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|. EINLEITUNG

1. Das Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom stellt die gynakologische Tumorentitat mit der
hochsten Letalitat in den Industrienationen dar (Carioli et al. 2020). Dies
liegt unter anderem an der meist spaten Diagnosestellung aufgrund
fehlender  Fruhsymptome sowie an  mangelnden  Screening-
Untersuchungen. Schatzungen zufolge gab es in den USA im Jahr 2020 ca.
21.000 Neuerkrankungen und ca. 14.000 Ovarialkarzinom-bedingte
Todesfalle (Carioli et al. 2020). Fir die Entwicklung eines Ovarialkarzinoms
besteht in den USA aktuell ein Lebenszeitrisiko von 1,3%, was in etwa einer

unter 78 Frauen entspricht (Torre et al. 2018).

Prinzipiell konnen aus allen Zellarten des Ovars maligne Tumoren
entstehen, den groten Anteil machen jedoch epitheliale Ovarialkarzinome
(EOC) aus. Diese heterogene Gruppe kann wiederum in zwei
Hauptgruppen unterteilt werden (Karst und Drapkin 2010). Typ | sind
niedrig-maligne und langsam wachsende Tumore, die nach ihrer
histologischen Klassifizierung den serésen, endometrioiden, muzindsen
oder klarzelligen Ovarialkarzinomen zugeordnet werden konnen. Typ II-
Karzinome entstehen am ehesten aus den epithelialen Zellen der Eileiter,
sind hoch-maligne und kénnen histologisch in serdse Karzinome, epitheliale
Mischtypen und undifferenzierte Karzinome unterteilt werden (Karst und
Drapkin 2010, Sodek et al. 2012).

Gemal der Definition der ,Fédération Internationale de Gynécologie et
d'Obstétrique” (FIGO) wird der Tumorprogress des Ovarialkarzinoms in vier
Stadien unterteilt, wobei Stadium | die lokale Ausbreitung in einem oder
beiden Ovarien, Stadium Il und lll die Ausbreitung von den Organen des
kleinen Beckens bis in die Bauchhohle und den Befall von Lymphknoten
und Stadium IV extraperitoneale metastatische Absiedelungen beschreibt
(Shepherd 1989, Cannistra 2004, Colombo et al. 2006). Da die fruhen
Stadien meist asymptomatisch verlaufen, wird das Ovarialkarzinom oft erst
in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert, wenn die intraperitoneale

Ausbreitung zu Symptomen wie Vollegefuhl, Appetitlosigkeit und
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Bauchumfangszunahme aufgrund des erhéhten abdominalen Drucks durch
Aszites und Befall des Omentums fuhrt (Cannistra 2004). Die 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit liegt zu diesem Zeitpunkt nur noch bei etwa
30% (Jemal et al. 2004), sodass die spate Diagnosestellung den
Hauptgrund fur die schlechte Prognose von Patientinnen mit dieser

Tumorerkrankung darstellt.

[tunge ]
Diaphragma || | &
Leber-
Darm-
Serosa paraaortale
Lymphknoten
Becken-
Peritoneum pelvine
Lymphknoten

22
Uterus -
[t

Nature Reviews | Cancer

Abbildung 1: Metastasierung des Ovarialkarzinoms

Nachdem Tumorzellen die Kapsel des Eierstocks durchbrochen haben, kénnen sie
sich ungehindert im Bauchraum ausbreiten. Zum einen geschieht das durch
direkte Ausbreitung auf die umliegenden Organe (Eileiter, Uterus und Peritoneum),
zum anderen werden abgeloste Tumorzellen durch die physiologische
Peritonealflissigkeit transportiert und kénnen sich so im gesamten Bauchraum
verteilen. Tumorzellabsiedelungen finden sich besonders haufig im Omentum und
im Mesenterium. Zudem bildet sich im Zuge der peritonealen Tumoraussaat
Aszitesflissigkeit, mittels derer die abgelésten Tumorzellen flottierend in der
Bauchhohle verteilt werden. Die lymphatische Ausbreitung erfolgt in die pelvinen
und paraaortalen Lymphknoten (Naora und Montell 2005). Abb. modifiziert nach
(Naora und Montell 2005).

Primarer Therapieansatz ist — anders als bei anderen Tumorarten — auch in
fortgeschrittenen und metastasierten Stadien die Zytoreduktion, d.h. ein
ausgedehntes operatives Tumordebulking mit dem Ziel eines

postoperativen Tumorrests <1cm. Dies hat den groten Einfluss auf das
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Uberleben der Patientin. Im Anschluss an die operative Therapie erfolgt in
der Regel eine Platin- und Taxan-haltige Chemotherapie. Trotz anfanglich
guter Wirksamkeit dieses Therapieschemas kann jedoch auch hierdurch die
Entstehung von resistenten Rezidiven meist nicht verhindert werden
(Agarwal und Kaye 2003, Cannistra 2004, Chien et al. 2007, Sodek et al.
2012).

Um effektivere Therapieansatze zu entwickeln sind daher weiterfihrende
Untersuchungen zu den molekularen Mechanismen, die zur Verbreitung
und Invasivitat der Ovarialkarzinomzellen beitragen sowie Untersuchungen
zu Mechanismen des Zelliberlebens von Tumorzellen, die in die
Aszitesflussigkeit freigesetzt werden und sich hier bis zur Absiedelung auf
den Organen des kleinen Beckens in Suspension ohne EZM-Kontakt in
einem wenn auch beschrankten Zeitraum als Uberlebensfahig erweisen,

notwendig.

1.1. Aszites und Spharoidformation — Metastasierungswege des
Ovarialkarzinoms

Das Ovarialkarzinom unterscheidet sich in seinem
Metastasierungsverhalten grundlegend von anderen Tumorentitaten
(Chambers et al. 2002, Pantel und Brakenhoff 2004). Die Ausbreitung der
Tumorzellen kann direkt auf benachbarte Organe erfolgen, insbesondere
aber werden abgeldste Tumorzellen Uber die physiologische Bewegung der
Peritonealflissigkeit in der gesamten Bauchhodhle verteilt (vgl. Abb. 2).
Diese peritoneale Aussaat ist meist mit der Produktion von Aszites
(,Bauchwasser”) vergesellschaftet. Eine hamatogene Metastasierung wie
bei anderen Karzinomen ist dagegen vergleichsweise selten (Naora und
Montell 2005).

Etwa ein Drittel der Ovarialkarzinompatientinnen entwickelt im Verlauf inrer
Erkrankung Aszites, eine Ansammlung exsudativer FlUssigkeit in der
Bauchhohle (Ahmed und Stenvers 2013). Diese entsteht durch das
Zusammenspiel von vermindertem Lymphabfluss, Obstruktion der
Lymphabflusswege, erhdhter GefalRpermeabilitat und Zellsekretion (Tan et
al. 2006) und korreliert mit einer schlechteren Prognose (Carduner et al.

2014). Die Aszitesflussigkeit, die eine einzigartige Tumor-Mikroumgebung
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darstellt, enthalt eine Fiille an Uberlebensfaktoren wie Wachstumsfaktoren,
Zytokine, Hormone, Angiogenesefaktoren, Proteasen und EZM-Proteine,
die die Tumorzellfunktionen im Hinblick auf Adhasion, Migration, Invasion
und Uberleben maRgeblich beeinflussen kdnnen (Puiffe et al. 2007, Lane et
al. 2010, Carduner et al. 2013).

Lane et al. haben gezeigt, dass maligner Aszites die Aktivierung von
Apoptosemechanismen durch sogenannte Todesrezeptoren wie ,tumor
necrosis factor-related apoptosis inducing ligand“ (TRAIL) inhibieren und

somit zum Zelliberleben beitragen kann (Lane et al. 2007).

Die peritoneale Metastasierung hangt also zu einem Grofteil von der
Fahigkeit der abgeldsten Ovarialkarzinomzellen ab, im Bauchraum
flottierend zu Uberleben und spater an das Mesothel der Bauchhohle zu
adharieren und dieses zu infiltrieren. Diese Zellen kdnnen in Aszites sowohl
als Einzelzellen, aber auch als multizellulare Spharoide vorkommen (Allen
et al. 1987, Naora und Montell 2005, Shield et al. 2009). Die
Spharoidbildung wiederum konnte uber  Ausbildung einer
,verankerungsunabhangigen* Tumor-Mikroumgebung das Uberleben der
Tumorzellen durch die Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten und
zellularen Co-Stimulationen sichern und so zur peritonealen Verbreitung
der Tumorzellen beitragen (Shield et al. 2009). Zudem haben Shield et al.
gezeigt, dass Spharoide in vitro in der Lage @ sind,

,verankerungsunabhangig“ zu Uberleben (Shield et al. 2007).

An der Spharoidbildung vom Primartumor abgeldster Zellen sind
Cadherine, eine Familie von Zell-Zell-Adhasionsmolekulen (Waleh et al.
1994) malgeblich beteiligt. Die Verankerung an der EZM wiederum erfolgt
uber die Vermittlung von Integrinen (Burleson et al. 2004, Shield et al.
2007). Die Aktivierung von Proteasen, den sog. Matrix-Metalloproteasen
(MMPs) fuhrt schlieBlich zur Degradierung der Basalmembran, wodurch die
Gewebsinfiltration ermdglicht und die Metastasenbildung gewahrleistet wird
(Shield et al. 2009) (vgl. Abb. 2).
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Abbildung 2: Modell der Tumorprogression des Ovarialkarzinoms

A) Schematische Darstellung des moglichen Verlaufs der peritonealen Aussaat,
welche hier in drei Stadien unterteilt wird: Stadium 1 bezeichnet das initiale
Tumorwachstum im Bereich des Ovars und der Tuba uterina. Im Stadium 2 kommt
es zur Ablésung einzelner Tumorzellen vom Primartumor, welche entweder in die
Apoptose gehen oder sich zu Spharoiden formieren. Stadium 3 bezeichnet die
Adhasion und Invasion einer Sekundarlokalisation wie z.B. des Omentum majus.
C) Darstellung der Metastasenbildung durch multizellulare Spharoide in Aszites:
Adhasion der Spharoide an das Mesothelium der Peritonealhéhle durch Zell-EZM-
Adhasionsmoleklile  (Integrine) und  Disaggregation durch  Zell-Zell-
Adhasionsmolekiile (Cadherine). Infiltration des Mesotheliums und der EZM durch
Matrix-Metalloproteasen (MMPs) und die Degradation der Basalmembran (Shield
et al. 2009). Abb. aus (Shield et al. 2009).

Wie Makhija et al. gezeigt haben, schutzt die Spharoidformation
Ovarialkarzinomzellen zudem vor Apoptose, die durch Bestrahlung oder

Chemotherapie mit Taxol therapeutisch angestrebt wird (Makhija et al.
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1999). Dies kann zum einen durch die Schaffung eines metabolischen
Dichtegradienten erfolgen, der verhindert, dass Chemotherapeutika die
innersten Zellschichten erreichen (Sutherland und Durand 1976, Kobayashi
et al. 1993), zum anderen fuhrt das Wachstum unter
,verankerungsunabhangigen“ Bedingungen zu einem Zellzyklusarrest
(Carduner et al. 2014), sodass Chemotherapeutika, die insbesondere stark

proliferierende Zellen wie Tumorzellen angreifen, ihre Wirkung verlieren.

1.2. Integrin avB3 und das Ovarialkarzinom

Integrinen und insbesondere dem Integrin avf3 kommt eine entscheidende
Rolle in der Pathogenese verschiedenster Tumore zu (Nemeth et al. 2007).
Zudem wird es im Zuge der Progression des Ovarialkarzinoms verstarkt

exprimiert (Hemminki et al. 2001).

So konnten Liapis et al. zeigen, dass Integrin avB3 in primaren
Ovarialkarzinomzellen signifikant hoher exprimiert wird, als in niedrig-
malignen Ovarialtumoren (Liapis et al. 1997). Diese Uberexprimierung
fuhrte in Anwesenheit des Integrin-Liganden VN in vitro zu einer signifikant
verbesserten Tumorzelladhasion, einer dadurch gesteigerten Zellmigration
und Veranderungen des Zytoskeletts und der Zellmorphologie sowie zu
einer erhdhten Proliferationsrate humaner Ovarialkarzinomzellen (Hapke et
al. 2003). Zudem beobachteten Wang et al., dass die Expression von
Integrin avB3 mit einer peritonealen Metastasierung korreliert und somit fur
die zugrundeliegenden Mechanismen dieser Metastasierung von

Bedeutung sein konnte (Wang et al. 2011).

Diese Eigenschaften machen Integrin avB3 sowie die zellularen
Auswirkungen seiner Aktivierung bzw. Inaktivierung auf humane
Ovarialkarzinomzellen zu einem interessanten Ansatzpunkt flr weitere

Untersuchungen.
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2. Integrine

Die  Familie der Integrine beschreibt eine  Gruppe von
Transmembranproteinen, welche in der Welt der Metazoen die wichtigste
Gruppe von Zelladhasionsmolekulen darstellt. Integrine vermitteln sowohl
Zell-Zelladhasion als auch Zelladhdsion an Proteine der extrazellularen
Matrix (EZM). Zudem bilden sie Verbindungen zum Zytoskelett und fuhren
zur Aktivierung von multiplen intrazellularen Signalwegen, wodurch sie eine
Schlusselrolle bei der Zellmigration, Zelldifferenzierung, Zellproliferation
und dem ZellUberleben sowie bei vielen weiteren wichtigen Zellfunktionen
einnehmen. Aufgrund dieses immensen Einflusses auf die Zellfunktionen
sind Integrine mafligeblich an den physiologischen Ablaufen bei der
Embryonalentwicklung, der Inflammation, der Aktivierung des
Immunsystems und der Hamostase beteiligt. Andererseits kann ihre
Dysregulation zur Ausbildung von Pathologien wie Autoimmunkrankheiten,
Thrombose und insbesondere auch zum Wachstum und zur
Metastasierung vielzahliger Tumoren beitragen (Hynes 2002, Shattil et al.
2010).

o B

| ‘s‘v | / |
Cluster j J 1 \ / extrazellular

intrazellular

Signalmolekiile

Genregulation ~ | Zell-
Migration
Protein-
Synthese | Zell-Polaritat

Proliferation ‘

‘ Differenzierung ‘

Zelliberleben /
Apoptose

Abbildung 3: Ubersicht iiber die zelluliren Auswirkungen der Integrin-
vermittelten Zell-Matrix-Adhéasion und Signaltransduktion

Integrin-Cluster vermitteln die Adhéasion der Zelle an die extrazellulare Matrix
(EZM) und rekrutieren Uber ihre zytoplasmatischen Domanen eine Vielzahl an
Signalmolekilen sowie Proteinen des Zytoskeletts, die vielfaltige Zellfunktionen
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wie Zelldifferenzierung, Zelliberleben / Apoptose, Zellproliferation, Zellmigration
und /-polaritat sowie die Proteinsynthese und die Genregulation beeinflussen
(Berrier und Yamada 2007). Abb. modifiziert nach (Berrier und Yamada 2007).

Die Bindung der Integrine an die vielfaltigen Liganden der EZM fuhrt zur
Gruppierung mehrerer Integrine in einem sog. Integrin-Cluster, was eine
erhohte lokalisierte Konzentration dieser Rezeptoren — auch mit anderen
Zelloberflachenproteinen, wie zum Beispiel Tetraspaninen,
Wachstumsfaktor-Rezeptoren und dem Urokinase Plasminogen Aktivator
Rezeptor (Miranti und Brugge 2002) — sowie intrazellularer Signalmolekule
mit sich bringt (Li et al. 2005, Berrier und Yamada 2007). An diesen Zell-
EZM-Adhasionskomplexen sind mehr als 50 zytoplasmatische
Signalmolekile und Zytoskelettproteine beteiligt (Lo 2006). Eines dieser
Zytoskelettproteine ist Talin, das die Rekrutierung von Actin-Filamenten an
die B-Untereinheit der Integrine und somit die Verbindung zum Zytoskelett
vermittelt (Horwitz et al. 1986, Critchley 2004, Nayal et al. 2004) und das
eine entscheidende Rolle bei der Aktivierung der Integrine einnimmt
(Tadokoro et al. 2003).

Eines der meist untersuchten Integrine ist das Integrin av3. Dieses Integrin
wurde 1985 von Pytela erstmals aus Plazentagewebe extrahiert und 1986
von Suzuki kloniert und sequenziert (Horton 1997). Es st
physiologischerweise in den unterschiedlichen Geweben eines
erwachsenen Organismus nicht sehr verbreitet und zeigt nur eine geringe
Expression in Zellen des Intestinaltrakts, des GefalRsystems sowie in den
Zellen der glatten Muskulatur des Uterus. AufRerdem findet es sich in
aktivierten Leukozyten, Makrophagen und in Osteoklasten (Eliceiri und
Cheresh 1999). Andererseits zeigen durch angiogene Wachstumsfaktoren
wie dem fibroblast growth factor-2 (FGF-2), TNF-a und dem Interleukin-8
(IL-8) aktivierte Endothelzellen des Gefalisystems hohe
Expressionsspiegel an Integrin avp3, was dessen wichtige Rolle in Bezug
auf die Regulierung der Angiogenese widerspiegelt (Danhier et al. 2012).
Diese Wachstumsfaktoren sind in Wunden, Entzindungsherden und
epithelialen Tumoren hochreguliert (Brooks et al. 1994, Avraamides et al.
2008).

Als Zelladhasionsmolekul erkennt Integrin avB3 eine Vielzahl an Proteinen
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der EZM wie Vitronektin (VN), Fibronektin (FN), Fibrinogen,
Thrombospondin, Collagen, von Willebrand-Faktor und Osteopontin. Allen
gemein ist das Erkennungsmotiv des Aminosauren-Tripletts Arginin-Glycin-
Aspartat (RGD) (Eliceiri und Cheresh 1999).

Im Folgenden sollen nun die Struktur dieses Integrins sowie die
Mechanismen der Aktivierung und Inaktivierung, die die Grundlage fur diese

Arbeit darstellen, genauer betrachtet werden.

2.1. Integrin avB3 und seine Struktur

Integrine sind heterodimere, transmembranare Typ I-Glykoproteine, welche
aus jeweils einer nicht-kovalenten a- und einer B-Untereinheit bestehen. Die
Untereinheiten wiederum setzen sich jeweils aus einer grof3en
extrazelluldaren Domane (ca. 80-150 kDa), einer einzelnen
transmembranaren a-Helix sowie einer relativ kleinen intrazellularen
Domane zusammen (Humphries 2002, Campbell und Humphries 2011).
Nach bisherigen Erkenntnissen besitzen Saugetiere insgesamt 8 3- und 18
a-Untereinheiten, welche 24 verschiedene Integrin-Heterodimere bilden
(Hynes 2002).

Xiong und Mitarbeiter haben die Kristallstruktur von Integrin avp3
entschlusselt (Xiong et al. 2001). Die N-terminalen extrazellularen
Domanen der a- und B-Untereinheit bilden gemeinsam eine Kopfstruktur
(,head®) des Integrins, an die EZM-Liganden binden. Dabei besteht die av-
Untereinheit aus einem sieben-blattrigen B-Propeller (Springer 1997),
gefolgt von drei B-Sandwich Domanen: einer Immunglobulin (lg)-
entsprechenden ,thigh“-Domane und zwei sehr ahnlichen Domanen, die
den sogenannten ,calf bilden. Die B-Untereinheit besteht aus einer BA-
Domaéne, die aus einer Immunglobulin (Ig)-ahnlichen ,Hybrid“-Domane
entspringt, gefolgt von einer ,PSI* (Plexin, Semaphorin und Integrin)-

Domane, vier epidermal growth factor (EGF)- und einer 3-,tail“-Domane(n)

(B-TD).

In einer weiteren Arbeit zeigen Xiong et al., dass die Liganden-
Bindungsstelle im Bereich des Integrin-,heads” in einem Spalt zwischen
dem 3-Propeller und der fA-Domane liegt (Xiong et al. 2002) (vgl. auch
Abb. 4).
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Abbildung 4: Struktureller Aufbau der Integrin-Doménen

Die heterodimeren Integrine bestehen aus jeweils einer a- und einer (-
Untereinheit. Dargestellt ist hier die Struktur von Integrin allbB3, das eine grofle
Homologie zum Integrin avB3 aufweist. Die N-terminalen Doméanen der a- und 8-
Untereinheiten (in der Abbildung zu sehen als 3-Propeller und A-Domane) bilden
die ,head“-Struktur und stellen die Liganden-Bindungsstelle dar. Die C-terminalen
Domanen beider Untereinheiten bilden die ,tails“, welche im Bereich der a-
Untereinheit wiederum in ,thigh“ und ,calf* unterteilt werden. Im Bereich der -
Untereinheit schlie3t sich an die BA-Domane eine lg-entsprechende ,Hybrid*-
Domane sowie eine ,PSI“-Domane, vier epidermal growth factor (EGF)- und eine
B-,tail“-Domane an (Xiong et al. 2001, Shattil et al. 2010). Abb. aus (Shattil et al.
2010).

Das Verbindungsstuck zwischen extra- und intrazellularem Anteil bildet die
sog. Transmembrandomane (TMD), der Uber Konformationsanderungen
eine wesentliche Rolle bei der Integrinaktivierung und bei der
Signaltransduktion zukommt (Kim et al. 2011). Die Struktur dieses
Abschnitts ist Gegenstand intensiver Forschung und wurde lange
kontrovers diskutiert (Li et al. 2001, Vinogradova et al. 2002, Luo et al. 2004,
Gottschalk 2005, Li et al. 2005, Partridge et al. 2005). Lau und Mitarbeitern
gelang es schliellich, die NMR-Struktur (NMR = nuclear magnetic
resonance, Kernspinresonanz) der TMD von Integrin allbf3 zu
entschlisseln (Lau et al. 2008, Lau et al. 2008, Lau et al. 2009). In diesem

Modell ist die all-TMD-Helix kurzer und nimmt in Bezug auf die
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Zellmembran eine aufrechte Position ein, wohingegen die B3-TMD-Helix
langer ist und eine um 25° gekippte Position zur all-TMD-Helix einnimmt.
Beide Helices sind rechtsgangig und damit thermodynamisch instabiler,
was eine wichtige Rolle bei der Separation der TMD und somit der

Integrinaktivierung und Signallbertragung spielt (Hoefling et al. 2009).

2.2. Integrin-Aktivierung durch Konformationsanderung

Mehrere Studien haben gezeigt, dass die Integrinaktivierung mit
Konformationsanderungen in der Integrinstruktur einhergeht (Takagi et al.
2002, Mould et al. 2003, Takagi et al. 2003, Xiao et al. 2004, Iwasaki et al.
2005, Nishida et al. 2006).

Strukturelle Analysen legten nahe, dass Integrine verschiedene
Konformationszustdande annehmen kdnnen (Luo et al. 2007): i) eine zur
Zellmembran hin gebeugte Konformation mit geschlossenem Kopfstlck
‘bent (closed)” (Xiong et al. 2001), ii) eine gestreckte/aufrechte
Konformation mit entweder geschlossener (“extended closed”) oder
geodffneter (“extended open”) ,head“-Domane (Takagi et al. 2002, Nishida
et al. 2006) (vgl. hierzu Abb. 5).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Integrin-
Konformationsanderungen im Zuge der Integrinaktivierung als
Voraussetzung fiir eine Integrin-vermittelte bidirektionale

Signaltransduktion

Die a-Integrinuntereinheit ist rot dargestellt, die B-Untereinheit blau. In der
Abbildung sind die drei bislang postulierten Konformationszustande wahrend der
Integrinaktivierung dargestellt. (A) zeigt den inaktivierten Zustand, (B) den ,primed*
Zustand als Vorbereitung fur die Ligandenbindung und (C) die Bindung eines
Liganden (der Ligand ist hierbei als griines Dreieck dargestellt). Hierbei stehen die
Bilder (A)-(C) fur die ,inside-out® Signaltransduktion, die Bilder (D) und (E) fur die
youtside-in“ Signaltransduktion. A) Im inaktivierten Zustand findet sich das Integrin
in einer gebeugten (,bent*) Konformation, wobei sowohl die Extrazellulardomanen
als auch die TMD und die zytoplasmatischen Domanen der a- und der [3-
Untereinheit assoziiert vorliegen. B) Intrazelluldre Signale, insbesondere die
Bindung von Talin (hier als oranges Oval dargestellt) an die zytoplasmatische
Region der B-Untereinheit, fuhren zur Aufrichtung des Integrins sowie zur
Exposition und Konformationsanderung der Liganden-Bindungsstelle der Hybrid-
Domane. Dies fiihrt zu einer hohen Liganden-Bindungsaffinitdt. C) Im ,primed*
Zustand kommt es zur Bindung des Liganden und zur Aufrichtung der
Extrazellulardomane. Dies stellt den Abschluss der ,inside-out* Signaltransduktion
dar. D) Durch die Bindung an das Zytoskelett wird das Integrin einer Zugspannung
ausgesetzt. E) Die auf diese Weise auf die ,head“-Domane des Integrins wirkende
Kraft fuhrt durch Bewegung der Hybrid-Domane zu einer Verstarkung der
Ligandenbindung und zur Etablierung stabiler fokaler Adhdsionskomplexe sowie
zur Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden (dargestellt als griner Pfeil). Dies
stellt den Abschluss der ,outside-in“ Signaltransduktion dar (Askari et al. 2009).
Abb. aus (Askari et al. 2009)
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Die ,bent® und damit weitgehend inaktive Konformation, die eine
verminderte, jedoch nicht ganzlich aufgehobene EZM-Liganden-Affinitat
aufweist, wird durch Assoziationen zwischen der a- und der f3-
Integrinuntereinheit, sowohl der extrazellularen als auch der TMD- und der
intrazellularen Domane, stabilisiert. Die Interaktion zwischen den Helices
erfolgt hier &ahnlich wie bei dem homodimeren, transmembranaren
Sialoglykoprotein Glycophorin A (GpA), das auf menschlichen Erythrozyten
vorkommt und das in seiner Transmembrandomane das
Dimerisierungsmotiv GxxxG enthalt (G steht fir Glycin, x steht in diesem
Fall fr nicht-konservierte Aminosauren) (Lemmon et al. 1992, Gottschalk
et al. 2002, Psachoulia et al. 2010, Ludwig et al. 2021). Bereits fruhe
Untersuchungen zu GpA hoben die zentrale Rolle des GxxxG-Motivs fur die
Helix-Helix-Interaktion im transmembrandren L7 IxxGVxxGVxxT® -Motiv
hervor (Lemmon et al. 1992, Treutlein et al. 1992, Adams et al. 1996,
Fleming et al. 1997, Bu und Engelman 1999, Fisher et al. 1999, Petrache
et al. 2000, Fisher et al. 2003, Fleming et al. 2004) (vgl. Abbildung 6).
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Abbildung 6: Struktur der TMD und zytoplasmatischen Doméane von
Integrin avf33

Darstellung der beiden TMD-Helices und der kurzen zytoplasmatischen Regionen
von Integrin avB3. Die rote Helix entspricht der a-Untereinheit, die blaue der -
Untereinheit. Das *?Gxxx°"°G-Motiv vermittelt die Dimerisierung der Integrin-TMD
und ermdglicht somit die ,Helix-Helix-Interaktion® (grau). Eine weitere
Interaktionsstelle ist das nahe der intrazellularen Membranseite gelegene,



I. Einleitung 22

konservierte GFFKR-Motiv der a-Untereinheit (grin) sowie die daran
anschlielende Salzbrucke (Hoefling et al. 2009). Abb. modifiziert nach (Hoefling
et al. 2009).

An die TMD schliel3en sich auf der intrazellularen Seite der Membran die
kurzen zytoplasmatischen Enden der beiden Integrinuntereinheiten an. An
der B-Untereinheit findet sich hier das NPxY-Motiv, die Bindungsstelle fur

intrazytoplasmatische Proteine (Calderwood 2004).

Durch die Bindung von Talin oder anderer Zytoskelett-Proteine an die
zytoplasmatische Domane der p-Integrinuntereinheit kommt es zu
Destabilisierung der Salzbricke, die die a- und B-Integrinuntereinheit
verbindet sowie zur Dissoziation der TMD. Als Folge davon kommt es
ebenfalls zu einem Auseinanderweichen der beiden Extrazellulardomanen.
Dies fuhrt wiederum zu einer Destabilisierung und Aufrichtung des Integrins
(Luo et al. 2007, Ludwig et al. 2021).

Abb. 7 zeigt eine elektronenmikroskopische Darstellung der Kristallstruktur
der Extrazellulardomane von Integin avB3 in den drei beschriebenen

Konformationszustanden.

bent extended-closed extended-open

1
Q r?ybrid

() aVp3
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Abbildung 7: Kristallstruktur der extrazellularen Doméane von Integrin av33

Elektronenmikroskopische Darstellung der Kristallstruktur der extrazellularen
Domane von Integrin avB3 in den drei verschiedenen Konformationszustanden
nach (Takagi et al. 2002). Die Malstabsleiste entspricht 10 nm. Schematische
Darstellungen sind jeweils rechts abgebildet. 1) zeigt die gebeugte ,bent* und
damit weitgehend inaktive Konformation der Integrin-Extrazellulardomane, die
eine verminderte, jedoch nicht ganzlich aufgehobene EZM-Liganden-Affinitat
aufweist. 2) stellt die aufgerichtete ,extended closed® Konformation mit
geschlossenem Kopfstlck dar, die einen intermediaren Konformationszustand im
Zuge der Integrinaktivierung reprasentiert. 3) zeigt die aufgerichtete Konformation
mit gedffnetem Kopfstiick ,extended open®, die zu einer Liganden-Bindungsstelle
mit hoher Liganden-Bindungsaffinitat fihrt. Abb. aus (Springer und Dustin 2012).

Im Rahmen dieser Konformationsanderungen kommt es zur Aktivierung

einer intrazellularen Signalkaskade, welche neben vielen wichtigen
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Auswirkungen auf die Zellfunktion auch maRgeblich am Uberleben der Zelle

bzw. an deren Zelltod beteiligt ist.

2.3. Integrin-vermittelte bidirektionale Signaltransduktion

Die Integrin-vermittelte Bindung von Zellen an Proteine der EZM hat
ausgepragte Auswirkungen auf die Zellfunktion. In ihrer Funktion als
Verbindungselement zwischen Extra- und Intrazellularraum erfolgt die
Signaltransduktion der Integrine hierbei bidirektional Uber die Zellmembran
hinweg, das heil3t, sowohl von auf3en nach innen als auch von innen nach
aulen (,outside-in“ und ,inside-out’). Die Zelladhasion ist jedoch kein
statischer, sondern ein extrem dynamischer Zustand, da epitheliale Zellen
unablassig ihre Umgebung sondieren und auf kleinste Veranderungen mit
sofortiger Anpassung ihrer Position oder ihres Differenzierungszustands
reagieren. Daher ist ein potenter Aktivierungsmechanismus flur Integrine
unabdingbar, um so schnell wie madglich auf diese Veranderungen

reagieren zu kdnnen.

Durch die Bindung eines extrazellularen Liganden erfolgt die
Signaltransduktion von aufden nach innen, was wiederum eine intrazellulare
Signalkaskade zur Folge hat (Schwartz et al. 1995, Shattil und Ginsberg
1997). Diese Affinitdt fur extrazellulare Liganden ist durch einen

intrazellularen Mechanismus gesteuert.

Integrine selbst besitzen keinerlei intrinsische enzymatische Aktivitat,
vielmehr sorgt eine Ansammlung von Signalkomplexen an der
zytoplasmatischen Region der B-Untereinheit fur die Etablierung einer
Signalkaskade (Liu et al. 2000, Mitra et al. 2005, Campbell und Humphries
2011). Die Proteine, die an diesen Zell-EZM-Adhasionskomplexen beteiligt

sind, kdnnen grob in drei Klassen eingeteilt werden:

Zum einen finden sich Zytoskelettproteine, die direkt an die
zytoplasmatische Domane der B-Integrinuntereinheit binden. Beispiele
hierfar sind Talin und Kindlin, welche durch ihre Bindung mal3geblich an der
Integrin-Aktivierung und -Signaltransduktion beteiligt sind (Calderwood
2004). Talin besteht aus einer = 47 kDA grofl3en ,head®- und einer = 190
kDA grof3en ,tail“-Domane (Rees et al. 1990). Die ,head“-Doméane enthalt

wiederum eine FERM-Domane (Rees et al. 1990), die die
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Hauptbindungsstelle an die B-Integrinuntereinheit darstellt (Calderwood et
al. 1999, Patil et al. 1999, Yan et al. 2001). Die Aktivierung durch Talin
wiederum erfordert, wie bereits im vorangehenden Kapitel beschrieben,
weitreichende Konformationsanderungen der verschiedenen

Integrindomanen (Harburger und Calderwood 2009).

Eine zweite Gruppe bilden die Adapter-Proteine wie zum Beispiel Vinculin,
Paxillin und a-Actinin, welche keinerlei intrinsische enzymatische Aktivitat
besitzen und Integrin-assoziierte Proteine mit Actin oder anderen Proteinen

verbinden.

Die dritte Gruppe bilden Enzyme wie die Tyrosinkinasen FAK (focal
adhesion kinase) und Src, welche nachgeschaltete Effektor-Proteine in der
Signalkaskade modifizieren (Li et al. 2005), indem sie durch
Phosphorylierung die intrazellulare Anzahl an Tyrosin-phosphorylierten und
somit aktivierten Proteinen erhdhen. Zudem werden auch Lipidkinasen wie
PI3K  (Phosphatidylinositol  3-kinase), Serin/Threonin-Kinasen und
Phosphatasen durch Integrine reguliert. Die hierdurch aktivierten
Signalkaskaden fuhren zu post-translationalen Veranderungen, die
wiederum Protein-Interaktionen beeinflussen (Li et al. 2005, Berrier und
Yamada 2007). Durch die Rekrutierung bestimmter Proteine an die
Adhasionskomplexe gelingt eine selektive Verbindung zwischen der
Adhasion an die EZM und der Regulierung verschiedenster
Signalkaskaden, welche wiederum die Genregulation, die Organisation des
Zytoskeletts sowie verschiedene andere Prozesse der Zelle kontrollieren
(Hervy et al. 2006).

Eines der wichtigsten intrazellularen Proteine fur die Integrin-vermittelte
Signaltransduktion stellt hierbei FAK dar. FAK wird gemeinsam mit der
»integrin-linked kinase“ (/LK) zu sogenannten ,focal adhesions® rekrutiert,
einem Proteinkomplex, der sich auf der zytoplasmatischen Seite der
Plasmamembran durch Integrin-vermittelten Zell-EZM-Kontakt bildet. Im
Zellinneren ist dieser ,focal adhesion complex® zudem mit dem Aktin-
Zytoskelett verbunden. Diese strukturelle EZM-Aktin-Verbindung ermdglicht
unter anderem die Zelltraktion im Rahmen der Zellmotilitat (Zaidel-Bar et al.
2007, Schiller et al. 2011, Horton et al. 2015, Tapial Martinez et al. 2020).
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Durch Bildung der ,focal adhesions® erfolgt zudem eine Phosphorylierung
und somit Aktivierung des Signalmoleklils FAK, was wiederum die
Rekrutierung und Aktivierung der Src-Kinase zur Folge hat (Calalb et al.
1995, Lietha et al. 2007). Zusatzlich werden viele weitere Signalmolekule
zu den ,focal adhesions® rekrutiert, wodurch die Signalkaskade aktiviert
wird. In diesem Zusammenhang spielt die Aktivierung von PI3K durch FAK
eine wichtige Rolle. PI3K rekrutiert und aktiviert ,protein kinase B (PKB/Akt)
(Chen et al. 1996, llic et al. 1998, Hanks et al. 2003, Xia et al. 2004), eine
Serin/Threonin-Kinase, der eine entscheidende Rolle im Zelluberleben
zukommt, da sowohl die Integrin- als auch die Wachstumsfaktor-vermittelte
Signaltransduktion zu ihrer Aktivierung beitragt (Chiarugi und Giannoni
2008).

Open, extended = high affinity

Ligand

4

Src #
Akt

Survival

Abbildung 8: Vereinfachte schematische Darstellung der durch
Integrinaktivierung vermittelten Initiierung intrazellularer
uberlebensféordernder Signalkaskaden

Die Bindung eines Liganden / der EZM an das hochaffine, aufgerichtete Integrin
fuhrt im Rahmen der ,outside-in“-Signaltransduktion zur Aktivierung der
Schlusselenzyme FAK und ILK. Hierdurch kommt es zur Aktivierung der Src- und
schlieBlich der PKB/Akt-Kinase, die ein essentielles Element der
Uberlebensférdernden zelluldren Signaltransduktion darstellt (llic et al. 1998,
Hanks et al. 2003, Chiarugi und Giannoni 2008, Cheah und Andrews 2018). Abb.
modifiziert nach (Cheah und Andrews 2018).
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3. Apoptose

Die Balance zwischen Zellproliferation, Zelldifferenzierung und
~programmiertem* Zelltod, auch Apoptose genannt (Raff 1992, Lee et al.
1993), stellt die Grundlage fur eine physiologische Homdostase normaler
epithelialer Zellen und Gewebe in multizellularen Organismen dar (Frisch
und Screaton 2001). Bei diesen Prozessen spielen Integrine ebenfalls eine

wesentliche Rolle.

Apoptotische Vorgange in der Zelle koénnen durch verschiedene
Signalwege und Prozesse ausgeldst und propagiert werden. Diese fuhren
im Verlauf zu vielzahligen morphologischen Veranderungen der
apoptotischen Zelle (Hacker 2000). Im Frihstadium zeigen sich eine
Zellschrumpfung und Zellkerndegeneration (auch Pyknose genannt), die
durch Kondensation des Chromatins charakterisiert ist (Kerr et al. 1972). Im
weiteren Verlauf kommt es dann zu einer Blaschenbildung der
Plasmazellmembran (,blebbing“) sowie zur Karyorrhexis und zur Aufteilung
der Zellfragmente auf sogenannte Apoptosekdrper, ein Prozess, der

,obudding“ genannt wird (Elmore 2007).

Dieser programmierte Zelltod kann durch zwei intrazellulare Signalwege,
den intrinsischen (mitochondrialen) und den extrinsischen Signalweg

ausgelost werden (Grossmann 2002, Gilmore 2005).

Der intrinsische Signalweg wird mafgeblich durch Stérungen und
Veranderungen der zellularen Mikroumgebung verursacht. Dies kann unter
anderem durch Wachstumsfaktor-Entzug, Schadigung der DNA,
mitochondrialen Stress, reaktive Sauerstoff-Spezies (ROS),
Veranderungen der Mikrotubuli und viele weitere Faktoren ausgel6st
werden (Nunez et al. 1990, Brumatti et al. 2010, Czabotar et al. 2014, Roos
et al. 2016, Pihan et al. 2017, Vitale et al. 2017, Galluzzi et al. 2018). Der
wichtigste und irreversible Schritt des intrinsischen Apoptosewegs ist die
Permeabilisierung der aulReren Mitochondrienmembran (MOMP) (Tait und
Green 2010, Galluzzi et al. 2016). Diese wird durch die pro- und
antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie reguliert, eine Gruppe
von Proteinen, die aus einer bis vier homologen Bcl-2-Domanen (BH)
besteht (d.h. BH1, BH2, BH3 und BH4) (Shamas-Din et al. 2013, Czabotar
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et al. 2014, Galluzzi et al. 2018).

Durch zellulare Stresssignale werden pro-apoptotische BH3-Proteine (wie
Puma, Bid, Bim und Noxa, jeweils bestehend aus einer einzigen BH3-
Domane) sowohl transkriptional als auch posttranslational aktiviert (Bouillet
et al. 1999, Bouillet et al. 2002, Villunger et al. 2003, Galluzzi et al. 2014).
Diese wiederum bewirken Konformationsanderungen und letztendlich die
Aktivierung der pro-apoptotischen Bcl-2-Proteine Bax und Bak auf der
aulleren Mitochondrienmembran (Wei et al. 2001, Kim et al. 2006,
Gavathiotis et al. 2008, Kim et al. 2009, Gavathiotis et al. 2010, Dai et al.
2011, Chen et al. 2015), wo sie durch Oligomerisierung Kanale bilden. Dies
fuhrt zur Permeabilisierung der Mitochondrienmembran und zur
Freisetzung von Cytochrom ¢ (Shimizu et al. 1999, Galluzzi et al. 2018).
Daraufhin kommt es zur Bildung des ,Apoptosoms® aus Caspase-9, dem
»-apoptosis protease activating factor” (Apaf) sowie Cytochrom c, einem
Komplex, der wiederum die Aktivierung von Caspase-9 ermaoglicht (Li et al.
1997). Aktivierte Caspase-9 katalysiert daraufhin die proteolytische
Aktivierung der Caspasen-3 und -7, die letztendlich verantwortlich fur die
Destruktion der Zelle sind und deshalb auch als Effektor-Caspasen
bezeichnet werden (Cohen 1997, Zou et al. 1997, Thornberry 1998, Shalini
et al. 2015, Julien und Wells 2017, Galluzzi et al. 2018) (Abb. 9).

Der extrinsische Signalweg wird im Gegensatz zum intrinsischen Signalweg
durch die extrazellulare Bindung eines Liganden an die sogenannten
»1odesrezeptoren® wie Fas, ,tumor necrosis factor receptor® (TNFR1) und
» 1 NF-related apoptosis inducing ligand receptor-1 and -2“ (TRAIL) induziert.
Dies fuhrt zur Bildung des ,death-inducing signaling-complex“ (DISC) und
zur Rekrutierung und Aktivierung von Caspase-8, welche ihrerseits die
Effektor-Caspasen-3, -6 und -7 aktiviert (Wajant 2002, Taylor et al. 2008,
Paoli et al. 2013). Zusatzlich zu dem bereits beschriebenen Mechanismus
kann die Aktivierung von Caspase-8 jedoch auch zur Aktivierung von Bid
fuhren. Dies hat ebenso die Freisetzung von Cytochrom ¢ und die Bildung
des ,Apoptosoms zur Folge, womit eine Verbindung zwischen
extrinsischem und intrinsischem Signalweg besteht (Valentijn und Gilmore
2004) (Abb. 9).
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Abbildung 9: Extrinsischer und intrinsischer Apoptose-Signalweg

Der Verlust des Zellkontakts zur EZM oder die Adhasion an eine ungeeignete EZM
fuhrt bei verankerungsabhangigen Zellen wie Epithelzellen zur Aktivierung des
Apoptosemechanismus, einerseits Uber Todesrezeptoren (Fas, extrinsischer
Signalweg) und andererseits Uber den mitochondrialen (intrinsischen) Signalweg.
Der extrinsische Weg hat Uber die Aktivierung von Caspase-8 durch die
sogenannten ,Todesrezeptoren* TNFR 1 und Fas die Aktivierung der Effektor-
Caspasen (z. Bsp. Caspase-3) zur Folge. Der intrinsische Weg fiihrt Uber die
Aktivierung der pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak durch die BH3-Proteine
Bid, Bim, Bad, Bik, Bmf, Noxa, Puma und Hrk (und durch die Hemmung der anti-
apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-XL) zur Freisetzung von Cytochrom ¢ aus
den Mitochondrien ins Zytoplasma, was wiederum die Formation des
~Apoptosoms* aus Cytochrom c, Apaf 1 und Procaspase-9 und die Aktivierung der
Effektor-Caspasen (insbesondere Caspase-3) induziert. Dies fihrt zur Proteolyse
der Caspase-Zielstrukturen und zur Destruktion der Zelle (Paoli et al. 2013). Abb.
aus (Paoli et al. 2013).

3.1. Anoikis

Anoikis stellt eine besondere Form der Apoptose dar (Chiarugi und
Giannoni 2008) und wird aus dem Griechischen fur ,Heimatlosigkeit®
hergeleitet. Dieser apoptotische Mechanismus tritt als physiologisch
wichtiger Regulator der Gewebshomoostase immer dann in Kraft, wenn per
se verankerungsabhangige epitheliale Zellen den Kontakt zur EZM

verlieren. Hierdurch kénnen die Adhasion dieser abgeldsten Zellen an neue
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Matrizes und ein dysplastisches Wachstum verhindert werden. (Frisch und
Francis 1994, Chiarugi und Giannoni 2008, Taddei et al. 2012).

Die Adhasion epithelialer Zellen an die EZM wird grofdtenteils durch die
Superfamilie der Integrine vermittelt. Folglich fuhrt der Verlust dieser
Interaktion mit der EZM durch unligierte Integrine Uber den sogenannten
sintegrin-mediated death“ (IMD) zu Anoikis (Desgrosellier und Cheresh
2010, Dolinschek et al. 2021). Hierbei kommt es wie bei der Apoptose zur
Aktivierung entweder des intrinsischen oder extrinsischen Signalweges und
letztendlich zur Caspasenaktivierung und DNA-Fragmentation (Grossmann
2002, Gilmore 2005).

Tumorzellen sind im Gegensatz zu normalen epithelialen Zellen meist
resistent gegen Anoikis. Dieser Eigenschaft kommt insbesondere in der
Metastasierung eine grofde Bedeutung zu, da sich hierbei Zellen aus dem
Verband des Primartumors 16sen und ohne adaquaten Kontakt zur EZM
nach Verbreitung dber Blut, Lymphe und — wie im Falle des
Ovarialkarzinoms — auch Uber die Peritonealflussigkeit an einen entfernten
Metastasenort gelangen, um dort erneut zu adharieren und

Tumorabsiedelungen auszubilden.

Diese Anoikis-Resistenz kann durch eine Vielzahl zellularer und

extrazellularer Veranderungen erreicht werden.

Einen mdglichen Ansatz stellt die Veranderung der Integrin-
Expressionsmuster auf der Zelloberflache von Tumorzellen dar. Dieser
Vorgang kann durch intrazellulare Signalkaskadenaktivierung das
Tumorzelliberleben in verschiedenen Mikroumgebungen beeinflussen
(Taddei et al. 2012). Eine solche Veranderung des Integrin-
Expressionsmusters konnte beispielsweise im Rahmen der Progression
des malignen Melanoms gezeigt werden. Melanomzellen exprimieren
hierbei Integrin avf3 und avB1 (van der Flier und Sonnenberg 2001),
wohingegen in Melanozyten oder Melanomzellen in frihen Tumorstadien
kein B3-Integrin nachgewiesen werden konnte, da dieser Nachweis mit dem
malignen Potenzial der Tumorzellen korreliert (Albelda et al. 1990, Natali et
al. 1993, Melchiori et al. 1995).

Auch die Veranderung der Zusammensetzung der EZM kann das



I. Einleitung 30

Uberleben von Tumorzellen positiv beeinflussen. Burnier et al. konnten
zeigen, dass murine Lungenkarzinomzellen Typ [V  Kollagen
uberexprimieren und somit den Integrin a2 — FAK — PI3K-Signalweg
aktivieren, was zu einem Schutz vor Anoikis und einem hdheren Potenzial

fur eine Lebermetastasierung fuhrt (Burnier et al. 2011).

Eine weitere Strategie der Anoikisresistenz in Tumorzellen stellt die
konstitutive  Aktivierung  Uberlebensfordernder,  Integrin-abhangiger
Signalkaskaden, wie beispielsweise der FAK (Sulzmaier et al. 2014), der
Src-Kinasen (Parsons und Parsons 2004, Roskoski 2015) und der PKB/Akt
und ERK-Signalwege (Fresno Vara et al. 2004) dar (Taddei et al. 2012).
Desgrosellier et al. konnten in ihrer Arbeit zeigen, dass Integrin av33
verankerungsunabhangiges Wachstum von Tumorzellen fordern und somit
zur Tumorprogression sowie zur Metastasierung beitragen kann. Dies
erfolgte Uberraschenderweise durch direkte Rekrutierung und Aktivierung
von c-Src durch Integrin avB3 und war somit unabhangig von der
Tumorzelladhasion an die EZM und folglich auch von der Aktivierung der
Proteinkinase FAK (Desgrosellier et al. 2009). Bereits in friheren Studien
uber das auf Thrombozyten vorkommende Integrin allbf3 war eine
Rekrutierung und Aktivierung von c-Src durch die C-terminale Démane der
zytoplasmatischen B3-Untereinheit nachgewiesen worden (Arias-Salgado
et al. 2003). Dies konnten Desgrosellier et al. nun auch fur Integrin av33
zeigen, was die Vermutung nahelegt, dass unligiertes Integrin avf3 und c-
Src als ,onkogene Einheit* mal3geblich das maligne Potenzial von Tumoren

beeinflussen konnen (Desgrosellier et al. 2009).
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Metastasierung durch Anoikis-
resistente Tumorzellen

Die Ablésung epithelialer Zellen von der EZM fihrt pyhsiologischerweise zu
Anoikis. Im Gegensatz hierzu kdénnen Tumorzellen durch verschiedenste
Mechanismen Resistenz gegen Anoikis erlangen und nach Ablésung vom
Primartumor zirkulierend im Blut oder in Lymphflissigkeit Uberleben, um an
anderer Stelle durch erneute Adhasion an die EZM eine metastatische Kolonie zu
bilden. Abb. modifiziert nach (Taddei et al. 2012).

Integrine und die von ihnen aktivierten zellularen Signaltransduktionswege
sind somit SchlUsselfiguren der Anoikisresistenz metastasierender
Tumorzellen, weshalb das tiefergehende Verstandnis dieser Rezeptoren
und intrazellularen Proteine einen wichtigen klinischen Beitrag zur

Identifizierung neuer therapeutischer Angriffspunkte leisten kann.

Im Hinblick auf das EOC konnte gezeigt werden, dass insbesondere die
Expression von Integrin av3 mafgeblich die Tumorprogression beeinflusst
und mit einem schlechten Outcome der Patientinnen korreliert (Liapis et al.
1997, Felding-Habermann 2003, Hapke et al. 2003, Kellouche et al. 2010,
Nieberler et al. 2017).

In dieser Arbeit wurde deshalb das Ausmald der Anoikisresistenz in
Suspension gehaltener EOC-Zellen als Folge der verschiedenen
Konformations-/Aktivierungszustande des Integrin avB3 und der daraus

resultierenden zellularen Signaltransduktion untersucht.
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4. Zielsetzung der vorliegenden Dissertation

Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Untersuchung des
Apoptoseverhaltens von in Zellkulturmedium oder Aszites suspendiert
kultivierter Ovarialkarzinomzellen als Funktion der Integrin av33-Aktivierung

und daraus resultierender Signaltransduktion.

Um die Auswirkungen der Integrin avpB3-Aktivierung auf die Zellfunktionen
darstellen zu kdnnen, wurde die humane Ovarialkarzinom-Zelllinie OV-MZ-
6 verwendet, welche bereits in einer vorhergehend publizierten Arbeit durch
unsere Arbeitsgruppe mit zwei unterschiedlichen Integrin avf3-Chimaren

transfiziert worden war.

Hierfar wurde die urspruingliche Integrin avB3-TMD durch die TMD-Sequenz
von GpA ersetzt, welche das stark dimerisierende GxxxG-Motiv enthalt
(Lemmon et al. 1992). Die so entstandene Integrin avf3-Chimare (TMD-
GpA) entspricht einem intermediaren Aktivierungszustand des Integrin
avB3 und ist nicht in der Lage, die Zellmigration oder die Signaltransduktion

ins Zellinnere zu beeinflussen (Muller et al. 2013).

Als Gegenstick wurde das Dimerisierungsmotiv. GxxxG durch eine
Punktmutation zu Gxxxl verandert, was bekanntermallen zu einer
Aufhebung der Dimerisierung und somit zu einer Dissoziation der TMD flhrt
(Lemmon et al. 1992). Das hieraus entstandene Integrin avp3 (TMD-GpA-
[) stellt demzufolge einen konstitutiv aktiven Zustand des Integrins mit

verstarkter bidirektionaler Signaltransduktion dar (Muller et al. 2013).

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wurden mit OV-MZ-6-Zellen, die
diese unterschiedlichen Integrin avB3-Chimaren exprimierten, folgende

Fragestellungen untersucht:

1) In welchem Ausmald beeinflusst der Aktivierungszustand von
Integrin avB3 das Zelliberleben / das Apoptoseverhalten humaner
Ovarialkarzinomzellen in Suspension?

2) Welche Signaltransduktionswege werden im Rahmen dieses
Zelluberlebens aktiviert?

3) Welchen Einfluss hat Aszites auf das Zelliberleben humaner

Ovarialkarzinomzellen in Suspension?
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Il. MATERIAL UND METHODEN

1. Materialien

1.1. Zelllinie und Integrin avf3-Mutanten

Alle  Versuche dieser Arbeit wurden mit der humanen
Ovarialkarzinomzelllinie OV-MZ-6 durchgefuhrt. Diese Zelllinie wurde
ursprunglich aus dem malignen Aszites einer Patientin mit serds-papillarem
Zystadenokarzinom (FIGO 1V) isoliert (Mobus et al. 1992).

Um die Integrin avpB3-vermittelten zellbiologischen Prozesse als Funktion
seines Aktivierungsstatus untersuchen zu kénnen, wurden in Vorarbeiten
zu dieser Promotionsarbeit OV-MZ-6-Zellen mit folgenden fur TMD-
Varianten des Integrin avp3 kodierenden Expressionsplasmiden stabil

transfiziert:

1) TMD-GpA: Diese Integrin av3 TMD-Chimare enthalt die TMD-
Sequenz von GpA und somit das stark dimerisierende GxxxG-
Motiv. Ovarialkarzinomzellen, die mit dieser Integrin av3 TMD-
Chimare transfiziert wurden, exprimierten ein niedrig-affines
Integrin avB3, das nur eine schwache Zelladhasion vermittelte
sowie keine Signaltransduktion und keine Bindung von Talin an
die zytoplasmatische Untereinheit ermoglichte (Muller et al.
2013).

2) TMD-GpA-l: Zum Vergleich wurde eine zweite Integrin av33
TMD-Chimare generiert, welche das durch Punktmutation
veranderte Dimerisierungsmotiv Gxxxl enthielt. Bekannterweise
fuhrt diese Punktmutation zu einer Aufhebung der TMD-
Dimerisierung. Auf diese Weise transfizierte
Ovarialkarzinomzellen exprimierten ein vollstandig aktiviertes,
hochaffines Integrin avp3, welches eine starke Verbindung zu
Proteinen des  Zytoskeletts und eine konstitutive

Signaltransduktion aufwies.

(Lemmon et al. 1992, Gottschalk et al. 2002, Xiao et al. 2004, Hoefling
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et al. 2009, Lau et al. 2009, Muller et al. 2013)

Diese zuvor in der Arbeitsgruppe Reuning etablierten Zelltransfektanten
wurden freundlicherweise fur die Untersuchungen dieser Promotionsarbeit

zur Verfugung gestellt.
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Abbildung 11: Ubersicht iiber die TMD-Dimerisierungsmotive der Integrin
avB3/GpA-Chimaren

(a) Die in dieser Arbeit verwendeten Integrin avB3/GpA-Chimaren wurden durch
Ersatz der jeweils kompletten TMD sowohl der a-, als auch der B-Untereinheit des
WT-Integrins generiert. Entweder durch die stark dimerisierende TMD des GpA
(av-TMD-GpA/B3-TMD-GpA) oder durch die nicht-dimerisierende TMD GpA-I,
welche durch Punktmutation des GxxxG Motivs zu Gxxx| geschaffen wurde (av-
TMD-GpA-l:  G*°1/B3-TMD-GpA-I: G’®I). Abgebildet sind die jeweiligen
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Aminosauren. Hierfur wurden die Zellen mit av-TMD-WT plus f3-TMD-WT, mit av-
TMD-GpA plus B3-TMD-GpA, oder mit av-TMD-GpA-l plus B3-TMD-GpA-I|
transfiziert.

(b) Gegenuberstellung der TMD-Struktur von WT TMD-av3 und TMD-GpA. Links
ist die Wildtyp-Sequenz abgebildet. Hierbei wurden die Aminosduren A% und
G°® der a-Untereinheit sowie G’° der B-Untereinheit hervorgehoben, welche den
Verschluss der aufleren Zellmembran darstellen. Ebenfalls abgebildet ist das
GxxxG-ahnliche S*°xxxA’%-Motiv der B-Untereinheit. Rechts ist die GpA TMD-
Sequenz dargestellt. Der Austausch von G’%| in der B-Untereinheit fiihrt zu einer
Dimerisierung der TMD (in der Abb. bezeichnet als ,clash®) (Muller et al. 2013).
Abb. aus (Muller et al. 2013).
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Abbildung 12: Darstellung der Integrin av3-Expression in transfizierten OV-
MZ-6 Zellen mittels konfokaler Lasermikroskopie

Es erfolgte die Anfarbung transfizierter OV-MZ-6 Zellen mit monoklonalen Ak
gegen av33, av und B3. Die Abbildung zeigt reprasentative Fluoreszenzbilder mit
den dazugehorigen Differentialinterferenzkontrast-Bildern von Zelltransfektanten,
die entweder TMD-GpA-I, TMD-GpA oder TMD-av33 exprimieren. Zellen, die mit
dem Leervektor transfiziert wurden, dienten als Kontrollen (,vector®). Hierbei zeigte
sich eine deutlich verstarkte Integrin avp3-Expression der transfizierten Zellen im
Vergleich zum Vektor. Die unterschiedlichen Integrin avf3 Zelltransfektanten
zeigten untereinander jedoch vergleichbar hohe Integrin av33-Expressionsspiegel
(Muller et al. 2013). Abb. aus (Muller et al. 2013).
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1.2. Reagenzien fur die Zellkultur

Substanz

Hersteller

Albumin aus Rinderserum

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Hybri-Max™ D2650

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium
(DMEM (1X) + GlutaMAX™-|)

Gibco by Life Technologies,
Carlsbad, USA

Dulbecco’s Phosphate Buffered
Saline (DPBS)

Gibco by Life Technologies,
Carlsbad, USA

EDTA 1% in PBS (w/v)
(Ethylendiamintetraacetat)

Biochrom GmbH, Berlin, D

Fetales Kalberserum (FCS)

Gibco by Life Technologies,
Carlsbad, USA

Geneticin® G-418 Sulphat
Gentamycin

Gibco by Life Technologies,
Carlsbad, USA

HEPES Pufferlésung (1M)
(2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
Piperazinyl)-Ethansulfonsaure)

Gibco by Life Technologies,
Carlsbad, USA

L-Arginin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

L-Asparagin

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypanblau-Losung 0,4% (w/v)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Universal-Agarose peqGOLD

peQlab, Erlangen, D

Tabelle 1: Reagenzien fiir die Zellkultur

1.2.1. Media und Losungen fiir die Zellkultur

Komplettmedium fiir OV-MZ-6 Zellen:

DMEM 500 ml
HEPES 10 mM
Arginin 550 mM
Asparagin 272 mM
FCS 10% (v/v)
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Zur Herstellung eines Selektionsmediums fur stabil transfizierte OV-MZ-6
Zellen erfolgte die Zugabe von Geneticin® G418 (finale Konzentration 1g/l)

zu 0.g. Komplettmedium.

Medium zur Kryokonservierung der Zellen:

FCS 90% (V/v)

DMSO 10% (V/v)

Splitting-Losuna:

0,05% (v/v) EDTA in PBS
1.3. Antikorper

1.3.1. Antikorper fir die Westernblot-Analyse

Erstantikorper

Name Antigen | Wirt | Klonalitat | Verdiinnung/ Hersteller
Stockkonzentration
PI3K/Akt Akt1, Hase | polyklonal | 1:2000 Cell Signaling
Antikorper | Akt2, Technology,
Akt3 34 ug/ml Danvers,
USA
Anti- Phospho- | Maus | monoklonal | 1:1000 BD
Human FAK 250 ug/ Biosciences,
FAK (pY397) Hg/m San Jose,
Antikorper USA
Cleaved Cleaved | Hase | polyklonal | 1:500 Cell Signaling
Caspase-3 | Caspase- Technology,
Antikorper | 3 80 ug/ml Danvers,
(Asp175) USA
FAK FAK Maus | monoklonal | 1:1000 BD
Antikorper Biosciences,
250 pg/m| San Jose,
USA
MAB 374, | GAPDH Maus | monoklonal | 1:10000 EMD
Klon 6C5 1 mi Millipore,
Antikdrper mg/m Billerica, USA
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Phospho- | Phospho- | Hase | monoklonal | 1:2000 Cell Signaling
Akt (DOE) | PKB / Akt 90 ua/ml Technology,
Antikorper | (Serd473) Hg/m Danvers,

USA
Phospho- | Phospho- | Hase | polyklonal | 1:1000 Cell Signaling
Src Family | Src Technology,
Antikorper | (Tyr 416) 69 pg/mi Danvers,
USA
Src Src Hase | monoklonal | 1:1000 Cell Signaling
Antikorper Technology,
139 pg/mi Danvers,gy
USA

Tabelle 2: Erstantikorper fiir die Westernblot-Analyse

Zweitantikbrper

Bezeichnung

Verdiinnung/
Stockkonzentration

Hersteller

Ziege anti-Maus IgG (H+L),

1:5000 / 1:10000

Thermo Fisher Scientific,

HRP-konjugiert 0,8 mg/ml Rockford, USA
Ziege anti-Hase 1gG (H+L), | 1:10000 Thermo Fisher Scientific,
HRP-konjugiert 1mg/mi Rockford, USA

Tabelle 3: Zweitantikorper fiir die Westernblot-Analyse

1.3.2. Antikorper fir die Immunzytochemie

Erstantikorper

Name Antigen Wirt | Klonalitat Verdinnung / | Hersteller
Stock-
konzentration
Cleaved Cleaved Hase | polyklonal 1:100 Cell Signaling
Caspase-3 | Caspase-3 Technology,
Antikorper (Asp175) 80 pg/mi Danvers, USA

Tabelle 4: Erstantikorper fiir die Inmunzytochemie

Zweitantikbrper

Bezeichnung Verdiinnung/ Hersteller
Stockkonzentration

Ziege anti-Hase 1gG 1:1000 Life Technologies, Carlsbad,

H+L, Alexa Fluor® 488 | 2 mg/ml USA

konjugiert

Tabelle 5: Zweitantikorper fur die Immunzytochemie
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1.4. Chemikalien

Substanz

Hersteller

Albumin (Rind), Fraktion V = 98%

MP Biomedicals, Santa Ana, USA

cOmplete, EDTA-free
Proteasen-Inhibitor Tabletten

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, D

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Emsure® Ethanol 100%

Merck KGaA, Darmstadt, D

Glycerin Rotipuran® 299,5%

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, D

Glycin

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, D

Milchpulver Blotting-Grad

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, D

Natriumchlorid

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, D

Natriumdodecylsulfat (SDS-Pellets)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, D

Natrium Orthovanadat (NazVOs)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Natriumpyrophosphat Decahydrat,
ACS Reagens (NasP207)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

PageRuler™ Prestained Protein
Ladder (Westernblot Marker)

Thermo Fisher Scientific, Rockford,
USA

Roti®-Load 1, reduzierend,
4x konz.

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, D

Rotiphorese® Gel 40 (29:1)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, D

Saponin S-1252

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

AppliChem GmbH, Darmstadt, D

Tris-(Hydroxymethyl)-Aminomethan
(TRIS)

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, D

Triton™ X-100
(Octylphenoxypolyethoxyethanol)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Trypanblau-Ldsung 0,4 % (w/v)

Sigma-Aldrich, St.Louis, USA
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Tween® 20

(Polyoxyethylensorbitanmonolaurat)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tabelle 6: Chemikalien

1.5. Lésungen und Puffer

Bezeichnung Verwendung Zusammensetzung
0,5 M Tris-Puffer Sammelgel 0,5 M Tris
Westernblot mit HCI auf pH 6,8
einstellen
1,5 M Tris-Puffer Trenngel Westernblot | 1,5 M Tris
mit HCI auf pH 8,8
einstellen

Blocking-Ldsung

Westernblot

Immunzytochemie

5% (w/v) Milchpulver
in

1x TBST (s.u.)

oder

5% (w/v) BSA in 1x
TBST

2% (w/v) BSA in PBS

Elektrophorese-Puffer
(10x)

SDS-
Gelelektrophorese

1,6 M Glycin
250 mM Tris
1% (w/v) SDS

Lysepuffer

Fur Zelllysate

50 mM HEPES, pH
7,5

150 mM NacCl

1 mM EDTA

10% (v/v) Glycerin
1% (v/v) Triton X-100
10 mM NasP207

1 mM NazVOq4

Paraformaldehyd
(PFA)-L6sung

Zellfixierung

Losung A:
0,1 M Na2HPO4

Lésung B:
0,1 M NaH2PO4

Lésung AB auf pH 7,4
einstellen

Lésung AB auf 80° C
erhitzen und 4% (w/v)
PFA darin l6sen
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Stripping-Ldsung Westernblot 200 mM Gilycin
280 mM NaCl
pH 2,5
TBS (10x), pH 7,6 physiologischer Puffer | 1,5 M NaCl
0,5 M Tris
TBS-T (1x) Westernblot 1x TBS

Waschlésung

0,1% (v/iv) Tween® 20

Wet-Blot-Puffer (1x)

Westernblot
Proteintransfer

192 mM Glycin
25 mM Tris
20% (v/v) Methanol

Tabelle 7: Lésungen und Puffer

1.6. Gebrauchsfertige Losungen

Name

Hersteller

Amersham ECL Prime
(Reagens zum Nachweis von
Westernblot Proteinbanden)

GE Healthcare, Little Chalfont, UK

Annexin-V-Fluorescein

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, D

High Pure PCR Template
Preparation Kit (Zubehor zur
Erstellung einer PCR Matrize)

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, D

Pierce BCA Protein Assay Kit
(Zubehor zur Proteinbestimmung)

Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA

Pierce ECL
(Reagens zum Nachweis von
Westernblot Proteinbanden)

Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA

Tabelle 8: Verwendete gebrauchsfertige Losungen

1.7. Sonstige Labormaterialien

Alle Pipettenspitzen, 1,5 ml und 2 ml Reaktionsgefalle und 0,2 ml PCR-

Gefalle wurden von Sarstedt (NUmbrecht, D) bezogen.

Material

Hersteller

Cellstar® Serologische Pipetten
(2,5, 10, 25, 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

Cellstar® Rohrchen, konisch
(15, 50 ml)

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D
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Cellstar® Zellkultur Flaschen
(25, 75, 175 cm?)

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

FACS-Ro6hrchen, konisch

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

Falcon® 6 Well-Platten

Corning Incorporated, Corning,
USA

Injekt® 20 ml Spritze

B. Braun, Melsungen, D

Microlon® 96-Well Polystyrol
Microplatten

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, D

Minisart® 0,10 ym
(Spritzenvorsatzfilter)

Sartorius, Goéttingen, D

Nalgene™ Cryoware Kryordhrchen

Thermo Fisher Scientific,
Rockford, USA

Pasteurpipetten

Hirschmann Laborgerate
GmbH & Co. KG, Eberstadt, D

Roti®- Polyvinylidenfluorid (PVDF)
Membran, Porengrof3e 0,45 pm

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, D

Sterican® 20 G Nadel

B. Braun, Melsungen, D

Tabelle 9: Labormaterialien

1.8. Laborgerate

Gerat

Hersteller

Axio Observer. Z1 + LSM700

(konfokales Lasermikroskop)

Carl Zeiss, Jena, D

Axiovert 25 (Mikroskop)

Carl Zeiss, Jena, D

Cawomat 2000 IR (Westernblot

Entwickler)

CAWO Photochemisches Werk
GmbH, Schrobenhausen, D

Centrifuge 5424R (Zentrifuge)

Eppendorf, Hamburg, D

FACS Calibur

(Durchflusszytofluorometer)

Becton Dickinson, Franklin Lakes,
USA

Gelschlitten und Kamme flr die
Gelelektrophorese

BioRad, Hercules, USA
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Haake D8 (Wasserbad)

Thermo Fisher Scientific, Rockford,
USA

Heracell™ (Zell-Inkubator)

Thermo Fisher Scientific, Rockford,
USA

Heraeus™ Labofuge™ 400R
(Zentrifuge)

Thermo Fisher Scientific, Rockford,
USA

Herasafe™ (Sterilbank)

Thermo Fisher Scientific, Rockford,
USA

Labcycler (Thermozykler,
Polymerasekettenreaktion (PCR)-
Block)

SensoQuest GmbH, Gdéttingen, D

Laborwaage BP1200

Sartorius, Goéttingen, D

Laborwaage Sartorius basic
BA 110S

Sartorius, Goéttingen, D

Mini Protean Il (Elektrophorese,
Wet Blot)

BioRad, Hercules, USA

Molecular Imager ChemiDoc XRS+
(Westernblot Entwickler)

BioRad, Hercules, USA

Multiskan FC
(Mikrotiterplatten-Photometer)

Thermo Fisher Scientific, Rockford,
USA

Neubauer Zahlkammer fur Zellen

Assistent, Sondheim, D

pH Meter Lab 850

Schott Instruments, Mainz, D

Polymax 2040 (Schuttler)

Heidolph Instruments
GmbH&Co.KG, Schwabach, D

Power Pac 300
(Stromquelle fur Elektrophorese)

BioRad, Hercules, USA

Varioklav 400E 1991 (Autoklav)

Thermo Fisher Scientific, Rockford,
USA

Tabelle 10: Laborgerate
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2. Methoden

2.1. Zellkultur

2.1.1. Zellkultivierung

Die Kultivierung der Zelllinie OV-MZ-6 erfolgte in Brutschranken bei 37 °C,
95% Luftfeuchtigkeit und einem CO.-Gehalt von 5% (v/v). Die Zellen
wurden nach Standardprotokollen drei Mal wochentlich passagiert. Hierbei
erfolgte das Ablosen der adharenten Zellen von den Kulturgefallen durch
Inkubation der Zellen mit 0,05% (v/v) EDTA in PBS fur 3 - 5 min. bei 37 °C.
Danach wurden die Zellen mit 5 ml PBS von den Kulturgefalten gewaschen
und in ein Cellstar® Rohrchen von passendem Fassungsvermogen
uberfuhrt. Die Zentrifugation erfolgte bei 246 x g fur 3 min. Anschliel3end
wurde der Uberstand abgesaugt, die bendtigte Zellmenge in Medium

resuspendiert und in ein neues Kulturgefald uberfuhrt.

Zur Kryokonservierung der Zellen erfolgte das Ablosen der adharenten
Zellen wie oben beschrieben. Nach dem Absaugen des Zelliberstands
wurden die Zellen in einem adaquaten Volumen an Einfriermedium
resuspendiert, rasch in Kryokonservierungsgefalle uberfuhrt und auf Eis
gelagert. Die temporare Lagerung des gefrorenen Zellbestands erfolgte bei

-80 °C, die langfristige Lagerung in flissigem Stickstoff bei -196 °C.

Zur erneuten Kultivierung der eingefrorenen Bestande wurden die Zellen
langsam aufgetaut und mit 5 ml eiskaltem Komplettmedium gewaschen. Die
Zentrifugation erfolgte wiederum bei 246 x g fur 3 min. Anschlieend wurde
der Uberstand abgesaugt, die Zellen in Komplettmedium resuspendiert und
in 25 cm? ZellkulturgefaRe Uberfiihrt. Die Zellen wurden dann mindestens
noch einmal passagiert, bevor sie fur Experimente verwendet wurden. Die
Zellkonfluenz der Zellen, die flir Experimente verwendet wurden, betrug
stets 60 - 80%.

2.1.2. Zellzahlung

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen nach dem Abldsen,
Waschen und Absaugen (s.0.) in einem geeigneten Volumen Medium
resuspendiert. 10 pl dieser Suspension wurden 1:10 mit Trypanblau-Lésung

gemischt und in eine Neubauer Zahlkammer pipettiert. Es wurden jeweils 4
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Quadrate ausgezahlt und deren Mittelwert bestimmt. Die Zellzahl pro
Milliliter ergibt sich durch Multiplikation mit 10°. Um eine exaktere
Bestimmung der tatsachlichen Zellzahl zu erreichen, wurde dieser

Zahlvorgang jeweils mindestens dreimal durchgefuhrt.

2.1.3. Erstellen einer Zellsuspension in Kultur

Um die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit untersuchen zu kénnen,
war es notwendig, OV-MZ-6 Zellen in Suspension zu halten und Adhasion
zu verhindern. Dazu wurden Zellen bei einer Konfluenz von 60 - 80% aus
dem ursprunglichen Kulturgefal® abgeldst, zentrifugiert und resuspendiert
(s.0.). Nach erfolgter Zellzahlung wurden die Zellen in einer adaquaten
Menge Medium resuspendiert. Die Zellkonzentration in den Kulturgefaten
betrug je nach Experiment 500.000 Zellen/ml Medium, beziehungsweise
250.000 Zellen/ml Medium. Um den Kontakt der Suspensionszellen mit der
Wachstumsflache der Zellkulturflasche zu minimieren, wurde diese nicht
wie Ublich liegend, sondern aufrecht in den Inkubator gestellt. Auf diese
Weise wurden die Zellen fur 48 h bei 37 °C inkubiert. Die Ernte der
Zellsuspension aus der Zellkulturflasche erfolgte durch behutsames
Abnehmen mit einer Pipette, um etwaige adharierte Zellen nicht mit

abzulosen.

2.1.4. Nachweis einer Mykoplasmeninfektion in der Zellkultur mittels
PCR-Analyse
Die verwendeten Zellen wurden routinemalig mittels PCR auf eine
mogliche Mykoplasmenkontamination getestet. Zur Extraktion der
vollstandigen zelluldaren DNA wurde das High Pure PCR Template
Preparation Kit von Roche Diagnostics nach den Angaben des Herstellers
verwendet. Die PCR-Analyse erfolgte in 50 pl Reaktionsvolumen in
wassriger Losung. Die zu untersuchenden Proben enthielten aulRerdem
eine Positiv- und eine Negativkontrolle. Die PCR-Produkte wurden mithilfe
der Agarose-Gelelektrophorese aufgetrennt, wobei die amplifizierte

Mykoplasmen-DNA bei 500 bp zu erwarten war.
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Vorwarts- und Rickwartsprimer-Sequenz:

5,
5’- CGC CTG AGT AGT ACGTTC GC -3’

3,
5- GCG GTG TGT ACA AGA CCC GA -3’

Protokoll:

5 ul 10x PCR-Puffer

0,15 mM Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs)
1,2 yM 3’-Primer

1,2 yM 5’-Primer

1 ug DNA-Template

1 Einheit Taq Polymerase

PCR-Zyklen

94 °C 5 1x
94 °C 30”
60 °C 1 30x
72 °C 30”

72 °C 5 1x

2.2. Proteinnachweis mittels Westernblot-Analyse

Zur Immunodetektion von Proteinen wurden ca. 6 Mio. Zellen in Lysepuffer
lysiert. Dazu wurden zunachst Zellen bei Erreichen einer 60 - 80%igen
Konfluenz der Zellmonolayer auf stehende Zellkulturflaschen ausgesat und
nach 48 h Zellkultivierung vorsichtig mit einer Pipette geerntet. Als Kontrolle
zu suspendiert kultivierten Zellen dienten die entsprechenden
Zelltransfektanten, die bis zu einer Konfluenz ihrer Zellrasen von 60 - 80%

in Adharenz kultiviert wurden. Adharente und suspendierte Zellen wurden
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nun gleichermallen in PBS gewaschen, der Zelluberstand abgesaugt und
die Zellpellets anschlielend in einem angemessenen Volumen
Zelllysepuffer (vgl. Kap. 11.1.5.) unter Zugabe eines Proteaseninhibitor-
Cocktails resuspendiert und 1 h auf dem Rad bei 4 °C lysiert. Die
Bestimmung des Gesamtproteingehalts der jeweiligen Probe erfolgte mit
Hilfe des Pierce BCA Protein Assay Kits (Thermo Fisher Scientific) nach

Herstellerangaben.

Die bendtigte Menge Proteinlysat wurde mit 4-fach konzentriertem,
reduzierend wirkendem Roti®-Load 1 Puffer im Verhaltnis 1:4 versetzt und
5 min. bei 95 °C erhitzt. AnschlielRend erfolgte die Auftrennung der Proteine
mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese bei zunachst 100 V, bis die
Lauffront das Trenngel erreicht hatte, und wurde dann mit 120 V fortgefuhrt.
Der Proteintransfer auf eine PVDF-Membran erfolgte durch Wet-Blotting
unter Verwendung des Wet-Blot-Puffers bei 300 mA far 1 h.

AnschlieRend wurde zur Vermeidung unspezifischer Wechselwirkungen der
Antikdrper mit der PVDF-Membran diese flr 2 h bei Raumtemperatur auf
einem Schuttler in Blocking-Lésung inkubiert. Nach Waschung der
Membran in PBS wurde sie zum Nachweis eines spezifischen Antigens mit
einem gegen dieses gerichteten Antikdrper schuttelnd inkubiert. Die
Detektion des Erstantikorpers erfolgte mit dem entsprechenden HRP-
konjugierten Zweitantikdrper (die Inkubationszeiten unterschieden sich je
nach verwendeten Antikorpern und werden in den entsprechenden Kapiteln
genauer erortert). Die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mittels
Inkubation der PVDF-Membran mit dem Peroxidase-Substrat Pierce ECL
Westernblotting Substrate oder Amersham ECL Westernblotting Detection
Reagent nach Herstellerangaben. Die Detektion der Chemilumineszenz der
Proteinbanden erfolgte mit den Entwicklern Cawomat und BioRad
Chemidoc™ +XRS, die densitometrische Quantifizierung mit Hilfe der

Software ,Scion Image” sowie ,Image Lab™*,

Um etwaige Schwankungen der Proteinkonzentration sowie Unterschiede
in der Blotting-Effizienz auf die PVDF-Membran zu normalisieren, wurde auf
jeder Membran parallel auch die Menge des ,Housekeeping“-Proteins
GAPDH nachgewiesen und dessen Konzentration zur Signalstarke des

entsprechend nachzuweisenden Antigens ins Verhaltnis gesetzt. Dazu
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wurde die Membran ggf. vor einer weiteren Belegung mit einem gegen
GAPDH-gerichteten Antikdrper durch Zugabe einer ,Stripping“-Losung von
der Antikdrper-Belegung der vorhergehenden Untersuchung gereinigt und
erneut mit ,,Blocking“-Ldsung inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Inkubation
mit dem gegen GAPDH gerichteten monoklonalen Maus-Erstantikorper
(MAB 374, Klon 6C5 Antikorper) in der Verdinnung 1:10000 nach
Herstellerangaben fir 1 h bei Raumtemperatur (RT) und dem
entsprechenden HRP-konjugierten Ziege anti-Maus Zweitantikorper fir 1 h
bei RT in TBS-T. Die densitometrische Auswertung der Proteinbanden

erfolgte wie bereits unter Kap. 11.2.2. beschrieben.

2.2.1. Herstellung von Polyacrylamidgelen fir SDS-PAGE

Die zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine verwendeten
Polyacrylamidgele wurden nach folgendem Protokoll unter Verwendung
von Gelschlitten und Kdmmen der Firma BioRad selbst hergestellt. Zur
Anwendung kamen je nach GroRe des zu untersuchenden Proteins 15 bzw.
10%-ige Gele.

Sammelgel (4% (w/v) Polyacrylamid)

Inhaltsstoff Volumenanteil
dH20 6,3 ml
0,5M Tris-HCI, pH 6,8 2,5 mi
10% (w/v) SDS 100 pl
Acrylamid / Bis 40% 1 ml
10% (w/v) Ammoniumpersulfat 50 pl
(APS)
N,N,N’,N'-Tetramethylethylendiamin | 10 pl
(TEMED)
Gesamtvolumen: = 10 ml
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Trenngel (1,5 mm Dicke)

Inhaltsstoff Gel 10% Gel 15%
dH20 4,8 ml 3,5 ml
1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 | 2,5 ml 2,5 mi
10% (w/v) SDS 100 pl 100 pl
Acrylamid / Bis 40% 2,5ml 3,8 mi
10% (w/v) APS 50 pl 50 pl
TEMED 5 ul 5ul
=10 ml =10 ml

2.2.2. Nachweis aktivierter Caspase-3

Zur Immunodetektion von gespaltener und somit aktivierter Caspase-3
wurden zunachst Zelllysate mit einer Proteinmenge von 70 pg auf einem
15%-igen SDS-PAGE gelelektrophoretisch  aufgetrennt und die
Westernblot-Analyse — wie oben beschrieben — durchgefihrt. Zum
Nachweis aktivierter Caspase-3 wurde der gegen das grolde Fragment der
gespaltenen Caspase-3 gerichtete polyklonale Erstantikorper (Cleaved
Caspase-3 (Asp 175) Antibody) in der Verdinnung 1:500 verwendet. Die
Inkubation der PVDF-Membran erfolgte nach Herstellerangaben bei 4 °C
uber Nacht. Im Anschluss daran erfolgte die Inkubation der PVDF-Membran
mit dem HRP-konjugierten Zweitantikérper Ziege anti-Hase in einer
Verdinnung von 1:10000 in TBS-T fur 2,5 h bei RT.

Das Molekulargewicht des zu untersuchenden Proteins liegt bei 17 und 19
kDa.

2.2.3. Nachweis von p-Src

Zum immunologischen Nachweis der an Tyrosin 416 phosphorylierten und
somit aktivierten Tyrosinkinase Src wurden Zelllysate mit einem
Proteingehalt von 30 ug mittels 10%-igem SDS-PAGE aufgetrennt und

anschlieBend mittels Westernblotting auf eine PVDF-Membran
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aufgebracht. Der Nachweis von p-Src erfolgte mittels Inkubation mit dem
1:1000 in 5% (w/v) BSA / TBS-T (vgl. Kap. 11.1.5.) verdinnten Phospho-Src
Family (Tyr416) Antikdrper nach Herstellerangaben bei 4 °C Uber Nacht.
Als Zweitantikorper wurde HRP-konjugierter Ziege anti-Hase Antikorper
1:10000 in TBS-T fur 1,5 h bei RT verwendet.

Das Molekulargewicht von p-Src liegt bei 60 kDa.

2.2.4. Nachweis von Src

Neben der Bestimmung des aktivierten p-Src erfolgte zudem auch der
Nachweis des Gesamt-Src-Proteins. Hierflr wurden ebenfalls Zelllysate mit
einem Proteingehalt von 30 upg mittels 10%-iger SDS-PAGE
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Zum Nachweis von Src erfolgte die
Inkubation der PVDF-Membran mit dem 1:1000 in 5% (w/v) BSA / TBS-T
(vgl. Kap 11.1.5.) verdunnten Src Antikdrper nach Herstellerangaben bei
4 °C Uber Nacht. Als Zweitantikdrper wurde HRP-konjugierter Ziege anti-
Hase Antikorper 1:10000 in TBS-T fur 1,5 h bei RT verwendet.

Das Molekulargewicht von Src liegt ebenfalls bei 60 kDa.

2.2.5. Nachweis von p-FAK

Zur Immunodetektion der an Y397 phosphorylierten und somit aktivierten
focal adhesion kinase FAK erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung
von Zelllysaten mit 40 ug Proteingehalt mittels 10%-iger SDS-PAGE. Die
Inkubation der PVDF-Membran zum Nachweis von p-FAK erfolgte mit dem
1:1000 in 5% (w/v) BSA/TBS-T (vgl. Kap 11.1.5.) verdiunnten monoklonalen
Anti-Human FAK Antikdrper nach Herstellerangaben bei RT fir 2 h. Als
Zweitantikdrper wurde HRP-konjugierter Ziege anti-Maus Antikérper 1:5000
in TBS-T fur 45 min. bei RT verwendet.

Das Molekulargewicht von p-FAK liegt bei 125 kDa.

2.2.6. Nachweis von FAK

Zum immunologischen Nachweis des Gesamt-FAK-Proteins wurden
ebenfalls Zelllysate mit 40 ug Proteingehalt verwendet und mittels 10%-iger
SDS-PAGE aufgetrennt. Die Inkubation der PVDF-Membran zum Nachweis
von FAK erfolgte mit dem 1:1000 in 1% (w/v) BSA / TBS-T (vgl. Kap 11.1.5.)

verduinnten monoklonalen Anti-FAK Antikorper nach Herstellerangaben bei
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RT far 2 h. Als Zweitantikdrper wurde HRP-konjugierter Ziege anti-Maus
Antikodrper 1:10000 in TBS-T fur 45 min. bei RT verwendet.

Das Molekulargewicht von FAK liegt ebenfalls bei 125 kDa.

2.2.7. Nachweis von p-Akt

Derimmunologische Nachweis der an Serin 473 phosphorylierten und somit
aktivierten Proteinkinase Akt erfolgte zunachst analog Kap. 11.2.2.2., jedoch
mit Zelllysaten mit 30 ug Proteingehalt. Die Inkubation der PVDF-Membran
erfolgte mit dem 1:2000 in 5% (w/v) BSA / TBS-T (vgl. Kap 11.1.5.)
verdunnten monoklonalen Phospho-Akt Antikdrper nach Herstellerangaben
bei RT fur 2 h. Als Zweitantikorper wurde HRP-konjugierter Ziege anti-Hase
Antikorper 1:8500 in TBS-T fur 1 h bei RT verwendet.

Das Molekulargewicht von p-Akt liegt bei 60 kDa.

2.2.8. Nachweis von Akt

Die Immunodetektion des Gesamt-Akt-Proteins erfolgte ebenfalls mit
Zelllysaten mit 30 pg Proteingehalt und gelelektrophoretischer Auftrennung
mittels 10%-iger SDS-PAGE. Die Inkubation der PVDF-Membran zum
Nachweis von Akt erfolgte mit dem 1:2000 in 5% (w/v) BSA / TBS-T (vgl.
Kap 11.1.5.) verdinnten polyklonalen Akt-Antikdrper nach
Herstellerangaben bei RT fur 2 h. Als Zweitantikbrper wurde HRP-
konjugierter Ziege anti-Hase Antikorper 1:8500 in TBS-T fur 1 h bei RT

verwendet.

Das Molekulargewicht von Akt liegt bei 60 kDa.
2.3. Immunzytochemie

2.3.1. Nachweis aktivierter Caspase-3

Die Aussaat der OV-MZ-6 Zellen zum Nachweis aktivierter Caspase-3
erfolgte wie oben beschrieben als Suspensionszellen in 50% (v/v) Aszites,
50% (v/v) Komplettmedium ohne FCS.

Der fUr die Versuche dieser Arbeit verwendete Aszites stammte von einer
an Ovarialkarzinom im Stadium FIGO IV erkrankten Patientin, die nicht

chemotherapeutisch vorbehandelt worden war. Die Aszitesgewinnung
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sowie die Verwendung wurden vom Ethik-Komitee der medizinischen
Fakultat der Technischen Universitat Munchen genehmigt. Die Spenderin
gab gemal der Deklaration von Helsinki ihr schriftliches Einverstandnis zur
Verwendung ihrer Proben fur Forschungszwecke. Der Aszites wurde vor
Gebrauch zentrifugiert, um Partikel sowie Fibrinablagerungen zu entfernen.
Auf eine Filtrierung wurde bewusst verzichtet, um die urspringliche

Zusammensetzung der Aszitesflussigkeit nicht zu verandern.

Als Kontrolle dienten OV-MZ-6 Zellen, die in Selektionsmedium flr 48 h in
Suspension gehalten wurden, sowie adharent kultivierte Zellen. Nach der
Ernte erfolgte die Fixierung mit 4% (w/v) PFA fur 15 min. bei RT sowie die
Behandlung mit 0,05% (w/v) Saponin fur 10 min., ebenfalls bei RT.
AnschlieRend wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fur 1 h bei RT in
PBS, 2% (w/v) BSA inkubiert. Nach erneutem Waschen mit PBS wurden
die Zellen mit dem gegen aktivierte Caspase-3 gerichteten polyklonalen
Erstantikorper in der Verdinnung 1:100 in PBS, 1% (w/v) BSA fur 2,5 h bei
RT sowie anschlieBend mit dem Alexa-488-konjugierten Zweitantikorper
Ziege anti-Hase in einer Verdunnung von 1:1000 in PBS, 1% (w/v) BSA fur
45 min. bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen und Uberfiihren der
Zellsuspension in Mikrochamberslides erfolgte die Bestimmung der
Fluoreszenz-Intensitaten und somit der Nachweis aktivierter Caspase-3 in
den unterschiedlichen Zelltransfektanten mithilfe eines konfokalen
Lasermikroskops (CLSM).

2.4. Durchflusszytofluorometrie

Bei der in dieser Arbeit durchgefuhrten Durchflusszytofluorometrie handelt
es sich um das Prinzip des ,fluorescence-activated cell sorting“ (FACS). Mit
dieser Methode konnen grdliere Populationen suspendierter Zellen in
einem flussigen Medium schnell untersucht werden. Hierbei werden die
suspendierten Zellen einzeln in das Gerat gesogen und nach ihrer Groflde
und Zellmorphologie aufgetrennt. Zudem  kdnnen spezifische
Zellsubpopulationen  nach  Inkubation mit fluoreszenzmarkierten
Antikodrpern, die gegen hochspezifische Zelloberflachenantigene gerichtet

sind, durch Fluoreszenzdetektoren selektiert werden.

Das Durchflusszytofluorometer detektiert hierbei sowohl gebrochenes als
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auch durch Fluoreszenz emittiertes Licht. Die einzelnen Zellen werden im
Innern des Gerats mit Hilfe eines fokussierten Laserlichtstrahls beleuchtet.
Hierbei kommt es zur Brechung und Streuung des Lichtstrahls. Das
Lvorwartsstreulicht (Forward Scatter = FSC) gibt Auskunft Gber die
Zellgrole und die  Beschaffenheit der  Zelloberflache. Das
~oeitwartsstreulicht” (Sidewarts Scatter = SSC) dient der Bestimmung der
Granularitat der Zelle sowie der GroRe und Struktur ihres Zellkerns
(https.//www.antikoerper-online.de/resources/17/1247/was-ist-

durchflusszytometrie-facs/).

Anhand dieser Eigenschaften werden die Zellen in der
Durchflusszytofluorometrie sortiert und die Ergebnisse mittels Histogramm

dargestellt.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Gerat FACS Calibur der Firma Becton-
Dickinson verwendet. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der Software

Cell Quest™ Pro.

2.4.1. Apoptosenachweis mittels Annexin V-Fluorescein-Farbung

In der hier durchgefihrten Untersuchung erfolgte der Apoptosenachweis
mittels Annexin V-Fluorescein-Farbung. Annexin V ist ein Phospholipid-
Bindeprotein, welches eine hohe Affinitat fir Phosphatidylserin aufweist.
Phosphatidylserin wird in frihen Stadien der Apoptose von der inneren auf
die auldere Plasmazellmembran verlagert und kann dort durch Bindung von
Annexin V nachgewiesen werden (Koopman et al. 1994, Homburg et al.
1995, Verhoven et al. 1995, Vermes et al. 1995). Da nicht nur apoptotische,
sondern auch nekrotische Zellen aufgrund des Verlusts der intakten
Zellmembran Phosphatidylserin exprimieren, erfolgte zur Differenzierung
zwischen den beiden Formen des Zelltods eine zusatzliche Inkubation der
Zellen mit Propidium Jodid (PI), welches die DNA nekrotischer Zellen, die
eine undichte Zellmembran aufweisen, anfarbt. Annexin V ist in diesem
Assay bereits von Herstellerseite mit Fluorescein markiert, sodass die

Inkubation mit einem Zweitantikorper entfallt.

2.41.1. Suspensionszellen in DMEM
Humane OV-MZ-6 Zellen wurden wie bereits beschrieben fir 48 h in

Suspension mit Medium gehalten und dann geerntet. Die jeweils ausgesate
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Zellmenge betrug pro Zellkulturflasche 1,5 Mio. Zellen bei einer
Konzentration von 250.000 Zellen/ml fir jede Zelltransfektante. Als
Kontrolle wurden adharente OV-MZ-6 Zellen verwendet. Die Zellen wurden
bei 246 x g fUr 2 min. zentrifugiert, einmal mit PBS gewaschen und
anschlie3end in die Probenrdhrchen fur die FACS-Analyse Uberfihrt. Pro
zu untersuchender Zelltransfektante ergaben sich daraus vier
Probenréhrchen: i) Autofluoreszenz, ii) Inkubation mit Annexin V-
Fluorescein, iii) Inkubation mit PI, iiii) Inkubation mit Annexin V-Fluorescein
und Pl. Die weitere Vorgehensweise der Inkubation mit Annexin V-
Fluorescein, Pl oder Annexin V-Fluorescein/Pl und die erforderlichen
Waschschritte erfolgten nach Herstellerangaben des verwendeten Kits
Annexin-V-Fluos. Die durchflusszytofluorometrische Auswertung erfolgte
mittels Quadrantenanalyse: Zellen, die weder durch Annexin V noch PI
gefarbt waren, wurden als vitale Zellen gewertet. Zellen, die durch Annexin
V aber nicht durch Pl gefarbt waren, wurden als apoptotische Zellen
gewertet und Zellen, die sowohl durch Annexin V als auch durch PI gefarbt

waren, wurden als nekrotische Zellen gewertet.

1 = vitale Zellen

2 = apoptotische Zellen

3 = nekrotische Zellen

Propidium Jodid

1 2

Annexin V

Abbildung 13: Darstellung der Zellviabilitat im Durchflusszytofluorometer
mittels Annexin V-Fluorescein-Farbung

Schematische Darstellung einer durchflusszytofluorometrischen Analyse Annexin
V-Fluorescein/Pl-gefarbter Zellen. Im linken unteren Quadranten des
Histogramms kommen vitale Zellen zur Darstellung, im rechten unteren
Quadranten apoptotische Zellen und im rechten oberen Quadranten nekrotische
Zellen. Abb. modifiziert nach (van Engeland et al. 1998).

2.41.2. Suspensionszellen in Aszites

Humane OV-MZ-6 Zellen wurden 48 h in einer Suspension aus 50% (v/v)
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Aszites und 50% (v/v) Komplettmedium ohne FCS kultiviert. Als Kontrolle
dienten OV-MZ-6 Zellen, die in Selektionsmedium fir 48 h in Suspension
kultiviert wurden. Das weitere Vorgehen geschah wie in Kap. 11.2.4.1.1

beschrieben.

2.5. Immunzytochemische Darstellung des Apoptoseverhaltens
mittels Annexin V-Fluorescein-Farbung

Die Aussaat und Behandlung der Zellen zum immunzytochemischen

Nachweis von Apoptose und Nekrose mittels Annexin V-Fluorescein

erfolgte analog dem Vorgehen bei der Durchflusszytofluorometrie. Die

Darstellung der Fluoreszenz erfolgte mittels CLSM nach Aufpipettieren der

Zellsuspension auf Objekttrager.

2.6. Darstellung von Zeliclustern

Fir die Bestimmung der Zellcluster-Grolle der unterschiedlichen
Zelltransfektanten in Suspension erfolgte zunachst die Beschichtung von 6-
Well-Platten mit 1% (w/v) Agarose in ,growth arrest cell culture medium®
(GAM) (ohne FCS und zugesetzte Aminosauren), um eine Adhasion der
Zellen an der Wachstumsflache zu verhindern. Anschlieliend erfolgte die
Aussaat von 50.000 Zellen pro Zelltransfektante pro Well und Inkubation in
2 ml Komplettmedium far 1 h. Dann wurden die Zellsuspensionen in
Eppendorf-Gefalle Uberfuhrt und die Zellcluster unter dem Mikroskop
(CLSM) begutachtet.

2.7. Statistische Datenanalyse

Die statistische Auswertung ausgewahlter Daten erfolgte mit Sigma Plot 14
(Systat Inc., Erkrath, D) unter Verwendung einer zweifaktoriellen ANOVA
mit einem paarweisen post hoc Signifikanztest. Die Datensatze wurden auf
Normalverteilung (Shapiro-Wilk; Bedingung P = 0,050) und auf
Varianzhomogenitat (Braun-Forsythe; Bedingung P = 0,050) getestet. Im
Falle eines bestandenen Tests wurde die ANOVA parametrisch mit
paarweisem post hoc Bonferroni t-Test durchgeflhrt. Ansonsten wurde die
Analyse mit einer Kruskal-Wallis ANOVA mit paarweisem post hoc Tukey t-
Test durchgefuhrt. Signifikante Unterschiede sind in den graphischen
Darstellungen durch * fur P < 0,050, ** fir P < 0,010 und *** fur P < 0,001

gekennzeichnet.
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Ill. ERGEBNISSE

Die Uberwiegende Mehrzahl humaner Ovarialkarzinomzellen exprimiert das
Integrin avB3 (Carreiras et al. 1999), welches entscheidend an der
intraabdominellen Ausbreitung und Metastasierung der Tumorzellen
beteiligt ist (Wang et al. 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen der Integrin av@3-
Aktivierung auf das Zelluberleben und die Apoptose in einem humanen
Ovarialkarzinomzellmodell in vitro untersucht. Hierfir wurde die Expression
proapoptotischer Faktoren sowie die Aktivierung von Integrin-assoziierten
Signalmolekulen, die zum Zelluberleben beitragen, an den verschiedenen
Zelltransfektanten TMD-avp3, TMD-GpA und TMD-GpA-I, die das Integrin
avB3 in unterschiedlich aktiven TMD-Konformationen exprimieren, sowohl
unter Kultivierungsbedingungen in Adharenz als auch in Suspension
untersucht. Zudem wurde der Einfluss von Aszites auf die

Apoptoseregulation und das Zelluberleben in Suspension analysiert.

1. Darstellung des Einflusses von Aszites auf die
Apoptoseregulation in Suspension kultivierter OV-MZ-6

Zellen als Funktion des Integrin avB3-Aktivierungsstatus

1.1. Nachweis friiher Apoptose-Merkmale mittels Annexin V-
Fluorescein-Farbung

In der hier durchgeflhrten Untersuchung erfolgte der Apoptosenachweis in
Suspension mit Aszites kultivierter Ovarialkarzinomzellen mittels Annexin
V-Fluorescein-Farbung. Annexin V ist ein Phospholipid-Bindeprotein,
welches eine hohe Affinitat fir Phosphatidylserin  aufweist.
Phosphatidylserin wird in frihen Stadien der Apoptose von der inneren auf
die auldere Plasmazellmembran verlagert (sog. ,Phosphatidylserin-Switch®)
und kann dort durch Bindung von Annexin V nachgewiesen werden
(Koopman et al. 1994, Homburg et al. 1995, Verhoven et al. 1995, Vermes
et al. 1995)
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1.1.1. Darstellung in der Durchflusszytofluorometrie

Um das pro-apoptotische Ereignis des ,Phosphatidylserin-Switchs®
nachzuweisen, wurden die verschiedenen Zelltransfektanten fur 48 h
suspendiert in Aszites oder in DMEM kultiviert. Anschlielend erfolgte, wie
in Kap. 11.2.4.1 beschrieben, die Inkubation der Zellen mit Annexin V-
Fluorescein und Pl sowie die durchflusszytofluorometrische Auswertung
mittels Quadrantenanalyse zur Ermittlung vitaler, apoptotischer und

nekrotischer Zellfraktionen.

TMD-avp3 |
TMD-GpA s - 2
TMD-GpA-I

Abbildung 14: Exemplarische Darstellung der Quadrantenanalyse zur
Ermittlung der vitalen, apoptotischen und nekrotischen Fraktionen der
verschiedenen in Aszites suspendiert kultivierten Integrin avf3 TMD-
Zelltransfektanten nach durchflusszytofluorometrischer Bestimmung der
Annexin- und PI-Farbung

Nach 48-stindiger Kultivierung von suspendierten Integrin avf3 TMD-
Zelltransfektanten in Aszites wurden die Farbungen mit Annexin V-Fluorescein und
Pl, wie in Kap. 11.2.4.1 beschrieben, durchgeflhrt. Abgebildet ist eine typische und
reprasentative Quadrantenanalyse der Daten zur durchflusszytofluorometrischen
Messung aller drei verschiedener Integrin avf3 TMD-Zelltransfektanten zur
Ermittlung vitaler, apoptotischer und nekrotischer Zellfraktionen. Hierbei kam die
Fraktion vitaler Zellen im linken unteren Quadranten (keine Anfarbung) zur
Darstellung, die Fraktion apoptotischer Zellen im rechten unteren Quadranten (nur
Annexin-Farbung) und die Fraktion nekrotischer Zellen im rechten oberen
Quadranten (Annexin- und PI-Farbung) (vgl. auch Kap. 11.2.4.1.1. und Abb. 13).
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Die Annexin V-Fluorescein- und PIl-Farbung ergab deutliche Unterschiede
hinsichtlich des Gehalts an apoptotischen, nekrotischen und vitalen Zellen

nach Suspensionskultur in DMEM oder Aszites.

TMD-GpA-I-Zelltransfektanten wiesen hierbei sowohl nach
Suspensionskultur in Aszites (~ 71%) als auch in DMEM (~ 58%) den
hochsten Anteil vitaler Zellen auf. Im Vergleich hierzu zeigten TMD-GpA-
Zelltransfektanten nach suspendierter Kultivierung in Aszites ~ 34% und in
DMEM nur ~ 18% vitale Zellen. TMD-avp3-Zelltransfektanten nahmen mit
einem prozentualen Anteil von ~ 55% vitaler Zellen in Aszites und ~ 29%
vitaler Zellen in DMEM eine Mittelstellung ein. Insgesamt wiesen somit alle
Zelltransfektanten nach Suspensionskultur in Aszites deutlich hohere

Anteile vitaler Zellen als in DMEM auf.

Bei der Betrachtung der apoptotischen Zellfraktionen zeigten TMD-GpA-I-
Zelltransfektanten den niedrigsten Anteil sowohl nach suspendierter
Kultivierung in Aszites (~ 12%) als auch in DMEM (~ 29%). Danach folgten
TMD-avB3-Zelltransfektanten mit einem Anteil von ~ 23% apoptotischer
Zellen nach Suspensionskultur in Aszites und ~ 53% in DMEM. TMD-GpA-
Zelltransfektanten wiesen mit ~ 42% nach suspendierter Kultivierung in
Aszites und ~ 63% in DMEM den hdchsten Anteil apoptotischer

Zellfraktionen auf.

Bei der Auswertung der nekrotischen Zellfraktionen zeigten in Suspension
mit Aszites kultivierte TMD-GpA-I-Zelltransfektanten den niedrigsten Anteil
nekrotischer Zellen mit ~ 16%. Im Vergleich dazu wiesen TMD-GpA-
Zelltransfektanten sowohl nach Suspensionskultur in Aszites (~ 37%) als
auch in DMEM (~ 22%) den hochsten Anteil nekrotischer Zellen auf. TMD-
avp3-Zelltransfektanten nahmen nach Suspensionskultur in Aszites mit ~
28% nekrotischen Zellen erneut eine Mittelstellung ein, in DMEM zeigten
sie mit ~ 10% einen vergleichbar hohen Anteil wie TMD-GpA-I-
Zelltransfektanten (~ 13%) (Abb. 15 und 16). Signifikante Unterschiede
zwischen den verschiedenen Zelltransfektanten sind ebenfalls in Abb. 15

und 16 und in den jeweils zugehodrigen Legenden dargestellt.
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Abbildung 15: Darstellung friher Apoptose-Merkmale als Funktion der
Integrinaktivierung in Aszites suspendiert kultivierter Integrin avf3 TMD-
Zelltransfektanten

Integrin avB3 TMD-Zelltransfektanten wurden fir 48 h in Suspension mit Aszites
kultiviert und dann mit dem Annexin V-Fluorescein/Pl Apoptose Assay behandelt,
um die Anteile vitaler, apoptotischer und nekrotischer Zellfraktionen jeder
Zelltransfektante zu ermitteln. Die Abbildung zeigt den Anteil jeder Zellfraktion in
%. Angegeben sind jeweils die Mittelwerte des prozentualen Anteils in % aus drei
unabhangigen Experimenten (n=3, £ S.D.). Die Signifikanztestung erfolgte mittels
zweifaktorieller ANOVA mit post hoc Bonferroni t-Test. Signifikante Unterschiede
sind hierbei durch *P < 0,050, **P < 0,010 und ***P < 0,001 gekennzeichnet.

- DMEM -
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Abbildung 16: Darstellung friher Apoptose-Merkmale als Funktion der
Integrinaktivierung in DMEM suspendiert kultivierter Integrin av3 TMD-
Zelltransfektanten

Integrin av3 TMD-Zelltransfektanten wurden fir 48 h in Suspension mit DMEM
kultiviert und dann mit dem Annexin V-Fluorescein/Pl Apoptose Assay behandelt,
um die Anteile vitaler, apoptotischer und nekrotischer Zellfraktionen jeder
Zelltransfektante zu ermitteln. Die Abbildung zeigt den Anteil jeder Zellfraktion in
%. Angegeben sind jeweils die Mittelwerte des prozentualen Anteils in % aus drei
unabhangigen Experimenten (n=3, £ S.D.). Die Signifikanztestung erfolgte mittels
zweifaktorieller ANOVA mit post hoc Bonferroni t-Test. Signifikante Unterschiede
sind hierbei durch *P < 0,050, **P < 0,010 und ***P < 0,001 gekennzeichnet.

1.1.2. Darstellung mittels konfokaler Laser Scanning-Mikroskopie

Parallel zur durchflusszytofluorometrischen Analyse der Annexin V-
Fluorescein/Pl-Farbung wurde diese mittels CLSM auf den
Zelltransfektanten visualisiert. Hierbei zeigten sich nach Inkubation mit
Annexin V-Fluorescein erneut die hochsten Fluoreszenz-Intensitaten fur
TMD-avB3- sowie fur TMD-GpA-Zelltransfektanten. Auflierdem wiesen
TMD-GpA-Zelltransfektanten die intensivste Fluoreszenz nach Inkubation
mit Pl auf. Zellen, die TMD-GpA-lI enthielten, zeigten sowohl nach
Inkubation mit Annexin V-Fluorescein als auch mit Pl die niedrigsten
Fluoreszenz-Intensitaten. Als Kontrolle dienten adharente TMD-GpA-I-
Zelltransfektanten, welche weder nach Inkubation mit Annexin V-
Fluorescein noch mit Pl detektierbare Fluoreszenz-Intensitaten aufwiesen

(Daten nicht dargestellt).

| Annexin V-Fluos Pl

TMD-avB3

TMD-GpA | PSol

TMD-GpA-I
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Abbildung 17: Darstellung friiher Apoptose-Merkmale mittels in der CLSM
detektierbarer Fluoreszenzsignalintensitaten als Funktion der
Integrinaktivierung in DMEM suspendiert kultivierter Integrin av3 TMD-
Zelltransfektanten

Integrin av3 TMD-Zelltransfektanten wurden fir 48 h in Suspension mit DMEM
kultiviert und dann mit dem Annexin V-Fluorescein/Pl Apoptose Assay behandelt,
um die Anteile vitaler, apoptotischer und nekrotischer Zellfraktionen jeder
Zelltransfektante zu ermitteln. Die Visualisierung der
Fluoreszenzsignalintensitaten fir Annexin V-Fluorescein (grin) und Pl (rot)
erfolgte mittels CLSM. Die Abbildung zeigt reprasentative differentielle
Interferenzkontrastbilder und die korrespondierenden  Fluoreszenzbilder
(Mal3stabsleiste: 50 ym).

2. Aktivierung von Caspase-3 als Merkmal finaler
Apoptoseprozesse in suspendierten
Ovarialkarzinomzellen als Funktion des Integrin avp3-

Aktivierungsstatus

In der Apoptoseregulation humaner Zellen nimmt die Cysteinprotease
Caspase-3 eine entscheidende Position ein (Cohen 1997). Sowohl der
intrinsische als auch der extrinsische Apoptosesignalweg muinden
letztendlich in der Aktivierung dieser Effektor-Caspase, welche wiederum
die proteolytische Spaltung weiterer Schlisselproteine der Apoptose
vermittelt und somit spezifische zellmorphologische und biochemische
Veranderungen durch Zersetzung von Proteinen und DNA in Gang setzt
(Cohen 1997, Fiandalo und Kyprianou 2012). Caspase-3 wird dabei, wie
viele andere Proteasen, als sogenanntes Proenzym synthetisiert, welches
zunachst proteolytisch in die aktive Form gespalten werden muss
(Thornberry 1998). Aktivierte Caspase-3 besteht aus zwei Fragmenten mit

einem Molekulargewicht von 17 und 19 kDa.

2.1. Darstellung aktivierter Caspase-3 mittels Westernblot-Analyse
Der Nachweis gespaltener und somit aktivierter Caspase-3 erfolgte
zunachst mittels Westernblot-Analyse. Zelllysate adharenter oder in DMEM
suspendiert  kultivierter OV-MZ-6 Zelltransfektanten, welche die
unterschiedlichen Integrin avp3 TMD-Varianten exprimierten, wurden, wie
in Kap. 11.2.2. beschrieben, generiert. Die Immunodetektion erfolgte wie in
Kap. 11.2.2.2. dargestellt.
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Hierbei zeigte sich unter verankerungsunabhangigen
Kultivierungsbedingungen eine deutliche und differenzielle Caspase-3-
Aktivierung. Die Integrin av33 Zelltransfektante TMD-GpA mit assoziierten
TMD, niedriger Ligandenbindungsaffinitat und Inkompetenz zur Vermittlung
der Signaltransduktion zeigte hierbei eine ca. 3-fach hohere Caspase-3-
Aktivierung als die Zelltransfektante TMD-GpA-I mit aufgehobener TMD-
Dimerisierung, hoher Ligandenbindungsaffinitat und konstitutiver
Signaltransduktion. TMD-GpA wies zudem eine ca. 1,4-fach hdhere
Caspase-3-Aktivierung als die Zelltransfektante TMD-av33 auf, welche das
Wildtyp-Integrin avB3 exprimiert. TMD-GpA-I| zeigte auch im Vergleich zu
TMD-avB3 die niedrigsten Caspase-3-Aktivierungslevel. Die Ergebnisse
waren statistisch nicht signifikant. Die an GAPDH normalisierte Caspase-3-
Expressionshohe der TMD-avpB3-Zelltransfektanten wurde hierbei jeweils
gleich ,1“ gesetzt (Abb. 18).

Im Gegensatz dazu wurde in den unter Adhdrenz Kkultivierten

Zelltransfektanten keine Caspase-3-Aktivierung beobachtet.
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Abbildung 18: Nachweis aktivierter Caspase-3 in Abhangigkeit der zellularen
Expression von Integrin avB3 in verschiedenen TMD-konformationellen
Aktivierungszustanden mittels Westernblot-Analyse

Die verschiedenen Zelltransfektanten wurden fur 48 h entweder adharent oder
suspendiert in DMEM kultiviert und Westernblot-Analysen wie unter Kap. 11.2.2.2.
beschrieben durchgefihrt. A) Typischer und reprasentativer Westernblot nach
Immunfarbung aktivierter Caspase-3 in adharent oder suspendiert (*) kultivierten
OV-MZ-6-Zelltransfektanten. B) Densitometrische Analyse der fur aktivierte
Caspase-3 erhaltenen Signalstarke. Die Signalintensitaten fir Caspase-3 wurden
densitometrisch ermittelt und am Gehalt des ,house keeping“-Proteins GAPDH
normalisiert. Der Gehalt an aktivierter Caspase-3 in adharenten Zelltransfektanten
lag unter der Detektionsgrenze der Westernblot-Analyse. Die Expressionsprofile
der suspendiert kultivierten Zellen sind im Histogramm als Mittelwerte der relativen
Signalintensitaten fir Caspase-3 aufgezeigt, wobei dessen Expressionshdhe in
den TMD-avp3-Zelltransfektanten auf ,1“ gesetzt wurde (n=2, + S.D.).

2.2. Immunzytochemischer Nachweis der aktivierten Caspase-3 und
Auswertung mittels konfokaler Laser Scanning-Mikroskopie
Die Detektion aktivierter Caspase-3 erfolgte parallel auch nach
immunzytochemischer Farbung und Darstellung mittels konfokaler Laser
Scanning-Mikroskopie (CLSM). Hierfir wurde, wie in Kap. 11.2.4.1.
beschrieben, aktivierte Caspase-3 in den verschiedenen in DMEM oder
Aszites suspendierten Zelltransfektanten immunzytochemisch angefarbt
und anschlielend die Fluoreszenz-Intensitaten am CLSM bestimmt. Als
Kontrolle dienten Zelltransfektanten, die TMD-avB3 exprimierten. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus der Westernblot-Analyse zeigte
sich auch hierbei ein deutlich intensiveres Fluoreszenzsignal fur aktivierte
Caspase-3 in TMD-GpA-Zelltransfektanten, die fur 48 h in DMEM kultiviert
worden waren. TMD-GpA-I-Zelltransfektanten wiesen die niedrigste
Fluoreszenz-verstarkte Signalintensitat auf. Im Vergleich dazu zeigten alle
Zelltransfektanten, die in Aszites suspendiert kultiviert worden waren,
deutlich niedrigere Fluoreszenzintensitaten fur die aktivierte Caspase-3,
wobei auch hierbei TMD-GpA-I-Transfektanten die niedrigsten und TMD-
GpA-Transfektanten die hochsten Fluoreszenzintensitaten aufwiesen.
Zellen, die TMD-avB3 exprimierten, zeigten erneut mittlere

Signalintensitaten fur aktivierte Caspase-3.
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Abbildung 19: Nachweis aktivierter Caspase-3 in suspendiert kultivierten
Ovarialkarzinomzellen in Abhangigkeit vom Integrin avp3-
Aktivierungszustand mittels immunzytochemischer Farbung und
Auswertung am CLSM

Die verschiedenen Ovarialkarzinomzelltransfektanten TMD GpA, TMD-GpA-I und
TMD-av33 wurden fir 48 h entweder in DMEM (A) oder in Aszites (B) flottierend
kultiviert, geerntet und der immunzytochemische Nachweis von aktivierter
Caspase-3 — wie unter Kap. 11.2.4.1 beschrieben — durchgefuhrt. Die Auswertung
der erhaltenen Fluoreszenzsignalintensitaten erfolgte mittels CLSM. Abgebildet
sind reprasentative Fluoreszenzbilder der verschiedenen Zelltransfektanten sowie
die korrespondierenden Differenzialinterferenzkontrast (DIC)-Bilder der Zellen. In
beiden Suspensionsmedien wiesen TMD-GpA-Zelltransfektanten hierbei die
hdchste Fluoreszenzintensitat auf und TMD-GpA-l-exprimierende Zellen die
niedrigste. In Abhangigkeit von der TMD-avB3-Expression wurde eine
intermediare Signalintensitat beobachtet. Die Fluoreszenzsignalintensitaten flr
aktivierte Caspase-3 aller in Aszites suspendierten Zelltransfektanten waren
deutlich geringer als die der Zellsuspensionen in DMEM.

3. Darstellung der Clusterbildung in Abhangigkeit der
unterschiedlichen Integrin av3 TMD-Sequenzen in

suspendierten OV-MZ-6-Zelltransfektanten

Bereits bei den immunzytochemischen Untersuchungen an suspendiert
kultivierten Zelltransfektanten fiel eine ausgepragte Tendenz zur
Zellaggregation in multizellulare Cluster, insbesondere bei Zellen, die TMD-
GpA enthielten, auf. Diese Beobachtung sollte nun noch einmal objektiviert

werden, weshalb wie in Kap. 11.2.5. beschrieben, die Inkubation der
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unterschiedlichen TMD-Transfektanten in mit Agarose beschichteten
Sixwell-Platten in DMEM erfolgte und die Clusterbildung nachfolgend
mittels CLSM begutachtet wurde. Hierbei bestatigte sich bei allen
suspendiert  kultivierten TMD-Zelltransfektanten die Tendenz zur
Clusterbildung. Die ausgepragteste Tendenz zeigte sich bei TMD-GpA-
Zelltransfektanten, TMD-GpA-I-Zelltransfektanten wiesen die niedrigste
Tendenz auf. Zellen, die TMD- av3 enthielten, nahmen eine Mittelstellung
hinsichtlich der ZellclustergroRen ein (Abb. 20).

TMD-avB3

TMD-GpA

TMD-GpA-I

Abbildung 20: Darstellung der Clusterbildung in Suspensionszellen in
Abhangigkeit der verschiedenen Integrin avf3 TMD mittels CLSM

TMD-Zelltransfektanten wurden, wie in Kap. 11.2.5. beschrieben, in mit Agarose
beschichteten Sixwell-Platten in Suspension in DMEM kultiviert. Sodann erfolgte
der Nachweis der Zellclusterbildung mittels CLSM. Abgebildet sind reprasentative
Bilder der verschiedenen TMD-Zelltransfektanten. TMD-GpA-Zelltransfektanten
wiesen hierbei die groRte Tendenz zur Clusterbildung auf, TMD-GpA-I-
Zelltransfektanten die niedrigste. Zellen, die TMD-av3 enthielten, nahmen eine
Mittelstellung hinsichtlich der Zellclustergréfien ein.
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4. Aktivierung der Integrin-assoziierten Signalmolekiile
Fokale Adhasionskinase (FAK), Src-Kinase und PKB/Akt-
Kinase in Abhdngigkeit vom Aktivierungszustand des
Integrin avf3 in adharenten und suspendierten OV-MZ-6-

Zelltransfektanten

Im Gegensatz zu normalen epithelialen Zellen sind Tumorzellen meist
unempfindlich gegentber Anoikis und demzufolge in der Lage, ohne
Adhasion an die EZM zu Uberleben und zu proliferieren. Damit stellt die
Anoikisresistenz eine natlrliche molekulare Voraussetzung fur das
aggressive Metastasierungsverhalten von Tumorzellen dar (Taddei et al.
2012). Da bestimmten Integrinen bekanntermaflen eine Schlusselposition
beim Zelliberleben und beim Schutz vor Apoptose zukommt (Zhang et al.
1995, O'Brien et al. 1996, Brassard et al. 1999, Cheresh und Stupack 2008,
Paoli et al. 2013), liegt die Vermutung nahe, dass Tumorzellen unter
anderem durch die konstitutive Aktivierung Integrin-abhangiger
Signaltransduktionsmolekile wie FAK (Sulzmaier et al. 2014), die Src-
Kinasen (Parsons und Parsons 2004, Roskoski 2015) und die PKB/Akt-
Kinasen (Fresno Vara et al. 2004) in der Lage sind, Anoikis zu entgehen
(Dolinschek et al. 2021).

Neben der Expression friher und spater pro-apoptotischer Ereignisse, wie
dem ,Phosphatidylserin-Switch“ und der Aktivierung der Caspase-3, wurde
deshalb ebenfalls die Aktivierung der Integrin-relevanten Signalmolekile
FAK, Src-Kinase und PKB/Akt-Kinase in  Abhangigkeit vom
Aktivierungszustand des Integrin av3 in adharenten und suspendierten

TMD-Zelltransfektanten untersucht.

4.1. Darstellung der FAK-Expression und Aktivierung mittels
Westernblot-Analyse

Die Aktivierung von FAK wurde in der Westernblot-Analyse mit einem

Antikdrper nachgewiesen, der entweder gegen FAK oder die

phosphorylierte aktivierte Form der FAK gerichtet war. Dazu wurden Zellen

entweder adharent oder suspendiert in DMEM Kkultiviert und nach 48 h

Zelllysate, wie in Kap. 11.2.1.3 und 11.2.2. beschrieben, gewonnen. Die

densitometrische Auswertung der FAK-Expression in den einzelnen
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Zelltransfektanten erfolgte nach Normalisierung an der erhaltenen
Signalintensitat fur GAPDH mittels des BIORAD-Imagers. Die suspendiert
kultivierten TMD-GpA-I- und TMD-avp3-Zelltransfektanten zeigten keinen
wesentlichen Unterschied in der FAK-Expression. Jedoch wiesen sie eine
ca. 1,7-fach erhdhte FAK-Expression im Vergleich zu Zelltransfektanten,
die TMD-GpA exprimierten, auf. Auch bei den adharent kultivierten
Zelltransfektanten zeigten sich insgesamt nur sehr marginale Unterschiede
in der FAK-Expression. TMD-av@3-exprimierende Zellen zeigten die
niedrigsten FAK-Expressionslevel. TMD-GpA-I-Zelltransfektanten wiesen
eine ca. 1,4-fach hohere Expression als TMD-avp3-Zelltransfektanten und
eine ca. 1,3-fach hohere Expression als Zellen, die TMD-GpA exprimierten,
auf. Die normalisierte = FAK-Expressionshohe der TMD-av(33-

Zelltransfektanten wurde hierbei ebenfalls gleich ,1“ gesetzt (Abb. 21).
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Abbildung 21: Nachweis der FAK-Expression in Abhadngigkeit der zellularen
Expression von Integrin avB3 in verschiedenen TMD-konformationellen
Aktivierungszustanden mittels Westernblot-Analyse
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A) FAK-Detektion mittels Westernblot-Analyse. Die Praparation der Zelllysate von
adharent sowie suspendiert (*) kultivierten OV-MZ-6-Zelltransfektanten und die
Westernblot-Analyse wurden wie unter Kap. 11.2.2.6. beschrieben durchgefuhrt.
Abgebildet ist ein typisches und reprasentatives Bild eines Westernblots. B)
Densitometrische Analyse der FAK-Expression der adharent und suspendiert
kultivierten Zelltransfektanten. Die Auswertung der Signalintensitat der
Proteinbanden fur FAK und GAPDH erfolgte densitometrisch wie beschrieben.
Dargestellt sind die an den fur GAPDH ermittelten Signalstarken normalisierten
Mittelwerte der relativen Signalintensitaten fur die FAK-Proteinbanden, indem die
Signalintensitat in den TMD-av@33-Transfektanten auf ,1“ gesetzt wurde (n=2,
S.D.).

Deutlichere Unterschiede zwischen den einzelnen Zelltransfektanten
zeigten sich hingegen bei der Untersuchung der FAK-Aktivierung in
adharent und suspendiert kultivierten Zelltransfektanten. Dafur wurden
Westernblot-Analysen mit einem Antikdrper, der gegen die phosphorylierte
und damit aktive Form der FAK (p-FAK) gerichtet ist, durchgefuhrt. Hierbei
zeigte sich in den suspendiert kultivierten Zelltransfektanten ein
ausgepragter Unterschied zwischen TMD-GpA- und TMD-GpA-I-
exprimierenden Zellen. TMD-GpA-Zelltransfektanten wiesen hierbei die
niedrigsten Expressionslevel auf. In TMD-GpA-I-Zelltransfektanten war eine
ca. 2,5-fach hohere FAK-Aktivierung im Vergleich zu TMD-GpA-
Zelltransfektanten nachweisbar. Suspendiert kultivierte TMD-av33-
Zelltransfektanten zeigten im Vergleich zu TMD-GpA-exprimierenden

Zellen sehr ahnliche Signalintensitaten fur p-FAK.

In adharent kultivierten Zelltransfektanten wiesen TMD-av3-exprimierende
Zellen die niedrigste FAK-Aktivierung auf. TMD-GpA-exprimierende Zellen
zeigten im Vergleich hierzu nur eine ca. 1,3-fach erhohte FAK-Aktivierung,
TMD-GpA-I-Zelltransfektanten wiesen hingegen eine ca. 2,3-fach hdhere
FAK-Aktivierung auf. Die normalisierte p-FAK-Expressionshohe der TMD-

avp3-Zelltransfektanten wurde hierbei erneut gleich ,1 gesetzt (Abb. 22).
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Abbildung 22: Nachweis der p-FAK-Expression in Abhangigkeit der
zellularen Expression von Integrin avB3 in verschiedenen TMD-
konformationellen Aktivierungszustanden mittels Westernblot-Analyse

A) p-FAK-Detektion mittels Westernblot-Analyse. Die Praparation der Zelllysate
von adharenten und suspendiert (*) kultivierten OV-MZ-6-Zelltransfektanten und
die Westernblot-Analyse wurden wie unter Kap. 11.2.2.5. beschrieben durchgefihrt.
Abgebildet ist ein typisches und reprasentatives Bild eines Westernblots. B)
Densitometrische Analyse der p-FAK-Expression der adharent und suspendiert
kultivierten Zelltransfektanten. Die Auswertung der Signalintensitat der
Proteinbanden fiir p-FAK und GAPDH erfolgte densitometrisch wie beschrieben.
Dargestellt sind die an den fur GAPDH ermittelten Signalstarken normalisierten
Mittelwerte der relativen Signalintensitaten fur die p-FAK-Proteinbanden, indem
die Signalintensitat in den TMD-avp3-Transfektanten auf ,1“ gesetzt wurde (n=10,
+S.D.).

4.2. Darstellung der Src-Kinase-Expression und Aktivierung mittels
Westernblot-Analyse

Die Aktivierung der Src-Kinase wurde in der Westernblot-Analyse mit einem

Antikdrper nachgewiesen, der entweder gegen Src oder die phosphorylierte

aktivierte Form von Src gerichtet war. Dazu wurden OVMZ-6-Integrin av33-

Zelltransfektanten entweder adharent oder in Suspension in DMEM

kultiviert und nach 48 h Zelllysate, wie in Kap. [1.2.2. beschrieben,

gewonnen.
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Hierbei zeigten TMD-GpA-I-Zelltransfektanten fur Src und auch fur p-Src
die hdochsten Expressionslevel unabhangig davon, ob sie adharent oder
suspendiert kultiviert worden waren. In den in Suspension kultivierten Zellen
zeigten TMD-GpA-I-Zelltransfektanten eine 1,7-fach erhdhte Src-Kinase-
Expression im Vergleich zu TMD-av33-Zelltransfektanten und eine ca. 2,8-
fach erhdhte Src-Kinase-Expression im Vergleich zu TMD-GpA-
Zelltransfektanten. In den adharent kultivierten Zellen wiesen TMD-GpA-I-
Zelltransfektanten im Vergleich zu Zellen, die TMD-GpA exprimierten, eine
ca. 2-fach héhere und im Vergleich zu Zellen, die TMD-av3 exprimierten,
eine ca. 6,5-fach hohere Src-Kinase-Expression auf. Der Nachweis der Src-
Expression in adharent kultivierten Zelltransfektanten spiegelt hierbei eine
Tendenz wider, ist jedoch aufgrund der hohen Standardabweichungen
statistisch nicht auswertbar. Die normalisierte Src-Expressionshdohe der
TMD-avB3-Zelltransfektanten wurde hierbei wieder gleich ,1“ gesetzt (Abb.
23).

O ¥ ¥ ¥
SR R N
IS

60 kDa —> | s w— M v Src

©
4.,

- s s e [ GAPDH

B 16
14
= 12
Q
3
£ 10
R
ﬁ
= B TMD-avB3
c 8
2 = TMD-GpA
£ m TMD-GpA-|
1]
c 6
2
»
S 4

il =

adharente Zellen suspendierte Zellen



Ill. Ergebnisse 71

Abbildung 23: Nachweis der Src-Kinase-Expression in Abhangigkeit von der
Expression verschieden aktiver Integrin avf3 TMD-Varianten mittels
Westernblot-Analyse

A) Src-Detektion mittels Westernblot-Analyse. Die Praparation der Zelllysate
adharenter und in Suspension (*) kultivierter Zellen und die Westernblot-Analyse
wurden wie beschrieben durchgeflihrt. Abgebildet ist ein typisches und
reprasentatives Bild eines Westernblots. B) Densitometrische Analyse der Src-
Expression der adharent und suspendiert kultivierten Zellen. Die Auswertung der
Signalintensitat der Proteinbanden fur Src und GAPDH erfolgte densitometrisch
wie beschrieben. Dargestellt sind die an GAPDH normalisierten Mittelwerte der
relativen Signalintensitaten fur die Src-Proteinbanden, indem die Signalintensitat
in den TMD-avp3-Zelltransfektanten auf ,1“ gesetzt wurde (n=4 + S.D.).

Auch der Nachweis der Src-Kinase-Aktivierung ergab sowohl fur adharent
als auch fur suspendiert kultivierte Zellen, die TMD-GpA-I exprimierten, die
hdchsten Expressionslevel. In den suspendiert kultivierten Zellen konnte fur
TMD-GpA-I-Zelltransfektanten eine 1,4-fach hohere p-Src-Expression als
fur TMD-avp3-Zelltransfektanten nachgewiesen werden. Im Vergleich zu
TMD-GpA-Zelltransfektanten zeigten Zellen, die TMD-GpA-I exprimierten,
eine ca. 2-fach hohere Src-Kinase-Aktivierung. In den adharent kultivierten
Zellen zeigten TMD-GpA-I-Zelltransfektanten eine 2-fach hoéhere p-Src-
Expression als Zellen, die TMD-GpA exprimierten und eine 3,4-fach hohere
p-Src-Expression als TMD-avpB3-Zelltransfektanten. Auch der Nachweis der
Src-Aktivierung in adharent kultivierten Zelltransfektanten weist auf eine
Tendenz hin, ist jedoch aufgrund der hohen Standardabweichungen
statistisch ebenfalls nicht auswertbar. Die normalisierte p-Src-
Expressionshohe der TMD-avp3-Zelltransfektanten wurde hierbei erneut
gleich ,1“ gesetzt (Abb. 24).
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Abbildung 24: Nachweis der p-Src-Kinase-Expression in Abhangigkeit von
der Expression verschieden aktiver Integrin av3 TMD-Varianten mittels
Westernblot-Analyse

A) p-Src-Detektion mittels Westernblot-Analyse. Die Praparation der Zelllysate von
adharent und suspendiert (*) kultivierten OV-MZ-6-Zelltransfektanten und die
Westernblot-Analyse wurden wie unter Kap. 11.2.2.3. beschrieben durchgefuhrt.
Abgebildet ist ein typisches und reprasentatives Bild eines Westernblots. B)
Densitometrische Analyse der p-Src-Expression der adharent und suspendiert
kultivierten Zelltransfektanten. Die Auswertung der Signalintensitat der
Proteinbanden fir p-Src und GAPDH erfolgte densitometrisch wie beschrieben.
Dargestellt sind die an den fur GAPDH ermittelten Signalstarken normalisierten
Mittelwerte der relativen Signalintensitaten fur die p-Src-Proteinbanden, indem die
Signalintensitat in den TMD-av3-Zelltransfektanten auf ,1“ gesetzt wurde (n=5,
S.D.).

4.3. Darstellung der PKB/Akt-Kinase-Expression und Aktivierung
mittels Westernblot-Analyse

Neben den bereits beschriebenen Untersuchungen zur FAK und Src-

Kinase wurde zudem die Expression und Aktivierung der PKB/Akt-Kinase

mittels Westernblot-Analyse nachgewiesen. Dies erfolgte mit Hilfe eines
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Antikorpers, der entweder gegen PKB/Akt-Kinase oder die phosphorylierte
aktivierte Form der PKB/Akt-Kinase gerichtet war. Dazu wurden, wie bereits
in den vorangehenden Kapiteln beschrieben, Zelltransfektanten entweder
adharent oder suspendiert in DMEM kultiviert und nach 48 h Zelllysate

gewonnen.

Hierbei wiesen die suspendiert kultivierten TMD-GpA-I-, TMD-GpA- und
TMD-av3-Zelltransfektanten keine wesentlichen Unterschiede in der
PKB/Akt-Expression auf. Im Gegensatz dazu zeigten TMD-GpA-I-
Zelltransfektanten die hochsten Expressionslevel fur PKB/Akt-Kinase in den
adharent kultivierten Zellen. Die PKB/Akt-Expression der TMD-GpA-I-
Zelltransfektanten war hierbei gegenuber TMD-GpA-Zelltransfektanten 1,3-
fach und gegentber TMD-avp3-Zelltransfektanten ca. 1,8-fach erhoht. Die
normalisierte PKB/Akt-Expressionshohe der TMD-avp3-Zelltransfektanten

wurde wie zuvor gleich , 1 gesetzt (Abb. 25).
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Abbildung 25: Nachweis der PKB/Akt-Kinase-Expression in Abhdngigkeit
von der Expression verschieden aktiver Integrin av3 TMD-Varianten mittels
Westernblot-Analyse

A) PKB/Akt-Detektion mittels Westernblot-Analyse. Die Praparation der Zelllysate
von adharenten und suspendiert (*) kultivierten OV-MZ-6-Zelltransfektanten und
die Westernblot-Analyse wurden wie unter Kap. 11.2.2.8. beschrieben durchgefihrt.
Abgebildet ist ein typisches und reprasentatives Bild eines Westernblots. B)
Densitometrische Analyse der PKB/Akt-Expression der adharent und suspendiert
kultivierten Zellen. Die Auswertung der Signalintensitat der Proteinbanden flr
PKB/Akt und GAPDH erfolgte densitometrisch wie beschrieben. Dargestellt sind
die an den fur GAPDH ermittelten Signalstarken normalisierten Mittelwerte der
relativen Signalintensitaten flir die PKB/Akt-Proteinbanden, indem die
Signalintensitat in den TMD-avp3-Zelltransfektanten auf ,1“ gesetzt wurde (n=2, +
S.D.).

Hinsichtlich der PKB/Akt-Kinase-Aktivierung wiesen auch in diesem Fall
TMD-GpA-I-Zelltransfektanten sowohl nach adharenter als auch nach

suspendierter Kultivierung die hdchsten PKB/Akt-Aktivierungslevel auf.

Unter den suspendiert kultivierten Zellen wiesen TMD-GPA-I-
Zelltransfektanten eine 1,5-fach hohere PKB/Akt-Aktivierung als TMD-
avp3-Zelltransfektanten und eine 1,4-fach hohere Aktivierung als TMD-
GpA-Zelltransfektanten auf. Adharent kultivierte Zellen, die TMD-GpA-I
enthielten, zeigten hierbei 3,7-fach erhdhte Aktivierungslevel fur PKB/Akt-
Kinase als TMD-avB3-Zelltransfektanten und 2,8-fach  erhohte
Aktivierungslevel im Vergleich zu TMD-GpA-Zelltransfektanten. TMD-GpA-
Zelltransfektanten wiesen hierbei etwa 1,3-fach héhere Expressionslevel
als TMD-av3-Zelltransfektanten auf. Die nach Normalisierung an GAPDH
erhaltene Signalintensitat fur p-Akt in den TMD-avB3-Zelltransfektanten
wurde wie in den vorhergehenden Untersuchungen gleich ,1 gesetzt (Abb.
26).
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Abbildung 26: Nachweis der p-Akt-Kinase-Expression in Abhangigkeit von
der Expression verschieden aktiver Integrin av3 TMD-Varianten mittels
Westernblot-Analyse

A) p-Akt-Detektion mittels Westernblot-Analyse. Die Praparation der Zelllysate von
adharenten und suspendiert (*) kultivierten OV-MZ-6-Zelltransfektanten und die
Westernblot-Analyse wurden wie unter Kap. 11.2.2.7. beschrieben durchgefuhrt.
Abgebildet ist ein typisches und reprasentatives Bild eines Westernblots. B)
Densitometrische Analyse der p-Akt-Expression der adharent und suspendiert
kultivierten Zellen. Die Auswertung der Signalintensitat der Proteinbanden fir p-
Akt und GAPDH erfolgte densitometrisch wie beschrieben. Dargestellt sind die an
den fir GAPDH ermittelten Signalstarken normalisierten Mittelwerte der relativen
Signalintensitaten fur die p-Akt-Proteinbanden, indem die Signalintensitat in den
TMD-avB3-Zelltransfektanten auf ,1“ gesetzt wurde (n=4 + S.D.).
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IV. DISKUSSION

Das Ovarialkarzinom stellt weltweit die gynakologische Tumorentitat mit der
hdchsten Mortalitat dar (Siegel et al. 2020). Eine der Hauptursachen hierfur
ist sicher die hohe Rezidivrate trotz initial gutem Ansprechen auf die

verabreichten Chemotherapeutika.

Eine suffiziente Behandlung wird insbesondere auch durch die Art der
Metastasierung des Ovarialkarzinoms erschwert, welche sich grundlegend
von der anderer epithelialer Tumore unterscheidet. Charakteristisch hierbei
ist (insbesondere in frlhen Stadien) die lokale intraabdominelle Ausbreitung
der Tumorzellen sowie die Invasion der pelvinen und intraabdominellen
Organe ohne nennenswerte Beteiligung des GefalRsystems (Naora und
Montell 2005, Shield et al. 2009). Dies geschieht zum einen durch die
direkte Ausbreitung auf benachbarte Organe sowie zum anderen durch die
Verteilung abgeldoster Tumorzellen in der gesamten Peritonealhdhle Uber
die physiologische Peritonealflissigkeit. In spateren Stadien stellt der
Nachweis von Aszites ein Charakteristikum dieser peritonealen ,Aussaat”
dar (Naora und Montell 2005).

Die Fahigkeit der Ovarialkarzinomzellen, sich von ihrem Ursprungsort
abzuldsen, frei flottierend in der Peritonealflissigkeit und im Aszites zu
uberleben und an anderer Stelle erneut zu adharieren ist die Grundlage
dieses Metastasierungsmusters (Shield et al. 2009). Die hierfur
notwendigen Zell-Zell- sowie Zell-EZM-Interaktionen werden insbesondere
durch Integrine vermittelt. Diese Zelladhasionsrezeptoren modulieren
Proliferation, Uberleben, Migration und Invasion aber auch die Angiogenese
von Tumorzellen und nehmen eine wichtige Rolle bei der
Chemotherapieresistenz ein (Guo und Giancotti 2004, Desgrosellier et al.
2009).

In friheren Untersuchungen wurde gezeigt, dass Integrin avpB3 eine
verstarkte Expression auf vielen verschiedenen Tumorzellarten aufweist
(Kitajiri et al. 2002). Wang et al. untersuchten die Expression dieses
Integrins auf humanen Ovarialkarzinomzellen und fanden eine signifikant

hdohere Expression im Vergleich zu Borderline- oder gutartigen
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Ovarialtumorzellen. Zudem zeigten Ovarialkarzinomzellen von Patientinnen
mit abdominell metastasierten Tumoren eine signifikant verstarkte
Expression der Integrinuntereinheit av. Diese Ergebnisse legen nahe, dass
Integrin avB3 eine wichtige Rolle bei der peritonealen Aussaat von

Ovarialkarzinomzellen zukommt (Wang et al. 2011).

Integrine sind durch Interaktion mit der EZM in der Lage, das Uberleben
normaler epithelialer Zellen maflgeblich zu beeinflussen, indem sie durch
Konformationsanderungen die intrazellulare Signaltransduktion aktivieren
und Apoptose verhindern (Giancotti 2000). Der Verlust dieser Zelladhasion
an die EZM fuhrt physiologischerweise zu Anoikis. Dieser Mechanismus
stellt eine wichtige Sicherheitsfunktion fur den Organismus dar, da somit
eine Absiedelung abgeldster Zellen an neuen Lokalisationen unterbunden
und ein dysplastisches Wachstum verhindert wird. Die physiologische
Relevanz von Anoikis wird insbesondere durch die Tatsache unterstrichen,
dass Tumorzellen in der Regel resistent gegen Anoikis sind und somit
,verankerungsunabhangig“ und ohne Kontakt zur EZM Uuberleben und

proliferieren kdnnen (Chiarugi und Giannoni 2008).

Eine mdgliche Strategie der Anoikisresistenz von Tumorzellen scheint die
konstitutive Aktivierung Integrin-abhangiger Signaltransduktionswege zu
sein (Dolinschek et al. 2021). Integrin avB3 stellt deshalb ein interessantes
Ziel fir weiterfUhrende Untersuchungen in Bezug auf das

,verankerungsunabhangige“ Uberleben von Ovarialkarzinomzellen dar.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden in vitro die Auswirkungen der Expression
von Integrin avB3 und seines Aktivierungsstatus auf humane in
Suspensionskultur gehaltene Ovarialkarzinomzellen im Hinblick auf das
Tumorzelliberleben durch die Aktivierung pro- und antiapoptotischer

Signalwege untersucht.

1. Die Integrin avf3-Aktivierung in humanen
Ovarialkarzinomzellen und ihre Auswirkung auf das
verankerungsunabhangige Zelliberleben

Die Beobachtungen, dass suspendiert kultivierte = TMD-GpA-I-

Zelltransfektanten im Vergleich zu TMD-GpA-Zelltransfektanten ein
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verstarktes Zelliberleben und ein verzogertes Auftreten von Anoikis
aufwiesen, legten nahe, dass Ovarialkarzinomzellen, die konstitutiv aktives
Integrin avB3 exprimieren, nach Verlust ihrer Verankerung an die EZM wie
in vivo im Zuge der Metastasierung Uber die Disseminierung der
Tumorzellen im Aszites, in der Lage sind zu Uberleben. Dies bestatigte sich
unter anderem durch eine deutlich geringere Caspase-3-Aktivierung der
TMD-GpA-I-Zelltransfektanten im  Vergleich zu TMD-avB3- und
insbesondere TMD-GpA-Zelltransfektanten und durch den deutlich héheren
Anteil vitaler Zellen der TMD-GpA-I-Zelltransfektanten in den Annexin-

Apoptoseassays insbesondere nach Kultivierung in Suspension mit Aszites.

Diese Beobachtungen widersprechen dem bereits in vielen vorherigen
Arbeiten beschriebenen Prozess des Integrin-vermittelten Zelltods (IMD),
der in verankerungsabhangigen epithelialen Zellen durch unligierte
Integrine ausgeldst wird (Reddig und Juliano 2005). Andererseits konnten
in transformierten malignen Tumorzellen sowohl eine Vielzahl anderer
Onkogene als auch bislang noch nicht vollstandig untersuchte Vorgange,
wie somatische Mutationen der Integrin-TMD und der zytoplasmatischen
Regionen, eine konstitutive Integrin-Aktivierung bewirken. Dies wiederum
wird  fUr  verankerungsunabhangiges ZellUberleben,  Aktivierung
antiapoptotischer Signalkaskaden sowie fur Anoikisresistenz, vermittelt
durch unligierte Integrine, verantwortlich gemacht (Tadokoro et al. 2003,
Shattil et al. 2010, Anthis und Campbell 2011) und spiegelt das von uns
beobachtete verlangerte verankerungsunabhangige Zelliberleben der
TMD-GpA-I-Zelltransfektante wider.

Auch in anderen Tumorzellarten konnten im Rahmen der Tumorprogression
konstitutiv aktive Integrine detektiert werden. Beispielsweise bendtigten
Brustkrebszellen fur die hamatogene Aussaat und die ossare
Metastasierung eine vollstandige Integrin avB3-Aktivierung (Takayama et
al. 2005). Zudem zeigten Prostatakarzinomzellen nach dem Einbringen
einer B3-Integrin-Mutante, die eine Punktmutation (D723R) enthielt, die
wiederum mutmaflich zu einer Unterbrechung einer Salzbricke zwischen
den zytoplasmatischen Domanen der a- und B-Untereinheit flhrte, ein
konstitutiv aktives Integrin av3, das seinerseits zu einer konstitutiven FAK-

Aktivierung fuhrte (Hughes et al. 1995). Des Weiteren konnte Integrin av33
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in Brustkrebszellen in einem inaktivierten, wenig aktivierten und hoch
aktivierten Zustand, auch in Abwesenheit eines exogenen EZM Liganden,

nachgewiesen werden (Rolli et al. 2003).

Die in dieser Arbeit durchgeflhrten Untersuchungen ergaben einen deutlich
hdheren Anteil vitaler Zellen nach Kultivierung in Suspension mit Aszites als
in DMEM. Am deutlichsten zeigte sich dies fur die TMD-GpA- und TMD-
avp3-Zelltransfektanten, die beinahe eine Verdopplung des Anteils vitaler
Zellen im Vergleich zur Kultivierung in Suspension mit DMEM aufwiesen.
Den hochsten Anteil vitaler Zellen wiesen wie bereits in DMEM auch in
Aszites die TMD-GpA-I-Zelltransfektanten auf, den niedrigsten die TMD-
GpA-Zelltransfektanten. Zudem fiel auf, dass alle drei Zelltransfektanten

eine deutlich niedrigere Apoptoserate in Aszites als in DMEM zeigten.

Dieser deutlich hdhere ,Uberlebensvorteil* humaner OV-MZ-6 Zellen in
Aszites in vitro konnte insbesondere durch die einzigartige
Zusammensetzung dieser speziellen Flussigkeit erklart werden. Die
Entstehung von malignem Aszites ist auf ein Zusammenspiel multipler
Faktoren zurlckzufihren. Zu diesen gehdren unter anderem die
Obstruktion von Lymphgefal3en, eine erhdhte vaskulare Permeabilitat und
die Sekretion von Tumor-, Stroma- und Immunzellen (Tan et al. 2006).
Maligner Aszites ist demzufolge eine Zusammensetzung verschiedenster
Uberlebensfaktoren, unter ihnen Chemokine, Wachstumsfaktoren und
Zytokine sowie Fragmente der EZM. Die durch diese Faktoren ausgel6sten
zelluldaren Mechanismen tragen einzeln oder gemeinsam zum Wachstum
der Tumorzellen bei (Mills et al. 1988, Mills et al. 1990, Ahmed et al. 2003,
Ahmed et al. 2005).

In den Annexin-Apoptoseassays zeigte sich jedoch auch eine hohere
Nekroserate der in Suspension mit Aszites kultivierten OV-MZ-6-Zellen,
wobei TMD-GpA- die hochsten und TMD-GpA-I-Zelltransfektanten die
niedrigsten Nekroseraten zeigten. Die generell hohe Nekroserate mag
einerseits auf ein methodisches Problem hinweisen. Die deutlich hdhere
Nekroserate in Aszites als in DMEM (bei dennoch auch deutlich héherem
Anteil vitaler Tumorzellen) kénnte andererseits auch durch die besondere
Zusammensetzung des Aszites erklarbar sein. Im Gegensatz zu einem

Zellkulturmedium stellt Aszites ein individuelles Reservoir verschiedenster
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immunologischer Faktoren, wie zum Beispiel Zytokine (Matte et al. 2012)
oder auch das Komplementsystem (Runyon et al. 1985, Mal et al. 1991,
Alexandrakis et al. 2001) dar. Das Komplementsystem fungiert als eine der
Hauptkomponenten des angeborenen Immunsystems (Walport 2001,
Bjorge et al. 2005). Nach Aktivierung durch proteolytische Spaltung oder
Bindung an bereits aktivierte Komponenten kommt es zur Freisetzung
chemotaktischer Faktoren, Opsonierung von Antigenen und insbesondere
zur Bildung des ,Membran-Angriffs-Komplexes” (MAK) (Walport 2001). Ein
hoher Anteil an Komplementfaktoren in dem im vorliegenden Fall
verwendeten Aszites kdnnte somit ebenfalls eine Erklarung fur die hohere

Nekroserate sein.

Aulerdem fiel bei den in Suspension kultivierten Ovarialkarzinomzellen auf,
dass sie als Funktion ihres Integrin avp3-Expressions- und
Aktivierungsstatus eine unterschiedliche Tendenz zur Ausbildung Spharoid-

ahnlicher Zellcluster aufwiesen.

Entgegen unserer Erwartungen bildeten TMD-GpA-I-Zelltransfektanten die
kleinsten und TMD-GpA-Zelltransfektanten die groRten Cluster. Dies war
insbesondere deshalb (iberraschend, da wir von einem Uberlebensvorteil
der Spharoid-ahnlichen Zellcluster gegenuber Einzelzellen durch Zell-Zell-
Kontakte ausgegangen waren, die den Verlust der Zell-EZM-Adhasion
ausgleichen konnten. Maglicherweise Uberwog hierbei jedoch das
Vorhandensein des konstitutiv aktiven Integrin av33 die Notwendigkeit einer
verstarkten Zell-Zell-Adhasion. Im Gegensatz dazu schien in TMD-GpA-
Zelltransfektanten die Bildung groRBer Zellcluster ein wesentlicher

Mechanismus zur Verhinderung von Anoikis (Dolinschek et al. 2021).

Kim et al. haben bereits gezeigt, dass das Ausmal} der N-Cadherin-
Expression malgeblich den Grad der Zelladharenz und -dichte in

Spharoiden einer Fibroblast-Zelllinie beeinflusst (Kim et al. 2005).

Eine weiterfuhrende Untersuchung konnte deshalb sein, die Cadherin-
Expression der TMD-GpA- und TMD-GpA-I-Zelltransfektanten zu
vergleichen und zu erforschen, ob die verminderte Integrin av3-Aktivitat
der TMD-GpA-Zelltransfektanten gegebenenfalls zu einer verstarkten

Cadherin-Expression der Zellen fuhrt.
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2. Effekte einer konstitutiven Integrin avB3-Aktivierung auf
das Uberleben und die Anoikisresistenz von
Ovarialkarzinomzellen als Funktion der Aktivierung

intrazellularer Integrin-Signalwege

Um zu untersuchen, inwieweit die konstitutive Signaltransduktions-
Kompetenz von Integrin avB3 im hier dargestellten Zellmodell mit dem
gesteigerten Zelluberleben unter verankerungsunabhangigen
Kultivierungsbedingungen einherging, wurden die Signalmolekile wie FAK,
Src und PKB/Akt im Integrin-vermittelten Signalweg auf ihre Expression und

Aktivierung hin untersucht.

Die in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen ergaben
ausschlieBlich fur suspendiert kultivierte TMD-GpA-I-Zelltransfektanten
eine deutlich erhdhte Phosphorylierung und somit Aktivierung des
Signalmolekils FAK. Eine erhdhte FAK-Aktivierung wiederum geht durch
die Verhinderung von Anoikis bekanntermalRen mit einer erhdhten

Tumoraggressivitat einher (Golubovskaya et al. 2002, Beviglia et al. 2003).

Desgrosellier et al. hatten in einer frGheren Arbeit bereits gezeigt, dass
Integrin  avp3 ,verankerungsunabhangiges® Wachstum humaner
Pankreaskarzinomzellen fordert und somit zur Tumorprogression und
Metastasierung beitragt. Dies erfolgte Uberraschenderweise durch die
Integrin avpB3-abhangige direkte Rekrutierung und Aktivierung der Src-
Kinase, jedoch im Gegensatz zu unseren Daten unabhangig von der FAK-

Aktivierung (Desgrosellier et al. 2009).

Allerdings wurde von anderen Gruppen bereits gezeigt, dass eine
kontinuierliche Src-Aktivierung zu einer konstitutiven FAK-Aktivierung fuhrt.
Dies resultiert in einer Rekrutierung von PI3K und férdert sodann die
PKB/Akt-Aktivierung, was wiederum zu einer Phosphorylierung des
proapoptotischen Faktors Bad, der Inaktivierung von Caspasen und somit
zur Verhinderung von Anoikis fuhrt (Avizienyte und Frame 2005, Bouchard
et al. 2007). Analog dazu und passend zu den bereits publizierten
Untersuchungen von Desgrosellier et al. zeigten allein die suspendiert
kultivierten ~ TMD-GpA-I-Zelltransfektanten ebenfalls eine erhodhte

Phosphorylierung und Aktivierung des Signalmolekuls Src. Src kann uber
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einen positiven Ruckkopplungsmechanismus den EGF-Rezeptor auch in
Abwesenheit eines Liganden aktivieren, was wiederum zur Aktivierung des
MAPK- und PKB/Akt-Kinase-Signalwegs fuhrt (Byzova et al. 2000,
Windham et al. 2002, Xia et al. 2004, Guidetti et al. 2015, Roskoski 2015).
Dass auch der PKB/Akt-Kinase bei der Anoikisresistenz eine
entscheidende Rolle zukommt, wurde bereits an epithelialen Zellen durch
Stimulierung der Bcl-2-Transkription gezeigt (Khwaja et al. 1997, Gauthier
et al. 2001, Gauthier et al. 2001). In Analogie hierzu konnte auch im
Rahmen unserer Untersuchungen eine verstarkte Aktivierung der PKB/Akt-
Kinase der in Suspension kultivierten TMD-GpA-I-Zelltransfektanten

nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass ein konstitutiv aktiviertes Integrin av33
(im Zellmodell dieser Arbeit reprasentiert durch die TMD-GpA-I-
Zelltransfektante) auch im nicht adharenten Zustand die intrazellularen
Signalmolekile Src-Kinase und PKB/Akt-Kinase aktiviert und somit Anoikis
umgehen kann. Gemal unserer Untersuchungen wird diese Signalkaskade
jedoch nicht, wie bei Desgrosellier et al. beschrieben (Desgrosellier et al.
2009), durch FAK-unabhangige Rekrutierung und Aktivierung ausgelost, da
in der beschriebenen Untersuchung auch die Aktivierung von FAK zu p-FAK

deutlich verstarkt war.

Hier konnten weiterflUhrende Untersuchungen, insbesondere
immunzytofluorochemische Darstellungen der Kolokalisation von p-Src, p-

FAK und Integrin avp3 Aufschluss geben.

Wie erwartet wurden fur die TMD-GpA-Zelltransfektante, die das Integrin
avB3 durch die starke Assoziation der TMD in einem intermediaren
Aktivierungszustand ohne Signaltransduktions-Kompetenz darstellt (Muller
et al. 2013), nur niedrige Expressionslevel fur p-FAK, p-Src und p-Akt

beobachtet.

Aulerdem zeigten sich sowohl nach adharenter als auch nach
suspendierter Kultivierung bereits die Gesamtexpressionen von FAK, Src-
Kinase und PKB/Akt-Kinase in den TMD-GpA-I-Zelltransfektanten im
Vergleich zu Zellen, die TMD-GpA enthielten, erhoht. Dies ist

madglicherweise ebenfalls auf die konstitutive Aktivierung des Integrins av33
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in den TMD-GpA-I-Zelltransfektanten zurlckzufuhren. Bekannterweise
fuhrt die Aktivierung der intrazellularen Signalkaskade uber FAK Uber die
Phosphorylierung der PKB/Akt-Kinase letztendlich zur Phosphorylierung
und Inhibierung von IkB, der inhibitorischen Untereinheit von NFkB
(Romashkova und Makarov 1999). NFkB wiederum stellt einen wichtigen
Transkriptionsfaktor dar, der die Expression einer Vielzahl von Genen,
welche die Immunantwort sowie die Zellproliferation beeinflussen, reguliert
(Siebenlist et al. 1994). Dementsprechend fuhrt eine konstitutive
Aktivierung von Integrin avB3 moglicherweise zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren und somit zu einer veranderten Genexpression der
Zelle, was wiederum die erhohten Expressionslevel von FAK, Src-Kinase
und PKB/Akt-Kinase erklaren konnte.

In frGheren Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass die Aktivierung von PI3K
und ihrer Effektor-Kinase Akt, mal3geblich zur Verhinderung der Apoptose
in humanen Ovarialkarzinomzellen beitragt (Liu et al. 1998). Lane et al.
untersuchten daraufhin die Auswirkungen des PI3K/Akt-Signalwegs auf die
uberlebensfordernde  Eigenschaft  von  Aszites auf  humane
Ovarialkarzinomzellen. Hierbei flihrte die Inkubation von CaOV3-Zellen mit
malignem COV2 Aszites zu einer zeitabhangigen Phosphorylierung und
somit Aktivierung von Akt (Lane et al. 2007). Dies konnte ebenfalls eine
mogliche Erklarung fur den hdéheren Anteil vitaler Zellen nach Kultivierung
in Suspension mit Aszites im Vergleich zu DMEM in den Versuchen der hier
vorliegenden Arbeit sein. Da die TMD-GpA-I-Zelltransfektante zudem
bereits nach Kultivierung in Suspension mit DMEM deutlich erhdhte
Expressionslevel fur p-Akt zeigte, kdonnte ein konstitutiv aktives Integrin
avB3 synergistisch mit der Auswirkung von Aszites auf die Tumorzellen zu
einer noch ausgepragteren Phosphorylierung von Akt fuhren, was den
deutlichen Uberlebensvorteil von TMD-GpA-I- im Vergleich zur TMD-GpA-

Zelltransfektante erklaren konnte.

3. Integrin avf3 als therapeutische Zielstruktur

Integrin avp3 stellt als einer der Hauptmodulatoren der Angiogenese und
Marker fUr die Tumorprogression bei vielen Tumorarten (Brooks et al. 1994)

eine wichtige Zielstruktur fir die Antitumor-Therapie dar. Vorangehende
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Studien haben gezeigt, dass beim Ovarialkarzinom die av-Untereinheit auf
100% (von 30 untersuchten Proben) der Ovarialtumoren und auf 96% (von
121 untersuchten Proben) der aus FlUssigkeit isolierten Tumorzellen
exprimiert wird (Davidson et al. 2003). Integrin av3 ist zudem fiur die
Adhasion der Ovarialkarzinomzellen an die EZM (Carreiras et al. 2002)
sowie flr die Migration der Tumorzellen (Leroy-Dudal et al. 2005)
verantwortlich. Die Tatsache, dass Integrin avp3 auf normalem Gewebe nur
in sehr geringem Umfang exprimiert wird, macht es umso mehr zu einem
attraktiven medikamentosen Angriffspunkt. Hierzu zahlen beispielsweise
minimale Expressionslevel auf glatten Muskelzellen des Uterus, der Gefalde
und des Intestinaltrakts (Brem et al. 1994). Die Blockierung von Integrin
avB3 durch monoklonale Antikorper flhrte zu einer Hemmung der
Adhasion, Migration und Mobilitat von Ovarialkarzinomzellen (Beck et al.
2005, Leroy-Dudal et al. 2005).

David Cheresh und seine Mitarbeiter haben bereits vor vielen Jahren den
Antikorper LM609 entwickelt, wodurch die Charakterisierung von Integrin
avB3 als Adhasionsrezeptor auf Endothel- und Melanomzellen erst
ermoglicht wurde (Cheresh 1987). Eine humanisierte Version dieses
Antikorpers stellte Vitaxin (MEDI-523, Applied Molecular Evolution, San
Diego, CA) dar, welches eine hohere Rezeptoraffinitat bei gleichbleibender
Epitop-Spezifitat und reduzierter Antigenitat bot (Rader et al. 1998). Vitaxin
wurde in klinischen Phase |- und Phase I|I-Studien fortgeschrittener,
therapierefraktarer solider Tumoren getestet (Patel et al. 2001, Posey et al.
2001). Hierbei zeigten sich jedoch keine objektivierbaren Ansprechraten,
was am ehesten auf eine zu niedrige Affinitat und Stabilitat des Antikorpers
in vivo zurlckzufihren war (Millard et al. 2011). Um diesem Problem zu
begegnen wurde daraufhin der humanisierte monoklonale Antikorper
Abegrin (Etaracizumab, MEDI-522, Medlmmune, Inc., Gaithersburg,
Maryland, USA) entwickelt (Cai et al. 2006), welcher die Integrin avp3-
vermittelte Bindung an VN und Fibrinogen 7,2-fach starker verhinderte als
die Vorganger LM609 und Vitaxin (Millard et al. 2011). Mit Abegrin als
Monotherapie oder in Kombination mit Chemotherapeutika zur Behandlung
verschiedenster Tumore, rheumatoider Arthritis und Psoriasis wurden

bereits klinische Studien der Phase | und Il abgeschlossen. Diese zeigten
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eine gute Vertraglichkeit des Antikorpers, jedoch keine Auswirkungen auf
die Angiogenese oder die Immunmodulation (Hersey et al. 2010, Moschos
et al. 2010, Millard et al. 2011, Alday-Parejo et al. 2019).

Weitere Antikorper wie Intetumumab (CNTO95) oder Abituzumab (EMD
525797/DI17EG6), die gegen die av-Untereinheit des Integrins gerichtet sind,
erreichten ebenfalls klinische Phase |- und II-Studien, sowohl als
Monotherapie als auch in Kombination mit Chemotherapeutika oder
anderen zielgerichteten Therapien (Alday-Parejo et al. 2019). Diese Studien
untersuchten die Wirksamkeit der Antikorper in einer Vielzahl solider
Tumoren wie Prostatakarzinom, kolorektales Karzinom, malignes Melanom
und Sarkom (O'Day et al. 2012, Wirth et al. 2014).

Ein weiterer therapeutischer Ansatz war die Entwicklung Peptid-basierter
Integrin avB3-Antagonisten. Wie bereits beschrieben, bindet Integrin avp3
endogene Liganden der EZM, die das RGD-Motiv enthalten, wie
beispielsweise VN oder Fibronektin (Eliceiri und Cheresh 1999). Besondere
Aufmerksamkeit kam daher speziell dem zyklischen Pentapeptid Cilengitide
(EMD 121974, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) zu, welches die RGD-
Sequenz enthalt und einen potenten Inhibitor von Integrin av3 und Integrin
avp5 darstellt (Nisato et al. 2003). Cilengitide fuhrte in vitro unter anderem
an Gliom-, Mammakarzinom- und Melanomzellen zu einer deutlichen
Reduzierung des Tumorwachstums und des Uberlebens von Tumorzellen,
indem es die Interaktion von Integrin av3 mit der EZM verhinderte (Millard
et al. 2011). Der Wirkmechanismus von Cilengitide beruht hierbei am
ehesten auf einer Hemmung des FAK-Src-PKB/Akt- und des Erk-
Signalwegs sowie auf einer Verminderung der VEGF-Stimulation in
Tumorzellen (Oliveira-Ferrer et al. 2008). Bedauerlicherweise konnten
klinische Phase llI-Studien, die die Wirkung von Cilengitide in Kombination
mit  Chemotherapie, anderen  zielgerichteten = Therapien  und
Strahlentherapie zur Behandlung einer Vielzahl von Karzinomen,
insbesondere zur Behandlung des Glioblastoms, untersuchten, diese
praklinische, in vitro nachgewiesene antitumorale Aktivitat nicht bestatigen
und zeigten keinen klinischen Vorteil dieser Therapie (Chinot 2014, Stupp
et al. 2014, Su et al. 2016, Weller et al. 2016, Wick et al. 2016).

Diese unbefriedigenden Ergebnisse werfen die Frage auf, was die Ursache
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fur den ausbleibenden Therapiebenefit der oben beschriebenen
Medikamente sein kdnnte. Alday-Parejo et al. gaben zu bedenken, dass die
bislang entwickelten Integrin-Inhibitoren ausschlieRlich auf die Blockierung
der extrazelluaren Integrindomanen abzielten, sei es durch eine hochaffine,
kompetitive Blockade der Ligandenbindungsstelle (wie z. Bsp. durch
Cilengitide) oder durch eine sterische Hinderung der Ligandenbindung (wie
z. Bsp. durch Antikérper) (Tucker 2002, Kapp et al. 2013, Alday-Parejo et
al. 2019). Integrine haben in ihrer Funktion als bidirektionale
Signaltransduktionsmolekile jedoch komplexe Eigenschaften. Diese sind
zum Beispiel die Interaktion mit anderen Zelloberflachenrezeptoren, die
Bildung fokaler Adhasionskomplexe und die Interaktion ihrer
zytoplasmatischen Domane mit Signalmolekilen zur Initiierung Integrin-
vermittelter Signaltransduktionskaskaden (Tolomelli et al. 2017). Ein
Problem kdnnte daher die Induzierung einer hochaktiven Konformation des
Integrins durch hochaffine Integrin-Inhibitoren sein, also eine agonistische
anstelle der angestrebten antagonistischen Wirkungsweise (Legler et al.
2001, Alghisi et al. 2009, Reynolds et al. 2009). Die vorliegenden
Ergebnisse dieser Arbeit unterstitzen diese These, da Tumorzellen, welche
konstitutiv aktives Integrin avB3 exprimierten (TMD-GpA-l) selbst in
Suspension und ohne Bindung an den endogenen Liganden VN eine
deutlich erniedrigte Apoptoserate sowie eine Aktivierung intrazellularer
Signalwege des Zelluberlebens zeigten, so dass eine Blockierung dieses
Integrins mittels Antikorpern oder RGD-ahnlichen Peptiden, die lediglich
gegen die RGD-Bindungsstelle gerichtet sind, im Falle von Anoikisresistenz
durch die Expression konstitutiv aktiver Integrine keinen durchgreifenden
Effekt erzielen kann. In diesem Zusammenhang wird Uber Ansatze zur
Entwicklung allosterischer Integrin-Antagonisten nachgedacht, die in der
Lage waren, das Integrin in einer inaktiven Konformation zu halten, z. Bsp.
durch eine Interaktion mit den zytoplasmatischen Integrin-Doméanen (Travis
et al. 2003, Alday-Parejo et al. 2019).

Auch die Ergebnisse dieser Arbeit liefern weitere Hinweise zur Erklarung
der unerwartet schlechten Ansprechrate auf zielgerichtete Integrin-
Inhibitoren. Wie bereits beschrieben, zeigten in Aszites suspendierte

Ovarialkarzinomzellen deutlich hohere Raten vitaler Zellen als solche, die
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in  Suspension mit DMEM kultiviert wurden. Zudem lagen
Ovarialkarzinomzellen, die in Aszites flottierten, deutlich haufiger in
Zellaggregaten als in Einzelzellen vor. Die grofdte Tendenz zur
Zellaggregation wiesen hierbei die TMD-GpA-Zelltransfektanten auf.
Frahere Studien mit in vitro generierten Spharoiden haben bereits gezeigt,
dass diese einzigartige Zellformation, die keine Vaskularisierung aufweist,
einen Dichtegradient fur Metaboliten errichten kann, was dazu fuhrt, dass
Chemotherapeutika nicht die inneren Zellschichten erreichen koénnen
(Sutherland et al. 1970, Sutherland et al. 1971, Sutherland und Durand
1976, Kobayashi et al. 1993, Mueller-Klieser 1997, L'Esperance et al.
2008). Dies fuhrt zu einem Schutz der Spharoide vor Apoptose durch
allgemein angewendete Standardchemotherapeutika wie z. Bsp. Paclitaxel
(Makhija et al. 1999), was ebenfalls eine weitere Erklarung fur die schlechte

Wirksamkeit der Integrin avB3-Inhibitoren sein kdnnte.

Um diesem Problem zu begegnen, wurden bereits Versuche mit
intraperitonealen Therapieregimes initiiert. Diese Applikationsform fuhrt zu
hoheren lokoregionaren  Wirkstoffkonzentrationen mit  niedrigeren
systemischen  Nebenwirkungen und ist unabhangig von der
Tumorvaskularisation. Jedoch kam es hierbei zu einer hohen Rate an
Infektionen, die durch den Katheter, der zur Medikamentenapplikation

bendtigt wurde, hervorgerufen wurden (de Bree et al. 2006).

Zuletzt stellt maligner Aszites ein einzigartiges Reservoir an
Wachstumsfaktoren (Mills et al. 1988, Mills et al. 1990), Zytokinen
(Abdollahi et al. 2003) und EZM-Faktoren (Ahmed et al. 2005) dar. Lane et
al. haben gezeigt, dass die Inkubation mit malignem Aszites signifikant die
TRAIL-induzierte Apoptose humaner Ovarialkarzinomzellen in vitro
unterbinden kann (Lane et al. 2007). Diese ,uberlebensfordernde®
Eigenschaft von Aszites kdnnte auch den Effekt einer selektiven Integrin
avB3-Inhibition reduzieren. Eine Tumormikroumgebung, die EZM-Faktoren
(Ahmed et al. 2005) enthalt und so gegebenenfalls die Ligation von Integrin
avB3 mit endogenen Liganden fordert, wirde dadurch auch drastisch die

Wirksamkeit der RGD-basierten Antagonisten vermindern.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben somit einmal mehr verdeutlicht, wie

wichtig eine noch genauere Erforschung der multifaktoriellen Integrin-
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vermittelten Auswirkungen auf humane Ovarialkarzinomzellen ist. Nur
durch bessere Einsicht in die komplexen Zusammenhange zwischen
Integrin-Aktivierung und Signaltransduktion sowie die Identifizierung
zusatzlicher Faktoren, die diese Aktivierung beeinflussen, kann es gelingen,
neue Angriffspunkte zu erkennen und wirksame Medikamente zur

Bekampfung dieser fatalen Erkrankung zu entwickeln.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Integrine sind heterodimere Zelloberflachenrezeptoren, die sich aus nicht-
kovalent verbundenen a- und B-Untereinheiten zusammensetzen. Uber die
Bindung an Proteine der extrazellularen Matrix vermitteln sie die
Zelladhasion und initiieren nach Anbindung spezifischer zytoplasmatischer
Signalmolekile bidirektionale Signaltransduktionen (,outside-in“ und

»inside-out®).

Im Rahmen der Integrinaktivierung kommt es hierbei zu
Konformationsanderungen der Integrin-Transmembrandomanen und der
zytoplasmatischen Domanen, was die Ligandenbindungsaffinitat sowie die
Fahigkeit zur Signaltransduktion mafgeblich beeinflusst. Im inaktivierten
Zustand liegen die Extrazellulardomanen des Integrins in einer zur
Zellmembran hin gebogenen Konformation mit niedriger
Ligandenbindungsaffinitat vor. Die Transmembrandomanen-Konformation
weist hierbei eine groRe Ahnlichkeit zu der des auf Erythrozyten
vorkommenden  Proteins  Glycophorin A auf, welches das
Dimerisierungsmotiv. GxxxG enthalt. Diese Glycophorin A-dhnliche
Konformation fuhrt zu einem niedrigaffinen, inaktiven Integrin, was
nahelegt, dass die Integrin-Transmembrandomanen-Heterodimerisierung
auf eine Glycophorin A-ahnliche Weise vermittelt wird. Durch Bindung
intrazellularer Proteine wie Talin an die zytoplasmatischen Domanen des
Integrins kommt es zur Aufrichtung der Extrazellulardomanen und zur
Dissoziation der Transmembrandomanen und der zytoplasmatischen
Domaénen. Dies fuhrt zu einem aktivierten Konformationszustand mit hoher

Ligandenbindungsaffinitat und Fahigkeit zur Signaltransduktion.

Uber ihre Bindung an Proteine der extrazellularen Matrix tragen Integrine
auch maRgeblich zum Uberleben epithelialer verankerungsabhéngiger
Zellen bei. Dies geschieht Uber die Aktivierung intrazellularer
Signalkaskaden und involviert die intrazellularen
Signaltransduktionsmoleklle FAK, ILK, Src, PI3K/Akt und ERK/MAPK.
Verlieren normale epitheliale Zellen diesen Kontakt zur extrazellularen

Matrix, wird eine spezielle Form der Apoptose, Anoikis genannt, eingeleitet,
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ein Mechanismus, der die Anhaftung abgelGster epithelialer Zellen an
inadaquate extrazellulare Matrices verhindert. Im Gegensatz dazu sind
Tumorzellen meist resistent gegen Anoikis. Dies stellt eine der wichtigsten
Eigenschaften metastatischer Tumorzellen dar, da so erst ein

verankerungsunabhangiges Wachstum dieser Zellen ermdglicht wird.

Bei der Progression des Ovarialkarzinoms kommt der Anoikis-Resistenz
eine fundamentale Rolle zu. Vom Primartumor abgeldoste Zellen werden
durch die physiologische Bewegung der Peritonealflissigkeit in der
Abdominalhdhle verteilt, um an anderer Stelle erneut an das Peritoneum zu
adharieren und dieses zu infiltrieren, ein Prozess, der insbesondere auch

durch die Bildung von Aszites gekennzeichnet ist.

Eines der am besten untersuchten Integrine ist das Integrin av3. Es wird
unter anderem im Zuge der Angiogenese auf Endothelzellen exprimiert und
stellt einen wichtigen Angiogenesemarker dar. Das Integrin avp3 wird im
Zuge der Progression des Ovarialkarzinoms verstarkt exprimiert, was mit

einer peritonealen Metastasierung einhergeht.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Apoptoseverhalten von in
Zellkulturmedium oder Aszites suspendiert kultivierten humanen
Ovarialkarzinomzellen (OV-MZ-6) als Funktion der Integrin avp3-
Aktivierung und der daraus resultierenden Signaltransduktion untersucht

werden.

Hierbei konnte gezeigt werden, dass konstitutiv aktives Integrin av33,
welches dissoziierte Transmembrandomanen enthalt, im Vergleich zu
Integrin avB3 mit dimerisierten Transmembrandomanen und ohne Fahigkeit
zur  Signaltransduktion ~ Anoikis  verhindert, indem es die
uberlebensfordernden Signaltransduktionsmolekile FAK, Src-Kinase und
PKB/Akt-Kinase aktiviert und somit die Apoptose-Induktion durch Caspase-
3 supprimiert. Zudem fuhrte die Inkubation mit Aszites ebenfalls zu einer
deutlichen Anoikisresistenz von Zelltransfektanten, die dieses konstitutiv

aktive Integrin avB3 exprimierten.
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