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1. Einleitung

Als Tissue Factor (TF) wird ein 47 Kilodalton (KDa) schweres membran-
gebundenes Glykoprotein der Subklasse Il der Zytokin-Rezeptor-Super-
familie (Osterud 1997) bezeichnet, zu der auch Interferon a/b und g-Re-
zeptoren gehoren (Harlos et al. 1994; Mueller et al. 1994; Bazan 1990).

Der Tissue Factor besteht insgesamt aus 263 Aminosauren (AS). Er l&sst
sich in eine extrazellulare (219 Aminosauren), eine transmembrandse (23
Aminosauren) und eine zytoplasmatische (21 Aminosduren) Doméane ein-
teilen (siehe Abb.1). Das menschliche TF-Gen setzt sich aus sechs Exons
Im Wechsel mit funf Introns zusammen, wobei die Exons 2-5 die Kofak-
tor- und Rezeptorfunktion kodieren (Koyama et a. 1994).

Extrazellulér

Transmembrands

Intrazellular

Abb.1 Schematische Darstellung des Tissue Factors

Wadhrend die extrazellulare Domane Faktor VII (FVII)/ Faktor Vila (F-
VIla) bindet, und dadurch die extrinsische Gerinnungskaskade aktiviert,
geht die zytoplasmatische Komponente mit dem Aktin-bindenden Protein
eine Bindung ein. Dies kdnnte eine Rolle bel den durch den TF induzier-
ten Zytoskelettveranderungen wie Zellausbreitung spielen (Ott et al.
1998).

Unter physiologischen Bedingungen wird der TF an der Zelloberflache
von mesenchymalen Zellen, auf der Adventitia von Gefél3systemen sowie
auf der epitheliden Oberflache von einzelnen Organen, wie beispiels-
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weise den fibrésen Kapseln von Leber, Milz und Niere produziert (Cam-
erer et al. 1996). Perivaskuldr lasst sich der TF in Fibroblasten und glatten
Muskelzellen nachweisen. Daneben wird er von Kardiomyozyten, Epi-
thelzellen des Gehirns und der Plazenta sowie von glomerul&ren Endo-
thelzellen exprimiert (Edgington et al. 1991).

Physiologischerweise besteht kein direkter Kontakt zwischen dem zirku-
lierenden Blut und dem TF. Nach Bindung von FVII an den TF wird FV1I
zu FVIla aktiviert und dadurch die extrinsische Gerinnungskaskade initi-
lert (Darke et a. 1991; Camerer et al. 1996; Beck et al. 1997; Wilcox et
al. 1989).

Der TF/ FVlla bildet wiederum mit Ca®* und Phospholipiden einen Kom-
plex und leitet durch die proteolytische Spaltung von FX und FIX zu FXa
und FIXa die Gerinnungskaskade ein (Martin et a. 1995; Osterud et al.
1977). Prothrombin wird zu Thrombin aktiviert. Dies katalysiert die Um-
wandlung von Fibrinogen in Fibrin (Weiss et al. 1988) und Bildung eines
Gerinnungskoagels (Nemerson 1988/ 1994; Edgington et a. 1991; Banner
et al. 1996; Monroe et al. 1998; Bach 1998; Hatakeyama et al. 1997).

Neben der Thrombusbildung induzieren aktivierte Gerinnungsfaktoren in-
trazellulare Aktivierung der Signaltransduktionskaskaden. So stimuliert
Thrombin neben FXa und FVlla bei Zellaktivierungsvorgangen sogen-
annte Proteasen-aktivierte Rezeptoren (PARS) (Camerer et a. 2000), eine
G-Protein- gekoppelte Rezeptorsubklasse (Pendurthi et a. 2000; Peterson
et a. 2000). Bisher sind vier verschiedene PAR Formen (PAR-1-4) be-
kannt. Wahrend PAR-2 Uber den TFH FVila-Komplex aktiviert werden
kann, ist der TH FVIla-Xa-Komplex in der Lage, sowohl PAR-1 als auch
PAR-2 zu aktivieren (Riewald et a 2001; Camerer et al 2000/2001).
Diese werden nach proteolytischer Spaltung einer extrazelluléren Region
des Rezeptors aktiviert. Das dadurch neu gebildete aminoterminale Ende
dient als Ligand fur die Triggerung der Rezeptoraktivierung. PAR werden
auf Fibroblasten, EC (Endothelzellen) und Monozyten exprimiert und re-
gulieren angesichts ihrer ausgeprégten intrae und extravaskuldren Ver-
breitung verschiedene zelluldre Funktionen wie Genexpression, Apoptose
und Zellmotilitét (Ruf et al. 2000).

Daneben erhoht Thrombin unter anderem die Produktion von aybs- Inte-
grin (Tsopanoglou et a 2002). Dies wird durch Wachstumsfaktoren ver-
mehrt in den Endothelzellen der Tumorzellen produziert (Feldin- Haber-
mann et a 1992; Enenstein et al 1994; Brooks et a 1994). Liganden, die
an aybs- Integrin binden, unterstiitzen die Zellmigration (Giancotti et al
1999).



Die durch den TF induzierte Gerinnungsaktivierung wird durch den endo-
genen Inhibitor TFPI (Tissue factor pathway inhibitor) reguliert. Der
TFPI wird in den GeféRendothelzellen synthetisiert und bindet den TF-
FVlla-FXa-Komplex, wodurch dieser proteolytisch inaktiviert wird (Bro-
ze 1995).

Der TFPI inhibiert den TF in 2 Schritten:
1. Er bindet auf der aktivierten Seite des FXa.
2. Die katalytische Aktivitét des TH FVIla-Komplexes wird inhibiert.

TF+FaktorVila | TFPI
Faktor IX a Faktor X a\;
Faktor Il a

Fibrinogen —  Fibrin

Abb. 2 Schematische Darstellung derTF-Inhibition mittels TFPI

Intravaskulére Zellen wie Leukozyten, Monozyten, Makrophagen und En-
dothelzellen exprimieren unter physiologischen Bedingungen keinen TF
(Osterud et a. 1995). Durch ene Viezahl inflammatorischer (Cun-
ningham et a 1999; Poulsen et a. 1998) und immunologischer Signale
wird die Produktion des TF induziert. Dazu gehdren: Immunkomplexe,
Zytokine (z.B. Interleukin-1b (IL-1b)) (Scarpati et al. 1987; Lyberg et al.
1982; Tipping et al. 1988; Levy et al. 1981; Ernofsson et a. 1996), der
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Wachstumsfaktoren wie der Vascular
endothelial growth factor (VEGF) und der Platelet derived growth factor
(PDGF), zahlreiche Adhasionsmolekule wie ICAM-1 (intercellular adhes-
ion molecule-1), VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule-1), E-Selec-
tin, P-Selectin und der CD40- Ligand (Camerer et a. 1996; Zhou et al.
1998), Plasmalipoprotein, LDL und Phorbolester. (Marti et al. 1997; Tsao
et al. 1984; Levy et a. 1981; Schwartz et al. 1981; Schuff- Werner et al.
1989; Darke et al.1991; Weis et al. 1991; Fei et al. 1993; Meade et 4.
1986; Constantino et al. 1977, Simpson et al. 1983; Hoffman et a. 1994).
Die Stimulation vollzieht sich auf der Transkriptionsebene. Dies induziert
eine prokoagulatorische Aktivitdt (Chapmann et a. 1985) durch
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Aktivierung der Transkriptionsfaktoren NF-«xB (nuclear factor kappa B)
(Bierhaus et a 1995; Bohrer et a 1997; Mackman et a. 1991/2000;
Holschermann et a 1997), AP-1 (activated protein-1) (Bierhaus et d
1995, Moll et a 1995), Egr-1 (early growth response-1) (Bierhaus et a
1997; Mechtcheriakova et a 2001; Groupp et a 1996; Cui et a 1996) zur
Transkription des TF-Gens (Wilcox et a. 2002; Connolly et al. 1996; Cui
et al. 1996).

Somit stellt sich der TF durch seine multiplen regulatorischen Modi-
fikationsfahigkeiten als induzierbares , Aktivations- Effektor- Gen* dar,
wobel nach der Stimulation die Oberfléche eines einzelnen Monozyten
mit bis zu 17000 TF-Molekilen besetzt sein kann (Edgington et al. 1991).

Die Bedeutung der zytoplasmatischen Doméne des TF im Vergleich zur
Gerinnungsaktivierung durch die extrazelluldre Doméne ist Inhalt vieler
Studien.

In knock-out Mausen resultierte die Inaktivierung des TF-Gens in vivo in
Entwicklungsdefekten, vor alem der Vaskulogenese der Mauseem-
bryonen, und fihrte zum Tod des Embryos. Wurde allerdings in diesen
TF-knock-out Mausen eine Mutante von TF, die keine zytoplasmatische
Domane besitzt, Uberexprimiert, Uberlebten die Tiere. Fir die Embryonal-
entwicklung ist deshalb die hdmostatische Funktion des TF entscheidend.
Daneben bestehen Hinweise auf eine Aktivierung intrazellulérer Signal-
kaskaden Uber den TF z.B. bei Tumorinvasion und Metastasierung, wo
die zytoplasmatische Doméne von Bedeutung ist. Dieser Prozef3 ist unab-
hangig von der proteolytischen Aktivitdt von FVlla (Ott et al. 1998;
Bromberg et al. 1995/1999; Mueller et al. 1992; Mueller und Ruf 1998).

Der TF wird in vivo mittels proinflammatorischer Stimuli im Rahmen
einer Entziindungsreaktionen bei Sepsis (Ruf und Edgington 1994), Ath-
erosklerose und Tumorleiden aktiviert (Huang et al. 1997; Mueller et al.
1998; Zhang et a. 1994). Es kommt dabei zur vermehrten Expression von
TF auf Monozyten, Makrophagen und Endothelzellen (Chapman et al.
1985; Scarpati et al. 1987; Lyberg et a 1982; Tipping et al. 1988; Levy et
al. 1981).

Nachfolgend die Bedeutung des TF fur die Pathogenese einzelner Krank-
heiten.

In atherosklerotischen Plague wird eine erhohte TF-Aktivitat beobachtet
(Wilcox et al. 1989/2002; Thiruvikraman et al. 1996; Marmur et al. 1996;
Annex et a. 1995). Ba der Plague-Ruptur wéahrend des akuten Herz-
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infarktes spielt der TF ene entscheidende Rolle bei der Thrombusbild-
ung. (Fuster et al. 1996; Darke et al 1989; Wilcox et al. 1989; Landers et
a. 1994; Thiruvikraman et al. 1996; Ichikawa et al. 1996; Hatakeyama et
a. 1997; Muhlfelder et a. 1999; Marmur et a. 1996). Daneben ist die
Konzentration der zirkulierenden TF bei einem akuten Infarktereignis so-
wie bei instabiler Angina pectoris viel hoher im Vergleich zur stabilen
Angina pectoris bzw. bel gesundem Probanden. Durch die Verschiebung
des hamostatischen Gleichgewichts zugunsten prokoagulatorischer Ak-
tivitdt kann der TF sowohl bel der Entstehung lokaler thrombotischer
Komplikationen als auch fur den Verlauf des akuten Koronarsyndroms
von besonderer Bedeutung sein (Ott et al. 1998; Levi et a. 1993; Sem-
eraro et al. 1992).

Endothelzellen, Monozyten und Makrophagen vermodgen, wie bereits er-
wahnt, die zelluldre Immunantwort und Entziindungsreaktion durch eine
Vielzahl inflammatorischer und immunologischer Signale zu stimulieren.
Dies fuhrt zu ener vortbergehenden Transkription des TF-Gens mit
nachfolgender Hyperkoagulabilitét und Thrombusformation und stellt so-
mit einen wichtigen Mechanismus auf dem Wege der Entstehung einer
Verbrauchskoagulopathie im Rahmen des septischen Geschehens dar.
Dies kann in Multiorganversagen und Tod enden. (Luther et al. 1990; Ta-
kahashi et a. 1994; Ruf und Edgington 1994; Creasey et a. 1993).

Ein Zusammenhang zwischen Tumorerkrankungen und thromb-
embolischen Ereignissen ist seit dem 19. Jahrhundert bekannt (Dano et al.
1985). Er wird auf eine erhohte Konzentration von Fibrin in Tumorzellen
zurtickgeftihrt (Nash et @ 2001). Nicht selten werden die Tumorpatienten
durch thrombembolische Ereignisse aufféllig und in diesem Zusammen-
hang wird ein neoplastischer Prozess diagnostiziert. Die Erklérung dafir
wére ein Ungleichgewicht des Koagulationssystems, dass sich zugunsten
der Thrombosebildung anstatt der Fibrinolyse bemerkbar macht (Nash et
al 2001).

Die TF-Expression bel den Tumorzellen scheint einen aul3erordentlichen
Effekt auf deren Neovaskularisation und Invasivitét zu haben. Dabei
scheint die TF-Konzentration die Transkriptionsrate des proangiogeneti-
schen Faktors (VEGF) sowie die des angiogenetischen Gens Throm-
bospodin zu regulieren. Dabei produzieren tumorassozierte Endothel-
zellen den TF (Contrino et a. 1996). Dieser Prozef3 wird durch den VEGF
unterstiitzt (Clauss et a 1990).

Im Rahmen maligner Erkrankungen entfalten Onkogene ihre Funktion
Uber die Wirkung der von ihnen kodierten Onkogenprodukte bzw. Pro-
teine. Die Einteilung der Onkogene kann aufgrund der Funktion ihrer Pro-
dukte erfolgen: 1. Wachstumsfaktoren; 2. Wachstumsfaktor-Rezeptoren,;
3. Tyrosinkinasen; 4. G-proteinghnliche Proteine; 5. Transkriptionsfakto-
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ren und 6. sonstige Onkogenprodukte. Die von Onkogenen kodierten Pro-
teine kdnnen auf verschiedenen Ebenen wirksam werden:

1. Auf der Zelloberflache kénnen sie als Wachstumsfaktor-Rezeptor fu-
ngieren oder als Wachstumsfaktor die eigene (autokrine) oder andere
Zéllen stimulieren.

2. Im Zytoplasma konnen sie an der Ubermittlung von Wachstumsstimu-
lierenden Signale beteiligt sein.

3. In Zellen kdnnen sie als nukledre Transkriptionsfaktoren fur andere Ge-
ne fungieren.

Onkogene, die einen Wachstumsfaktor kodieren, bewirken eine direkte
Wachstumsstimulation. So kodiert z.B. das sis-Onkogen den Wachstums-
faktor PDGF (Platelet-derived growth factor) der Thrombozyten. Dadurch
kann ein autokriner Wachstumsmechanismus unterhalten werden, der das
Zellwachstum unabhangig vom exogenen Wachstumsfaktor macht. Para-
krine Wachstumsmechanismen unterhalten Onkogene, deren Produkt die
Produktion von Wachstumsfaktoren in anderen Zellen induziert, die dann
ihrerseits das Wachstum der Tumorzelle stimuliert. Beispielweise kdnnen
Leukamiezellen den Tumor-Nekrose-Faktor produzieren (TNF). Der TNF
induziert in Endothelzellen die Bildung vom Kolonie-stimulierenden Fa-
ktor (CSF), der dann wiederum Uber entsprechende Rezeptoren auf den
Leukamiezellen deren Wachstum stimuliert.

Beim autokrinen Wachstumsmechanismus kommt es durch die Aktivier-
ung eines Onkogens zur Produktion eines Wachstumsfaktors. Dabei kann
das Onkogenprodukt selbst ein Wachstumsfaktor sein, oder das Onkogen-
produkt fahrt indirekt zur Produktion eines Wachstumsfaktors, indem es
ein Wachstumsfaktor-Gen stimuliert. Wenn dieser Wachstumsfaktor an
seinem Rezeptor auf der Zelloberflache bindet und ihn aktiviert, erreichen
wachstumsstimulierende Signale Uber einen Signalvermittler den Zell-
kern. Bel der parakrinen Wachstumsstimulation bewirkt das Produkt des
aktivierten Onkogens die Produktion von Wachstumsfaktoren in ener
zweiten Zelle, die dann Uber den Wachstumsfaktorrezeptor auf der Tu-
morzelle wirksam werden. Die meisten Onkogenprodukte greifen auf der
zweiten Ebene (im Zytoplasma) in die Wachstumsregulation ein. lhre
Produkte sind an der Regulation der SignalUbermittiung beteiligt, d.h.
dem Transport der Wachstumsfaktoren von der Zelloberflache an die ent-
scheidenden Strukturen im Zellinneren. Hierzu gehdren die Tyrosin-
kinasen und die G-Protein-&hnlichen Proteine. Protoonkogenprodukte mit
Tyrosinkinase-Aktivitét sind z.B. src und abl, die Phosphatgruppen von
ATP auf Tyrosinreste von Zielproteinen (z.B. Signatbermittler) Uber-
tragen und damit deren funktionellen Zustand andern. Guanin-Nukleotid-
bindende Proteine, kurz G-Proteine genannt, binden an Rezeptoren, deren
Konformation sich durch Interaktion mit den Liganden gedndert hat. In
der GTP-gebundenen aktiven Form konnen sie weitere Enzyme, sog.
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Intrazellulare Effektoren, aktivieren und damit die SignalUbermittiung be-
einflussen.

Die TF-Konzentration in den Tumor-assozierten Endothelzellen korreliert
mit dem Malignitéats- und Differenzierungsgrad des Tumors (Hamad a et
al. 1996).

Eine entscheidende Rolle spielt der TF angesichts seiner vielseitigen Be-
teiligung an der Tumorangiogenese. Er kann fir eine erhGhte mitogene
Aktivitét der Endothelzellen, eine gesteigerte Transkriptionsrate des vas-
cular endothelial growth factor (VEGF), sowie eine verminderte Transkri-
ption des angiogenetischen Thrombospodin (Tsp2) im Falle einer Uberex-
pression von TF verantwortlich gemacht werden. In vivo fuhrt das zu
einem schnelleren Tumorwachstum und bietet ideale Bedingungen fur
eine breite hdmatogene Metastasierung (Zhang et al. 1994). Bei der
Tumorangiogenese induzieren TNF-a und VEGF die TF-Produktion
(Clauss et al. 1996).

Die molekularen und zelluléren Mechanismen, die fir die Metastasierung
bosartiger Tumoren verantwortlich sind, &hneln in vielen Aspekten denen
der Wundheilung. Diese sind aber in den Tumorzellen haufig fehlre-
guliert.

Voraussetzung fir die Metastasierung ist die Adhéasion der Tumorzelle an
das Endothel einer Kapillare, die zur Pl&ttchenaggregation, Retraktion der
Endotheljunktion und Exposition der darunterliegenden Basamembran
fuhrt. Metastasen koénnen sich bilden, wenn zirkulierende Agglomerate
von Tumozellen, Thrombozyten und Lymphozyten in Kapillaren Uber
Adhasionsmolekiile Kontakt zum Endothel aufnehmen. Diese Kontakt-
aufnahme liefert das Signal zur Offnung der endothelialen Zelljunktionen.
Dadurch konnen die Tumorzellen Uber weitere Adhésionsmolekile an
Rezeptoren auf der Basalmembran binden.

In friheren Studien konnte gezeigt werden, dass unabhangig von der pro-
teolytische Aktivierung und in Abhangigkeit von der zytoplasmatischen
Domane TF die Zellmigrationsprozesse beeinfluldt. Zugrundeliegende
Mechanismen sind Inhalt dieser Studie.

Ein gemeinsamer zellbiologischer Mechanismus der Tumormetastasier-
ung, der Angiogenese und der Neovaskularisation ist die Zelmigration.
Eine Vielzahl von Faktoren nehmen Einfluss auf die Zellmigration ein-
zelner Zéellen.

Dazu vorerst eine kurze Zusammenfassung des strukturellen Aufbaus der
Zelle. Der Name ,, Zelle“ wurde urspringlich von dem Englander Hooke
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1665 fur die Hohlrdume, die er im Faschenkorken sah, verwendet und
von dem lateinischen Wort ,,Cella‘ in das englische , Celles® abgeleitet.
Die dlgemeine Zytologie beschreibt den grundsétzlichen Aufbau und die
Leistungen der Zellen. Eine Zelle ist die kleinste selbstandige Funktions-
einheit eines Organismus mit allen Zeichen des , Lebens’. Zur vollen
Funktionsentfaltung ist das Zytoplasma notwendig. Zu den Charakteris-
tika des , Lebens* gehoren:
Stoffwechsel
Wachstum
Fortpflanzung/ Zellteilung
Reaktions- und Regulationsvermbgen
Bewegung
Der I\/Iensch und die meisten Tiere bestehen aus Zellverbanden, in denen
die Zellen auf bestimmte Aufgaben spezialisiert sind und nur Tellfunk-
tionen im Interesse des Gesamtorganismus ausiben. Durch Zusammen-
schluss gleichartig gebauter (differenzierter) Zellen entstehen die Organe.
Die verschiedenen Zellen der Organe unterscheiden sich in Form und
Grole. Trotz aller Form- und Funktionsunterschiede lasst sich in allen
Zellen ein gemeinsames Bauprinzip erkennen. Sie bestehen aus den zwei
Zellanteilen a@) Zytoplasma und b) Nukleus.
Das Zytoplasma macht die Hauptmasse der meisten Zellen aus. Es l&sst
sich wiederum in funf Hauptbestandteile trennen:
1. die Zytomembran
2. das Zytosol
3. die Zellorganellen
4. das Zytoskelett
5. die paraplasmatischen Einschliisse
Die Zytomembran besteht aus Phospholipidmolekilen, die einen hydro-
philen Kopf und zwei hydrophobe Ketten besitzen. Sie bilden in wassrig-
er Losung einen bimolekularen Film (Phospholipiddoppelschicht), wobel
die hydrophoben Enden sich jeweils gegenlberstehen. Nach dem , Fluid
Mosaic Modell“ ,, schwimmen® in und auf der Phospholipiddoppel schicht
globulére Proteine. Man unterscheidet periphere Proteine, die sich leicht
von der Membran trennen lassen, und integrierte Proteine, die in der
Membran relativ fest verankert sind.
Voraussetzung fur jede Zelmigration, Immunreaktion und fir die Metas-
tasierung ist eine Zellinteraktion zwischen verschiedenen Zellen. Diese
Interaktionen werden durch Molekile vermittelt, die einen engen , Zéll-
zu- Zdl- Kontakt“ ermdglichen. Sie werden in der Gruppe der sog. Ad-
hésionsmolekiile zusammengefasst. Die Adhésionsmolekiile stellen dabel
nicht nur Zellkontakte her, sondern dienen auch der Signalvermittiung in
die Zéelle. Jedes Adhasionsmolekll geht dabei als Rezeptor auf der Ober-
flache der einen Zelle eine Bindung mit einem definierten Liganden auf



12

der Oberflache der anderen Zelle, der extrazelluléren Matrix oder dem
Stroma ein. Aufgrund von Sequenzhomologien und Strukturdhnlichkeiten
werden die Adhdsionsmolekiile in Familien eingeteilt: Immunglobulin-
familie, Integrine, Selektine und Cadherine.
Die Molekile der Immunglobulinfamilie sind an den Immunreaktionen
beteiligt, die Integrine ermdglichen zusétzlich Kontakte mit der extrazell-
uldren Matrix (z.B. bel der Leukozytenadhdsion und Entzindungsreak-
tion). Die Selektine vermitteln Wechselwirkungen zwischen Leukozyten
und der Gefal3wand (z.B. bei der Extravasation). Die Cadherine sind er-
forderlich bei der Morphogenese und der Kontrolle der Zellinvasivitét
(z.B. beim Tumorwachstum) (Konos et al. 1991; Fox et a. 1996). Nach
der Bindung eines Liganden an den Rezeptor werden die Signale weiter-
geleitet (Clark et al. 1995). Beispielsweise in Folge der Interaktion
zwischen den neutrophilen Granulozyten und dem Integrin kommt es
nach der Signaltransduktion zu einer Migration des neutrophilen Granulo-
zyten auf der Seite der Verletzung (Marlin et al. 1986; Meerschaert et al.
1994). Ahnliche Situationen sind bei der Angiogenese, bei der embryo-
nalen Entwicklung und der Tumormetastasierung vorzufinden (Schwartz
et al. 1995; Hynes 1992; Rosales et al. 1995).
Betrachtet man sich das Zytoskelett und dessen typische Verénderungs-
prozesse wahrend der Migration, so findet man verschiedene filamenttse
und tubuldre Strukturen. Man unterscheidet:

1. Aktinfilamente

2. Intermediarfilamente

3. Mikrotubuli
Die Filamente werden durch Aneinanderlagerung von Proteinen gebildet.
Aktin ist ein globuldres Proteinmolekil (G-Aktin), von dem jeweils 400
eine perlschnurartige Kette bilden, welche als Aktin-F (fibros) bezeichnet
wird. Jeweils zwel solche miteinander verdrillten Ketten bilden das
Aktinfilament. Die Aktinfilamente bilden kein kontraktiles System, so-
ndern beeinflussen die Zellform durch Assoziation bzw. Dissoziation mo-
nomerer Aktinmolekile. Das Zusammentreten der kugelformigen F-
Aktinmolekile durch hydrophobe Wechselwirkungen zu einem F-Aktin-
kettenmolektil entspricht im Prinzip der Bildung von dinnen Filamenten
in der Skelettmuskulatur. Auf den Funktionsmechanismus wird in Zu-
sammenhang mit der Muskulatur spéter eingegangen. Die Aktinfilamente
sind an dem Membranprotein verankert. Die Verankerung ist durch das
Bindungsprotein Vinculin gegeben. Damit fixieren sich die Rezeptoren an
der Zelloberflache und schranken die Lateraldiffusion innerhalb der
Membran ein.
Die Mikrotubuli stellen lange Hohlzylinder dar, die die gesamte Zelle in
Form eines feinen zytoplasmatischen Netzwerkes durchziehen. Ein Mi-
krotubulus besteht aus einer grof3en Zahl von kugelférmigen, aus einer a-
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und B- Untereinheit bestehenden Tubulin-Molekilen. Durch perlschnur-
artige Anordnung und helikale Aufwickelung der Tubulin-Molekile ent-
steht ein zylinderformiger Hohlraum mit einem Innendurchmesser von 15
nm. Ahnlich wie die Aktinfilamente sind die Mikrotubuli an der Ver-
ankerung von Zelmembranproteinen sowie an der Stabilitét und Form der
Zellmembran beteiligt. Da sie haufig die Zellmembran mit einer zellkern-
nahen Zone verbinden, kénnten sie auch an der Informationstibertragung
von der Zelloberflache zum Zellkern beteiligt sein (Clark et a. 1998; Pri-
ceet al. 1998; Kupfer et a. 1982).
Die intermedi&ren Filamente bestehen aus biochemisch und immunolo-
gisch unterscheidbaren Untereinheiten. Sie bilden stabile, fur die ver-
schiedenen Zelltypen charakteristische Komponenten des Zytoskeletts,
z.B. das Keratin der Epithelzellen sowie Desmin und Vimetin, die in
glatten Muskelzellen, Mesenchymzellen, Gliazellen und Epithelzellen
vorkommen.
Das Zytoskelett ist eine Stitzstruktur, die der Zelle ihre Form gibt und ge-
gen Kréfte, z.B. osmotische Kréfte, stabilisierend wirkt.
Das Zytoplasma einer lebenden Zelle befindet sich in einer standigen
Durchmischungsstromung, auch as Plasmastromung bekannt. Eine Orts-
bewegung im Korper ist auf vier Arten moglich:

1. Amdboide Bewegung

2. Flimmerbewegung

3. Muskelbewegung

4. Gerichtete Bewegung, Chemotaxis
Die amotboide Bewegung ist die Bewegung ganzer Zellen. Unter Aus-
nutzung der Plasmastrémung streckt die Zelle Zytoplasmafortsitze (Pseu-
dopodien) aus und schiebt sich unter flief3ender Bewegung des Zellleibes
durch die Gewebsspalten. Es kommt zur Bindelung von den Aktin-
filamenten (s.u.). Dies fiuhrt zur Streckbewegung der Zelle und wird as
»Filopodid® bezeichnet. Die Bildung netzwerkartiger, submembrandarer
Strukturen dagegen wird as , Lamellipodia‘ bezeichnet (Kozma et al.
1995; Nobes et a. 1995; Ridley et a 1992).
Die Himmerbewegung ist eine Bewegungsart, die nur mit Hilfe be-
sonderer Zellorganellen, der Kinozilien, durchgefiihrt werden kann. Diese
auch as Flimmerhdrchen bezeichneten Einrichtungen finden sich as
dichter Zelliberzug im FHimmerepithel (der Luftwege) oder als einzelne
Geil3eln bel den Spermien.
Notwendig fir die Muskelbewegung sind besondere metaplasmatische
Strukturen, die Myofibrillen, die aus kontraktilen EiweilRkomplexen (Akt-
in und Myosin) bestehen. Die Assoziation der Aktinfilamente mit Myo-
sin, auch als , Stress fibers® bekannt, fuhrt zur Kontraktion der Muskul-
atur (Ridley et al. 1992; Nobes et al. 1995).
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Betrachtet man sich die Physiologie der Muskelbewegung und den Funk-
tionsmechanismus der Aktinfilamente, so besteht die Muskulatur aus
mehreren Tausend Muskelfaserbiindeln, die wiederum aus etwa Tausend
Muskelfasern bestehen. Jede Muskelfaser enthélt einige hundert Muskel-
fibrillen. In ihnen verlaufen abwechselnd Schichten aus den EiweilRarten
Aktin und Myosin.

Das Myosinmolekil besitzt einen zweigeteilten Kopf (ATPase bein-
haltend), der gelenkartig mit einem Halsstlick verbunden ist (Kopf+Hals
= s0g. Schweres Meromyosin). An dieses schliefdt sich wiederum gelenk-
artig das Schwanzstiick (sog. Leichtes Meromyosin) an. Ein Myosin-
filament besteht aus ca. 150-360 solcher Molekiile, die bundelartig zu-
sammengefasst sind. Die gelenkartige Beweglichkeit des Kopf- Hals
Stiickes ermdglicht die reversible Bindung des Myosins an das Aktin
(Aktinomyosinkomplex) und das Ineinandergleiten der Aktin- und Myo-
sinfilamente (Filamentgleiten).

Aktinfilamente bestehen aus Aktin, Tropomyosin sowie bei quergestreif-
ter Muskulatur Troponin bzw. bei glatter Muskulatur Cadmodulin. Etwa
400 kugelformige globulare Aktinmolekile (G- Aktin) liegen entlang ei-
nes fadenformigen Eiweil%korpers, Tropomyosin, (Uber Aktin-Aktin-Bin-
dungsstellen (perlschnurartig) hintereinander, und bilden F-Aktin. Das
Tropomyosin windet sich um das Aktinfilament, wobei ca. alle 40 nm ein
Troponinmolekil angeheftet ist.

Troponin (TN) besteht aus drei Untereinheiten: @) TN-C, das die Ca**-
Bindung eingeht b) TN-T, das TN mit Tropomyosin verbindet und ¢)TN-
I, das in Ruhe die Brickenbildung zwischen Myosin und Aktin ver-
hindert. Dieser Hemmeffekt von TN-I wird aufgehoben, wenn TN-C mit
Ca”*-geséttigt ist. Wahrend der Kontraktion legt sich der Tropomyosin
» Faden® in die Rinne zwischen zwel Aktin-F-Ketten und gibt dabel deren
Bindungsstellen fiir das Myosin frei. Als , Schalter* wirkt dabei das Ca*-
sensitive Troponin.

Die Myosin- und Aktinfilamente eines Sarkolems sind so angeordnet,
dass sie inenander geleiten kénnen, d.h. die jeweils dickeren Myosin-
faden liegen zwischen den dunneren Aktinfaden. Das Zusammenspiel
dieser , Faden® ist Voraussetzung fur die Muskelbewegung. Von den My-
osinfaden gehen rechtwinklig Querverbindungen zu den Aktinfaden ab.
Bel der Kontraktion klappen die Aktinfaden im Winkel um 45° um, ma-
chen eine ,ruderartige” Bewegung und werden so zwischen die Myosin-
faden geschoben. Dieser Vorgang findet in allen Abschnitten der Muskel-
fibrillen statt. So verkurzt sich der gesamte Muskel. Danach [6sen sich die
Querverbindungen wieder, und die F&den nehmen ihre Ausgangsstellung
ein. Der Muskel erschiafft.
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Zur Kontraktion der Muskulatur ist neben Aktin und Myosin u.a. die An-
wesenheit von Ca**, Mg®*, ATP (Adenosintriphosphat) und ATPase not-
wendig. Ca®* verbindet sich mit Troponin, wodurch Tropomyosin seine
hemmende Wirkung auf die Aktin- Myosin- Verbindung verliert. Fir den
Transport des Ca®* aus und in die longitudinalen Tubuli wird ATP ver-
braucht.

Auch die beiden Myosinkdpfe eines Myosinmolekils binden je ein ATP.
Nach Verbindung von Aktin und Myosin aktiviert Aktin dabei die ATP-
ase des Myosinkopfes, so dass an ihn gebundenes ATP gespalten wird.
Dazu wird Mg®* benétigt. Dieser Prozess ist zur Kippung des Myosin-
kopfes notwendig.

Ahnlich funktioniert es bei der glatten Muskulatur. Der Unterschied ist le-
diglich, dass der primére intrazelluldre Rezeptor fir Ca®* hier statt des
Troponin C das Cadmodulin ist. Cadmodulin ist ein Protein mit einem
Molekilargewicht von 16700 Dalton mit einer starken strukturellen Ahn-
lichkeit zu Troponin C. Der Ca®* -Cadmodulin-Komplex bildet zusamm-
en mit einem weiteren Protein ein Enzym, die Myosin light chain kinase
(MLCK) (Gallagher et a. 1997; Van Hinsberg 1997; Michel et al. 1999).
Es ist in der Lage das leichte Meromyosin oder die , leichte Kette" (engl.
light chain) des Myosins zu phosphorylieren (Burridge et a. 1996; Adel-
stein et a. 1987). Das Myosin andert daraufhin seine Konformation, die
es dem Aktin ermdglicht, die ATPase des Myosins zu aktivieren. Darauf-
hin kommt es zur Kontraktion. Ein Absinken des Ca** und eine Dephos-
phorylierung des Myosins durch ein weiteres Enzym (Myosin light chain
phosphatase (MLCP)) beendet die Kontraktion wieder und der Muskel
erschlafft (Gallagher et al. 1997; Gong et al. 1996; Somylo et al. 2000).
Auch die Exozytose der sekretorischen Zellen ist wahrscheinlich eine pri-
mitive Art von Motorik. Ca**- Einstrom und Cadmodulin- Ca?*- Bindung
beeinflussen hier das Mikrotubulus- Mikrofilament- System. Dariber hin-
aus spielt der Ca”*-Cadmodulin-Komplex eine Rolle beim Zellwachstum.
Er reguliert auch eine ganze Reihe von Enzymen in Leber, Niere, Herz,
Pankreas, Gehirn, Spermien und Thrombozyten etc. (Van Hinsbergh et al.
1997; Michel et al. 1999).

Die gerichtete Bewegung, auch als Chemotaxis bekannt, wird ausgel 6,
wenn pathogene Keime in Koérpergewebe eingedrungen sind. Mittels Che-
motaxis werden die Zellen des unspezifischen Immunsystems zum Ort
des Geschehens angelockt. Dies wird durch den Konzentrationsgradient
chemischer Substanzen eingeleitet und aufrechterhalten. Zu chemotak-
tisch wirksamen Stoffen z&hlen PDGF (Platelet derived growth factor),
Prostaglandine, Leukotriene etc. So kdnnen beispielsweise die neutro-
philen Granulozyten aus dem Blut zunéchst an die Gefél3wand anhaften
und sich anschlief3end zu dem geschédigten Ort bewegen (Migration).
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Dort kdnnen sie die Erreger vorerst umschlief3en und danach endozyto-
tisch in sich aufnehmen (Phagozytose).

Betrachtet man die Signalweiterleitung in der Zelle und die Faktoren, die
zu einer Migrationssteigerung fuhren, so stofit man auf die essentielle
Rolle von Rho- GTPasen (Hall 1998).

Rho- GTPasen sind Anfang der 90er entdeckt worden. Sie gehtren zu der
Ras- Superfamilie (Macara et a. 1996), und kommen submembrands im
Zytoplasma vor. Prototyp der Rho- GTPasen Familie sind Racl, Cdc42,
und RhoA. Ahnlich wie die Ras Proteine sind sie an G- Protein- Rezepto-
ren gekoppelt. Ihre Funktion erstreckt sich von der Aktinformation (Rid-
ley et al. 1992) Uber die Zdlmigration, Zell-Zell-Adhésion, Zellmatrix-
Interaktion, Gen-Expression und Regulation der Transkriptionsfaktoren,
Kontraktion der glatten Gefal3muskulatur, Endothelpermeabilitét, Plétt-
chenaktivierung und Leukozytenmigration (Randolph et al. 1998) bis hin
zur Zellinvasion und Metastasierung der Tumorzellen (Riedley et a.
1992). Rho- GTPasen werden durch ankommende Signale aktiviert und
aktivieren ihrerseits ihnen untergeordnete Effektorproteine und Enzym-
kinasen (Aspenstrom 1999; Boettner et a. 1999; Bishop et al. 2000).
Dadurch konnen sie das Aktin-Zytoskelett und die Transkription in der
Zelle beeinflussen (Hall 1998). Sie haben eine entscheidende Rolle bel
der Zelmigration, Tumorinvasion und -metastasierung (Hanahan et al.
2000). Ihre Funktion wird durch verschiedene G-Proteinrezeptoren, wie
Tyrosinkinase- Rezeptor, Zytokin- (Hall et al. 1998; Kjoller et al. 1999)
sowie Adhasionsrezeptoren reguliert (Ren et al. 1999; Clark et al. 1998;
Schwartz 1997). Die genannten G-Proteinrezeptoren (GPCR) dienen erst
nach Bindung eines l6dichen Liganden als Rho-GTPase- Aktivatoren.
Als solche Liganden fungieren unter anderem zur Aktivierung von RhoA
LPA (Lysophosphatidsaure) (Liu et al. 1998; Cook et al. 1998; Ridley et
al. 1992), Sphingosine 1- Phosphat, Bombesin, Thrombin und Endothelin
(Ren et al. 1999; Seasholtz et a. 1999; Moolenaar 1999). Zur Aktivierung
von Racl dienen Insulin, PDGF (Platelet- derived growth factor) sowie
EGF (Epidermal growth factor), wobei PDGF und Insulin ihre Funktion
mit Hilfe von Phosphatidyl-inositol-3-Kinase (PI-3K) ausiben kodnnen
(Nobes et a. 1995; Rodriguez- Viciana et al. 1997; Timokhina et al.
1998). PI3-K aktiviert Tiam-1 (T- lymphoma invasion and metastasis)
(Michiels et a. 1997; Sander et a. 1998). Tiam-1 kann nach seiner
Aktivierung Rac-1 und Cdc42 aktivieren (Habetes et a. 1994). Dieser
Regelkreis beeinflusst die Zellmigration entscheidend (Michiels et al.
1995; Stam et a. 1998; Bourguignon et al. 2000). Bradykinin, TNFa und
IL-1 fUhren zur Cdc42 Aktivierung (Puls et al. 1999; Wojciak- Stothard et
a. 1998) (Abb. 3). Wie dle anderen G-Protein- Rezeptoren kénnen auch
diese in einer aktiven oder inaktiven Form vorliegen. Sie bestehen aus
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den drei Untereinheiten as (bzw. o;), B und y. Die a- Untereinheit besitzt
eine Bindungsstelle fur GDP (Guanosin- diphosphat) bzw. GTP (Gu-
anosin- triphosphat). An die a- Untereinheit ist in Ruhe GDP gebunden.
Reagiert nun ein Hormon mit dem Rezeptor, zieht der Rezeptor nach
einer Konformationsdnderung sein G- Protein an sich. Nach dem Aus-
tausch von GDP gegen GTP kann der Rezeptor/ G-Proteinkomplex den
Liganden nicht mehr halten. Das G-Protein verlasst den Rezeptor und zer-
fdlt in GTP-0s- und By- Untereinheiten. Fir diesen Prozess stehen den
Rho GTPasen direkte Regulatorproteine zur Verfigung (Abb. 3). Dabel
wird mittels GEF (Guanine nukleotid Exchange factor) GDP gegen GTP
ausgetauscht (Seasholtz et al. 1999). Wahrend einige GEF, wie beispiels-
weise vav, unspezifisch auf verschiedene Rho- GTPasen wirken (Han et
a. 1997, Olson et a. 1996), haben andere nur auf spezielle Rho- GTPasen
wie IBC und p115 Rho GEF auf Rho (Hart et a. 1998), Tiam-1 (T-
lymphoma invasion and metastasis) und STEF auf Racl (Hoshino et a.
1999; Michiels et al. 1995) sowie FGD1 auf Cdc42 (Olson et al. 1996)
EinfluR. GTPase activating protein (GAP) beeinflusst die intrinsische
GTPase- Aktivitat, wahrend der Guanine nukleotide dissociation inhibitor
(GDI) den Austausch von GDP gegen GTP inhibieren kann (Kjoller and
Hall 1999; Symons and Settlemann 2000; Van Aelst and D"Souza Schor-
eny 1997; Olofsson 1999). Daneben existiert die Moglichkeit einer direk-
ten Rho- GTPase Aktivierung, nachdem Integrin (Tapon et a. 1997) an
eine extrazelluldre Matrix (ECM) wie Fibronektin (FN), Vitronektin
(VN), Kollagen oder Laminin bindet und dadurch die Fahigkeit zur GTP-
asen Aktivierung erlangt (Barry et a. 1997; Clark et al. 1998; Price et al.
1998).
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Abb. 3 Schematische Darstellung des Aktivierungs-/ Inaktivierungsmechanismus der
Rho-GTPasen

Trotz einer gegenseitigen Kooperation zwischen den Rho- GTPasen so-
wie zwischen Rho- und Ras- GTPasen, erledigt jedes Mitglied der Rho-
GTPasen nach der Aktivierung eine bestimme Aufgabe, indem es die an-
kommenden Signale Uber spezifische , Targetproteing” an intrazellulare
Effektorproteine weiterleitet (Van Aelst et a. 1997; Hall 1998) (Abb. 4).
Eine Vielzahl von Effektorproteinen ist an der Zellmotilitét beteiligt, wé-
hrend andere eher zur Zelladhasion fuhren. Racl aktiviert Phosphatidyl-
inositol-5-Kinase (PI-5K), die durch die Aktin- Polymerisation die Inter-
aktion zwischen Aktin und Plasmamembran bewirkt und damit zur Form-
ation von Lamelipodia fuhrt (Hartwig et al. 1995; Tsukita et a. 1997,
Chrzanowska- Wodnicka et a. 1996). Daneben teilt Racl einige ,, Target-
proteine® mit Cdc42, wie beispielsweise IQGAP (Immuno quality assured
guanosine triphosphatase- activating protein) (Kuroda et al. 1996; Erick-
son et a. 1997), Par-6 (Platelet aggregation receptor-6) und PAK (P21-
activated kinase). PAK ist eine Serin-/ Threonin- Kinase. Racl und Cdc-
42 konnen, nachdem sie an GTP gebunden aktiviert vorliegen, mit PAK
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interagieren und die PAK- Kinase stimulieren (Manser et al. 1994/1995;
Knaus et al. 1995; Martin et al. 1995). PAK kann ihrerseits JNK (C- Jun
NH.-termina Kinase) und MAPK p38 (mitogene activated protein Kin-
ase) aktivieren (Coso et al. 1995; Minden et a. 1995). Dabei wird Uber
JINK und MAPK P38 die Gentranskription reguliert. PAK spielt eine gro-
Re Rolle bei der Aktindynamik und Zelladhésion. Zur Entfatung ihrer
Wirkung bedient PAK sich dreier Mechanismen. Auf der einen Seite kann
sie durch Phosphorylierung von MLCK zur Abnahme der phosphorylierte
MLC und demzufolge zur Zerlegung von ,, Stress fibers® fihren (Sanders
et a. 1999). Auf der anderen Seite kann sie durch Phosphorylierung der
MLC die Aktin/ Myosin Interaktion induzieren (Sanders et al. 1999). Dri-
ttens kann PAK mittels Phosphorylierung der LIM —Kinase (Localized
leukocyte mobilization) das Aktinzytoskelett kontrahieren, indem sie Co-
filin, ein aktindepolymerisierndes Protein, inhibiert (Arber et al. 1998;
Yang et al. 1998; Edwards et al. 1999). IQGAP und Par-6 sind an Zellad-
hadsions- sowie Aktinpolarisationsprozessen involviert. IQGAP kann
durch seine regulierende Wirkung auf o- Catenin, 3 - Catenin (Kuroda et
al. 1996) und E- Cadherin zur Zell- Z€ell- Adh&sion fuhren. Es geht mit F-
Aktin eine Bindung ein (Fukata et al. 1997; Erikson et a. 1997). Par-6
kann as ein weiteres , Targetprotein der Racl und Cdc42 Uber Par-3
(Platelet aggregation receptor- 3) zur Zellpolarisation und -adhasion fiihr-
en, nachdem er mit aPKC (atypical protein kinase C) eine Bindung enge-
gangenist (Qiu et al. 2000; Joberty et al. 2000; Lin et al. 2000).

Nach der Interaktion von Cdc42 mit WASP (Wiskott-Aldrich Syndrom
protein), ein Cdc42 spezifisches , Zielprotein® (Miki et al. 1996; Aspen-
strom et al. 1996; Kolluri et al. 1996), welches die Aktinpolymerisation
reguliert, wird die Filopodiaformation induziert. Zuvor geht er mit Arp2/3
(assimilation regulatory protein) eine Bindung en (Remol- O'Donnell et
al. 1996; Symons et a. 1996; Welch et a. 1997; Miki et a 1998; Mullins
et a. 1998; Machesky et a. 1998). MRCK (Mytonic dystrophy Kinase
Related Cdc42-binding Kinase) ist ein weiteres Cdc42 spezifisches
Effektorprotein, das nach seiner Aktivierung mittels ROK- (Rho- Kinase)
ahnlicher Kinase MLC phosphoryliert (Leung et al. 1998), dadurch be-
teiligt es sich an der Aktinmyosin- Interaktion und deren Kontraktion. Da-
neben induziert MRCK die Filopodiaformation (Leung et al. 1998).

RhoA phosphoryliert neben PI5-K  (Phosphatidylinositol 5- Kinase)
(Toker 1998) und Dia (depolarization induced automaticity) die Rho- Ki-
nase (ROK), welche eine Vielzahl der Zytoskelettproteine, einschliefdlich
Myosinphosphatase, Adducin (Kimura et al. 1998; Fukata et a. 1999), ein
neben Spektrin wichtiger Bestandteil des Plasmamembrans (Gardner et al.
1987), sowie ERM- Proteine (Ezrin/ Radixin/ Moesin Proteine) phospho-
rylieren kann (Matsui et al. 1998/1999). Die Phosphorylierung der
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leichten Kette des Myosins (Kimura et al. 1996; Kawano et al. 1999)
fuhrt zur Aktin- Myosin- Interaktion (Amano et al. 1996). Diese wird
durch antagonistische Wirkung von Racl und Cdc42 via PAK aufge-
hoben und erklért die antagonistische Einflussnahme der Racl und Cdc42
auf Rho in manchen Zellen (Royal et a. 2000; Rottner et al. 1999; Van
Leeuwen 1999; Sander et al. 1999). ERM- Phosphorylierung fuhrt zur
Assoziation des Aktins mit der Plasmamembran, die bedeutsam fir Zell-
adhésion und Zelmotilitét ist. Adducin- Phosphorylierung fuhrt zu deren
Interaktion mit F Aktin und folglich zur Zellmigration (Chrazanowska
Wodnika et al. 1996; Kimura et al. 1996/1998; Amano et al. 1996; Bur-
ridge et al. 1996; Matsui et a. 1998; Shaw et al. 1998; Aspenstrom 1999,
Boettner et al. 1999; Kaibuchi 1999; Ridley 1999). Dia interagiert mit
Profilin, ein G-Aktin bindendes Protein, das die Aktinfilamente poly-
merisiert und zur ,Stress fiber* Formation fihrt (Watanabe et 4.
1997/1999; Wassermann 1998). Eine weitere Aufgabe des Dias besteht in
Stabiliserung und Polarisierung der Mikrotubuli (Palazzo et a 2001).
PI5-K dient zusatzlich zur ,, Stress fibers® Formation und Polymerisation
der Aktinfilamente (Toker 1998; Gilmore et al. 1996).

PAR-1 Aktivitdt induziert die Rho- Aktivitat (Klarenbach et a. 2003;
Vouret-Craviari et a 2003), die eine erhohte Zellpermeabilitét zur Folge
hat. Im Gegensatz dazu kann PAR-2 Racl, PAK 21 (P21- activated Kin-
ase) und ERK (extracellular signal regulated kinase) aktivieren und damit
sich an der Pseudopodiabildung und der Chemotaxis betelligen (DeFea et
al 2000; Ge et a 2003). In einer bereits vor kurzem verdffentlichten Stu-
die wurde gezeigt, dass PAR2 die Phosphorylierung der zytoplasmati-
schen Domane des TF induziert (Ahamed et Ruf 2004). Dieser Prozel3
lauft Gber PMA (Phorbol 12- Myristate 13-acetate) Stimulation. An
diesem Prozef? ist PKC a (Protein kinase C) involviert (Zinocheck et a
1992; Mody et a 1997; Dorfleutner et a 2003).

Es wurde gezeigt, dass die PKC a Aktivitéat unterhalb von PAR-2 von
PC-PLC (Phosphatidylcholine Phospholipase C) abhangig ist (Exton
1994). Wahrend die Aktivitdt von PMA sowie die TF Phosphorylierung
mittels PMA unabhéngig von der PAR-2 Aktivitét ist. PAR-2 und TF
werden in den entzindlichen Zellen und in den Endothelzellen der Milz,
den endothelassoziierten Brustkrebszellen sowie in Monozyten und Ma-
krophagen produziert (Nawroth et al 1986; Nystedt et al 1996; Drake et a
1993; Contrino et a 1996). Die erwadhnten Rezeptoren spielen nur bei den
Zellen eine Rolle, in denen sowohl TF als auch PAR-2 vorkommen. Dies
ist beispielsweise bei den Blasentumorzellen (J82) sowie in enigen
anderen Zellen nicht der Fall, so dass FVlIla abhéngige Zellsignale in den
Zellen nicht Uber PAR-2 weitergeleitet werden konnen (Petersen et al
2000; Prydz et al 2000; Camerer et al 1999).
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Durch ihre zahlreichen lebensnotwendigen Funktionen ist es nicht ver-
wunderlich, wie Studien an Rho- GTPase , knock-out® Mausen deutlich
zeigen konnen, dass ein Defizit an Rho- GTPasen unverziiglich zum Tod
fuhrt (Sugihara et a. 1998).

Zusammenfassend hat Racl im Hinblick auf die Zellmigration eine sehr
wichtige Funktion (Kjoller et al. 1999; Nobes et a. 1999). Auf der einen
Seite durch die ,, Lamellipodia-“ Formation, auf der anderen Seite tragt er
via PAK einen grol3en Beitrag zur Zellmigration bel (Kiosses et al. 1999;
Sdls et al. 1999). Cdc42 passt sich durch die Regulation der Zellpolaritét
und Bestimmung der Migrationsrichtung an den Migrationsvorgang in der
Zelle an (Allen et al. 1998; Peppelenbosch et a. 1999). Rho beteiligt sich
hauptséchlich mittels ROK an der Zellmigration bzw. an der Kontraktion
der Muskulatur (Fukata et al. 1999; Seasholtz et a. 1999).
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Abb. 4 Einfluss der Rho-GTPasen (rot) nach Bindung eines Liganden auf ihre
Effektorproteine und der resultierende Effekt auf die Zelle (dicker Pfeil)



23

2. Fragestellung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Hypothese gestellt, dass FVIla unab-
hangig von seiner proteolytischen Aktivitét Uber eine Bindung an den
Tissue Factor Einfluss auf die Zellmigration hat.

Deswegen haben wir die Mechanismen der Migrationssteigerung von pro-
teolytisch inaktivem FVlla (FFR-FVI1a) beobachtet.

Insbesondere wurde untersucht, inwieweit eine Aktivierung von Rho-
GTPasen fur die Migrationssteigerung von Bedeutung ist.
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3. Materialien und M ethoden
3.1 Materialien

Effectene Transfection Reagent, Qiagen, Valencia

Quantitative cell Migration Assay, Fibronektin (FN), Vitronectin (VN)
oder Collagen, Chemicon International, Inc., Temecula
Zellkulturflaschen, Cellstar, Greiner Bio-one

96-well-Platten, Cellstar, Greiner Bio-one

3.2 Chemikalien und L 6sungen

FFR-FVI1la, Novo Nordisk

DNA (GTPase)

Trypsin, Promocell

Dulbecco’'s MEM 25 MM HEPES (DMEM mit Hepes), Gibco
Dulbecco’s MOD Eagle Medium (DMEM), Gibco

Fetal Bovine Serum (FCS), Biochrom

Voll-Medium = DMEM + FCS ( HI)*+ Penicillin-Streptomycin + L-
Glutamin

Trypan blue (Farbel 6sung), Chemicon

Esel- Anti- Maus Antikorper, Immuno Research Laboratores
Chemiluminescence Substrate, Roche Diagnostics Corporation
Anti-c- myc Antikorper, (9E 10), Santa Cruz

*)HI: Hitze-Inaktivierung des FCS unter Sterile Bedingung im Wasserbad
bei 56°C fiur 30 Minuten

3.3 Geréate

Brutschrank, Heraeus, Keudro

Zellkultur-hood (steril), Heraeus, Keudro

Neubauer-Zéhlkammer, Tiefe Depth Profondeur 0,100 mm,
0,0025mn, Brand

Mikroskop, Zeiss, Axiovert 100

Photometer, Dynatech, MR 500

3.4 Kulturbedingungen

J82 (ATCC) Zelen wuchsen in adh&renten Kulturen in so genannten Mo-
nolayern, angeheftet an Plastik- Kulturgefél3e aus Polystyrol (Cell-star).
Die Zellen wurden in Brutschranken bei 37°C und einem CO, Gehalt der
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Luft von 6% zur Konstanthaltung des pH-Wertes des Mediums gehalten.
Sie wurden in DMEM mit 1% Glutamin, 1% Penicillin und 1% Strepto-
mycin sowie 10% fetales K&l berserum kultiviert.

3.5 Transfektion der J82

J82 Zellen wurden mittels liposomaler Transfektionfaktoren transfiziert.
Ein Tag vor der Transfektion wurden die Zellen geteilt. Dabel wurden ca.
6 x 10° Zellen pro 60-mm ZédIkulturflaschen in 5ml Medium verteilt. Die
Zellen wurden bei 37°C und 6% CO, fur 24 Stunden inkubiert. Am
néchsten Tag wurden 20 pug Plasmid DNA mit 600 pl Pufferlésung (EC)
und 100 pl Enhancer 10 Sekunden gemischt. Das Ganze wurde 5 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. 90 pl Liposomenldsung (Effectene) wur-
den hinzugefigt, fur 10 Sekunden wurde gemischt und bel Raumtemper-
atur etwa 10 Minuten inkubiert. Dann wurden 5,4 ml DMEM mit Hepes
dazugeben. Danach wurde dies auf die J82 gegeben und 24 Stunden im
Brutschrank bei 37°C und 6% CO, inkubiert.

Die Zellen wurden unter streng sterilen Bedingungen behandelt.

Fir eine optimale Transfektion ist die Anwendung einer konstanten
Menge von Effektenen sowie die gleiche DNA-Menge und Zelldichte
notwendig.

Bel den Versuchen wurden J82 mit Wildtyp Rac (pRK Racl), dominant
negativem Rac (pRK N17Racl), Wildtyp CDC42 (pRK Cdc42), do-
minant negativem CDC42 (pRK N17Cdc42),Wildtyp RhoA (pRK Rho
A), dominant negativem RhoA (RhoA N19) oder Vektor aleine (pRK)
tranfiziert. Die Transfektionseffizienz wurde durch Western Blotting ge-
gen myc untersucht. Nach Transfektion mit pRK wird dieses als Marker
mit exprimiert. Zur Optimierung der Transfektionsexperimente wurde das
Plasmid pEGFP-C1 verwendet und die Transfektionseffizienz mittels
Durchflul3zytometrie gemessen.

3.6 Migr ationsassay

Die Test-, und die Kontrollplatten bestanden aus jeweils 24-Ngpfen. Die
erste Reihe der Testplatte war mit Kammern ausgestattet, die entweder
mit Fibronektin oder Vitronektin bzw. mit Kollagen beschichtet waren
(siehe Abbildung). Im Vergleich dazu waren bel der Kontrollplatte die
Kammern mit BSA beschichtet (siehe Abbildung 5). Diese fanden sich
bei der Kontrollplatte in der zweiten Reihe. Die erste Reihe der Kontroll-
platte diente as Adhésionskontrolle. Dabei waren die Kammer entspre-
chend der Testplatte entweder mit Fibronektin, Vitronektin oder Kollagen
beschichtet.
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Um optimale Bedingungen zu erzielen, wurden die Migrationsplatten vor
dem Versuchsbeginn fir einige Stunden bel Raumtemperatur (25 °C) er-
warmt.

Zu beiden Platten wurden untransfizierte oder transfizierte Zellen hinzu-
geflgt. In der dritten und vierten Kammer wurden Zellen hinzugeftgt, die
mit dem DNA Wildtyp transfiziert waren.

Folgende Schritte wurden unter steriler Bedingung ausgefiihrt:
Je 300 pl Vollmedium wurden in der ersten Reihe der Testplatte unter-
halb der Kammer zugegeben. Bel der Kontrollplatte wurden in die erste
und zweite Reihe je 300 pl Vollmedium pipettiert. In jeden zweiten Napf
wurde bei beiden Platten zusétzlich FFR-FV11a hinzugegeben.

Nach Abtrypsinierung und Auszahlung wurden die fir 24 Stunden trans-
fizierten Zellen in die Kammern fir den Migrationsassay verteilt. In jede
Kammer wurden 1,6 x 10° Zellen gegeben. Die Platten wurden dann fiir
weitere 24 Stunden bei 37°C und 6% CO, inkubiert.

Kontrollplatte Testplatte

Zellen
O FN, VN oder Kollagen
BSA 8 o
Beschichtung Beschichtung
FFR-FVila a) b) FFR- FVlla

Abb. 5a Dargestellt ist die Kontrollplatte mit der BSA beschichtete Kammer; Abb. 5b
Dargestellt ist die Testplatte, die je nach Versuch entweder mit FN, VN oder Kollagen
beschichtet sind.

Zur Quantifizierung der migrierten Zellen wurden diese angefarbt und
ausgezahlt.

Dazu wurden in einer leeren Reihe der beiden Platten acht Tropfen von
der Trypanblau Lésung gegeben. Die Kammer wurde mit einer Pinzette
aus dem Napf genommen und vorsichtig mit einem Wattestdbchen von
innen geputzt. Die Kammer wurden dann mit dem Trypanblau 30 Minut-
en angeféarbt.

Nach ca. 30 Minuten wurde die Kammer vorsichtig herausgeholt, mit des-
tilliertem Wasser 3x gewaschen und mit einem Wattestébchen vorsichtig
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getrocknet. Unter dem Mikroskop wurde bei 20-facher Vergrof3erung die
Anzahl der angefarbten migrierten Zellen in jeweils funf Gesichtsfeldern
ausgezahlt. Zur photometrischen Bestimmung der migrierten Zellen wur-
den die Kammer mit 300 pl Pufferlésung fir 5- 10 Minuten inkubiert.
100 pl der Losung wurden nach dem Mischen auf eine 96-Well-Platte
verteilt und im Photometer bei einer Wellenlange von 540 nm gemessen.

3.7 Western Blot

Die GTPasen Racl und Racl N17 lagen as Fusionsprotein mit ¢c- myc
vor. Dadurch war es moglich, die Transfektionseffizienz mittels Protein-
Nachwels von myc zu monitoren. Die Expression von myc entspricht also
der Expression der GTPasen. Nach jeder Transfektion wurden ein Tell der
Zellen mit Lysepuffer (Ld&mmli 5x) lysiert. Nach Separation einer konst-
anten Menge von 5 pg Protein auf einem Polyacrylamidgel (Gradient 8-
12%) folgte der Transferprotein auf Immobilon P (Millipore Corp., Bed-
ford) unter Verwendung eines habtrockenen Transfersystems (Sevinsky
et a. 1996). Der Nachweis einer erfolgreichen Transfektion erfolgte
mittels eines monoklonalen Maus-anti-myc-1gG, ein gebundener Erstanti-
korper, mit einem geeigneten Meerrettich -Peroxidase- konjugierten Esel-
anti-Maus Zweitantikorper (1: 1000), der mittels chemiluminiszenz auf
einem Rontgenfilm detektiert wurde.

3.8 DurchflulRzytometrie

Nach Ablosen der Zellen mit Trypsin wurden diese mit Medium ge-
waschen. 5x 105 J82 Zellen und 45 pl Phosphate-buffered- Saline (PBS:
0,145 molare (M) NaCl, 0,01 M Kaliumphosphat, PH 7,2, Fa GIBCO,
Life Technologies, Leopoldshafen, Deutschland) wurden mit 5 pl Floure-
szein- Isothiozyanit (FITC) — konjugierten anti- TF Antikorper (Ameri-
can Diagnostica Pfungstadt, Deutschland) fir 1 Stunde bei Raumtempera-
tur inkubiert. Als Negativkontrolle wurde ein FITC- konjugiertes Immun-
globulin IgG1 verwendet. Nach einem weiteren Waschschritt mit PBS
Puffer und Zentrifugation fir 5 Minuten mit 1600 Umdrehungen pro Min-
ute wurden die Zellen mit 200 pl einer 1% Paraformaldehyd (PFA-)
Losung fixiert. Die durchfluzytometrische Messung erfolgte innerhab
von 24 Stunden in einem FACS Calibur (Becton — Dickinson, Mountain
View, USA). Die Messung wurde in Form von ,List mode Files* ge-
speichert und mit Hilfe der ,,Cell Quest*- Software ausgewertet. Bel der
Messung von GFP-transfizierten Zellen wurde auf den Fixierungsschritt
verzichtet und die Messung unmittelbar nach Abldsen der Zellen durch-
gefihrt.
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4. Ergebnisse

J82- Zellen (Blasentumorzellen) exprimieren konstitutiv grof3e Mengen
von TF. Abb. 6 zeigt mittels Facs-Farbung die TF-Expression bei J82-
Zellen.

Diese Zellen sind daher geeignet, die Rolle von TF auf die Zellmigration
Zu untersuchen.

Um die Aktivierung von anderen Rezeptoren wie PAR-1 oder PAR-2 aus-
zuschlief3en, wurde der proteolytisch inaktive FFR-FVIla verwendet. Pro-
teolytisch inaktiver FFR-FV1la aktiviert keine PAR Rezeptoren, bindet je-
doch spezifisch an TF. Deswegen konnen isolierte Effekt der Rezeptor-
Liganden-Interaktion TF mit FFR-FV I1a untersucht werden.

= -
=T 1
- 1
1 : Kontrolle
=1 | ! J82-Zellen
1+ /
fl 4, 1 I
E E —_ 1 1
[ ] 1 1
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= 1
-— i
—_ ]
" 0! 0= 10 0
FL1-H

Abb. 6 Dargestellt ist mittels Facs- Farbung die TF-Expression bei J82 Zellen
versus Kontrollzellen ohne TF- Expression

Als Mal3 fur die Zellmigration wurden die Anzahl der migrierten Zellen,
die sich unterhalb der beschichteten Migrationskammern befanden, be-
stimmt.

FFR-FVlla dleine steigerte die Migration von J82 Zellen nicht. Unter-
suchte man jedoch die Migration gegentiber Fibronektin, beobachtete man
eine dosisabhangige Steigerung durch FFR-FVIla ab 200 nM. Ein Maxi-
mum wurde bel 500 nM erreicht und konnte durch weitere Steigerung der
Konzentrationen nicht weiter erhdht werden (Abb. 7). Dieser Effekt wur-



29

de nicht beobachtet bei Migration von J32 Zellen gegen andere Matrix-
proteine wie Kollagen oder Vitronektin. Er war jedoch spezifisch fur TF

und PBi-Integrine, da er durch Antikorperinhibition aufgehoben werden
konnte.

FFR-FVIla stellte somit einen kostimulatorischen Effekt fur Migrations-
prozesse gegen Fibronektin dar.

Kontrolle%

220
2000
180
160
140

120

100 « « «
0 100 200 500 nM

Abb. 7 Migrationsteigerung gegeniiber Fibronektin durch FFR-FVIla. Gezeigt wird
eine dosisabhangige Migrationssteigerung ab 200 nM, die ein Maximum bei 500 nM
erreicht und durch weitere FFR-FVIla Konzentrationssteigerung unbeeinflusst bleibt.

In weiteren Experimenten wurde untersucht, inwieweit die Migrations-
steigerung durch FFR-FV1la spezifisch fur Fibronektin war. Dazu wurden
Migrationsexperimente gegentber mit Vitronektin und Kollagen be-
schichtenten Membranen durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die Steiger-
ung der Migration durch FFR-FVIla nur gegeniber Fibronektin, nicht je-
doch gegentiber Vironektin und Kollagen zu beobachten war (Abb. 8).
Eine Steigerung der Migration durch FFR-FVIla gegen Fibronektin wur-
de beobachtet. Wahrend die Migration gegen Vitronektin und Kollagen
durch FFR-FVIla unbeeinflusst blieb (Abb. 8).
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Migration [fache Steigerung]

A) 2,0 T

Fibronektin  Kollagen Vitronektin

B) Kontrolle FFR-FVlla
) v >, % »_ﬁ -\:}, e,
Fibronektin
Kollagen
Vitronektin

Abb.8 Untersucht wird der migrationssteigernde Effekt durch FFR-FVIla gegeniber
Fibronektin, Vitronektin und Kollagen beschichteten Membran. A) Dargestellt ist die
Mittelwerte £ SEM von 5 verschiedenen Versuchen * zeigt eine Signifikanz der
Migrationssteigerung gegenuber Fibronektin mit p<0,05 an. B) Repréasentative Pho-
tos migrierter Zellen gegen Fibronketin, Kollagen und Vitronektin in Ab- und An-
wesenheit von FFR-FVlla. Beobachtet wird eine Migrationssteigerung durch FFR-
FVlla gegen Fibronektin, wahrend die Migration gegen Vitronektin und Kollagen
durch FFR-FVIla nicht signifikant ansteigt.
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Um die Bedeutung einer Aktivierung der GTPasen Racl und Cdc42 bei
der Migrationssteigerung durch FFR-FVIla zu untersuchen, wurden Tran-
sfektionsexperimente mit dominant negativen Mutanten durchgeftihrt.
Diese wurden mit den Ergebnissen nach Transfektion von Kontrollplas-
mid oder nach Transfektion von der entsprechenden Wildtyp GTPase ver-
glichen.

In initialen Versuchen wurden verschiedene Transfektionsmethoden ver-
glichen. Die hdchsten Transfektionseffizienzen wurden mit dem liposo-
malen Transfektionsreagenz Effektene erzielt. Nach Transfektion mit
PEGFP-C1 wurde eine Effizienz von 74 £7 % erreicht (n=5). Abbildung 9
zeigt das Ergebnis einer reprasentativen durchfluRzytometrischen Analyse
nach Transfektion der J82 mit dem pEGFP- C;- Plasmid.

120
PR T

Kontrolle

a0 100
1 1

Counts
60
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Abb. 9 Expression des griinen Fluoreszenzprotein nach Transfektion von J82 Zellen mit
PEGFP-C1. Gezeigt wird die Transfektionseffizienz der J82 nach Transfektion mit pEGFP-
C1im Vergleich zur J82 Zellen (Kontrolle) ohne Transfektion mit einem liposomalen Trans-
fektionsreagenz.

Nach Optimierung des Transfektionsprotokolles wurde dieses zur Trans-
fektion von der GTPasen verwendet. Dabei wurde die Transfektions-
effizienz mittels Western Blotting gegen den Marker myc untersucht. Ab-
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bildung 10 zeigt ein représentatives Beispiel fir die Expression von myc
nach Transfektion mit Racl Wildtyp und dominant negativem Racl N17.

pPRSV pRSV Racl pPRSV Racl N17

Abb. 10 Expression von myc und damit die Transfektionseffizienz nach
Transfektion von pRSV, pRSV Racl oder pRSV Racl N17 mittels Western Blot.

Rho GTPasen spielen eine entscheidende Rolle bei der Zytoskel ett-Reor-
ganisation, die fir die Zellmigrationsvorgange notwendig ist.

Um die Mechanismus der Migrationssteigerung durch FFR-FVlla zu un-
tersuchen, wurden Transfektionsexperimente mit Kontrollplasmid, Racl
Wildtyp und einer dominant negativen Mutante von Racl (Racl N17)
durchgefihrt.

Es zeigte sich nach Transfektion vom Kontrollplasmid oder auch Racl
Wildtyp eine Steigerung der Migration durch FFR-FVlla, die vergleich-
bar mit der Migrationssteigerung untransfizierter Zellen war. Trandfizierte
man dagegen dominant negatives Racl, so war keine Migrationssteiger-
ung durch FFR-FVIla mehr zu beobachten. Abbildung 11A zeigt die Mi-
gration der Zellen, die mit Racl Wildtyp und Racl N17 transfiziert wor-
den waren im Vergleich zu Kontrollzellen, die nur mit dem pRSV Plas-
mid transfiziert wurden. Gegenlber Fibronektin stieg die Migration nach
FFR-FVIla —Zugabe bei Racl Wt um 85%, wéahrend Racl N17 eine Mi-
grationsabnahme um 1% zeigte. Bei den Kontrollzellen wurde, vergleich-
bar mit nicht transfizierten Zellen, eine Migrationssteigerung um 70%
beobachtet.

Nach der Transfektion mit Racl Wildtyp verglichen mit den Kontroll-
zellen wurde aso eine signifikante Steigerung der Migration gegentiber
Fibronektin durch FFR-FVIla beobachtet. Diese Steigerung war jedoch
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aufgehoben in Zellen, die mit dominant negativen Racl N17 transfiziert
waren. Fir die Migrationssteigerung durch FFR-FVIla war aso eine
Aktivierung der GTPase Racl notwendig.

Transfektionsexperimente mit Cdc42 Wildtyp, Rho Wildtyp oder do-
minant negativem Cdc42 und dominant negativem Rho zeigten keine
Unterschiede bei der Zellmigration gegentber FFR-FVIla. Fur die FFR-
FVlla induzierte Migrationssteigerung war also nur eine Aktivierung der
GTPase Racl notwendig.

Zellzahl/Gesichtsfeld

140 -
120 -
100 -
80 A
60 -
40

20 ~

+ - + - + FFR-FVlla

pRSV Racl Wildtyp Rac1N17

Abb. 11A Wirkung von FFR-FVlla auf die Migration gegentiber Fibronektin nach Trans-
fektion von pRSV, Racl Wildtyp und dominant negativer Mutante Racl N17. Gezeigt wird
die signifikante Migrationssteigerung gegeniiber Fibronektin nach FFR-FVlla- Zugabe bei
Racl Wildtyp.



Kontrolle FFR-EVlla

Racl1N17

Abb.11B Repréasentative lichtmikroskopische Aufnahmen (30 x VergréRerung) migrierter
Zellen gegenlber Fibronektin und FFR- FVIla nach Transfektion mit pRSV, Rac1 Wildtyp
und dominant negativem Racl N17. Gezeigt wird der Migrationsanstieg nach FFR-FVIla-
Zugabe bei Racl Wildtyp versus pRSV und Racl N17.
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5. Diskussion

Vorliegende Untersuchungen zeigten eine Migrationssteigerung durch
FFR-FVIla in J82 Blasenkarzinomzellen, die grofl3e Mengen von TF ex-
primieren. Die Migrationssteigerung durch FFR-FVIla war nur gegentber
Fibronektin, nicht aber gegenlber Vitronektin oder Kollagen zu beo-
bachten. Transfektion mit dominant negativen GTPasen Racl, CDC42
und Rho zeigte, dass nur die Aktivierung von Racl fur die Migrations-
steigerung durch FFR-FVIla gegeniiber Fibronektin notwendig war, da
dieser Effekt nach Uberexpression von dominant negativem Racl aufge-
hoben war.

Eine Vielzahl von Faktoren, wie Integrinrezeptoren, interagieren mit ver-
schiedenen Matrizes wie Fibronektin, Vitronektin und Kollagen (Gianco-
tti et al. 1999; Ivaska et al. 2000). Fir die Interaktion mit Fibronektin sind
Uberwiegend 3; Integrine von Bedeutung. Dies lasst vermuten, dass eine
spezifische Interaktion zwische TF und (3 Integrinen as zugrunde-
liegender M echanismus von Bedeutung sein konnte.

TF wurde in einer anderen Studie als ein Protein identifiziert, das in
engem Kontakt mit Aktin und ABP 280, ein Mitglied der Filaminfamilie,
Einflud auf das Migrationsgeschehen in der Zelle nimmt (Ott et al. 1998;
Mdller et al. 1999; Lauffenburger et a. 1996).

Doch war bislang ein Zusammenhang zwischen den Effekten von FFR-
FVIla und Integrinen und deren Einfluss auf Migrationssteigerung nicht
untersucht worden.

Mit dieser Arbeit konnte erstmals ein kostimulatorischer Effekt von FFR-
FVIila mit Integrin 3; induzierter Migration Uber eine Aktivierung der
GTPase Racl beobachtet werden.

Um den im Rahmen der Untersuchungen zu den migrationssteigernden
Effekten immer wieder gedulRerten Bedenken zu interferierenden Stor-
faktoren wahrend und nach der Transfektion, sowie bel der Messung ent-
gegenzuwirken, wurde sowohl die Zeit zwischen Verarbeitung und Mess-
ung, as auch samtliche methodische Variablen bei allen Proben konstant
gehalten. Trotz aller Bemihungen ist es nicht auszuschlief3en, dass mini-
male unvermeidliche Schwankungen bel der Durchfihrung und den
Messungen aufgetreten sind. Gerade da die Transfektion zum einen eine
transiente Eigenschaft besitzt. Als ein weiterer studienlimiterender Faktor
ist die Unklarheit, inwiewelt die Tumorzelllinie sich mit den Endothel-
zellen und glatten Muskel zellen vergleichen |&sst.
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Die proteolytische Aktivitat von FVIla spielt eine entscheidende Rolle fur
Zellaktivierungsvorgange. Wahrend FVIla sowohl an TF bindet als auch
PARs aktiviert, werden Mechanismen der PAR Aktivierung durch FFR-
FVlla nicht ausgelost. Die beobachteten Effekte auf die Zellmigration
konnen also nicht durch eine Aktivierung der PARs erklart werden. Da-
riber hinaus wurde auf RNA Ebene keine Expression von PAR-2, der
hauptsachlich durch FVIla aktiviert wird, nachgewiesen. Die FFR-FVlla
induzierte Migrationssteigerung und Aktivierung der GTPase Racl wird
also Uber TF vermittelt (Petersen et al. 2000; Prydz et a. 2000; Camerer
et a. 1999).

Mogliche Mechanismen der Migrationssteigerung wéren zum einen die
Steigerung der Integrindichte bzw. eine erhohte Expression von f;-Unter-
einheiten. Zum anderen wére die Affinitétsdnderung des Integrins gegen-
Uber unterschiedlichen Liganden eine weitere Mdglichkeit (Faull et a.
1993; Byzova et a. 1998). Ferner stellt die Modifikation von Signal-
wegen eine andere erdenkliche Moglichkeit dar (DiPersio et a. 2001;
Retta et al. 1998; Diaz- Gonzales et a. 1996; Dogic et al. 1998; Lichtner
et al. 1998; Tomatis et al. 1999).

Eine weitere mdgliche Funktionsmechanismus wére Filamin, ein aktin-
bindendes Protein, das sowohl mit der zytoplasmatische Komponente des
TF as auch mit der B- Untereinheit des Integrins eine Bindung eingehen
kann. Die J82 Zellen haften mittels B1-Integrin an Fibronektin. p; —Inte-
grin ist im Gegensatz zu B, —Integrin ABP —280 abhéngig (Sharma et al.
1995; Ott et a. 1998). ABP 280 ist ein Ligand der zytoplasmatische Do-
mane des TF, die neben TF mit den Aktinfilamenten in Verbindung steht
und dadurch bel Migrationsprozessen von Bedeutung sein konnte (Gorlin
et a 1990). TF erhoht nach der Phosphorylierung des Ser- Restes seine
Interaktion mit ABP- 280. Ser wird nach der Stimulation des Phorbolester
phosphoryliert (Zioncheck et al. 1992). Dabel geht das caboxylterminale
Ende des Filamin 1 mit der zytoplasmatische Doméne des TF eine Bind-
ung ein (Ott et al. 1998). Frihere Studien konnten zeigen, dass eine Muta-
tion der zytoplasmatischen Doméne der TF (ser durch ala ausgetauscht)
seine Interaktion zur ABP 280 aufhebt. ABP 280 unterstitzt die Zelle
einerseits bel ihrer Motilitdt und andererseits verleiht es ihr Stabilitét
(Cunningham et al. 1992). Daneben hat Filamin neben Blndelung und
Quervernetzung von Aktinfilamenten mit zahlreichen intrazelluldren Pro-
teinen wie beispielsweise GTPasen etc. Kontakt (Calderwood et al. 2001).
Phosphorylierungsprozesse der zytoplasmatischen Domane des TF spiel-
en eine Rolle bei der Tumormetastasierung (Ott et a. 1998; Mueller et al.
1992/1998; Bromberg et a. 1995). Extrazellulare Liganden von TF beein-
flussen die Interaktion mit ABP 280 mit nachfolgender Aktiverung von
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MAP- Kinasen, wodurch Migrationsprozesse gesteigert werden konnten
(Marti et al. 1997, Cunningham et al. 1992).

Zur Regulation der Integrinfunktion und Signaltransduktion ist zusétzlich
Proteinkinase C -a notwendig. Beispielsweise reguliert sie die Fibro-
nektin und Integrininduzierte Zelladhéasion (Couchman et al. 1999; Mir-
anti et al. 1999; Vuori et al. 1993), die unter anderem wichtig fir die Zell-
migration ist und einen hyperkinetischen Mechanismus auslost (Huang et
al. 1998; Bromberg et al. 1999; Zinochek et a. 1992).

In enigen bereits veroffentlichten Studien wurden die Betelligung der
Integrine an Signaltransduktionen beschrieben. Wie bereits erwéhnt, sind
Integrine transmembrandre Proteine, die aus o- und - Untereinheiten be-
stehen. Es sind 18 verschiedene a- und 8 - Untereinheiten bekannt, die
24 verschiedene Rezeptoren ergeben. Die extrazelluldre Doméne bindet
bestimmte Aminosauren in ECM sowie andere Zelloberflachenrezeptor-
en. Dabel bindet asB;, asP1, agbi, azp; und o,y Fibronektin (George et al.
1997; DiPersio et a. 1997; Yang et a. 1993/1995; Taverna et al. 2001,
Akiyama et al. 1989; Varner et a. 1995) , oyf; und o4f3; fungieren als
Kollagenrezeptoren (Lee et al. 1995; Gotwals et al. 1996), wahrend o,31
und o3 as Vitronektinrezeptoren dienen (Reynolds et a. 2002; Fried-
lander et al. 1995; Gutheil et a. 2000; Coller 1997; Stephens et al. 1995;
Bloch et al. 1997; Rehn et a. 2001; Kim et al. 1994; Turley 2001; Yee et
al. 1999). Der Einfluss des Integrins in der Entwicklung liegt auf der
einen Seite an seiner adhasiven Wirkung und auf der anderen Seite an der
Fahigkeit zur Modulation der Signaltransduktion. Integrininduzierte Zell-
adhasion triggert den Ca?*- Einstrom und aktiviert FAK (Fokal Adhesion
kinase), src, PKC —a, MAP- Kinase/ ERK Kinase (MEK) und reguliert
die Aktivitdt der GTPasen. Dadurch konnten durch TF Ligandeninter-
aktion induzierte Signale erst fir Migrationsprozesse bedeutsam werden.
(Parsons und Parsons 1997; Aplin et al 1998; Schlaepfer und Hunter
1998; Giancotti und Rouslahti 1999; Y amada und Danen 2000).

Die Rho GTPasen sind SchlUsselregulatoren des Aktinzytoskeletts. Sie
beteiligen sich an Muskelzellkontraktion, Endothelpermeabilitéat und Leu-
kozytenmigration.

Um zu untersuchen, welche Rho GTPasen einen migrationssteigernden
Effekt zeigen, wurden dominant negative Mutanten verwendet. Es zeigte
sich ein migrationssteigernder Effekt von Raciwt im Vergleich zum mig-
rationsverzogernden Effekt der dominant negativen Mutante. Die Be-
deutung von Racl Wildtyp bel Migrationsvorgangen wurde in friheren
Studien bereits gezeigt (Price et al. 1998, Allen et al. 1998, Anand- Apte
et al. 1997, Nobes et a. 1999, Riedley et al. 1995). Rho GTPasen spielen
insbesondere eine Vermittler-Rolle zwischen Integrin und dem Zyto-
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skelett. Dabel fuhrt die Ligandenbindung an das Integrin vorerst zur Akti-
vierung der zytoplasmatische Tyrosin- Kinase und anschlief3end mittels
activate nucleotide exchange Factor, wie beispielsweise Vav oder PIP3
(Phosphatidylinositoltriphosphate) zur Aktivierung der Racl und anderen
Rho- GTPasen (Crespo et al. 1997, Han et al. 1997). Mittels der Inter-
aktion von Rho- GTPasen Racl und CDC42 mit den Effektorproteinen,
besonders mit P21- activated Kinase (PAK) und folglich PAK-Kinase
Aktivitét, kann die Zellmigration beeinflusst werden (Manser et al. 1994,
Knaus et al. 1995, Martin et al. 1995). Diese wiederum konnen die Re-
organisation des Aktinzytoskeletts und die Bildung von Filopodia und
Lammelipodia induzieren (Sells et a 1997). Die Integrin-abhéngige
Aktivitédt von PAK und anderen Effektorproteinen ist von Racl und Cdc-
42 abhangig. Allerdings konnte PAK nicht unabhéngig von der Integrin-
stimulation aktiviert werden (Price et a 1998). Racl kann die
Phosphorylierung von Myosin heavy chain und MLC-Kinase mittels PAK
und den Aktinfilamenten induzieren (Sanders et al 1999, Van Leeuwen et
a 1999). Studien haben gezeigt, dass Racl nicht nur das Aktinzytoskelett
reguliert, sondern auch die Mikrotubulusdynamik beeinflussen kann
(Larsson et a 1997, Anderson et al 2000). Racl konnte Uber Aktivierung
der MAPK p38 Kinase Aktivitdt und Phosphorylierung des Hitzeschock-
proteins 27 die Zytoskelettreorganisation beeinflussen (Hedges). Daneben
kann Racl durch die MAPK p38 die Aktivierung der Gen- Transkription
regulieren (Coso et a 1995, Minden et al 1995). Vor kurzen wurde ge-
zeigt, dass MAPK p38 zur Phosphorylierung und Aktivierung von MLCK
fuhrt (Klemke et a 1997), somit konnen sich die Migrationssteigernden
Effekte von Rho-GTPasen und MAPK p38 subsumieren.

Die Tatsache, dass nur gegen FN eine Steigerung der Migration beobach-
tet wurde, lasst vermuten, dass es sich um eine fir b, Integrin spezifische
TF-induzierte Kostimulation handelt. Der intrazelluldre Bereich des Inte-
grins assoziiert mit verschiedenen Adhésionsproteinen und wirkt dadurch
auf viele Zytoskelettproteine und —kinasen ein (Humphries 2000; Leit-
inger et a. 2000; Plow et a. 2000; Schwartz 2001; Vuori 1998; Xiong et
a. 2001; Davis et a. 2001). Wahrend in unserer Versuchsreihe Fibronek-
tin ein migrationssteigernder Effekt zeigt, bleibt dieser Effekt bei Vitro-
nektin und Kollagen aus.

Fibronektin aktiviert mittels GEF's, Vavl (Miranti et a. 1998) und Sos
(Nimnual et al. 1998) die GTPasen Racl und Cdc42.

Bereits frihere Studien hatten die Bedeutung der Fibronektin fir die
Zellmigration wahrend der Embryonalentwicklung und fir die Wundheil-
ung erkannt (Hynes et al. 1985; Engel et a. 1981). Fibronektin ist ein
Zelloberflachenprotein, das die Wechselwirkung der Zellen mit der extra-
zelluldren Matrix ermoglicht. Jede Fibronektindoméne kann spezifisch
bestimmte Molekile auRerhalb der Zelle binden, z.B. Fibrin, Kollagen
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und Heparin (Mostafavi- Pour et al. 2001; Liao et al. 2002; Mosher 1989;
Carsons 1989; Hynes 1990; Y amada et al. 1996).

Viele Studien haben bereits den Effekt des FVIla und des TF auf die
Zellmigration und Signaltransduktion gezeigt. Der zytoplasmatische
Doméne von TF und ABP-280 interagieren miteinander (Ott et a. 1998;
Mdller et al. 1999; Lauffenburger et a. 1996). Es wurde gezeigt, dass die
Aktinfilamente, die mit TF interagieren, zur Phosphorylierung von FAK
fUhren. Daneben kann ABP 280, nachdem er durch TNFa oder Lyso-
phospatidic- acid stimuliert wurde, die MAPK P38 seinerseits phos-
phorylieren (Marti et al. 1997). Die Kooperation zwischen MAPK P38
und FAK unterstiitzen die migrationssteigernden Prozesse. Der Komplex
FVIla/ TF induziert die Phosphorylierung der MAPK P38 (mitogen-
activated protein kinase) (Poulsen et al. 1998; Camerer et a. 1999) und
der GTPase Racl. Menschliche Fibroblasten zeigen eine hohe TF-Ex-
pression neben der PDGF- Expression. Der Komplex von TF und FFR-
FVlla steigert die PDGF-stimulierte Zellmigration. Dieser Effekt beruht
auf einem proteolytisch unabhangigen Effekt des TF (Heldin et a. 1999;
Siegbahn et al. 2000).

Beim FVlla unterscheidet man zwischen proteolytisch aktiver und proteo-
lytisch inaktiver (FFR-FVIla) Form. Diese zwel Formen unterscheiden
sich unter anderem vor alem durch die Art der Signaweiterleitung. Wa-
hrend die proteolytisch aktive Form nach der Komplexbildung mit TF
(TF/FFR-FVIla) seine Signale Uber G-Protein gekoppelte Rezeptoren
(PAR-2) welterleiten kann (Prydz et al. 1999; Pendurthi et al. 2000/ 2002,
Ruf et al 2003; Camerer et al. 1999/ 2000; Rottingen et al. 1995;Sorensen
et a. 1999; Petersen et a 2000), aktiviert, wie auch in dieser Studie ge-
zeigt, die proteolytisch inaktive Form von FFR-FVIla keine PAR Re-
zeptoren. Sie bindet jedoch spezifisch an TF. Daher konnte in dieser
Studie der isolierte Effekt der Rezeptor- Liganden Interaktion untersucht
werden.

Diese Erkenntnisse untermauern unsere Beobachtungen und Schluss-
folgerungen zum einen, was die Migration gegen Fibronektin angeht, zum
anderen was den kostimulatorischen Effekt bei der Migrationssteigerung
anbelangt. Durch den Vergleich ,,dominant negativen Mutante versus
Wildtyp" gelang es, die entscheidende Einflussnahme der GTPasen in
diesem Zusammenhang explizit und unabhéngig voneinander hervor-
zuheben. Es ist bewiesen, dass die dominant negativen Mutanten (Racl
N17, Cdc42 N17 und Rho N19) eine stabilere Bindung mit den GEF ein-
gehen, als der Wildtyp. Allerdings besitzen sie keine Fahigkeit, mit dem
Effektorprotein eine Bindung einzugehen (Feig 1999). Dies fihrt u.a zu
einem Verlust der Zellmobilitét (Liliental et al. 2000).
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Abb. 12B Schematische Darstellung des migrationssteigernden Effektes des TF-
/FVlla-Komplexes und Integrin nach Fibronektinbindung.

Uber nicht haemostatische Funktionen spielt TF eine bisher nur unzu-
reichend charakteriserte Bedeutung bel Tumormetastasierung, Angio-
genese, Neovaskularisation, Arteriosklerose, Inflammations- und Immun-
reaktion sowie Wundheilungsprozessen. Die durch den TF induzierte
Steigerung von Zellmigration und die Aktiverung der GTPase Racl konn-
ten dabei von entscheldender Bedeutung sein.
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6. Zusammenfassung

Zellmigration spielt eine wichtige Rolle bei der Embryonalentwicklung,
der Immunreaktionen, der Wundheilung, der Tumormetastasierung und
der Atherosklerose.

Ziel der Untersuchungen war es, die Rolle des Tissue Factor (TF) fur die
Zellmigration zu untersuchen. Hierzu wurde die Migration von J82
Blasentumorzellen gegeniiber proteolytisch inaktivem FFR-FVila im
Boydenkammer Migrationsassays untersucht. Es zeigte sich eine dosisab-
héngige Steigerung der Migration gegentiber Fibronektin durch FFR-
FVlla, nicht jedoch gegentiber Vitronektin oder Kollagen. Dieser Effekt
war nach transienter Uberexpression einer dominant negativen Mutante
der GTPase Racl mittels liposomaler Transfektion aufgehoben. Die TF-
induzierte Racl Aktiverung konnte as zugrunde liegender Mechanismus
fur die Steigerung von Zellmigrationsprozessen von Bedeutung sein.
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