationskammer
Unteres

Kompartiment Zelle
Substrat Membran

Migrationsmedium

Abb. 6: Modell einer Transwell-Migrationskammer
Die Zellen werden in das obere Kompariment pipettiert. Wahrend der haptotaktischen Migration wandern
die Zellen durch die Poren der Membran, deren Unterseite mit dem Substrat beschichtet ist. Im unteren
Kompartiment bleiben die Zellen an der Unterseite der Membran héngen und kénnen durch Anfarbung
mit Kristallviolett quantifiziert werden.

Zu Beginn des Experiments wurden die Membranunterseiten der Migrationskammern flr 90
Minuten bei RT mit 100 pl kalter Substratverdiinnung beschichtet. AnschlieRend wurden die
Kammern vorsichtig in eine 24-Loch-Platte eingesetzt, deren Vertiefungen mit 1 ml
Migrationsmedium beflllt worden waren. In das obere Kompartiment wurde nun eine je nach
Zelllinie unterschiedliche Anzahl an Zellen in 100 pl Migrationsmedium gegeben. Je nach
Fragestellung wurden die Zellen mit einem Antikdrper vorbehandelt. Hierfur wurde dem
Migrationsmedium, in dem die Zellen aufgenommen wurden, der entsprechende Antikorper
in einer Konzentration von 10 pg/ml zugesetzt und die Zellen fir 30 Minuten bei 37°C, 95%
Luftfeuchtigkeit und 5% CO, inkubiert. Jeder Versuchsansatz wurde in Triplikaten
durchgefuhrt. Die 24-Loch-Platte wurde mit einem entsprechenden Kunststoffdeckel
verschlossen und bei 37° C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO, fir eine je nach Zellinie
unterschiedliche Dauer inkubiert. Nach dieser Zeit wurden die Migrationskammern
entnommen und die nicht migrierten Zellen aus dem oberen Kompartiment abgesaugt.
Zusatzlich wurden nicht migrierte Zellen durch Auswischen mit einem Wattestabchen von der
Oberseite der Membran entfernt. Zur Quantifizierung der migrierten Zellen wurden die
Migrationskammern nun fir 30 Minuten bei RT in eine neue 24-Loch-Platte eingesetzt, deren

Vertiefungen mit 500 ul Kristallviolett-Farbeldsung beflllt waren. Nach Entnahme wurden die
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Kammern durch Schwenken in H,0 gewaschen und verbliebene Farbelésung mit Hilfe von
Wattestdbchen von der Membranoberseite entfernt. Anschlieend wurden die Membranen
mit einem Skalpell ausgeschnitten und der Farbstoff in 300 pl 10% Essigsdure in einer
weiteren 24-Loch-Platte eluiert. Von jedem Eluat wurden zweimal 100 pl in eine 96-Loch-
Platte Uberfuhrt. Die Auswertung erfolgte durch Messung der Absorption bei 590 nm am
SpectraFluor Plus-Photometer (Tecan, Crailsheim) mit Magellan 5-Software (Tecan,
Crailsheim). Je hoher die Anzahl der migrierten Zellen auf dem Membranunterseite, desto

starker die Farbung und dementsprechend auch die Absorption.

Zellinie Zellzahl pro 100 pl Migrationsdauer
A125 5x10* 4 Stunden
MDA-MB-435S 1x10° 18 Stunden

Migrationsmedium: 0,5% BSA in RPMI 1640

Substrate: Fibronektin (10 pg/mlin PBS; Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein)
FN-40 (10 pg/ml in PBS; Gibco BRL Life Technologies, Eggenstein)
Kollagen-1 (10 pg/ml in PBS; Sigma, Taufkirchen)
Laminin (10 pg/ml in PBS; Sigma, Taufkirchen)
BSA (1% in PBS; Gerbu, Gaiberg)

1.10 Transendotheliale Zellinvasion

Die Invasivitat von A125-Zellen in Abhéngigkeit von CD24 wurde in Zusammenarbeit mit Dr.
C. Mierke (Erlangen) untersucht. Hierzu wurde ein Versuchsansatz gewahlt, in dem
Tumorzellen entweder direkt in ein Kollagenkissen oder durch eine konfluente Schicht

Endothelzellen in ein Kollagenkissen einwandern mussten.

1.10.1  Herstellung des Kollagengels

Zur Herstellung des Kollagenkissens wurden zunéchst 3,5 ml Kollagen R (2 mg/ml; Serva,
Heidelberg) mit 3,5 ml Kollagen G (4 mg/ml; Biochrom, Berlin) in einem gekihlten 15 ml-
Reaktionsgefald vorsichtig mit einer Pipette vermischt, wobei die Bildung von Blasen
vermieden werden musste. AnschlieBend wurden 800 pl NaHCO;, 800 pl DMEM-Medium
(10x; Biochrom, Berlin) und 130 ul NaOH zugegeben. Von diesem Gemisch wurden je 2 x

600 ul in eine 6-Loch-Platte pipettiert, die Platte geschwenkt, bis der Boden gleichmafig
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bedeckt war, und fir mindestens 1,5 Stunden bei 37° C im Brutschrank inkubiert. Nach der
Polymerisation des Kollagens wurde das Medium durch je 1 ml Promocell-Medium 2
ausgetauscht und die Platte fur mindestens 1 Stunde bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Fur
die Versuchsansatze, in denen keine Endothelzellen auf die Kollagenschicht ausgesat
wurden, wurden nun, wie unter 1.10.3 beschrieben, die Tumorzellen direkt auf das Kollagen-

kissen ausgesét.

1.10.2  Ausséen der Endothelzellen auf das Kollagenk issen

Vor dem Aussden der Endothelzellen wurden zun&chst Promocell-Medium 2 (2% FCS,
Wachstumsfaktoren und Antibiotika), sowie HA-Puffer (1x HEPES, 1 mg/ml Albumin) und 1x
Trypsin/EDTA auf 37° C erwarmt. Die Endothelzellen wurden einmal mit HA-Puffer
gewaschen und anschliel3end mit Trypsin/EDTA vom Boden der Zellkulturflasche geldst. Die
Zellen wurden daraufhin in 10 ml DMEM vereinzelt und bei 300 x g fur 5 Minuten
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellen in 10 ml Promocell-Medium 2
resuspendiert. Nach Bestimmung der Zellzahl wurden 5 x 10° Zellen pro Loch in die mit
Kollagen beschichtete 6 Loch-Platte ausgeséat und tber Nacht bei 37° C im Brutschrank

inkubiert.

1.10.3 Invasionsversuch

Die Tumorzellen wurden wie beschrieben aus den Zellkulturflaschen abgenommen, in PBS
gewaschen und fir 5 Minuten bei 300 x g sedimentiert. Die Zellen wurden in 10 ml
Promocell-Medium 2 resuspendiert und die Zellzahl auf 1 x 10° Zellen/ml eingestellt.
AnschlieRend wurde das Wachstumsmedium von der Endothelzellschicht abgenommen und
durch 1 ml Tumorzellsuspension ersetzt. Es folgte eine Inkubation bei 37°C im Brutschrank
fur 24 - 48 Stunden. Zur Quantifizierung der eingewanderten Zellen wurde anschlie3end das
Medium abgesaugt, jedes Loch der Platte vorsichtig mit 2 ml HA-Puffer gewaschen und die
Zellen im Kollagenkissen mit 1 ml 2,5% Glutardialdehyd/PBS fixiert. Das Invasions-
experiment konnte entweder direkt ausgewertet oder bei 4° C aufbewahrt werden. Die
Zahlung der eingewanderten Zellen erfolgte im Mikroskop bei 20-facher VergroRerung. Pro
Kollagenkissen wurden 15 Gesichtsfelder genau senkrecht und 15 Gesichtsfelder genau
waagerecht ausgezahlt. Die jeweils ersten vier Felder wurden aufgrund der Unebenheiten

des Kollagenkissens nicht gewertet.
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1.11 Zellproliferation

Zur Bestimmung der Proliferation von Tumorzellen wurden 5x10° (A125) bzw. 1x10* (MDA-
MB-435S) Zellen in Triplikaten in 24-Loch-Platten ausgesét und fur 48, 72 oder 96 Stunden
in 1 ml Kulturmedium kultiviert. Das Medium wurde daraufhin abgenommen und durch 200 pl
Kulturmedium ersetzt, dem MTT in einer Endkonzentration von 0,5 mg/ml zugefligt wurde.
Die Zellen wurden daraufhin fur weitere 30 Minuten bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5%
CO; inkubiert. MTT ist ein Farbstoff, der aktiv von lebenden Zellen aufgenommen und in die
Mitochondrien transportiert wird. Dort wird das wasserldsliche, gelbe MTT in ein wasser-
unlésliches, violettes Formazan umgewandelt. Nach der Inkubationszeit wurde das MTT-
Medium-Gemisch sorgfaltig abgenommen und der Farbstoff mit 200 pl vorgewarmtem
DMSO eluiert. Von jedem Eluat wurden nun zweimal 100 ul in 96-Loch-Platten Uberfihrt. Die
Auswertung erfolgte durch Messung der Absorption bei 590 nm am SpectraFluor Plus-

Photometer (Tecan, Crailsheim) mit Magellan 5-Software (Tecan, Crailsheim).

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (Sigma, Taufkirchen)
Stocklésung: 5 mg/ml in PBS

1.12 Isolation von Vesikeln aus Zellkulturiberstand en

Vesikel aus konditionierten Zellkulturiiberstanden wurden durch eine Reihe von
Zentrifugationsschritten isoliert. Hierzu wurden die Uberstande von Zellen abgenommen und
zunachst fur 10 Minuten bei 300 x g und 4T zentrifugiert, um restliche Zellen aus den
Uberstanden zu sedimentieren. Es folgte ein Zentrifugationsschritt bei 10.000 x g und 4°C
fir 20 Minuten zur Entfernung von Zelltrimmern. Die gereinigten Uberstande wurde nun, je
nach Volumen der Uberstande, in SW27-, SW40- oder SW60-Polypropylen-Zentrifugen-
réhrchen (Steinbrenner, Wiesenbach) Uberfiihrt, die dann in die entsprechenden Ultrazentri-
fugenbecher (Beckmann, Krefeld) eingesetzt wurden. Die Isolation der enthaltenen Vesikel
erfolgte durch Ultrazentrifugation (Beckmann-Ultrazentrifuge) bei 100.000 x g und 4° C fur
2,5 Stunden. Die Vesikel-depletierten Uberstande wurden verworfen, die Vesikelpellets
entweder in PBS resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung weggefroren, fir die
Gradientenzentrifugation weiterverarbeitet, oder direkt in 2x SDS-Probenpuffer aufgenom-

men und fir 5 Minuten bei 95°C aufgekocht.
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1.13 Isolation von Vesikeln aus Aszitesproben

Die Entnahme der Aszitesproben von Ovarialkarzinompatientinnen wurde in Kooperation mit
D. Koensgen, A. Mustea und J. Sehouli (Charité Berlin) und in Ubereinstimmung mit den
Vorgaben der Ethikkommission der Charité Berlin durchgefuhrt. Wie schon die konditio-
nierten Zellkulturiiberstdnde mussten auch die Aszitesproben zunachst von Gewebe, Zellen
und Zelltrimmern befreit werden. Dies erfolgte durch Zentrifugationschritte bei 300 x g fur 10
Minuten, sowie bei 10.000 x g fur 20 Minuten. Die gereinigte Aszitesfliissigkeit wurde
daraufhin in einem SW27-Ultrazentrifugenréhrchen vorsichtig auf ein Kissen aus 6 ml 40%
Saccharose/PBS geschichtet. Es folgte ein Ultrazentrifugationsschritt von 1,5 Stunden bei
100.000 x g und 4° C, wahrend dessen die im Aszites enthaltene n Vesikel durch das
Saccharosekissen zum Boden des Rohrchens wanderten. Der Vesikel-depletierte Aszites-
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, in ein frisches 50 ml-Réhrchen Uberfuhrt und
weggefroren. Das Gemisch aus Saccharose und Vesikeln wurde mit PBS verdinnt und zur
Sedimentierung der Vesikel einem weiteren Ultrazentrifugationsschritt unterzogen (100.000 x
g, 4°C, 2,5 Stunden). Der Uberstand wurde abgenomme n und verworfen, das Vesikelpellet

in PBS aufgenommen oder fur die Gradientenzentrifugation weiterverarbeitet.

1.14 Fixierung von aus Aszitesproben isolierten Zel len

Unmittelbar nach Entnahme der Aszitesproben in der Charité Berlin wurden die Zellen durch
Zentrifugation isoliert und eingefrorenen. Die eingefrorenen Zellen wurden in gefrorenem
Zustand in gepufferte Formalinlésung Gberfuhrt und fir 2 Stunden im Uber Kopf-Rotierer bei
4° C aufgetaut und fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen fur 5 Minuten bei 300 x g
zentrifugiert, das Zellpellet sofort vorsichtig in 200ul 2%-iger Agaroselosung resuspendiert

und auf Eis abgekinhlt.

Gepufferte Formalinldésung: 9,07 g KH,PO4
11,86 g Na,HPO,
860 ml ddH,0
140 ml Formalin (Stocklésung: 37%)
pH 7,4
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1.15 Immunhistochemie von aus Aszitesproben isolier ten Zellen
und von Tumorproben

Die immunhistochemischen Farbungen und Analysen der Tumorschnitte und Zellen wurden
in Kooperation mit G. Kristiansen (Charité Berlin) durchgefthrt. Von den in Agarose einge-
betteten Zellen wurden Gefrierschnitte hergestellt. Diese wurden ebenso wie die mit
Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Tumorgewebsschnitte in einem automati-
sierten Vorgang mit Hilfe des Benchmark XT (Ventana, Tucson, USA) gefarbt. Der
Hybridomiberstand des CD24-spezifischen Antikérpers SWA-11 wurde hierfir 1:5 verdinnt.
Als Chromogen diente Fast Red (Ventana, Tucson, USA). AnschlielRend wurden die Schnitte

kurz mit Hamatoxylin gegengefarbt und wassrig auf Objekttrager geladen.

2 Biochemische Methoden

2.1 Herstellung von Zelllysaten

Zur Proteinisolierung von adharenten Zellen wurden diese zunachst mit 5 mM EDTA/PBS
aus der Zellkulturflasche gelést und fiir 5 Minuten bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, das Zellpellet in PBS resuspendiert und erneut fir 5 Minuten bei 300 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde wiederum verworfen, die Zellen je nach GroéRe des
Zellpellets in 50 bis 100 pl Lysepuffer resuspendiert, gevortext und fir 30 Minuten auf Eis
inkubiert. Durch Zugabe von Protease- und Phosphatase-Inhibitoren zum Lysepuffer wurde
ein Proteinabbau beziehungsweise die Dephosphorylierung durch die bei der Zelllyse frei
gesetzten intrazellularen Proteasen und Phosphatasen verhindert. Daraufhin wurde das
Lysat fir 10 Minuten bei 16.000 x g und 4°C zentrifugiert, um unl6sliche Zellbestandt eile zu
sedimentieren. Der Uberstand mit den solubilisierten Proteinen wurde in ein neue Eppendorf-
Reaktionsgefald Uberfiihrt und, je nach Volumen des Lysats, mit einer entsprechenden
Menge zweifach oder flinffach konzentrierten SDS-Probenpuffers, dem je nach Frage-
stellung B-Mercaptoethanol (Roth, Karlsruhe) zugesetzt war, fir 5 Minuten bei 95° C

aufgekocht und anschlieRend auf Eis abgekuhlt.
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Lysepuffer: 1% Triton X-100 (Applichem, Darmstadt) in TBS
oder 1% Brij96 (Sigma, Taufkirchen) in TBS
Protease-Inhibitoren: 10 pg/ml Aprotenin, 10 pg/ml Leupeptin, 10 pg/ml
Pepstatin, 1 mM PMSF (alle: Sigma, Taufkirchen)
Phosphatase-Inhibitoren: 10 mM Natriumorthovanadat, 1mM NaF
(alle: Sigma, Taufkirchen)

2.2 Isolierung von Lipid Rafts

Lipid Rafts oder auch DRMs (Detergens-resistente Membrandomanen) sind spezielle
Membranbereiche, die unldslich in bestimmten Detergenzien wie z.B. Triton X-100 bei 4°C
sind. Aufgrund dieser Eigenschaft und ihrer aufgrund des hohen Cholesteringehalts geringen
Dichte kdnnen Lipid Rafts durch Dichtegradientenzentrifugation préapariert werden.

Je nach GroRe der Zellen wurden 1-5x107 Zellen in 500 pl Triton X-100-Lysispuffer fir 30
Minuten in einem SW60-Ultrazentrifugenrohrchen auf Eis lysiert. Das Lysat wurde mit einem
aquivalenten Volumen 85% Saccharoselosung in TBS (w/v) gemischt, so dass die
Endkonzentration der Saccharose bei 42,5% lag. Dieses Gemisch wurde zunéchst mit 3 ml
35% Saccharoseldsung (w/v) in TBS und schlieB3lich mit 750 ul 5% Saccharoselésung (w/v)
in TBS Uberschichtet. Dieser Stufengradient wurde fur 18-20 Stunden bei 200.000 x g und
4° C in einem SW60-Rotor (Beckmann, Krefeld) zentrifugiert. AnschlieRend wurde der
Gradient von oben nach unten in 500 pl-Fraktionen abgeerntet, die Fraktionen in 15 ml-
Rohrchen Uberfuhrt und mit Aceton geféllt. Die geféllten Proteine wurden Uber Nacht
getrocknet, in 2x SDS-Probenpuffer resuspendiert und fir 5 Minuten bei 95°C aufgekocht.

Volumen c(Saccharose in TBS)(v/v)

Fraktion

750 ul 5% I 1
_____________________ ] 2 Lipid Raft-Fraktion

s

. 4

3ml 35 % s s

s 6

s

----------------- 200.000xg M 8

1ml 85 %
+ Triton X-100-Lysat 18 Stunden  HENEEE O
(= 42,5 %)

Abb. 7: Schematische Darstellung der Lipid Raft-Isol ierung
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2.3 Saccharose-Dichtegradienten-Zentrifugation zur
Subfraktionierung von Exosomen oder Zellkompartimen ten

Durch einen Saccharosegradienten definierter Dichte konnen Zellhomogenate in subzellulare
Bestandteile (Zellorganellen, Plasmamembran) aufgetrennt werden (Yan et al., 2001). Dieser
Gradient kann auch verwendet werden, um verschiedene Vesikelpopulationen aufgrund ihrer
unterschiedlichen Dichte gemalf ihrer Herkunft (Endosomen — Exosomen, Plasmamembran
- Plasmamembranblaschen, apoptotische Vesikel) zu unterscheiden.

Dazu wurden isolierte Vesikel in 1 ml einer 0,25 M Saccharoseldsung in TBS resuspendiert.
Die Vesikel wurden daraufhin auf einen inzwischen in einem SW40-Ultrazentrifugenréhrchen
angefertigten Saccharose-Stufengradient geladen. Dieser Gradient bestand aus 1,5 ml 2 M
Saccharose, 2,5 ml 1,3 M Saccharose, 2,5 ml 1,16 M Saccharose, 2 ml 0,8 M Saccharose
und 2 ml 0,5 M Saccharose. Die Saccharoselésungen wurden in TBS angesetzt, dem 1 mM
Magnesiumacetat sowie pro 20 ml eine Tablette Boehringer Complete Proteinase-Inhibitor-
Mix (Boehringer, Ingelheim) zugesetzt worden war. Nach einem Ultrazentrifugationsschritt
von 2,5 Stunden bei 100.000 x g und 4° C wurde der Gradient von oben in 1 ml-Fraktionen
abgeerntet. AnschlieRend erfolgte die Fallung der in den Fraktionen enthaltenen Proteine
durch Aceton (siehe 2.5.1).

Zur Subfraktionierung von Zellkompartimenten wurden 1x10’ CD24-positive und CD24-
negative Zellen in 1 ml 0,25 M Saccharose/TBS resuspendiert. Zellhomogenate wurden
durch wiederholtes Passagieren der Zellen durch einen Homogenisator hergestellt. Die
Homogenate wurden daraufhin auf den oben erwéhnten Saccharose-Gradienten geladen

und wie beschrieben weiter verarbeitet.

Dichte
Volumen c(Saccharose in TBS) Fraktion [g/ml]
1 mi 0,25 M + [ B 1,04
Vesikel / Homogenat 2 1,06
2mil 05M 3 1,06
(ST I 1,10
2mi 0.8 M B s 1,11 |Exosomen
s 6 1,13
2,5 ml 1,16 M 2R 7 1,14
B s 1,15
2,5 ml 1.3 M [ ] 9 1.17
100000x0  pmm— 10 118
1,5 ml 2M 25Stunden o 14 123 E}g;”cﬁfn“*
I 2 1,24

Abb. 8: Saccharose-Dichtegradient zur Subfraktionieru ng von Zellhomogenaten oder verschiedener
Vesikelpopulationen
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2.4 Konzentration von Proteinen durch Ultrafiltrati on

Zur Konzentration von Proteinen aus Zellkulturiberstanden wurden Amicon-Konzentratoren
(Millipore, Schwalbach) mit einem Ausschlussvolumen vom 10 kDa verwendet. Die
Uberstande wurden in den Probenbehélter eingefillt, der in einen 50 ml-Sammelbehalter
eingesetzt war. Die Filtration erfolgte durch Zentrifugation bei 10.000 x g und 4°C. Molekile
mit einem hoéheren Molekulargewicht als 10 kDa blieben im oberen Kompartiment, wahrend
kleinere Molekule sowie Kulturmedium durch den Filter in den Sammelbehélter gepresst

wurden. Die Dauer der Zentrifugation bestimmte das Endvolumen des Filtrats.

2.5 Proteinfallung

251 Proteinfallung mit Aceton

Wahrend die meisten Proteine mit der Chloroform-Methanol-Methode gefallt werden kénnen,
ist dies fur CD24 auf Grund seiner lipidahnlichen Eigenschaften nicht mdglich. Stattdessen
wurde auf die Fallung mit Aceton zurlickgegriffen, bei der zu jeder Fraktion zunachst das
zehnfache Volumen Aceton zugegeben und gevortext wird. Es folgte eine Inkubation fur 1h
bei —20° C. Durch Zentrifugation bei 2200 x g und 4°C fir 20 Minuten wurde ein Pellet aus
Proteinen und ausgefallenen Kohlenhydraten sedimentiert. Um die Kohlenhydrate aus dem
Pellet zu entfernen, wurde zunachst der Acetoniberstand abgenommen, das Pellet durch
Vortexen im fluinffachen Volumen 50% Aceton/H,O resuspendiert und erneut bei 2200 x g
und 4°C fiir 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstan d wurde verworfen, das Proteinpellet iiber
Nacht unter dem Abzug getrocknet und am nachsten Tag in 2x SDS-Probenpuffer fir 5
Minuten bei 95°C aufgekocht.

25.2 Proteinfallung mit Trichloressigsaure

Zur Fallung von Proteinen aus Zellkulturiberstdnden wurden diese vor oder nach der
Isolation der enthaltenen Vesikel zun&dchst mit Hilfe von Amicon-Konzentratoren auf ein
Volumen von etwa 2 ml aufkonzentriert. Dieses Konzentrat wurde mit Trichloressigséaure
(TCA) zu einer Endkonzentration von 10% (v/v) versetzt, fur 15 Minuten auf Eis inkubiert und
bei 16.000 x g und 4° C fiir 20 Minuten zentrifugiert. Der Ubersta nd wurde verworfen, das
Proteinpellet in 1 ml Diethylether grindlich resuspendiert und erneut bei 16.000 x g und 4°C
fir 20 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde erneut verworfen und dieser Waschschritt
ein weiteres Mal wiederholt. Das Proteinpellet wurde Uber Nacht im Abzug getrocknet, in 2x

SDS-Probenpuffer resuspendiert und fir 5 Minuten bei 95°C aufgekocht.
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2.6 Proteinbestimmung nach Bradford

Zur Proteinbestimmung wurde das Bradford-Reagenz der Firma Biorad verwendet. Dabei
wurde die Bradford-Losung 1:5 mit ddH,0 verdinnt. Von der zu untersuchenden
Proteinlésung wurden 3 pl in eine 96-Loch-Platte (TPP, Trasadingen, Schweiz) vorgelegt und
mit 197 pl der verdiinnten Bradford-LOsung inkubiert. Als Standard wurden definierte BSA-
Verdiunnungen (0 - 0,8 mg/ml) im entsprechenden Losungsmittel der Proteinldsungen
verwendet. Die Auswertung erfolgte durch Messung der Absorption bei 590 nm am Spectra-

Fluor Plus-Photometer (Tecan, Crailsheim) mit Magellan 5-Software (Tecan, Crailsheim).

2.7 Biotinylierung von Plasmamembranproteinen

Die Biotinylierung von Proteinen an der Plasmamembran stellt eine weit verbreitete
biochemische Methode zur Identifizierung von Proteinen an der Zelloberflache im Vergleich
zum intrazellularen Reservoir der entsprechenden Proteine dar. Fir die Biotinylierung von
Proteinen werden in der Regel n-Hydroxysuccinimid (NHS)-ester von Biotin benutzt, die
stabile Amidbindungen mit primaren Aminogruppen in den Seitenketten von Lysinen und
dem N-Terminus von Polypeptidketten ausbilden. Nach der Lyse der so behandelten Zellen
kénnen die biotinylierten Proteine durch die hochaffine Bindung von Biotin an immobilisiertes
Avidin oder Streptavidin isoliert und durch Western Blot-Analyse identifiziert werden.

Die zu biotinylierenden Zellen wurden mit kaltem PBS gewaschen und anschliel3end mit 0,4
mg/ml Sulfo-NHS-Biotin (Pierce, Rockwood, USA) in kaltem PBS fur 30 Minuten bei 4°C
inkubiert. Zur Bindung des Uberschissigen Biotins wurden die Zellen zunadchst mit
serumfreiem RPMI 1640-Medium und anschliel3end zweimal mit kaltem PBS gewaschen.
Die Zellen wurden von der Zellkulturplatte abgeschabt, in ein 15 ml-Réhrchen tberfuhrt und
bei 300 x g fur 5 Minuten sedimentiert. Das Zellpellet wurde dann in 100 pl Triton X-100-
Lysepuffer (siehe 2.1) resuspendiert, in ein Eppendorf-Reaktionsgefald tberfuhrt und fir 30
Minuten auf Eis inkubiert. Nicht l6sliche Zellbestandteile wurden bei 16.000 x g und 4°C fur
10 Minuten abzentrifugiert. Der LysatUberstand wurde in einem neuen Eppendorf-Reaktions-
gefalR mit 15 ul Streptavidin-gekoppelter Agarose (Sigma, Taufkirchen) versetzt und Uber
Nacht bei 4°C in einem Uber-Kopf-Rotierer inkubier t. Die Protein-Agarose-Komplexe wurden
bei 8000 x g und 4°C fir 2 Minuten abzentrifugiert und dreimal mit kaltem 1% Triton X-100
in PBS gewaschen, jeweils gefolgt von einem Zentrifugationsschritt bei 8000 x g und 4°C fir
2 Minuten. Das gewaschene Pellet wurde schlief3lich in 2x SDS-Probenpuffer aufgenommen
und bei 95°C fur 5 Minuten aufgekocht.
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2.8 Immunprazipitation

2.8.1 Préazipitation von léslichem L1-CAM aus Zellku  lturiiberstdnden

Zur Prazipitation von L1-200 wurden je 5x10° A125 mock- und A125 CD24-Zellen in 10 cm-
Kulturschalen ausgesét, zunachst fir 24 Stunden, dann nach einem Mediumwechsel fur
weitere 24 Stunden kultiviert. Die konditionierten Zellkulturiberstdande wurden in 15 ml-
ReaktionsgefalRe Uberfuhrt und fir 10 Minuten bei 3400 x g zentrifugiert, um tote Zellen und
Zelltrtmmer zu entfernen. Dem gereinigten Uberstand wurden 30 pl Sepharose-gekoppelter
L1-CAM-Antikdrper UJ127.11 zugegeben und fur 2 Stunden bei 4° C im lUber-Kopf-Rotierer
inkubiert. Anschliel3end wurde die Sepharose durch Zentrifugation bei 8000 x g fur 2 Minuten
bei 4° C pelletiert in 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsge faRe uberfuhrt. Es folgten drei
Waschschritte mit kalter Triton X-100-Lésung (1% in TBS), jeweils gefolgt von einem Zentri-
fugationsschritt bei 8000 x g fur 2 Minuten bei 4°C. Das Sepharosepellet wurde dann flr 5
Minuten bei 95°C in 2x SDS-Probenpuffer aufgekocht, der 5% p-Mercaptoethanol enthielt,
und anschlieRend eingefroren oder direkt in einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese weiter
verarbeitet.

Im Fall von siRNA-transfizierten Zellen wurde das Kulturmedium 24 Stunden nach der
Transfektion gewechselt und die Zellen fur weitere 48 Stunden kultiviert. Mit den daraus

resultierenden Uberstanden wurde verfahren, wie oben beschrieben.

2.8.2 Koimmunpréazipitation von CD24 und Betal-Integ rin

Zum Nachweis einer mdglichen direkten Interaktion von CD24 und (3;-Integrin wurden je drei
15 cm-Zellkulturschalen A125 mock- und A125 CD24-Zellen bis zu einer Konfluenz von etwa
90% kultiviert. Die Zellen wurden durch Inkubation in 5 mM EDTA/PBS abgenommen, einmal
in PBS gewaschen und durch Zentrifugation sedimentiert. Die Solubilisierung der Zellen
erfolgte fur 30 Minuten auf Eis in 200 pl eines Lysepuffers, der Triton X-100 und N-Octyl-3,D-
Glucopyranosid (BOG; Merck, Darmstadt) enthielt. Die Lysate wurden daraufhin fur 10
Minuten bei 16.000 x g zentrifugiert. Die gereinigten Lysate wurden in neue 1,5 ml-
Reaktionsgefalie Uberfuhrt, 1 pg gereinigter SWA-11- oder B;-Integrin-Antikdrper (MARA4)
zugegeben und fur 30 Minuten bei 4° C im Uber-Kopf- Rotierer inkubiert. Anschlie3end
wurden je Ansatz 25 pl Protein G-Sepharose (GE Healthcare, Uppsala, Schweden)
zugegeben und fur weitere 30 Minuten bei 4° C im Ub er-Kopf-Rotierer inkubiert. Die
Sepharose wurde dann durch Zentrifugation bei 8000 x g fur 2 Minuten bei 4°C pelletiert. Es
folgten drei Waschschritte mit kalter Triton X-100-Ldsung (1% in TBS), jeweils gefolgt von
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einem Zentrifugationsschritt bei 8000 x g fir 2 Minuten bei 4°C. Das Sepharosepellet wurde
dann fir 5 Minuten bei 95°C in 50 pl 2x SDS-Probe npuffer aufgekocht und anschlie3end

eingefroren oder direkt in einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese weiter verarbeitet.

Triton X-100 / BOG-Lysepuffer: 50 mM HEPES
50 mM NacCl
1% Triton X-100
60 mM BOG
5 mM EDTA
50 mM NaF
1 mM Natriumorthovanadat
1 mM PMSF
10 pg/ml Aprotinin
10 pg/ml Leupeptin

2.9 SDS-Polyacryamid-Gelelektrophorese von Proteine  n (SDS-
PAGE)

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine Methode zur Auftrennung
von Proteinen entsprechend ihrer Grof3e in einem elektrischen Feld. Da Proteine je nach
Aminosauresequenz eine gewisse Eigenladung besitzen, muss zunéchst die Ladung der
Proteine mit ihrer GréRRe korreliert werden. Dazu wird das Proteingemisch mit Natriumdo-
decylsulfat (SDS), einem starken, negativ geladenen Detergens, behandelt. SDS besitzt
zwei Funktionen in der SDS-PAGE: Zum einen bindet es an die aufzutrennenden Proteine
und verleiht ihnen dadurch eine negative Ladung. Je groRer das Protein, desto mehr SDS-
Molektle binden daran, wodurch die Eigenladung des Proteins maskiert wird. Nun besitzen
alle Proteine dieselbe Ladung proportional zu ihrer Grél3e, so dass wahrend der Auftrennung
im Gel nur das Molekulargewicht eine Rolle spielt (Shapiro et al., 1967). Die zweite Funktion
der SDS-Bindung ist die Entfaltung der Proteine und damit die Zerstérung von Protein-
aggregaten und -multimeren. Haufig wird diese Eigenschaft durch Zugabe von (-Mercapto-
ethanol unterstitzt, das Disulfidbriicken innerhalb von und zwischen Proteinen reduziert,
wodurch die Entfaltung der Proteine verstarkt wird.

Je nach Gr6Re des zu untersuchenden Proteins kann sein Laufverhalten durch die

PorengroRe des Gels beeinflusst werden. Das Gel unterteilt sich dabei in das obere
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Sammelgel mit niedriger Acrylamidkonzentration und einem pH-Wert von 6,8, in dem sich die
Proteine zu einer schmalen Bande konzentrieren, sowie in das Trenngel, dessen Acrylamid-
konzentration und pH-Wert (8,8) hoher sind, so dass die Proteine gemaf ihres Molekular-
gewichts getrennt werden (Laemmli, 1970).

Die Losung fur das Trenngel wurde in die Gelapparatur gegossen und zur Begradigung mit
wassergesattigtem Isobutanol Giberschichtet. Nach Polymerisation des Trenngels wurde das
Alkoholgemisch durch mehrmaliges Waschen mit H,O entfernt und das Sammelgel ge-
gossen, in das sofort der Probenkamm eingesetzt wurde. Nach der Polymerisation wurde der
Kamm entfernt und das Gel in die Elektrophoresekammer eingespannt. Die Kammer wurde
mit 1x Laufpuffer aufgefullt. Es wurden bis zu 40 pl der mit SDS-Probenpuffer versetzten und
fur 5 Minuten bei 95° C erhitzten Proben aufgetrage n. AuRerdem wurde ein Rainbow"-
Molekulargewichtsmarker (Amersham, Freiburg) aufgetragen. Die Elektrophorese der
Proteine erfolgte bei einer konstanten Stromstéarke von 40 mA, bis das Bromphenolblau des

Probenpuffers die untere Grenze des Gels erreicht hatte.

Acrylamidlésung (Roth, Karlsruhe): 30% Acrylamid
0,8% N,N"-Methylbisacrylamid

Trenngel (20 ml): 10% 12,5%

Acrylamidlésung 6,65 ml 8,3 ml

3 M Tris/HCI pH 8,0 2,65 ml 2,65 ml

H,O 10,5 ml 9,05 ml

10% SDS 200 pl 200 pl

10% APS 130 ul 130 ul

TEMED 30 ul 30 ul

Sammelgel (10 ml): Acrylamidlésung 1,35 ml
0,5M Tris/HCI pH 6,8 2,5ml
H,O 6 ml
SDS 100 pl
APS 100 pl

TEMED 10 pl
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5x Laufpuffer: 248 mM Tris
1,9 M Glycin
17 mM SDS

2.10 Western Blot

Der Western Blot ergdnzt den von Towbin et al. beschriebenen Proteinblot um einen
Immunassay. Er dient dem Nachweis membrangebundener Proteine mit Hilfe spezifischer
Antikorper im Anschluss an eine SDS-PAGE (Towbin et al., 1989).

Zunachst wurde ein Elektro-Trockenblot durchgefiihrt, um die Proteine auf eine Immobilon-
Membran (Millipore, Schwalbach) zu transferieren. Dazu wurden sechs Filterpapiere fur 10
Minuten in 1x Blotpuffer getrankt und drei davon blasenfrei auf die positive Elektrode einer
Blot-Apparatur gelegt. Daraufhin folgte die in Methanol aktivierte und dann ebenfalls far 10
Minuten in 1x Blotpuffer getrankte Membran und anschlie3end das Gel, welches kurz in 1x
Blotpuffer gewaschen wurde. Den Abschluss bildeten die restlichen drei Filter, die den
direkten Kontakt zur Kathode herstellten. Der Blotvorgang erfolgte bei 0,8 mA/cm? fiir 90
Minuten bei Raumtemperatur.

Die Effizienz des Proteintransfers wurde durch Farbung der Membran in einer 10%-igen
Ponceau S-Lésung (Sigma, Taufkirchen) und anschlieRender Entfarbung in H,O Uberpruft.
Zur Absattigung der freien, unspezifischen Bindungsstellen wurde die Membran nach dem
Blotten, wenn nicht anders beschrieben, mit 5% Magermilch/TBS fir 30 Minuten bei Raum-
temperatur blockiert. Es folgte die Inkubation mit dem Erstantikdrper, der meist in 5% Mager-
milch/TBS verdinnt wurde, fir 1 Stunde bei Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4° C.
Nach dreimaligem Waschen mit TTBS fir jeweils 15 Minuten erfolgte die Inkubation mit dem
Peroxidase-gekoppelten Zweitantikdrper in einer Verdinnung von 1:50.000 in 5%
Magermilch/TBS fur 30 Minuten. Abschlielend wurde nochmals 3 x 15 Minuten mit TTBS
gewaschen.

Zur Detektion der Proteinbanden wurde ein Chemilumineszenz-Substrat (ECL, Amersham,
Freiburg) verwendet. Dieses Substrat enthalt Luminol, das in Gegenwart von H,O, in einer
Peroxidase-katalysierten Reaktion oxidiert wird, wobei Energie in Form von Licht emittiert
wird. Auf diese Weise kdnnen Proteine, die Uber den Zweitantikérper indirekt Peroxidase
gekoppelt sind, durch Auflegen eines Rontgenfilms auf die Membran detektiert werden.

Der Blot wurde fur 1 Minute mit je 0,125 ml der Detektionsreagenzien 1 und 2 (Perkin-Elmer,

Waltham, USA) pro cm? Membran inkubiert. AnschlieBend wurde in der Dunkelkammer je



Material und Methoden

nach Starke des erwarteten Signals fir eine gewisse Zeit ein Rontgenfilm (Hyperfilm ECL,

Amersham, Freiburg) aufgelegt.

5x Blotpuffer: 190 mM Glycin
50 mM Tris/HCI pH8,0
H.O

1x Blotpuffer: 20% 5x Blotpuffer
20% Methanol
60% H,0O

TTBS TBS + 0,05% Tween-20 (Sigma, Taufkirchen)

2.11 Zymographie

Die gelatinolytische und kollagenolytische Aktivitat von konditionierten Zellkulturiiberstanden
oder Aszitesvesikeln wurde durch Zymopgraphie dargestellt. Bei dieser Methode werden die
enthaltenen Proteine auf ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen, das Gelatine oder Kollagen
enthalt. Gelatinolytisch bzw. kollagenolytisch aktive Enzyme verdauen ihr entsprechendes
Substrat an der Position, die sie auf Grund ihres Molekulargewichts wahrend der Gelelektro-
phorese erreichen. Dies kann durch Farbung und Entfarbung des Gels mit Coomassie-
Farbeldsung, die in erster Linie das Substrat im Gel anfarbt, sichtbar gemacht werden.

Im Fall der Zellkulturiiberstande wurden 1x10% 5x10* oder 1x10° Zellen der A125-
Transfektanten in 12-Loch-Platten ausgesat und fir 24 Stunden in normalem Zellkultur-
medium kultiviert. Die Zellen wurden mit serumfreiem Medium gewaschen und in 500 pl
serumfreiem RPMI 1640-Medium fur weitere 24 Stunden inkubiert. Der konditionierte
Uberstand wurde abgenommen, in einem Amicon-Konzentrator auf 100 pl aufkonzentriert
und mit 100 pl nicht-reduzierendem 2x SDS-Probenpuffer gemischt. Entsprechend wurden in
PBS resuspendierte Aszitesvesikel in nicht-reduzierendem 2x SDS-Probenpuffer
aufgenommen.

Zur Bestimmung der gelatinolytischen Aktivitat der Aszitesvesikel und der Vesikel-
depletierten Aszitestiberstdnde wurden die Vesikel aus 10 ml Aszitesprobe aufgereinigt wie
unter Abschnitt 1.13 beschrieben. Abweichend vom dort beschriebenen Protokoll wurden die
Aszitesproben in einem SWA40-Ultrazentrifugenrohrchen auf ein 2mi-Saccharosekissen

geladen. Der nach diesem Zentrifugationsschritt Vesikel depletierte Aszitesiuiberstand wurde



Material und Methoden

in ein 15 ml-Rohrchen berfiihrt. 100 pl des Uberstands wurden mit 100 pl 2x Probenpuffer
versetzt. Hiervon wurden 5 pl auf das Zymographiegel aufgetragen. Die sedimentierten
Vesikel wurden in 100 pl PBS resuspendiert und anschlieRend mit 100 pl 2x Probenpuffer
versetzt. Von jeder Probe wurden 10 pl auf das Zymographiegel aufgetragen.

Die Zymographie wurde durchgefihrt wie zuvor beschrieben (Lunter et al., 2005): Die
Proben wurden fir 10 Minuten bei 65° C erhitzt und anschlie3end auf die Zymographiegele
aufgetragen. Im Anschluss an die Elektrophorese wurde das Gel mit 2% Triton X-100 in 50
mM Tris/HCI (pH 7,4) gewaschen und fir eine Stunde zur Renaturierung der Metallo-
proteasen inkubiert. Das renaturierte Gel wurde zweimal in 50 mM Tris/HCI (pH 7,4)
gewaschen und fur 18 Stunden bei 37° C in Entwicklu ngspuffer inkubiert. Es folgte die
Farbung des Gels mit Coomassie-Farbelosung fir 30 Minuten bei RT sowie die

anschliel3ende Entfarbung.

Kollagen-1 (Sigma, Taufkirchen): 1 mg/mlin H,O
Gelatine (Sigma, Taufkirchen): 0,3% in H,O

10%-Zymographie-Gele:

15 ml-Ansatz Trenngel Sammelgel
Acrylamid 5ml 1,35 ml
3 M Tris/HCI (pH 8,8) 2ml -
0,5 M Tris/HCI (pH 6,8) - 2,5ml
H,O 1,7 ml 6 ml
Kollagen-1 / Gelatine 6,1 ml -
10% SDS 150 pl 100 pl
TEMED 11 pl 100 pl
10% APS 50 pl 10 pl
Coomassie-Farbeloésung:  Coomassie Blue R-250 19
Methanol 450 ml
H,O 450 ml

Eisessig 100 ml
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Entfarbeldsung: Methanol 100 ml
Eisessig 100 ml
H,O 800 ml
3 Molekularbiologische Methoden
3.1 Praparation zellularer RNA

Das hier verwendete Verfahren zur Isolation von Gesamt-RNA basiert auf der ,single step”
Methode. Dabei wird das Zellmaterial mit einem Guanidinisothiocyanat-haltigen Puffer lysiert,
wobei gleichzeitig auch enthaltene RNasen inaktiviert werden. AnschlieBend werden
Proteine und kleine DNA-Fragmente entfernt und die Gesamt-RNA isoliert.

Fur die Praparation der Gesamt-RNA wurde das RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden)
verwendet. Dafiir wurden zwischen 1x10° und 5x10° Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden
pelletiert und in 600 ul Puffer RLT lysiert, der zuvor mit 10% B-Mercaptoethanol frisch
versetzt wurde. Das entstandene Lysat wurde auf eine QIAshredder-Saule (Qiagen, Hilden)
Uberfuhrt und fir 2 Minuten bei 16.000 x g zentrifugiert, wodurch das Lysat homogenisiert
und genomische DNA in kleinere Fragmente zerkleinert wurde. Anschliel3end wurden 600 pl
Ethanol (70%) zugegeben, um die notwendigen Bedingungen fir die Bindung der RNA an
die S&ulen-Matrix herzustellen. Der Ansatz wurde dann auf eine RNeasy Mini S&ule
Uberfuhrt und for 1 Minute bei 16.000 x g zentrifugiert. Dabei wurde die RNA an das
Saulenmaterial gebunden. Danach wurde die Saule mit 700 pl Puffer RW1 und anschlieRend

mit 500 pul Puffer RPE gewaschen. Die RNA wurde mit 50 pl RNase-freiem H,O eluiert.

3.2 Bestimmung der RNA-Konzentration

Die RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte durch Messung der optischen Dichte bei 260
nm. Eine optische Dichte von 1,0 entspricht einem RNA-Gehalt von 40 ug/ml. Die Reinheit
der RNA lasst sich aus dem Quotienten der Absorption bei 260 nm und 280 nm berechnen.
Bei sehr reiner RNA liegt dieser Quotient zwischen 1,8 und 2,0 (Glasel, 1995).
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3.3 Herstellung von cDNA

Fiir die cDNA-Synthese wurde das SuperScript™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR
(Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. 2 pg Gesamt-RNA wurden mit 1 pl dNTPs (10 mM) und 1
pl Oligo(dT)-Primern (0,5 pg/ul) vermischt und mit DEPC-behandeltem Wasser auf ein
Volumen von 10 pl aufgeflllt. Dieser Ansatz wurde zur Freilegung der Primer-Bindungs-
stellen fur 5 Minuten bei 65° C inkubiert und ansch liel3end flr mindestens 1 Minute auf Eis
abgekihlt. Zwischenzeitlich wurden 2 pl 10xRT-Puffer, 4 ul MgCl, (25 mM), 2 ul DTT (0,1 M)
und 1 pl RNase-Inhibitor vermischt und 9 pl davon zu dem mittlerweile auf Eis abgekihlten
RNA-Ansatz gegeben, der nun fir 2 Minuten bei 42° C inkubiert wurde. Anschliel3end
wurden 50 Einheiten (= 1 pl) der Reversen Transkriptase SuperScript™ Il zugegeben und fiir
50 Minuten bei 42° C inkubiert. Bei diesem Prozess wird die mRNA von der Reversen
Transkriptase in Einzelstrang-cDNA umgeschrieben. AnschlieBend wurde die Reaktion fur
15 Minuten bei 70° C abgestoppt und der Ansatz auf Eis abgekihlt. 2 Einheiten (= 1 pl)
RNase H wurden abschlieBend hinzugefiigt und fur 20 Minuten bei 37° C inkubiert. Dieser
Schritt diente zur Degradation der RNA der RNA-DNA-Hybride.

3.4 Aufreinigung der synthetisierten cDNA

Fir diesen Schritt wurden MicroSpin G50-Saulen (Amersham, Freiburg) verwendet. Diese
wurden zunéchst gevortext, um die enthaltene Flissigkeit aufzumischen. Die S&ulen wurden
daraufhin mit leicht aufgeschraubtem Deckel in einem RNase-freien 1,5 ml-Eppendorf-
Reaktionsgefal? fir 1 Minute bei 2000 x g zentrifugiert, um Uberschissige Flissigkeit zu ent-
fernen. Die Saule wurde ein neues RNase-freies 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal} Uber-
fuhrt, 21 pl der zuvor synthetisierten cDNA auf die Mitte der Saulenmatrix gegeben und fir 1
Minute bei 200 x g zentrifugiert. Die gereinigte cDNA wird im Eppendorf-Reaktionsgefal}

aufgefangen und kann direkt weiter verwendet oder bei -20°C eingefroren werden.

3.5 Bestimmung der cDNA-Konzentration

Die Messung der Konzentration der synthetisierten cDNA erfolgte am Nanodrop-Messgerét
(PeQLab, Erlangen) durch Bestimmung der Absorption einzelstrangiger DNA bei 260 nm.
Dabei entsprach eine OD260 von 1,0 ca. 37 pg/ml einzelstréangiger DNA.
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3.6 Quantitative PCR

3.6.1 Methodik

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR, polymerase chain reaction) stellt eine sehr sensitive
Methode zur spezifischen Amplifikation von DNA-Sequenzen dar. In mehreren Zyklen folgt
auf eine Hitzedenaturierung der zu amplifizierenden DNA die Hybridisierung eines spezi-
fischen Oligonukleotidprimer-Paares an die komplementaren Sequenzen der Matrizen-DNA.
An die freien Hydroxylgruppen der Primer werden durch eine DNA-Polymerase komplemen-
tare Nukleotide angeheftet. So wird die DNA-Sequenz in 3'-Richtung der Primer amplifiziert,
wobei die Lange der neu synthetisierten DNA von der Amplifikationsdauer abhangt. Die
Dauer der Amplifikationszyklen wird durch die Lange der zu synthetisierenden DNA-Sequenz
und der Geschwindigkeit der gewéahlten DNA-Polymerase bestimmt. Die neu synthetisierte
DNA dient dabei im nachsten Zyklus wiederum als Matrize fir den nachsten Amplifikations-
zyklus.

Das der quantitativen PCR zugrunde liegende Prinzip ist eine kontinuierliche Messung eines
Fluoreszenzsignals, das wahrend der PCR proportional mit der Menge des Amplifikations-
produktes ansteigt, wodurch es maoglich ist, eine DNA-Probe zu quantifizieren. Dem Proben-
gemisch wird zusatzlich zu den bendtigten Primerpaaren ein Fluoreszenzfarbstoff wie z.B.
SYBR®-Green | gegeben. SYBR®-Green | bindet unspezifisch an die doppelstréangige DNA,
was mit fortschreitender PCR-Reaktion zu einem Anstieg des Fluoreszenzsignals fuhrt. Es
werden aber nicht nur das gewiinschte Template, sondern auch Dimere und andere Neben-
produkte aufgrund der unspezifischen Bindungen von SYBR®-Green | Fluoreszenz-markiert.
Eine Unterscheidung zwischen dem spezifischen Produkt und den Primer-Dimeren erfolgt
mittels einer Schmelzkurvenanalyse. Dabei werden die PCR-Produkte kontinuierlich tber
einen bestimmten Temperaturbereich aufgeheizt, bis sie ihrem Schmelzpunkt T,
entsprechend nur noch als Einzelstrang vorliegen. Die daraus resultierende Fluoreszenz-
Abnahme wird aufgezeichnet. Aufgrund der Schmelztemperaturen kdnnen spezifische
Produkte und Primerdimere voneinander unterscheiden werden, da Primerdimere bei
geringeren Temperaturen schmelzen als die spezifischen, groReren PCR-Produkte.

Die Quantifizierung der PCR basiert auf der Berechnung des Fluoreszenz-Schwellenwertes,
dem so genannten Threshold-Cycle oder C+-Wert. Der C+-Wert ist der PCR-Zyklus, bei dem
die Reporterfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz signifikant Ubersteigt. Die Quantifi-
zierung der DNA-Menge beruht nicht auf absoluten Mengen an PCR-Produkt, sondern auf

der Kinetik der Reaktion. Dafir nimmt man als Richtlinie den Ci-Wert, da zu diesem
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Zeitpunkt die Amplifikation exponentiell ist und es in dieser Phase der Reaktion keine
limitierenden Faktoren, wie z.B. Primer- oder Nucleotidmangel, gibt. Parallel dazu werden bei
jeder PCR bekannte Templatemengen amplifiziert, um eine Standardkurve zu erstellen,
anhand derer man aus einem bestimmten C-Wert auf eine Templatekonzentration schlieRen
kann. Da die hier verfolgte Fragestellung einen Vergleich gleicher Gene in verschiedenen
Zelllinien verfolgte, wurde eine relative Quantifizierung vorgenommen, woflr die Erstellung
einer Standardkurve nicht notwendig war. Fir eine relative Quantifizierung wird als Standard
ein Haushaltsgen (B-Aktin, RPL13A) gewahlt, bei dem man von einer konstanten Expression
ausgeht. Die Menge an spezifischem Produkt wird dann auf die des Haushaltsgens bezogen.
Fir die relative Quantifizierung wurde zunachst der AC-Wert aus den Mittelwerten der Cy-

Werte des zu quantifizierenden Gens und des Haushaltgens bestimmt:

ACT = I\/IWB—Aktin - MWGen

Der Standardfehler des ACt-Wertes berechnete sich aus den jeweiligen Standardfehlern des

Haushaltgens und des zu quantifizierenden Gens:

STABW,. = /(STABW,_,,,, ]’ +(STABW,,,)*

Die Menge des zu quantifizierenden Gens wurde im Bezug zu einer endogenen Referenz,

(z.B. Wildtyp Zellen, Kontrollpatient) normalisiert:

_AAC .
277 wobei AACt = ACqwidtyp) = ACrtranst. zellen)

Daraus ergab sich fur die endogene Referenz ein Wert von 1. Die zu quantifizierenden Gene

errechneten sich relativ zu dem endogenen Referenz Wert = 1.

Der Gesamtfehler ergab sich durch folgende Rechnung:
STABng = 2_(AACT +STABWACT ) und STABWgesamt - 2—(AACT —-STABWACT )

Es wurde 1 pl cDNA (1 ng pro Ansatz) mit 10 ul 2 x SYBR®-Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), je 1 ul forward und reverse Primer und 7 pl ddH,O gemischt. Die Optimierung

der Primer erfolgte in einer seperaten PCR nach den in Tab. 1 angegebenen



Material und Methoden

Konzentrationen. Die Reaktion wurde im GeneAmp7300 (Applied Biosystems) durchgefihrt.

Das verwendete PCR-Programm ist in Tab. 2 dargestellt.

Reverse Forward Primer (nM)

Primer (nM) S0 300 900

50 50/50 300/50 900/50
300 50/300 300/300 900/300
900 50/900 300/900 900/900

Tab. 1: Konzentrationen zur Primer Optimierung

Zeit und Temperatur

Initiale Schritte

jeder von 40 Zyklen

Schmelzen Anlagerung und Elongation
Halten Halten Zyklus
2 min 10 min 15 sec 1 min
50C 95C 95C 60C

Tab. 2: Universelle Thermal Cycling Parameter fir SYBR

3.6.2 Primer

B-Aktin (human)
Forward Primer:

Reverse-Primer:

RPL13A (human)
Forward Primer:

Reverse Primer:

L1 (human)
Forward Primer:

Reverse-Primer:

CD24 (human)
Forward Primer:

Reverse-Primer:

®-Green | Experimente

5’- ACA AGA TGA GAT TGG CAT GGC -3
5-GCCACATTG TGAACT TTG GGG -3

5-CCTGCCCTTCCTCCATTIGTTG -3
5-AACTGG TTGCTCTTCCTATTG GTC -3

5'- ATC GTA CGG GAA GGA GGC ACT ATG -3
5- CTT GAT GTC CCC GTT GAG CGA -3’

5-TGC CTC GAC ACA CAT AAACC -3
5- GTG ACC ATG CGA ACA AAAGA -3



4 Allgemeine Puffer

PBS (pH 7,3)

TBS

2x SDS-Probenpuffer:

5x SDS-Probenpuffer:

140 mM
2,6 mM
8 mM

1,5mM

10 mM
150 mM

88mM
75 UM
80 mM
104 mM

NacCl

KCI
Na,HPO,
KH,PO,

Tris/HCI (pH 8,0)
NacCl

Saccharose
Bromphenolblau
Tris/HCI, pH 8,8
SDS

ddH,O

bei Bedarf: 5% (v/v) B-Mercaptoethanol

250 mM
8,2%
40%

Tris/HCI pH 6,8
SDS

Glycerol
Bromphenolblau
ddH,O

bei Bedarf: 12,5% (v/v) B-Mercaptoethanol

Material und Methoden
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E ERGEBNISSE

1 Tumorzellen sekretieren CD24 in Exosomen

1.1 Charakterisierung von CD24-positiven und CD24-n  egativen
Lungenadenokarzinom- und Mammakarzinom-Zelllinien

Fur erste Untersuchungen zur Sekretion von CD24 wurden Zellsysteme verwendet, die stabil
mit CD24 transfiziert wurden. Hierzu wurde die Lungenadenokarzinomzelllinie A125, die
endogen kein CD24 exprimiert, mit einem CD24-Expressionsplasmid transfiziert und das
CD24-Expressionsniveau durch wiederholte Anreicherung der transfizierten Zellen durch
FACS und MACS stabilisiert (= A125 CD24). Parallel dazu wurden A125 Zellen zur Kontrolle
mit einem pcDNA3.1-Vektor transfiziert, der kein Insert enthielt (= A125 mock). Ein
entsprechendes Transfektionspaar der ebenfalls CD24 negativen Brustkarzinomzelllinie

MDA-MB-435S war zuvor von H. Schabath aus unserer Arbeitsgruppe etabliert worden.

A B
4 A125
mock CD24
j : MDA-MB-
_ _ Al125 435S
= . N 4N N A%
- - o LY NP\
L IR
MDA-MB-435S 46 kDa > . ‘ WB: CD24
mock CD24
- 42 kDa >| s s | (= wmes o WB: [-Aktin

Abb. 9: CD24-Expressionsprofil von A125- und MDA-MB- 435S Zellen.
A: FACS-Analyse mit dem CD24-spezifischen mAk SWA-11 (schwarze Kurve) gefolgt von einem PE-
gekoppelten Maus spezifischen Zweitantikérper. Die graue Kurve stellt die Zweitantikérperkontrolle dar.
B: Western Blot von Zelllysaten mit mAk SWA-11 und einem Peroxidase gekoppelten Maus-spezifischen
Zweitantikérper (gamPOX). Als Beladungskontrolle diente der Nachweis von [3-Aktin und gamPOX.
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Abb. 9 zeigt das CD24-Expressionsmuster der transfizierten Zellen in der FACS-Analyse
und im Western Blot. Wie im Western Blot zu sehen, stellt sich CD24 nicht als singulare
Bande sondern als Gemisch mehrerer Banden unterschiedlicher Molekulargewichte dar, die

vermutlich verschiedene Glykosylierungsformen von CD24 reprasentieren.

1.2 Lokalisation von CD24

Zur Untersuchung der =zellularen Lokalisation von CD24 wurde eine fluoreszenz-
mikroskopische Analyse von Al125 CD24-Transfektanten mit dem CD24-spezifischen
Antikdrper SWA-11 durchgefuhrt. Wie in Abb. 10 A zu sehen, prasentierten die untersuchten
Zellen CD24 in erster Linie an der Zelloberflache, wahrend nur ein minimaler Anteil im

Zellinneren vorkommt.

A B
Al125 CD24 A125 mock
Fraktion: 1123 4 5 6 7 8 9
46 kDa > WB: CD24
21 kDa > . — WB: Caveolin-1
Lipid
rafts
A125 CD24
Fraktion: 1123 4 5 6 7 8 9
46kDa>  |ug WB: CD24
21 kDa > — —— WB: Caveolin-1
Lipid

rafts

Abb. 10: Lokalisation von CD24 in A125-Zellen

A: Immunfluoreszenzfarbung von A125 CD24-Zellen mit mAk SWA-11 und einem Cy3-gekoppelten
Maus spezifischen Antikérper (gamCy3). Die obere Abbildung zeigt einen konfokalen Schnitt durch
gefarbte Zellen in der x-y-Ebene. Das untere Bild zeigt einen Schnitt entlang des abgebildeten Pfeils in
der x-z- Ebene.

B: Isolierung von Detergens resistenten Membrandomanen. Triton X-100-Zelllysate wurden in einem
Saccharose-Dichtegradienten fiir 18 Stunden bei 200.000 x g zentrifugiert. Die geernteten Fraktionen
wurden mit Aceton geféllt und im Western Blot untersucht. CD24 wurde mit mAk SWA-11 und einem
gamPOX-Zweitantikbrper detektiert. Zur ldentifikation der Raft-Fraktionen wurde ein pAk gegen
Caveolin-1 und ein POX-gekoppelter Kaninchen-spezifischer Antikérper (garabPOX) verwendet.
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GPl-verankerte Proteine sind Ublicherweise in bestimmten Membranmikrodomé&nen konzen-
triert, die auch Lipid Rafts genannt werden. Aufgrund ihrer Unl6slichkeit in Triton X-100 bei
4° C und ihrer geringeren Dichte im Vergleich zu Nicht-Raftbereichen kénnen diese Doma-
nen in einem Saccharose-Dichtegradienten isoliert werden. Die Western Blot-Analyse der
geernteten Gradientenfraktionen zeigte, dass auch CD24 in der Lipid-Raft-Fraktion 2
lokalisiert (Abb. 10 B). Zur Identifikation der Raft-Fraktionen wurde ein Antikérper gegen

Caveolin-1 verwendet.

1.3 A125 CD24-Zellen sekretieren CD24-positive Vesi kel

Um herauszufinden, ob CD24 von Tumorzellen abgegeben wird, wurden A125 CD24 Zellen
fur 16, 24 und 48 Stunden in serumfreiem Medium Kkultiviert, der konditionierte Zellkultur-
Uberstand mit Trichloressigsaure prazipitiert und im Western Blot auf CD24 analysiert. Die
Intensitat des CD24-Signals verstarkte sich mit steigender Inkubationsdauer, was fir eine
konstante Abgabe von CD24 in das Kulturmedium spricht (Abb. 11 A).

Zur Klarung, ob CD24 in l6slicher oder Vesikel-gebundener Form abgegeben wird, wurden
nun vor der Prazipitation des Zellkulturiberstandes zunachst die enthaltenen Vesikel durch
Ultrazentrifugation sedimentiert. Sowohl der Vesikel-depletierte Uberstand als auch die
isolierten Vesikel wurden nun auf CD24 getestet. Nur die isolierten Vesikel zeigten eine
positive Reaktion mit dem CD24-spezifischen Antikorper (Abb. 11 B). Dieses Ergebnis zeigt,
dass CD24 in Vesikeln von A125 CD24 Zellen abgegeben wird.

A B ©
&
N4
&
QQQ,\»&
> &
16h 24h 48h R
WB: CD24 ‘ WB: CD24
Al125 CD24 A125 CD24

Zellkulturtberstand

Abb. 11: Isolierung von CD24 aus konditionierten Ze  llkulturmedien

A: A125 CD24-Zellen wurden fir 16, 24 oder 48 Stunden unter serumfreien Bedingungen kultiviert, die
Proteine im Zellkulturiiberstand mit TCA prazipitiert und im Western Blot mit mAk SWA-11 und gamPOX
analysiert.

B: Nach 48 Stunden serumfreier Kultivierung wurden die Vesikel aus konditioniertem Medium von A125
CD24-Zellen durch Ultrazentrifugation bei 100.000 x g fur 2,5 Stunden isoliert. Die Proteine aus dem
Vesikel-depletierten Uberstand wurden TCA-prézipitiert und mit den isolierten Vesikeln im Western Blot
mit mAKk SWA-11 und gamPOX analysiert.
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1.4 CD24-positive Vesikel entsprechen Exosomen

Zur weiteren Charakterisierung wurden Vesikel aus den Kulturiiberstanden von CD24-
positiven und CD24-negativen A125 und MDA-MB-435S Zellen isoliert und im Western Blot
analysiert. Wahrend CD24, wie erwartet, nur in den Vesikeln der CD24-Transfektanten vor-
kam, waren die Vesikel aller untersuchten Zellen positiv flr das Protein CD9 (Abb. 12). CD9
ist ein Mitglied der Tetraspanin-Proteinfamilie und wurde als Markerprotein fir Exosomen
beschrieben (Thery et al., 1999), einer Population kleiner Vesikel, die in Endosomen
entstehen und durch Fusion von Multivesicular Bodies mit der Plasmamembran nach auf3en

abgegeben werden (Raiborg et al., 2003).

MDA-MB-
A125 435S
N- ™ N- ™
F o & o
L &R
46 kDa >
. = \WB: CD24
30 kDa >

25kDa > s 4SS \VB: CD9

—

Abb. 12: Charakterisierung der Vesikel aus Zellkultu  riberstanden
A125- und MDA-MB-435S-Zellen wurden fur 48 Stunden in serumfreiem Medium kultiviert und die
Vesikel durch Ultrazentrifugation aus den kultivierten Zellkulturiberstédnden isoliert. Western Blot-
Analyse wurde mit mAk SWA-11 und einem mAk gegen CD9 sowie gamPOX als Zweitantikdrper
durchgefihrt.

Neben Exosomen kénnen Tumorzellen auch andere Arten von Vesikeln sekretieren,
beispielsweise so genannte Membranblaschen. Dies sind Vesikel mit einem Durchmesser
von bis zu 1 um, die sich direkt von der Plasmamembran abschniren. Abgesehen von der
Grolie kdonnen Exosomen und Membranblaschen auf Grund der voneinander abweichenden
Zusammensetzung der endosomalen Membran im Vergleich zur Plasmamembran auch
durch ihre unterschiedliche Dichte voneinander getrennt werden. Diese Eigenschaften macht
man sich in einem Saccharose-Dichtegradienten zunutze. Abb. 13 zeigt das Ergebnis eines
solchen Gradienten, mit dem Vesikel, die zuvor aus den Uberstanden von MDA-MB-435S-
Transfektanten isoliert worden waren, in unterschiedliche Populationen aufgetrennt wurden.

Die abgeernteten Fraktionen wurden im Western Blot auf CD24 und den Exosomenmarker
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HSP-70 (Thery et al., 2002) untersucht. Der Grol3teil des CD24-Signals ist in den Fraktionen
3-7 zu sehen. Die Dichte dieser Fraktionen entspricht der Dichte von Exosomen, die sich
folglich nach der Zentrifugation in diesem Bereich des Gradienten befinden (Gutwein et al.,
2005). Dementsprechend befindet sich auch der tberwiegende Teil des HSP-70-Signals in
diesen Fraktionen. Daraus folgt, dass die Vesikel, in denen CD24 aus Tumorzellen
ausgeschleust wird, die Charakteristika von Exosomen aufweisen.

MDA-MB-435S mock MDA-MB-435S CD24
Frakton 1 2 3 456 7 8 9101112 1 2 3 45 6 7 8 9 101112

P ——

46 kDa >

70 kDa > S——emm—— == | WB:HSP-70
Exosomen Membran- Exosomen Membran-
blaschen blaschen

Abb. 13: MDA-MB-435S CD24-Zellen sekretieren CD24 in  Exosomen
Vesikel aus Zellkulturiiberstdnden von MDA-MB-435S-Transfektanten wurden in einem Saccharose-
Dichtegradienten fur 2,5 Stunden bei 100.000 x g ultrazentrifugiert, die Fraktionen mit Aceton prazipitiert
und im Western Blot mit mAk SWA-11 und gamPOX analysiert. Zur Identifikation der Exosomen-
Fraktionen wurde ein mAk gegen HSP-70 und gamPOX als Zweitantikdrper verwendet.

1.5 Vesikulares CD24 stammt von der Zelloberflache

Glykosylierte Proteine wie CD24 durchlaufen wéahrend ihrer Synthese eine Kaskade von
Glykosylierungen und Deglykosylierungen im Endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-
Apparat, bis das Protein in seiner endgultigen Form an die Zelloberflache transportiert wird.
Um zu zeigen, ob das vesikulare CD24 urspringlich von der Plasmamembran stammt oder
wahrend seiner Synthese direkt vom Golgi-Apparat in die endosomalen Kompartimente
transportiert wird, wurden die Proteine an der Zelloberflaiche von A125 mock- und A125
CD24-Zellen biotinyliert, prazipitiert und im Western Blot mit dem nach der Prazipitation tbrig
gebliebenen Lysat sowie mit Vesikeln aus dem Kulturiiberstand verglichen. Die Grdl3e des
vesikularen CD24 von etwa 40 kDa stimmte dabei mit der GroRe des an der Plasma-
membran biotinylierten CD24 uberein. Das CD24 im depletierten Lysat, folglich das intrazel-
lulare CD24, weist mit etwa 60 kDa ein deutlich hoheres Molekulargewicht auf (Abb. 14) und
stellt daher vermutlich eine hyperglykosylierte Vorlauferform des Proteins dar.
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Abb. 14: Vergleich der Molekulargewichte von vesikul arem und zellularem CD24
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WB: CD24

Die Zelloberflachenproteine von CD24-positiven und -negativen A125-Zellen wurden biotinyliert, die
Zellen lysiert und die biotinylierten Proteine mit Streptavidin-gekoppelter Agarose aus dem Lysat prazi-
pitiert. Dargestellt sind Western Blot-Analysen der biotinylierten Proteine, der depletierten Zelllysate und
der isolierten Vesikel mit mAk SWA-11 und gamPOX.

1.6 Die Expression von CD24 stimuliert die Vesikels

ekretion

Um herauszufinden, ob die Expression von CD24 einen Einfluss auf die Menge der sekre-

tierten Vesikel hat, wurde der Proteingehalt der isolierten Vesikel bestimmt. Sowohl in den
Al125 (2,8+2,0; p=0,040; n=6) als auch in MDA-MB-435S Zellen (1,4+0,4; p=0,077; n=4)

fuhrte die stabile Transfektion von CD24 zu einer leichten Erhéhung der sekretierten Vesikel-

menge (Abb. 15).
Quantifizierung des
vesikularen Proteingehalts

p= 0,040 p=0,077

ol

A125 MDA-MB-435S

o P N W b~ O

Vielfaches von mock

=@ mock
" CD24

Abb. 15: Quantifizierung des Proteingehalts von Vesik  eln aus A125- und MDA-MB-435S-Zellen
Aus Zellkulturiiberstanden isolierte Vesikel wurden in PBS resuspendiert und deren Proteingehalt nach
der Bradford-Methode bestimmt. Als Standard dienten definierte BSA-Verdiinnungen in PBS. Die
Proteinmenge wurde auf die Anzahl der Zellen zum Zeitpunkt der Vesikelisolation bezogen.
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Da frihere Studien einen proliferationsstimulierenden Effekt von CD24 beschrieben hatten
(Baumann et al., 2005; Smith et al., 2006), wurde als nachstes untersucht, ob die erhdhte
Vesikelmenge im Kulturiberstand von CD24-Transfektanten durch eine verstarkte Prolifera-
tion dieser Zellen verursacht wird. Weder in A125 noch in MDA-MB-435S Zellen fihrte die
Uberexpression von CD24 zu einer verstarkten Proliferation. Im Gegensatz zu den oben
erwadhnten Arbeiten zeigten diese Transfektanten sogar ein leicht reduziertes Wachstum
(Abb. 16). Die Expression von CD24 stimuliert also die Sekretion von Vesikeln durch einen

Mechanismus, der nicht mit erhdhter Zellproliferation zu erklaren ist.

MTT Proliferationsmessung

- p<0,01 p<0,01 i p<0,01 p<0,01
S 0,8
] 04
o 0,4
0.0 . ‘ 0,0
48h 72h 72h 96h
O mock
Al125 MDA-MB-435S
B CD24

Abb. 16: Bestimmung der Zellproliferationsrate von A125- und MDA-MB-435S-Zellen
CD24-positive und CD24-negative A125- und MDA-MB-435S-Zellen wurden zu gleichen Zahlen
ausgesat und nach 48, 72 oder 96 Stunden mit MTT-Farbstoff angefarbt. Die Quantifizierung der Eluate
erfolgte durch Messung der Absorption bei 590 nm.

1.7 Ovarialkarzinomzelllinien sekretieren CD24-posi  tive
Exosomen

Frihe Studien Uber Exosomen wurden in Retikulozyten angefertigt. Wahrend der Reifung
der Retikulozyten missen diese eine groRe Menge Transferrin-Rezeptoren entsorgen. Da
dies die Abbaukapazitat des Proteasoms Ubersteigt, wird ein Grof3teil der Rezeptoren mit
Hilfe von Exosomen aus der Zelle transportiert (Johnstone et al., 1991). Um herauszufinden,
ob die Ausschleusung von CD24 aus transfizierten Zellen in Exosomen eine Reaktion der
Zelle auf die kiinstliche Uberexpression darstellt, wurde als nachstes untersucht, ob auch
endogen CD24-exprimierende Zellen CD24-positive Exosomen sekretieren. Hierflir wurden
die Ovarialkarzinomzellinien GG, SKOV3 und M130 gewabhilt.
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1.7.1 Charakterisierung der CD24-Expression

Abb. 17 zeigt das CD24-Profil der Zelllinien GG, SKOV3 und M130 nach einer FACS-
Farbung mit SWA-11. Wahrend CD24 in SKOV3 Zellen stark exprimiert wird, zeigen GG und

M130 Zellen eine deutlich schwachere Farbung.

SKOV3 M130

Abb. 17: CD24-Oberflachenexpression von Ovarialkarz ~ inomzellen
FACS-Analyse von GG-, SKOV3- und M130-Zellen mit mAk SWA-11 (schwarze Kurve) und gamPE als
Zweitantikérper. Die graue Kurve stellt die Zweitantikbrperkontrolle dar.

1.7.2 Analyse der sekretierten Vesikel

Nun wurden die Vesikel aus konditionierten Zellkulturiberstanden der drei Zelllinien isoliert
und im Western Blot mit Zelllysaten verglichen. Wie bereits in der FACS-Farbung zeigten
auch die Lysate der SKOV3-Zellen die starkste Reaktion auf den CD24-Antikérper SWA-11.
Im Gegensatz dazu enthielt die Vesikelpraparation der SKOV3-Zellen nur eine sehr geringe
Menge CD24, wahrend die Vesikel der GG und M130 Zellen deutlich mehr CD24 aufwiesen
(Abb. 18). Um die Menge der sekretierten Vesikel zu bestimmen, wurden die Western Blots
mit einem Antikdrper gegen Annexin-1 (berprobt, einem weiterem Markerprotein fir
Exosomen (Thery et al., 2001). Wahrend gleiche Annexin-1-Signale in den Lysaten der drei
Zelllinien auf gleichmallige Beladung hindeuteten, wiesen die unterschiedlichen
Bandenintensitdten der Vesikelpraparationen auf unterschiedlich starke Vesikelsekretions-
raten der Zelllinien hin (Abb. 18). Demnach sekretieren SKOV3 Zellen die geringste Menge
an Vesikeln, gefolgt von M130 und GG Zellen. Dieses Ergebnis konnte durch die

Bestimmung der Proteinmenge der isolierten Vesikel bestatigt werden (Abb. 19).
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Abb. 18: Ovarialkarzinomzellen sekretieren CD24 in  Vesikeln
GG-, SKOV3- und M130-Zellen fur 48 Stunden unter serumfreien Bedingungen kultiviert. Die Vesikel
wurden durch Ultrazentrifugation aus den konditionierten Zelliberstanden isoliert und gemeinsam mit
Zelllysaten im Western Blot mit mAk SWA-11 und einem mAk gegen Annexin-1 analysiert. Als Zweitanti-
korper wurde gamPOX eingesetzt.

Quantifizierung des
vesikularen Proteingehalts
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Abb. 19: Proteinbestimmung der Vesikel aus Kulturiiber stdnden von Ovarialkarzinomzelllinien
Gleiche Zellzahlen von GG-, SKOV3- und M130-Zellen wurden ausgesét und fur 48 Stunden unter
serumfreien Bedingungen kultiviert. Die isolierten Vesikel wurden in PBS resuspendiert und der Protein-
gehalt nach der Bradford-Methode quantifiziert. Die Auswertung erfolgte durch Messung der Absorption
bei 590 nm.

1.7.3 Ovarialzelllinien sekretieren CD24-positive E ~ xosomen

Als nachstes wurden Vesikel aus dem Kulturtiberstand von GG Zellen in einem Saccharose-
Dichtegradienten aufgetrennt und im Western Blot analysiert. Wie in Abb. 20 zu sehen ist,
erscheint das CD24-Signal, wie auch das Signal des Exosomenmarkers HSP-70,
ausschlie3lich in den Exosomenfraktionen 3-7. Auch endogen CD24 exprimierende Zellen

sortieren CD24 also in Exosomen.
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GG

Frakton 1 2 3 45 6 7 8 9 101112
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Abb. 20: Die von GG-Zellen sekretierten Vesikel repr ~ &sentieren Exosomen
Die unterschiedlichen Vesikelpopulationen aus konditioniertem Medium von GG-Zellen wurden in einem
Saccharose-Dichtegradienten fir 2,5 Stunden getrennt und die Aceton-prazipitierten Fraktionen im
Western Blot mit mAk SWA-11 und einem mAk gegen HSP-70 mit gamPOX als Zweitantikdrper
analysiert.

1.8 Maligne Aszitesflissigkeit von Ovarialkarzinomp atien-
tinnen enthélt CD24-positive Exosomen

Die Expression von CD24 in Ovarialkarzinomen stellt einen negativen prognostischen Faktor
fur Patientinnen dar (Kristiansen et al., 2002). Dabei weisen vor allem Tumoren, in denen
CD24 intrazellular lokalisiert, einen hohen Grad an Aggressivitat und Invasivitat auf (Choi et
al., 2005). Dieses zytoplasmatische CD24 wird vermutlich in MVBs gespeichert (Weichert et
al., 2005). Da Exosomen durch die Fusion von MVBs mit der Plasmamembran sekretiert
werden, sollte untersucht werden, ob CD24-positive Exosomen auch in vivo von
Ovarialkarzinomen ausgeschleust werden. Hierflir wurden Exosomen aus der Aszitesfllissig-
keit von sechzehn Ovarialkarzinompatientinnen isoliert. Zur Untersuchung des CD24-Status
wurden zunachst in Kooperation mit G. Kristiansen (Charité Berlin) Gewebeschnitte der
entsprechenden Tumoren immunhistochemisch mit dem Antikbrper SWA-11 gefarbt. Die
Expression von CD24 in den Tumoren zeigte eine hohe Variabilitat. Wahrend die Tumoren
0732, O767 und O780 sowohl an der Plasmamembran als auch intrazellular eine starke
Farbung aufwiesen, war CD24 in den Proben O807 ausschlief3lich an der apikalen Zellober-
flache zu erkennen. Andere Tumoren zeigten hingegen gar keine CD24-Farbung (0747,
0749, 0O760) (Abb. 21, Tab. 3).

Nun wurden die Vesikel aus den Aszitesflissigkeiten der Patientinnen aufgereinigt. Die
Konzentration der Vesikel in sieben untersuchten Aszitesproben variierte stark zwischen den

einzelnen Aszitesproben. Wahrend Probe O743 mit 4,3 + 0,2 pg pro ml Aszitesflussigkeit
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eine eher geringe Proteinkonzentration der isolierten Vesikel aufwies, lag diese bei Patientin
O747 mit 47,2 £ 2,5 pg pro ml Aszitesflissigkeit deutlich héher (Abb. 22, Tab. 3).

Die isolierten Vesikel wurden im Saccharose-Dichtegradienten weiter verarbeitet und
schlie3lich im Western Blot analysiert. Obwohl nicht in allen Tumorschnitten CD24 detektiert
werden konnte, enthielten alle Aszitesproben CD24-positive Exosomen (Abb. 23). Die
Identitdt der Exosomenfraktionen wurde durch die Anwesenheit von Annexin-1 bestatigt
(Abb. 23). Mit Ausnahme eines Falles (Patientin O772) korrelierten dabei die Intensitaten
des CD24-Signals mit der Annexin-1-Farbung (Tab. 3).

AulBer Tumorzellen enthalt maligner Aszites auch Blutzellen, die aus den Kapillaren des
Bauchfells austreten und in die Bauchhohle wandern. Einige dieser Zellen, wie z. B. B-
Lymphozyten und Granulozyten exprimieren CD24 (Williams et al., 1996), von denen
zumindest B-Zellen auch Exosomen sekretieren (Raposo et al., 1996). Dies kdnnte darauf
hindeuten, dass ein Teil der CD24-positiven Exosomen in den untersuchten Aszitesproben
von diesen Blutzellen stammt. Um die Anwesenheit von Exosomen aus Tumorzellen darzu-
stellen und damit zu zeigen, dass die CD24-positiven Exosomen auch aus Tumorzellen
stammen, wurden die Saccharosegradienten der Aszitesvesikel mit einem Antikérper gegen
das Epitheliale Zelladhasionsmolekil (EpCAM) Uberprobt. EpCAM ist ein Glykoprotein, das
von den meisten epithelialen Geweben exprimiert wird und als Markerprotein fir eine Reihe
epithelialer Tumoren beschrieben wurde. Lymphoide Zellen hingegen sind negativ fir
EpCAM (Momburg et al., 1987). Wie in Abb. 23 zu erkennen ist, konnte EpCAM in allen
Exosomenpraparationen nachgewiesen werden. Ein starkes EpCAM-Signal ging dabei mit
einem starken CD24-Signal einher (Tab. 3). Ausnahmen stellten lediglich die Proben O743
und O804 dar, deren Exosomen trotz Abwesenheit von CD24 schwach EpCAM enthielten.
Die Identifizierung von EpCAM in Aszitesexosomen legt daher die Anwesenheit von Tumor-
zellen in Aszitesflissigkeit nahe und unterstitzt die Vermutung, dass CD24-positive

Exosomen auch aus diesen Zellen ausgeschuttet werden kénnen.
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Abb. 21: Immunhistochemische Analyse von Ovarialka

Vesikelkonzentration im Aszites

rzinom-Schnitten

Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete Tumorschnitte wurden mit mAk SWA-11 und Fast Red als
Chromogen gefarbt. Die Gegenfarbung erfolgte mit Hamatoxylin. (Daten in Zusammenarbeit mit G.
Kristiansen, Charité Berlin)
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Abb. 22: Proteinbestimmung von Aszites-Vesikeln

Aus Aszitesproben isolierte Vesikel wurden in PBS resuspendiert und deren Proteingehalt nach der
Bradford-Methode bestimmt. Als Standard dienten BSA-Verdiinnungen in PBS. Die Proteinmenge wurde

auf das Volumen der verwendeten Aszitesprobe bezogen.
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Abb. 23: Isolation von Exosomen aus maligner Aszites
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Vesikel aus Aszitesfliissigkeit wurden durch Ultrazentrifugation bei 100.000 x g fir 2,5 Stunden isoliert.
Die aufgereinigten Vesikel wurden auf einen Saccharose-Dichtegradienten geladen und erneut fur 2,5

Stunden bei 100.000 x g ultrazentrifugiert.

analysiert.

Zweitantikérper diente gamPOX. (Daten in Zusammenarbeit mit S. Keller.)

1.9

Aszites

Immunhistochemische Farbung von Zellen aus mali

Die prazipitierten Fraktionen wurden im Western Blot
Dafir wurden mAks gegen CD24 (SWA-11), EpCAM und Annexin-1 verwendet.

Als

gnem

Zur weiteren Untersuchung der Herkunft der Exosomen wurden aus vier Aszitesproben

Zellen isoliert und immunhistochemisch untersucht. Die Zellen wurden hierfir in Agarose-

kissen eingebettet, Gefrierschnitte hergestellt und diese mit Antikbrpern gegen CD24 und

EpCAM sowie gegen CD68 als Markerprotein fir Monozyten und Calretintin als Mesothel-

zellmarker gefarbt (Kooperation mit G. Kristiansen, Charité Berlin). Alle untersuchten

Schnitte der isolierten Zellen waren in unterschiedlichem Ausmald positiv fir die verschie-
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denen Markerproteine. Wéahrend die Antikérper gegen Monozyten und Mesothelzellen in
erster Linie vereinzelte Zellen mit globularer Morphologie anfarbten, lagen die CD24-
positiven Zellen haufig in Zellverbanden vor. Ein &hnliches Farbemuster ergab sich auch fur
EpCAM-positive Zellen, die hochstwahrscheinlich Tumorzellen darstellen. (Abb. 24). Dieses
Ergebnis kann als weiteres Indiz dafir gewertet werden, dass CD24- und EpCAM-haltige
Exosomen aus den gleichen Zellen ausgeschuttet werden. Eine definitive Aussage Uber die
Kolokalisation von CD24 und EpCAM konnte jedoch nur durch eine Doppelfarbung getroffen

werden, die bei dieser Art der Immunhistochemie jedoch nicht tblich ist.

Patient 0732  Patient O747

Patient 0748 Patient 0749

Calretinin

Abb. 24: Immunhistochemische Farbung von Zellen aus Aszitesfliussigkeit
Die in den Aszitesproben enthaltenen Zellen wurden durch Zentrifugation isoliert, in Formalin fixiert und
in ein Agarosekissen eingebettet. Es wurden Gefrierschnitte hergestellt und mit mAks gegen CD24
(SWA-11), EpCAM, CD68 und Calretinin gefarbt. Fast Red diente als Chromogen. Die Gegenfarbung
erfolgte mit Hamatoxylin. (Daten in Zusammenarbeit mit G. Kristiansen, Charité Berlin).

1.10 Vesikel aus malignem Aszites enthalten gelatin  olytische
Enzyme

In vitro-Studien haben gezeigt, dass Vesikel aus Zellkulturiberstanden von Tumorzelllinien
Enzyme enthalten, die den Abbau von Komponenten der Extrazellularen Matrix (EZM)

katalysieren kdnnen. Aufgrund dieser Eigenschaft wird solchen Vesikeln eine wichtige Rolle
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bei der Migration und Invasion von Tumorzellen zugesprochen (Dolo et al., 1998; Ginestra et
al., 1998). Um herauszufinden, ob auch Vesikel aus malignem Aszites vergleichbare Fahig-
keiten besitzen, wurden Zymographie-Experimente mit aufgereinigten Vesikeln aus sieben
Aszitesproben durchgefiihrt. Wie in Abb. 25 (oben) zu sehen, zeigten die Vesikel aus allen
untersuchten Aszitesproben gelatinolytische Eigenschaften. Durch den Vergleich mit
entsprechenden Positivkontrollen konnten zwei der vier sichtbaren Banden mit Molekular-
gewichten von 72 kDa und 92 kDa als Vorlaufer der Matrixmetalloproteinasen 2 (pr&-MMP-2)
beziehungsweise -9 (pra-MMP-9) identifiziert werden. Die Intensitdten wurden densito-
metrisch ausgewertet (Fig. 25, unten). Die gelatinolytische Aktivitat korrelierte mit der

Vesikelkonzentration in den entsprechenden Aszitesproben (Tab. 3).

Zymographie: Aszitesvesikel
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Abb. 25: Aszites-Vesikel enthalten Kollagen abbauend e Enzyme
Aus Aszitesproben aufgereinigte Vesikel wurden in einem Gelatine-haltigen Polyacrylamidgel
elektrophoretisch aufgetrennt und fur 18 Stunden bei 37°C in Entwicklungspuffer inkubiert. Die Farbung
des Gels erfolgte mit Coomassie-Féarbelésung. Die densitometrische Auswertung erfolgt mit Image J-
Software. (y-Achse: A.U. = arbitrary units)

Die Probe mit der hochsten Vesikelkonzentration (O747) zeigte auch insgesamt die starkste
gelatinolytische Aktivitat. Dementsprechend enthielt Probe O743 die geringste Menge an
MMPs. Eine Ausnahme stellte hier Probe O732 dar, deren Vesikel, trotz geringer Konzentra-

tion im Aszites, starke Gelatine-degradierende Fahigkeiten aufwiesen. Uberdies konnten
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Unterschiede in den Beitrdgen von MMP-2 und MMP-9 zur Gesamtaktivitat beobachtet
werden. Insgesamt konnte MMP-9 eine grolRere Rollen zugewiesen werden, was sich mit
friheren Studien deckt (Dolo et al., 1998; Ginestra et al., 1998). Vor allem die Proben O747
und O749 enthielten grol3e Mengen pra-MMP-9, jedoch nur geringe Mengen pra-MMP-2. In
Probe O732 fiel dieser Unterschied weniger stark aus. MMP-2 und MMP-9 gehdren zu der
Gruppe der Matrix-Metalloproteinasen, die nicht in der Membran verankert sind sondern als
l6sliche Proteine sekretiert werden. Daher stellte sich die Frage, ob die in Abb. 25
dargestellten Vesikel assoziierten MMPs den Grof3teil der in die Aszitesfliissigkeit sekre-
tierten MMPs ausmacht. Um diesen Vergleich herstellen zu kénnen, wurde die gelatino-
lytische Aktivitdt den Vesikel depletierten Aszitesiiberstand durch Zymographie untersucht.
Auch in den Uberstanden konnten pra-MMP-2 und pra-MMP-9 detektiert werden (Abb. 26).

Zymographie: Vesikel depletierter Aszitestiberstand
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Abb. 26: Gelatinasen in Vesikel depletierten Aszites  Uberstanden
Vesikel depletierte Uberstiande von malignen Aszitesproben wurden in einem Kollagen haltigen
Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt und fur 18 Stunden bei 37° C in Entwicklungspuffer
inkubiert. Die Farbung des Gels erfolgte mit Coomassie-Farbelésung. Die densitometrische Auswertung
erfolgt mit Image J-Software. (y-Achse: A.U. = arbitrary units)

Die Bandenintensitdten zeigten deutliche Unterschiede im Vergleich zu den Vesikeln. Die
hdchste densitometrisch quantifizierte Gesamtaktivitdt wiesen die Aszitesiberstinde der
Patientinnen 0743, 0744 und O747. Wahrend in den meisten untersuchten Uberstanden

hauptséchlich pra&-MMP-2 detektiert werden konnte, war nur in den Proben O743 und O747



Ergebnisse

vermehrt pra-MMP-9 zu finden (Abb. 26). Insgesamt wiesen die Bandenintensitaten
zwischen Vesikeln und Uberstanden vergleichbare Intensitaten auf (Abb. 25, Abb. 26). In
Anbetracht der Tatsache, dass jedoch ein deutlich gréRerer Prozentsatz der aufgereinigten
Vesikel in das Zymographieexperiment eingesetzt wurde (5 pl von 100 pl Vesikelsuspension
+ 5 pl Probenpuffer) als im Fall der Uberstande (2,5 pl von 10 ml Vesikel depletierter
Uberstand + 2,5 ul Probenpuffer) kann festgestellt werden, dass die Vesikel assoziierten
MMPs nur einen Bruchteil der gesamten gelatinolytischen Enzyme in malignen Asziten
ausmacht.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass Vesikel auch in vivo eine
Quelle fur EZM-abbauende Enzyme darstellen. Der Uberwiegende Teil der in Asziten
vorkommenden Gelatinasen liegt jedoch in l6slicher Form vor. Inwiefern die Vesikel
assoziierten MMPs daher einen Beitrag zur Verbreitung von Tumorzellen beisteuern kénnen,

ist noch unklar.

Patient IHC Exosomen Zymographie
Intensitat M Z | CD24 EpCAM Annexin-1 Konz. MMP-2 MMP-9

0732 +++ v +++ +++ ++ 13,85 +++ +++
0743 ++ v - - + - 4,34 + +
0744 ++ v - ++ ++ + 16,34 ++ +
0747 - - - +++ +++ +++ 47,24 ++ +++
0748 ++ v - ++ +++ +++ 13,51 ++ +
0749 - - - ++ ++ ++ 14,90 ++ +++
0760 - - - + ++ ++ 25,34 ++ ++
0767 +++ v v - - - n.g. n.g. n.g.
0772 + v - ++ +++ +++ n.g. n.g. n.g.
0774 + v - - - - n.g. n.g. n.g.
0780 +++ v v +++ ++ ++ n.g. n.g. n.g.
0790 - - - +++ +++ +++ n.g. n.g. n.g.
0798 + v - +++ +++ +++ n.g. n.g. n.g.
0804 ++ v v - + + n.g. n.g. n.g.
0805 + v - - - - n.g. n.g. n.g.
0807 + v - +++ ++ +++ n.g. n.g. n.g.
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Tab. 3: Zusammenfassung der Aszitesdaten

Die Gesamtintensitdt der immunhistochemischen CD24-Farbung der Tumorschnitte (IHC, Abb. 21),
sowie die Lokalisation des CD24-Signals (M = Plasmamembran, Z = Zytoplasma) wurde bewertet.
Desweiteren wurde die Prasenz von CD24, EpCAM und Annexin-1 in den Western Blots der Aszites-
gradienten (Abb. 22) sowie von MMP-2 und MMP-9 im Zympgraphieexperiment (Abb. 25) beurteilt. (- =
nicht vorhanden, + = schwach, ++ = stark, +++ = sehr stark, v' = vorhanden, n.g. = nicht getestet). Die
Vesikelkonzentration in den Aszitesproben (Konz., Abb. 23) ist dargestellt als pg Vesikelprotein pro ml
Aszitesflussigkeit.

2 Der Einfluss von CD24 auf die Zellmigration

Eine Eigenschaft von CD24 stellt die Stimulation von Zelladhdsion und Zellmigration dar. S.
Joumaa aus unserer Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Expression von CD24 in A125-
Zellen die Adhasions- und Migrationsfahigkeit auf Fibronektin, dem Fibronektinfragment FN-
40 und Laminin erhdht (unveréffentlicht). Auch in Karzinomzelllinien aus der Ratte wirkt die
Expression von CD24 stimulierend auf die Bindung und Migration auf Fibronektin und die

Invasion in Matrigel (Baumann et al., 2005).

2.1 Die Expression von CD24 erhoht die Adhasion und
Migration an bzw. auf Kollagen-1

Um zu untersuchen, ob die Expression von CD24 einen Einfluss auf die Bindungsfahigkeit
von A125-Zellen an Kollagen-1 hat, wurden Zelladhasionsexperimente mit CD24- und mock-
Transfektanten durchgefiihrt. Wahrend die Kontrollbindung an BSA unverdndert blieb,
zeigten die A125 CD24 Zellen eine signifikant erhdhte Bindungskapazitdt an Kollagen-1
(Abb. 27).
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Abb. 27: CD24 verstarkt die Adhasion von A125-Zelle  n auf Kollagen-1
CD24-positive und CD24-negative A125-Zellen wurden auf Mikrotiterplatten ausgesét, die mit Kollagen-1
oder BSA beschichtet worden waren. Nach 60 Minuten Bindungszeit wurden die Zellen fixiert und mit
Kristallviolett angefarbt. Der Farbstoff wurde mit 10%-iger Essigsaure eluiert. Die Quantifizierung erfolgte
durch Messung der Absorption des Eluats bei 590 nm.

Die Ausbildung von Bindungsstellen von Zellen mit Komponenten der EZM stellt einen
wichtigen Schritt im Prozess der Zellmigration dar. Eine erhdhte Zelladhasion deutet also
auch auf eine erhdhte Migrationsfahigkeit der Zelle hin. Daher wurden die A125-Transfek-
tanten nun bezlglich ihres Migrationsverhaltens auf Kollagen-1 getestet. Auch in diesem
Versuchsansatz zeigten die CD24-exprimierenden Zellen eine deutlich héhere Rate im

Vergleich zu den mit einem leeren Kontrollvektor transfizierten Zellen (Abb. 28).

Haptotaktische Zellmigration
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Abb. 28: Bestimmung der Zellmigration von A125-Zell  en auf Kollagen-1 in Abh&ngigkeit von CD24
Die Migrationsrate von A125 mock- und A125 CD24-Zellen wurde in Transwell-Migrationskammern
bestimmt, die mit Kollagen-1 oder BSA beschichtet worden waren. Nach 4 Stunden wurden die
migrierten Zellen mit Kristallviolett angefarbt. Der Farbstoff wurde mit 10%-iger Essigsaure eluiert. Die
Quantifizierung erfolgte durch Messung der Absorption des Eluats bei 590 nm.
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Der Einfluss von CD24 auf die Fahigkeit von Tumorzellen, verstarkt auf Kollagen-1 zu
migrieren, sollte nun in einem zweiten Zellsystem wberprift werden. Dazu wurden wiederum
stabil transfizierte MDA-MB-435-Brustkarzinomzellen verwendet. Abb. 29 zeigt, dass die
Expression von CD24 auch vor diesem zellularen Hintergrund zu einer erh6éhten Migration

fuhrt, die jedoch schwéacher ausgepragt ist als in A125-Zellen.

Haptotaktische Zellmigration

p <0,05
[ —
0,3
0,2
£
IS
% 01 O MDA-MB-435S mock
o 0.0 m MDA-MB-435S CD24
BSA Kollagen-1

Abb. 29: CD24-Expression verstarkt die Migration von Mammakarzinomzellen auf Kollagen-1
Die Migrationsrate von CD24-positiven und -negativen MDA-MB-435S-Zellen wurde in Transwell-
Migrations-kammern bestimmt, die mit Kollagen-1 oder BSA beschichtet worden waren. Nach 18
Stunden wurden die migrierten Zellen mit Kristallviolett angeféarbt. Der Farbstoff wurde mit 10%-iger
Essigsaure eluiert. Die Quantifizierung erfolgte durch Messung der Absorption des Eluats bei 590 nm.

2.2 A125 CD24-Zellen zeigen eine erhohte Invasionsf  &higkeit in
Kollagen-1

Die Migration von Zellen stellt einen Prozess dar, der in vivo in einem dreidimensionalen
Gewebe stattfindet. Dieser Tatsache tragen in vitro durchgefiinrte Experimente haufig nicht
Rechnung, da sie nur die Bewegung von Zellen auf einer mit einem entsprechenden
Substrat beschichteten Membran darstellen. Zur exakteren Imitation der Zustande im
Gewebe kdnnen allerdings Zellinvasionsexperimente durchgefihrt werden, mit Hilfe derer
die Einwanderung von Zellen in ein Kissen eines entsprechenden Substrats untersucht
werden kann. Aus diesem Grund wurden CD24-positive und CD24-negative A125-Zellen auf
einem Kissen aus Kollagen ausgesat und die in das Kissen eingewanderten Zellen nach 48
Stunden quantifiziert (Kooperation mit C. Mierke, Universitat Erlangen). Die A125 CD24-
Zellen zeigten hierbei eine deutlich erhdhte Invasivitat gegentber der mock-transfizierten
Zellen (Abb. 30, links ). Einen wichtigen Schritt wahrend der Metastasierung von

Tumorzellen stellt die Extravasation dar, unter der man die Migration aus dem Blutstrom
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durch die Endothelschicht der BlutgefaRe und die Invasion in das darunter liegende Gewebe
versteht. Zur Untersuchung dieses Prozesses wurden aus Nabelschntren isolierte HUVEC-
Zellen auf ein Kollagenkissen ausgesat und bis zur Konfluenz kultiviert. Auf dieser Endothel-
zellschicht wurden dann A125-Transfektanten ausgeséat und nach 48 Stunden die durch die
HUVEC-Zellen in das Kollagenkissen eingewanderten Zellen gezahlt. Wie in Abb. 30
(rechts) zu sehen ist, wirkt die Expression von CD24 auch in diesem Versuchsansatz
stimulierend auf die Invasion. Ahnliche Ergebnisse ergaben sich auch mit CD24-positiven
und -negativen MDA-MB-435S-Zellen (C.Mierke, personliche Mitteilung). Diese Experimente
zeigen, dass die Expression von CD24 die Fahigkeit von Tumorzellen erhdht, in Gewebe zu
migrieren oder invadieren.

Zellinvasion
Kollagen-1 HUVEC + Kollagen-1
1200 1200
= 800 = 80
S 400 & 400
0 0
A125 mock A125 CD24 Al125 mock Al125CD24

Abb. 30: Expression von CD24 erhoht die Invasivitat von Al125-Zellen
Al125-Transfektanten wurden auf ein Kollagenkissen (A) oder ein Kollagenkissen, das mit einer
konfluenten Schicht HUVEC-Zellen beschichtet worden war (B), ausgesét. Nach 48 Stunden Inkubation
bei 37°C wurden die in das Kollagenkissen eingewan derten Zellen ausgezahilt.

2.3 CD24 reguliert die Genexpression von Matrix-
Metalloproteinasen

Matrix-Metalloproteinasen (MMP) repréasentieren eine Familie Zink-abhangiger Endo-
peptidasen, die die Bestandteile der EZM proteolytisch spalten kénnen und auf diese Weise
zur Umgestaltung der EZM wahrend der Embryonalentwicklung, der Regeneration von
Geweben und der Wundheilung beitragen (Page-McCaw et al., 2003). Aufgrund dieser
Eigenschaften konnte einigen MMPs auch eine Rolle bei der Progression von Tumorer-

krankungen nachgewiesen werden (Egeblad und Werb, 2002).



Ergebnisse

2.3.1 A125 CD24-Zellen zeigen eine erhdhte Expressi  on von MMP-13

Die Kollagenasen bilden eine Unterfamilie der MMPs, die sich aus MMP-1 (Kollagenase-1), -
8 (Kollagenase-2) und -13 (Kollagenase-3) zusammensetzt. Die Gemeinsamkeit der
Mitglieder dieser MMP-Unterfamilie besteht in der Spezifitat fur die unterschiedlichen Arten
von Kollagen als Substrat flir ihre proteolytische Aktivitdt (Ala-aho und Kahari, 2005). Zur
Untersuchung, ob die CD24-vermittelte Erhéhung der Invasivitat in Kollagen-1 von einer
verstarkten Expression der Kollagenasen begleitet wird, wurde RNA aus CD24-positiven und
CD24-negativen A125-Zellen isoliert, in cDNA umgewandelt und quantitative PCR-

Experimente durchgefihrt.

A B C
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Abb. 31: RQ-PCR zur Ermittlung der Genexpression der Kollagenasen in A125-Zellen
mMRNA aus CD24- und Kontroll-transfizierten A125-Zellen wurde in cDNA umgewandelt und die
Genexpression der Kollagenasen mit spezifischen Primerpaaren gegen MMP-1, -8 und -13 durch
quantitative PCR bestimmt. Je Ansatz wurde 1 ng cDNA eingesetzt. Je cDNA und Primerpaar wurden
Triplikate angesetzt. Als Haushaltsgen diente RPL13A. (Daten in Zusammenarbeit mit A. Skorokhod.)

Wahrend im Fall von MMP-1 (Abb. 31 A) und MMP-8 (Abb. 31 B) keine gesteigerte
Genexpression festgestellt werden konnte, zeigten A125 CD24-Zellen ein 4-fach erhdhtes
MRNA-Level von MMP-13 im Vergleich zu A125 mock-Zellen (Abb. 31 C).

Sollte diese Anderung in der MMP-13-Expression durch CD24 verursacht sein, konnte der
Verlust von CD24 wieder zu einer Verringerung von MMP-13 fihren. Aus diesem Grund
wurden A125 CD24-Zellen mit einer siRNA transfiziert, die spezifisch die Expression von
CD24 inhibiert. Die Funktionalitat der siRNA wurde im Western Blot mit Zelllysaten getestet.
Unspezifische Kontroll-siRNA hatte keinen Einfluss auf die CD24-Expression. Transfektion

mit einer CD24-spezifischen siRNA fiihrte zu einem deutlichen Riickgang des CD24-Signals
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(Abb. 32 A). B-Aktin wurde zur Kontrolle der gleichmafigen Beladung verwendet. Nun wurde
die RNA aus siRNA-transfizierten A125 CD24-Zellen isoliert und erneut die Genexpression
von MMP-13 analysiert. Transfektion mit Kontroll-siRNA hatte keine Anderung der MMP13-
Expression zur Folge. Die Inhibition der CD24-Expression fuhrte hingegen zu einem
Ruckgang des mRNA-Niveaus von MMP-13 (Abb. 32 A). Dies weist auf eine direkte oder
indirekte genregulatorische Eigenschaft von CD24 hin und kénnte ein Grund fir die erhdhte

Migrations- und Invasionsfahigkeit dieser Zellen darstellen.
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Abb. 32: Die Inhibition der CD24-Expression reduzier  t die Genexpression von MMP-13
A125 CD24-Zellen wurden mit CD24-spezifischer siRNA oder Kontroll-siRNA transfiziert. 72 Stunden

nach der Transfektion wurden die Zellen geerntet und Triton X-100-Lysate hergestellt bzw. mRNA
isoliert.

A: Western Blot Analyse der Lysate mit mAk SWA-11 zeigt den Rickgang der CD24-Expression nach
Behandlung mit CD24-siRNA, jedoch nicht nach Kontroll-siRNA-Transfektion. Ein mAk gegen B-Aktin
wurde als Beladungskontrolle verwendet. In beiden Fallen diente gamPOX als Zweitantikdrper.

B: Die isolierte mRNA wurden in cDNA umgewandelt. 1 ng cDNA je Ansatz wurde in quantitative PCR-
Experimente mit einem spezifischen Primerpaar fir MMP-13 eingesetzt. Je cDNA wurden Triplikate
angesetzt. Als Haushaltsgen diente RPL13A. (Daten in Zusammenarbeit mit A. Skorokhod.)

2.3.2 Expression von CD24 verstarkt die Sekretion v on Gelatinasen

Wie die meisten anderen MMPs werden auch die Kollagenasen von den sie syntheti-
sierenden Zellen in den Extrazellularraum sekretiert (Ala-aho und Kahari, 2005). Um zu
Uberprifen, ob die durch CD24 verursachten Veranderungen im Genexpressionsmuster von
MMP-13 auch auf Proteinebene zu beobachten sind, wurden A125 mock- und A125 CD24-
Zellen in unterschiedlichen Zelldichten ausgesat und die konditionierten Zellkulturiiberstande
per Zymographie auf kollagenolytische Proteine untersucht. Abbau von Kollagen-1 konnte in

allen Anséatzen an zwei Stellen beobachtet werden. Diese Banden reprasentierten Kollagen
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degradierende Proteine mit Molekulargewichten von etwa 72 beziehungsweise 92 kDa (Abb.
33). Diese Banden konnten jedoch keiner der Kollagenasen zugewiesen werden, deren
Molekulargewichte niedriger liegen. Durch einen Grolenvergleich konnte herausgefunden
werden, dass die gefunden Proteine vermutlich die Vorlauferformen von MMP-2 (72 kDa)
und MMP-9 (92 kDa) darstellen. Diese bilden die MMP-Unterfamilie der Gelatinasen und
besitzen Substratspezifitat fur viele Bestandteile der EZM und eine Reihe anderer bioaktiver
Molekile. Zu ihren EZM-Substraten zéhlen auch verschiedene Typen von Kollagen
(Bjorklund und Koivunen, 2005). AulRerdem konnte auch diesen MMPs Funktionen wahrend
der Tumorinvasion zugewiesen werden (Bjorklund und Koivunen, 2005). Wie in Abb. 33 zu
sehen, steigt die Menge an sekretiertem pra-MMP-2 und pr&-MMP-9 in beiden untersuchten
Zelllinien mit steigender Zellzahl an. Die densitometrische Auswertung zeigt, dass sich die
Menge des sekretierten MMP-9 zwischen den CD24-Transfektanten und den Kontrollzellen
nicht wesentlich unterscheidet. MMP-2 hingegen wird von Al125 CD24-Zellen in deutlich
starkerem Ausmal ins Kulturmedium abgegeben. Zusammengefasst zeigen diese Ergeb-
nisse, dass sich die zunachst untersuchten Kollagenasen nicht per Zymographie nachweisen
lassen kénnen, was madglicherweise an ihrem im Vergleich zu den Gelatinasen niedrigen
Expressionsniveau liegt. Nichtsdestotrotz scheint durch die erhdhte Sekretion von MMP-2

ein Einfluss von CD24 auf bestimmte MMPs auch auf Proteinebene zu bestehen.
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Abb. 33: Zymographische Bestimmung der kollagenolyt ischen Aktivitat in konditioniertem Medium

CD24-positive und CD24-negative A125-Zellen wurden in unterschiedlichen Dichten in 12-Loch-Platten
ausgesat und fir 24 Stunden unter serumfreien Bedingungen kultiviert. Die konditionierten
Zellkulturiiberstande wurden konzentriert und in einem Kollagen-1-haltigen Polyacrylamidgel elektropho-
retisch getrennt. Das Gel wurde fir 18 Stunden bei 37° C in Entwicklungspuffer inkubiert und an-
schlieBend mit Coomasielésung angefarbt. Die densitometrische Auswertung erfolgte mit Image J-
Software.
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2.3.3 CD24 beeinflusst die Genexpression der Gelati  nasen

Die erhéhte Sekretion von MMP-2 in CD24-positiven Al125-Zellen lasst vermuten, dass
maoglicherweise auch die Genexpression der Gelatinasen durch CD24 reguliert sein kdnnte.
Daher wurden quantitative PCR-Experimente mit A125 mock- und A125 CD24-Zellen, sowie
mit siRNA-transfizierten A125 CD24-Zellen durchgefiihrt. Sowohl fur MMP-2 als auch fir
MMP-9 konnte eine erhdhte Genexpression in Anwesenheit von CD24 festgestellt werden.
Gleichzeitig fuhrte die siRNA-vermittelte Blockierung der CD24-Expression zum Rickgang
der RNA-Mengen beider Gelatinasen (Abb. 34). Dies unterstreicht die Funktion von CD24
als genregulatorisches Protein. Die Tatsache, dass im Fall von MMP-9 ein Unterschied in der
Genexpression zwischen A125 mock- und A125 CD24-Zellen besteht, dieser Unterschied im
Zympgraphieexperiment jedoch nicht sichtbar wurde, kdnnte durch die deutlich geringere

Substratspezifitat von MMP-9 fur das verwendete Kollagen-1 erklarbar sein.
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Abb. 34: CD24 reguliert die Genexpression der Gelat  inasen MMP-2 und MMP-9
mRNA von A125 mock- und A125 CD24-Zellen sowie von A125 CD24-Zellen, die 72 Stunden zuvor mit
CD24-spezifischer siRNA oder Kontroll-siRNA transfiziert worden waren, wurde isoliert und in cDNA
umgewandelt. 1 ng cDNA je Ansatz wurde in quantitative PCR-Experimente mit spezifischen Primer-
paaren fir MMP-2 (A) und MMP-9 (B) eingesetzt. Je cDNA und Primerpaar wurden Triplikate angesetzt.
Als Haushaltsgen diente RPL13A. Die Y-Achse zeigt die relative mRNA-Menge, normalisiert auf A125
mock. (Daten in Zusammenarbeit mit A. Skorokhod.)
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2.4 Einfluss von CD24 auf L1-CAM in A125-Zellen

Das Zelladhasionsmolekil L1-CAM ist ein Typ 1-Transmembranprotein, das eine wichtige
Rolle wéahrend der Entwicklung des Nervensystems spielt (Hortsch, 1996). AulRer in
Neuronen wird es auch in einer Vielzahl von Tumorerkrankungen exprimiert, in denen es
haufig mit einer schlechten Prognose fiir die Patienten korreliert (Allory et al., 2005; Fogel et
al., 2003; Thies et al., 2002). In diesem Zusammenhang wurde gezeigt, dass die Expression
von L1-CAM eine verstarkte Tumorzellmigration und -invasion induziert (Gast et al., 2005;
Gavert et al.,, 2005). Aufgrund der gemeinsamen Expression von L1-CAM und CD24 in
verschiedenen Tumoren und der Beschreibung von L1-CAM als Ligand fur CD24 (Kadmon
et al., 1995; Kleene et al., 2001), stellte sich die Frage, ob die CD24-vermittelten Effekte auf
die Migration und Invasion von A125-Zellen durch einen Einfluss auf L1-CAM erklart werden

kdénnen.

24.1 CD24 stimuliert die Expression von L1-CAM

Zunachst wurde ein L1-CAM-Expressionsprofil der Al25-Transfektanten erstellt. Hierfur
wurden Zelllysate von A125 mock- und A125 CD24-Zellen hergestellt und im Western Blot
auf L1-CAM getestet. In den CD24-transfizierten Zellen wurde ein deutlich starkeres L1-
CAM-Signal im Vergleich zu den Kontrollzellen sichtbar. Dies galt sowohl fir das Gesamt-
protein L1-220 als auch fir die Spaltprodukte L1-85 und L1-32 (Abb. 35 A). Gleiche
Lademengen wurden mit einem Antikbrper gegen das Haushaltsprotein [3-Aktin nachge-

wiesen.
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Abb. 35: Expression von L1-CAM in A125-Zellen in Abh  &ngigkeit von CD24

A: Western Blot-Analyse des L1-CAM-Gehalts in CD24-positiven und -negativen A125-Zellen. Die Zellen
wurden in Triton X-100-Lysepuffer solubilisiert. L1-CAM wurde mit einem pAk gegen die
zytoplasmatische Domane (pzyt-L1) und garabPOX als Zweitantikbrper detektiert. Als Beladung-
skontrolle wurde ein mAk gegen B-Aktin und gamPOX als Zweitantikbrper verwendet. Die densito-
metrische Auswertung mit ImageJ-Software bezieht sich auf die Signale aller L1-CAM-Banden.

B: Losliches L1-200 aus konditionierten Zellkulturiiberstanden von A125 mock- und A125 CD24-Zellen
wurde nach 24 Stunden mit einem Sepharose-gekoppelten mAk gegen die Ektodoméane von L1-CAM
(L1-11A) préazipitiert. Das Prazipitat wurde im Western Blot mit mAk L1-11A und gamPOX als
Zweitantikérper auf L1-200 untersucht. Die Intensitdt des L1-200-Signals wurde densitometrisch mit
ImageJ-Software bestimmt.

Durch Spaltung mittels einer Protease der ADAM (a disintegrin and metalloproteinase)-
Familie kann L1-CAM Membran proximal gespalten werden, was zur Freisetzung eines
I6slichen Fragments von L1-CAM fuhrt, das L1-200 genannt wird. L1-32 représentiert das in
der Membran zurlickbleibende Fragment. Um zu untersuchen, ob der in den Zelllysaten
beobachtete Unterschied im L1-CAM-Gehalt auch im Fall des gespaltenen L1-200 vorliegt,
wurde das l8sliche L1-Fragment aus konditionierten Zellkulturiiberstanden prazipitiert. Aus
den Uberstanden der CD24-positiven Zellen konnte eine groRere Menge L1-200 isoliert
werden als aus den CD24-negativen Zellen (Abb. 35 B). Dies zeigt, dass die Transfektion
von CD24 in A125-Zellen zu einer Erhéhung des L1-CAM-Gehalts fuhrt.
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Abb. 36: CD24 reguliert die Expression von L1-CAM
A125 CD24-Zellen wurden mit CD24-spezifischer siRNA oder Kontroll-siRNA transfiziert. 24 Stunden
nach der Transfektion fand ein Mediumwechsel statt, nach dem die Zellen fiir weitere 48 Stunden
kultiviert wurden.
A: Western Blot-Analyse von Triton X-100-Lysaten der siRNA-transfizierten Zellen mit pAk pzyt-L1 und
garabPOX als Zweitantikdrper bzw. den mAks SWA-11 und B-Aktin mit gamPOX als Zweitantikdrper. Die
Intensitéaten der L1-220- und CD24-Signale wurden densitometrisch mit dem dem Programm ImageJ
bestimmt.
B: Prazipitation des léslichen L1-200 aus den konditionierten Kulturiiberstanden mit dem Sepharose-
gekoppelten mAk L1-11A. Die Detektion von L1-200 im Western Blot erfolgte mit mAk L1-11A und
gamPOX als Zweitantikdrper. Dargestellt ist die mit ImageJ-Software durchgefiihrte densitometrische
Auswertung der L1-200-Bandenintensitat.

Zur Kontrolle der CD24-Abhéangigkeit dieses Resultats wurden A125 CD24-Zellen mit CD24-
spezifischer siRNA transfiziert und Zelllysate und L1-200-Prazipitate des Zellkultur-
Uberstands erneut im Western Blot analysiert. Die Funktionalitdt der siRNA-Transfektion
konnte mit Hilfe des CD24-Antikérpers SWA-11 bestatigt werden. Im Vergleich zu den
Zellen, die mit Kontroll-siRNA transfiziert worden waren, fuhrte die Inhibition der CD24-
Expression zu einer Abschwéachung sowohl des L1-220-Signals im Lysat (Abb. 36 A) als
auch in der Menge des aus konditioniertem Medium prézipitierten L1-200 (Abb. 36 B).
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Zuvor beschriebene Versuche mit MMPs zeigten, dass CD24 genregulatorische Eigen-
schaften besitzt. Um herauszufinden, ob CD24 L1-CAM nur auf Proteinebene reguliert, oder
ob auch ein Einfluss auf Transkriptionsebene besteht, wurden die mRNA-Mengen von L1-
CAM in den Al125-Transfektanten mit Hilfe von quantitativer PCR bestimmt. Die Menge von
L1-CAM-mRNA in den CD24-Transfektanten war im Vergleich zu den Kontrollzellen um fast
das Zweifache erhéht (Abb. 37). CD24 hat in Al125-Zellen also einen Einfluss auf die

Genexpression von L1-CAM.
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Abb. 37: CD24 reguliert L1-CAM auf Transkriptionseb  ene
MRNA aus CD24- und Kontrollvektor- transfizierten A125-Zellen wurde in cDNA umgewandelt und die
Genexpression von L1-CAM durch quantitative PCR bestimmt. Je Ansatz wurde 1 ng cDNA eingesetzt.
Je cDNA wurden Triplikate angesetzt. Als Haushaltsgen diente B-Aktin.

24.2 Die L1-CAM-Spaltung findet in Lipid Rafts an  der Zelloberflache statt

Die ADAM-vermittelte Spaltung von L1-CAM spielt eine wichtige Rolle in der L1-abh&ngigen
Zellmigration. L1-200 bindet autokrin oder parakrin an Integrine und bewirkt deren
Aktivierung, was sich wiederum stimulierend auf die Zellmigration auswirkt (Mechtersheimer
et al., 2001).

Die Membran-proximale Spaltung von L1-CAM kann entweder durch die Metalloproteinasen
ADAM-10 (Mechtersheimer et al., 2001) oder ADAM-17/TACE (Maretzky et al., 2005; Stoeck
et al.,, 2006a) katalysiert werden. Die Menge der beiden Proteasen an der Oberflache von
Al125-Zellen wurde per FACS-Analyse ermittelt. Sowohl ADAM-10 als auch TACE werden in
Al125-Zellen exprimiert, ADAM-10 jedoch in starkerem Ausmaf3. CD24 hatte keinen Einfluss

auf die Oberflachenexpression der beiden Proteine (Abb. 38).
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Abb. 38: Expression von ADAM-10 und TACE an der Oberf  |ache von A125-Zellen
FACS-Analyse der A125-Transfektanten mit mAks gegen ADAM-10 (11G2) und TACE (schwarze
Kurve). GamPE diente als Zweitantikdrper. Die graue Kurve stellt die Zweitantikdrperkontrolle dar.

Zur ldentifikation des subzellularen Kompartiments, in dem die L1-CAM-Spaltung in A125-
Transfektanten stattfindet, wurden Zellhomogenate in einem Saccharose-Dichtegradienten
aufgetrennt. L1-220 konnte sowohl in den Fraktionen 4 bis 7 nachgewiesen werden, die die
intrazellularen Kompartimente reprasentieren, als auch in den Plasmamembranfraktionen 9-
12. L1-32 hingegen wurde nur in den Fraktionen 9-12 detektiert (Abb. 39). Interessanter-
weise befanden sich sowohl ADAM-10 als auch TACE hauptséachlich in den intrazellularen
Fraktionen und nur zu einem geringen Anteil an der Zelloberflache. Als Markerproteine fur
die intrazellularen Fraktionen dienten der Golgi Apparat-Marker GM-130 und der ER-Marker
BiP/GRP78. Wie schon durch die Biotinylierung der Plasmamembran zu sehen war (Abb.
14), existiert ein Unterschied im Glykosylierungsstatus von CD24. Das CD24 an der Zell-
oberflache (Fraktionen 9-12) besitzt ein niedrigeres Molekulargewicht als das schwachere
CD24-Signal in den zytoplasmatischen Fraktionen 4-7 (Abb. 39).
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Abb. 39: L1-CAM-Spaltung findet in A125-Zellen an de  r Oberflache statt

Homogenisierte A125-Zellen wurden auf einen Saccharose-Stufengradienten geladen und fiir 2,5
Stunden bei 100.000 x g zentrifugiert. 1 ml-Fraktionen wurden geerntet und mit Aceton geféllt. Die
Fraktionen wurden im Western Blot die Lokalisation der L1-CAM-Spaltung untersucht. L1-CAM wurde
mit pAk pzyt-L1 und garabPOX als Zweitantikérper detektiert. Die Lokalisation der mdoglicherweise
verantwortlichen Proteasen wurde mit mAks gegen ADAM-10 und TACE ermittelt. Die intrazelluléaren
Kompartimenten entsprechenden Fraktionen wurden mit mAks gegen GM-130 (Golgi-Apparat = GA) und
BiP/GRP78 (Endoplasmatisches Retikulum = ER) identifiziert. CD24 wurde durch mAk SWA-11
detektiert. Der schwarze Pfeilkopf weist auf die kleinere CD24-Variante auf der Zelloberflache hin, der
weile Pfeilkopf auf die groRere im Zytoplasma. Als Zweitantikdrper diente gamPOX. (PM =
Plasmamembran, Endo = Endosomen)

H. Schabath aus unserer Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass CD24 die Funktion des
Chemokinrezeptors CXCR4 reguliert, indem es dessen Lokalisation in Lipid Rafts
unterdriickt (Schabath et al., 2006). Zur Untersuchung, ob diese Eigenschaft von CD24 auch
fur L1-CAM eine Rolle spielen kénnte, wurden Lipid Raft-Domanen aus CD24-positiven und
CD24-negativen A125-Zellen durch Gradientenzentrifugation isoliert und im Western Blot die
Lokalisation von L1-CAM analysiert. Der Grof3teil des L1-220-Signals erschien in den Nicht-
Raft-Fraktionen 3 bis 9. Nur ein kleiner Teil konnte in Raft-Fraktion 2 detektiert werden. L1-
32 lokalisierte hingegen in der Raft-Fraktion (Abb. 40). Das L1-32-Spaltprodukt konnte nur
in Al125 CD24-Zellen detektiert werden. Dies lag vermutlich am geringeren L1-CAM-
Expressionsniveau in A125 mock-Zellen, war aber wahrscheinlich unabhangig von CD24.
Eine ahnliche Verteilung wie L1-220 zeigte TACE. Interessanterweise war aber nur die aktive

Form von TACE mit einem Molekulargewicht von etwa 120 kDa in der Lipid Raft-Fraktion zu
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finden, wahrend die 150 kDa Proform nur auRerhalb von Lipid Rafts vorkam. Im Gegensatz
dazu war ADAM-10 in Lipid Rafts fast nicht nachweisbar (Abb. 40). Zur Identifikation der
Raft-Fraktion wurde ein Antikorper gegen Caveolin-1 verwendet.

Die Spaltung von L1-CAM findet in A125-Zellen also moéglicherweise in Lipid Raft-Doméanen

an der Zelloberflache statt.
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Abb. 40: L1-32 lokalisiert in Detergens resistenten Membrandoméanen von A125-Zellen
Zur Untersuchung der lateralen Verteilung von L1-CAM in A125-Zellen wurden Triton X-100-Lysate auf
Saccharose-Dichtegradienten geladen und fir 18 Stunden bei 200.000 x g zentrifugiert. Die geernteten
Fraktionen wurden mit Aceton prazipitiert und im Western Blot analysiert. pAks gegen die
zytoplasmatische Doméne von L1 (pzyt-L1) und Caveolin-1 wurden mit garabPOX als Zweitantikbrper
detektiert. Die Lokalisation von ADAM-10 und TACE wurden mit entsprechenden mAks und gamPOX als
Zweitantikdrper ermittelt. (WeiRer Pfeilkopf: Pro-TACE, schwarzer Pfeilkopf: aktives TACE)

2.4.3 SiRNA vermittelte Inhibition der Expressionv ~ on L1-CAM hat nur einen

geringen Einfluss auf die Migration von A125 CD24-Z  ellen

Sollte die durch CD24 verursachte Uberexpression von L1-CAM fiir die erhohte Migration-
srate in A125 CD24-Zellen verantwortlich sein, kénnte ein Rickgang der L1-Expression
diesen Effekt wieder riickgangig machen. Um dies zu Uberprifen, wurde die L1-CAM-
Expression in A125 mock- und A125 CD24-Zellen durch siRNA-Transfektion blockiert.
Western Blot-Analyse von Zelllysaten bestéatigten die Inhibition der L1-CAM-Expression
durch die siRNA (Abb. 41 A). Mit diesen Zellen wurden nun Migrationsexperimente
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durchgefuhrt. L1-CAM-spezifische siRNA bewirkte einen leichten Rickgang in der Migration
von Al125 CD24-Zellen (Abb. 41 B). Durch wiederholt starke Effekte der Kontroll-siRNA auf
die Migrationsrate lasst sich jedoch nicht sagen, ob diese Effekte auf eine verringerte L1-
CAM-Expression zurtickzufiihren sind, oder ob sie ein Resultat des Transfektionsvorgangs

sind.
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Abb. 41: Einfluss von L1 auf die Migration von A125-  Zellen
CD24-positive und -negative Zellen wurden mit L1-CAM-spezifischer siRNA oder Kontroll-siRNA
transfiziert. 72 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen lysiert oder in Migrationsversuche
eingesetzt.
A: Western Blot-Analyse von Triton X-100-Lysaten mit pAk pzyt-L1 und garabPOX als Zweitantikdrper.
Als Beladungskontrolle wurde ein mAk gegen B-Aktin und gamPOX verwendet.
B: Al125 mock- A125 CD24-Zellen sowie deren siRNA-Transfektanten wurden in einen
Migrationsversuch mit Kollagen-1-beschichteten Transwell-Kammern eingesetzt. Nach 4 Stunden
wurden die migrierten Zellen mit Kristallviolett angefarbt. Der Farbstoff wurde mit 10%-iger Essigsaure
eluiert. Die Quantifizierung erfolgte durch Messung der Absorption des Eluats bei 590 nm.
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2.5 CD24-vermittelte Effekte auf die Lokalisation v on f;-Integrin
in A125- und MDA-MB-435S-Zellen

251 Bestimmung des Expressionsprofils verschieden er Integrine auf
A125- und MDA-MB-435S-Zellen

Fur die Bindung von Zellen an Substrate der EZM sind Integrine von gréf3ter Bedeutung. Vor
allem die ;-Untereinheit spielt eine wichtige Rolle, bildet sie doch Heterodimere mit einer
Vielzahl von a-Untereinheiten aus und ist damit in die Bindung einer Vielzahl von Substraten
involviert. Aus diesem Grund sollte nun zunachst Gberprift werden, ob die Expression von
CD24 einen Effekt auf die Oberflachenexpression der (3i-Integrin-Untereinheit sowie einiger
seiner moglichen a-Integrin-Bindungspartner hat. Zu diesem Zweck wurden CD24-positive
und CD24-negative A125- und MDA-MB-435S-Zellen mit Antikbrpern gegen 3;-, d,-, O3-, O4-
und as-Integrin gefarbt und per FACS analysiert. Weder in A125- noch in MDA-MB-435S-

Zellen war eine Veranderung in einem der untersuchten Integrine zu erkennen (Abb. 42).

25.2 Inhibition von  Bi-Integrin verringert die Migration von A125 CD24-

Zellen

Um herauszufinden, ob [;-Integrin im Zusammenhang mit der durch CD24 erhéhten
Migrationsfahigkeit steht, wurde die Migration von A125-Transfektanten auf Kollagen-1
getestet, nachdem sie mit einem Antikdrper vorbehandelt worden waren, der die Funktion
von [3;-Integrin blockiert. Abb. 43 zeigt zunachst erneut die erhéhte Migration von A125
CD24-Zellen im Vergleich zu A125 mock-Zellen. Vorbehandlung mit einer IgG-Isotypkontrolle
fuhrt zu keiner Veradnderung im Migrationsverhalten. Inkubation der Zellen mit dem
blockierenden [;-Antikérper resultierte jedoch in einer deutlich verringerten Migrationsrate
der A125 CD24-Zellen, wahrend in A125 mock-Zellen keine signifikante Anderung
verzeichnet werden konnte. Dieses Ergebnis lasst darauf schlieRen, dass die durch Expres-

sion von CD24 gesteigerte Migrationsrate auf einem Effekt auf (3;-Integrin beruht.
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Abb. 42: Integrinprofil der A125-Zelllinien
FACS-Analyse von A125 mock- und A125 CD24-Zellen mit mAks gegen (1 (MAR4), daz-, ds-, d4- und as-

Integrin (schwarze Kurven). Als Zweitantikbrper wurde gamPE verwendet. Die graue Kurve stellt die
Zweitantikérperkontrolle dar.
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Haptotaktische Zellmigration
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Abb. 43: Einfluss von B:-Integrin auf die Zellmigration
CD24-positive und CD24-negative A125-Zellen wurden mit einem IgG-Isotyp-Kontrollantikérper oder
einem blockierenden B:-Integrin-Antikérper (TDM29) fir 30 Minuten bei 37° C inkubiert und dann in ein
Migrationsexperiment mit Kollagen-1 als Substrat eingesetzt. Nach 4 Stunden wurden die migrierten
Zellen mit Kristallviolett angefarbt. Der Farbstoff wurde mit 10%-iger Essigsaure eluiert. Die
Quantifizierung erfolgte durch Messung der Absorption des Eluats bei 590 nm.

2.5.3 CD24 beeinflusst die Raft-Assoziation von  Bs-Integrin

Die Assoziation von Integrinen mit Lipid Rafts ist von grofRer Bedeutung fiir deren Aktivierung
(Leitinger und Hogg, 2002). Aus diesem Grund wurde nun untersucht, ob die Anwesenheit
von Lipid Raft-assoziiertem CD24 die laterale Verteilung von B;-Integrin in der Plasma-
membran verandert. Hierfir wurden Lipid Rafts aus Al25-Transfektanten isoliert und im

Western Blot analysiert.

A125 mock Al125 CD24
Fraktion: 1734567 8 9 1_23456789
130 kDa > L R @D e e oo Gp - WB: Betal
21 kDa > - — o WB: Caveolin-1
180 kDa > el ] ™ T T & WB: Clathrin h.c.
Lipid Lipid
rafts rafts

Abb. 44: Einfluss von CD24 auf die Lipid-Raft-Assozi  ation von [:-Integrin in A125-Zellen
Zur Untersuchung der lateralen Verteilung von Bi-Integrin in A125-Zellen wurden Triton X-100-Lysate auf
Saccharose-Dichtegradienten geladen und fir 18 Stunden bei 200.000 x g zentrifugiert. Die geernteten
Fraktionen wurden mit Aceton préazipitiert und im Western Blot mit Antikdrpern gegen Bi-Integrin (MAR4),
Caveolin-1 und die schwere Kette des Clathrinmolekils analysiert.
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Als Markerprotein fir Lipid Raft-Fraktionen des Saccharosegradienten diente Caveolin-1. Mit
Hilfe eines Antikorpers gegen die schwere Kette des Clathrinmolekiils wurden die Fraktionen
4 bis 9 als Nicht-Raft-Fraktionen dargestellt. Wéahrend [;-Integrin in A125 mock-Zellen
ausschliefdlich in den Fraktionen 3 bis 9 vorkommt, konnte es in den CD24-Transfektanten
auch in der Raft-Fraktion 2 identifiziert werden (Abb. 44).

Um zu Uberpriufen, ob dieser Einfluss von CD24 auf (3;-Integrin auch in anderen Zelllinien
beobachtet werden kann, wurden auch Lipid Rafts aus CD24-positiven und CD24-negativen
MDA-MB-435S-Zellen analysiert. Wie bereits in den A125-Zellen fuhrte die Expression von
CD24 auch in den Brustkarzinomzellen zur Rekrutierung von [3; in Lipid Rafts (Abb. 45).

MDA-MB-435S mock MDA-MB-435S CD24

Fraktion: 1 2_ 3 4 5 6 7 8 9 1 T 3 4 5 6 7 8 9
130 kDa > Wt st B - [t A o e 2ot WB: Betal
21 kDa > (SIS oo e WB: Caveolin-1
180 kDa > | e - —~——— WB: Clathrin h. c.
46 kDa > H WB: CD24
Lipid Lipid
rafts rafts

Abb. 45: CD24 induziert die Rekrutierung von  Bs-Integrin in Lipid Rafts von Mammakarzinomzellen
Die Lipid Raft-Assoziation von Bi-Integrin in MDA-MB-435S-Zellen wurden durch Saccharose-
Dichtegradientenzentrifugation von Triton X-100-Lysaten fiir 18 Stunden bei 200.000 x g untersucht. Die
geernteten Fraktionen wurden mit Aceton prazipitiert und im Western Blot mit Antikdrpern gegen Bi-
Integrin (MAR4), Caveolin-1, die schwere Kette des Clathrinmolekils und CD24 analysiert.

254 CD24 und f3; interagieren nicht direkt miteinander

Die Rekrutierung von Bs-Integrin in Lipid Raft-Domanen kénnte durch eine direkte Interaktion
mit dem Raft-Protein CD24 verursacht werden. Zur Untersuchung dieser Hypothese wurden
Koimmunprazipitationsexperimente mit den A125-Transfektanten durchgefiihrt. Wie Abb. 46
zeigt, konnte [3;-Integrin aus Lysaten von beiden untersuchten Zelllinien préazipitiert werden.
CD24 konnte auf diesem Weg hingegen nur aus A125 CD24-Zellen isoliert werden. Bei einer

direkten Interaktion von CD24 und (:-Integrin sollten im B;-Prazipitat von A125 CD24-Zellen
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CD24-Signale bzw. im CD24-Prazpitat dieser Zelllinie (3;-Sinale detektiert werden konnen.
Dies war allerdings nicht der Fall (Abb. 46). Dies zeigt, dass keine direkte Bindung zwischen
CD24 und B;-Integrin besteht.
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Abb. 46: Koimmunprazipitationsversuche von CD24 und Bi-Integrin in A125-Zellen
CD24-positive und -negative A125-Zellen wurden in BOG/Triton X-100-Lysepuffer lysiert. Immun-
préazipitationen wurden mit mAks gegen CD24 (SWA-11) oder B;-Integrin (MAR4) durchgefiihrt, gefolgt
von einer Inkubation mit Protein G-Sepharose. Eine mdgliche direkte Interaktion zwischen Bi-Integrin
und CD24 wurde im Western Blot untersucht. (Rote Kastchen: (;-Integrin; blaue Kastchen: CD24; gelbe
Kéastchen: SWA-11-IgG-Banden)

255 Quervernetzung von Bi-Integrin fuhrt nicht zur Kolokalisation mit
CD24

Die durch Ligandenbindung induzierte Aktivierung von Rezeptoren fihrt in vielen Fallen zu
deren Konzentrierung in bestimmten Bereichen der Zelloberflache. Dort findet dann die
Internalisierung der aktivierten Rezeptoren sowie die Signalweiterleitung in die Zelle statt
(Hynes, 2002; Maheshwari et al., 2000). In der humanen embryonalen Nierenzelllinie
HEK293 konnte beispielsweise gezeigt werden, dass L1-CAM in Regionen rekrutiert wird, in

denen sich Bi-Integrine nach Antikdrper-vermittelter Aktivierung anreichern (Panicker et al.,
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2006). Im vorliegenden Fall sollte fluoreszenzmikroskopisch Uberprift werden ob die
Aktivierung von Bi-Integrin zu einer Interaktion mit CD24 fuhrt. Daftr wurden A125-Zellen mit
einem Antikdrper gegen B;-Integrin inkubiert, die Bildung von (;-angereicherten Regionen an
der Zelloberflache durch Quervernetzung mit einem Fluoreszenz-gekoppelten Zweitanti-
kérper induziert und die Zellen auf Poly-L-Lysin-beschichteten Deckglasern ausgesat. Die
Zellen wurden anschlieRend fixiert und mit einem CD24-spezifischen Antikdrper gegenge-
farbt. Nach 60 Minuten bei 37° C waren die quervern etzten 3;-Integrine nahezu vollstandig
internalisiert. Eine Kolokalisation mit CD24, das an der Zelloberflache lokalisiert war, konnte
jedoch nicht festgestellt werden (Abb. 47). Eine direkte Interaktion zwischen 3;-Integrin und

CD24 findet also auch nach Integrinaktivierung nicht statt.

A125 CD24

Abb. 47: Aktivierung von  Bs-Integrin induziert keine Interaktion mit CD24
Die Aktivierung von Bi-Integrin in A125 CD24-Transfektanten wurde durch Quervernetzung mit einem
mAKk gegen Bi-Integrin (HB1.1) und einem gamCy3-Zweitantikdrper herbeigefiihrt. Die Zellen wurden auf
Poly-L-Lysin beschichteten Deckglasern ausgesat, mit 3% Paraformaldehyd/PBS fixiert und 0,1% Triton
X-100/PBS permeabilisiert. Die Detektion von CD24 erfolgte mit Hilfe eines Alexa488-konjugierten SWA-
11-Antik6rpers. (Balken = 10um)
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F DISKUSSION

1 Ovarialkarzinome sekretieren CD24-positive
Exosomen
1.1 Sortierung von CD24 in Exosomen

Der am besten untersuchte Sortierungsmechanismus von Proteinen in die internen Vesikeln
von MVBs ist die Erkennung monoubiquitinierter Proteine in der endosomalen Membran
durch den ESCRT-Komplex. Monoubiquitinierung scheint jedoch nicht das einzige Signal zu
sein, das den Transport von Proteinen in MVBs verursacht. So konnten Studien mit
Retikulozyten zeigen, dass CD55, CD59 und andere GPIl-verankerte Proteine in Exosomen
transportiert werden (Rabesandratana et al., 1998). Interessanterweise weisen Exosomen
aus Patienten, die an ,Paroxysmaler nokturnaler Hamoglobinurie* (PNH) leiden, vergleich-
bare Mengen an CD55 und CD59 in Retikulozytenexosomen auf wie gesunde Spender,
obwohl die Expression dieser Proteine an der Retikulozytenoberflache von PNH-Patienten
deutlich reduziert ist. Dies verdeutlicht, dass GPI-verankerte Proteine sehr effizient in
Exosomen sortiert werden (Rabesandratana et al., 1998).

Die in der vorliegenden Arbeit prasentierten Daten bezlglich der Sekretion des GPI-
verankerten und dadurch in Lipid Raft-Membrandoménen lokalisierten Proteins CD24
unterstitzen diese Studien. Sowohl von stabil mit CD24 transfizierten A125-Lungenadeno-
karzinom- und MDA-MB-435S-Brustkarzinomzellen (Abb. 11) als auch von endogen
exprimierenden Ovarialkarzinomzellinien (Abb. 18) wurde CD24 in Vesikeln sekretiert. Durch
Saccharose-Dichtegradientenzentrifugation und Western Blot-Analyse konnte gezeigt
werden, dass diese Vesikel die charakteristischen Merkmale von Exosomen, nicht jedoch
von Plasmamembranvesikeln aufweisen (Abb. 13, Abb. 20).

Die Sortierung GPI-verankerter Proteine in Exosomen konnte unter anderem durch die
Lokalisation in Lipid Raft-Domanen verursacht sein, die mit Cholesterin und Glykosphingo-
lipiden angereichert sind, da nicht nur GPI-verankerte Proteine sondern auch andere
Komponenten von Lipid Rafts, wie beispielsweise das Gangliosid GM1, Cholesterin oder die
Src-Kinase Lyn, in Exosomen identifiziert werden kdnnen (de Gassart et al., 2003). Diese
Ergebnisse werden durch Studien gestitzt, die zeigen, dass sich das Verhdltnis von
Cholesterin und Phospholipiden nur unwesentlich zwischen der Plamamembran und
Exosomen von Retikulozyten, Mastzellen und Dendritischen Zellen unterscheidet (Laulagnier

et al., 2004; Vidal et al., 1989). Vor diesem Hintergrund konnte in dieser Arbeit durch Biotiny-
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lierung der Proteine an der Zelloberflache von Al125-Zellen gezeigt werden, dass das
Molekulargewicht und damit der Glykosylierungszustand von CD24 in Exosomen dem auf
der Plasmamembran entspricht, wéahrend nicht-biotinyliertes CD24 im Zellinneren ein
hoheres Molekulargewicht und damit vermutlich ein komplexeres Glykosylierungmuster
aufwies (Abb. 14). Dies kdnnte bedeuten, dass exosomales CD24 von der Zelloberflache
durch Endozytose in MVBs rekrutiert wird. Auf welche Weise die Lipid-abh&ngige Sortierung
von Proteinen in die internen Vesikel von MVBs erfolgt, ist noch unklar. Mdglicherweise spielt
das Lipid Lysobisphosphatidsdure (lysobisphosphatidic acid, LBPA) eine Rolle, das in MVBs
hoch angereichert ist (Kobayashi et al., 1998). Zudem scheint der Cholesterintransport in
MVBs unter anderem durch die direkte Interaktion mit LBPA reguliert zu sein (Kobayashi et
al., 1999). Eine weitere Moglichkeit, wie die Lipid Raft-abhdngige Rekrutierung in Exosomen
funktioniert, konnte in der Verlangsamung der Rezyklierung von Lipid Raft-assoziierten
Proteinen liegen. So wurde gezeigt, dass Lipid Raft-Doméanen in Rezyklierungsendosomen
den Rulcktransport von GPI-verankerten Proteinen an die Plasmamembran verlangsamen
(Chatterjee et al., 2001). Es wird vermutet, dass Proteine, die durch einen &hnlichen
Mechanismus in Endosomen festgehalten werden, anfélliger fur die Rekrutierung in Vesikel
im endosomalen Lumen werden, wahrend Proteine, die schneller wieder an die Oberflache
transportiert werden, diesem Schicksal entgehen (de Gassart et al., 2003). Aufgrund der
unterschiedlichen Lipidzusammensetzungen der verschieden Zelltypen konnte bislang
jedoch noch kein einheitlicher Mechanismus identifiziert werden, Giber den die Lipidbestand-
teile der endosomalen Membran in den Sortierungsprozess von Proteinen in Exosomen

eingreifen.

1.2 Einfluss von CD24 auf die Vesikelsekretion

Wahrend sich, wie bereits zuvor beschrieben, eine Reihe von Studien mit der Biogenese von
Exosomen beschéftigt haben, also dem Prozess der Abschnirung von Vesikeln in das
endosomale Lumen, besteht noch Unklarheit tiber die Signale, die die Verschmelzung der
MVBs mit der Plasmamembran und die damit verbundene Sekretion der Exosomen initiieren.
In K562-Erythroleukamiezellen konnte Rabll, einem Mitglied der in intrazellularen
Transportvorgangen involvierten Proteinfamilie der Rab-GTPasen, eine Rolle in diesem
Prozess zugewiesen werden. Uberexpression von Rab11 stimuliert die Exosomensekretion,
wahrend die Transfektion der dominant negativen Mutante Rabll S25N die Menge der
ausgeschitteten Exosomen reduziert (Savina et al., 2002). Nachdem dartber hinaus
nachgewiesen wurde, dass der Einstrom von Ca®" in K562-Zellen ebenfalls die Sekretion von
Exosomen induziert (Savina et al., 2003), konnte gezeigt werden, dass diese beiden

Vorgange in Abhangigkeit voneinander stattfinden. Demnach ist Rabl11 fir das Andocken
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der MVBs an die Plasmamembran verantwortlich, wahrend der Einstrom von Ca®* den
Fusionsprozess einleitet (Savina et al., 2005).

Zudem beschreibt in diesem Zusammenhang eine kirzlich verdffentlichte Arbeit eine
regulatorische Funktion des Tumorsuppressors p53. Humane p53-transfizierte NSCLC-
Zellen, die zur Induktion der p53-Expression mit y-Strahlen behandelt wurden, weisen eine
erhohte Exosomensekretion auf im Vergleich zu Zellen, die mit einer mutierten Variante von
p53 transfiziert oder nicht mit y-Strahlen bestrahlt wurden (Yu et al., 2006). Die Aktivierung
von p53 durch Stressfaktoren wie y-Strahlen induziert zudem die Expression von TSAPG6,
einem mehrfach die Plasmamembran durchspannenden Protein, das die Sekretion des
Histamin freisetzenden Faktors TCTP stimuliert (Amzallag et al., 2004). Wird TSAP6 in
NSCLC-Zellen kunstlich tberexprimiert, kann ebenfalls eine Steigerung der Exosomen-
sekretion beobachtet werden (Yu et al., 2006). Neben den hier beschriebenen Sekretions-
prozessen in Abhangigkeit von Rab11/Ca®* bzw. p53/TSAP6 konnten in der vorliegenden
Arbeit Hinweise erbracht werden, dass auch die stabile Uberexpression von CD24 in A125-
und MDA-MB-435S-Zellen eine erhthte Sekretion von Exosomen zur Folge hat (Abb. 15).
Dieser Effekt konnte jedoch nicht durch eine erhdhte Zellproliferation der CD24-positiven
Zellen erklart werden (Abb. 16). Die transiente siRNA-vermittelte Inhibition der CD24-
Expression in GG-Zellen fihrte jedoch nicht zu einer Reduktion der Vesikelsekretion, was
darauf hinweist, dass eine langerfristige Verdnderung in der CD24-Expression notwendig ist,
um diese Effekte hervorzurufen. Wie CD24 diese Veranderung verursacht, ist allerdings
noch unklar. Im Hinblick auf die in dieser Arbeit beschriebenen genregulatorischen Funktion
von CD24 lasst sich daher die Vermutung anstellen, dass CD24 die Expression von
Proteinen beeinflussen kénnte, denen bereits eine Rolle wahrend des Sekretionsvorgangs
nachgewiesen werden konnte. Im Fall von TSAP6 konnte jedoch kein Unterschied im
Genexpressionsniveau zwischen CD24-positiven und CD24-negativen Al125-Zellen
nachgewiesen werden (S. Lugert, personliche Mitteilung).

Der Vorteil, den Tumorzellen durch die vermehrte Ausschittung von Exosomen gewinnen,
liegt moglicherweise an deren immunsupprimierender Wirkung. Beispielsweise kdnnen
Exosomen aus Melanom- und Kolorektalkarzinomzellen mit der Plasmamembran von
Monozyten fusionieren und verhindern deren Differenzierung in Dendritische Zellen. Diese in
ihrer Entwicklung blockierten Monozyten weisen einen CD14" HLA-DR-Phanotyp auf, der
unreifen Monozyten entspricht. Zudem sekretieren diese Zellen den transformierenden
Wachstumsfaktor TGF-f3, der sich inhibierend auf die Proliferation und die Effektorfunktionen
von T-Zellen auswirkt (Valenti et al., 2006). Dartber hinaus konnten Tumorexosomen
identifiziert werden, die Fas-Ligand und TRAIL enthalten und auf diese Weise Apoptose in

Tumor-spezifischen T-Zellen auslésen (Andreola et al., 2002; Huber et al., 2005; Kim et al.,
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2006). Auch die Funktion von Natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) wird durch Tumor-
exosomen beeinflusst. Die Vorbehandlung von Mausen mit Exosomen aus TS/A- oder 4T.1-
Mammakarzinomzellen fihrt zu einem verstarkten Tumorwachstum nach Injektion der ent-
sprechenden Zellen im Vergleich zu unbehandelten Mausen. Grund dafir ist die Hemmung
der zytotoxischen Aktivitdt der NK-Zellen durch eine verringerte Expression des Effektor-
proteins Perforin. Zudem weisen diese Zellen eine erhdhte Expression von Jak3 und Cyclin
D3 auf, die inhibierend auf den Zellzyklus wirken (Liu et al., 2006). Exosomen aus Ovarial-
karzinomzellen konnten aul3erdem in Zusammenhang mit der Chemoresistenz von Tumor-
zellen gebracht werden, da diese Zellen das Chemotherapeutikum Cisplatin (iber Exosomen
aus der Zelle ausschleusen (Safaei et al., 2005). In anderen Zelllinien wurde die Sekretion

von Doxorubicin Gber Exosomen nachgewiesen (Shedden et al., 2003).

1.3 CD24 auf Tumoren und Azitesexosomen

Die Expression von CD24 in epithelialen Ovarialkarzinomen stellt einen schlechten
prognostischen Faktor fiir die Uberlebensraten der Patientinnen dar (Kristiansen et al.,
2002). Vor allem Tumoren der Ovarien, in denen CD24 im Zytoplasma akkumuliert, weisen
im Vergleich zu Tumoren, die CD24 ausschlie3lich an der Zelloberflache exprimieren, eine
erhdhte Aggressivitat und Invasivitat auf (Choi et al., 2005; Weichert et al., 2005). Diese
Veranderung in der Lokalisation von CD24 konnte einen ersten Schritt des epithelialen-
mesenchymalen Ubergangs (EMT) darstellen, in dem CD24 vermehrt in MVBs gespeichert,
statt an der Plasmamembran prasentiert wird (Weichert et al., 2005). Der EMT beschreibt die
Transformation von polarisierten Epithelzellen in bewegliche Einzelzellen wéhrend der
Embryonalentwicklung, aber auch wahrend der Tumorprogression. Gekennzeichnet wird der
EMT durch die Auflosung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen sowie durch den
Verlust epithelialer Marker, wie beispielsweise E-Cadherin, a-Catenein und y-Catenin,
wahrend die Expression der mesenchymalen Markerproteine Vimentin, Fibronektin und N-
Cadherin stimuliert wird (Thies et al., 2002). Da MVBs den Ort der Biogenese von Exosomen
darstellen, stellte sich daher die Frage, ob Tumoren mit einem zytoplasmatischen CD24-
Speicher mehr CD24-positive Exosomen sekretieren als Tumoren mit CD24 an der
Oberflache. Diese Hypothese sollte in der vorliegenden Arbeit durch den Vergleich des
Expressionsniveaus und der Lokalisation von CD24 in Ovarialkarzinomschnitten mit dem
Vorkommen von CD24-positiven Exosomen im malignen Aszitesproben der entsprechenden
Patientinnen untersucht werden. In der immunhistochemischen Analyse wiesen die unter-
suchten Tumoren eine hohe Variabilitdt sowohl in der Intensitat als auch in der Lokalisation

des CD24-Signals auf (Abb. 21, Tab. 3). Allerdings konnte kein Zusammenhang mit dem
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CD24-Gehalt der Exosomen hergestellt werden, da aus den Asziten von sowohl stark CD24-
positiven (0732, O748, O780) als auch CD24-negativen Tumoren (0747, O749, O790)
CD24-haltige Exosomen isoliert werden konnten (Abb. 23, Tab. 3). Dartber hinaus gab es
Falle von CD24-exprimierenden Tumoren, deren Asziten keine CD24-positiven Exosomen
enthielten (0743, O767, O804). Da in diesen Fallen allerdings auch kein oder nur ein sehr
schwaches Annexin-1-Signal detektiert werden konnte, lasst sich daraus schlieRen, dass
diese Asziten generell nur sehr geringe Mengen Exosomen enthalten. Fir die fehlende
Korrelation kénnen mehrere Griinde angefiihrt werden: Erstens ware sicher eine groRere
Anzahl an Proben nétig, um eine statistisch signifikante Aussage Uber den Bezug von CD24
in Tumor und Aszitesexosomen treffen zu kénnen. Zweitens besteht die Moglichkeit, dass
die immunhistochemisch untersuchte Sektion des Tumors nicht reprasentativ fir den
gesamten Tumor sein konnte. Sollte die Anderung der CD24-Lokalisation ein Schritt des
EMT darstellen, kénnte zudem durch die Abspaltung von Zellen von der Tumormasse eine
Veranderung in der Expression oder Lokalisation von verschiedenen Proteinen stattfinden,
so dass die Lokalisation von CD24 in den metastasierenden Tumorzellen eine andere ist als
in den Zellen des Primartumors. Und schlieZlich konnte die Zusammensetzung des malignhen
Aszites an sich bereits ein Problem darstellen. Die Funktion der Flussigkeit, die durch
Transudation von Blutplasma aus den Kapillaren der peritonealen Serosa in die Bauchhdhle
gelangt, besteht in gesunden Personen darin, als Schmiermittel fur die serésen Oberflachen
der Bauchhohle zu dienen. Unter physiologischen Bedingungen besteht ein Gleichgewicht
zwischen der Transudation in das Peritoneum und dem Abtransport Uber das lymphatische
System (Adam und Adam, 2004). Maligner Aszites entsteht, wenn dieses Gleichgewicht
gestort wird. Ein solches Ungleichgewicht kann beispielsweise durch Tumorzellen verursacht
werden, die in das Peritoneum eindringen und sich auf dem viszeralen oder parietalen
Bauchfell ausbreiten. Sekretieren diese Tumorzellen VEGF oder VPF (vascular permeability
factor), wird zum einen die Neubildung von Blutgefal3en im Bauchfell angeregt und zum
anderen die Durchlassigkeit der Blutkapillaren erhoht. Beides filhrt zu einem verstarkten
Einstrom von Blutplasma in die Bauchhohle. Zudem kénnen die Tumorzellen durch einen
.lymphatische Obstruktion“ genannten Prozess den Abtransport der peritonealen Flissigkeit
blockieren. Beide Mechanismen fiihren zu einer Erhéhung des Plasmavolumens im
Peritoneum, das nun, wenn eine Tumorerkrankung vorliegt, ,maligner Aszites" genannt wird
(Adam und Adam, 2004). Bezliglich der Diskrepanz zwischen dem CD24-Gehalt der Aszites-
exosomen und den immunhistochemischen Farbungen muss zudem angemerkt werden,
dass maligner Aszites nicht nur Tumorzellen enthalt, sondern auch eine Vielzahl von Blut-
und Mesothelzellen. Da gerade hamatopoetischen Zellen die Sekretion von Exosomen nach-
gewiesen werden konnte und einige dieser Zellen, z.B. B-Zellen und neutrophile Granulo-

zyten, auch CD24 exprimieren, sollte ausgeschlossen werden, dass die CD24-positiven



Diskussion 101

Aszitesexosomen ausschlie3lich von diesen Zellen stammen. Interessanteweise konnte
daher EpCAM auf Aszitesexosomen identifiziert werden (Abb. 23, Tab. 3). EpCAM ist ein
glykosyliertes Zelladhasionsmolekil, das als Marker fur eine Reihe epithelialer Tumoren
beschrieben wurde, auf hdmatopoetischen Zellen jedoch nicht exprimiert wird (Momburg et
al., 1987). Die Intensitat des CD24-Signals auf den aus den Aszitesproben isolierten
Exosomen korrelierte dabei weitgehend mit dem EpCAM-Signal, was darauf schlie3en lasst,
dass CD24-positive Exosomen hauptsachlich von Tumorzellen sekretiert werden. Weitere
Untersuchungen mit einer héheren Patientenzahl werden notwendig sein, um die Zellpopula-
tionen in malignem Aszites, deren Beitrag zu den Aszitesexosomen, sowie den Einfluss von
Menge und Lokalisation von CD24 im Tumor auf die sekretierten Exosomen aufzuklaren.

Die Frage, welche Zellen den Grof3teil der Aszitesexosomen sekretieren, dirfte auch fur die
Beobachtung von Interesse sein, dass aus malignem Aszites isolierte Exosomen gelatino-
lytische Matrix-Metalloproteinasen enthalten (Abb. 25), die ebenfalls eine wichtige Rolle
wahrend der Tumorprogression spielen (Bjorklund und Koivunen, 2005). Da in dieser Arbeit
jedoch gezeigt werden konnte, dass die Gelatinasen, die mit Aszitesvesikeln assoziiert sind,
nur einen Bruchteil der gesamten MMPs in malignen Asziten ausmacht (Abb. 25, Abb. 26),
ist fraglich, inwiefern diese Vesikel-assoziierten MMPs Uberhaupt zur Invasivitat von Tumor-
zellen beitragen, wie in friheren Studien beschrieben wurde (Dolo et al., 1998; Ginestra et
al., 1998). Wie kommt die Bindung l6slicher Gelatinasen an Vesikel Gberhaupt zustande?
Mehrere Arbeiten konnten die Assoziation von MMPs mit Proteinen an der Zelloberflache
beschreiben. Beispielsweise bindet MMP-9 an den Hyaluronanrezeptor CD44 (Yu und
Stamenkovic, 1999), der auch auf Exosomen bereits gefunden werden konnte (Stoeck et al.,
2006a), wahrend MMP-2 als Bindungspartner fur das Integrin o,3; oder das Membran-
verankerte MMP-14 identifiziert wurde (Nabeshima et al., 2000). Doch nicht nur MMPs
nutzen Exosomen als Plattform fir die Umsetzung ihrer Substrate. Auch andere Proteasen
konnte bereits in Exosomen aus malignem Aszites nachgewiesen werden, wie zum Beispiel
ADAM-10 und ADAM-17/TACE (Gutwein et al., 2005). Der Vorteil der Assoziation von EZM-
degradierenden Enzymen mit Vesikeln liegt wahrscheinlich an der gezielten Sekretion dieser
Proteasen. Zudem ermdglicht es diese Kombination den MMPs mdglicherweise, in einem

grolReren Umfeld der sekretierenden Zelle aktiv zu sein als l6sliche MMPs.
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2 CD24 stimuliert Zellmigration und -invasion
durch Beeinflussung von MMPs, L1-CAM und

B:-Integrin

2.1 CD24 als Genregulator von MMPs

Neben der Identifizierung von CD24 als Cargoprotein in Tumorexosomen lag ein weiterer
Schwerpunkt dieser Arbeit auf der Untersuchung mdglicher Mechanismen der CD24-
vermittelten Zellmigration. Als Ausgangspunkt hierfir dienten Studien unserer und anderer
Arbeitsgruppen, die CD24-Uberexprimierenden Zellen eine erhthte Zellmigration
zuschreiben konnten. So wurde gezeigt, dass die stabile Transfektion von CD24 in A125
Lungenadenokarzinomzellen deren Migrationsfahigkeit auf Fibronektin, dem Fibronektin-
fragment FN40 und Laminin erhéht (S. Joumaa, perstnliche Mitteilung). In der vorliegenden
Arbeit konnten diese Daten erweitert werden, da A125 CD24-Zellen eine grol3ere Adhéasions-
(Abb. 27), Migrations- (Abb. 28) und Invasionsfahigkeit (Abb. 30) gegenlber Kollagen-1
aufweisen. Auch stabil mit CD24 transfizierte MDA-MB-435S Brustkarzinomzellen migrierten
starker auf Kollagen-1 (Abb. 28). Vergleichbare Ergebnisse wurden auch in einem Ratten-
brustkarzinomsystem beobachtet, in dem die Expression von CD24 die Bindung an
Fibronektin, Kollagen-1 und -4 stimuliert. Zudem erhéht CD24 in Wundheilungsassays die
Migration auf Fibronektin (Baumann et al., 2005).

Eine wichtige Rolle in der Tumorprogression spielen Matrix-Metalloproteinasen, die sowohl
durch gezielte Degradation der EZM als auch durch Freisetzung von bioaktiven Molekilen
das Verhalten von Zellen beeinflussen kénnen. In dieser Arbeit konnte durch quantitative
PCR nachgewiesen werden, dass MMP-13, eine der Unterfamilie der Kollagenasen zuge-
ordnete Proteinase, in CD24-transfizierten Al125-Zellen starker exprimiert wird als in
Kontrollzellen (Abb. 31, Abb. 32). MMP-13, auch Kollagenase-3 genannt, wird als 60 kDa-
Vorlauferform sekretiert und kann au3erhalb der Zelle durch Plasmin, MMP-2 oder MMP-14
zu einer aktiven Variante mit einem Molekulargewicht von 48 kDa prozessiert werden (Ala-
aho und Kahari, 2005). MMP-13 besitzt eine breite Substratspezifitat und kann sowonhl
Matrixkomponenten wie fibrillare und Netzwerkkollagene, Laminin, Vitronektin und Fibro-
nektin, aber auch andere Proteine wie Fibrinogen, das Chemokin SDF-1 (stromal cell-
derived factor-1) und Vorlauferformen anderer MMPs spalten (Ala-aho und Kahari, 2005).
Unter physiologischen Bedingungen beschrankt sich die Expression von MMP-13 auf
Situationen, in denen eine schnelle Umstrukturierung der Kollagen-haltigen EZM notwendig
ist, wie beispielsweise wahrend der fotalen Knochenentwicklung (Johansson et al., 1997),

der postnatalen Knochenumgestaltung (Stahle-Backdahl et al., 1997) oder der fétalen Wund-
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heilung (Ravanti et al.,, 2001). Gleichzeitig bedeutet diese hohe Substratvariabilitat aber
auch, dass MMP-13 ein wirksames Enzym fir die Invasion von Tumorzellen darstellt.
Dementsprechend konnte die Expression von MMP-13 auch in einer Reihe von Tumoren
nachgewiesen werden (Ala-aho und Kahari, 2005). In schwammzelligen Kopf- und Hals-
karzinomen resultiert die Aktivierung des TGF-B/Smad-Signaltransduktionsweges in der
Uberexpression von MMP-13 und der dadurch verursachten Erhéhung von Migration und
Invasion (Leivonen et al., 2006).

Allerdings konnte die in der vorliegenden Arbeit beschriebene erhéhte Genexpression von
MMP-13 in Al25 CD24-Zellen auf Proteinebene nicht bestatigt werden, da das
Expressionsniveau anscheinend immer noch zu niedrig war, um MMP-13 per Zymographie
sichtbar zu machen (Abb. 33). Stattdessen wurden Banden sichtbar, die den Vorlaufer-
formen der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 entsprachen. Interessanterweise konnte auch
fur diese MMPs eine erhohte Genexpression in Abhangigkeit von CD24 nachgewiesen
werden (Abb. 34). Auch die Gelatinasen besitzen eine grof3e Bandbreite an Substraten.
Abgesehen von der namensgebenden Gelatine gehdren hierzu weitere Matrixkomponenten,
wie beispielsweise verschiedene Kollagene, Elastin, Fibronektin, Neurokan, Laminin und
Vitronektin (Bjorklund und Koivunen, 2005). Dariiber hinaus gehdren diverse bioaktive
Molekiile zu den Substraten. MMP-2 spaltet unter anderem das Chemokin SDF-1, den
Wachstumsfaktorrezeptor FGFR-1 sowie die Membran-gebundenen Vorlaufer der
Wachstumsfaktoren TGF-B und TNF-a. Aul3erdem ist es in der Lage, die Vorlaufer von
MMP-1, -2, -9, -13 zu aktivieren. Zu den Substraten von MMP-9 gehotren unter anderem die
Chemokine CXCL-5 und CXCL-6, Insulin, Interferon-B und Interferon-y. Zusatzlich kann es
andere MMP-9-Vorlaufer in einen aktiven Zustand Uberfihren (Bjorklund und Koivunen,
2005). Ahnlich wie bei MMP-13 resultiert die breite Substratspezifitat der Gelatinasen in einer
vorteilhaften Wirkung in verschiedenen Bereichen der Tumorprogression. In MDA-MB-231-
Zellen tragt MMP-2 einen erheblichen Anteil zur Zellmigration auf Kollagen-1 bei (Xu et al.,
2005). In Lungenadenokarzinomzellen konnte zudem ein inhibierender Einfluss von MMP-2
auf die Fas-Ligand/Fas-vermittelte Apoptose nachgewiesen werden (Chetty et al., 2007). Die
Hemmung der Expression von MMP-2 durch spezifische siRNA bewirkt eine verstérkte
Expression von Fas-Ligand/Fas, was eine erhOhte Expression der proapoptotoschen
Faktoren Bax und Bcl-XS sowie eine Verringerung der antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und
Bcl-XL zur Folge hat. Die Erhdéhung des Verhdltnisses zwischen Bax und Bcl-2 resultiert in
der Aktivierung von Caspase-3, -8 und -9 und der Induktion der Apoptose (Chetty et al.,
2007). Auch im Bereich der Angiogenese wirken die Gelatinasen stimulierend auf die Tumor-
progression. Wahrend in MMP-2-defizienten Mausen sowohl Angiogenese als auch Tumor-

wachstum im Vergleich zu Kontrollmausen reduziert sind (Itoh et al., 1998), verstéarkt MMP-9
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die Tumorangiogenese durch erhdhte Freisetzung des Angiogenese-férdernden Faktors
VEGF (vascular endothelial growth factor) (Bergers et al., 2000). Dariber hinaus wurde in
schwammzelligen Mundkarzinomzellen beschrieben, dass die durch Claudin-1 induzierte
Expression von MMP-2 die Spaltung der y2-Kette von Laminin bewirkt, die sich wiederum
stimulierend auf die Tumorzellinvasion auswirkt (Oku et al., 2006). Die direkte Beeinflussung
von Zellmigration und -invasion durch die gezielte Degradation der EZM wird durch die
Sekretion von MMPs im Bereich von Invadopodien koordiniert, die Membranauslaufer
invadierender Zellen darstellen. Die Lokalisation von MMP-9 auf der Oberflache dieser
Auslaufer wird durch die Bindung an das Zelladhasionsprotein CD44 bewerkstelligt (Yu und
Stamenkovic, 1999). MMP-2 bindet in Invadopodien hingegen vermutlich an o,f3s-Integrine
oder MMP-14 (Brooks et al., 1996). Diese Studien zeigen, dass Matrix-Metalloproteinasen
einen wesentlichen Anteil an der Tumorentwicklung haben und ihre erhdéhte Expression in
CD24-positiven Zellen durchaus zu deren erhéhten Migrations- und Invasionsfahigkeiten

beitragen koénnte.

2.2 CD24 und L1-CAM

Interessanterweise stimuliert CD24 in Al25-Zellen auch die Expression des
Zelladhasionsmolekiils L1-CAM. Dies konnte sowohl auf Proteinebene durch Western Blot-
Analyse (Abb. 35, Abb. 36) als auch auf Transkriptionsebene durch quantitative PCR (Abb.
37) gezeigt werden. Wie bereits beschrieben, tritt L1-CAM in einer Reihe von Tumor-
erkrankungen auf und konnte in diesem Zusammenhang auch mit einer negativen Prognose
fur die betroffenen Patienten korreliert werden (Allory et al., 2005; Fogel et al., 2003; Thies et
al., 2002). Wie L1-CAM die Aggressivitat des Tumors beeinflusst ist Gegenstand intensiver
Forschung. Jedoch scheint die Membran-proximale Spaltung von L1-CAM durch ADAM-
Proteinasen eine wichtige Rolle zu spielen. Sowohl die Expression von L1-CAM als auch die
Behandlung mit dem l6slichen Spaltfragment L1-200 erhdht die Migrationsfahigkeit von
CHO-Zellen. Durch Antikorper gegen L1-CAM oder a,Bs-Integrin kann die Migrationsrate
hingegen gehemmt werden. Dem in dieser Studie aufgestellten Modell zufolge bindet das
durch ADAM-10 freigesetzte L1-200 autokrin oder parakrin an a,fs-Integrin und induziert
eine Integrin-abhangige Signaltransduktionskaskade, die die Zellmigration stimuliert
(Mechtersheimer et al., 2001). Sowohl die Spaltung in der dritten Fibronektin Typ,-dhnlichen
Doméne als auch die durch ADAM-Proteasen katalysierte Membran-proximale Prozes-
sierung konnte auch in A125-Zellen beobachtet werden. Entsprechend der erhohten
Expression von L1-CAM enthielten die Lysate aus A125 CD24-Zellen sowohl mehr L1-85-
als auch L1-32-Spaltfragmente, sowie der Kulturtiberstand mehr lgsliches L1-200 (Abb. 35,
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Abb. 36). Arbeiten unserer Gruppe zeigten, dass die ADAM-vermittelte L1-CAM-Spaltung
sowohl an der Zelloberflache, als auch in Exosomen stattfindet (Gutwein et al., 2003;
Gutwein et al., 2005; Stoeck et al., 2006a). Eine interessante Diskrepanz zwischen der
Lokalisation von L1-CAM und den beiden ADAM-Proteasen konnte durch Saccharose-
Gadientenzentrifugation von Al25-Zellhomogenaten festgestellt werden. Unabhangig von
CD24 lokalisierte das Spaltfragment L1-32 hauptséachlich an der Zelloberflache. L1-85 und
das unprozessierte L1-CAM hingegen wurde sowohl an der Plasmamembran als auch in den
zytoplasmatischen Fraktionen detektiert (Abb. 39). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass
L1-CAM in A125-Zellen grof3tenteils an der Oberflache gespalten wird. Im Gegensatz dazu
steht jedoch der Befund, wonach sowohl ADAM-10 als auch TACE hauptséachlich
intrazellular vorkamen (Abb. 39). In CD24-positiven Zellen konnten geringe Mengen der
beiden Enzyme jedoch auch aus den Plasmamembranfraktionen préazipitiert werden (Abb.
39). Demnach stellen sich verschiedene Hypothesen: (i) Die ADAM-vermittelte Spaltung von
L1-CAM verlauft in intrazelluldaren Kompartimenten, L1-32 wird anschlieBend an die
Oberflache transportiert. Dieser Prozess ware, abgesehen von der erhdhten L1-CAM-
Expression, unabhangig von CD24. (ii) Die Spaltung von L1-CAM findet an der Zellober-
flache statt und wird von einem Bruchteil der exprimierten ADAM-Proteasen katalysiert. Die
hohere Lokalisation von ADAM-10 und TACE an der Oberflache CD24-positiver Zellen
bewirkt eine starkere L1-CAM-Spaltung, so dass die groRere Menge von L1-32 in Al125
CD24-Zellen nicht nur durch die erhéhte Expression sondern auch durch vermehrte Spaltung
erklart werden kann. (iii) Die L1-CAM-Spaltung findet an der Oberflache statt, wird allerdings
von einer anderen Protease als ADAM-10 und TACE durchgefuhrt. Zuséatzliche Unter-
suchungen sind notwendig, um sowohl die fir die Spaltung verantwortliche Protease als
auch den Ort der Spaltung zu identifizieren. Sollte sich hierbei herausstellen, dass auch die
Spaltung von L1-CAM durch CD24 reguliert wird, wére dies ein weiterer Mechanismus, wie
die durch CD24 erh6hte Zellmigration und -invasion erklart werden kénnte.

Neben der Frage, in welchem Kompartiment die L1-CAM-Spaltung stattfindet, sollte in der
vorliegenden Arbeit aulRerdem untersucht werden, ob ein Unterschied in der lateralen
Lokalisation der ADAM-vermittelten Prozessierung in Abhangigkeit des Lipid Raft-asoziierten
CD24 zu erkennen ist. Fir TACE wurde gezeigt, dass seine Anwesenheit in Lipid Rafts eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Substratprozessierung spielt. In Lipid Raft-Domé&nen
lokalisiertes TACE wird durch eine Furin-vermittelte Spaltung aktiviert. Dadurch wird aktives
TACE in Lipid Raft-Domanen konzentriert und prozessiert dort seine Substrate, wahrend die
inaktive Proform von TACE nur aufRerhalb von Lipid Rafts vorkommt (Tellier et al., 2006). Die
Autoren vermuten, dass die Menge des von TACE prozessierten Substrats durch die
Rekrutierung der Substrate in Lipid Raft-Doméanen kontrolliert wird. Werden Lipid Rafts

zerstort, gelangt aktives TACE auch in Nicht-Raft-Bereiche der Membran, was zu einer
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verstarkten Umsetzung der TACE-Substrate fihrt, die dort angereichert sind (Tellier et al.,
2006). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Spaltung von L1-CAM in
Al125-Zellen in erster Linie in Lipid Raft-Doméanen stattfindet (Abb. 40). A125 CD24-Zellen
wiesen dabei mehr L1-32 auf als A125 mock-Zellen, was aber vermutlich auf den erhdhten
L1-CAM-Gehalt dieser Zellen zurtickzufiihren ist. Nur ein Bruchteil des L1-32-Signals konnte
in den Fraktionen 7 und 8 detektiert werden. Interessanterweise wies die Lipid Raft-Fraktion
beider Zellen nur die aktive 120 kDa-Form von TACE sowie das kleinere 90 kDa-Abbau-
produkt auf, nicht aber die 150 kDa-Vorlaufervariante, wahrend ADAM-10 in dieser Fraktion
fast gar nicht detektiert werden konnte (Abb. 40). Gemeinsam mit dem Ergebnis, wonach
L1-32 hauptsachlich an der Zelloberflache vorkommt, lasst sich schlie3en, dass TACE fur die
Prozessierung von L1-CAM in Lipid Raft-Doménen der Plasmamembran verantwortlich ist,
ahnlich wie es fur den Tumornekrosefaktor (TNF) beschrieben ist (Tellier et al., 2006). Dies
wirde zu einem Modell der L1-CAM-Spaltung passen, das von unserer Arbeitsgruppe
vorgeschlagen wurde. Demnach findet die PMA-stimulierte L1-CAM-Spaltung in Ovarial-
karzinomzellen an der Zelloberflache statt und wird von TACE katalysiert. Behandlung der
Zellen mit dem Kalziumionophor lonomycin stimuliert unterdessen die ADAM-10-vermittelte
intrazellulare Spaltung von L1 in MVBs (Stoeck et al., 2006a). Da prozessiertes TACE jedoch
ebenso wie ADAM-10 auch aufRerhalb von Lipid Raft-Domanen gefunden werden konnte
(Abb. 40), lasst sich nicht ausschliel3en, dass L1-CAM zunachst in Nicht-Raft-Regionen der
Membran gespalten und nachtréglich in Lipid Raft-Doméanen transportiert wird. Da die beiden
untersuchten Zelllinien keine Unterschiede in der lateralen Lokalisation der Spaltung
aufweisen, scheint diese keinem Einfluss von CD24 zu unterliegen.

Diverse Studien beschaftigen sich mit der Frage, wie L1-CAM die Tumorprogression
beeinflusst. Beispielsweise scheint L1-CAM direkt oder indirekt auch an der Genregulation
beteiligt zu sein. In Mauszellen und der humanen embryonalen Nierenzelllinie HEK293
reguliert L1-CAM die Genexpression von [s-Integrin, Cathepsin B und verschiedenen
Transkriptionsfaktoren und stimuliert die Invasion in Matrigel sowie das Tumorwachstum in
NOD/SCID-Mausen (Gast et al., 2007; Gast et al., 2005; Silletti et al., 2004). L1-CAM-
exprimierende Kolonkarzinomzellen zeigen wiederum eine Deregulation der (-Catenin-
vermittelten Genregulation, die das Invasions- und Migrationsverhalten der Zellen beeinflusst
(Gavert et al., 2005). MCF7-Brustkarzinomzellen reagieren auf die Expression von L1-CAM
ebenfalls mit einer verstarkten [-Catenin-vermittelten Signaltransduktion (Shtutman et al.,
2006). Zudem zeigen L1-CAM-exprimierende MCF7-Zellen eine diffuse Verteilung des Ca**-
abhangigen Adhasionsproteins E-Cadherin, wahrend es in Kontrollzellen ausschlie3lich in
Adharensverbindungen lokalisiert. Die Auflésung der Adharensverbindungen fihrt zu einem

Verlust der Zell-Zell-Interaktion, wie sie beim epithelilalen-mesenchymalen Ubergang (EMT)
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auftritt. L1-CAM konnte also die Tumorprogression durch Einleitung des EMT beschleunigen
(Shtutman et al., 2006). Dartiber hinaus konnte in HEK-293 gezeigt werden, dass L1-CAM-
exprimierende Zellen eine erhéhte Resistenz gegen Apoptose aufweisen. In diesen Zellen
fuhrt die Behandlung mit Apoptose-induzierenden Reagenzien zur Expression des anti-
apoptotischen Proteins Bcl-2 (Stoeck et al.,, 2007). Wird die Synthese von L1-CAM in
Ovarialkarzinomzellen hingegen inhibiert, werden diese Zellen sensitiver gegeniuber
Apoptose-auslosenden Stoffen. Zudem wird die L1-CAM-Expression in Zellen, die langere
Zeit mit dem Chemotherapeutikum Cisplatin behandelt wurden, erh6ht. Dies weist darauf hin,
dass L1-CAM einen Beitrag zur Chemoresistenz von Tumorzellen beitragen konnte (Stoeck
et al., 2007). Ahnliche Befunde konnten auch in Pankreaszellen festgestellt werden (Sebens
Muerkoster et al., 2007). Ob L1-CAM jedoch tatsachlich fur die CD24-Effekte auf die Tumor-
progression von A125-Zellen verantwortlich ist, steht noch nicht sicher fest. Inhibition der L1-
CAM-Expression durch siRNA resultierte zwar in einer Reduktion der Migrationsrate im
Vergleich zu untransfizierten Zellen (Abb. 41). Allerdings wiesen auch Zellen, die mit einer
Kontroll-siRNA transfiziert worden waren, schon eine deutlich reduzierte Fahigkeit zur
Migration auf Kollagen-1 auf, so dass nicht endgultig geklart werden konnte, ob der Effekt

der L1-CAM-siRNA spezifisch oder durch den Transfektionsprozess verursacht war.

2.3 Regulation der [,-Integrin-Lokalisation durch CD24

Die bislang beschriebenen Daten weisen darauf hin, dass die CD24-vermittelte Erhéhung
der Zellmigrationsrate in Al125-Zellen die Expression diverser Matrix-Metalloproteinasen
sowie des Zelladh&sionsmolekils L1-CAM aktiviert. Diesen Proteinen konnte, wie zuvor
beschrieben, in zahlreichen Studien promigratorische Eigenschaften zugeschrieben werden.
Die Migration eukaryotischer Zellen umfasst mehrere Schritte. Die Polymerisation des Aktin-
zytoskeletts flhrt zur Ausstilpung von Filopodien am vorderen Ende der Zelle, die durch
Verknipfungen zwischen Zelladhdsionsmolekilen und der EZM stabilisiert werden.
Gleichzeitig werden am hinteren Ende Zell-Matrix-Verbindungen abgebaut. Die Kontraktion
des Aktinzytoskeletts induziert die Vorwartsbewegung der Zelle (Webb et al., 2002). Fur die
Ausbildung von Bindungsstellen mit der EZM sind Integrine von elementarer Bedeutung. Die
Bindung von Integrinen an ihre entsprechenden EZM-Substrate induziert die Bildung von
Fokalkontakten und die Stabilisierung von Filopodien. Die Integrine werden in Aktin-Stress-
fasern verankert und ermdglichen die Ausbildung von Lamellipodien. (Webb et al., 2002). Die
Aktivierung von FAK und Src-Kinasen durch Integrine und Rezeptor-Tyrosinkinasen in den
neugebildeten Fokalkontakten initiiert die Neuorganisation des Zytoskeletts wahrend dieses

Vorgangs (Sieg et al., 2000). An der Weiterleitung dieser promigratorischen Signale sind
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auch die RhoGTPasen Cdc42 und Rac beteiligt (Keely et al., 1997). Dartber hinaus sind
Integrine auch in der Umgestaltung der EZM wahrend der Tumorinvasion involviert.
Beispielsweise rekrutiert a,3s; den Urokinase-Plasminogen-Aktivator (uPA)-Rezeptor in
Invadopodien (Chapman und Wei, 2001). Der uPA-Rezeptor aktiviert uPA, welches
wiederum Plasminogen in Plasmin umwandelt, das dann EZM-Komponenten entweder direkt
oder durch Aktivierung vom MMPs degradiert (Blasi und Carmeliet, 2002). Auch an anderen
Aspekten der Tumorprogression sind Integrine beteiligt. So konnte der Integrin-vermittelten
Signaltransduktionskaskade eine Funktion wahrend des epithelial-mesenchymalen
Ubergangs (EMT) nachgewiesen werden. Dementsprechend weisen viele Tumorsysteme
eine Deregulation der Integrin-abhéngigen Zellverbindungen beziehungsweise der
intrazellularen Signalweiterleitung auf. So wird die Zell-Zell-Adhasion zwischen Kolon-
karzinomzellen aufgeldst, indem Uber Integrin/ILK-vermittelte Signalwege die Genexpression
von E-Cadherin herunterreguliert wird, was einen Verlust von Adharensverbindungen
benachbarter Zellen bewirkt (Novak et al., 1998). Wahrend der Angiogenese spielen sie
eine zweideutige Rolle. Einerseits kann die Expression und die Aktivierung von Integrinen
durch proangiogenetische Faktoren wie VEGF und bFGF (basic fibroblast growth factor)
induziert werden (Byzova et al., 2000; Klein et al, 1996). Andererseits konnen
Angiogeneseinhibitoren die Funktion von Integrinen blockieren. So konnte beispielsweise
gezeigt werden, dass Endostatin an as(3; (Rehn et al., 2001) und Tumstatin an a,3; (Hamano
et al., 2003) binden. Schlie3lich sind Integrine auch an der Besiedlung von Zielgeweben
durch metastasierende Tumorzellen beteiligt. Tumorzellen, die im Blutkreislauf transportiert
werden, binden durch a,f; an Fibrinogen und Fibrin. Da a,f; auch von Thrombozyten
exprimiert wird, konnte in einem Brustkarzinommodell gezeigt werde, dass es zur Bildung
von Tumor-Mikroembolien kommt, die die Tumorzellen vor den Scherkraften im Blutstrom
schitzen (Felding-Habermann et al., 2001). Aul3erdem ermdglichen Integrine die Adhésion
an die Endothelzellen der BlutgefaRe im Zielgewebe. Als Beispiel hierfur dient die Bindung
von a,f3; auf der Tumorzelle an L1-CAM auf Endothelzellen, welche die transendotheliale
Migration von Melanomzellen induziert (Voura et al., 2001).

In diversen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass CD24 die Funktion von Integrinen
beeinflussen kann. In murinen Pra-B-Zellen reguliert mCD24 die Bindung des a,@3:-Integrins
(very late antigen-4, VLA-4) an VCAM (vascular cell adhesion molecule)-1. Die aus mCD24-
Knock out-Mausen etablierte Pra-B-Zelllinie N232.18 kann zwar noch an TNF (Tumor-
nekrose-Faktor)-a aktivierte Endothelzellen binden, diese Bindung l&sst sich mit Antikérpern
gegen VCAM-1 jedoch nicht mehr blockieren (Hahne et al., 1994). Entsprechend kdnnen
diese Zellen auch nicht mehr das Fibronektinfragment FN-40 binden, das das LDV-Motiv zur

Bindung von ayf;-Integrin enthalt. Erst durch Reexpression von mCD24 kann die a4f3;-
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vermittelte Bindung von VCAM-1 und FN-40 wieder hergestellt werden (Hahne et al., 1994).
Offenbar wird speziell die Bindung von a4B:-Integrin an die erste Immunglobulin-ahnliche
Doméne von VCAM-1 durch mCD24 beeinflusst (Kilger et al., 1995). In Rattenbrust-
karzinomzellen wiederum fordert CD24 die Adhasion der Zellen auf Fibronektin, Kollagen |
und Kollagen IV sowie Laminin, indem es die Aktivitat der asf3:- und a,B:-Integrine stimuliert
(Baumann et al., 2005). In diesem System resultiert die Expression von CD24 zudem in
erhdhter Zellmigration, -invasion und -proliferation und in einem verstarkten Tumor-
wachstum in Mausen. Die Stimulation der Zellmigration scheint allerdings Integrin-
unabhangig reguliert zu sein (Baumann et al., 2005).

In der vorliegenden Arbeit sollten daher Mdoglichkeiten aufgezeigt werden, welche
Mechanismen der CD24-vermittelten Regulation von Integrinen zugrunde liegen kénnten.
Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurde [B;-Integrin gewahlt, da es in epithelialen
Zellen die am haufigsten vorkommende Integrinuntereinheit darstellt und mit vielen a-Unter-
einheiten Heterodimere bilden kann (Abb. 5) (Hynes, 2002; van der Flier und Sonnenberg,
2001). Sowohl in A125- als auch in MDA-MB-435S-Zellen wurden [3;-, sowie seine Bindungs-
partner a,-, dz-, 04- und as-Integrin exprimiert. Einen Unterschied in der Menge der an der
Zelloberflache prasentierten Integrine zwischen CD24-positiven und -negativen Zellen
konnte nicht festgestellt werden (Abb. 42). Transmigrationsversuche mit Kollagen-1 als
Substrat konnten jedoch zeigen, dass die Vorbehandlung von A125 CD24-Zellen mit einem
blockierenden Antikorper gegen Bi-Integrin die erhdéhte Migrationsrate im Vergleich zu
Kontrollzellen wieder riickgangig machte (Abb. 43).

Die Fahigkeit von Integrinen, ihr jeweiliges Substrat zu binden, kann durch zwei
Mechanismen gesteuert werden. Die Erh6hung der Aviditat beschreibt ein Anstieg in der
Anzahl von Integrinmolekilen an der Zelloberflache, der beispielsweise durch eine
Veradnderung in der Genexpression oder dem schnelleren Ricktransport endozytierter
Integrinmolekiile an die Plasmamembran bewerkstelligt werden kann. Im Gegensatz dazu
beschreibt die Anderung der Affinitat die Fahigkeit der einzelnen Integrindimere zur Bindung
ihres Bindungspartners. Dieser Effekt kann zum einen durch ,Inside-out‘-Signaltransduktion
aus dem Zellinneren hervorgerufen werden. Zum anderen scheint die Lokalisation in Lipid
Raft-Domanen ein wichtiger Faktor in der Regulation der Integrinaktivierung zu sein. Arbeiten
unserer Gruppe konnten zeigen, dass o.B,-Integrine in murinen T-Lymphozyten in
Detergens-resistenten Membrandomé&nen (DRM) lokalisieren. Quervernetzung von Lipid
Raft-Komponenten wie beispielsweise CD24 oder GM-1 fuhrt zur Aktivierung von a3, und
zur verstarkten Bindung an ICAM-1. Die Autoren vermuteten, dass die durch Aggregation
von Integrinen in Lipid Rafts erhdhte Adhasion durch die lokale Konzentration von aktivierten

Integrinmolekiilen verursacht wird (Krauss und Altevogt, 1999). Die Lokalisation von a3, in
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DRMs induziert dariiber hinaus die Rekrutierung von a,B; in diese Membrandomanen. Die
Bindung von Thymozyten Uber a3, an ICAM-1 beziehungsweise Uber o4B: und asB; an
Fibronektin hangt von deren Assoziation mit DRMs ab. Die Lokalisation von inaktivem o3,
und a,f; aulerhalb dieser Membrandomanen wird durch Wechselwirkungen mit dem Aktin-
zytoskelett reguliert. Wird diese Interaktion gestort, kommt es zur verstarkten Translokation
der Integrine in DRMs (Leitinger und Hogg, 2002). Eine weitere Studie beschreibt die
transiente Rekrutierung von a,f3; und a4B; in Lipid Raft-Doméanen von Jurkat T-Zellen, die auf
Fibronektin oder Kollagen-4 ausgesat werden. Die a-Untereinheit bestimmt dabei die Kinetik
der Translokation. Aufgrund der fehlenden enzymatischen Aktivitdt der zytoplasmatischen
Doménen der Integrine konnte die Translokation von aktiven Integrinen in Lipid Raft-
Doménen einen Mechanismus darstellen, wie Integrine mit intrazellularen Kinasen und
Phosphatasen in Kontakt kommen kdnnen, durch die die Information der Substratbindung ins
Zellinnere weiter geleitet werden kann (Holleran et al., 2003).

Interessanterweise konnten Saccharose-Dichtegradientenzentrifugationen mit Triton X-100-
Lysaten von CD24-positiven und -negativen A125- und MDA-MB-435S-Zellen zeigen, dass
die Anwesenheit von CD24 die Assoziation eines kleinen Teils des Betal-Integrins mit Lipid
Raft-Domanen bewirkt (Abb. 44, Abb. 45). Welcher Mechanimus fur diese Rekrutierung
verantwortlich ist, ist jedoch unklar. Eine direkte Interaktion zwischen CD24 und (3;-Integrin
konnte weder in unstimulierten Zellen (Abb. 46) noch in Antikdrper-stimulierten Zellen (Abb.
47) nachgewiesen werden. Eine Erklarung hierflr kdnnte sein, dass sich nur ein kleiner Tell
der B;-Integrine in A125 CD24- und MDA-MB-435S CD24-Zellen in DRMs befindet, der sich
durch die hier verwendeten Koprazipitationsmethoden nicht detektieren lasst.

Kirzlich veroffentlichte Arbeiten beschéftigen sich mit dem Einfluss von DRM-assoziiertem
Betal-Integrin auf die Adhasion beziehungsweise Migration von Tumorzellen. So induziert
die Bindung von MDA-MB-231-Zellen an Fibronektin die Translokation von (3;-Integrin in
Lipid Raft-Domé&nen. Behandlung der Zellen mit dem DRM-auflésenden Methyl-3-D-Cyclo-
dextrin (MCD) oder dem migrationshemmenden Pflanzenstoff Emodin inhibiert sowohl die
Lipid Raft-Assoziation von [3; als auch die Adhasion an Fibronektin (Huang et al., 2006). Als
weiterer Regulator der [;-Lokalisation wurde BMP (bone morphogenetic protein)-2
identifiziert. Die Behandlung von murinen Osteosarkom- und Osteoblastenzelllinien mit
rekombinantem BMP-2 erhodht die haptotaktische Migration dieser Zellen auf Fibronektin,
Kollagen-1 und Laminin-1. Zudem weisen die BMP-2-behandelten Zellen eine groRere
Menge DRM-assoziierten [(;-Integrins auf als unbehandelte Zellen. Versuche mit MCD
reduzieren die BMP-2-vermittelten Effekte (Sotobori et al., 2006).

Gemeinsam mit den in der vorliegenden Arbeit prasentierten Daten kann folgendes Modell

aufgestellt werden (Abb. 48): Die stabile Expression von CD24 in A125-Zellen induziert die
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Rekrutierung von f;-Integrinen in Lipid Raft-Domanen. Diese verstarkte Lokalisation in
DRMs konnte entweder eine konstitutive Aktivitat oder zumindest eine leichtere Aktivier-
barkeit dieser Integrine bedeuten, so dass der Kontakt mit entsprechenden Substraten zu
einer schnelleren Induktion der Integrin-vermittelten Signaltransduktion fuhrt, die in einer

Stimulation der Zellmigration und -invasion resultiert.

A125 CD24 A125 mock
MDA-MB-435S CD24 MDA-MB-435S mock
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Abb. 48: Modell tber den Einfluss von CD24 auf  B1-Integrine
Die stabile Expression von CD24 in A125- und MDA-MB-435S-Zellen bewirkt die Rekrutierung von [3:-
Integrin in Lipid Raft-Membrandoméanen. Dies fuhrt zur Aktivierung oder leichteren Aktivierbarkeit des
Integrins, der daraus folgenden Initiierung einer Integrin-vermittelten Signalstransduktionskaskade sowie
einer erhdhte Zellmigration und -invasion.

Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits zuvor zeigen, dass CD24 ebenfalls regulierend auf die
laterale Lokalisation des Chemokinrezeptors CXCR4 wirkt. Im Gegensatz zu den hier
prasentierten Daten, die eine erhéhte Assoziation von (;-Integrin mit DRMs in CD24-
positiven Zellen zeigen, fuhrt CD24 in murinen Pra B- und humanen MDA-MB-231-Brust-
karzinomzellen zum Ausschluss von CXCR4 aus Lipid Raft-Domanen. Dies bewirkt eine
verminderte Bindungsaffinitat von CXCRA4 fur seinen Liganden SDF-1. Dies resultiert in einer
verringerten SDF-1/CXCR4-vermittelten Signalweiterleitung in der Zelle sowie in einer
reduzierten Migrations- und Invasionsfahigkeit. CD24-positive Zellen weisen zudem ein
reduziertes Tumorwachstum in NOD/SCID-Mausen auf (Schabath et al., 2006). Das Resultat
der regulatorischen Funktion von CD24 im Fall von CXCR4 steht demnach zwar entgegen-
gesetzt zu dessen promigratorischer Wirkung durch die Rekrutierung von 3;-Integrin in Lipid
Raft-Domanen. Mdglicherweise liegt die Hauptaufgabe von CD24 jedoch nicht in der direkten
Beeinflussung verschiedener funktioneller Eigenschaften von Tumorzellen, sondern eher in
der Regulation der lateralen Organisation bestimmter Membranproteine. Die letztendliche

Auswirkung lage daher am jeweiligen Protein, das durch CD24 in DRMs rekrutiert
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beziehungsweise daraus ausgeschlossen wird. Dies konnte zudem die vielen widersprich-

lichen Auswirkungen der CD24-Expression auf verschiedene zellulare Vorgange erklaren.

2.4 CD24, Integrine und die Genregulation von MMPs

Die Hypothese, dass CD24 als ,Lipid Raft-Regulator* wirken kdnnte, wirde zudem eine
Erklarung fur seine genregulatorische Funktion darstellen. Demnach ware CD24 nicht direkt
fur die Auslésung einer Signaltransduktionskaskade verantwortlich, die in der Expression von
Proteinen wie MMPs oder L1-CAM mindet, sondern wirde die Aktivierung dieser Kaskade
nur indirekt durch die Kontrolle der Lokalisation oder Wechselwirkungen der Signal-
auslosenden Proteine beeinflussen. So konnten bereits friihere Studien unserer Arbeits-
gruppe zeigen, dass CD24 einen Einfluss auf die Interaktion zwischen asf3;-Integrin und L1-
CAM hat (Ruppert et al., 1995; Sammar et al., 1997). Durch Antikérper-vermittelte Querver-
netzung von mCD24 in der myeloiden Mauszelllinie ESb-MP konnte die Aggregation der
Zellen durch Wechselwirkungen zwischen asf3; und L1-CAM induziert werden (Sammar et
al., 1997). Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Aktivierung der Genexpression von
MMPs und L1-CAM kénnte demnach durch die Aktivierung der Integrin-vermittelten Signal-
transduktion verursacht werden. Zahlreiche Publikationen konnten bereits zeigen, dass
physische und funktionelle Wechselwirkungen zwischen Integrinen und MMPs bestehen. Die
Integrine tragen auf diese Weise zur Expression, Aktivierung und Lokalisation von MMPs bei.
Beispielsweise fuhrt die Interaktion zwischen dem Zytokin Osteopontin und a,f3; in murinen
Brusttumorzellen zur Aktivierung von ILK, die die Expression von MMP-2 und eine erhéhte
Metastasierung induziert (Mi et al., 2006). In einem ahnlichen Prozess aktiviert die Adhasion
von NSCLC-Zellen an Fibronektin tber as(3; die ERK- und Phophatidylinositol-3-kinase-
abhangige Signaltransduktion und resultiert in einer erhéhten Expression von MMP-9 (Han et
al., 2006). Interessanterweise konnte eine Studie auch einen Zusammenhang zwischen der
DRM-Lokalisation von [;-Integrin und der Expression von MMP-9 in metastasierenden
Zellsystemen herstellen. Diese murine Lewis-Lungentumorzellen weisen ein vermindertes
Expressionsniveau des Gangliosids GM-1, eine verstarkte Rekrutierung von B;-Integrin in
Lipid Raft-Doméanen, sowie eine erhdhte Sekretion von MMP-9 auf als Zellen, die einen
weniger stark metastasierenden Phanotyp aufweisen. Wie auch [3;-Integrin wird in diesen
Zellen MMP-9 in Lipid Raft-Domanen rekrutiert. Die Behandlung der Zellen mit MCD
reduziert die Menge des sekretierten MMP-9. Die Assoziation mit DRMs scheint demnach
eine wichtige Rolle in der gezielten Sekretion und Aktivierung von MMP-9 zu spielen (Zhang
et al., 2006).
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Vor dem Hintergrund dieser Studien weisen die in der vorliegenden Arbeit prasentierten
Daten darauf hin, dass die erhthte Zellmigration und -invasion von stabil mit CD24
transfizierten A125- und MDA-MB-435S-Zellen durch die Regulation der lateralen
Lokalisation von (;-Integrin verursacht wird. Dieser Umstand konnte auch eine Erklarung fur
genregulatorischen Eigenschaften von CD24 sein, zumal fur verschiedene Integrine bereits

eine Rolle in der Genexpression von MMPs nachgewiesen werden konnte.
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1

ANHANG
Abkilrzungen

A Ampere

Abb. Abbildung

AML Akute myeloische Leukamie

ALL Akute lymphatische Leukémie

APS Ammoniumpersulfat

BOG N-Octyl-B-D-Glukopyranosid

BMP-2 bone morphogenetic protein-2

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

CAM Zelladhasionsmolekil (cell adhesion molecule)

CD Differenzierungscluster (cluster of differentiation)

cDNA komplementéare DNA (copy DNA)

CLL Chronische lymphatische Leukamie

CoO, Kohlendioxid

CXCR4 CXC Chemokinrezeptor 4

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DRM Detergens-resistente Membrandoméne

ECL enhanced chemoluminiscence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGF(R) Epidermaler Wachstumsfaktor (-Rezeptor)
(epidermal growth factor receptor)

EMT Epithelialer-mesenchymaler Ubergang
(epithelial-mesenchymal transition)

EpCAM Epitheliales Zelladh&sionsmolekl (epithelial cell adhesion molecule)

ER Endoplasmatisches Retikulum

ESA Epithel-spezifisches Antigen
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ESCRT
EZM

FACS
FAK
FCS
FGFR
FN
FN40

GA
gam
garab
GPI
GTP

H,0
HBSS
HEPES
HSA
HSP
HUVEC

IHC

ILK

kDa
KH,PO,

LBPA

MACS

endosomal sorting complex required for transport

Extrazellulare Matrix

Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorter)
Fokale Adhésionskinase

Fotales Kélberserum (fetal calf serum)

fibroblast growth factor receptor

Fibronektin

LDV-enthaltendes Fragment von Fibronektin

Gramm

Erdbeschleunigung

Golgi-Apparat

Ziege-anti-Maus (goat-anti-mouse)
Ziege-anti-Kaninchen (goat-anti-rabbit)
Glykosylphosphatidylinositol

Guanosin-5'-triphosphat

Wasser

Hank’s balanced salt solution
N-2-Hydroxyethylpeperazin-N’-Ethanol-sulfonséure
murines CD24 (heat stable antigen)
Hitzeschockprotein

Human umbilical vein endothelial cell

Immunglobulin
Immunhistochemie

Integrin-linked kinase

Kilodalton

Kaliumdihydrogenphosphat

Lysobisphosphatidséure (lysobisphosphatidic acid)

milli

molar

Magnetisce Zellsortierung (magnetic cell sorting)

130



Anhang

mAK
B-ME
MgCl,
MHC
mi
mM
MMP
mMRNA
MS
MTT
MVB

NacCl
NaF
NaHCO;
Na,HPO,
NaN;

ng

NH,CI
NK

nm

nM
NOD/SCID
n.s.
NSCLC

oD

pAk
PAGE
PCR
PBS
PDGF
PE

pH
PM
PMA

monoklonaler Antikdrper

Beta-Mercaptoethanol

Magnesiumchlorid

Haupthistokompatibilitadtskomplex (major histocompatibility complex)
Milliliter

Millimolar

Matrix-Metalloproteinase

messenger-Ribonukleinsaure

Multiple Sklerose
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid

Multivesicular Bodies

Natriumchlorid
Natriumfluorid
Natriumhydrogencarbonat
Dinatriumhydrogenphosphat
Natriumazid

Nanogramm
Ammoniumchlorid
Nattrliche Killerzellen
Nanometer

Nanomolar

non-obese diabetic / severe combined immunodeficiency
nicht signifikant

Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom (non-small cell lung cancer)

Optische Dichte

polyklonaler Antikérper

Polyacrylamid-Gelektrophorese

Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
Phosphat-gepufferte Salzldsung (phosphate buffered saline)
Platelet-derived growth factor

Phycoerythrin

-log[H']

Plasmamembran

4-aminophenylmercuric acetate

131



Anhang 132

PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PNH Paroxysmale nokturnale Hamoglobinurie

POX Peroxidase

PrP Prionprotein

RNA Ribonukleinséure

RPMI Roswell Park Memorial Institute (entwickelte diese Zellkulturmedium)
RQ-PCR Real-time guantitative PCR

RT Raumtemperatur

SCLC Kleinzelliges Lungenkarzinom (small cell lung cancer)

SDF-1 Stromal cell-derived factor-1 (CXCL-12)

SDS Natriumdodecylsulfat (sodiumdodecylsulfate)

SiRNA small interfering RNA

SLE Sytemischer Lupus erythematodes

Tab. Tabelle

TACE TNFa-converting enzyme

TBS Tris gepufferte Salzlésung (Tris buffered saline)

TCA Trichloressigsaure (trichloroacetic acid)

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin

TGF-a/B Transformierender Wachstumsfaktor (transforming growth factor)- a/
TNF-a Tumornekrosefaktor-a

Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

uPA Urokinase-Plasminogen-Aktivator

vV Volt

VCAM Vaskulares Zelladhasionsmolekl (vascular cell adhesion molecule)
VEGF Vaskular-endothelialer Wachstumsfaktor

(vascular endothelial growth factor)
VLA very late antigen

VPF Vaskularer Permeabilitatsfaktor (vascular permeability factor)

W Watt



%

Prozent

Alpha; bei Antikérpern: ,anti“
Beta

Mikro

Grad Celsius
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