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I. Einleitung

1.1 Das Ovarialkarzinom

Das Ovarialkarzinom (OVCA) ist in Europa und den USA nach dem
Endometriumkarzinom das zweithdufigste genitale Malignom der Frau. Es steht
jedoch an erster Stelle der krebsbedingten Mortalitit bei weiblichen Genitaltumoren.
Die Atiologie des OVCA ist in den meisten Fillen unklar. Das Inzidenzgefille von
Industrieregionen wie den USA und Westeuropa hin zu weniger entwickelten Landern
in Afrika und Asien, 1Bt physikalische, chemische und nutritive Faktoren dtiologisch
bedeutsam erscheinen. Es gelang bisher jedoch nicht, spezielle Karzinogene zu
identifizieren. Ein bekannter Risikofaktor fir OVCA ist eine hohe Anzahl von
Ovulationen im Leben einer Frau und die damit einhergehenden Reparaturvorgénge
am Ovar: Entsprechend erhohen eine frithe Menarche, eine spéite Menopause und
Nulliparitit das Risiko an OVCA zu erkranken. Die mehrjdhrige Einnahme von
Ovulationshemmern wirkt protektiv. Ca. 5-10 % aller OVCAs sind auf erbliche
Gendefekte zuriickzufiihren, dabei spielen vor allem Mutationen im BRCA-1 und -2
Gen (Chromosom 17 bzw. 13) eine Rolle. Auch das autosomal-dominant vererbte
Lynch-II-Syndrom geht mit einem erhdhten Risiko fiir OVCA einher. Im Frithstadium
fehlen beim OVCA typischerweise jegliche Symptome und auch bei fortgeschrittener
Erkrankung sind die Krankheitszeichen unspezifisch. Zudem gibt es keinen
geeigneten screening-Parameter fiir die OVCA-Fritherkennung, was dazu fiihrt, dass
die Diagnose OVCA meist erst in einem fortgeschrittenen Stadium gestellt wird. Die
Prognose ist infaust. Laut der Arbeitsgemeinschaft bevolkerungsbezogener
Krebsregister in Deutschland (Ausgabe 2004) sterben 61 % der an OVCA erkrankten
Frauen innerhalb der ersten 5 Jahre. Standardtherapie des OVCA ist die moglichst
komplette Entfernung des Tumors und anschlieBende Chemotherapie mit Carboplatin
und Taxol. Auch wenn die Tumorentfernung nur unvollstindig gelingt, ist die
moglichst weitgehende Reduzierung des Tumorvolumens als Prognosefaktor
entscheidend. Trotz Etablierung tumorstadienabhingiger Therapieprotokolle und
intensiver Forschung konnte allenfalls ein leichter Riickgang der Mortalitit des
OVCA in Deutschland und den USA iiber die letzten 20 Jahre erzielt werden (Engel et
al., 2007). Daher ist die Suche nach neuen Behandlungsoptionen fiir das OVCA

unerldBlich. Molekulare Mechanismen der Tumorprogression riicken hierbei ins
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Interesse der Forscher: Eine zentrale Rolle bei der Ausbreitung des OVCA scheinen
Veridnderungen im Expressionsmuster bestimmter Integrine zu spielen, welche in der
Folge die physiologischen strukturellen und signaltransduktiven Verbindungen
zwischen der Zelle und ihrer jeweiligen Umgebung im Sinne der Tumorprogression
modifizieren (Carreiras et al., 1996, Liapis et al.,, 1997, Kenny et al., 2008). Die

Grundlagen dieser Vorginge sollen im weiteren ausfiihrlicher beschrieben werden.

1.2 Die Zelle und ihre Umgebung — ein strukturelles und kommunikatives

Netzwerk

1.2.1 Vitronektin als Teil der extrazellularen Matrix

Die extrazellulire Matrix (EZM) besteht aus verschiedenen Glykoproteinen und
Proteoglykanen. Dartiber stellt sie den in ihr befindlichen Zellen ein enormes Angebot
an potentiellen Signalen zur Verfligung (Damsky und Werb, 1992). Auf welche Reize
eine Zelle wie reagiert, kann diese auf zwei verschiedene Arten partiell selbst
modulieren: Zum einen sind es die in der EZM befindlichen Zellen, die diese
sezernieren (van der Flier und Sonnenberg, 2001) und als Gebilde um sich formen
(Giancotti und Ruoslahti, 1999), zum anderen haben die Zellen die Fiahigkeit ihr
Expressionsmuster an und den Aktivierungszustand von Rezeptoren unter anderem
dynamisch zu verdndern (Hynes, 1992). So entsteht ein strukturelles und informatives
Netzwerk, in das einerseits die Zellen mit ihren Rezeptoren und andererseits die EZM
iiber ihre Proteine wie Vitronektin (VN), Fibronektin (FN), Laminin (LN) oder
Kollagene (Col) eingebunden sind. VN spielt durch seine Interaktion mit dem in
Tumorprogression und Metastasierung involvierten Integrin avp3 eine besondere
Rolle. Lange galt VN als ein reines Lebersyntheseprodukt, welches von dort iiber
Sekretion ins Blut gelangt. Heute sind verschiedene Zellen bekannt, die in der Lage
sind, VN zu synthetisieren und in ihre EZM einzubauen. Darunter fallen auch

ovarielle Epithel- und OVCA-Zellen (Cruet et al., 1999, Heyman et al., 2008).



1.2.2 Integrine

1.2.2.1 Die Familie der Integrine

Von den 4 groflen Adhidsionsrezeptorfamilien (Cadherine, Selektine, Immunglobulin
(Ig)-Superfamilie, Integrine) sind die Integrine im wesentlichen fiir die Interaktion
zwischen Zellen und EZM-Proteinen verantwortlich (Hynes und Lander, 1992, Clark
und Brugge, 1995). Integrine sind transmembrane, heterodimere Glykoproteine, die
sich aus je einer a- und einer B-Untereinheit zusammensetzen (Abb. 1). Beim
Menschen sind iiber 20 verschiedene dieser Adhésionsrezeptoren bekannt. Neben
dem jeweiligen Integrintyp — bestimmt durch o- und [B-Untereinheit — wird der
Aktivierungszustand und damit die Affinitdt der Integrine fiir spezifische Liganden
wesentlich {iber die Bindung zweiwertiger Kationen im Bereich der extrazelluldren
Doméne reguliert. Kristallisiert zeigen Integrine einen knollenformigen Kopf, in dem
beide Untereinheiten zur Liganden-bindenden-Doméne beitragen (Xiong et al.,
2001).

Ihre Liganden erkennen Integrine liber kurze Peptidsequenzen wie das Arg-Gly-Asp-
(RGD)-Motiv, welches unter anderem vom Integrin avp3 gebunden wird. Ein RGD-
Motiv besitzen die EZM-Proteine VN, FN, LN und Col, wobei es bei den beiden
letzteren meist durch Tertidr- und Quartérstruktur einer Integrinbindung primér nicht
zugdnglich ist (Ruoslahti und Pierschbacher, 1986, Zanetti et al., 1994, van der Flier
und Sonnenberg, 2001).

Integrine sind auf Zellen weitverbreitet. Dabei besitzt eine Zelle meist verschiedene
Integrine, die wiederum potentiell mit mehreren verschiedenen Liganden in
Interaktion treten konnen. Auch die EZM-Proteine sind nicht auf einen
Integrinrezeptor festgelegt. Diese Redundanz spezifisch einzuschrianken gelingt iiber
ein fir bestimmte Zellen charakteristisches Expressionsmuster an Integrinen,
spezifische die Zellen umgebende EZM-Liganden und den unterschiedlichen
Aktivierungszustand der Integrine (Hynes, 1992, Hynes und Lander, 1992, Wei et al.,
1996, Giancotti, 1997, Siletti und Cheresh, 1999, Vicente-Manzanares et al., 2009).
Daneben werden héufig Kooperationen und Wechselwirkungen der Integrine
untereinander und zwischen Integrinen und anderen Zellrezeptoren beobachtet
(Blystone, 1994, Clark und Brugge, 1995, Wei et al., 1996, Diaz-Gonzalez, 1996,
Chapman, 1997, Giancotti, 1997, Giancotti und Ruoslahti, 1999, van der Flier und
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Sonnenberg, 2001, Schwartz und Ginsberg, 2002, Reuning et al., 2003, Streuli und
Akhtar, 2009). Weiterhin sind zahlreiche splice-Varianten der ao- und f-
Untereinheiten z. T. mit gewebespezifischer Verteilung bekannt (van der Flier und
Sonnenberg, 2001). Durch diese Mechanismen schafft es eine Zelle, aus der an sich
nicht sehr selektiven Integrin/Liganden-Reaktion ein hochspezifisches Ereignis zu

machen.

B-Propeller NH,
BA-
H,N Doméne
Ig-ahnliche
Thigh- Hybrid-
~135° Doméne domane
PSI-Doméne
H,N
4 EGF-
Calf-1- ahnliche
Doméne Doménen
Calf-2-
Domaéne .
B-tail-
Doméne

COOH COOH

v B3

Abb. 1. Die Integrinstruktur am Beispiel von Integrin avp3

Integrine bestehen aus je einer a- und P-Untereinheit. Beide Ketten besitzen eine kurze
cytoplasmatische und transmembrane Doméne, wihrend sich der Hauptteil des Proteins
extrazelluldr befindet. Dort tragen beide Untereinheiten innerhalb eines knollenformigen
Proteinkopfes (2 Dreiecke) zur Bildung der Liganden-bindenden Doméne (Innenseite der
Dreiecke) bei. Der extrazellulire Bereich der P3-Kette setzt sich aus der PA-, einer
Immunglobulin (Ig)-&hnlichen Hybrid-, sowie einer PSI (Plexine, Semaphorine, Integrine)-
Domine, 4 EGF (epidermaler Wachstumsfaktor)-dhnlichen Doménen, sowie einer B-tail-
Domine zusammen. Der extrazelluldre Anteil der av-Kette besteht aus der B-Propeller-Einheit,
sowie einem an ein Bein erinnernden Proteinrest: Dieser besitzt entsprechend eine thigh- sowie 2
calf-Doménen, die iiber ein genu genanntes Gelenk verbunden sind. Interessanterweise kann der
extrazelluldre Anteil von Integrin ovPB3 in vitro an dieser Stelle in einem ~135° Winkel
zusammenklappt werden, was in der linken Bildhilfte dargestellt ist. Dariiber konnte der
Aktivierungszustand von Integrin avB3 gesteuert werden. Weitere flexible Strukturmerkmale,
die liber Konformationsidnderungen an der Regulierung der Funktion von Integrin avf33 beteiligt
sein konnten, finden sich im Bereich zwischen B-Propeller und thigh-Doméne, sowie innerhalb
der B-tail-Doméne. Dariiberhinaus sind Integrine in ihrer spezifischen Funktion von
zweiwertigen Kationen abhingig. Bindungsstellen dafiir sind mit Ca®>* oder Mi (fiir MIDAS-
Motiv: metal-ion-dependent adhesion site) markiert. Disulfidbriicken stabilisieren die B3-Kette
und wurden in der Abbildung mit S-S gekennzeichnet (adaptiert von Xiong et al., 2001).
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Adhidsion und Migration sind wichtige Integrinfunktionen: Der fiir koordinierte
Zellbewegung notwendige, fein abgestimmte Wechsel zwischen EZM-Ablosung und
EZM-Adhésion unterliegt wesentlich den Integrinen. Sie stellen an der Spitze der
sich in neue Umgebung vortastenden Filopodien Kontakt zwischen EZM und Zelle
her und sorgen fiir die Ausbildung sogenannter fokaler Adhédsionsstellen. Bei diesen
handelt es sich um weit mehr als nur Vernetzungspunkte zwischen Zelle und EZM:
Hier findet ein Integrin-vermittelter Informationsaustausch zwischen Zelle und
Umgebung  statt. Integrine fungieren dabei charakteristischerweise als
Signalmolekiile in beide Richtungen: Beim ,,outside-in signaling* nimmt die Zelle
Reize aus ihrer Umgebung auf: An den fokalen Adhésionsstellen bewirkt die
Integrin/Liganden-Bindung das clustering von Integrinen und die Akkumulierung
von Signal- und cytoskeletalen Strukturmolekiilen (Damsky und Werb, 1992, van der
Flier und Sonnenberg, 2001, Huveneers et al., 2007). Adapterproteine stellen die
Verbindung zwischen den einzelnen Molekiilen her. Uber
phosphorylierungsabhiingige  Aktivierung verschiedener Signalkaskaden und
Zusammenfiihrung der Signale verschiedener Rezeptoren, kommt es zur Interaktion
zwischen Integrinen und z. B. Rezeptoren fiir Wachstumsfaktoren (GFs) und letztlich
zu Integrin-abhingiger, differentieller Genexpression (Schwartz, 1992, Hynes, 1992,
Clark und Brugge, 1995, Giancotti, 1997, Giancotti und Ruoslahti, 1999, van der
Flier und Sonnenberg, 2001, Reuning et al., 2003, Huveneers et al., 2007). Beim
»inside-out signaling” wird vom Zellinneren aus die Affinitdt der Integrine
gegeniiber Liganden durch z. B. Konformationsinderung dynamisch reguliert
(Schwartz und Ginsberg, 2002, Xiong et al., 2001, Huveneers et al., 2007). Die
vielfiltigen Integrinfunktionen werden anhand ihrer Bedeutung fiir die Zellmotilitét
in Abbildung 2 genauer erlédutert.

Neben Adhédsion und Migration nehmen Integrine auf verschiedene andere
zellbiologische Abldufe wichtigen EinfluB: Ob eine Zelle proliferiert oder sich
differenziert, und wann Apoptose eintritt, wird Integrin-abhéngig reguliert: So wird z.
B. erst durch die Kopplung von Wachstumsrezeptor-Signalen an Integrine
Zellwachstum von Adhédsion abhingig (Giancotti und Ruoslahti, 1999, Ramsay et al,
2007).

All diese Prozesse bestimmen die physiologischen Abldufe im Organismus,
entscheidende Bedeutung haben sie jedoch auch bei pathologischen Vorgingen: Eine

Storung des Gleichgewichts zwischen Proliferation und Apoptose, Adhédsion und

-5-



Migration mit begrenzter EZM-Degradierung sowie eine Authebung von
Regulationsmechanismen wie Kontaktinhibierung und Adhisionsabhéngigkeit von
Zellwachstum oder Apoptoseinduzierung bei Zellabldsung fithrt zu maligner
unkontrollierter Proliferation, Tumorinvasion und Metastasierung (Ruoslahti und
Reed, 1994, Clark und Brugge, 1995, Wei et al., 1996, Giancotti, 1997, Assoian,
1997, Silletti und Cheresh, 1999, van der Flier und Sonnenberg, 2001, Reuning et al.,
2003, Ramsay et al., 2007).

Chemotaxis

Aktin-
Polymerisation

Gen-
expression

Loutside-in signaling* Jnside-out signaling*

Abb. 2. Zellmigration als Funktion der Integrin/EZM-Interaktion

Anreiz fiir eine gerichtete Zellbewegung kann ein chemotaktisches Signal z. B. durch bestimmte
Serumproteine sein. Die Zelle reagiert hierauf durch Polarisierung im Sinne einer Umverteilung ihrer
EZM-Rezeptoren — wesentlich dabei der Integrine (hier als 2 parallele schwarze Balken dargestellt) -
und ihres Cytoskeletts (gestrichelte Linien). Entscheidend fiir die Ausrichtung der Zelle auf ein
bestimmtes Ziel hin scheinen endozytotische Vorgénge zu sein, bei denen die Integrinrezeptoren lokal
vermehrt internalisiert werden, um so eine gesteigerte Motilitdt bestimmter Zellareale zu erreichen.
Desweiteren scheint eine Umverteilung der Zell/EZM-Rezeptoren in Richtung der Zellspitze (im Bild
rechtes Zellende) stattzufinden. ,,Inside-out signaling sorgt fiir eine Akkumulation aktivierter
Integrine im Bereich der Filopodien, die eine hohe Affinitét fiir das jeweilige EZM-Protein (gebogene
schwarze Linien) aufweisen. Die Integrin/EZM-Bindung fiihrt dort zum clustering von Integrinen,
welches im Zellinneren von der Akkumulation cytoplasmatischer Struktur- und Signalproteine begleitet
wird (roter Kreis) (= fokale Adhédsionsstelle). Adapterproteine (griiner Kreis) stellen die Verbindung
zwischen den einzelnen Molekiilen her. Integrin/Aktin-crosstalk fiihrt zur Aktin-Polymerisation
(parallele gestrichelte Linien) und damit zur Ausbildung stabiler Bindungen zwischen dem Cytoskelett
einerseits und den Integrinen bzw. der EZM andererseits, welche der Zelle in der Folge eine gerichtete
Bewegung entlang dieser sogenannten traction points erlauben. Die Integrin/Aktin-Verbindungen
unterliegen wihrend der Migration einem raschen Wechsel von Auf- und Abbau gerade im Bereich der
Filopodien. Uber phosphorilierungsabhingige Signalkaskaden und die lokale Zusammenfiihrung
bestimmter Rezeptorsignale innerhalb der fokalen Adhésionsstellen erfolgt eine Einflufnahme der
Integrin/EZM-Bindung auf die Genexpression der Zelle (,,0utside-in signaling*). Bestimmte Integrine
wie Integrin avfB3 sind z. B. in die Regulierung der Aktivitidt von Matrixmetalloproteasen (MMPs)
involviert. Uber deren proteolytische Aktivitit wird gerade Tumorzellen die Migration durch
Gewebebarrieren erleichtert (rechter Bildrand) (adaptiert von Ramsay et al., 2007, Caswell und
Norman, 2008 und Vicente-Manzanares et al., 2009).
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1.2.2.2 Das Integrin avp3

Innerhalb der Integrinfamilie besitzt das Integrin av33 wegen seiner herausragenden
Rolle bei der Tumorprogression besondere Bedeutung (Albelda et al., 1990, Liapis et
al., 1997, Gasparini et al., 1998, Schnell et al., 2008, Lai et al., 2008). Sein
spezifischer Aufbau wurde im Kapitel ,,Die Familie der Integrine® bereits
exemplarisch dargestellt (Abb. 1).

Integrin avB3 erkennt seine Liganden vornehmlich iiber das RGD-Motiv, wortiber es
z. B. die Adhision an VN herstellt, aber auch zahlreiche weitere EZM-Proteine
bindet (Ruoslahti und Pierschbacher, 1986, van der Flier und Sonnenberg, 2001). In
Verbindung mit seinen Liganden besitzt Integrin avpB3 die Féhigkeit, die
Zelladhédsion zu steuern und die Proliferation sowie Motilitdt insbesondere bei
verschiedenen Krebszellen zu steigern (Stefansson und Lawrence, 1996, Eliceiri et
al., 1998, Ria et al., 2002, Chellaiah und Hruska, 2002, Cruet-Hennequart et al.,
2003, Leroy-Dudal et al., 2005, Heyman et al., 2008, Fong et al., 2008, Buommino et
al., 2008). In Vorarbeiten der AG Reuning konnte dies eindrucksvoll fir OVCA-
Zellen gezeigt werden: Die Integrin avp3-Uberexpression steigert in der humanen
OVCA-Zelllinie OV-MZ-6 iiber Bindung des Liganden VN die Motilitit, Adhésion
und Proliferation und damit die Malignitit der Tumorzellen vielfach. Eine Rolle
scheint dabei die verstidrkte Expression und Aktivierung des EGFR (epidermaler
Wachstumsfaktorrezeptor) zu spielen (Hapke et al., 2001 und 2003, Lossner et al.,
2008). Die Tumorinvasivitdt fordert das Integrin av33 weiterhin {iber eine erhdhte
Expression von EZM-degradierenden Proteasen wie der Matrixmetalloproteasen
(MMP) 2 und 9 und deren Lokalisierung an die ,,Invasionsfront™ (Marshall und Hart,
1996, Bafetti et al., 1998, Ria et al., 2002, Ahmed et al., 2002, Kim et al., 2008): So
gelingt es Tumorzellen natiirliche Barrieren zu iiberwinden, in angrenzendes Gewebe
und Blutgefile einzubrechen und Metastasen zu bilden (s. auch Abb. 2). Diese Form
der Metastasierung ist fiir das OVCA im Gegensatz zu vielen anderen Malignomen
allerdings von untergeordneter Bedeutung: Anstatt hdmatogen oder lymphogen zu
metastasieren, breiten sich  Tumorzellen hier vornehmlich iiber die
Peritonealfliissigkeit bzw. den charakteristischerweise vorhandenen Aszites im

Bauchraum aus (Abb. 3).



Abb. 3. Ausbreitung von OVCA-Zellen im Bauchraum
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~ Uterus Tan et al., 2006).
Priméares
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Weiterhin gewdhrleistet Integrin avB3 den exprimierenden Zellen Apoptoseschutz
(Stromblad et al., 1996, Eliceiri et al., 1998, Stupack et al., 2001, Grigoriou et al.,
2005) und scheint darliberhinaus in Resistenzmechanismen gegeniiber
Chemotherapeutika eingebunden zu sein (Brozovic et al., 2008). In der fiir
Tumorwachstum und Metastasierung bedeutenden Neovaskularisierung kommt dem
Integrin avP3 eine Schliisselrolle zu: Wéhrend das Endothel bestehender Blutgefilie
wenig bis gar kein Integrin avp3 exprimiert, wird dieses durch Angiogenese-
stimulierende Cytokine und GFs (aus z. B. Tumorzellen) im jeweiligen Gefdf3endothel
stark heraufreguliert und ist fiir die daraufthin folgenden angiogenetischen Vorgénge

entscheidend (Brooks et al., 1994a, Gasparini et al., 1998).

1.2.2.3 Bedeutung von Vitronektin und Integrin avB3 fur die Ovarialkarzinom-

Progression

Histomorphologisch ist fiir das fortgeschrittene OVCA das Nebeneinander von

adhérenten (Priméirtumor, peritoneale Implantationsmetastase) und abgeldsten, oft in
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Aszites schwimmenden Tumorzellen und -zellverbéanden charakteristisch (s. Abb. 3).
Der Modulierung von Zelladhisionseigenschaften kommt in der Tumorprogression
also besondere Bedeutung zu. Daher nehmen Integrine als Adhésionsrezeptoren und
ihre Interaktion mit charakteristischem Tumor-umgebenden Mikromilieu eine zentrale
Position in der OVCA-Forschung ein. Tatsdchlich konnte gezeigt werden, dass
OVCA-Zellen ihre Adhision, Proliferation und Migration — entscheidende Vorgédnge
wihrend der Metastasierung — iiber spezifische EZM-Protein/Integrin-Signalwege
regulieren. Besondere Bedeutung dabei haben das Integrin av3 und sein Ligand VN
(Carreiras et al., 1999a und b, Hapke et al., 2003, Leroy-Dudal et al., 2005, Heyman et
al., 2008, Landen et al., 2008, Ldssner et al., 2008). So induziert Integrin avp3 in
OVCA-Zellen zum Beispiel die verstirkte Expression von MMP 2. Diese wiederum
scheint tiber die Freilegung bestimmter VN-Bindungsstellen fiir das Integrin avf3
eine Rolle bei bereits der frithen Ausbreitung der Tumorzellen im Peritonealraum zu
spielen (Kenny et al., 2008).

Sowohl normale OSE (ovarielle Oberfldchenepithel)-Zellen als auch OVCA-Zellen
sind in der Lage Integrin avfB3 und VN zu synthetisieren und damit ihre Adhéision zu
organisieren (Cannistra et al., 1995, Cruet et al., 1999, Carreiras et al., 1999a, Heyman
et al., 2008, Landen et al., 2008). Verglichen mit den OSE-Vorlauferzellen ist die
Féhigkeit der OVCA-Zellen zur VN- und Integrin avfB3-Synthese jedoch nicht ein
gleichbleibendes Merkmal, sie erfahrt vielmehr entscheidende Verdnderungen im
Rahmen der Tumorprogression: Integrin av33 wird in signifikant hoherem Ausmalf}
von OVCA-Zellen als ovariellen borderline-Tumoren exprimiert (Carreiras et al.,

1996, Liapis et al., 1997).

1.2.2.4 Integrin avp3-Antagonisten in onkologischen Therapieansatzen

Die Suche nach Integrin avp3-Antagonisten zur Therapie humaner
Krebserkrankungen ist inzwischen ein Kernstiick onkologischer Forschung. Dabei
steht die tumorabhidngige Angiogenese im Mittelpunkt der Untersuchungen. Zum
Einsatz kommen Substanzen wie Antikorper (AK), Peptide, Peptidmimetika, small
molecules,  small interfering RNA  (Ribonukleinsdure)  aber  auch
Kombinationstherapien mit herkémmlichen Methoden (Belvisi et al., 2005, Cai und

Chen, 2006, Xiao et al., 2008). Fiir das weitere Verstindnis dieser Arbeit sind in erster
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Linie zyklische RGD-Peptide sowie AK gegen Integrin avp3 von Bedeutung: RGD-
Peptide dienen der gezielten Blockade der RGD-Bindungstelle. Durch die kompetitive
Bindung des Peptids an (in diesem Fall) Integrin avB3 wird eine Ligandenbindung
dort verhindert. Am héufigsten verwendet werden zyklische Pentapeptide. Die
Ringstruktur hilft, die notwendige rdumliche Ausrichtung fiir die Integrinbindung zu
stabilisieren und den Peptidabbau zu reduzieren. Préklinische Studien zeigten eine
Hemmung der Angiogenese und Tumorreduzierung durch die RGD-Peptide. In
klinischen Studien wiesen die Peptide eine gute Vertrdglichkeit auf, abschliefende
Ergebnisse zur Wirksamkeit in der Tumortherapie stehen aus (Gurrath et al., 1992,
Brooks et al., 1994b, Friedlander et al., 1995, Kessler et al., 1995, Dechantsreiter et
al., 1999, Allman et al., 2000, Taga et al., 2002, Thumshirn et al., 2003, Eskens et al.,
2003, Hapke et al., 2001 und 2003, Belvisi et al., 2005, Cai und Chen, 2006, Reardon
et al., 2008).

Der EinfluB von monoklonalen AK (mAK) gegen Integrin avp3 auf die humane
Tumorangiogenese wurde in priklinischen Studien im Tier/Mensch-Chiméren-Modell
untersucht: Dabei wird z. B. einer SCID (severe combined immunodeficiency
disorder) Maus ein Stiick menschlicher Haut transplantiert, in welchem sich humane
Tumorzellen befinden. Bei intravendser Gabe von mAK gegen Integrin avf33 konnte
unter diesen Bedingungen fiir verschiedene humane Malignome ein Abbruch der
Angiogenese, eine Tumorregression sowie ein Riickgang der Invasivitit gezeigt
werden. Ein negativer Effekt auf bereits vorbestehende Blutgefile wurde nicht
beobachtet (Brooks et al., 1994b und 1995). Vitaxin war der erste humanisierte mAK
gegen Integrin avf3. Parallel zu den Ergebnissen aus dem Chimérenmodell zeigte
sich in den klinischen Studien mit Vitaxin eine gute Vertrdglichkeit des Integrin av33-
Antagonisten. Die hohen Erwartungen aus den priklinischen Untersuchungen
hinsichtlich des Tumoransprechens wurden jedoch nicht oder nur teilweise erfiillt:
Vitaxin zeigte in der ersten Phase I Studie bei 7 von 17 Patienten mit einem
progressiven, auf Standardtherapie refraktiren Malignom eine voriibergehende
Stabilisierung der Erkrankung, bei einem Patienten kam es zum temporéiren
Tumorriickgang (Gutheil et al., 2000). In einer darauthin folgenden Pilotstudie zu
Vitaxin beim fortgeschrittenen Leiomyosarkom — dem Malignom, das in der Gutheil-
Studie das beste Ansprechen gezeigt hatte — erbrachte es bei keinem der 15 Patienten
einen klinischen Erfolg (Patel et al., 2001). Aktuell werden Studien zum Einsatz von

Vitaxin beim metastasierten Melanom und Prostatakarzinom durchgefiihrt. Die
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bisherigen Daten zeigen keinen Vorteil im Vergleich zur Standardtherapie (Cai und
Chen, 2006). Abegrin, ein weiterer humanisierter mAK gegen das Integrin avp3
fiihrte bei intraperitonealer (ip) Gabe in einem Mensch/Maus-Chiméren-Modell, bei
welchem immundefizienten Méausen humane OVCA-Zellen ip injiziert wurden, je
nach OVCA-Zelllinie zu unterschiedlichen Ergebnissen hinsichtlich der Tumorgrofe
und des Ansprechens auf Paclitaxel. Resezierte Tumoren wiesen durchgéngig eine
Reduktion des Proliferationsmarkers proliferating cell nuclear antigen (PCNA) auf,
jedoch keine Verdnderung der Kapillardichte. Dies ist wohl damit zu erklédren, dass
Abegrin kein murines Integrin avp3 erkennt (Landen et al., 2008).

Es wird klar, dass die Forschung an Integrin avf33-Antagonisten zum Einsatz in der
humanen Tumortherapie erst am Anfang steht. Schon die Ergebnisse aus den
Vorstudien lassen sich mitunter nur bedingt vergleichen, umso schwieriger wird die
Ubertragung auf den final erkrankten Malignompatienten. Auch im gesunden
Organismus 14Bt sich nicht alleine eine Funktion fiir ein bestimmtes Integrin
definieren. Im Gegenteil gerade im Bereich der Integrine herrscht ein komplexes
Zusammenspiel innerhalb der Proteinfamilie. Es ist daher notwendig nach weiteren
Integrin avf3-Antagonisten zu suchen und das Zusammenwirken der einzelnen
Proteine genauer zu studieren. Dabei konnen sogenannte natiirliche Integrin avf33-
Antagonisten von Nutzen sein. Eine in dieser Hinsicht vielversprechende Familie an
potenticllen  Integrinantagonisten stellt die ADAM (a disintegrin and
metalloproteinase)-Proteinfamilie dar. Dabei kommt ADAMI15 besondere Beachtung
zu: Es verfiigt in seiner humanen Form als bisher einziges ADAM {iber ein RGD-

Motiv und ist somit ein potentieller natiirlicher Interaktionspartner des Integrins av33.

1.3 ADAMs

1.3.1 Die ADAM-Proteinfamilie

Die zuerst entdeckten ADAMs — ADAMI und -2 (Fertilin o und  bzw. PH-30 o und
) — wurden 1993 von Wolfsberg und Mitarbeitern beschrieben (s. auch Primakoff et
al., 1987, Blobel et al., 1990, Blobel et al., 1992). Bald darauf wurde klar, dass es sich
bei diesen in ihrem Strukturaufbau einzigartigen Proteinen um Mitglieder einer neuen

Proteinfamilie handelt (Weskamp und Blobel, 1994). ADAMs sind membranstindige
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Typ 1 Glykoproteine, die durchschnittlich ca. 750 Aminosduren (AS) enthalten
(Primakoff und Miles, 2000). Sie gehéren zur Proteinsuperfamilie der Metzinkine,
Zink-abhingige Metalloproteinasen, zu denen auch die Matrixmetalloproteasen
(MMPs) und die snake venom metalloproteinases (SVMPs) gezéhlt werden (Black
and White, 1998, Stone et al., 1999) (Abb. 4).

1
[ Astacine ] [ Serralysine ] [ MMPs ] [ Adamalysine ]

[ ADAMSs ][ SVMPs ]

Abb. 4. ADAMs sind Teil der Metzinkin-Metalloproteasen-Familie

Metzinkine sind Zink-abhidngige Metalloproteasen. Ihr gemeinsames Merkmal ist die
HEXXHXXGXXH-AS-Sequenz: Dariiber erfolgt die Koordinierung des Zinkions innerhalb des
aktiven Zentrums der Proteasen. Zur Proteinsuperfamilie der Metzinkine gehoren die im FluBkrebs
vorkommenden Astacine, die bakteriellen Serralysine, die MMPs sowie die Adamalysine, wobei
sich letztere in die ADAMs und die SVMPs untergliedern (Bode et al., 1993, Stone et al., 1999).

MMPs degradieren EZM-Komponenten wie Col, LN, FN und Proteoglykane und
begiinstigen durch  dieses remodeling der Tumorumgebung invasives
Tumorwachstum und Metastasierung (Liotta und Stetler-Stevenson, 1991, Sato et al.,
1992, Kossakowska et al., 1996, Itoh und Nagase, 2002, Visse und Nagase, 2003).
SVMPs sind 16sliche Komponenten von Schlangengift, die iiber eine Doppelwirkung
im betroffenen Organismus zu schweren Hémorrhagien fithren: Die
Metalloproteinase degradiert Bestandteile der Basalmembran, die Disintegrin-
Domine Dbindet das Plittchenintegrin  ollbpIIl und verhindert damit
Fibrinogenbindung und Thrombozyten-Agglutination (Niewiarowski et al., 1994,
Wolfsberg et al., 1995a, Yamamoto et al., 1999).

ADAMs besitzen eine groBe Ahnlichkeit mit den in Schlangengift enthaltenen
SVMPs (Wolfsberg et al., 1995b): Mit den SVMPs der Klasse PIII haben ADAMs
die Pro-, die Metalloproteinase-, die Disintegrin- und die Cystein-reiche Doméne
gemein (Wolfsberg und White, 1996, Black und White, 1998). Daneben verfiigen
ADAMs tiiber weitere potentiell wichtige molekulare Domédnen, denen bestimmte

Funktionen zugeordnet werden, so dass sich folgender Aufbau ergibt (Abb. 5):
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Auf die N-terminale Pro-Domidne folgt die Metalloproteinase-Doméne, die
Disintegrin-Doméne, eine Cystein-reiche Domine mit einer dem epidermalen
Wachstumsfaktor (EGF) &hnlichen Sequenz, die transmembrane Doméne sowie eine
C-terminale cytoplasmatische Region (Wolfsberg et al., 1993, 1995a und b). Auch
16sliche ADAM-Formen wurden beschrieben, denen entsprechend transmembrane

Domine und cytoplasmatische Region fehlen (Stone et al., 1999).
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Abb. 5. Vergleich des Domanenaufbaus von ADAMs, SVMPs P11 und MMP 7

ADAMs zeichnen sich durch einen charakteristischen Doménenaufbau aus. Neben den
membrangebundenen existieren 16sliche ADAM-Formen. Eine hohe Ahnlichkeit hinsichtlich ihres
Aufbaus zeigen ADAMs im Vergleich mit den 16slichen SVMPs der Klasse PIII. MMP 7, als
einfachster Vertreter der MMPs, weist nur die Pro- und Metalloproteinase-Doméne auf (adaptiert von
Stone et al., 1999).

Aufgrund ihres Domédnen-Aufbaus werden ADAMs folgende potentielle Funktionen
zugeschrieben (Wolfsberg et al., 1995b, Wolfsberg und White, 1996, Huovila et al.,
1996, Bigler et al., 1997, Stone et al., 1999, Dong et al., 1999, Herren, 2002):
i. Proteolyse und shedding (Abspaltung membrangebundener
Proteine von der Zelloberflidche) (Metalloproteinase-Doméne)
ii. Adhésion (Disintegrin-Domine, Cystein-reiche Doméne)
iii. Zellfusion (Cystein-reiche Doméne)

iv. Intrazelluldres signaling (cytoplasmatische Region)
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Inzwischen wurden 40 Vertreter der auch als MDCs
(metalloproteinase/disintegrin/cysteine-rich) bezeichneten ADAMs entdeckt (White
und Wolfsberg, 2009). Diese sind bei Mensch und Tier weitverbreitet und werden in
vielen Organen wie z. B. Nervengewebe, Muskel, Ovar, Herz, Leber, Lunge und
Brustdriise exprimiert (Wolfsberg et al., 1995b, Perry et al., 1995, McKie et al., 1997,
Frayne et al., 1997, Black et al., 1997, Inoue et al., 1998, Jury et al., 1999, Stone et al.,
1999, Ortiz et al., 2005, Lendeckel et al., 2005, Schiitz et al., 2005, Kuefer et al.,
2006, Yamada et al., 2007). Sie sind an Fertilisation (Wolfsberg et al., 1993, Almeida
et al., 1995, Cho et al., 1998, Shamsadin et al., 1999, Evans, 2001, Pasten-Hidalgo et
al., 2008), Neuro- (Fambrough et al., 1996, Pan und Rubin, 1997, Qi et al., 1999, Six
et al., 2003) und Myogenese (Yagami-Hiromasa et al., 1995, Gilpin et al., 1998,
Lafuste et al., 2005) sowie der Aktivierung von Cytokin-Vorstufen wie TNF
(Tumornekrosefaktor)-o. und der Freisetzung von GFs wie HB-EGF (Heparin-
bindender EGF-dhnlicher GF) (Black et al., 1997, Moss et al., 1997, Izumi et al.,
1998, Yamamoto et al., 1999, Asakura et al., 2002, Seals et al., 2003, Huovila et al.,
2005) beteiligt. Daher verwundert es nicht, dass ADAMs erhdhte Expressionsspiegel
in entziindlich verdndertem Gewebe wie bei Arthritis (Flannery et al., 1999, B6hm et
al., 1999, Bohm et al., 2001) oder Gastritis (Yoshimura et al., 2002) aufweisen und
dariiberhinaus in verschiedenen Krebszellen entdeckt wurden (Howard et al., 1996,
Wu et al., 1997, Gilpin et al., 1998, McCulloch et al., 2000, Yoshimura et al., 2002).
Auch in Malignomen wie Kolon-, Mamma- (Iba et al., 1999, Blanchot-Jossic et al.,
2005, Lendeckel et al., 2005, Mitsui et al., 2006), Lungen- (Ohtsuka et al., 2006),
Prostata- (O’Shea et al., 2003), oralem Plattenepithel- (Ko et al., 2007) und — von
besonderer Bedeutung fiir diese Arbeit - im OVCA (Tanaka et al., 2005) wird oft eine
verstirkte Expression der ADAMs festgestellt, was dabei hdufig mit einer erhohten
Malignitdt der Tumoren korreliert (Shintani et al., 2004, Kodama et al., 2004,
Wildeboer et al., 2006, Ohtsuha et al., 2006, Mochizuki und Okada, 2007).

Die molekularen Mechanismen, die den aufgefiihrten Beteiligungen der ADAMs an
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen zugrunde liegen, sind oft noch
unklar. Obwohl alle ADAMs eine Metalloproteinase-Doméne besitzen, wird diese
aufgrund ihrer Sequenz nur in etwa der Halfte der bekannten ADAMSs fiir
proteolytisch aktiv gehalten (White und Wolfsberg, 2009). In vitro wurden mehrere
Substrate identifiziert, die jedoch in vivo bislang oft unbestatigt blieben (White, 2003).
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Fir die Disintegrin-Doméne konnten in vitro zahlreiche Interaktionen mit
verschiedenen Integrinen — darunter Integrin avB3 — gezeigt werden, doch bedarf es
weiterer Experimente, um zu kléren, inwieweit es sich bei den identifizierten ADAMs
auch um natiirliche, in vivo relevante Integrinliganden handelt (Eto et al., 2002, White,
2003).

ADAMSs sind aufgrund ihrer einmaligen Struktur, insbesondere der Verbindung von
adhédsiven und proteolytischen Fiahigkeiten in einem Protein, der Fahigkeit mit
Integrinen zu interagieren, dem Potential auf die Signaltransduktion EinfluBl zu
nehmen und ihrer weiten Verbreitung - auch in Tumoren -, ein wichtiger
Forschungsgegenstand gerade im Hinblick auf ihre Rolle im Krebsgeschehen. Das
wirkliche  Ausmall  ihrer Bedeutung in  physiologischen aber auch
pathophysiologischen Zusammenhingen wird jedoch erst in einigen Jahren deutlich

werden.

1.3.2 ADAM15

ADAMI15 verdient innerhalb der ADAM-Familie besondere Beachtung: Es vereint
nicht nur die AS-Sequenz einer potentiell aktiven Metalloproteinase mit mehreren
denkbaren Bindestellen fiir cytoplasmatische Signalmolekiile, sondern besitzt in der
hADAMI15 Form als einziges bisher bekanntes ADAM ein RGD-Motiv innerhalb der
Disintegrin-Doméne (Kritzschmar et al., 1996). Dieses Integrin-Bindemotiv ist in
ADAMI15 von Maus und Ratte nicht konserviert. Hier wurde stattdessen eine TDD
(Thr-Asp-Asp)-Sequenz identifiziert (Lum et al., 1998, Bosse et al., 2000).

Um der Besonderheit von hADAMI15 gerecht zu werden, wird dieses auch als
Metargidin bezeichnet: metalloprotease RGD disintegrin (Abb. 6).

Entdeckt wurde das 814 AS umfassende hADAMIS in der epithelialen
Mammakarzinom-Zelllinie MDA-MB-468 durch Kritzschmar et al. 1996. Transkripte
wurden spéter in vielen anderen Geweben von Mensch, Ratte und Maus gefunden, so
dass ADAMI5 heute als ubiquitér exprimiert gilt (Kritzschmar et al., 1996, Frayne et
al., 1997, Lum et al., 1998, Bosse et al., 2000, Bernstein et al., 2003, Lu et al., 2007).
Kritzschmar et al. (1996) identifizierten zudem ein 56 kDa Protein, welches mit
ADAMI15 koimmunprézipitiert, so dass ADAMI15 innerhalb eines Heterodimers an

der Zelloberflache vermutet werden kann.
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Abb. 6. Die Doméanen von hADAM15

hADAMI15 weist folgende molekulare Merkmale auf: Die Pro-Doméne enthilt eine ungerade
Anzahl von Cystein-Resten. RRRR liegt als putative Furin-Spaltstelle zwischen Pro- und
Metalloproteinase-Doméne. Die Metalloproteinase-Doméne enthédlt mit der AS-Sequenz
HELGHSLGLDH das klassische Metzinkin-Zink-Bindemotiv. In der Disintegrin-Doméine wurde
das Tripeptid RGD identifiziert. Es folgen die Cystein-reiche, die EGF-dhnliche, die
transmembrane und die Prolin-reiche cytoplasmatische Doméne (adaptiert von Stone et al., 1999).

Interessant ist, dass maturiertes ADAMI15 mehrheitlich nicht an der Zelloberflache,
sondern im Zellinneren vorkommt. Daher wird eine intrazelluldre Funktion von
ADAMI5 neben extrazelluldren Aufgaben diskutiert (Lum et al., 1998, Arndt et al.,
2002, Ham et al., 2002, Mosnier et al., 2006, Charrier-Hisamuddin et al., 2008).
Genstruktur und 13 splicing-Varianten von hADAMI15 in gesundem menschlichen

Gewebe wurden 2007 von Kleino und Kollegen beschrieben.

1.3.2.1 Die Doméanen von ADAM15
1.3.2.1.1 Die Pro-Domane

ADAMIS5 existiert in Zellen und Geweben sowohl in der Pro- (110-159 kDa) als auch
in der maturierten Form (85 kDa) (Kritzschmar et al., 1996, Charrier et al., 2005,
Kleino et al., 2007). Die ca. 200 AS lange Pro-Domine verfligt bei ADAMI15, wie
auch bei den SVMPs und anderen potentiell katalytisch aktiven ADAMs, iiber eine
ungerade Anzahl von Cystein-Resten, so dass ein cysteine switch als
Regulationsmechanismus fiir die Metalloproteinase vermutet wird. Dabei

wechselwirkt ein Cystein-Rest in der Pro-Domine mit dem Zinkion im aktiven
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Zentrum der Metalloprotease und sorgt so fiir deren Inaktivitit (Wolfsberg et al.,
1993, Wolfsberg und White, 1996, Kritzschmar et al., 1996, McKie et al., 1997,
Black und White, 1998, Loechel et al., 1998 und 1999, Stone et al., 1999, Roghani et
al., 1999, Roberts et al., 1999). Zur Aktivierung der Metalloprotease enthalten
katalytisch aktive ADAMs eine Konsensus-Sequenz (Arg-X-Lys-Arg [RXKR] und
Arg-Arg-Arg-Arg [RRRR]) fiir Furin-Proteasen im Ubergang der Pro- in die
Metalloproteinase-Domine (Weskamp et al., 1996, Loechel et al., 1998, Roghani et
al., 1999, Yamamoto et al., 1999, Stone et al., 1999). Innerhalb des ADAMIS5-
Proteins wurde die potentielle Furinspaltstelle RRRR identifiziert und auch in vitro
Ergebnisse legen eine Prozessierung von ADAMI1S5 durch Furin oder eine &dhnliche
Pro-Protein-Konvertase nahe. Da ADAM15 sowohl in seiner maturierten als auch in
seiner Pro-Form auf der Zelloberfliche vorgefunden wird, steht ein sekundérer
Aktivierungsvorgang durch zum Beispiel Endozytose ebenfalls zur Diskussion

(Krétzschmar et al., 1996, Lum et al., 1998).

1.3.2.1.2 Die Metalloproteinase-Domane

ADAMs sind Teil der Metzinkin Proteinsuperfamilie (Abb. 4). Metzinkine sind Zink-
abhingige Metalloproteasen, die sich durch die konservierte AS-Sequenz
HEXXHXXGXXH (His-Glu-X-X-His-X-X-Gly-X-X-His) innerhalb ihres aktiven
Zentrums auszeichnen. Dabei koordinieren die 3 Histidin-Reste das Zink-Ion,
Glutamat dient als katalytische Base und Glycin stellt ein wichtiges Strukturmerkmal
dar. Ein weiter C-terminal gelegener Methionin-Rest hilft das aktive Zentrum zu
stabilisieren (Bode et al., 1993, Stone et al., 1999). Von allen bekannten ADAM:s ist
nur bei etwa der Hélfte in der ca. 200 AS umfassenden Metalloproteinase-Doméne die
Metzinkin-AS-Sequenz erhalten. Bei den restlichen ADAMSs wird von katalytischer
Inaktivitit ausgegangen (White und Wolfsberg, 2009).

ADAMI15 enthdlt das HELGHSLGLDHD (His-Glu-Leu-Gly-His-Ser-Leu-Gly-Leu-
Asp-His-Asp)-Zink-Bindemotiv innerhalb seiner Metalloproteinase-Doméne und wird
daher als potentiell katalytisch aktiv angesehen (Kritzschmar et al., 1996). In vitro
spaltet es Col-IV und Gelatin (Martin et al., 2002). Dariiberhinaus scheint ADAMI5
als Sheddase von proHB-EGF, Amphiregulin und TGF (transformierender GF)-o. an
der indirekten Aktivierung von EGFR (EGFR-Transaktivierung) beteiligt zu sein
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(Schifer et al., 2004b, Hart et al., 2005). ADAMIS5 fungiert in vitro weiterhin als
Sheddase des low affinity IgE-Rezeptors CD23 (Fourie et al., 2003) und des
epidermalen Cadherins (E-Cadherin) (Najy et al., 2008b). Die Identifizierung von in
vivo Substraten steht bislang jedoch aus.

Interessanterweise inhibieren nicht nur AK gegen die Disintegrin-, sondern auch
gegen die Metalloproteinase-Domine von hADAM15 in humanen Mesangiumzellen
deren Migration. Der genaue Mechanismus dabei und insbesondere das
Zusammenspiel zwischen Disintegrin- und Metalloproteinase-Doméne ist bisher noch
unklar (Martin et al., 2002).

Neben dem vollstindigen Protein wurden ADAMI15 Formen beschrieben, bei denen
die Metalloproteinase vom restlichen membrangebundenen Teilstiick abgespalten ist.
Damit wire die ADAM15-Metalloproteinase — katalytische Aktivitit vorausgesetzt -
in weit groBerem Rahmen als zellgebunden zur Aktivierung bestimmter Substrate, zur
Losung von Zell/Zell-Bindungen und zum EZM-remodeling féhig. Herren et al.
(1997) entwickelten 3 Modelle, wie die Funktionen von hADAM15 aussehen kdnnten
(Abb. 7): hADAMIS konnte erstens zellgebunden in Zell/Zell-Interaktionen aktiv
werden: Dabei konnte es {iber seine Disintegrin-Doméne mit Integrinen auf
Nachbarzellen interagieren. Die Metalloproteinase-Doméne konnte dann nach
Abspaltung der Pro-Domine lokal Proteine degradieren. Beides 16st potentiell
Signaltransduktionsvorginge aus, die liber den cytoplasmatischen hADAM15-Anteil
vermittelt werden. Das zweite Modell einer Zell/Zell-Interaktion sieht eine
Abspaltung der Metalloprotease vom restlichen hADAMI15-Protein vor: Dabei
wechselwirkt die Disintegrin-Doméne weiterhin mit Integrinen auf Nachbarzellen.
Die Metalloprotease wire nach Pro-Dominen-Abspaltung 16slich aktiv. Im dritten
Ansatz wiirde die Disintegrin-Doméne zusammen mit der Metalloproteinase-Doméne
abgespalten. Damit konnte jetzt {iber die Disintegrin-Doméne eine Anbindung an
Integrine erfolgen und dadurch benachbarte oder Integrin-gebundene EZM-Proteine
gezielt degradiert werden. Der membrangebundene Rest des hADAMI1S5 kdnnte
weiterhin Zell/Zell-Interaktions- und Signaltransduktionsfunktion besitzen. Auch eine
Wechselwirkung von Integrin und Disintegrin auf derselben Zelle ist prinzipiell in

allen 3 Modellen vorstellbar.
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Abb. 7. Mdgliche Formen der Prozessierung und Interaktion von hADAM15

A: Die Disintegrin-Doméne interagiert mit Integrinen auf Nachbarzellen. Dadurch ist Zell/Zell-
Interaktion und signaling vorstellbar. Die Metalloproteinase ist nach Pro-Doménen-Abspaltung
lokal aktiv.

B: Nach Abspaltung der Metalloproteinase stellt die Disintegrin-Doméne Zell/Zell-Interaktion
durch Bindung von Integrinen auf Nachbarzellen her. Signaltransduktion ist dabei moglich. Die
Metalloproteinase ist nach Abspaltung der Pro-Doméne 16slich aktiv.

C: Metalloproteinase- und Disintegrin-Domédne werden gemeinsam vom restlichen hADAM15-
Protein getrennt. Die Disintegrin-Doméne i{ibernimmt die Identifikation des Substrats, welches
nach Aktivierung der Metalloproteinase durch diese gespalten wird. Der membrangebundene
hADAMI15-Proteinrest konnte weiterhin Zell/Zell-Interaktions- und Signaltransduktionsaufgaben
besitzen (adaptiert von Herren et al., 1997).

Wegen des hohen Prozentsatzes an maturiertem ADAMI1S innerhalb der Zelle,
werden neben extrazellularen Funktionen auch intrazellulire, den Furin-Proteasen
dhnliche Aufgaben diskutiert (Lum et al., 1998, s. auch review Charrier-Hisamuddin
et al., 2008).

1.3.2.1.3 Die Disintegrin-Domane

SVMPs besitzen in ihrer Disintegrin-Doméne eine durch Disulfidbriicken fixierte
Schleife, an deren Spitze sich ein AS-Tripeptid-Motiv befindet. Uber dieses AS-
Triplet stellen SVMP-Disintegrine die Bindung zu Integrinen her. ADAMs teilen in

threr ca. 60-90 AS enthaltenden Disintegrin-Domdne diese primédren
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Strukturmerkmale der SVMPs PIII. Jedoch ist aufgrund der AS-Sequenz nicht klar, ob
alle ADAMs als Integrinliganden fungieren (Wolfsberg et al., 1993, Niewiarowski,
1994, Wolfsberg et al., 1995a, Wolfsberg und White, 1996, Huovila et al., 1996). Im
Gegensatz zu den loslichen Disintegrinen der SVMPs, welche Zell/Zell-Interaktionen
auftheben, konnten ADAMs als meist zelluldre Disintegrine, diese eher fordern
(Blobel et al., 1992).

Das RGD-Motiv innerhalb der Disintegrin-Doméne von hADAMIS ist einzigartig
innerhalb der ADAM-Proteinfamilie. ADAMI15 von Maus und Ratte enthélt ein TDD-
Tripeptid anstelle des RGD. Durch dieses RGD-Tripeptid ergibt sich eine potentielle
Wechselwirkung mit dem in  pathophysiologischen  Vorgingen  wie
Neovaskularisation, Tumorwachstum und Metastasierung so entscheidenden Integrin
avpB3 (Albelda et al., 1990, Brooks et al., 1994a, b und 1995, Marshall und Hart,
1996, Ria et al., 2002, Cruet-Hennequart et al., 2003).

Tatsdchlich wurde in vitro die spezifische, RGD-abhingige Interaktion von
hADAMIS5 mit Integrin avB3 gezeigt. Findet diese Interaktion in vivo statt, muf} an
eine Konkurrenzsituation von hADAMI15 und anderen RGD-enthaltenden
Integrinliganden wie dem EZM-Protein VN gedacht werden. Dabei konnte die
hADAMI1S5 Disintegrin-Domine entweder zellgebunden oder in der 16slichen Form
iiber die Bindung von Integrin ovB3 EinfluB auf adhdsive und motile
Zelleigenschaften nehmen: Eine Bindung von zellgebundenem hADAMI1S5 an auf
derselben Zelle lokalisiertes Integrin avB3 wiirde Zell/Zell- und Zell/Matrix-Kontakte
schwichen. Dies wire ebenso bei Bindung der 16slichen hADAM15-Form an Integrin
avl33 der Fall. Umgekehrt wiére eine Verstirkung von Zell/Zell-Kontakten das
Ergebnis einer Bindung von gebundenem hADAMIS5 der einen Zelle an das Integrin
avB3 einer Nachbarzelle. Dabei kann nicht pauschal vorhergesagt werden, wie sich
durch die beschriebenen potentiellen hADAMI15/Integrin avB3-Interaktionen die
Zelleigenschaften hinsichtlich adhisiver und motiler Charakteristika verdndern
wiirden: Zellbewegung bendtigt ein fein abgestimmtes Mall aus Zell/Zell- und
Zell/Matrix-Bindungen einerseits und deren Aufhebung andererseits. So kann ein
hohes MalBl an Zell/Zell- und Zell/Matrix-Bindungen eine Zelle ebenso
immobilisieren, wie ein hohergradiger Verlust dieser Adhésionskontakte die
Zellmotilitit einschrinken kann. Insofern betrachtet man das Ergebnis der denkbaren

hADAMI15/Integrin ~ avB3-Interaktionen als potentielle Modulierung motiler
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Zellcharakteristika (Abb. 8) (Blobel et al., 1992, Zhang et al., 1998, Nath et al., 1999,
Iba et al., 1999, Eto et al., 2002, Al-Fakhri et al., 2003, Hapke et al., 2003).

o .
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Abb. 8. Modelle zur RGD-abhéngigen Integrinbindung durch hADAM15

A: Uber einen Integrinrezeptor adhiriert die Zelle z. B. RGD-abhiingig an die EZM.
B: Lésliches (s)hADAMI1S5 konnte mittels seiner Disintegrin-Doméne (Dis) Integrine RGD-
abhéngig binden und damit die Zell/EZM-Interaktion lockern.
C: RGD-abhingige Interaktion von Integrin und hADAMI15 auf derselben Zelle kdnnte ebenfalls
zur Abschwichung von Zell/EZM-Kontakten fiihren.
D: Eine Verstarkung von Zell/Zell-Kontakten ist iiber die RGD-abhéngige Wechselwirkung von
hADAMI15 mit Integrinen auf Nachbarzellen vorstellbar (adaptiert von Wolfsberg und White, 1996
und Herren et al., 1997).
Neben der rein mechanischen Funktion der Integrin/EZM-Interaktion - Fixierung von
Zellen an ein oder Loslosung dieser von einem bestimmten Umfeld -, kann die
Integrin/Liganden-Bindung auch die Transduktion intrazelluldrer Signale bewirken,
wodurch Proliferation, Migration und Zelliiberleben reguliert werden. Da hADAMI15
ebenso wie VN, RGD-abhingig Integrin avB3 zu binden vermag, mufl davon
ausgegangen werden, dass hADAMI15 innerhalb der Zellregulation ebenfalls grofBe
Bedeutung besitzt (Giancotti, 1997, Chapmann, 1997, Hapke et al., 2001 und 2003,
Martin et al., 2002).
In der Tat zeigen mesenchymale ADAMIS5-iiberexprimierende Zellen in vitro

vermehrt Zell/Zell-Kontakte (Herren et al.,, 2001). In Endothelzellen wurde
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hADAMI1S5 in Zell/Zell-Verbindungsstrukturen, den sogenannten adherens junctions,
kolokalisiert mit dem Adhésionsmolekiil vascular endothelial-Cadherin  (VE-
Cadherin) identifiziert. Interessant dabei ist, dass VE-Cadherin fiir eine erhdhte
ADAMI15 Opberflachenexpression und spezifische Lokalisierung innerhalb der
Zell/Zell-Kontakte sorgt. Der genaue Bindungspartner von hADAMI1S5 in diesen
Kontaktstellen ist bislang nicht identifiziert, doch befinden sich Integrine weit oben
auf der Liste moglicher Kandidaten (Ham et al., 2002). Auch Najy und Mitarbeiter
(2008b) beschreiben eine Kolokalisierung von hADAMI15 und E-Cadherin in
Zell/Zell-Verbindungsstellen von Mammakarzinomzellen. Hier scheint hADAMI15
aber primér als spezifische Sheddase des E-Cadherin zu fungieren und dariiber
Zell/Zell-Kontakte zu 16sen. Charrier und Kollegen (2007) berichten iiber eine RGD-
abhingige Zell/Zell-Adhdsion zwischen Integrin  avp3-exprimierenden T-
Lymphozyten einerseits und ADAMI15-exprimierenden intestinalen Epithelzellen
andererseits. Diese wird durch die Uberexpression von hADAMI5 in der
Epithelzelllinie verstidrkt und durch AK gegen die Ektodomédne von hADAMI5
reduziert. Eine hADAMI5-Uberexpression in der T-Lymphozyten-Zelllinie fiihrt zu
einer verstirkten RGD-abhéngigen Aggregation dieser Zellen. Bei Herren et al.
(2001) fihrten die erhohten Zell/Zell-Kontakte durch hADAMI15 zu einer
Migrationsinhibierung mesenchymaler Zellen. Gegenteilige Beobachtungen machten
Najy und Kollegen (2008a) mit Prostatakarzinomzellen: Sie stellten bei verringerter
hADAMI15-Expression durch RNA-Interferenz eine reduzierte Migration sowie
Adhision auf EZM-Proteinen wie VN fest. Ahnliche Ergebnisse werden von der
Forschungsgruppe Martin et al. (2002) beschrieben: Hier verstirkt hADAMI15 die
Migration von Mesangiumzellen, welche iiber AK gegen die Disintegrin-Domine
gehemmt werden kann. Diese unterschiedlichen Resultate hinsichtlich Zell/Zell-

Adhision und Migration deuten auf eine zellspezifische Funktion von hADAMI1S5 hin.

1.3.2.1.4 Die Cystein-reiche und EGF-ahnliche Domane

Die Funktionen der Cystein-reichen und EGF-éhnlichen Domine der ADAMs sind
weitgehend unklar. Vermutet werden fiir die ca. 160 AS (davon 10-14 Cystein-Reste)
enthaltende Cystein-reiche Doméne adhidsive Funktionen (Iba et al., 1999, Iba et al.,
2000, Wong et al., 2001, White, 2003). Bei einem Teil der ADAMs wurde weiterhin
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ein putatives Fusionspeptid innerhalb dieser Region entdeckt. Dabei handelt es sich
um hydrophobe AS-Sequenzen mit groBer Ahnlichkeit zu viralen Fusionspeptiden
(Blobel et al., 1992, Weskamp et al., 1993, Wolfsberg et al., 1995a, Stone et al.,
1999). Da die Cystein-reiche Domdne des ADAM15 keine hydrophobe AS-Sequenz
aufweist, gilt ein Mitwirken von ADAMIS5 bei Zell/Zell-Fusionsvorgédngen als
unwahrscheinlich (Kritzschmar et al., 1996).

Ein ca. 40 AS umfassender EGF-dhnlicher repeat findet sich im AnschluB3 an die
Cystein-reiche Doméne. Zusammen mit der cytoplasmatischen Doméne deutet er auf
eine mogliche Rolle der ADAMs in Signaltransduktionsvorgéngen (Stone, et al.,

1999).

1.3.2.1.5 Die transmembrane und cytoplasmatische Doméane

ADAMs sind grofBtenteils membranstindige Typ I Glykoproteine. Daneben existieren
auch 16sliche Formen, denen die im folgenden beschriebenen Doménen fehlen (Emi et
al., 1993, Katagiri et al., 1995, Gilpin et al., 1998, Cerretti et al., 1999, Roberts et al.,
1999). Zelluldire ADAMs werden {iiber eine hydrophobe transmembrane Doméne in
der Zellmembran verankert (Stone et al., 1999). Diese Domine endet in einer
cytoplasmatischen Region von 40 bis 250 AS Lénge. Hinsichtlich der C-terminalen
Domiine besteht weder groBe Ahnlichkeit der einzelnen ADAMSs untereinander noch
mit anderen Proteinen (Wolfsberg et al., 1995a). Bei einigen ADAMs finden sich
Prolin-reiche Abfolgen (z. B. Arg-Pro-X-Pro-X-X-Pro (RPXPXXP)), die auf
Bindungsstellen fiir cytoskeletale Proteine oder Signalmolekiile mit SH (Src-
Homologie) 3-Doménen deuten (Weskamp et al., 1996, Black und White, 1998, Inoue
et al., 1998, Yamamoto et al., 1999, Stone et al., 1999). Dies ist bei ADAMIS der
Fall, hier wurden die Prolin-reichen Sequenzen: PPPPRKP (Pro-Pro-Pro-Pro-Arg-
Lys-Pro) und RPAPPPP  (Arg-Pro-Ala-Pro-Pro-Pro-Pro)  innerhalb  der
cytoplasmatischen Doméne identifiziert (Kratzschmar et al., 1996). Ergebnisse aus in
vitro Versuchen bestitigen eine Interaktion mit SH3-Doménen-tragenden Proteinen
und deuten auf eine in vivo Funktion von hADAMIS5 bei subzelluldrer
Proteinlokalisation, -maturierung und —transportvorgéingen (Howard et al., 1999)

sowie eine Mitwirkung bei immunologischen Prozessen (Poghosyan et al., 2002).
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Interessanterweise scheint die cytoplasmatische Domine Einflul auf Zell/Zell- und
ZelllEZM-Kontakte zu nehmen wund dariiber Adhision, Migration und
Invasionseigenschaften zu modulieren (Charrier et al., 2007, B6hm et al., 2008, Zhong
et al., 2008). Zahlreiche splice-Varianten legen unterschiedliche Funktionen je nach
Gewebe nahe (Kleino et al., 2007, Charrier-Hisamuddin et al., 2008).

1.3.2.2 Die Rolle von ADAMI15 in verschiedenen pathophysiologischen

Vorgangen

1.3.2.2.1 ADAM15, Alterungs- und benigne Krankheitsprozesse

ADAMIS5 scheint innerhalb vieler verschiedener Krankheitsprozesse eine wichtige
Funktion zu besitzen. Gemeinsames Kennzeichen dieser Erkrankungen ist deren
chronische, oft entziindliche Natur sowie ein ausgeprigtes remodeling der betroffenen
Strukturen. So wird hADAMI15 mit Vorhofdilatation bei mehrmonatiger atrialer
Fibrillation (Arndt et al., 2002) ebenso in Verbindung gebracht, wie mit den
Umbauprozessen innerhalb chronisch entziindlicher Darmerkrankungen (CED)
(Mosnier et al., 2006) oder dem Knorpel-remodeling bei Osteo- und rheumatoider
Arthritis (RA) (Flannery et al., 1999, Bohm et al., 1999, 2001 und 2005). Humanes
ADAMIS5 konnte dabei als Protease direkt fiir den Gewebeumbau verantwortlich sein
oder aber indirekt als Sheddase fiir eine vermehrte Freisetzung von
Entziindungsmediatoren sorgen (Herren et al., 1997 und 2002, Flannery et al., 1999,
Bohm et al., 1999 und 2001). Diese Botenstoffe spielen eine wichtige Rolle fiir die
Rekrutierung von Immunzellen, wobei hADAMI5 auch als direkter Bindungspartner
von Entziindungszellen bei zum Beispiel Atherosklerose (Herren et al., 1997 und
2002, Al-Fakhri et al., 2003), RA (Bohm et al., 1999 und 2001) oder CED (Mosnier et
al., 2006) diskutiert wird. Tatsdchlich bindet hADAMI1S in vitro RGD-abhingig an
Blutpliattchen und Lymphozyten. Diese Bindung fiihrt zur Aggregation der
entsprechenden  Zellen sowie einer  vermehrten Freisetzung von
Entziindungsmediatoren wie TNF-a (Langer et al., 2005, Lu et al., 2006, Jeon et al.,
2007, Charrier et al., 2007).
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1.3.2.2.2 ADAM15, Neovaskularisation und Tumorprogression

Humanes ADAMI15 wurde dem Genlocus 1q21.3 (Kérkkdinnen et al., 2000) bzw.
1923-25 (Seldin et al., 2000) zugeordnet und befindet sich damit innerhalb eines
Chromosomen-Abschnittes, der bei Malignomen hdufig amplifiziert vorliegt. Allein
diese Tatsache 1afit vermuten, dass hADAMI15 im Tumorgeschehen eine Rolle spielt
(Gendler et al., 1990, Waltz et al., 1998, Karkkdinnen et al., 2000, Forus et al., 2001a
und b). Weiterhin wurde hADAMI1S5 in verschiedenen Leukdmie-, Lymphom- (Wu et
al., 1997), Prostatakarzinom- (McCulloch et al., 2000) und Lungenkarzinom-
Zelllinien (Shintani et al., 2004) identifiziert und wird zudem in Magen-, Pankreas-,
Lungen- und Mammakarzinomen verstdrkt exprimiert. Gegen hADAMIS gerichtete
AK hemmen in Magen- und Mammakarzinomzellen deren Proliferation (Ortiz et al.,
2004, Carl-McGrath et al., 2005, Lendeckel et al., 2005, Schiitz et al., 2005, Kuefer et
al., 2006, Yamada et al., 2007). Im Prostatakarzinom ist die hADAM15-Expression
mit Progression und negativen outcome-Parametern wie der Angioinvasion korreliert.
Die hADAMI15-Uberexpression in Prostatakarzinom-Zelllinien fiihrt zu einer
verstarkten Sekretion von Proteasen, aber auch deren Inhibitoren (Kuefer et al., 2006).
Dagegen fiihrt die Reduktion der hADAMI15-Expression durch RNA-Interferenz zu
einem Riickgang der Malignitdt von Prostatakarzinomzellen, einer verminderten
Expression von av-Integrin auf der Zelloberfliche, einem Aktivierungs- und
Sekretionsriickgang von MMP 9 und in SCID-Méusen zu einer Abnahme der
Metastasierung. Ortiz et al. (2004) entdeckten 6 neue splice-Varianten von hADAMI15
in Mammakarzinomzellen. Diese schienen nicht zufillig, sondern durch einen
bestimmten Regulationsmechanismus im Tumor entstanden zu sein. Auch Zhong und
Kollegen (2008) berichten iiber 4 splice-Varianten von hADAMIS5, welche in
Brustkrebsgewebe anders als in der gesunden Mamma exprimiert werden. Diese
Proteine unterschieden sich alleine im Aufbau der cytoplasmatischen Doméne und
schienen iiber verdnderte intrazellulire Signalwege EinfluB auf die
Tumoraggressivitit zu nehmen. 2 der Isoformen waren mit einem schlechteren, 1
Isoform mit einem besseren outcome assoziiert. Erst kiirzlich entdeckten Najy und
Kollegen (2008b) einen moglichen Zusammenhang zwischen dem mit negativer
Prognose assoziierten Her (humaner EGFR) 2 und der hADAMI15-Expression im
Mammakarzinom: Sie beobachteten eine besonders starke Expression von hADAM15

in Her2-positiven Tumoren. Dabei erwies sich hADAMIS als in vitro-Sheddase von
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E-Cadherin, welches in seiner loslichen Form den prognostisch ungiinstigen Komplex
aus Her2 und 3 zu stabilisieren schien. Auch viele Lungenkarzinom-Zelllinien
verfiigen liber Integrin avf3 und hADAMI15 mRNA (Boten-RNA). Die beiden
potentiellen Partner kolokalisieren dort an der Tumorzelloberfliche. Aufgrund eines
hADAMI15-Anstiegs bereits in Metaplasie-Arealen und dessen Lokalisierung an der
,Invasionsfront™, gehen die Autoren davon aus, dass hADAMI1S5 bereits frith und
wesentlich in die pulmonale Kanzerogenese eingebunden ist (Schiitz et al., 2005).

Eine Rolle von hADAMI15 wird dariiberhinaus bei pathologischer Angiogenese
diskutiert: Hier konnte seine Fidhigkeit das bei der Neovaskularisation in
Endothelzellen exprimierte Integrin avB3 zu binden relevant werden (Brooks et al.,
1994a): Beispielsweise konnte aussprossendes Endothel auf hADAMIS als
Adhésionsprotein angewiesen sein. Auch eine Funktion der Metalloprotease beim
EZM-remodeling entlang der neuen Gefalwege ist vorstellbar. Zudem konnte
hADAMI15 als Sheddase gebundene angiogenetische Faktoren freisetzen, Rezeptoren
aktivieren oder inhibitorische Rezeptoren inaktivieren. Oder hRADAMI15 konnte durch
seine Interaktion mit Kinasen der Src-Familie in die Angiogeneseregulierung iiber
bestimmte GFs einbezogen sein (Zhang et al., 1998, Poghosyan et al., 2002, Horiuchi
et al., 2003, Yasui et al., 2004, Charrier-Hisamuddin et al., 2008). Tatséchlich zeigen
ADAMI15-defiziente Maiuse eine reduzierte Neovaskularisation im Hypoxie-
induzierten Retinopathie-Modell. In diesem Versuchsaufbau weisen Kontrollméuse
zudem eine gesteigerte ADAMI15-Expression in neugebildetem Retinaendothel auf.
Die Angiogenese im Rahmen der normalen Entwicklung war bei ADAM15-knock-out
Mausen dagegen nicht beeintriachtigt (Horiuchi et al., 2003, Sahin et al., 2004).
Humanes ADAMI15 4Bt sich weiterhin durch VEGF (GF des GefidBBendothels) in
humanen Endothelzellen induzieren und seine mRNA-Level korrelieren in RA-
Synovia-Proben direkt mit der synovialen Gefaldichte (Komiya et al., 2005). Diese
Ergebnisse sind in Einklang mit den Resultaten von Xie und Kollegen (2008): Sie
fanden eine minimale Expression von ADAMI15 in normalem Maus-Retinaendothel,
dieses war jedoch auf Ischdmie- oder VEGF-Stimulus deutlich induzierbar. 3
verschiedene Modelle zur okkuldren Neovaskularisation bestdtigten die Ergebnisse
von Horiuchi et al. (2003) in ADAM15-knock-out Méusen. Weiterhin wiesen diese
Tiere in ischdmischer Retina reduzierte Spiegel von VEGF, VEGFR (GF-Rezeptor
des GefaBlendothels) 1 und VEGFR 2 auf. Aus diesen Befunden leiten die Autoren
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eine gegenseitige Verstirkerfunktion innerhalb der Neovaskularisationsprozesse fiir
VEGEF und dessen Rezeptoren einerseits sowie ADAM15 andererseits ab.
Trochon-Joseph et al. (2004) stellten bei Méusen mit eingebrachten humanen
Mammakarzinomzellen eine deutlich verringerte Tumorangiogenese fest, wenn den
Maiusen die DNA (Desoxyribonukleinsdure)-Sequenz fiir die Disintegrin-Doméne von
hADAMIS transferiert wurde. Diese wirkte sich direkt auf das Tumorwachstum aus.
In weiteren Versuchen fand diese AG eine reduzierte Proliferation, verringerte
Adhédsion auf FN und VN, erniedrigte Migration und Kapillarformierung von
Endothelzellen als Effekt rekombinanten hADAMI15-Disintegrins. Zusétzlich war die
Apoptoserate erhoht. Den additiven Effekt dieser Einzelwirkungen der hADAMI15-
Disintegrin-Doméne machen die Autoren fiir die Angiogenese-Inhibierung
verantwortlich. Im Gegensatz dazu fanden Horiuchi und Mitarbeiter (2003) bei
ADAM15-knock-out Mausen mit murinem Melanom eine reduzierte Tumorgrofe
ohne Verdnderung in Anzahl, Dichte und Verteilung der Tumorgefid3e. Dies deutet
auf eine weitere, Angiogenese-unabhdngige Funktion von ADAMIS im
Tumorgeschehen.

Chen et al. (2008) beobachteten signifikant weniger Lungenmetastasen, wenn Méausen
murine, mit hADAMIS5 transfizierte Melanomzellen in die Schwanzvene appliziert
wurden. Die GefaBdichte in den Tumoren wurde dabei allerdings nicht evaluiert. Der
inhibitorische Effekt konnte iiber eine Disintegrin-abhingige Kinasenaktivierung
vermittelt werden (Wu et al., 2008).

Die unterschiedlichen Mechanismen der Inhibierung des Tumorwachstums kénnten
neben zell- und tumorspezifischen Regulierungsvorgingen mit dem Fehlen eines
RGD-Motivs in murinem ADAMI15 (mADAMI15) zu tun haben: Denkbar ist, dass
RGD-unabhéngige Mechanismen bei der Maus in den Vordergrund treten, da dort die
RGD-abhéngige Interaktion zwischen ADAMIS5 und Integrin avB3 nicht moglich ist.
Die teilweise widerspriichlich erscheinenden ADAMI15-Effekte lassen sich mit
unterschiedlichen Funktionen von 16slichem und gebundenem ADAMIS einerseits,
sowie der Einzeldoménen im Vergleich zum ADAMI15-Gesamtprotein andererseits

erkldren.

Die angefiihrten Forschungsergebnisse deuten stark auf eine Beteiligung von
ADAMI15 in der Tumorprogression und insbesondere bei der Neoangiogenese hin.

Eine besondere Rolle kommt dabei der potentiellen RGD-abhéngigen Interaktion von
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hADAMI15 mit dem Integrin avB3 zu. Weitere Untersuchungen sind n6tig, um in vivo
das — bislang theoretische - Zusammenspiel von hADAMI1S5 und Integrin avf33
aufzuzeigen und gegebenenfalls im Anschlufl Zielstrukturen fiir die Tumortherapie zu
definieren. Diese Arbeit widmet sich dem hADAMI1S5 als potentiellem natiirlichen
Antagonisten von Integrin avB3 im OVCA. Vorrangiges Ziel ist dabei, den Einflufl
von hADAMI15 auf Motilitit und Adhésion als Eckpfeiler der Tumorprogression in

humanen OVCA-Zellen zu charakterisieren.
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I1. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

2.1.1.1 Humane Ovarialkarzinomzelllinie OV-MZ-6

Die humane Ovarialkarzinomzelllinie OV-MZ-6 wurde basierend auf Tumorzellen
aus dem Aszites einer an serds-papillirem Cystadenokarzinom des Ovars erkrankten
Patientin gewonnen. Die Charakterisierung und Etablierung dieser Zellen hinsichtlich
Morphologie sowie biochemischer und immunhistochemischer Eigenschaften erfolgte

durch Mébus et al. (1992).

2.1.1.2 Chinese hamster ovary-Zellen

Im Gegensatz dazu stammt die Zelllinie chinese hamster ovary (CHO) aus nicht
karzinomatos verdndertem Ovar des Hamsters (Puck et al., 1958). Sie wurde von der

Fa. ATTC, Rockville, MD, USA bezogen.

2.1.2 Etablierung von stabil transfizierten Zelllinien

2.1.2.1 Etablierung von stabil ADAM15-transfizierten Zelllinien

In dieser Arbeit fanden OV-MZ-6- und CHO-Zellklone Verwendung, die ADAMI15
und dessen Varianten stabil exprimieren. Die Transfektion und Isolierung dieser
Zellklone erfolgte in Vorarbeiten der AG Reuning (Beck et al., 2005), sie wurden fiir
diese Arbeit freundlicherweise bereitgestellt. Im folgenden sollen die Transfektanten
daher nur kurz beschrieben werden:

Die Generierung der ADAMI15-cDNA (komplementire DNA)-Konstrukte erfolgte
mittels Polymerasekettenreaktion (PCR). Sie wurden uns von Dr. Harry Geppert,
Department Chemie, Universitidt Bielefeld (Geppert, 2001) zur Verfiigung gestellt.
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Zum Einsatz kam ein cDNA-Konstrukt, welches fiir das vollstaindige hADAMI15 (full-
length RGD [FLRGD]) kodiert, sowie ein Konstrukt, welches nur die extrazelluldre
Domine des hADAMIS5 einschlieft (ECRGD). Mit Hilfe der EC-Klone sollte das in
der Literatur beschriebene shedding der ADAMs (Herren, 2002), also die Abspaltung
der extrazelluliren Doméinen von der Zelloberfliche und damit die Entstehung
16slicher ADAMSs in vitro nachvollzogen werden. Um die RGD-Abhingigkeit
bestimmter ADAMI15-Zellfunktionen zu iberpriifen, wurden mittels in vitro-
Mutagenese cDNA-Varianten generiert, die zur Expression eines SGA (Ser-Gly-Ala)-
Motivs anstelle des natiirlichen RGD-Motivs innerhalb der Disintegrin-Doméne von
hADAMIS fiithren. Von dieser Variante wurden ebenfalls sowohl cDNA-Konstrukte
mit der Information fiir das vollstindige hADAMI15 (full-length SGA [FLSGA]) als
auch Konstrukte mit der Information fiir dessen extrazellulire Domine (ECSGA)
erzeugt. Diese cDNAs wurden iiber die Restriktionsstellen HindIIl und BamHI in den
Expressionsvektor pcDNA 3.1/ Myc-His kloniert (Beck et al., 2005). Die Fusion des
hADAMI1S5 an ein C-terminales c-myc-Epitop erfolgte aus Griinden der besseren
Detektierbarkeit und Charakterisierung des exprimierten hADAMI15-Proteins mit c-
myc-spezifischen AK.

Die Transfektion der OV-MZ-6-Zellen mit den verschiedenen hADAMI15-cDNA-
Varianten und die Isolierung der transfizierten OV-MZ-6-Zellklone durch Genetcin-
Selektion erfolgte wie bereits beschrieben (Hapke et al., 2001). Die Generierung der
hADAM15-exprimierenden CHO-Zellklone wurde analog durchgefiihrt.

Im Einzelnen wurden folgende Zellklone der Zelllinien OV-MZ-6 und CHO erzeugt:

- Vektor (VEC): Transfektion mit Leervektor
- FLRGD/-SGA
- ECRGD/-SGA

Der Nachweis des ADAMIS5 in den transfizierten OV-MZ-6- und CHO-Zellen
erfolgte
- auf MRNA-Ebene mittels semi-quantitativer RT-PCR (Reverse-Transkriptase-

PCR). Hier zeigte sich in Vorarbeiten der AG Reuning eine signifikante Zunahme

der ADAMI15 mRNA (Beck et al., 2005).
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- auf der Proteinebene:
a) mittels Westernblot-Analyse

b) mittels immuncytochemischer Farbungen

Der immuncytochemische ADAMI15-Nachweis erfolgte in Vorarbeiten der AG
Reuning. ADAMI15 wurde hierbei mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie
(CLSM) nach AK-Markierung sowohl intrazelluldr als auch auf der Zelloberfliche
nachgewiesen. Zum FEinsatz kam dabei als Primédr-AK monoklonales Maus-
Immunglobulin-G  (IgG) gegen das humane c-myc-Epitop im ADAMI5-
Fusionsprotein, sowie alternativ, polyklonales Kaninchen-IgG gegen die Ektodoméne
von hADAMI15. Als Zweit-AK wurde Alexa-488-konjugiertes Ziege-anti-Maus-IgG
bzw. Ziege-anti-Kaninchen-IgG verwendet. Es zeigte sich ein deutlicher
Intensitétsanstieg der Immunfluoreszenz bei den mit hADAMI15-cDNA transfizierten
OV-MZ-6-Zellen gegeniiber der endogenen ADAMI15-Expression in Wildtyp-Zellen
(WT) bzw. den nur mit pcDNA transfizierten Zellen (VEC) (Abb. 9 und 10) (Beck et
al., 2005).

Abb. 9. Immunfluoreszenzmarkierung repréasentativer OV-MZ-6-Zellklone nach stabiler
Transfektion mit ADAM15-cDNA

Transmissions- und Fluoreszenzaufnahmen von OV-MZ-6-Zellen im CLSM nach Behandlung mit c-
myc-AK als Primdr-AK und Alexa-488-konjugiertem Zweit-AK.

Fluoreszenzsignaldetektion bei 488 nm (Bilder freundlicherweise von PD Dr. U. Reuning zur Verfiigung
gestellt)

231 -



Abb. 10. Immunfluoreszenzmarkierung reprasentativer OV-MZ-6-Zellklone nach stabiler
Transfektion mit ADAM15-cDNA

Transmissions- und Fluoreszenzaufnahmen von OV-MZ-6-Klonen im CLSM nach Behandlung mit
polyklonalem AK (pAK) gegen die Ektodoméne von hADAMI15 und Alexa-488-konjugiertem Zweit-
AK. Fluoreszenzsignaldetektion bei 488 nm (Bilder freundlicherweise von PD Dr. U. Reuning zur
Verfiigung gestellt)

2.1.2.2 Etablierung von humanen Ovarialkarzinomzelllinien mit erhohter

Integrin avB3-Expression

Neben den ADAMI15-transfizierten Zellklonen kamen OV-MZ-6-Zellen zum Einsatz,
die das Integrin avB3 nach stabiler Transfektion bis zu 10-fach iiberexprimieren. Die
Etablierung dieser Zellklone erfolgte analog zu den bereits fiir ADAMI5-

Transfektanten beschriebenen Methoden.
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2.1.3 Materialien fir die Zellkultur

Zellkulturmedien und -supplemente

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium), MEM Alpha Medium,
HEPES, L-Glutamin (200 mM, 100x),
PBS (Phosphat-gepufferte
Kochsalzlosung), FCS (Fetales
Kiélberserum)

Gibco BRL Life Technology,
Eggenstein

Penicillin/ Streptomycin,
Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA)-
1% (W/v)

Seromed Biochrom KG, Berlin

L-Arginin und L-Asparagin

Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim

G418 Genetcin

Calbiochem Novabiochem, Bad Soden

Herstellung einzelner Zellkulturmedien

Medium fiir OV-MZ-6-Zellen:

DMEM mit Glutamax I (mit oder ohne

Phenolrot)

10 mM HEPES

550 mM Arginin

272 mM Asparagin

1000 U Penicillin/ Streptomycin je
500 ml Medium

10 % (v/v) FCS

Medium fir CHO-Zellen:

MEM Alpha Medium

2000 U Penicillin/ Streptomycin/ 1
10 mM L-Glutamin

10 % (v/v) FCS

Selektionsmedium fiir stabil
transfizierte Zellen mit einem
Resistenzgen fiir G418:

Jeweiliges Komplettmedium mit G 418:
1g/l

Abldsung von Zellen: |

0,02 % (w/v) EDTA in PBS
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2.1.4 Reagenzien zur Beschichtung von ZellkulturgefaBen mit extrazellularen

Matrix-Proteinen

Finale
Konzentration

Vitronektin (VN) 10 pg/ml Becton Dickinson,

Heidelberg

Promega, Madison, W1,

USA
Kollagen Typ IV (Col-1V) 10 pg/ml Sigma, Deisenhofen
Bovines Serumalbumin 2 % (W/v) Seromed Biochrom KG,
(BSA) Berlin
2.1.5 Antikorper

Finale
Konzentration

Polyklonales 2 pg/ml Prof. Carl Blobel, Memorial Sloan
Kaninchen-IgG gegen Kettering Cancer Center, New
die cytoplasmatische York, NY, USA
Doméne von hADAMI5
Polyklonales Ziege-anti- 0,13 pg/ml Boehringer, Ingelheim
Kaninchen-IgG HRP
(Meerrettichperoxidase)-
konjugiert
Polyklonales Ziege-IgG 0,25 pg/ml Santa Cruz Biotechnology Inc.,
gegen Aktin Santa Cruz, CA, USA
Polyklonales 0,1 pg/ml Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Kaninchen-anti-Ziege- Santa Cruz, CA, USA
IgG HRP-konjugiert
Monoklonales Maus- 1 ug/ml Invitrogen, San Diego, CA, USA
IgG gegen das humane
c-myc-Epitop
Alexa-488-konjugiertes 50 ng/ml Molecular Probes, Eugene, OR,
Ziege-anti-Maus-1gG USA
bzw. Ziege-anti-
Kaninchen-IgG
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2.1.6 Reagenzien fur Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Westernblot-

Analyse
Sammelgel 0,125 M Tris (Trishydroxymethylaminomethan)/
HCI; pH 6,8

4% (W/v) Acrylamid

0,11 % (w/v)  Bisacrylamid

0,1 % (W/v) Natriumdodecylsulfat (SDS)

0,054 % (w/v) Ammoniumpersulfat (APS)

0,42 % (v/v)  Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trenngel 0,4M Tris/ HCI pH 8,8

12 % (w/v) Acrylamid

0,18 % (w/v)  Bisacrylamid

0,1 % (w/v) SDS

0,05 % (w/v)  APS

0,4 % (v/v) TEMED

Proteinauftragspufter- | 125 mM
16sung

Tris/ HCI; pH 6,8

10 mM EDTA
15 % (w/v) Sucrose
4% (w/v) SDS
Reduzierende
Bedingungen: 10 mM Dithiotreitol (DTT)
A. dest. (destilliertes Wasser)
Proteingel- 0,25 M Tris/ HCI
Laufpufferlosung 1,92 M Glycin
(10fach) 1 % (w/v) SDS
Protein- 50 mM Tris/ HCI
Transferpufferlosung | 40 mM Glycin
(Semi-dry-Methode) 4 % (W/v) SDS
20 % (v/v) Methanol
A. dest.

X-OMAT AR Filme

Kodak, Rochester, USA

Nitrocellulose Optitran BA-S85 0,45 um

Schleicher & Schuell, Dassel

Whatman 3 mm Filterpapier

Whatman, Maidstone, England

Benchmark prestained Proteinmarker

Gibco BRL Life Technologies,
Karlsruhe

ECL-Western Blotting detection reagents

Amersham Pharmacia Biotech,
Bedford, USA

2.1.7 Sonstige Materialien und Reagenzien

Bicinchonine acid (BCA) Protein
Reagent Kit mit BSA fiir Standardkurve

Pierce, Rockford, USA
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Lipofectin Transfection Reagent

Gibco BRL Life Technologies,
Karlsruhe

,Complete Proteaseninhibitor Cocktail
Tabletten

Boehringer Mannheim, Penzberg

3,3’-Dioctadecyloxacarbocyanin-
perchlorat (DiO)

Molecular Probes, Leiden, Niederlande

Zyklische RGD-Peptide zyklo-RGDfV
und zyklo-RADfV

Prof. Dr. H. Kessler, Department
Chemie, TU Miinchen (Kessler et al.,
1995)

Expressionsvektor pcDNA 3.1/ Myc-His

Invitrogen, San Diego, CA, USA

P45G-0-14-C-gm Kulturschilchen mit
Glasboden

MatTek Corporation, Ashland, USA

96-Loch-Platte schwarz, mit
durchsichtigem Boden

Nunc, Wiesbaden

2.1.8 Instrumente

Eppendorf Zentrifuge 5417 C und 5402

Eppendorf, Hamburg

Heraeus Biofuge Fresco

Heraeus, Hanau

Heraeus Laborfuge 400 R Function Line

Heraeus, Hanau

Mikroskop Axiovert 25

Zeiss, Jena

Zeiss Axiovert 100, CLSM 510 mit
angeschlossener Inkubationskammer
(InkubatorS), Temperaturregulator
(Tempcontrol 37-2 digital) und CTI
Controler 3700 zur CO,-Regulation

Zeiss, Jena
PeCon GmbH, Erlbach

Zeiss Axiovert 35 CLSM mit Laserscan
Detektionseinheit

Zeiss, Jena und Leica, Bensheim

SemiDry Blot Apparatur ““‘Fast Blot”

Biometra, Gottingen

Serva Blue Power 500 Netzgerit

Serva, Heidelberg

Gelapparatur Miniprotean II

Bio-Rad, Miinchen

Wallac Victor? 1420 Multilabel Counter

PerkinElmer/ Wallac, Rodgau-
Jiigesheim

Titertek Multiscan MCC/ 340 — ELISA
Reader

Labsystems, Egelsbach

Sicherheitswerkbank Hera Safe HS12

Kendro Laboratory Products, Hanau

Inkubator Heraeus Function Line BB16

Heraeus, Hanau

Labor-pH-Meter CG 842

Schott, Mainz

IKA-Magnetrithrer RCT

Janke & Kunkel, IKA-Werk, Staufen

IKA MS2 Minishaker

Janke & Kunkel, IKA-Werk, Staufen

Heidolph Reax 3 Schiittler

Heidolph, Kehlheim

Sonorex TK 30 Ultraschallbad

Bandelin, Berlin

Eppendorf Thermomixer 5436

Eppendorf, Hamburg
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Kultivierung von Zellen

OV-MZ-6- und CHO-Zellen wurden bei 37°C/ 5 % (v/v) CO, in Kulturflaschen im
Brutschrank kultiviert und alle 3-4 Tage passagiert. Es erfolgte zunédchst ein
Waschschritt mit sterilem PBS, danach die Zellablésung. Die Zellen wurden bei 1500
X g 5 min zentrifugiert. AnschlieBend wurde das Zellpellet in frischem

Komplettmedium resuspendiert und die Zellen auf neue Kulturflaschen verteilt.

2.2.1.2 Einfrieren von Zellen

5 x 10° Zellen wurden nach Abldsung von der Kulturflasche, Abzentrifugation und
Waschen in PBS im Verhéltnis 1:3 in Einfriermedium (90 % (v/v) FCS; 10 % (v/v)
Dimethylsulfoxid [DMSO]) aufgenommen. Nach Uberfiihrung in Eppendorf-Gefifle
wurde die Zellsuspension sofort auf Eis gestellt und nach 3 Tagen Lagerung bei

—80°C in fliissigem Stickstoff (-196°C) aufbewabhrt.

2.2.1.3 Transiente Zelltransfektion

Fir die transiente Transfektion von CHO WT-Zellen mit ADAMI15 FLRGD-,
ECRGD- und als Kontrolle mit pcDNA 3.1/ Myc-His wurden fiir diese Arbeit cDNA-
Konstrukte von Dr. Harry Geppert, Universitit Bielefeld (Geppert, 2001)
bereitgestellt. Fiir die Transfektion wurden 150.000 Zellen/ Loch auf einer 6-Loch-
Zellkulturplatte ausgesét und iiber Nacht (iN) bei 37°C/ 5 % (v/v) CO, inkubiert.
Nach 12 h wurden die CHO-Zellen mit MEM Alpha Medium ohne Penicillin/
Streptomycin und ohne FCS (= GAM = Wachstum arretierendes Medium) gewaschen.
Je 7 pl des kationischen Transfektionsreagenz Lipofectin wurden mit 100 pl GAM
verdiinnt, anschlieBend mit 100 ul GAM/ DNA versetzt, auf dem Vortexer gemischt
und fir 30 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Die ADAMI15 FLRGD-,
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ECRGD-cDNA bzw. der Leervektor wurden in einer Menge von 0,5 bis 10 ug je
Loch verwendet. Das Lipofectin/cDNA/GAM-Gemisch wurde auf die gewaschenen
CHO WT-Zellen gegeben und mit weiteren 500 pl GAM aufgefiillt. AnschlieBend
erfolgte die Inkubation bei 37°C/ 5 % (v/v) CO; fiir 6 h. Nach einem Mediumwechsel
mit Komplettmedium und weiteren 12 h Inkubation wurden die Zellkultur-Uberstinde
geerntet. Diese wurden bei 3000 Umdrehungen pro Minute (rpm) fir 5 min
zentrifugiert und anschlieBend der geklirte Uberstand fiir die Westernblot-Analyse
gewonnen.

Parallel wurden die transfizierten CHO-Zellen fiir Westernblot-Analysen wie unter
,Herstellung von Zelllysaten* beschrieben lysiert und bei — 20°C gelagert.

Um den Proteingehalt der Zellkultur-Uberstinde (FCS) zu reduzieren erfolgten
Transfektionen mit 2-fachem Mediumwechsel: Nach 6 h wurden die transfizierten
Zellen in Komplettmedium 10 % (v/v) FCS, nach weiteren 12 h in Komplettmedium
mit 1 % bzw. 0,5 % (v/v) FCS iiberfiihrt. Die Zellkultur-Uberstinde wurden nach

weiteren 3 h geerntet.

2.2.1.4 Herstellung von Zelllysaten

Nach Waschen der Zellen in kaltem PBS und 20 min Inkubation in Lysepuffer auf
Eis, wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgeldst. Zentrifugieren der Lysate
erfolgte bei 13000 x g bei 4°C fiir 15 min. Danach wurden die Uberstiinde in neue
Reaktionsgefafie iiberfiihrt.

Lysepuffer: 50 mM Tris, pH 7.4
154 mM NaCl
1 mM CaCl,
1 % (V/Vv) Nonidet p-40
frisch zugeben: 1 Tablette “Complete”-Proteaseninhibitoren pro 50 ml
Lysepuffer
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2.2.1.5 Proteinkonzentrationsbestimmung

Bestimmungen der Proteinkonzentrationen erfolgte mittels ,,BCA Protein Assay
Reagent*“-Kit. Prinzip dieses Testverfahrens ist die Biuret-Reaktion, bei der Cu®'-
Tonen durch Protein im alkalischen Milieu zu Cu'*-Ionen reduziert werden. Der
Nachweis erfolgt iiber das BCA-Protein-Reagenz, mit dem sich dabei ein
Farbkomplex bildet. Zur Erstellung einer Standardkurve wurde BSA in
Konzentrationen von 20 pg/ml bis 400 pg/ml verwendet. Je 50 ul Standard, Probe
oder Puffer (Leerwert) wurden mit 200 pul des BCA-Reagenz versetzt und nach 2 h
Inkubation bei 37°C auf eine 96-Loch-Platte aufgetragen. AnschlieBend wurde die
Absorption (Abs.) bei 560 nm im ELISA Reader bestimmt.

2.2.2 SDS-Polyacryl-Gelelektrophorese

Bestehend aus einem 4 % (w/v) Polyacrylamid-Sammelgel und einem 12 % (w/v)
Trenngel wurden Vertikalgele (Laemmli et al., 1970) angefertigt. Die Zelllysate
wurden in Probenpuffer aufgenommen und vor dem Aufbringen auf das Gel 5 min bei
100°C gekocht. In einer Minigelapparatur wurde die Elektrophorese bei 120 V bei RT
durchgefiihrt.

2.2.3 Westernblot-Analyse

Der spezifische Nachweis von ADAM15-Proteinen erfolgte nach Auftrennung mittels
SDS-Polyacryl-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) in der Westernblot-Analyse. Die
Proteine wurden i{iber 140 min bei 170 mA in einer Semi-Dry-Blot-Kammer vom
SDS-Gel auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Die Absittigung freier
Bindungsstellen auf der Membran erfolgte mittels PBS, 3 % (w/v) BSA, 0,05 % (v/v)
Tween-20 iiN bei 4°C. AnschlieBend wurde polyklonales Kaninchen-IgG gegen die
cytoplasmatische Doméne von hADAMI1S5 in PBS, 0,05 % (v/v) Tween-20, 1 % (w/v)
BSA verdiinnt (2 pg/ml), zur Membran gegeben und N bei 4°C inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurde polyklonales Ziege-anti-Kaninchen-IgG als
Peroxidase-gekoppelter Zweit-AK (1: 8000) fiir 90 min bei RT auf die Membran

gegeben. Nach erneutem dreimaligem Waschen erfolgte die Inkubation der Membran
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mit dem Chemilumineszenzsubstrat fiir Westernblots ECL TM-Western Blotting
System fiir 5 min. Fiir die Signaldetektion wurde ein Rontgenfilm aufgelegt und
anschliefend entwickelt. Zur Normalisierung der Proteinkonzentration und blotting-
Effizienz der auf der Membran pro Gelspur befindlichen Proteinmenge wurde
zusitzlich als housekeeping protein B-Aktin jeweils auf identischen Membranen
detektiert. Dafiir erfolgte nach dem ADAMI15-Nachweis zunéchst eine Entfernung der
AK bei der die Nitrozellulosemembranen in 200 mM Glycin, pH 2,2, 0,1 % (w/v)
SDS, 1 % (v/v) Tween-20 fiir 60 min bei RT inkubiert wurden. Anschlieend wurde
dreimal in PBS gewaschen. Nach einer Absittigung freier Bindungsstellen durch PBS,
3 % (w/v) BSA, 0,05 % (v/v) Tween-20 iiN bei 4°C wurden die Membranen iiN bei
4°C mit polyklonalem gegen B-Aktin gerichtetem Ziegen-IgG (0,25 pg/ml) inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen in PBS wurde polyklonales Kaninchen-anti-Ziege-IgG
als Peroxidase-gekoppelter Zweit-AK (0,1 pg/ml) fiir 2 h bei RT zugegeben. Reaktive
Proteine wurden wiederum mittels ECL detektiert. Die Evaluierung der
Signalintensitét in den Westernblot-Analysen erfolgte durch Densitometrie mittels der
Scion Image Software. Die Daten wurden als Verhéltnis der ADAMIS-

Signalintensitit zu 3-Aktin-Signalintensitit wiedergegeben.

2.2.4 Zellmigrationsstudien mittels time-lapse-Videomikroskopie

Die Durchfiihrung der Zellmigrationsstudien wurde wesentlich durch PD Dr. Birgit
Luber, Institut fiir Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie, TU Miinchen
unterstiitzt. Eine Hauptaufgabe bei den Motilitdtsexperimenten stellte die Optimierung
der Methode fiir die aktuelle Aufgabenstellung dar. Daher wird an dieser Stelle auch
auf das Kapitel ,,Zellmigrationsstudien im FErgebnisteil der vorliegenden Arbeit
verwiesen, in dem einzelne Optimierungsschritte dargestellt werden.

Spezielle Kulturschilchen mit Glasboden wurden fiir 2 h bei 37°C mit gereinigten
EZM-Proteinen (10 pg/ml PBS) beschichtet. AnschlieBend erfolgte die Abséttigung
unspezifischer Bindungsstellen auf den Zellkultur-Schilchen in PBS 2 % BSA fiir 2 h
bei RT. Nach Waschen der Schilchen in PBS wurden 150.000 Zellen in 5 ml
Komplettmedium ausgesit. Um einen optimalen Zustand der Zellen zu gewihrleisten,
waren diese jeweils 2 Tage zuvor passagiert und am Vortag mit frischem Medium

versorgt worden. Die Zellen wurden sofort nach Aussaat in die Zellkultur-Schilchen
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in die Inkubationskammer (mit Temperatur- und CO,-Kontrolle: 5 % (v/v) COy;
37°C) des Mikroskopes Zeiss Axiovert 100M LSM 510 iiberfiihrt. Nach 50 min waren
die Zellen adhirent, so dass im LSM ein geeigneter Bildausschnitt fokussiert werden
konnte: Uber 8 h wurde nun in dreiminiitigem Abstand bei 543 nm ein
Phasenkontrastbild (PlanNeofluar Linse 20x/ 0,5 Ph2 Objektiv; Helium-Neon Laser
im Transmissionsmodus) aufgenommen und diese Bilderserie im Anschluf3 mittels
LSM 510 Software (Zeiss, Jena) gespeichert. Gerdte und Software wurden
freundlicherweise von Prof. Dr. Heinz Hofler bzw. Dr. Peter Hutzler, Institut fiir
Allgemeine Pathologie und Pathologische Anatomie, TU Miinchen an der
Gesellschaft fiir Strahlenforschung (GSF), Miinchen, zur Verfiigung gestellt.

Die Auswertung der Migrationsexperimente erfolgte mittels AIM 3.0 Software (Zeiss,
Jena). Damit wurde fiir alle aufgezeichneten Bilderserien jede einzelne beobachtete
Zelle nach Ein- und  Ausschlusskriterien untersucht (sieche  Kapitel
»Zellmigrationsstudien im Ergebnisteil). Pro Bilderserie wurden mindestens 30
Zellen beurteilt. Um die zuriickgelegte Wegstrecke zu ermitteln, wurde der Nukleolus
bei Zellen mit nur einem Zellkern als Zellmittelpunkt festgelegt, bei Zellen mit
mehreren Zellkernen wurde die Mitte zwischen diesen als Zentrum markiert und deren
Bewegung als MaB fiir die zuriickgelegte Wegstrecke der migrierenden Zellen im

Verlauf iiber die aufgezeichneten 8 h verfolgt (Abb. 11).
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Die erhaltene Linie wurde mittels gespeichertem Malistab durch das AIM 3.0
Programm in die Léinge der zuriickgelegten Wegstrecke einer Zelle pro Zeit
umgerechnet. Nach Einspeisung der Datensitze in das Auswerteprogramm Microsoft
Excel wurde aus allen Wegstrecken-Angaben einer Bilderserie der Median bestimmt
und aus jeweils mindestens 3 gleichen Bilderserien die Mittelwerte der Mediane
gebildet. Als solche sind die Daten im Ergebnisteil aufgefiihrt. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-Test, wobei ein p-Wert <0,05 einen
statistisch signifikanten Unterschied definiert. Weiterhin wurde pro Bilderserie die
Anzahl von Zellteilungen, Zellablosungen und die Zahl ungleichméBig adhérenter
Zellen erfasst (siehe Kapitel ,,Zellmigrationsstudien im Ergebnisteil), sowie die

Morphologie der Zellen beurteilt.

2.2.5 Zell/Zell-Adhésionstests

Innerhalb der Zell/Zell-Adhisionstests sollte die Hypothese einer verstirkten
Zell/Zell-Adhésion durch die potentielle Bindung von Integrin av3 auf einer Zelle an
hADAMI15 auf der Nachbarzelle iiberpriift werden.

Dafiir wurden am Tag 1 auf einer schwarzen 96-Loch-Zellkultur-Platte mit
durchsichtigem Boden OV-MZ-6-Zellen als Bodenzellschicht ausgesdt: VEC, WT
und avp3-iiberexprimierende Zellen kamen dafiir in einer Konzentration von jeweils
80.000 Zellen/ Loch in 100 pl phenolrotfreiem Medium zum Einsatz. Weiterhin
wurden die OV-MZ-6-Zellen fiir die Deckzellschicht fluoreszenzmarkiert. Hierfiir
wurden adhédrente VEC, WT und ADAMI15-FLRGD-iiberexprimierende OV-MZ-6-
Zellen mit dem Farbstoff 3,3’-Dioctadecyloxacarbocyaninperchlorat (DiO) in einer
finalen Konzentration von 5 pg/ml phenolrotfreiem Medium fiir 12 h versetzt. DiO,
ein lipophiles Pulver, wurde zuvor in einer Konzentration von 2,5 mg/ml in DMSO
geldst. Hierfiir wurde die Suspension 30 min bei 50°C und anschlieBend 30 min im
Ultraschallbad inkubiert. DiO wird sowohl iiber passive Diffusion als auch aktiven
Transport in die Zellmembran eingelagert. Dort bleibt der Farbstoff {iber mehrere
Tage nachweisbar. Das Absorptionsmaximum von DiO liegt membrangebunden bei
484 nm, sein Fluoreszenz-Emissionsmaximum bei 501 nm.

Nach 24 h wurden die Zell-monolayer auf Dichte und GleichméBigkeit kontrolliert.

Um nicht-adhdrente Zellen zu entfernen wurden die monolayer zweimal mit
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phenolrotfreiem Medium gewaschen. AnschlieBend wurden die fluoreszenzmarkierten
Zellen abgeldst und ebenfalls zweimal mit phenolrotfreiem Medium gewaschen. Die
Lichtexposition der markierten Zellen wurde durch Arbeiten ohne kiinstliche
Beleuchtung und Abdeckung der Zellkulturgefale mit Aluminium-Folie minimiert.
Die DiO-markierten Zellen wurden als Deckzellschicht in einer Konzentration von
100.000 Zellen/ Loch in 100 pl phenolrotfreiem Medium auf die bereits adhirente
Bodenzellschicht ausgesét. Es erfolgte eine 15-miniitige Inkubation der Zellen auf
dem Schiittler bei RT. Nach dreimaligem vorsichtigem Waschen der Platten mit
phenolrotfreiem Medium wurde die Fluoreszenzintensitit fiir die einzelnen
Kombinationen aus Deck- und Bodenzellschicht im Wallac Victor 2, 1420 Multilabel-
Counter (Abs. 435 nm/ Em. 535 nm, 0,1 s) bestimmt. Im Anschluf erfolgte eine
erneute mikroskopische Beurteilung der 96-Lochplatte: Bei den Waschschritten
teilweise oder vollstindig zerstorte Zellrasen wurden nachtriglich als MeBwerte
ausgeschlossen. Die Korrelation von Fluoreszenz und Zellzahl erfolgte mittels
Eichkurven (5000 — 100000 Zellen/ Loch).

Die Optimierung der Methode des Zell/Zell-Adhédsionsexperimentes ist im Kapitel
,Zell/Zell-Adhédsionsexperimente im  Ergebnisteil der vorliegenden Arbeit
dargestellt.

In mehreren Ansétzen der Zell/Zell-Adhésionstests wurde das zyklische RGD-Peptid
zyklo-RGDfV und als Kontrolle das zyklo-RADfV verwendet. Diese Peptide wurden
freundlicherweise von Prof. Dr. H. Kessler, Department Chemie, TU Miinchen, zur
Verfiigung gestellt (Kessler et al., 1995). Die zyklischen RGD-Peptide wurden in
einer Konzentration von 60, 125 und 250 ug/ml Medium eingesetzt und auf den

jeweiligen Zellrasen fiir 30 min bei 37°C/ 5 % (v/v) CO; inkubiert.
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I11. Ergebnisse

Ziel der Arbeit war den EinfluB von hADAMIS5 auf motile und adhisive
Eigenschaften von humanen OVCA-Zellen zu untersuchen. Sowohl hADAMIS5 als
auch VN besitzen ein RGD-Tripeptid. Aufgrund dessen ist eine Kompetition zwischen
diesen beiden Proteinen um die RGD-abhidngige Bindung an Integrin ovf3
vorstellbar. Integrin av33 besitzt eine Schliisselfunktion innerhalb der Progression
vieler Tumoren, darunter dem humanen OVCA (Kenny et al., 2008). In Vorarbeiten
der AG Reuning wurde die spezifische Adhdsion an VN iiber das Integrin aovf33 in der
humanen OVCA-Zelllinie OV-MZ-6 gezeigt. Die Integrin avf33/VN-Bindung flihrte
dabei RGD-abhéngig zu einer starken Zelladhdrenz und zu einer eindrucksvollen
Steigerung der Zellmotilitit (Hapke et al., 2003). Fiir diese Arbeit wurden nun OV-
MZ-6-Zellen, die hADAMIS als potentiellen Antagonisten der Integrin avB3/VN-
Bindung stabil iiberexprimierten, auf Verdnderungen ihrer motilen und adhéisiven

Eigenschaften hin untersucht.

3.1 Charakterisierung der hAADAM15-Expression in OV-MZ-6-Zellen

3.1.1 Nachweis des hADAM15-Proteins in der Westernblot-Analyse

Der Nachweis der hADAMI15-Expression auf Proteinebene mittels Westernblot-
Analyse war Bestandteil der vorliegenden Arbeit. In Vorversuchen der AG Reuning
war die hADAMI15-Expression bereits auf der mRNA-Ebene mittels semi-
quantitativer RT-PCR sowie auf der Proteinebene mittels immuncytochemischer
Féarbungen gezeigt worden (vgl. Kapitel ,,Material und Methoden*).

In der Westernblot-Analyse fand sich eine spezifische Bande bei ca. 100 kDa, welche
dem FL-ADAMI15-Protein zuzuordnen ist. Hinsichtlich der Signalstirke war
ADAMI15 in beiden FLRGD-Zellklonen vergleichbar stark exprimiert und tibertraf die
ADAMI15-Expression im VEC-transfizierten OV-MZ-6-Zellklon um mehr als das 4-
fache. Auch die beiden FLSGA-Klone zeigten eine deutliche ADAMI15-Expression:
Hier lag das Signal in der Westernblot-Analyse jeweils knapp 4-fach {iber dem Signal
des VEC-transfizierten Zellklons (Abb. 12).
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Ein Nachweis der l6slichen EC-ADAMI5-Proteinvarianten mittels Westernblot-
Analyse gelang weder aus den Zelllysaten noch aus dem Zellkulturiiberstand

transfizierter Zellen.
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Abb. 12. Nachweis der ADAM15-Expression in stabil transfizierten OV-MZ-6-Zellen mittels
Westernblot-Analyse

Nach Inkubation mit einem polyklonalen AK gegen die cytoplasmatische Domédne von ADAM15 und
,Stripping® wurden die Membranen, um unterschiedliche Proteinfiillmengen auszugleichen, mit
einem AK gegen Aktin inkubiert. Wiedergabe eines reprdsentativen Westernblots und der
entsprechend densitometrisch erfassten Signalstirken. Diese sind als Verhiltnis der ADAMIS5- zur
Aktin-Signalstirke aufgefiihrt. (M: Marker; 1: VEC; 2: FLRGD # 1; 3: FLRGD # 2; 4: FLSGA # 1;
5:FLSGA #2)

3.1.2 Zell/Zell-Adhasionsexperimente

In vorhergehenden Zell/EZM-Adhésionsversuchen unserer AG zeigte sich eine
spezifische Bindung von OV-MZ-6-Zellen an VN f{iber das avp3-Integrin. Bei OV-
MZ-6-Zellen, welche das ADAM15 FLRGD- oder ECRGD-Protein iiberexprimierten,
war eine bis zu dreifach reduzierte Adhésion auf VN zu beobachten. Dagegen blieb
die Adhésion auf Col-I, Col-IV oder unbeschichteten Zellkulturschdlchen im
Vergleich zu OV-MZ-6 VEC- oder WT-Zellen unverdndert. OV-MZ-6 FLSGA- und
ECSGA-Klone zeigten ein den VEC- und WT-Zellen entsprechendes
Adhésionsverhalten auch auf VN (Beck et al., 2005). Diese Ergebnisse deuten auf
eine Beeinflussung der RGD-abhingigen Adhisionsregulation innerhalb des Integrin
avPB3/VN-Systems durch hADAMI15 hin. Dabei konnte hADAM15 iiber sein RGD-

Motiv mit dem Integrin avB3 auf derselben Zelle oder auf Nachbarzellen interagieren
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und damit fiir eine verminderte RGD-abhéngige Bindung von Integrin avp3 an VN
und damit eine reduzierte Zelladhdsion verantwortlich sein. Unserer Hypothese
zufolge miiiten demnach Zell/EZM-Kontakte geschwicht, Zell/Zell-Kontakte aber
verstdrkt werden, sofern sich die Integrin avp3/hADAMIS5-Interaktion zwischen
benachbarten Zellen abspielt. Die folgenden Zell/Zell-Adhésionsexperimente sollten
entsprechend iiberpriifen, ob das RGD-Motiv in hADAMI15 eine verstérkte Zell/Zell-
Adhision zwischen hADAMI15- und Integrin avp3-iiberexprimierenden Zellklonen

zur Folge hat.

3.1.2.1 Etablierung der Methode

In den Zell/Zell-Adhédsionsexperimenten sollte untersucht werden, ob eine erhohte
hADAM15-Expression einen Einfluf3 auf die Zell/Zell-Adhdsion nimmt. Dazu wurden
zunéchst Zellen mit DiO fluoreszenzmarkiert, um so den Prozentsatz an adhirenten
bzw. nicht adhédrenten Zellen per Fluorimetrie bestimmen zu konnen. Auf einer 24-
Loch-Platte wurden 90.000 OV-MZ-6-Zellen je Loch ausgesit, 12 h bei 37°C/ 5 %
(v/v) CO; inkubiert, dann mit DiO in einer finalen Konzentration von 1 pg/ml bis 50
pg/ml in Komplettmedium versetzt und nach je 2, 4, 6, 8 und 12 h auf cytotoxische
Effekte und Fluoreszenzintensitdt im LSM kontrolliert.

In der Trypanblau-Fiarbung zeigte DiO bei keiner der verwendeten Konzentrationen
und Inkubationszeiten einen negativen Effekt auf die Zellen. Die Fluoreszenzintensitét
wies bei 12 h Inkubation mit einer finalen Konzentration von iiber 5 pg/ml keine fiir
die Detektion wesentliche Steigerung der Markierungsintensitit mehr auf. Daher
wurde fiir weitere Experimente der Einsatz von 5 pg/ml in Medium geldstem DiO mit
einer Inkubationszeit von 12 h als optimal festgelegt.

Markierungsintensitét und Vertraglichkeit von DiO zeigten keinen Unterschied, wenn
suspendierte oder adhdrente OV-MZ-6-Zellen markiert wurden. Daher wurden die
OV-MZ-6-Zellen fir die Adhésionsexperimente in adhédrentem Zustand
fluoreszenzmarkiert.

Fluoreszenzmessungen mit herkdmmlichen transparenten 96-Loch-Zellkulturplatten
erbrachten hohe Leerwerte. Deutlich besser schnitten in der Fluorimetrie schwarze 96-
Loch-Platten ab. Sie kamen bei den Adhésionstests fortan zum Einsatz. Ein

durchsichtiger Boden war Voraussetzung, um die Zellen weiterhin mikroskopisch
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beurteilen zu kénnen. AufBlerdem wurde zur Reduktion von Hintergrundsignalen
phenolrotfreies Medium an Stelle des normalen Komplettmediums verwendet.
Unmarkierte OV-MZ-6-Zellen wurden auf dem Boden von 96-Loch-Zellkulturplatten
ausgesit. Eine homogene 100-%-konfluente Schicht dieser Zellen in den einzelnen
wells einer 96-Loch-Zellkulturplatte war als vergleichbare Grundlage fiir die
Untersuchung der Zell/Zell-Adhdsion von entscheidender Bedeutung. In
Vorversuchen mit 30.000 bis 80.000 Zellen je well und Inkubationszeiten von 12 h bis
zu 3 Tagen zeigte sich ein optimales Ergebnis bei einer Aussaat von 80.000 OV-MZ-
6-Zellen je well und einer Inkubation von 12 h bis Versuchsbeginn. Nach
Versuchsablauf wurden die einzelnen Zellrasen auf Vollstindigkeit kontrolliert.
Beschddigungen im Rahmen der Waschschritte traten in Einzelfdllen auf, diese Werte
wurden nachtriglich von der Analyse ausgeschlossen.

Um die optimale Zell/Zell-Adhésionszeit festzulegen, wurde die Inkubationszeit von
20 min bis 22 h variiert. Diese Verdnderung der Inkubationszeit erbrachte keinen
Unterschied im Adhésionsverhalten der OV-MZ-6-Zellen. Auffillig war ein
durchgehend hoher bis iiber 90 % reichender Prozentsatz adhérenter Zellen. Bereits
bei 20-miniitiger Inkubation zeigten sich nahezu 100 % der fluoreszenzmarkierten
Zellen adhérent und konnten nicht mehr von der Zellschicht am Boden geldst werden,
ohne diese zu zerstoren. Aus diesem Grund wurden die 96-Loch-Platten bei den
folgenden Versuchen direkt nach Aussaat der fluoreszenzmarkierten Zellen auf einem
Riittler fir nur 15 min bei RT inkubiert. Damit konnte ein Prozentsatz von
durchschnittlich ca. 60 % an adhirenten Zellen nach Durchfiihrung der Waschschritte

erzielt werden.

3.1.2.2 Einflul von ADAMZ15 auf die Zell/Zell-Adhasion von OV-MZ-6-Zellen

In einem weiteren Versuchsansatz wurden zur Etablierung konfluenter monolayer
diesmal Integrin avf3-iiberexprimierende OV-MZ-6-Zellen auf 96-Loch-Platten
ausgesit, um das Zell/Zell-Adhédsionsverhalten fluoreszenzmarkierter ADAMI15-
FLRGD-transfizierter OV-MZ-6-Zellen darauf zu untersuchen. Nach Zugabe der
fluoreszenzmarkierten Zellen wurden die Zellkulturplatten 15 min auf dem Riittler
inkubiert und die Anzahl adhirierender Zellen mittels Fluorimetriesignal bestimmt.

Als Kontrolle fiir die avp3-liberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen am Boden der wells

47 -



dienten VEC-transfizierte OV-MZ-6-Zellen, fiir die dariibergeschichteten ADAM15-
FLRGD-iiberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen wurden alternativ
fluoreszenzmarkierte WT- und VEC-transfizierte OV-MZ-6-Klone eingesetzt.

120000 - I I I

100000 -

80000 -

Hauf VEC #1
Bauf VEC # 2
W auf avp3

60000 -

Zahl adhéarierender
Zellen

40000 -

20000 -
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Abb. 13. Adhésion von OV-MZ-6-Zellen auf Integrin avp3-uberexprimierenden Zellen in
Abhangigkeit von der ADAM15-Uberexpression

100.000 ADAM15-FLRGD-iiberexprimierende, fluoreszenzmarkierte OV-MZ-6-Zellen wurden fiir
15 min auf Integrin avp3-iiberexprimierenden OV-MZ-6-Zell-monolayern inkubiert. Als Kontrolle
fiir die avp3-iiberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen am Boden der wells dienten VEC-transfizierte
OV-MZ-6-Zellen, fiir die dariibergeschichteten ADAM15-FLRGD-iiberexprimierenden OV-MZ-6-
Zellen wurden alternativ fluoreszenzmarkierte WT- und VEC-transfizierte OV-MZ-6-Klone
eingesetzt. Nach mehreren Waschschritten wurde die Anzahl adhirierender Zellen mittels
Fluoreszenzsignal bestimmt. Die Anzahl adhérenter Zellen in einem Experiment wurde jeweils aus
3 Einzelwerten ermittelt. Bei den angegebenen Zahlen handelt es sich um die Mittelwerte aus 5
Experimenten. Es zeigte sich keine signifikante Verdnderung der Zell/Zell-Adhdsion in
Abhingigkeit von ADAMI1S5. (n. s. = nicht signifikant)

WT-Zellen wiesen dabei einen konstanten Prozentsatz adhirenter Zellen von ca. 60 %
auf, unabhingig davon, ob die Aussaat auf VEC- oder avf33-iiberexprimierenden OV-
MZ-6-Zellen erfolgte. Dasselbe Adhisionsverhalten konnte bei den ADAMIS5-
FLRGD-# 1-Zellen beobachtet werden. Dagegen zeigte der zweite ADAMI5-
FLRGD-iiberexprimierende Zellklon (# 2) eine gesteigerte Adhidsion auf ovp3-
iiberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen. Diese lag um ca. 20 % hoher im Vergleich zu
einer Zellaussaat auf einem der beiden VEC-transfizierten Zell-monolayer, welche

sich wie schon bei den zwei zuvor beschriebenen Klonen im Bereich von 60 %

befand. ADAM15 wurde in beiden FLRGD-Zellklonen in etwa gleich stark exprimiert
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(Abb. 12) und scheidet daher als Ursache der verstirkten Zell/Zell-Adhésion von
FLRGD-# 2-Zellen aus. Weiterhin zeigten auch die beiden eingesetzten VEC-
transfizierten Zellklone eine gesteigerte Adhésion auf avB3-iiberexprimierenden OV-
MZ-6-Zellen im Vergleich zu jeweils einem der VEC-Zell-monolayer. Der jeweils
andere VEC-Zellklon lieferte als monolayer ein den avB3-iiberexprimierenden Zellen
vergleichbares Ergebnis: Bei den VEC-# 2-Zellen waren dabei ca. 70 %, bei den
VEC-# 1-Zellen mehr als 90 % der ausgesdten Zellen auf dem unterliegenden
Zellrasen adhérent (Abb. 13). Im Kruskal-Wallis Test zeigte sich kein signifikantes
Ergebnis. Es konnte demnach bei diesen Experimenten keine signifikante
Verdnderung der Zell/Zell-Adhésion zwischen OV-MZ-6-Zellen in Abhéngigkeit von
ADAMI15 beobachtet werden.

3.1.2.3 Einsatz von lgslichen RGD-Peptiden

In unserer Hypothese sind wir von einer RGD-abhingigen Bindung zwischen dem
hADAMI1S5 der einen Zelle und dem Integrin avB3 der anderen Zelle ausgegangen,
was zu einer erhohten Zell/Zell-Adhédsion fithren konnte. Losliche RGD-Peptide
wiirden entsprechend um die Bindungsstellen am Integrin avf3 konkurrieren und
konnten so die Zell/Zell-Adhédsion reduzieren. Der EinfluB des zyklischen RGD-
Peptides, zyklo-RGD{fV, bzw. als Kontrolle des zyklischen RAD-Peptides, zyklo-
RAD{fV (Kessler et al., 1995), wurde in einigen Zell/Zell-Adhésionstests erprobt. Die
Peptide wurden zu den Integrin avf3-liberexprimierenden und im Vergleich zu den
VEC-monolayern in einer Konzentration von 60-250 pg/ml Medium gegeben und fiir
30 min bei 37°C/ 5 % (v/v) CO; inkubiert. Selbst in der niedrigsten Konzentration
kam es zur Ablosung groBerer Anteile der Bodenzellschicht. Aus diesem Grund

konnten die Ergebnisse aus diesen Versuchen nicht verwendet werden.
Zusammenfassend konnte demnach in unseren Versuchen keine signifikante

Verdanderung der Zell/Zell-Adhdsion zwischen hADAMI5- und Integrin avp3-

iiberexprimierenden Zellen im Vergleich zu Kontrollen gezeigt werden.
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3.1.3 Zellmigrationsstudien

In Vorarbeiten der AG Reuning wurde gezeigt, dass Integrin avp3 die Adhésion und
Migration von OV-MZ-6-Zellen auf VN weitgehend bestimmt (Hapke et al., 2003).
ADAMI15 schien in unseren vorausgehenden Zell/EZM-Adhisionstests diese Bindung
RGD-abhéngig zu stéren und deshalb die Adhision von OV-MZ-6-Zellen an VN zu
schwichen (Beck et al., 2005). Da Adhédsion eine wichtige Grundlage fiir
Zellmigration ist, sollte der Einflul von hADAMIS5 auf die Zellmotilitidt von humanen
OVCA-Zellen untersucht werden.

3.1.3.1 Optimierung der  Zellmigrationsstudien  mittels  time-lapse-

Videomikroskopie

Wie im Kapitel ,Material und Methoden“ beschrieben, wurde fiir die
Zellmigrationsstudien ~ mittels  time-lapse-Videomikroskopie  die  Motilitdt
verschiedener Zellklone auf mit VN bzw. Col-IV beschichteten Zellkulturschilchen
iber 8 h im Phasenkontrastmikroskop aufgezeichnet und anschlieBend die
zuriickgelegte Wegstrecke der einzelnen Zellen ermittelt. Kritisch dabei war,
Bedingungen zu definieren, die eine Vergleichbarkeit der einzelnen Bilderserien und
eine moglichst objektive Auswertung des Bildmaterials gewéhrleisteten, um auch
kleine jedoch signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Klonen zu
erfassen. Mindestens 30 Zellen wurden fiir die Auswertung herangezogen. Diese
sollten einzeln oder in lockeren clustern liegen, um eine gegenseitige rdumliche
Behinderung moglichst gering zu halten. Weiterhin zeigte sich eine Differenz
innerhalb der erfaften motilen Zelleigenschaften in Abhéngigkeit davon, wie spit

nach Adhirenz der ausgesiten Zellen die Aufzeichnung gestartet wurde.

3.1.3.1.1 Variation der Inkubationszeit der ausgesaten OV-MZ-6-Zellen

In Vorversuchen wurde untersucht, inwieweit sich eine potentielle ADAM15-RGD-
abhingige BeeinfluBung der Motilitit von OV-MZ-6-Zellen im Verlauf mehrerer

Stunden nach Zellaussaat verhdlt. Dafiir wurde die Migration verschiedener Zellklone
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50 min, 5 und 12 h nach Aussaat in die Kulturschilchen des LSM iiber 8 h verfolgt.
Nur nach 50 min zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen
OV-MZ-6-Zellklonen in Abhingigkeit von der ADAMI5-RGD-Uberexpression.
Dieser war nach 5 und 12 h nicht mehr zu beobachten. Entsprechend wurde die
Inkubation nach Zellaussaat mit 50 min fiir die folgenden Zellmigrationsstudien

festgelegt.

3.1.3.1.2 Variation weiterer Versuchsparameter

Ein signifikanter Unterschied beziiglich der Zellmotilitit der einzelnen Klone in
Abhingigkeit der ADAMI5-RGD-Uberexpression wurde nur unter folgenden
Versuchsbedingungen festgestellt:

a. Einsatz von 10 pg/ml anstelle von 5 pg/ml EZM-Protein zur Beschichtung der
Kulturschilchen

b. BSA-Blockierung der beschichteten Kulturschélchen anstelle von keiner BSA-
Blockierung

c. Passagieren der Zellen 48 h vor Versuchsbeginn

d. Mediumwechsel der Zellen 24 h vor Versuchsbeginn

3.1.3.1.3 Definition der Bedingungen zur Versuchsauswertung

In Vorversuchen wurden verschiedene Methoden zur Auswertung der aufgezeichneten
Zellmotilitdtsexperimente erprobt. Um auch kleinere Unterschiede zwischen den
einzelnen Zellklonen zu erfassen und den Einflu8 Untersucher-abhingiger Variablen
zu minimieren, wurden folgende Kriterien fiir die Versuchsauswertung definiert:

Jede der aufgenommenen Zellen wurde beurteilt, es sei denn,

1. sie wanderte aus dem Bild

2. sie wurde so lange von einer anderen Zelle iiberdeckt, dass ihre Zellbewegung nicht
mehr eindeutig nachzuvollziehen war.

Bei der Beurteilung der Zellen hinsichtlich der Motilitét erfolgte eine Zuordnung in

eine der folgenden 4 Kategorien:
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a. gleichméiBige Zellbewegung mit nachvollziehbarer zuriickgelegter Wegstrecke

b. Zellteilung

Die Zelle teilte sich, damit war keine Aussage iiber die Zellmotilitdt moglich.

c. Ablosung

Die Zelle wurde nie adhérent oder 19ste sich im Verlauf der 8 h ab und wurde
danach nicht mehr adhérent.

d. ungleichmiflige Adhérenz

Die Zelle 16ste sich im Laufe des Beobachtungszeitraumes ab, wurde danach jedoch
wieder adhdrent oder befand sich durchgehend oder langfristig in einem Stadium
zwischen Adhédrenz und Ablosung, welches sich durch einen abgekugelten
Zellkorper mit starker Podienbildung und eine ungleichmiBige, fiir die iibrigen

Zellen untypische Zellbewegung auszeichnet.

Zur Ermittlung der von den OV-MZ-6-Zellen zuriickgelegten Wegstrecke wurden nur
Zellen, die der Kategorie ,,a* zugeordnet waren, fiir die Auswertung herangezogen.
Eine Einteilung in die Kategorien ,,b*“, ,,c* oder ,,d*“ bedeutete den Ausschluf3 der

jeweiligen Zelle fiir die Bestimmung der zellmigratorischen Aktivitét.

3.1.3.2 Ergebnisse aus Zellmigrationsstudien mit OV-MZ-6-Zellen

3.1.321 ADAMI15  beeinflult die  Morphologie von  humanen

Ovarialkarzinomzellen auf Vitronektin

Integrin avfB3 bestimmt die Adhdsion von OV-MZ-6-Zellen auf VN vornehmlich
(Hapke et al., 2003). In Vorversuchen unserer AG fanden wir Anhaltspunkte dafiir,
dass hADAMIS5 diese Bindung RGD-abhéngig stort, was zu einer Abschwéchung der
Adhision von OV-MZ-6-Zellen an VN zu fiihren schien (Beck et al., 2005). Durch
die Verinderung der Zell/EZM-Protein-Adhédsion ist eine von der hADAMIS-
Uberexpression abhingige Zellmorphologie ebenfalls vorstellbar. Dies wurde im
Rahmen der time-lapse-Videomikroskopie untersucht.

ADAMI15-RGD-iiberexprimierende  OV-MZ-6-Zellen zeigten auf VN eine
Morphologie, die sich deutlich von der anderer Zellklone unterschied: Die Zellen,

welche das ADAMI15-Protein in seiner natiirlichen Form {iberexprimierten oder mit
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der ECRGD-Variante stabil transfiziert worden waren, wiesen im adhédrenten Zustand
auf VN eine kompaktere Zellform mit deutlich geringerer Lamelli- und
Filopodienbildung auf, als dies bei WT-, VEC-, FLSGA- sowie ECSGA-Zellklonen
zu beobachten war (Abb. 14). Auf den mit Col-IV beschichteten Kulturschélchen
wurde dagegen kein Unterschied in der Zellmorphologie der eingesetzten Zellklone

festgestellt.

ECSGA

Abb. 14. ADAM15 verandert den Phénotyp von auf VN adhérenten OV-MZ-6-Zellen

ADAMI15-RGD-iiberexprimierende OV-MZ-6-Zellen zeigten auf VN eine kompaktere
Zellmorphologie mit geringerer Podienbildung als die iibrigen Zellklone. Reprisentative
Bildausschnitte nach 8 h Beobachtungszeit sind fiir ADAMI15-FLRGD # 2, ECRGD, FLSGA,
ECSGA, VEC und WT wiedergegeben.

3.1.3.2.2 ADAM15 reduziert die Motilitat von OV-MZ-6-Zellen auf Vitronektin
RGD-spezifisch

hADAMI1S5 scheint iiber seine RGD-abhéngige Interaktion mit Integrin avp3 dessen
Bindung an das EZM-Protein VN zu beeinflussen (Beck et al., 2005). Damit sind auch
Effekte auf die Motilitit von OV-MZ-6-Zellen vorstellbar. Dies wurde in in vitro
Zellmotilitatsstudien mittels time-lapse-Videomikroskopie mit OV-MZ-6-Zellen in
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Abhingigkeit von der ADAM15-Uberexpression untersucht. Dafiir wurden OV-MZ-
6-Zellen eingesetzt, welche das ADAMI15-Protein stabil in seiner FL-Form
iiberexprimieren oder aber dessen EC-Variante exprimierten. Im Vergleich wurden
VEC-, sowie ADAMI15-SGA-transfizierte FL- und EC-Klone der OV-MZ-6-Zellen
untersucht. Somit konnten die Ergebnisse nicht nur hinsichtlich ihrer Abhédngigkeit
von der ADAMI15-Uberexpression beurteilt, sondern auch ihre RGD-Abhingigkeit
getestet werden.

Im LSM wurden die Zufallsbewegungen von OV-MZ-6-Zellen entweder auf VN-
oder auf Col-IV-beschichteten Kulturschélchen fiir 8 h festgehalten und anschlieBend
die zuriickgelegten Wegstrecken der einzelnen Zellen bestimmt. Mindestens 30 Zellen
wurden je Experiment untersucht. Jedes Experiment wurde fiir einen speziellen
Zellklon auf VN oder Col-IV mindestens dreimal wiederholt.

Es zeigte sich eine signifikante Reduzierung der Zellmotilitit der ADAM15-RGD-
iiberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen auf VN. ADAM15-SGA-transfizierte OV-MZ-
6-Zellen wiesen dagegen keine reduzierte Motilitit auf: Die von ihnen zuriickgelegten
Wegstrecken waren denen der VEC-transfizierten Zellen vergleichbar. Die Reduktion
der Zellmotilitdt betraf interessanterweise gleichermallen Zellen, die das
zellgebundene FLRGD-ADAMI15-Protein oder aber dessen 16sliche ECRGD-Form
exprimierten. Auf Col-IV als Adhésionssubstrat zeigte keiner der OV-MZ-6-
Zellklone, die mit ADAMI15 und dessen Varianten transfiziert worden waren im
Vergleich zu VEC-Zellen eine signifikante Verdnderung hinsichtlich der Motilitat
(Abb. 15).

Im Einzelnen war die Motilitdt der ADAMI15-FLRGD-Zellklone # 1 und # 2 im
Vergleich zu VEC-transfizierten OV-MZ-6-Zellen auf VN um 35 % bzw. 45 %, im
Vergleich zum FLSGA-Zellklon um 42 % bzw. 51 % und im Vergleich zur ECSGA-
Variante um 43 % bzw. 52 % reduziert. Die Uberexpression der ADAM15-EC-
Domiéne fiihrte im Vergleich zu den VEC-transfizierten Zellen zu einer Reduzierung
der Zellbewegung auf VN von 53 %. Im Vergleich zur ECSGA- und FLSGA-Variante
kam es zu einer Reduktion um 59 % bzw. 58 %. FLSGA- und ECSGA-transfizierte
Zellen zeigten hinsichtlich ihrer Motilitdt auf VN vergleichbare Ergebnisse wie VEC-
transfizierte OV-MZ-6-Zellklone: Die Wegstrecken waren hier lediglich 12 % bzw.
14 % linger im Vergleich zu VEC-transfizierten Zellen. Ahnlich verhielt es sich mit
ECRGD- sowie FLRGD # 1- bzw. # 2-Zellen: Auch die zuriickgelegten Wegstrecken
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dieser Klone unterschieden sich auf VN nicht signifikant: ECRGD-transfizierte OV-
MZ-6-Zellen wiesen auf VN im Vergleich zu FLRGD # 1 bzw. # 2 nur 27 % bzw.

14 % kiirzere Wegstrecken auf.

160 -

140 -

120 -
100 -

80 EVN

B Col-lV

60 -

40 -
20 -

0 -

FLRGD#1 FLRGD #2 FLSGA ECRGD ECSGA

Wegstrecke (um/ Zelle/ 8h)

Abb. 15. Die migratorische Aktivitdt von OV-MZ-6-Zellen auf VN ist abhangig von der
ADAM15-Expression

Die ungerichtete Zellmotilitdt der einzelnen ADAMI15-transfizierten OV-MZ-6-Klone wurde auf
VN und zur Kontrolle auf Col-IV fiir 8§ h beobachtet. Es wurden jeweils mindestens 30 Zellen eines
Experimentes beurteilt. Jedes Experiment wurde mindestens dreimal wiederholt. Die angegebenen
Daten entsprechen dem Mittelwert der Mediane der durch einzelne Zellen zuriickgelegten
Wegstrecken. (*** =p<0,0001 im Vergleich mit VEC-, FLSGA- und ECSGA-Zellen)

Alle OV-MZ-6-Klone legten groflere Wegstrecken auf VN im Vergleich zu Col-IV
zuriick. Bei den VEC-, FLSGA- sowie ECSGA-transfizierten Zellen betrug die iiber

8 h zuriickgelegte Wegstrecke auf VN 143 %, 93 % bzw. 231 %, bei den ECRGD-
sowie den FLRGD # 1-, # 2-transfizierten Klonen dagegen 17 %, 83 % bzw. 19 %
mehr im Vergleich zu dem fiir Col-IV ermittelten Wert.

3.1.3.2.3 Einflul? von ADAM15 auf die Zellteilung von OV-MZ-6-Zellen

Neben den zuriickgelegten Wegstrecken wurde fiir jedes Migrationsexperiment im
Zeitverlauf der aufgezeichneten 8 h auch die Anzahl von Zellteilungen und die Zahl

der vom EZM-Protein abgeldsten Zellen in Bezug auf die Gesamtzellzahl bestimmt.
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In den Migrationsexperimenten zeigte sich 50 min nach Aussaat der Zellen eine
Zellteilungsrate von 10-25 % innerhalb von 8 h. Die einzelnen OV-MZ-6-Zellklone
unterschieden sich dabei weder auf VN noch auf Col-IV signifikant voneinander, so
dass wihrend des Beobachtungszeitraums kein Einflu der ADAM15-Expression auf

die Proliferation festzustellen war (Daten nicht gezeigt).

3.1.3.2.4 ADAMI15 erhoht den Prozentsatz sich ablésender Zellen auf Vitronektin
im Vergleich zu Kollagen Typ IV

ADAMI15 scheint iiber eine RGD-abhdngige Interaktion mit dem Integrin av33 die
Integrin avB3/VN-Bindung von OV-MZ-6-Zellen zu storen. Dariiber nimmt
hADAMI15 Einflul} auf das Adhéisionsverhalten der OV-MZ-6-Zellen auf VN, wie in
Vorarbeiten unserer AG gezeigt werden konnte (Beck et al., 2005). Die Zell/EZM-
Protein-Adhésion sollte nun auch mittels time-lapse-Videomikroskopie untersucht
werden. Dafiir wurde der Prozentsatz sich ablosender Zellen innerhalb von 8 h fiir die

einzelnen Klone ermittelt. Es ergab sich folgender Trend:

25 -

20 -

15
EVN

ECol-lV
10 -

abgeldste Zellen (% der Gesamtzellzahl)

VEC FLRGD #1 FLRGD #2 FLSGA ECRGD ECSGA

Abb. 16. ADAM15-RGD erhéht die Zellablosung auf VN im Vergleich zu Col-1V

150.000 Zellen wurden auf mit VN oder Col-IV beschichtete Kulturschilchen ausgesit. Uber 8 h
wurde die Zahl abgeloster Zellen ermittelt und als Prozent der Gesamtzellzahl wiedergegeben. Jedes
Experiment wurde mit mindestens 30 Zellen durchgefiihrt und mindestens dreimal wiederholt. Die
angegebenen Daten entsprechen dem Mittelwert der jeweiligen Experimente. ADAMI15-RGD-
iiberexprimierende OV-MZ-6-Zellen zeigten im Vergleich zu VEC- und ADAMI5-SGA-
iiberexprimierenden Zellen eine erhohte Abldserate auf VN im Vergleich zu Col-IV. (n. s. = nicht
signifikant)
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ADAMI15-transfizierte OV-MZ-6-Zellen zeigten eine erhohte Rate an Zellablosungen
auf VN im Vergleich zu Col-1V. Dieser Effekt wurde in Abhéngigkeit des RGD-
Motivs beobachtet: ECSGA-, FLSGA- bzw. VEC-Zellen wiesen auf VN eine
Zellablosungsrate von 79 %, 58 % und 53 % des fiir Col-IV ermittelten Wertes auf.
Mit einer Abloserate von 7,1 und 7 % bzw. 5,3 und 5,1 % unterschied sich dagegen
die Adhdrenz des FLRGD # 2-Zellklons sowie des ECRGD-Zellklons auf VN nicht
von der Adhdrenz an Col-IV. Der FLRGD # 1-Zellklon zeigte auf VN im Vergleich
zu Col-1V eine um 76 % hohere Zellabloserate (Abb. 16).

3.2 Charakterisierung der hAADAM15-Expression in CHO-Zellen

3.2.1 Ergebnisse aus Zellmigrationsstudien mit CHO-Zellen

Von der Existenz eines Hamster-ADAM15 ist auszugehen, da ADAMI1S5 als ubiquitér
exprimiert gilt und auch Ratte und Maus iiber ADAMI1S5 verfiigen. Analog zu den
beschriebenen Nagetier-ADAM15-Formen muf} allerdings angenommen werden, dass
Hamster-ADAMI1S5 iiber kein RGD-Motiv verfiigt. Um einen moglichen hADAM15
EinfluB3 auf die Zellmotilitdt unabhéngig von der OV-MZ-6-Zelllinie nachzuweisen,
wurden die Migrationsexperimente wie beschrieben ebenfalls mit stabil hADAM15-

transfizierten CHO-Zellen durchgefiihrt.

3.2.1.1 Humanes ADAM15 hat keinen Einfluf3 auf die CHO-Zellmorphologie

Die Expression von hADAM15 zeigte keinen Einflul auf die Morphologie von CHO-
Zellen. Allerdings wiesen alle CHO-Zellklone eine deutlich unterschiedliche
Morphologie auf VN im Vergleich zu Col-IV auf: Auf VN zeigten CHO-Zellen einen
adhédrenten Phénotyp mit eher ausgebreiteter, runder Zellform und kleinen Filopodien.
Im Gegensatz dazu wiesen CHO-Zellen auf Col-1V eine eher reduzierte Adhédrenz auf:
Eine runde bis spindelformige Zellform mit ausgepridgten Filopodien war typisch
hierfiir. Die beschriebene Zellmorphologie zeigte sich in allen Transfektanten

unabhéngig vom jeweiligen transferierten cDNA-Konstrukt (Abb. 17).
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Abb. 17. Die Zellmorphologie von CHO-Zellen variiert auf VN bzw. Col-1V

CHO-Zellen zeigten nach 8 h Stunden auf VN eine flachig ausgebreitete, adhdrente Morphologie.
Auf Col-IV waren CHO-Zellen rund bis spindelférmig und zeigen ausgeprigte Filopodien. Der
Phénotyp war unabhdngig von der hADAMIS5-Expression. Abgebildet sind représentative
Bildausschnitte nach 8 h Adhésion auf VN bzw. Col-IV.

3.2.1.2 EinfluR von hADAM15 auf die Motilitédt von CHO-Zellen auf Vitronektin

Hinsichtlich der Motilitét der verschiedenen ADAM15-transfizierten CHO-Zellen auf
VN zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich zu VEC- und WT-Zellen.
Interessanterweise steigerten alle verwendeten CHO-Zellen ihre Motilitdt auf Col-1V
im Vergleich zu VN: In allen Fillen wurde die zuriickgelegte Wegstrecke in 8 h auf

Col-1V im Vergleich zu VN mehr als verdoppelt (Daten nicht gezeigt).

3.2.1.3 EinfluB von hADAM15 auf die Zellteilung und Adhéarenz von CHO-Zellen

Analog zu den OV-MZ-6-Zellen wurde die Zellbewegung von CHO-Zellen auf
entweder VN oder Col-IV beschichteten Zellkulturschdlchen iiber 8 h im LSM
aufgezeichnet. Dabei wurden ebenfalls Daten zur Zellteilung und dem Anteil
abgeloster Zellen erfaf8it. Die Proliferation der untersuchten CHO-Zellen wurde durch

die Expression der verschiedenen hADAMI15 cDNA-Konstrukte im Kruskal-Wallis
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Test nicht signifikant beeinflusst. Auch die Beschichtung der Zellkulturschélchen mit
entweder VN oder Col-IV verdnderte die Zellteilungsrate nicht signifikant (Daten
nicht gezeigt).

Beziiglich der Rate an abgeldsten Zellen, lie} sich fiir die CHO-Klone keine sichere
Aussage treffen: Aufgrund der auf Col-IV im Gegensatz zu VN extrem veridnderten
Zellmorphologie der CHO-Zellen konnten die zuvor fiir OV-MZ-6-Zellen definierten
Kriterien der Zelladhdrenz nicht sicher angewendet werden. Anhand der
Zellmorphologie muf3 allerdings von einer reduzierten Adhdsion im Sinne eines
geringeren spreadings ausgegangen werden. Dies war fiir alle untersuchten Zellklone
auf Col-IV der Fall. Ein Einflu von hADAMIS auf die Adhdrenz von CHO-Zellen

war nicht zu beobachten.

Fal3t man die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zusammen, dann ergibt sich fiir die
humane OVCA-Zelllinie OV-MZ-6 folgendes Bild: OV-MZ-6-Zellen zeigten in
Abhingigkeit von einer stabilen Uberexpression des ADAM15-RGD-Proteins ein
vermindertes spreading sowie eine im Vergleich zu VEC- und ADAMI15-SGA-
transfizierten Klonen signifikant verringerte Motilitdt auf VN. Interessant dabei ist,
dass diese Effekte nicht nur nach Transfektion mit der zellgebundenen Form des
ADAMI15-Proteins, sondern auch bei Expression von dessen 16slicher EC-Variante zu
beobachten waren. Signifikante Veridnderungen der Proliferation oder Zell/Zell-
Adhision von OV-MZ-6-Zellen konnten in Abhéngigkeit von hADAMI1S5 in dieser
Arbeit nicht beobachtet werden. CHO-Zellen zeigten weiterhin keinen signifikanten
Effekt der hADAMI5-Expression auf die untersuchten Zellfunktionen. Friihere
Ergebnisse unserer AG identifizierten eine spezifisch durch das Integrin av[33-
vermittelte Bindung von OV-MZ-6-Zellen an VN. Weiterhin legen unsere
Vorversuche eine Stérung der Integrin avB3/VN-Bindung und damit eine
Schwiéchung der Adhédsion durch hADAMI15 in OV-MZ-6-Zellen nahe. Unsere
Vorversuche geben damit einerseits Hinweise darauf, wie die vorliegenden Ergebnisse
zu interpretieren sind, stehen andererseits jedoch zum Teil auch im Widerspruch mit

Resultaten dieser Arbeit. Dies soll im weiteren diskutiert werden.
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IV. Diskussion

4.1 Integrin  avf3 und hADAM15 - neue Therapieoptionen fir das

Ovarialkarzinom?

Unter den Tumoren, die Frauen der westlichen Welt betreffen, besitzt das OVCA
einen besonders ungilinstigen Verlauf. Eine moglichst vollstindige chirurgische
Entfernung des Tumors ist einer der wichtigsten Prognosefaktoren. Da jedoch die
peritoneale Ausbreitung des OVCA klassischerweise frith, die Diagnosestellung
dagegen spit erfolgt, sind zum Operationszeitpunkt haufig bereits ungezihlte
Implantationsmetastasen im Bauchraum vorhanden und eine vollstindige Resektion
ist nicht mehr durchfiihrbar. Auch die klassische Chemotherapie erzielt beim OVCA
nur wenig zufriedenstellende Langzeitergebnisse. Dies verwundert nicht, da sich
Cytostatika in erster Linie gegen stark proliferative Zellverbénde richten, jedoch die
komplexen zusitzlichen Zellfehlfunktionen, die die Ausbreitung des Tumors und
damit mafBgeblich dessen Malignitdt definieren, weitgehend unbeeinfluf3t lassen.
Molekulare Grundlage der Ausbreitung von Tumorzellen - und damit Hauptursache
fiir krebsbedingte Morbiditdt und Mortalitdt - sind substantielle Verdnderungen des
adhédsiven, motilen und proteolytisch-invasiven Profils der Zellen, welche diese im
Laufe der Tumorprogression erfahren. Viele dieser Funktionen sind Integrin
vermittelt, was sich in einem verédnderten Expressionsmuster bestimmter Integrine in
Tumorzellen im Vergleich zu benignen Zellen widerspiegelt. Innerhalb der
Integrinfamilie zeichnet sich dabei vor allem das Integrin avp3 aus: Integrin av3 ist
nicht nur wesentlich in die fir Tumorwachstum und Metastasierung kritische
Neovaskularisierung involviert (Brooks et al., 1994b und 1995), sondern nimmt
darliberhinaus progressionsfordernd EinfluB3 auf proliferative, adhésive und motile
Tumorzellcharakteristika (Albelda et al., 1990, Montgomery et al., 1994, Gasparini et
al., 1998, Ria et al., 2002, Hapke et al., 2003). Von besonderer Bedeutung hierbei ist
die RGD-abhéngige Interaktion zwischen Integrin avB3 und seinem EZM-Liganden
VN, welche beim OVCA schon fiir dessen frithe Ausbreitung entscheidend zu sein
scheint (Hapke et al., 2003, Leroy-Dudal et al., 2005, Kenny et al., 2008, Heymann et
al., 2008). Die Suche nach therapeutischen Substanzen, die diese fiir den Tumor so
wichtige Schnittstelle am Integrin av33 blockieren, stellt einen Schwerpunkt in der

onkologischen Forschung dar: Losliche, synthetische RGD-Peptide, AK gegen
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Integrin avB3 oder die Disintegrine der SVMPs wurden als Therapeutika
vorgeschlagen und viele zeigten eindrucksvolle Erfolge hinsichtlich Tumorwachstum
und Metastasierung in Tiermodellen (Kessler et al., 1995, Beviglia et al., 1995, Yeh et
al., 1998, Kang et al., 1999, Kang et al., 2000, Gutheil et al., 2000, Yeh et al., 2001,
Thumshirn et al., 2003, Landen et al., 2008). Die hohen Erwartungen aus den
praklinischen Untersuchungen konnten in klinischen Tests bisher jedoch nicht oder
nur teilweise bestitigt werden (Gutheil et al., 2000, Patel et al., 2001, Chai und Chen,
2006, Reardon et al., 2008). Seit einigen Jahren ist neben den synthetisch-peptidischen
avp3-Liganden und xenogenen Integrinantagonisten auch eine Familie natiirlich im
menschlichen Organismus vorkommender Integrinliganden, die ADAMs, ins Interesse
der Forscher geriickt (Primakoff et al., 1987, Blobel et al., 1990 und 1992, Wolfsberg
et al., 1993). Aufgrund ihrer besonderen Doménenstruktur — dabei in erster Linie der
Kombination von adhidsiver und proteolytischer Doméine - und ihrer weiten
Verbreitung werden fiir ADAMs multiple Funktionen innerhalb von physiologischen
und pathophysiologischen Abldufen postuliert. ADAMs scheinen dabei vielfach ins
Tumorgeschehen involviert zu sein (Emi et al., 1993, Iba et al., 1999, Grutzmann et
al., 2003, O’Shea et al., 2003, Tannapfel et al., 2003, Shintani et al., 2004, Tanaka et
al, 2005, Mitsui et al., 2006, Ko et al., 2007). Fiir die Integrinbindung verfligen
ADAMs - dhnlich den SVMPs — iiber kurze Peptid-Erkennungssequenzen innerhalb
ihrer Disintegrin-Doméne. Humanes ADAMI15 besitzt dabei als bisher einziger
Vertreter seiner Proteinfamilie ein RGD-Motiv und ist somit theoretisch in der Lage
RGD-abhédngig mit dem tumorbiologisch relevanten Integrin avp3 zu interagieren
(Krdatzschmar et al., 1996). Diese Interaktion wurde in vitro mit Hilfe von
rekombinanten hADAM15-Fragmenten sowie Fusionsproteinen bestétigt (Zhang et
al., 1998, Nath et al., 1999, Iba et al., 1999), ist fiir die in vivo Situation bisher aber
nicht belegt. Ebenso steht die Identifikation von in vivo Substraten fiir die hADAM15-
Metalloprotease noch aus. In vitro spaltet hADAMI15 Col-IV und Gelatine (Martin et
al., 2002). Weiterhin fungiert es unter anderem als Sheddase des E-Cadherin (Najy et
al., 2008b) und scheint in EGFR-Transaktivierungsprozesse eingebunden zu sein
(Schiéfer et al., 2004b, Hart et al., 2005). Die Auswahl der Substrate deutet ebenso wie
die in vitro gezeigte Interaktion von hADAMI1S5 mit dem Integrin avB3 auf eine
Funktion von hADAMI15 im Tumorgeschehen hin. Humanes ADAMI15 konnte dabei
sowohl als Agonist als auch Antagonist der Tumorprogression eine Rolle spielen: Von

besonderer Bedeutung fiir diese mogliche Ambivalenz ist das Nebeneinander von
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membrangebundenen und 16slichen Formen des hADAM15-Proteins (Herren et al.,
1997). Diese Varianten konnten sich ebenso wie bei anderen Integrinliganden
gegenteilig verhalten: Ein I6sliches Disintegrin wird beispielsweise Zell/Zell- und
Zell/EZM-Protein-Bindungen eher schwichen, wihrend ein zellgebundenes
Disintegrin diese eher fordert (Rehn et al., 2001, Horiuchi et al., 2003, Trochon-
Joseph et al., 2004). Auch die einzelnen Doménen konnten unterschiedliche Effekte
auf den Tumor haben: Wihrend die Metalloprotease Tumorwachstum und

-ausbreitung iiber die Aktivierung von GFs und den Abbau von EZM begiinstigen
konnte, konnte die Disintegrin-Doméine fiir die anti-Tumor-Eigenschaften von
hADAMI1S5 verantwortlich sein: Durch das RGD-abhéngige Unterbrechen der Integrin
avB3/EZM-Interaktion im Tumor konnte die hADAMI15-Disintegrin-Doméne den
Tumorzellen essentielle Proliferations-, Adhdsions- und Migrationssignale entziehen
und so Tumorwachstum, Invasion und Metastasierung inhibieren (Trochon-Joseph et
al., 2004, Charrier-Hisamuddin et al., 2008). Zu diesem Zeitpunkt kann jedoch nicht
ausgeschlossen werden, dass sich hADAMIS als Integrinligand génzlich agonistisch
innerhalb der Tumorprogression verhilt. Daher bedarf es weiterer Forschung, um die
Interaktion zwischen hADAMI15 und dem Integrin av33 genauer zu charakterisieren -
im Hinblick auf neue Therapieperspektiven fiir das OVCA sowie weitere von Integrin

avp3 abhingige Malignome.

4.2 Die Integrin avp3/hADAM15-Interaktion — Uberlegungen zum Studiendesign

Die Interaktion von hADAMI1S5 mit Integrin avB3 wurde in vitro mehrfach gezeigt:
Zum Einsatz kamen dabei rekombinantes, 16sliches hADAM15-Protein oder dessen
Disintegrin-Doméne sowie hADAMI15-Fragmente enthaltende Hybridmolekiile
(Zhang et al., 1998, Nath et al., 1999, Iba et al., 1999, Eto et al., 2000 und 2002, Jeon
et al., 2007): Zhang et al. (1998) exprimierten die rekombinante hADAMI5
Disintegrin-Doméne als Glutathion-S-Transferase-Fusionprotein in Bakterien und
zeigten dariiber die spezifische Interaktion mit Integrin avf3. Nath et al. (1999)
fiihrten Adhésionsversuche mit hdmatopoetischen Zellen durch. Dabei verwendeten
sie ein immobilisiertes Chimédrenprotein bestehend aus der EC-Doméne von

hADAMI1S5 fusioniert an die Fc-Region von humanem Ig. Hierliber wiesen sie die
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spezifische Bindung von hADAMI15 an Integrin avp3 auf der Monozyten-Zelllinie
U937 nach.

Anhand dieser Studien konnen jedoch nur bedingt Aussagen iiber die
Bindungseigenschaften von membrangebundenem hADAM15 gemacht werden: Es ist
gut vorstellbar, dass sich die native Konformation des hADAM15-Proteins innerhalb
der verwendeten rekombinanten Fragmente und Peptide nicht aufrechterhalten 1463t
(Lum et al., 1998, Nath et al.,, 1999, Eto et al., 2000). Auch die zum Teil
widerspriichlichen Bindungsprofile in den einzelnen Studien ndhren Zweifel an der
Ubertragbarkeit der so gewonnenen Ergebnisse auf die in vivo Situation (Zhang et al.,
1998, Jeon et al., 2007). Daher muf das bisher in vitro erstellte hADAM]15/Integrin-
Interaktionsprofil unter moglichst physiologischen Bedingungen iiberpriift werden.
Ziel dieser Arbeit war daher, die spezifische Interaktion von hADAMI1S5 mit Integrin
avp3 sowie deren EinfluB auf adhésive und migratorische Zellfunktionen innerhalb
eines Systems zu untersuchen, in dem natiirlicherweise beide potentiellen Partner
exprimiert werden. Nur so kann mit hoher Wahrscheinlichkeit von einer korrekten
Proteinfaltung und einer der physiologischen Situation entsprechenden Stabilitit,
Lokalisation und Interaktion ausgegangen werden.

Sowohl Integrin avB3 als auch ADAMI15 werden in der humanen OVCA-Zelllinie
OV-MZ-6 exprimiert. Weiterhin konnte in Vorarbeiten der AG Reuning gezeigt
werden, dass OV-MZ-6-Zellen ihre Adhdsion an VN vornehmlich iiber das Integrin
ovP3 organisieren, was zu einer starken Zell/EZM-Protein-Bindung und einer
signifikanten Steigerung von Proliferation und Migration dieser Zellen fiihrt (Hapke et
al., 2003). Die OV-MZ-6-Zelllinie weist somit wesentliche Charakteristika auf, um
ausgehend davon den EinfluB von hADAMIS auf die Integrin avB3/VN-Bindung und
davon abhingige motile und adhisive Zelleigenschaften untersuchen zu kénnen. Aus
diesem Grund wurden in Vorarbeiten unserer AG stabil hADAMI15-
iiberexprimierende Transfektanten der Zelllinie OV-MZ-6 generiert. Um auch den
EinfluB mdglicher 16slicher hADAM15-Varianten (Herren et al., 1997) evaluieren zu
konnen - diese entstehen durch die Freisetzung der Ektodoméne -, wurden neben
OVCA-Zellen, die das vollstindige hADAMI5-Protein exprimieren auch
Transfektionskonstrukte verwendet, die zur Expression eines hADAMI15-Molekiils
ohne transmembrane und cytoplasmatische Doméne fithren. Die RGD-Abhéngigkeit

sollte mittels einer fiir FL- und EC-Klone generierten SGA-Mutante tiberpriift werden,
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in denen das Integrin-bindende RGD-Motiv durch das Tripeptid SGA ersetzt wurde
(Beck et al., 2005).

Der Nachweis der stabilen Transfektion der OV-MZ-6-Zellen mit hADAMI15 cDNA
und die Expression des entsprechenden Genprodukts war in Vorarbeiten der AG
Reuning bereits auf der mRNA- und Protein-Ebene mittels RT-PCR bzw.
Immuncytochemie erfolgt (Beck et al., 2005). Ziel dieser Arbeit war der zusitzliche
Nachweis von hADAMI15-Protein in den Transfektanten mittels Westernblot-Analyse.
Dabei wurde ein polyklonaler AK (pAK) gegen die cytoplasmatische Doméne von
hADAMI15 verwendet und die densitometrisch erfassten Signalstirken fiir Aktin
normalisiert. Es zeigte sich eine spezifische Bande bei ca. 100 kDa, die in den
FLRGD- und FLSGA-Klonen bis zu vierfach stirker war im Vergleich zu VEC-
transfizierten Zellen. Die Identifikation der reinen EC-Doméne von hADAMI15 in der
Westernblot-Analyse gelang nicht. Dies war bei erfolgreichem Nachweis des FL-
Proteins fiir die 16sliche Variante von ADAM?28 ebenfalls nicht moglich (Roberts et
al., 1999). Denkbare Ursachen sind eine zu geringe Konzentration oder Stabilitdt des

in den Zellkulturiberstand sezernierten Proteins.

4.2.1 EinfluB der hADAM15-Expression auf die Zell/Zell-Adh&sion humaner

Ovarialkarzinomzellen

Humanes ADAMI1S5 interagiert in nicht-zellgebundener Form spezifisch mit Integrin
avp3 (Zhang et al., 1998, Nath et al., 1999). In dieser Arbeit sollte eine mdgliche
Bindung dieser beiden Proteine innerhalb des OV-MZ-6-Zellsystems {iiberpriift
werden. Weiterhin stellte sich die Frage, ob aus der potentiellen hADAM15/Integrin
avp3-Interaktion auf benachbarten Zellen eine verstirkte Zell/Zell-Adhésion
resultiert. In unseren im Kapitel ,,Zell/Zell-Adhisionsexperimente™ beschriebenen
Zell/Zell-Adhisionstests, fand sich trotz Variation zahlreicher Versuchsparameter
keine von der hADAM15-Expression abhidngige Verdnderung der Zell/Zell-Adhésion
bei OV-MZ-6-Zellen. Dies war bei Herren et al. (2001) fiir mesenchymale NIH3T3-
Zellen der Fall: Diese zeigten eine Zunahme von Zell/Zell-Kontakten als Folge der
hADAM15-Uberexpression. Eine Kolokalisierung von VE-Cadherin und hADAMI15
in Zellkontaktstellen wurde zudem von Ham und Kollegen (2002) beschrieben. Es ist

jedoch bisher unklar, mit welchem Protein hADAMIS5 dabei wechselwirkt.
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Zellspezifische Besonderheiten konnten fiir diese unterschiedlichen Ergebnisse
hinsichtlich der hADAM15-abhingigen Zell/Zell-Adhésion verantwortlich sein.
Integrine konnen sich in einem sogenannten ,high affinity“- oder ,low affinity*-
Zustand beziiglich der Bindung bestimmter Liganden befinden. Die jeweilige aktive
oder inaktive Form wird durch Konformationsinderungen sowie die Bindung
zweiwertiger  Kationen  erreicht. In  der Literatur wurden Integrin-
Aktivierungszustinde auch fiir die Interaktion mit bestimmten ADAM-Proteinen
beschrieben. Integrin avB3 wird durch zweiwertige Calcium-, Magnesium- und
Manganionen aktiviert (Chen et al., 1999, Eto et al., 2000, Xiong et al., 2001). Der
Zusatz von Calciumionen verdnderte in dieser Arbeit die Zell/Zell-Adhédsion nicht.
Eine mangelnde Integrin avB3-Aktivierung ist somit unwahrscheinlich.
Immunhistochemische Doppelmarkierungen von hADAMIS5 einerseits und Integrin
avB3 andererseits zeigten in Vorarbeiten der AG Reuning eine dhnliche Verteilung
der beiden Proteine auf der Zelloberfliche von OV-MZ-6-Zellen (Beck et al., 2005).
Dies deutet auf eine mogliche Interaktion der potentiellen Partner auf der
Tumorzelloberfliche hin. Eine vorrangige Wechselwirkung von hADAMI15 mit
Integrin avf3 auf derselben Zelle wiirde erkldren, warum im vorliegenden Versuch
keine von hADAMIS abhingige erhohte Zell/Zell-Adhédsion gefunden wurde.
Desweiteren konnten zwar vermehrt Zell/Zell-Kontakte zwischen hADAM-15- und
Integrin avp3-iiberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen bestehen, diese konnten jedoch
in erster Linie Bedeutung bei z. B. Signaltransduktionsvorgéngen besitzen, ohne dabei
Einflu auf die Stirke der Zell/Zell-Adhdsion zu nehmen. In dieser Form wére eine
vermehrte Zell/Zell-Interaktion in unseren Tests nicht nachweisbar.

Die Inkubationszeit von 15 min bei den von uns durchgefiihrten Zell/Zell-
Adhisionstests war vergleichbar mit Bedingungen anderer Studien zur von
hADAM15-Expression-abhéngiger Zell/Zell-Adhésion: In der Literatur finden sich
hierzu Inkubationszeiten von 15 min fiir die NIH3T3-Zell/Zell-Bindung (Herren et al.,
2001) bis hin zu 90 min fir die ADAMI15/Integrin a9fB1-abhéngige Zell/Zell-
Adhision (Eto et al., 2000). Auflerdem erbrachten ldngere Inkubationszeiten in dieser
Arbeit keine Verdnderung des FErgebnisses. Vielmehr lag der Prozentsatz
adhérierender Zellen regelméfig nach 15 min schon iiber 80 %, so dass unspezifische
Bindungen eine Rolle spielen kdnnten. Der in anderen Studien beschriebene Einsatz
von BSA zur Blockierung unspezifischer Bindungen (Zhang et al., 1998, Nath et al.,
1999, Eto et al., 2000), zeigte hier jedoch keine Verdnderung des Zell/Zell-
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Adhisionsverhaltens. Insofern muf3 in Erwidgung gezogen werden, dass bereits
endogen vorhandenes hADAMI15 bzw. Integrin avp3 fiir starke Zell/Zell-
Interaktionen sorgen, so dass ein eventuell vorhandener Zuwachs dieser
Wechselwirkungen trotz der 4-fachen Uberexpression im Test nicht erfat wurde.
Kenny und Kollegen (2007) studierten die Adhdsion von OVCA-Zellen in einer 3D-
Omentum-Kultur. Dabei stellten sie eine signifikant erhohte Adhésion der malignen
Zellen im Vergleich zu benignen Ovarialzellen innerhalb der ersten 8 Stunden fest.
Insofern wiére es interessant, in den von uns durchgefiihrten Adhésionstests anstelle
der OVCA-Zellen z. B. transfizierte OSE-Zellen einzusetzen. Aufgrund -eines
geringeren initialen Adhésionsvermogens wire damit vielleicht eher ein Unterschied
zwischen den einzelnen Zellklonen feststellbar. AufschluBreich konnte auch der
Einsatz von zwei verschiedenen, in vivo interagierenden Zelltypen — wie Tumorzelle
und Mesothelzelle — sein, da Adhésionsprofile mitunter zellspezifische Unterschiede
beziiglich einer bevorzugten Bindung an Zellen des eigenen Zelltyps oder Vertreter

eines weiteren Zelltyps zeigen (Charrier et al., 2007).

4.2.2 EinfluB von hADAM15 auf die Migration humaner Ovarialkarzinomzellen

Die Zellmotilitét ist entscheidend fiir die Invasion von Tumorzellen. Sie ist wesentlich
vom Ausmal der Zell/EZM-Adhésion abhingig und wird zum grofiten Teil Integrin-
abhéngig reguliert. In Vorarbeiten unserer AG wurde gezeigt, dass Integrin avfp3 in
OV-MZ-6-Zellen wesentlich fiir deren Adhdsion und Migration auf VN
verantwortlich ist (Hapke et al., 2003). Da ADAMI1S5 iiber sein RGD-Motiv durch
Bindung von Integrin avp3 auf benachbarten Zellen oder derselben Zelle
Interaktionen zwischen VN und Integrin avf3 potentiell schwéchen kann, wurde der
EinfluB von ADAMI1S5 auf die Integrin avB3-abhingige Zellmotilitdt in hADAMI15-
iiberexprimierenden ~ OV-MZ-6-Zellen  mittels  time-lapse-Videomikroskopie
untersucht.

In dieser Arbeit wurde eine signifikant reduzierte Motilitdt von OV-MZ-6-Zellen auf
VN als Folge der hADAM15-Uberexpression beobachtet. Dabei zeigten nur RGD-
transfizierte EC- und FL-Klone eine verminderte Motilitidt, was auf eine RGD-
Abhingigkeit dieses hADAM15-Effekts schlieBen 1aBt. Es ist daher naheliegend eine
RGD-abhédngige hADAMI15/Integrin avP3-Interaktion als Ursache der reduzierten
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Migration anzunehmen: Grundlage von Zellmotilitét ist ein Wechsel von Adhésion an
und Ablosung von der umgebenden Matrix. Da VN und hADAMI15 mit ihren RGD-
Motiven theoretisch um die Bindung an Integrin avp3 konkurrieren, ist von einer
Schwiichung der Zel/EZM-Bindungen durch die hADAMI5-Uberexpression
auszugehen. Dies kann sowohl zu einer erhdhten als auch zu einer verminderten
Zellmotilitit fiihren. In der vorliegenden Arbeit resultierte die Uberexpression von
hADAMI1S in einer verminderten Migrationsféhigkeit der OV-MZ-6-Zellen. Es kann
daher also eine Schwichung der Zell/EZM-Bindungen bis zu einem Punkt
angenommen werden, der zu langsamerer Zellbewegung fiihrt. In humanen OVCA-
Zellen, die nur die EC-Doméne des ADAMI15-RGD-Proteins exprimierten, wurde
eine Reduktion der Zellmigration auf VN in gleichem Malle wie fiir die ADAM15-
FLRGD-transfizierten Zellklone beobachtet. Die EC-Domédne von hADAMI1S5 kdnnte
dabei mit der Zelloberfldche assoziiert bleiben und so auf der urspriinglichen Zelle
antagonistisch wirken. Dies wére in Einklang mit Beobachtungen von Herren et al.
(1997). Auf der anderen Seite konnte die EC-Untereinheit des hADAM15-Proteins
auch als loslicher Antagonist der Integrin avf3/VN-Bindung fungieren. Diese
Hypothese unterstiitzen Versuchsergebnisse von Trochon-Joseph und Kollegen
(2004), die eine verminderte Migration humaner Endothelzellen in Abhidngigkeit von
der Zugabe der 16slichen Disintegrin-Doméne von hADAMI1S5 feststellten.

Unsere Ergebnisse sind weiterhin in Einklang mit der von Herren et al. fiir NIH3T3-
Zellen auf FN beschriebenen Motilititsreduzierung bei hADAM15-Uberexpression.
Die Autoren machen allerdings die Verstirkung von Zell/Zell-Kontakten unter den
NIH3T3-Zellen fiir die Migrationsinhibierung verantwortlich (Herren et al., 2001,
Ham et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit wurden vor allem einzelne Zellen
beobachtet, so dass Zell/Zell-Wechselwirkungen als Ursache einer verminderten
Motilitdt unwahrscheinlich sind. Humanes ADAMI15 interagiert RGD-abhéngig auch
mit Integrin o581, dem Haupt-FN-Rezeptor (Ruoslahti und Pierschbacher, 1986, van
der Flier und Sonnenberg, 2001, Chen et al., 2008). Daher kommt auch die RGD-
abhingige Verdringung von FN aus der Integrin aS5B1-Bindung durch die
hADAM15-Uberexpression als Ursache der verminderten Zellmotilitit bei Herren und
Kollegen (2001) in Frage. Neben FN beschichteten ZellkulturgefiBen verwendeten
Herren et al. (2001) unbeschichtete Zellkulturbehéltnisse, um die Motilitit von
NIH3T3-Zellen zu studieren. Sie fanden dabei ebenso wie Charrier et al. (2005) in

humanen intestinalen Epithelzellen eine reduzierte Zellmotilitit in Abhingigkeit von
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der hADAMI15-Uberexpression. Hierbei kdnnte hADAM15 neben einer erhdhten
Zell/Zell-Interaktion zu einer verminderten Integrin/Serumprotein-Interaktion mit
nachfolgend reduzierter Zellbewegung gefiihrt haben, was im Einklang mit unseren
Daten wire. Diese werden weiterhin durch Ergebnisse von Trochon-Joseph et al.
(2004) gestiitzt: Hier bewirkte die 16sliche Disintegrin-Domine von hADAMI1S5 eine
verminderte Migration von humanen Endothelzellen, deren Adhésion an VN ebenfalls
reduziert wurde. Diesen Beobachtungen zugrundeliegen konnte wiederum das
Verdriangen des VN durch das hADAMIS5-Disintegrin aus der RGD-abhéngigen
Bindung an zelluldre Integrine. In ASMC (airway smooth muscle cells) inhibiert das
hADAMI15-Disintegrin  RGD- und Integrin [l-abhingig die PDGF (von
Thrombozyten sezernierter GF)-induzierte Migration der Zellen durch Kollagen-
beschichtete permeable Membranen (Lu et al., 2007). Auch diese Daten unterstiitzen
unsere Hypothese einer RGD-abhéngigen Verdrangung von EZM-Proteinen aus der
Integrinbindung durch hADAMI15. Die Rekrutierung verschiedener EZM-
Protein/Integrinrezeptor-Systeme wie in diesem Fall wohl dem Integrin o231 oder
alpl als Kollagenrezeptor spricht fiir spezifische Integrin- bzw. hADAMIS5-
Funktionen je nach Zelltyp. Zellspezifische Funktionen konnen auch die Ergebnisse
von Martin et al. (2002) sowie Najy und Kollegen (2008a) erkldren: Hier resultierte
die hADAMI15-Expression — im Gegensatz zu allen anderen vorgestellten Daten und
auch den Ergebnissen dieser Arbeit - in einer verstirkten Motilitdt der humanen
Mesangium- bzw. Prostatakarzinomzellen. Bei Martin et al. wirkten AK sowohl gegen
die Disintegrin- als auch gegen die Metalloproteinase-Doméne inhibitorisch. Die
Autoren gehen von einer die Migration férdernden Degradation von Serumproteinen
bzw. Zell/Zell-Adhédsionsmolekiilen durch die putative hADAMI15-Metalloproteinase
aus. Dieser Erkldrungsansatz ist trotz der kontrdren Ergebnisse auch fiir die
Beobachtungen in unserer Arbeit interessant: Je nach Ausmall des Abbaus von
zelluldren, Serum- oder EZM-Proteinen und je nach Ausgangssituation kann die
Metalloproteinase von hADAMIS5 theoretisch inhibierend oder fordernd auf die
Zellmotilitdt EinfluB nehmen: Sehr viele EZM-Protein/Zell- bzw. Zell/Zell-Kontakte
erschweren die Zellmotilitdt. Daher kann die Metalloproteinase durch die Spaltung
dieser Bindungen Migration begiinstigen. Auf der anderen Seite benétigt die Zelle
Adhésionsstellen im umgebenden Raum als Grundlage ihrer Fortbewegung (Abb. 2).
Werden diese Proteine durch die Metalloproteinase abgebaut, kann sie der Zelle damit

die Motilitdt erschweren. Insofern ist theoretisch ein Einflufl der Metalloproteinase auf
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die hADAMI15-abhingige Inhibierung der Migration von OV-MZ-6-Zellen in dieser
Arbeit vorstellbar. Jedoch wiirde das nicht die RGD-Abhidngigkeit unserer
Beobachtungen erkliren und ist damit als Ursache eher unwahrscheinlich.

Aktuelle Studien legen eine Beteiligung von sowohl hADAMIS als auch Integrin
avp3 bei EGFR-Aktivierungsprozessen nahe. Da der EGFR gerade auf die Migration
von Tumorzellen EinfluB nimmt, muB3 auch dieser Signalweg als Ursache fiir
hADAMI15-abhingige Motilititsverdnderungen in Betracht gezogen werden (Schifer
et al., 2004b, Hart et al, 2005, Lossner et al., 2008). Weiterhin nimmt neben der
Disintegrin-Doméne die cytoplasmatische Doméne Einflu} auf Ligandenbindung und
Migration. Daher kénnten den unterschiedlichen Ergebnissen beziiglich des Effektes
von hADAMIS auf die Zellmigration in den diskutierten Studien neben
zelltypspezifischen  Funktionen wund splice-Varianten auch unterschiedliche
Aktivierungszustinde des hADAM15-Proteins sowie iibergeordnete
Zellsteuerungsmechanismen zugrunde liegen (Kleino et al, 2007, Zhong et al., 2008,

Najy et al., 2008a).

423 Einflud von hADAM15 auf die Morphologie  humaner

Ovarialkarzinomzellen

OV-MZ-6-Zellen, die mit der cDNA fiir das ADAM15-FLRGD-Protein oder aber
dessen EC-Variante transfiziert worden waren, zeigten auf VN einen weniger
ausgebreiteten Phénotyp sowie eine reduzierte Filopodienbildung. Grundlage dieser
Beobachtung ist wahrscheinlich die Verdringung des VN aus der RGD-abhéngigen
Integrin avB3-Bindung durch das RGD-Motiv des hADAMI15-Proteins.

4.2.4 EinfluR der hADAM15-Expression auf die ZelllEZM-Adhéasion humaner

Ovarialkarzinomzellen in der time-lapse-Videomikroskopie

Die Verdnderung adhdsiver Charakteristika ist essentiell fiir die Ausbreitung von
Tumorzellen. Sie wird wesentlich iiber Integrin/EZM-Protein-Bindungen gesteuert.
Dabei ist das Integrin avB3 in OV-MZ-6-Zellen hauptsichlich fiir deren Adhésion an

VN verantwortlich, wie in Vorarbeiten unserer AG gezeigt wurde (Hapke et al.,
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2003). Uber eine RGD-abhiingige Bindung von hADAM15 an das Integrin avB3 und
damit der Verdrangung des Liganden VN aus dieser Position, ist eine Verdnderung
adhédsiver Zellcharakteristika vorstellbar. Tatsdchlich konnten wir in vorangehenden
Studien fiir OV-MZ-6-Zellen eine Reduktion der Adhésion auf VN in Abhingigkeit
von der ADAMI15-RGD-Expression feststellen. Die beschriebenen Experimente
waren als endpoint-Bestimmungen mittels Zellzahlung nach einer Inkubationszeit von
60-90 min erfolgt (Beck et al., 2005). Die Migrationsexperimente fiir die vorliegende
Arbeit gaben uns nun Gelegenheit auch die Zell/EZM-Protein-Adhésion in Echtzeit
iiber einen Zeitraum von 8 h zu beobachten. Dabei zeigten OV-MZ-6-Zellen, die mit
dem FLRGD-hADAM15-Protein transfiziert wurden, nach 50 min Inkubation auf VN
eine im Vergleich zu Col-IV gleich starke bis verringerte Adhédsion. Dagegen wiesen
OV-MZ-6 VEC- und FLSGA-Zellen eine deutlich erhohte Adhédsion an VN im
Vergleich zu Col-1V auf. Der Anteil sich ablosender Zellen an der Gesamtzellzahl war
zwischen FLRGD- und VEC- bzw. FLSGA-Klonen jedoch nicht verschieden.
Vorstellbar ist, dass hADAMIS5 iiber sein RGD-Motiv die Integrin avp3/VN-
Interaktion soweit behindert, dass die Migration der hADAM15-iiberexprimierenden
OV-MZ-6-Zellen auf VN signifikant verlangsamt wird, doch die Zell/EZM-
Interaktionen noch ausreichen, um den Anteil sich ablosender Zellen stabil zu halten.
Auch Herren et al. (2001) fanden bei reduzierter Migration von NIH3T3-Zellen
infolge hADAM15-Uberexpression keine verinderte Adhésion auf VN, FN und Col-
IV. Dagegen berichten Najy et al. (2008a) {iber eine Abnahme der Adhésion von
Prostatakarzinomzellen an VN, wenn in diesen die hADAM15-Expression iiber RNA-
Interferenz reduziert wurde. Die Adhésion an Col-IV war unverédndert.

In den eingangs beschriebenen endpoint-Bestimmungen zur Zell/EZM-Adhdsion
unserer AG hatten hADAMI5-iiberexprimierende OV-MZ-6-Zellen eine RGD-
abhingige Reduzierung ihrer Adhésion auf VN im Vergleich zu VEC- oder SGA-
transfizierten Zellen gezeigt. Die Adhision auf Col-1V unterschied sich nicht (Beck et
al., 2005). Es mu3 davon ausgegangen werden, dass Verdnderungen in der Zell/EZM-
Adhésion auch in der vorliegenden Arbeit vorhanden waren, jedoch aufgrund zu
geringer Zellzahlen nicht erfaBt wurden. Dies wiirde {ibereinstimmen mit
Beobachtungen von Trochon-Joseph et al. (2004), wonach die Disintegrin-Doméne
von hADAMIS inhibitorische Wirkung gegeniiber der Endothelzelladhision auf VN
zeigt. Unterstiitzung findet diese These auch in der Studie von Jeon et al. (2007),
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welche eine Blockierung der Integrin avp3/VN-Bindung durch 16sliches hADAM15-
Disintegrin beschreiben.

Wie bereits fiir die Migrationsexperimente diskutiert, konnten Verdnderungen
adhésiver Zellcharakteristika neben rein mechanischen Interaktionen auf der
Zelloberflache jedoch auch auf Regulierungsprozessen im Zellinneren beruhen. Die
unterschiedlichen Aktivierungszustinde der beteiligten Proteine konnten so die zum
Teil widerspriichlichen Ergebnisse verschiedener Experimente erkléren (Xiong et al.,

2001, Kleino et al., 2007, Zhong et al, 2008).

4.2.5 Einflull der hADAM15-Expression auf die Proliferation von OV-MZ-6-

Zellen

In Vorarbeiten der AG Reuning konnte gezeigt werden, dass die Proliferation von
OV-MZ-6-Zellen adhdsionsabhdngig ist und durch die Integrin avf3/VN-Interaktion
induziert wird (Hapke et al., 2003). Im Verlauf von 4 Tagen wiesen hADAMI15-
iiberexprimierende OV-MZ-6-Zellen eine RGD-abhingige verminderte Proliferation
auf VN im Vergleich zu WT, VEC- oder SGA-transfizierten Zellen auf. Dafiir schien
in erster Linie die Adhdsionsminderung verantwortlich zu sein, eine Verdanderung der
DNA-Syntheserate wurde mittels Thymidin-Inkorporationstest ausgeschlossen (Beck
et al., 2005). Deshalb war es Ziel der vorliegenden Arbeit, im Rahmen der
Migrationsstudien auch die Zellteilung der OV-MZ-6-Zellen mittels time-lapse-
Videomikroskopie in Echtzeit zu untersuchen. Wir beobachteten dabei eine
Proliferationsrate von 10-25 % der Gesamtzellzahl innerhalb von 8 h. Es zeigte sich
kein Unterschied fiir RGD-Klone im Vergleich mit VEC- oder SGA-Klonen. Auch
die Inkubation der Zellen auf VN- oder Col-IV-beschichteten Schélchen erbrachte
dhnliche FErgebnisse. Dies ist in Einklang mit den bereits erwéhnten fritheren
Ergebnissen unserer AG, bei der eine verminderte Proliferation von ADAM15-RGD-
transfizierten OV-MZ-6-Zellen erst nach Ablauf von 4 Tagen nachgewiesen werden
konnte (Beck et al., 2005).

Trochon-Joseph et al. (2004) fiihrten Proliferationsstudien fiir Endothelzellen in
Abwesenheit eines EZM-Proteins iiber 30 h durch. Dabei stellten sie mittels
Thymidin-Inkorporationstest eine reduzierte Proliferation fest, wenn sie die Zellen mit

der 16slichen Disintegrin-Doméne von hADAMI15 behandelten. Die Reduzierung der
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proliferativen Zelleigenschaften war dabei direkt mit der Konzentration des
zugegebenen Disintegrins assoziiert. Einen &hnlichen Versuchsaufbau wéhlten
Lendeckel et al. (2005): Sie inkubierten humane Mammakarzinomzellen {iber 78 h. Im
Thymidin-Inkorporationstest fanden sie eine signifikant reduzierte Proliferation, wenn
sie dem Medium AK gegen ADAMIS5 zusetzten, was iibereinstimmt mit Ergebnissen
zu Magenkarzinomzellen (Carl-McGrath et al.,, 2005). Diese Daten deuten
zusammenfassend auf einen Effekt von hADAMI1S innerhalb der Zellproliferation,
welcher erst nach lidngerer Inkubationszeit beobachtet werden kann. Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Widerspriichliche Resultate
der zitierten Studien im Hinblick auf Vorarbeiten unserer AG konnten mit einer
unterschiedlichen Wirkung von Idslichem und membrangebundenem hADAMI15

sowie zelltypspezifischen Effekten zusammenhéingen.

4.2.6 Einflul der hAADAM15-Expression in CHO-Zellen

Die Effekte von hADAMI15 wurden in der vorliegenden Arbeit parallel zu den OV-
MZ-6-Zellen in einem weiteren Zellkulturmodell iiberpriift. Dafiir wihlten wir die
benigne Hamster-Ovarialzelllinie, CHO. Bislang wurde fiir den Hamster kein
ADAMI15-Protein beschrieben, von seiner Existenz ist analog zu Maus und Ratte
jedoch auszugehen. Allerdings besitzt das ADAMI15-Protein in diesen Spezies im
Gegensatz zur humanen Form kein RGD-Motiv innerhalb der Disintegrin-Doméne.
Stattdessen wurde hier eine TDD-Sequenz identifiziert (Lum et al., 1998, Bosse et al.,
2000). Die Transfektion von CHO-Zellen erfolgte analog zu den OV-MZ-6-Zellen mit
den hADAM15-FL- bzw. EC-Varianten sowie RGD- bzw. SGA-Konstrukten. Unsere
Experimente erbrachten keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich Motilitét,
Proliferation oder Adhésion auf VN oder Col-IV in Abhingigkeit von der hADAM15-
Expression. Es stellt sich die Frage, ob hADAMI15 iiberhaupt in der Lage ist, Einfluf3
auf CHO-Integrine zu nehmen. Dafiir spricht, dass Miuse mit murinen Tumoren in
ithrem Krankheitsverlauf giinstig durch hADAMI1S5 beeinfluBt werden konnen
(Trochon-Joseph et al., 2004). Auch Vorarbeiten unserer AG zeigten fiir CHO-Zellen
eine den OV-MZ-6-Zellen é&hnliche Inhibierung der Adhédsion auf VN in
Abhéngigkeit von der hADAM15-Expression (Beck et al., 2005). Diese konnte in der

vorliegenden Arbeit aufgrund zu geringer Zellzahlen nicht erfallit worden sein.
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Weiterhin konnten - vorausgesetzt das Hamster-ADAM15 {iber das TDD - anstelle
des RGD-Motivs verfiigt, RGD-unabhéngige Interaktionen im Vordergrund stehen.
Eine weitere Ursache fiir die Unterschiede zwischen hADAM15-transfizierten OV-
MZ-6- und CHO-Zellen konnte die zelltypspezifische Verwendung bestimmter
Integrinrezeptoren fiir definierte Zellfunktionen sein: Fiir CHO-Zellfunktionen scheint
der Integrinrezeptor a5f1 und sein Ligand FN groBle Bedeutung zu besitzen. Der
Einflul von hADAMIS auf die Integrin a5B1/FN-Interaktion wurde erst kiirzlich
charakterisiert: Die Uberexpression von hADAMI15 in CHO-Zellen fiihrte dabei zu
einer RGD-abhdngigen Steigerung der Adhidsion sowie zu einem Riickgang der
Migration auf FN, die Proliferation der CHO-Zellen wurde nicht beeinfluflit (Chen et
al., 2008).

4.3 Zusammenfassung und Ausblick

Die Mehrzahl solider Tumoren zeigt im fortgeschrittenen Stadium eine lokale und
systemische Aussaat von Tumorzellen. Der Ausbruch aus dem Primértumor ist dabei
ein aktiver Vorgang, der auf den adhisiven, migratorischen und proteolytisch-
invasiven Féhigkeiten der neoplastischen Zellen beruht. So weisen ca. 70 % der
Patientinnen @ mit OVCA  bei  Diagnosestellung  bereits  peritoneale
Implantationsmetastasen auf. Die Metastasierung ist die Hauptursache krebsbedingter
Morbiditdt und Mortalitit gerade auch beim OVCA. Insofern ist der Ansatz
konventioneller Tumortherapie mit einer Fokussierung auf die gesteigerte
Proliferation neoplastischer Zellen in seinen Erfolgsaussichten fragwiirdig. Dies wird
untermauert durch die nahezu unveréndert schlechte Prognose von Patientinnen mit
OVCA iiber die letzten Jahrzehnte. Aus diesem Grund sollte Tumorentstehung und

-progression als komplexe Storung der Zellphysiologie begriffen werden, wobei
dysfunktionale Integrinsysteme eine zentrale Rolle einnehmen (Tan et al., 2006,
Ramsay et al., 2007). Integrin av33 hat sich dabei als entscheidender Mediator der
Neovaskularisation und Progression verschiedenster Malignome herauskristallisiert.
Auch die adhédsiven, proliferativen, migratorischen und proteolytischen Eigenschaften
von OVCA-Zellen werden wesentlich durch die Integrin avp3-Expression definiert
(Hapke et al., 2001 und 2003, Kenny et al., 2008). Integrin av3 kénnte somit eine

Zielstruktur darstellen, um korrigierend EinfluB auf Fehlfunktionen innerhalb der
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Tumorzellen zu nehmen und damit deren fatale unkontrollierte Ausbreitung
einzugrenzen. Wesentlich flir von Integrin avfp3-abhingige Zelleigenschaften ist
dessen RGD-abhéngige Interaktion mit Liganden wie VN. Aus diesem Grund wurden
verschiedene Integrin avf33-Antagonisten entwickelt, mit dem Ziel tumorfoérdernde
Signale an genau dieser Schnittstelle zu unterbrechen. Tatsédchlich erbrachten die
verwendeten AK, kiinstliche RGD-Peptide oder aus Schlangengift isolierte
Disintegrine eindrucksvolle Ergebnisse hinsichtlich Neoangiogenese-Hemmung und
Tumorregression in Tiermodellen, was Forscher und Arzte auf einen Durchbruch in
der Behandlung unterschiedlicher Krebserkrankungen hoffen lie. Die Erwartungen
wurden in klinischen Versuchen mit den Integrin avp3-Antagonisten bisher jedoch
nicht oder nur teilweise erfiillt (Brooks et al., 1994b und 1995, Gutheil et al., 2000,
Patel et al., 2001, Cai und Chen, 2006, Landen et al., 2008). Die Suche nach
potentiellen Integrin av3-Antagonisten geht daher weiter und ein Kandidat dabei ist
hADAMI15: Humanes ADAMI15 verfiigt liber das zentrale RGD-Motiv fiir die
Bindung an das Integrin avf3. Weiterhin scheint hADAMI15 ebenso wie Integrin
avP3 in das komplexe Regulierungssystem von Zelleigenschaften wie Migration
(Herren et al., 2001, Martin et al., 2002, Charrier et al., 2005, Lu et al., 2007, Charrier
et al., 2007, Chen et al., 2008, Zhong et al., 2008, Najy et al., 2008a), Adhésion (Beck
et al., 2005, Charrier et al., 2007, Jeon et al., 2007, Najy et al., 2008a, Zhong et al.,
2008, Chen et al., 2008), Proliferation (Trochon-Joseph et al., 2004, Carl-McGrath et
al., 2005, Lendeckel et al, 2005), Neovaskularisation und Tumorwachstum (Horiuchi
et al., 2003, Trochon-Joseph et al., 2004, Komiya et al., 2005, Xie et al., 2008)
eingebunden zu sein. Erste Ergebnisse zur Rolle von hADAM15 im Krebsgeschehen
lassen eine zumindest partiell antagonistische Funktion gegeniiber Integrin avf33
vermuten: Trochon-Joseph et al. (2004) konnten Tumorwachstum und —angiogenese
von humanen Mammakarzinomzellen in einem Mausmodell giinstig beeinflussen,
wenn sie die Tiere mit der genetischen Information fiir die hADAMI15-Disintegrin-
Domine versorgten. Ebenso zeigten Méause signifikant weniger Lungenmetastasen,
wenn die in die Schwanzvene applizierten murinen Melanomzellen zuvor mit
hADAMI1S5 transfiziert worden waren (Chen et al., 2008). Die genauen Mechanismen
sind dabei jedoch oft unklar und die Ergebnisse verschiedener Arbeiten zum Teil
widerspriichlich. Vieles deutet auf eine zelltypspezifische Funktion von hADAMI15
und auch die Wirkung loslicher Doménen scheint sich von der des zellgebundenen

Gesamtproteins zu unterscheiden (vgl. Kapitel ,,ADAMI15, Neovaskularisation und
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Tumorprogression®). Weitere intensive Forschung ist daher nétig, um die
Wirkungsweise von hADAMI15 in bestimmten Zellen, Organen und Tumoren néher
zu charakterisieren und die komplexen Regelwerke innerhalb der Tumorprogression
besser zu verstehen. In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass die gesteigerte
Expression von hADAMI15 zu einer signifikanten Reduzierung der Zellmotilitit bei
humanen OVCA-Zellen fiihrt. Die inhibitorische Wirkung von hADAMI1S5 scheint
dabei auf der RGD-abhingigen Verdringung des EZM-Liganden VN aus der Integrin
avp3-Bindung zu basieren und war fiir die zellgebundene hADAM15-Form ebenso
nachzuweisen wie fiir dessen 19sliche EC-Doméne. Humanes ADAMI15 kdnnte somit
regulierend auf von Integrin avf3-abhdngige Tumorzelleigenschaften einwirken, was
gerade im Hinblick auf die gesteigerte Motilitdt dieser Zellen von groBBer Bedeutung
ist. Humanes ADAMI15 kommt natiirlich im menschlichen Korper vor. Dadurch weist
hADAMI1S5 sicherlich ein immunologisch giinstigeres Nebenwirkungsprofil auf,
zeichnet sich mitunter durch eine bessere Bioverfligbarkeit aus und greift
moglicherweise spezifischer in Regulationsvorgénge ein als dies bei den bisher
getesteten Integrin avp3-Antagonisten der Fall war. Unsere Ergebnisse unterstreichen
daher die Bedeutung weiterer Forschung im Interaktionsbereich zwischen hADAMI15
einerseits und dem Integrin avB3 andererseits. Nur ein besseres Verstindnis der
molekularen Grundlagen von Tumorentstehung und —progression erlaubt es,
therapeutisch insbesondere auf die unkontrollierte Ausbreitung der malignen Zellen
EinfluB zu nehmen und so die Prognose zukiinftiger Patientinnen nachhaltig zu

verbessern.
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Arbeit danke ich ganz herzlich Frau PD Dr. Ute Reuning. Dariiberhinaus sollte der
vielfach als GSF-Fahrzeug zur Verfiigung gestellte schwarze Renault nicht unerwéhnt
bleiben. Vielen Dank hierfiir!

Die angenehme Arbeitsatmosphire im Labor der Frauenklinik und die grof3e
Hilfsbereitschaft der Kollegen haben mir den Einstieg in die Laborarbeit sehr
erleichtert. Dafiir danke ich ganz lieb Frau A. Benge, Frau C. Abou-Ajram, Frau C.
Schnelldorfer, Frau C. Jager, Frau E. Sedlaczeck, Herrn Dr. M. Kugler sowie allen
anderen Mitarbeitern.

Ich danke meiner Mutter dafiir, dass sie immer an ein Ende dieser Arbeit geglaubt hat,
sowie meiner Schwester, Judith, fiir Thre Gelassenheit und Thren Optimismus. Axel sei
ganz herzlich gedankt fiir seine unerschiitterliche Geduld, sowie ihm und der
gesamten Familie Winter fiir die logistische Unterstiitzung in Form des Toyota-Yaris-
Familienautos. Christopher, was wire ich ohne Dich...
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