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ZUSAMMENFASSUNG

Die Rolle der Proteinase-aktivierten Rezeptoren bei der Invasivitit von

Melanomzellen

Porowski, Katharina Anna

Maligne Tumoren zeichnen sich durch ihr invasives Verhalten, d.h. aktives Einwachsen
von Tumorzellen in benachbartes Gewebe, aus.
In dieser Arbeit wurde der elektrische transepitheliale Widerstand (TEER) einer gut
erforschten Nierenepithelzelllinie, der C7-Klon der Madin-Darby Canine Kidney Zellen
(MDCK), als Parameter fiur die Invasion des epithelialen Monolayers durch
verschiedene Melanomzelllinien benutzt. Insbesondere sollte der Einfluss von
Proteinase-aktivierten Rezeptoren (PARS), unter Verwendung von Melanomzellen mit
einem Zusatz von PAR-Agonisten, auf die Invasivitat untersucht werden.
Die Applikation von Melanomzellen, mit oder ohne einen Zusatz von PAR-Agonisten,
auf die apikale Seite des Monolayers, d.h. direkt auf die C7-Zellen, fihrte zu einem
transepithelialen Widerstandsabfall.
Die ersten Ergebnisse wiesen auf einen Zusammenhang zwischen der Zellzahl der
Melanomzelllinie A7 und dem zeitlichen Beginn der Invasion hin. Bei einer Zellzahl von
einer Million war der TEER-Abfall bereits nach 24 Stunden deutlich sichtbar. Bei
100.000 Zellen erst nach 48 Stunden.
Bei weiteren Experimenten wurden vier Melanomzelllinien (A7, A375, Wm9, Wm35) auf
ihre Invasivitat untersucht. Alle vier Zellarten fihrten zu einem Zusammenbruch des
TEER, wobei erst nach einem langeren Zeitintervall ein Unterschied zwischen den
einzelnen Melanomzelllinien sichtbar wurde.
Bei Untersuchungen mit einem Zusatz von PAR1- oder PAR2-Agonisten, wiesen die
Melanomzellen ein invasiveres Verhalten auf als ohne. Bei Kontrollversuchen ohne
einen Zusatz von Melanomzellen oder nur mit dem alleinigen Zusatz von PAR-
Agonisten blieb der TEER unbeeintrachtigt oder stieg weiter an.
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1 Einleitung

1.1 Tumoren

Die Vermehrung und Differenzierung, sowie das Wachstum und der Tod von
Zellen sind essentielle physiologische Voraussetzungen des Lebens und
Uberlebens mehrzelliger Organismen. Treten Storungen in diesem
Gleichgewicht auf, die nicht behoben werden, so fihren diese nach einer

langeren Zeit zum Tode.

Eine abnorme Gewebsmasse, die durch unkontrollierte und fortschreitende
Vermehrung von korpereigenen entarteten Zellen entsteht, wird als Tumor (lat.:
Schwellung, Geschwulst) bezeichnet. Die Tumorzellen entwickeln sich in der
Regel aus somatischen Zellen infolge genetischer Mutationen, die zu
transformierten Zellen mit gestorter Wachstumskontrolle und Differenzierung
fuhren. Jeder Tumor besteht aus dem Tumorparenchym, den eigentlichen
Tumorzellen, und aus Tumorstroma, einem nicht tumordsen, gefalihaltigen
Bindegewebe. Der Prozess der Tumorentstehung wird als Kanzerogenese

bezeichnet.

Nach ihrem biologischen Verhalten in Beziehung zu ihrem Wirtsorganismus
werden Tumoren prinzipiell in gutartige (benigne) und bésartige (maligne)
Geschwdlste eingeteilt. Man spricht in diesem Zusammenhang von der Dignitat
der Tumoren. Benigne Tumoren sind durch ihr expansiv-verdrangendes,
langsames Wachstum und ihre gute Abgrenzbarkeit gegentber dem intakten
Gewebe gekennzeichnet. Sie weisen eine hohe Differenzierung auf und sind
nicht befahigt Metastasen zu bilden. Maligne Tumoren zeichnen sich durch
schnelleres, sowie infiltrierendes und destruierendes Wachstum in das gesunde
Nachbargewebe aus. Sie weisen eine geringe und atypische Differenzierung
auf. Aul3erdem besitzen sie die Fahigkeit, Metastasen zu bilden [49].



1.2 Tumormetastasierung

Entscheidend fir den Verlauf maligner Tumorerkrankungen und damit fir die
Prognose der betroffenen Patienten, ist die Fahigkeit der Tumoren, Metastasen
zu bilden [48]. Metastasen treten in vier haufigen klinischen Situationen auf:
- der Primartumor ist entfernt und nach wenigen Monaten tritt die
Metastasierung ein
- der Primartumor wird entfernt und erst nach 5-10 Jahren tritt eine
Metastasierung ein
- zum Zeitpunkt der Primariusdiagnose liegen schon Metastasen vor
- Metastasen treten zuerst auf und der Primarius bleibt okkult
Welche Faktoren diese Formen der Metastasierung regulieren ist noch
ungeklart, sowie das Verteilungsmuster an den metastatischen Absiedlungen.
Knochen, Nebennieren und Gehirn, die einen relativ geringen Anteil an der
Blutzufuhr haben, werden relativ haufig von einer Metastasierung befallen. Bei
Herz, Muskeln, Nieren und Darm, die den grol3ten Teil des
Herzminutenvolumens  bendtigen, sind relativ  selten  metastatische

Absiedlungen auffallig [81].

Als Metastasierung wird allgemein die Verschleppung von Tumorzellen in
andere Bereiche des Organismus und ein damit verbundenes An- und
Weiterwachsen in dieser Lokalisation bezeichnet. Die Metastasierung kann
hamatogen, kavitar oder lymphogen erfolgen. Der Prozess der Metastasierung
ist ein hochkomplexer und aufRerordentlich dynamischer Vorgang, der
entscheidend von der Interaktion der Tumorzellen mit den unterschiedlichen

Komponenten des Wirtsgewebes abhéngt [20].

Schematisch lasst sich dieser Prozess in zahlreiche, aufeinanderfolgende
Teilschritte untergliedern. Am Anfang dieser Metastasierungskaskade steht die
Losldsung einzelner Tumorzellen aus dem Primé&rtumor, die sogenannte
Tumorzelldissoziation. Dieser Dissoziation folgt die Tumorinvasion in das
angrenzende Wirtsgewebe. Invasion ist eine aktive Translokation von

Tumorzellen Gber Barrieren von extrazellularen Matrixproteinen. Der Invasion



folgt der Einbruch in Blut- und Lymphgefal3e, die sogenannte Intravasation. Im
GefalRsystem angelangt, werden die Tumorzellen Uber den Blut- und
Lymphstrom in verschiedene Zielorgane verteilt und dort arretiert. Dem
Tumorzellarrest folgen die Extravasation und schlie3lich die Sekundarinvasion
des Zielorgans [48].

Die Invasivitat bzw. Aggressivitat eines Tumors hangt unmittelbar von der
Fahigkeit der einzelnen Tumorzelle zur Bildung verschiedener, proteolytischer
Enzyme ab, die zur Auflésung der extrazellularen Matrix fihren und durch die
Zerstorung der Basalmembran ein Eindringen in Korperhohlen, Blut- oder
Lymphgefal3e ermdglichen [47,58]. Die Proteasen, die in diesem Zusammen-
hang eine Rolle spielen, lassen sich im Wesentlichen in vier Gruppen einteilen:

> Matrix-Metalloproteinasen (Zn®* oder Mn?*)

- Serin-Proteinasen (Thrombin, Cathepsin G, Trypsin)

- Cysteinyl-Proteinasen (Kathepsin B, Calpaine)

- Aspartyl-Proteinasen (Pepsin, Kathepsin D)
Alle vier Klassen kbnnen an einem oder mehreren Schritten des
Metastasierungsprozesses beteiligt sein, wobei den Matrix-Metalloproteinasen
(MMP’s) eine besondere Bedeutung zugesprochen wird. Neben den Proteasen
existieren zugleich unspezifische (z.B.: a2-Makroglobulin) und spezifische (z.B.:
tissue inhibitors of metalloproteinases ,TIMPs®) Inhibitoren, die fur die

Hemmung der Proteasen verantwortlich sind.

Die Mechanismen der Invasion koénnen ebenfalls unter physiologischen
Bedingungen bei nicht malignen Zellen, wie z.B. bei der Embryogenese,
beobachtet werden. Hierbei wird ein Gleichgewicht zwischen der Produktion
proteolytischer Enzyme und ihrer Inhibitoren gehalten. Bei malignen Geschehen
kommt es jedoch zu einer Imbalance stimulatorischer und inhibitorischer
Faktoren, die zugunsten der Proteasen verschoben wird, und somit zur

Degradierung der EM und zum Durchbrechen des Zellverbandes flihrt [81].



1.3 Ziel der Arbeit

Ziel dieser experimentellen Arbeit war es, die Invasivitat von Tumorzellen mit
Hilfe eines Invasions-Assays ,in vitro* zu bestimmen. Das Verfahren beruht auf
dem hohen elektrischen transepithelialen Widerstand (TEER) einer
Nierenepithelzelllinie, der bei Kontakt mit invasiven, proteasesezernierenden
Melanomzellen zusammenbricht. Bei den Messungen des elektrischen
transepithelialen Widerstandes handelt es sich um eine sehr sensitive Methode.
Bereits nach wenigen Stunden konnen Veré&nderungen des transepithelialen
Widerstandes gemessen werden, obwohl in der polarisationsmikroskopischen
Inspektion noch keine morphologischen Defekte im Zellrasen nachgewiesen

werden kdnnen, selbst wenn der Ausgangswiderstand bereits halbiert ist [94].

Zum einen wurde der Frage nachgegangen, ob die Zellzahl der Melanomzellen
einen Einfluss auf die Invasivitat austbt und in welchem Zeitrahmen diese sich

vollzieht.

Zum anderen wurden bei den Experimenten verschiedene Melanomzellarten

eingesetzt und ihr unterschiedliches Aggressivitatsverhalten untersucht.

Dariber hinaus wurde ein weiteres und zugleich das Hauptziel dieser
Versuchsreihe verfolgt. Hierbei sollte durch den zuséatzlichen Einsatz von PAR-
Agonisten ihr Einfluss auf die Invasivitat von Melanomzellen und somit auf den
elektrischen transepithelialen Widerstand Uberpruft werden. PARs sind
Proteinase-aktivierte Rezeptoren, die bei der Tumorentwicklung und der
Aggressivitat von Melanomzellen eine wichtige Rolle spielen [125] und daher

bei diesen Experimenten untersucht wurden.



2 Methoden und Versuche

2.1 Verwendete Zelltypen

2.1.1  MDCK-C7-Zellen

Die MDCK-Zellen sind eine gut erforschte Epithelzelllinie, die 1958 von Madin
und Darby aus der Niere eines Cockerspaniels isoliert wurde [96]. Sie stammen
aus dem renalen Sammelrohr und bestehen aus zwei verschiedenen Subtypen,
der C7- und Cl1-Zelllinie. Die C7-Monolayer zeigen hohe transepitheliale
Widerstande und sezernieren Kalium, wohingegen C11-Monolayer einen
niedrigen transepithelialen Widerstand aufweisen und Chlorid in das apikale
Medium abgeben. Der C7-Subtyp der MDCK-Zellen gleicht den Hauptzellen
und der C11-Subtyp den Zwischenzellen (interkalierenden Zellen) des
Sammelrohres. Die Hauptzellen stehen im Zusammenhang mit der
Kaliumsekretion und der Natriumabsorption, wohingegen Zwischenzellen fir
den transepithelialen Sdure-Basentransport zustandig sind [55].

Abb. 1: C7-Zellen
Eine phasenkontrastmikroskopische Aufnahme konfluenter C7-Zellen bei
10facher VergrofRerung.



MDCK-Zellen weisen viele strukturelle und funktionelle Eigenschaften eines
transportierenden Epithels auf. In Kulturschalen bilden diese Zellen einen
konfluenten Zellrasen mit typischen epithelialen, interzellularen Verbindungen.
Es differenziert sich bei den C7-Zellen eine basolaterale Seite zur Unterflache
(Kulturschale) und eine sparlich mit Mikrovilli besetzte, apikal zum

Kulturmedium gerichtete Oberseite.

2.1.2 A7-Zellen

Amelanotische Melanomzellen (AMM) sind eine seltene Variation maligner
Melanome. Sie zeichnen sich durch ein vollkommenes Fehlen der
Melaninbildung aus und sind klinisch schwer zu diagnostizieren. Einwandfrei
sind sie haufig erst nach der histologischen Untersuchung von Exzidaten zu
identifizieren. AMM verhalten sich biologisch aggressiver als pigmentierte
Tumore und haben nicht zuletzt wegen ihrer spaten Erkennung eine
schlechtere Prognose. Der Grund fir die fehlende Melaninbildung ist noch

weitgehend ungeklart [18].

Abb. 2: A7-Zellen
Eine phasenkontrastmikroskopische Aufnahme konfluenter A7-Zellen bei

10facher VergroRerung.



In der Nomenklatur werden aus Melanozyten hervorgehende Tumoren zu den
neuroektodermalen Tumoren gezahlit. Der Grund hierfur besteht in dem neuro-
ektodermalen Ursprung der Melanozyten. Innerhalb der ersten drei
Entwicklungsmonate wandern Zellen aus der Neuralleiste in die Epidermis ein,
die Melanin synthetisieren und Uber zytoplasmatische Fortsédtze an andere

Zellen der Epidermis tbertragen kénnen [89].

Die vorliegenden A7-Klone wurden mit einem Plasmid transfiziert, das fir ein
geneticinresistenzvermittelndes Protein und ein ,actin-binding protein“ (ABP)
codiert. Das ABP vernetzt zum einen die Aktinfilamente untereinander und
vermittelt zum anderen die Interaktion zwischen Aktinfilamentsystem, sowie
Glykoproteinen der Plasmamembran [38]. Melanomzellen ohne ABP besitzen
keine effektive Mdoglichkeit zur Lokomotion. Offenbar geht die maligne
Zelltransformation bei vielen Zellarten mit  einer  veranderten
Expressionsfrequenz von Genen einher, die entweder den Umsatz des
Aktinfilamentsystems (z.B. Gelsolin) erhdhen oder die Interaktion zwischen
Membran und Aktinfilamenten vermitteln (ABP) [37]. Das Kulturmedium des A7-
Klons der amelanotischen Melanomzellen enthalt einen Geneticinzusatz.
Geneticin ist ein analoges Aminoglykosid zu Gentamycin und wird in der
Molekulargenetik als selektierendes Agens verwendet. Geneticin wirkt sowohl
auf Prokaryonten als auch auf Eukaryonten toxisch. In diesem Fall Gibt es einen

Selektionsdruck auf A7-Zellen aus, die nicht zu Lokomotion beféhigt sind [38].

Zellen mit einem geringeren Energieaufwand bei der Synthese konstitutiv
transkribierter Proteine haben einen Selektionsvorteil. Entsprechend héatten
Zellen mit ABP-Synthese, d.h. mit erhdhter Lokomotion einen Nachtell
gegeniiber Zellen ohne das ABP-Gen. Das Geneticin Ubt jedoch einen
Selektionsdruck auf die Zellen ohne ABP aus und sorgt somit fur

gleichbleibende Eigenschaften der transfizierten A7-Zellen.



Diese Melanomzelllinie wurde freundlicherweise von Prof. Dr. A. Schwab aus
dem Physiologischen Institut der Universitat Wirzburg zur Verfugung gestellt
[94].

2.1.3  A375-Zellen

Bei diesem Subklon handelt es sich um eine humane Melanomzelllinie. Diese
Zelllinie entspricht morphologisch den epithelialen Zellen [33,56,57,117],
obwohl Melanomzellen zu Melanozyten gehdren, die der Neuralleiste
entstammen und sich in der Epidermis befinden [10,80].

Abb. 3: A375-Zellen
Eine phasenkontrastmikroskopische Aufnahme konfluenter A375-Zellen bei

10facher Vergréf3erung.

Die Zell-Adhasion wird mittels N-Cadherin, einem Calcium-abhangigen Molekiil,
vermittelt. N-Cadherin ist ein stark glykosiliertes Protein, dessen
Kohlenhydratzusammensetzung in den verschiedenen Melanom-Zelltypen
variiert. Bei den A375-Zellen enthalt das N-Cadherin eine drei- oder vierfach
fuhlerartige, komplexe Glykanform. Auf3erdem umfasst das Molekil komplexe

Ketten mit a2,3 verkniupfter N-Acetylneuraminséaure [31].



Die A375-Zellen sind in der Haut nachweisbar und kénnen zur Entstehung
eines malignen Melanoms flihren. lhre krebserzeugende Wirkung konnte in
immunsupprimierten Mausen nachgewiesen werden. Die zytogenetische
Analyse legt dar, dass es sich um ein Hypotriploid handelt mit einer modalen
Anzahl von 62 Chromosomen. Es gibt 9 Markerchromosomen, die allgemein in
jeder Zelle gefunden werden kdnnen, sowie normale Chromosomen N2, N6
und N22, die in einer Kopie pro Zelle vorzufinden sind [33,56,57,117].

2.1.4 Wm9-Zellen

Wm9-Zellen, die auch bei den von mir durchgefuhrten Versuchen untersucht
wurden, werden ebenfalls einer humanen Melanomzelllinie zugeordnet. Die
Zellart wurde freundlicherweise von Dr. M. Herlyn (The Wistar Institute,
Philadelphia, PA) zur Verfiigung gestellt [16].

Abb. 4: Wm9-Zellen
Eine phasenkontrastmikroskopische Aufnahme konfluenter Wm9-Zellen bei

10facher Vergréf3erung.

Mittels N-Cadherin wird auch bei diesem Subklon die interzellulare Haftung
gewahrleistet. Die Kohlenhydratzusammensetzung, sowie deren VerknlUpfung

stimmt mit der der A375-Melanomzellen Gberein. Im Vergleich mit den Ubrigen



Melanomzellen sind Differenzen in der Zusammensetzung und der

Verknupfung erkennbar [31].

Die Wm9 kommen in der menschlichen Haut vor und man unterscheidet hier,
sowie bei anderen Melanozytentypen zwei Zellformen: die Frih- und

Zwischenzellen [65].

Fur das Wachstum dieser Zellen, sowie der Zelltypen Wm35 und A375 wurde
das Kulturmedium RPMI 1640 (PAA Laboratories GmbH, Célbe, Deutschland)
verwendet, dem zusatzlich eine essentielle Aminosaure, L-Glutamin,

beigemischt wurde.

2.1.5 Wm35-Zellen

Diese Zellart gehort ebenfalls zu einer humanen Melanomzelllinie [64,75].

Abb. 5: Wm35-Zellen
Eine phasenkontrastmikroskopische Aufnahme konfluenter Wm35-Zellen bei
10facher VergrofRerung.

Die Zell-Adhasion wird, wie bereits bei den A375- und den Wm9-Zellen

erlautert, mittels N-Cadherin vermittelt. Der Unterschied des N-Cadherins liegt

in der Kohlenhydratzusammensetzung, die sich von der Zusammensetzung der
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anderen beiden Zellarten unterscheidet. Dieses N-Cadherin enthélt Manose
und eine zweifach fuhlerartige, komplexe Glykanform mit einer a2-6

Verknupfung mit N-Acetylneuraminsaure [31].

Bei den Wm35-Zellen handelt es sich um sogenannte dysplastische
Melanozyten, pigmentbildende Zellen, die in der Haut des menschlichen
Korpers vorzufinden sind. Diese Zellen sind fur die Bildung von Melanomen
verantwortlich, primar fir die Bildung von oberflachlich spreitendem Melanom
(SSM). Man unterscheidet Wm35-Zellen, die sich aus der radial wachsenden
Phase (RGP) oder aus der vertikal wachsenden Phase (VGP) ableiten lassen
[64,75].

Diese Zelllinie wurde ebenfalls von Dr. M. Herlyn (The Wistar Institute,

Philadelphia, PA) zur Verfiigung gestellt.
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2.2 Methoden der Zellkultivierung

2.2.1  Allgemeine Anmerkungen zur Zellkultivierung

Samtliche Arbeiten mit Kulturgefal3en oder Zellen wurden unter einer sterilen
Arbeitsbank mit einem laminaren Luftstrom verrichtet, um Kontaminationen mit
Bakterien zu vermeiden. Alle verwendeten Losungen und Medien wurden auf
37T vortemperiert. Abweichungen von dieser Ausnahme werden im Text

explizit vermerkt.

Die Zellen wurden in flachen, unbeschichteten Kunststoffkulturflaschen (TC-
behandelt von Falcon T75-Nr.3084 oder T25-Nr.3014) mit einer Oberflache von
75cm? oder 25cmz? inkubiert. Die Kulturflaschen wurden in einem Inkubator bei
37C, 5% (v/iv) CO2 einem pH-Wert von 7,4 und bei maximal geséttigter

Luftfeuchtigkeit bebritet, um optimale Wachstumsbedingungen herzustellen.

2.2.2 Kulturmedium und Mediumwechsel

Das fur die C7-Zellen verwendete Kulturmedium bestand aus DMEM (PAA
Laboratories GmbH, Colbe, Deutschland), das zusatzlich 10% fetales
Kalberserum ,GOLD* (FCS von PAA Laboratories GmbH, Cdlbe, Deutschland:
A15-649, Chargen bis 2500 Liter verfiuigbar) und 1% Penicillin/Streptomycin
(PAA Laboratories GmbH, Cdlbe, Deutschland) enthielt.

Der in dem Medium enthaltene Indikator besal} die Eigenschaft im sauren nach
gelb und im alkalischen Milieu nach violett umzuschlagen. Durch zunehmende
Azidifizierung des Mediums war verbrauchtes Medium aus diesem Grund gelb.
Beim Mediumwechsel wurde das Medium komplett mit einer Pasteurpipette
entfernt und durch ein Neues ersetzt. Bei einer T7s — Flasche waren dieses 20-

25ml Medium, bei einer T2s— Flasche 8-10ml.
Bei den C7-Zellen wurde das Medium durchschnittlich alle drei Tage

gewechselt. Bei grofRen Zellzahlen wurde das Medium abhé&ngig von der Dichte

abgeloster Zellen im Uberstand entsprechend haufiger ersetzt.
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2.2.3  Passagieren von Zellen

Bilden Zellen einen konfluenten Zellrasen, besteht die Méglichkeit, einen Teil
der Zellen in andere Kulturgefal3e oder Versuchsapparaturen zu Uberfuhren.
Dieser Vorgang wird als Splitten oder Passagieren bezeichnet. Die folgenden
Angaben gelten jeweils fur eine T7s — Flasche. Hier wird das Passagieren von
C7- und A7-Zellen beschrieben.

Zunachst wurde aus der Kulturflasche das Medium komplett abgesaugt. Dann
wurde die gleiche Menge PBS (Ca?*- und Mg **-frei) auf die Zellen gegeben, um
das komplette Restmedium herauszuspulen. AnschlieRend wurde die Flasche
bei 37<C fir ca. 5 min. inkubiert.

Aufgrund ihrer jeweiligen Eigenschaften wurden C7-Zellen und A7-Zellen nach
der Inkubation unterschiedlich gehandhabt. Bei den C7-Zellen wurde die PBS-
Losung abgesaugt und erneut durch 20-25ml PBS-Lésung ersetzt. Die
Kulturflasche wurde fur 10 min. bei 37C bebritet. An schliel3end wurden die
Zellen im Phasenkontrastmikroskop (Axiovert 25 von Zeiss) kontrolliert. Die
einzelnen Zellen lieRen sich durch die hell hervortretenden Grenzen deutlich
unterscheiden. Es hatten sich zu diesem Zeitpunkt nur wenige Zellen abgeldst
und befanden sich im Uberstand. Die PBS-Ldsung wurde erneut abgesaugt.
Auf die C7-Zellen wurden 2ml 4<C kalter Trypsin-EDTA- Losung gegeben. Die
Zellen wurden wiederum bei 37T fur ca. 20 min. inkubiert. Durch leichtes
Beklopfen der Kulturflasche lie3 sich das Ablosen der Zellen beschleunigen.

Der Fortgang der Zellabldsung wurde im Phasenkontrastmikroskop kontrolliert.

Bei den A7-Zellen wurde nach der funfmindtigen Inkubation mit PBS-Ldsung
der Uberstand abgesaugt und direkt 2ml Trypsin-EDTA-Losung auf die Zellen
gegeben. Die Kulturflasche wurde fir 3-5 Minuten inkubiert. Anschliel3end
konnten alle A7-Zellen vollstdndig durch mehrmaliges kurzes Klopfen an den

Flaschenboden von dem Gefal? geltst werden.
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Nach abgeschlossener Trypsinierung wurden sowohl A7-Zellen als auch C7-
Zellen wieder gleich behandelt. In der Kulturflasche wurde das Volumen mit
dem FCS-haltigem Medium (PAA Laboratories GmbH, Cdlbe, Deutschland) auf
10ml erganzt. FCS enthalt eine Reihe natirlicher Proteaseinhibitoren, die die
Wirkung des Trypsins stoppen. Der Inhalt der Kulturflasche wurde mit einer
sterilen Glaspipette in ein 10ml Zentrifugenréhrchen Uberfthrt. Die Zellen
wurden bei 110xg und bei 4C fur 5 Minuten zentrifugiert. Nach der
Zentrifugation war am Boden des Zentrifugenrohrchens ein weil3es Zellpellet zu
erkennen. Der Uberstand (ber dem Pellet wurde mit einer Pasteurpipette
entfernt. Das Pellet selbst wurde im Zentrifugenrdhrchen mit 10ml neuem

Medium reperfundiert.

Nach dieser Prozedur konnten die C7-Zellen erneut in Kulturflaschen
Ubertragen oder auf Filtern ausgesat werden. Bei der Kultivierung der C7-Zellen
haben sich Verdinnungen von 1:10 bewdhrt, d.h. 1ml der 10ml aus dem
Zentrifugenrohrchen wurde in eine neue Kulturflasche mit Medium gefuillt.
Wurden die C7-Zellen zu stark verdiinnt, stellten diese unter Umstanden nach
einiger Zeit in der Kulturflasche ihre Proliferation ein. Bei den A7-Zellen ergab
sich bei einer Verdinnung von 1:20 ein konfluentes Wachstum. Aufgrund der
Eigenschaften von Krebszellen verkrafteten sie jedoch problemlos Ver-

dinnungen von bis zu 1:50.

Die verwendeten C7-Zellen befanden sich zwischen der 65. und 70. Passage.
Die A7-Zellen, sowie die anderen drei Melanomzellarten, wurden in der Regel

zwischen der 15. und 20. Passage verwendet.

Bei weiteren Versuchen, bei denen PAR-Agonisten eingesetzt wurden, erfolgte
das Passagieren der Melanomzellen vor der zweiten Aussaat auf eine andere
Art. Zunéchst wurde das Medium wie gewohnlich komplett abgesaugt. Dann
wurden anstelle von PBS 10ml EDTA-Puffer auf die Zellen gegeben, da EDTA
ein effektiver Calciumchelator ist und Calcium die ,tight junctions® zwischen den

Zellen stabilisiert. AnschlieRend wurde die Flasche bei 37C fiur 10 Minuten
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inkubiert [22]. Eine Ausfallung des Calciums fiihrt somit zu einer Verringerung
der interzellularen Haftung und einer Auflockerung des Zellverbandes.
AulRerdem konnte das Ablésen der Melanomzellen durch mehrmaliges kurzes
Klopfen an den Flaschenboden beschleunigt werden. Ein weiterer Grund fir
das Anwenden von EDTA-Puffer, anstelle von PBS bestand darin, dass keine
zusatzliche Inkubation mit Trypsin-EDTA erfolgen musste. Es bestand die

Gefahr, dass die PAR-Rezeptoren von dem Trypsin aktiviert werden konnten.

Nach dem Inkubieren wurde der Inhalt der Kulturflasche mit einer sterilen
Glaspipette in ein 10ml Zentrifugenrohrchen Uberfthrt. Die Zellen wurden bei
110xg und bei 4T fur 5 Minuten zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurde
der Uberstand liber dem Pellet mit einer Pasteurpipette entfernt. Das Pellet
selbst wurde im Zentrifugenrdhrchen mit neuem, FCS-freiem Medium

reperfundiert.

2.2.4  Anlegen und Handhabung der Multiwellplatten m it Mikrofiltern

Wurden C7-Zellen passagiert, um diese auf Mikrofiltern auszuséaen, wurden
wahrend der Zentrifugation der Zellen die 6-Well-Platten vorbereitet. In jede
Kavitdt wurden 3ml Medium gegeben und die Mikrofilter mit einer sterilen

Pinzette bereits eingesetzt.

Nach dem Passagieren wurde das Zellpellet reperfundiert und 10ul aus dem
Zentrifugenréhrchen in eine 96-Well-Platte Uberfihrt. Zu den 10ul der
Zellsuspension wurden 10ul Farbstoff (Trypan Blue Stain 0,4%) zugeflhrt.
Trypanblau ist ein saurer Vitalstoff, der nur in abgestorbene Zellen eindringt und
diese blau anfarbt. Er wird zur Unterscheidung lebender und toter Zellen

verwendet.
Nach dem Zusammenmischen der Suspension, konnte die Zelldichte in einer

Neubauerzdhlkammer bestimmt werden, indem nur die nicht blau verfarbten

Zellen gezahlt wurden. Ein entsprechendes Mediumvolumen mit 10° oder 10°
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Zellen wurde auf jeden Filter gegeben. AnschlieRend wurde das Volumen auf

jedem Filter auf insgesamt 3ml Medium erganzt.

Am ersten Tag nach dem Ansetzen der Multiwellplatten wurden weder das
Medium gewechselt noch die TEER bestimmt. Am zweiten bis vierten Tag nach
dem Passagieren der Zellen wurde mit den Messungen der TEER begonnen
und jeweils 1ml des oberen und unteren Mediums gewechselt. An den weiteren
Tagen wurden im Wechsel jeweils einen Tag 1ml (selten 2ml) des oberen und
1ml (selten 2ml) des unteren Mediums entnommen und jeweils durch 1ml (2ml)

neues Medium ersetzt.

Der Tag des Aussadens der A7-Zellen oder anderer Melanomzellen auf
Mikrofiltern (2. Aussaat) wurde als Tag Null gefuihrt. An den darauf folgenden
Tagen wurde kein Mediumwechsel durchgefiihrt, sondern nur die Widerstande

bestimmt.

Abwandlungen des oben genannten Passageprotokolls waren erforderlich,
wenn A7-Zellen gesplittet wurden, um diese auf Filtern mit C7-Zellen
auszuséen. Der Grund hierfir ist der Gehalt des A7-Mediums an Geneticin (von
PAA: G418 Sulfate P27-011). Dieses Antibiotikum wirkt auch auf Eukaryonten
toxisch und hatte somit vermutlich zu einem Abfall der TEER gefiihrt. Um das
Geneticin mdglichst vollstdndig zu entfernen, wurden die A7-Zellen vor dem
Splitten mit C7-Medium gespult. Die Aufnahme der Zellen nach dem
Trypsinieren und das Reperfundieren nach der Zentrifugation erfolgte ebenfalls
mit C7-Medium.
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Abb. 6: Vereinfachte Multiwellplatte mit sechs Kavitaten (ohne Deckel)
1. Membraneinsatz; 2. Kavitéat in der Platte; 3. Schnitt durch Kavitat und
Membraneinsatz (Schnittebene links angedeutet); 4. oberes Medium; 5. unteres

Medium

2.2.5 Eigenschaften der Mikrofilter

Die verwendeten Mikrofilter (Falcon cell Culture Inserts) besitzen eine
transparente Membran aus zellkulturbehandeltem Polyethylen (PET) mit 0,4pm
durchmessenden Poren. Die Porendichte betragt 1,6-10° Poren/cm2. Die Dicke
der Mikrofiltermembran betrdgt 20um. Der Abstand zwischen der

Filtermembran und dem Boden der Kavitat betragt 0,9mm.

Die Durchlassigkeit der Filter fur A7- und C7-Zellen wurde getestet, indem A7-
bzw. C7-Zellen mehrere Tage auf der Oberseite der Filtermembran kultiviert
wurden und anschlieRend der Filter in eine Trypsin-EDTA-LOsung gesetzt
wurde. In der Trypsin-EDTA-LOsung konnten auch nach Zentrifugation keine
intakten Zellen polarisationsmikroskopisch nachgewiesen werden. Die Filter
sind demzufolge weder fur A7- noch fir C7-Zellen durchlassig.
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2.3  Versuchsablaufe

2.3.1 Transepitheliale Widerstande

Der elektrische transepitheliale Widerstand (TEER) eines Zellmonolayers
besteht aus dem elektrischen Widerstand der Zelle selbst, dem so genannten
transzellularen Widerstand (Rc) und dem Widerstand zwischen den Zellen, dem
so genannten parazellularen Widerstand (Rp). Rc besteht im Wesentlichen aus
dem in Serie geschalteten Widerstand der apikalen (Ra) und der basolateralen
(Rb) Zellmembran. Rp besteht aus den ebenfalls in Serie geschalteten
Widerstdnden der tight junctions (Rt) und dem Widerstand des
Interzellularraumes (Ri). Hinzu kommt der elektrische Widerstand der BM.

Bei der Parallelschaltung der Widerstdnde addieren sich nach dem ersten
Kirchhoffschen Gesetz deren Leitfahigkeiten, d.h. ihre Kehrwerte. Aus diesen

Uberlegungen ergibt sich der Gesamtwiderstand Rges:

Rc=Ra+Rb
Rp =Rt + Ri
1 1 1
-> = +

Rges Rc Rp
Die mathematischen Beziehungen der oben genannten Widerstande und
Leitfahigkeiten am Epithel wurden durch die Analyse einfacher elektrischer

Schaltkreise nachvollzogen [15,115].

Die Messung des TEER gehort zu den Standardmethoden der Physiologie. Aus

dem Ohmschen Gesetz
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ergibt sich, dass zur Berechnung des Widerstandes zumindest die Groélien
Spannung (U) und Strom (1) bekannt sein mussen. Aus diesem Grund bestehen
die Messelektroden jeweils aus einer konzentrisch angeordneten Spannungs-
und Stromelektrode. Die Messung des TEER an Epithelien muss mit
alternierenden Strompulsen erfolgen, um Polarisationsphdnomene am Epithel

ZUu vermeiden.

Ein auf der Erfassung des elektrischen transepithelialen Widerstandes
basierendes Verfahren erfordert ,Indikatorzellen®, deren Widerstand sich
signifikant von dem TEER von Tumorzellen unterscheidet. Die TEER
verschiedener und gleicher Epithelien verschiedener Spezies unterscheiden
sich deutlich. Grundsatzlich koénnen ,dichte®* von ,lecken* Epithelien
unterschieden werden. Zu den lecken Epithelien gehoren jene Epithelien, bei

denen eines der folgenden Kriterien gilt [109]:

- Rges < 1000 Q-cm?

Rc
> —>1
Rp
Gs
- 100 > 50%
Gges

Daraus ergibt sich, dass fur dichte Epithelien eine geringe parazelluléare
Leitfahigkeit (Gs) mit einem geringen Anteil an der Gesamtleitfahigkeit (Gges)
ein entscheidendes Merkmal ist. Die parazellulare Leitfahigkeit hangt im
Wesentlichen von der Anzahl der tight junctions (TJs) ab. TJs oder synonym
limiting junctions bzw. zonulae occludentes umgeben die Zellen apikal und
verbinden sie mit den Nachbarzellen. Sie versiegeln den Interzellularraum
komplett und ermoéglichen als passive Diffusionsbarriere den Aufbau
osmotischer Gradienten zwischen Lumen und dem Interstitium [109]. Nach ihrer
Schéadigung kénnen TJs innerhalb von 30 min. von der intakten Zelle ersetzt
werden [76]. Zahlreiche Untersuchungen haben die direkte Beziehung zwischen
Epithelpermeabilitdt und TJs belegt [30,52,122]. Claude nahm sogar eine
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exponentielle Beziehung zwischen der Anzahl der Reihen von TJ-Strangen und
dem TEER an [29]. Ohne an dieser Stelle naher auf die Details eingehen zu
wollen, sind die Beziehungen zwischen den TJs und Permeabilitat schwer zu

korrelieren [23].

b)

A
’_| \
Ral
Rt
Re Rp
Ri
R
B

Abb. 7: Schaltbild: Zusammensetzung des TEER aus Einzelwiderstanden

Der zellulare Widerstand (Rc) und der parazellulare Widerstand (Rp) sind
parallelgeschaltet (a). Rc und Rp bestehen jeweils aus zwei in Serie
geschalteten Widerstanden (b). Rc besteht aus dem Widerstand der apikalen
(Ra) und der basolateralen Membran (Rb), Rp ergibt sich aus dem Widerstand
der Schlussleisten (Rt) und dem Widerstand des Interzellularraumes (Ri). Der

Widerstand der BM wurde vernachlassigt.
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Abb. 8: Schema der Elektrodenanordnung und Feldlinien am Mikrofiltereinsatz
Aus dem Ohmschen Gesetz ergibt sich die Notwendigkeit, vier Elektroden flr
die Registrierung des TEER zu verwenden. Ein senkrecht zum Mikrofilter
stehender Verlauf der Feldlinien gilt als optimal.

(G): Wechselstromgenerator (U): Spannungsmesser

Zum Teil bestehen erhebliche Unterschiede der TEER zwischen einzelnen
Zelltypen des Epithels. Der C7-Klon der MDCK-Zellen hat einen ca. 20fach
hoheren TEER als der C11-Klon [55]. Aufgrund des hohen TEER der C7-Zellen,
ihrer unkomplizierten Kultivierung und umfangreichen Informationen uber sie,
eignen sie sich besonders gut fur die Realisierung eines auf dem TEER

basierenden in vitro Invasions-Assays.

2.3.2 Messgerat

Die Widerstandsmessungen wurden mit einem epithelialen Voltohmmeter und
der beiliegenden STX-2-Elektrode (EVOM, Sarasota, USA) durchgefuhrt.
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Der EVOM ist das erste Instrument, das fir das Ausiben von
Widerstandsmessungen in der Zellforschung entwickelt wurde. Der
batteriebetriebene Voltohmmeter ist mit einem einfach lesbaren Display
ausgestattet. Er ist aber auch mit einem BNC Aufzeichnungsgerat fur die

Ergebnisse erhéltlich.

Der Eingangsscheinwiderstand von EVOM st gro3er als 1010 Ohm. Der
elektrische Widerstand hat einen Intervall von O bis 1999 Ohm und von O bis
20.000 Ohm. Das Voltonmmeter zeichnet sich durch die einzigartige
Eigenschaft aus, dass der Messwert des elektrischen Widerstandes weder von
der Aufnahmeféahigkeit der Membran noch vom Membranpotential beeinflusst
wird. Der Messwert des Membranpotentials bewegt sich im Bereich von +/-
200mV.

Der EVOM wird mit dem STX-2 ,Chopstick” Elektroden Set geliefert. An der
STX-2-Elektrode sind am Griffende zwei Elektrodenpaare angebracht mit der
Breite von 4mm und der Dicke von 1mm. Jeder Zweig der Elektrodenpaare
enthalt ein Silber-/Silberchloridpellet fur die Bestimmung der Spannung und
eine Silberelektrode fur die Anpassung der Stromstarke. Die kleine Seite jeder
Elektrode ist so konstruiert, dass das Plazieren der Elektroden in dem Well der
Zellkultur erleichtert wird.

Von dem Messgerat wird ein Gleichstrom von 20uAmp gesendet. Bei der

Durchstromung der Zellschicht entsteht eine elektrische Spannungsdifferenz,
aus welcher sich nach dem Ohmschen Gesetz der Widerstand berechnen lasst.
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Abb. 9: Versuchsaufbau zur Messung transepithelialer Widerstande
1. EVOM-Messgerét; 2. STX-2-Elektrode; 3. Multiwellplatte; 4. Mikrofilter; 5.

basolaterales Medium 3ml; 6. apikales Medium 3ml; 7. Filter mit Zellschicht

2.3.3  Durchfuihrung einer Messung mit der STX-Ele  ktrode

Vor der Messung erfolgte zunachst eine 20mindtige Sterilisation der Elektroden
mit 70% Ethanol. In der Zwischenzeit wurden zwei Rohrchen (von Falken) mit
steriler physiologischer Kochsalzlésung gefullt, die in einem Wasserbad auf
37T erwarmt werden sollten. Anschlie3end wurden die E lektroden mindestens
zweimal in die physiologische Kochsalzlésung eingetaucht und gespult, um das
Ethanol restlos zu entfernen. Dann wurde die Justierung durchgefiihrt, indem
der Leerwert bestimmt wurde. Dieser sollte den Wert 20 Q:cm? nicht
Uberschreiten.

Direkt nach der Entnahme der Multiwellplatten aus dem Brutschrank wurden

diese unter die sterile Arbeitsbank gelegt und der TEER bestimmt. Fir die
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Widerstandsmessung der 6-Well-Platte wurden 1-2 Minuten benétigt. Dabei war
es von grof3er Wichtigkeit darauf zu achten, weder die Zellen noch die Wande
der Filtereinsatze mit den Elektroden zu berthren. Ebenso musste auf die
komplette Eintauchtiefe der Elektroden im Medium geachtet werden, da bei
nicht vollstandig eingetauchter Elektrode ein wesentlicher Anstieg des
gemessenen Widerstandes beobachtet werden konnte. Das Ruhighalten der
Elektroden musste ebenfalls gewahrleistet werden, um Messungenauigkeiten
zu vermeiden. Nach der Messung aller sechs Filtereinsatze wurde die
Multiwellplatte direkt zurtick in den Brutschrank gestellt. Nach abgeschlossener
Messung einer kompletten Platte wurden die Elektroden erneut mit 70%
Ethanol und anschlieBend zweimal mit steriler physiologischer Kochsalzlésung
gespult, um das Kontaminationsrisiko zu minimieren und die Verschleppung

von A7-Zellen in Kavitaten ohne A7-Zellen zu verhindern.

Die Mikrofiltereinsatze haben einen elektrischen Widerstand von 5 Ohm. Dieser
Leerwiderstand wurde jeweils von dem bei der Messung erhaltenen Wert
subtrahiert. Da der elektrische Widerstand in einem reziproken Verhaltnis zur
Oberflache der Filtermembran steht bzw. der Leitwert der Oberflache
proportional ist, wurden die erhaltenen Werte mit der Oberflache der
Filtermembran (4,2cm?) multipliziert, um den TEER in der Einheit Q-cm? zu
erhalten.

Bei dieser Messmethode handelte es sich um ein ,offenes System®, da der
Filter wahrend des gesamten Messvorganges nach oben nicht geschlossen

war.

2.3.4  Applikation von Melanomzellen in das obere Medium

Nach dem Passagieren der A7-Zellen wurde die Zelldichte der durch das
Trypsinieren, Zentrifugieren und Resuspendieren erhaltenen Zellsuspension in
einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Daflr wurden 10pl Zellsuspension aus
dem Zentrifugenrohrchen in eine 96-Well-Platte Gberfihrt und mit 10ul Farbstoff

(Trypan Blue Stain 0,4%) erganzt. Der Farbstoff diente dem Anfarben
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nekrotischer Zellen, deren Zellmembran eine Permeabilitat fur Trypanblau
aufwies. Nach dem Zusammenmischen der Suspension, konnte die Zelldichte
mittels Z&hlung unter einem Mikroskop in einer Neubauer-Z&hlkammer, sowie

der Anwendung folgender Formel bestimmt werden.
Anzahl der Zellen : 4 - 2 - 10° = Anzahl der Zellen/ml

Das Applizieren der Zellen erfolgte durch den Austausch eines entsprechenden
Mediumvolumens der Kulturplatte gegen das gleiche Volumen mit der
gewlnschten Anzahl A7-Zellen. Aus unterschiedlichen Grinden wurde
standardmaRig mit einer Anzahl von 1.10° A7-Zellen gearbeitet, die in einem
Mediumvolumen von 500-1000ul gelost waren.

Es wurde mit einer Anzahl von 1-10° Zellen gearbeitet, weil diese Zellzahl zum
einen unter jener Zahl liegt, die im konfluenten Zustand auf einem Filter Platz
hatte, zum anderen gewéhrleistet sie das Erhalten der Ergebnisse in einem
angemessenen Zeitraum. Bei geringeren Zellzahlen mussten Messungen tber
mehrere Tage durchgefthrt werden, um das Eintreten oder Ausbleiben eines
Effektes abschéatzen zu konnen. Neben dem Aufwand stieg durch die
verlangerte Messdauer die Einflussnahme anderer Grof3en, wie z.B. das
Verkeimungsrisiko und mdgliche unterschiedliche Zellproliferation.

Bei der Bestimmung der Zelldichte wurde eine relative Standardabweichung

vom Mittelwert bei vier Auszéhlungen in der Neubauerkammer von maximal

10% toleriert. Bei grof3eren Abweichungen wurde die Prozedur wiederholt.
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2.4  Statistik

Alle Messwerte werden als Mittelwert und mit der Standardabweichung
(Standard Deviation) angegeben. Signifikante Unterschiede der einzelnen
Werte wurden mit Hilfe des ungepaarten Student-t-Tests ermittelt und bei
p<0,05 als statistisch signifikant angesehen. Signifikante Unterschiede werden

bei den Saulendiagrammen mit einem Stern ,** markiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Experimente mit A7-Zellen unterschiedlicher Zel |-
dichte

3.1.1 C7-Zellen
3.1.2 C7-Zellen + Melanomzelllinie A7 mit Zelldichte von 100 000
3.1.3 C7-Zellen + Melanomzelllinie A7 mit Zelldichte von 1 Mio

Bei dem ersten Versuch sollte untersucht werden, ob die Invasion der A7-Zellen
durch die epitheliale C7-Zellschicht von der Anzahl dieser Melanomzellart
abhangig ist, um den transepithelialen Widerstand signifikant zu senken. Des

Weiteren sollte der Zeitraum ermittelt werden, indem die Invasion eintritt.

Zunachst wurden die MDCK-C7-Zellen auf die apikale Seite der Filter einer 6-
Well-Platte ausgesat. In jedem Well und in jedem Filter befanden sich 3ml
Medium. Nach dem Tag der Aussaat wurden jeden bzw. jeden zweiten Tag die
transepithelialen Widerstande bestimmt. Nach den Widerstandsmessungen
wurde jeden zweiten Tag ein Mediumwechsel vorgenommen. Es wurden jeweils
2ml Medium sowohl apikal als auch basal ausgewechselt. Nach sechs Tagen
wurden nun die erwinschten hohen Messwerte erreicht, die zwischen 11500
Q-cm2 und 15000 Q-cm2 lagen, so dass die zweite Aussaat mit den A7-Zellen

erfolgen konnte.

In zwei der sechs Filter wurden 10° A7-Zellen und in weitere zwei Filter 10° A7-
Zellen ausgesat. Die gewlnschte Zellzahl der A7-Zellen wurde in der
Neubauerzahlkammer bestimmt. Die beiden Ubrig gebliebenen Behalter wurden
fur die Kontrollen genutzt. Diesen Filtern wurden keine Melanomzellen
zugefuhrt. Bei einem der beiden Wells kam es am Tag der zweiten Aussaat zu
einem Abfall des Widerstandes von 15000 Q-cm2 auf 6000 Q-cm2
Wahrscheinlich kam es zu einer Anreicherung der Zellen im Uberstand und

somit zu einer Ablosung des Zellrasens vom Filter. Nach dem Ausséden der
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Melanomzellen in die entsprechenden Filter, wurde in einem Abstand von 24

Stunden der TEER ermittelt.
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Abb. 1: TEER-Graph: A7-Zellen unterschiedlicher Zelldichte
Der Graph zeigt einen zeitlichen Zusammenhang zwischen der Zelldichte der
ausgesaten Melanomzellen und dem Widerstandsabfall. Die Stunde 0O stellt den

Zeitpunkt der zweiten Aussaat (Kokultivierung der C7-Zellen mit A7-Zellen) dar.

Bei der hohen Zellzahl (10°) konnte bereits nach 24 Stunden ein Einbruch des
transepithelialen Widerstandes um ca. 3000 Q-cm? beobachtet werden. Der

TEER-ADbfall konnte mit den weiteren Messungen untermauert werden.

Bei der niedrigeren Zellzahl (10°) konnte nach 24 Stunden dagegen kein
signifikanter Unterschied zu dem Ausgangswert festgestellt werden. Bei einem
der beiden Wells sank der transepitheliale Widerstand geringfiigig, und zwar um

ca. 400 Q-cm2 Beim zweiten Well stieg er sogar um 1300 Q-cmz2. Ein sichtbarer
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Widerstandsabfall, der bei ca. 3000 Q-cm? lag, und somit die Invasion der

Melanomzellen, wurde erst nach 48 Stunden erkennbar.

Die Widerstadnde der Kontrollen stiegen kontinuierlich. 48 Stunden nach der
zweiten Aussaat kam es jedoch zu einem langsamen Widerstandsabfall.
Wahrscheinlich kam es zu einer Anreicherung der Zellen im Uberstand und
damit zur Kompetition der Zellen um die Nahrstoffe aus dem Medium, die sich
in Form vom TEER-Abfall gedul3ert haben.

Wenn auch nur je zwei Experimente mit 100.000, 1.000.000 A7-Zellen und mit
den C7-Zellen alleine durchgefuhrt wurden, wurde gezeigt, dass es bei héheren
Melanomzellzahlen zu einem rascheren Widerstandsabfall kommt, als bei
geringerer Anzahl von Zellen. Die Invasivitdt wird also durch die Anzahl der

Melanomzellen bestimmt.

Bei den darauf folgenden Versuchen wurde ausschlie3lich mit Melanom-

zellzahlen von 10° gearbeitet.
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3.2 Experimente mit unterschiedlichen Melanomzell-
linien

3.21 C7-Zellen

3.2.2 C7-Zellen + Melanomzelllinie A375

3.2.3 C7-Zellen + Melanomzelllinie Wm9
3.24 C7-Zellen + Melanomzelllinie Wm35

Bei dieser Versuchsreihe sollten nicht die bereits untersuchten A7-Zellen,
sondern drei weitere Melanomzellarten auf ihre Invasivitat auf einem C7-
Zellrasen geprift werden. Danach wurden die Zellen sowohl miteinander als
auch mit den A7-Zellen aus der ersten Versuchsreihe verglichen und ihr

aggressives Verhalten dargelegt.

Zunachst wurden auf mehreren 6-Well-Platten C7-Zellen ausgesat. Wie
gewohnt befanden sich 3ml Medium in jedem Well, sowie 2ml Medium in jedem
Filter. Die 2ml wurden durch 1ml Zellsuspension auf 3ml ergénzt. In einem
Abstand von zwei Tagen wurde das Medium gewechselt. Es wurden jeweils 1ml
Medium apikal als auch basal entfernt und durch frisches Medium ersetzt.
AulRerdem wurde der Zelllayer auf seine Konfluenz unter einem Mikroskop

begutachtet.

Nach acht Tagen wurde mit den transepithelialen Messungen begonnen, die
alle zwei Tage durchgefuhrt wurden. Nach jedem Messvorgang wurde auch ein
Mediumwechsel vorgenommen. Nachdem hohe Messwerte, die sich von 12000
Q-cm2 bis 15000 Q-cm? erstreckten, erreicht waren, erfolgte die zweite Aussaat
mit den drei Melanomzellarten. Analog zur ersten Versuchsreihe wurden je 10°
Zellen pro Filter ausgeséat. Filter, die fur die Kontrollmessungen verwendet
wurden, blieben ohne Melanomzusatz. Dann wurde wie gewohnt mit der

transepithelialen Widerstandsmessung fortgefahren.
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Abb. 2: (Bsp. zu Abb. 2a und 2b): TEER-Graph: Wm9-, Wm35- und A375-Zellen
Der Graph zeigt das Verhalten der TEER nach Applikation von Wm9-, Wm35-
und A375-Melanomzellen auf den C7-Zellmonolayer. Die Stunde O stellt den
Zeitpunkt der zweiten Aussaat (Kokultivierung der C7-Zellen mit WM9-, Wm35-
und A375-Zellen) dar.

Bereits nach 24 Stunden konnte ein starker Zusammenbruch der TEER in allen
Wells, in denen jeweils eine der drei Melanomzellarten beigefiigt wurde,
beobachtet werden. Es wurden Werte zwischen 3200 Q-cm? und 6800 Q-cm?2
gemessen. Die transepithelialen Widerstdnde sind also in Relation zu den
Ausgangswerten vor der zweiten Aussaat um 50% bis 70% gesunken. Die

Kontrollen mit den C7-Zellen wiesen jedoch einen weiteren TEER-Anstieg auf.
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Abb. 2a: Zusammenfassung: Anderung der TEER nach 30 h (Kurzeffekt)

Die Abbildung verdeutlicht die relative Anderung der Widerstande aller vier
untersuchten Melanomzellarten (aus dieser und der ersten Versuchsreihe),
sowie der Kontrolle gegentiber den Ausgangswerten nach 30 Stunden. Die mit
(*) gekennzeichneten Messwerte (Standard Deviation) sind signifikant zur
Kontrolle (C7-Zellen).

In der zusammenfassenden Darstellung stellen die Saulen den Mittelwert mit
Standardabweichung dar, der aus den relativen Werten jeder Melanomzelllinie
und Kontrolle ermittelt wurde. Die relativen Werte wurden aus den Angaben
berechnet, die 2 Stunden vor und 28 Stunden nach der zweiten Aussaat

gemessen wurden.

Aus der Abbildung 2a ist deutlich zu erkennen, dass alle vier Melanomzellarten
bereits nach kurzer Zeit zu einem Widerstandsabfall gefiihrt haben. Bei der
Kontrolle dagegen ist ein Anstieg des Widerstandes zu sehen. Die Wm9-,

Wm35- und A7-Zellen fuhren initial zu einem geringflgig schnelleren Abfall der
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TEER als die A375-Zellen. Wobei bei den Wm35 der rascheste Abfall
beobachtet werden kann. Bei einem initialen Zeitintervall von </= 30 Stunden
kann also zwischen den einzelnen Melanomzellarten kein grofRer Unterschied
erkannt werden. Nach dem statistischen Vergleich mittels des ungepaarten
Student-t-Tests konnte nur bei den A375-Zellen kein signifikanter Unterschied

zur Kontrolle herausgearbeitet werden.
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Abb. 2b: Zusammenfassung: Anderung der TEER nach 47 h (Langeffekt)

Die Abbildung verdeutlicht die relative Anderung der Widerstande aller vier
untersuchten Melanomzellarten (aus dieser und der ersten Versuchsreihe),
sowie der Kontrolle gegentiber den Ausgangswerten nach 47 Stunden. Die mit
(*) gekennzeichneten Messwerte (Standard Deviation) sind signifikant zur
Kontrolle (C7-Zellen).

Bei dieser Abbildung stellen die Saulen ebenfalls den Mittelwert mit

Standardabweichung dar, der aus den relativen Werten jeder Melanomzelllinie

und Kontrolle ermittelt wurde. Die relativen Werte wurden jedoch aus den
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Werten berechnet, die 2 Stunden vor und 45 Stunden nach der zweiten Aussaat

gemessen wurden.

Erst nach einem langeren Zeitintervall von 47 Stunden, wie bei diesem
zusammenfassenden Saulendiagramm dargestellt, ist ein erheblicher
Unterschied zwischen den einzelnen Melanomzellen sichtbar. Die Wm9-,
Wm35- und A7-Zellen zeigen einen sehr starken TEER-Abfall, der bei allen drei
Melanomarten kaum einen Unterschied aufweist. Die A375-Zellen dagegen
weisen einen deutlich geringeren transepithelialen Widerstandsabfall auf, im
Vergleich zu den anderen drei Melanomarten. Somit ist hier deutlich zu
erkennen, dass die A7-, Wm9- und Wm35-Zellen ein hoheres
Aggressivitatsverhalten im Bezug auf die C7-Zellen aufweisen, als die A375-
Zellen. Im Gegensatz zu den A375-Zellen weisen alle drei Zellarten einen

signifikanten Unterschied zur Kontrolle auf.

Bei der Kontrolle ist im Gegensatz zum Kurzeffekt ein transepithelialer
Widerstandsabfall zu beobachten. Dieser kann auf eine Anreicherung der
Zellen im Uberstand zurtickzufiihren sein, die sich in Form vom TEER-Abfall

aulert.
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3.3 Experimente mit dem Zusatz von PAR-Agonisten

3.3.1 C7-Zellen

3.3.2 C7-Zellen + Melanomzelllinie A7

3.3.3 C7-Zellen + Melanomzelllinie A7 + PAR1-Agonist en
3.3.4  C7-Zellen + Melanomzelllinie A7 + PAR2-Agonist en
3.3.5 C7-Zellen + Melanomzelllinie Wm9

3.3.6  C7-Zellen + Melanomzelllinie Wm9 + PAR1-Agonis ten
3.3.7 C7-Zellen + Melanomzelllinie Wm9 + PAR2-Agonis ten
3.3.8 C7-Zellen + PAR1-Agonisten

3.3.9 C7-Zellen + PAR2-Agonisten

Bei dieser Versuchsreihe wurden neben den Melanomzelllinien A7 und Wm9
zusatzlich PAR-Agonisten getestet. Diese wurden entweder zusammen mit den
Melanomzellen oder separat dem C7-Zellmonolayer zugefligt. Dadurch sollte
ihre Wirkung auf die beiden Melanomzelllinien untersucht werden, inwieweit
ihre Invasivitat beeinflusst wird. Aul3erdem sollte gemessen werden, ob die
PAR-Agonisten alleine ebenfalls eine Wirkung auf die C7-Zellen austben

kdnnen.

Wie bereits bei den vorher beschriebenen Untersuchungen wurden auch hier
einige 6-Well-Platten mit C7-Zellen ausgeséat. Jedes Well wurde mit 3ml, sowie
jeder Filter mit 2ml des gewohnten Mediums flr die MDCK-C7-Zellen aufgeftillt.
Die 2ml wurden durch 1ml Zellsuspension auf 3ml erganzt. Alle zwei Tage
erfolgte ein Mediumwechsel. Es wurden jeweils 1ml Medium apikal als auch
basal entfernt und durch frisches Medium ersetzt. Aul3erdem wurde der

Zelllayer auf seine Konfluenz unter einem Mikroskop begutachtet.

Nach bereits zwei Tagen wurde mit den transepithelialen Messungen
begonnen. Diese wurden alle zwei Tage durchgefuhrt. Nachdem die
gewlnschten TEER-Werte erreicht waren, wurden sowohl die C7-Zellen, als
auch die beiden Melanomzellarten 24 Stunden vor der zweiten Aussaat auf
Mangelmedium (FCS-freies Medium) gesetzt.
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FCS ist fetales Kélberserum, das wachstumsférdernde Eigenschaften besitzt
und somit das Wachstum von Zellen stimuliert. Durch den Gebrauch von

Mangelmedium wurden die Zellen sensitiver gemacht.

Es wurden neue 6-Well-Platten verwendet. Jedes Well wurde mit 3ml
Mangelmedium (DMEM + Pen/Str) aufgefillt. Das Medium (DMEM + FCS +
Pen/Str), welches sich in den Filtern mit den C7-Zellen befand, wurde
grof3tenteils abgesaugt. Die Filter wurden dann in die neuen 6-Well-Platten
Uberfuhrt und mit Mangelmedium auf ca. 3ml aufgefillt. Bei den A7-Zellen
(DMEM + FCS + Pen/Str + G 418), sowie den Wm9-Zellen (RPMI + FCS +
Pen/Str + L-Glutamin) wurde das Medium ebenfalls abgesaugt und durch
Mangelmedium (DMEM + Pen/Str) bei Wm9-Zellen und (DMEM + Pen/Str +
G418) bei A7-Zellen ersetzt.

Nach 24 Stunden erfolgte dann die letzte TEER-Messung vor der zweiten
Aussaat. Dann wurden die Melanomzellen gesplittet. Zuerst wurde das Medium
aus den T7s — Flaschen abgesaugt. Dann wurden jeweils 10ml EDTA-Puffer
hinzugefigt und die Flaschen fir ca. 10 min. inkubiert, bis sich die Zellen gelost
haben. Es wurde nicht wie bisher mit PBS-Puffer gesptlt und die Zellen
anschlieBend mit Trypsin-EDTA behandelt, da das Trypsin die Rezeptoren
aktivieren kann. PAR2 reagieren sehr stark sensitiv auf Trypsin, PAR1 dagegen

weniger.

Nach der Inkubation wurde wieder wie bekannt fortgefahren und die Anzahl der
Melanomzellen in der Neubauerzéahlkammer bestimmt. Dann erfolgte die zweite
Aussaat. In einige der Filter wurden nur die Melanomzellen, in weitere nur
PAR1 und PAR2 und in andere wiederum eine Melanomzellart kombiniert mit
einem der beiden PAR-Agonisten ausgesat. Wie gewohnt blieben einige der
Filter ohne einen Zusatz und dienten somit der Kontrolle.
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In den ersten drei Tagen nach der zweiten Aussaat wurde zweimal am Tag der
transepitheliale Widerstand bestimmt. Ab dem vierten Tag nur noch einmal

taglich. Die Widerstdnde wurden bis 147 Stunden nach der zweiten Aussaat

gemessen.
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Abb. 3: (Bsp. zu Abb. 3a und 3b): TEER-Graph: PAR2

Diese Abbildung ist ein Beispiel aus der Versuchsreihe mit den PAR1- und
PAR2-Agonisten. Der Graph zeigt das TEER-Verhalten nach der Applikation
von Wm9-Zellen, von PAR2-Agonisten, sowie von Wm9-Zellen kombiniert mit
dem PAR2-Agonisten. Die Stunde O stellt den Zeitpunkt der zweiten Aussaat
(Kokultivierung der C7-Zellen mit Wm9-Zellen) dar.

Aus dem Graphen ist deutlich zu erkennen, dass es durch die Gabe von Wm9-
Zellen, sowie von Wm9-Zellen mit einem Zusatz von PAR2-Agonisten bereits
nach 17 Stunden zu einem TEER-Abfall gekommen ist. Die Widerstande fielen
kontinuierlich mit der Zeit, wobei zwischenzeitlich zweimal ein leichter Anstieg

des transepithelialen Widerstandes zu erkennen ist. Nach 147 Stunden wurden
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Widerstdnde gemessen, die in Relation zu den Ausgangswerten vor der
zweiten Aussaat um 50% bis 60% gesunken waren. Bei einem Well mit den
Wm9-Zellen, ist vor allem am Ende der Messungen ein deutlich geringerer
TEER-Abfall zu beobachten, als bei den Wm9-Zellen + PAR2-Agonisten. Dies
konnte darauf hindeuten, dass der Zusatz von PAR-Agonisten die Proteinase-
aktivierten Rezeptoren aktiviert und somit die Invasivitat von Melanomzellen

verstarkt, die sich in dem Widerstandsabfall widerspiegelt.

Bei der Kontrolle und dem Well mit den PAR2-Agonisten verandern sich die
Widerstdnde wahrend der Messungen nur geringfugig. Sie pendeln um die
Ausgangswerte mit leichten Ausschweifungen nach oben und nach unten. Bei
der Kontrolle entspricht der Endwert (nach 147 Stunden) bei der TEER-
Bestimmung fast dem Ausgangswert, da hier ein Anstieg von 2,7% vorlag. Bei
den PAR2-Agonisten ist nach 147 Stunden ein Widerstandsabfall von nur 9%
zu beobachten. Somit ist zu vermuten, dass durch die alleinige Gabe von PAR-
Agonisten der Widerstand nicht sinkt und somit kein Einfluss auf den C7-

Monolayer ausgeubt wird.
Versuche mit PAR1-Agonisten wurden ebenfalls durchgefiihrt und zeigten

ahnliche Widerstandsabfélle, wie bei den PAR2-Agonisten (siehe Abb. 3a und
3b).
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Abb. 3a: Zusammenfassung: Anderung der TEER nach 24 h (Kurzeffekt)

Die Abbildung verdeutlicht die relative Anderung der Widerstande der beiden
Melanomzellarten, sowohl mit als auch ohne einen Zusatz von PAR1- und
PAR2-Agonisten, sowie der Kontrolle gegentiber den Ausgangswerten nach 24
Stunden. Die mit (*) gekennzeichneten Messwerte (Standard Deviation) sind

signifikant zur Kontrolle (die jeweilige Melanomart ohne PARS).

Wie bereits in der vorherigen Versuchsreihe erlautert, stellen die Séaulen in der
zusammenfassenden Darstellung den Mittelwert mit Standardabweichung dar,
der aus den relativen Werten ermittelt wurde. Die relativen Werte wurden aus
den Angaben berechnet, die 2 Stunden vor und 22 Stunden nach der zweiten

Aussaat gemessen wurden.
Innerhalb der initialen Zeit, kann noch nicht eindeutig festgestellt werden, was

fur einen Einfluss Proteinase-aktivierte Rezeptoren auf die Invasivitat von

Melanomzellen nehmen. Beim Betrachten des Saulendiagramms fiihren A7-
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Zellen tendenziell zu einer gréleren Abnahme des TEER, als A7-Zellen mit
einem Zusatz von PAR-Agonisten. Dabei liegt der Widerstandabfall bei den
Wells mit dem PAR2-Zusatz geringfugig héher als der bei den PAR1-Agonisten.
Jedoch wie spater gezeigt, kann ein protektiver Effekt von PAR1 nicht belegt
werden. Die Wm9-Zellen dagegen fuhren zu einer geringeren Abnahme des
TEER, als Wm9-Zellen mit einem Zusatz von PAR-Agonisten. Im Vergleich zu
PAR1-Agonisten fihren PAR2-Agonisten bei dieser Melanomzellart ebenfalls
zu einem starkeren Widerstandabfall. Somit kann man annehmen, dass PAR2-
Agonisten die Invasivitat von beiden Melanomzellarten starker beeinflussen als
PAR1-Agonisten. Nach dem statistischen Vergleich mittels des ungepaarten
Student-t-Tests konnte nur bei den A7-Zellen ein signifikanter Unterschied zur
Kontrolle (die gleiche Melanomart ohne Zusatz von PARS) herausgearbeitet
werden.

Die Kontrolle weist innerhalb des kurzen Zeitintervalls ebenfalls einen TEER-
Abfall auf.
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Abb. 3b: Zusammenfassung: Anderung der TEER nach iiber 140h (Langeffekt)
Die Abbildung verdeutlicht die relative Anderung der Widerstande der beiden
Melanomzellarten, sowohl mit als auch ohne einen Zusatz von PAR1- und
PAR2-Agonisten, der PAR-Agonisten, sowie der Kontrolle gegentber des
Ausgangswertes nach mehr als 140 Stunden. Die mit (*) gekennzeichneten
Messwerte (Standard Deviation) sind signifikant zur Kontrolle (die jeweilige

Melanomart ohne PARS).

Bei diesem zusammenfassenden Sdulendiagramm ist genau zu erkennen, dass
die Gabe von Melanomzellen, mit oder ohne eines PAR-Agonisten-Zusatzes,
auf die C7-Zellen zu einer signifikanten Abnahme des TEER gegenuber der
Kontrolle und der alleinigen Gabe von PAR1- und PAR2-Agonisten fuhrt.

Es ist deutlich zu sehen, dass sowohl die A7-, als auch die Wm9-Zellen ein
weniger aggressives Verhalten aufweisen, wenn sie alleine dem C7-Monolayer
zugegeben werden. lhre Invasivitat wird durch die Zugabe von PAR-Agonisten
erhoht. Diese ist an dem starkeren TEER-Abfall deutlich zu erkennen. Wie
bereits bei dem Kurzeffekt vermutet, ist ebenfalls ein Unterschied zwischen den
beiden Rezeptortypen feststellbar. Die Applikation von PAR2-Agonisten
verstarkt das invasive Verhalten von Melanomzellen mehr als PAR1-Agonisten.
Mittels des Student-t-Tests konnte dieser signifikante Unterschied

herausgearbeitet und somit bestatigt werden.

Der Anschein, der beim Kurzeffekt sichtbar ist, die Zugabe von PAR1 zu den
A7-Zellen wirde zu einem Anstieg des TEER fuihren, kommt dadurch zustande,
dass es unerwarteter Weise zu einem Abfall der Kontrolle gekommen ist. Beim

Langeffekt konnte dieses widerlegt werden.

Bei der Kontrolle, sowie bei der alleinigen Zugabe von PAR1- und PAR2-
Agonisten ist bei einem langen Zeitintervall eine Zunahme des TEER
erkennbar. Dies bedeutet, dass PAR-Agonisten alleine keinen Einfluss auf den

C7-Monolayer ausiben.
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4 Diskussion

4.1 Invasivitat von Melanomzellen

Als Metastasierung wird allgemein die Verschleppung von Tumorzellen in
andere Bereiche des Organismus und ein damit verbundenes An- und
Weiterwachsen in dieser Lokalisation bezeichnet [20]. Voraussetzung fur die
Metastasierung ist, dass der Krebs invasiv wachst, d.h. in die angrenzenden

Strukturen hinein mit Durchbruch in Blut- oder Lymphgefaile.

Als Invasivitat bezeichnet man also die Fahigkeit, korpereigene Barrieren wie
die Basalmembran oder die Blut-Hirn-Schranke zu durchdringen, ein Blut- oder
Lymphgefal? aktiv aufzusuchen (Chemotaxis), in das Gefal3 einzudringen, sich
wahrend der Wanderung im Blut gegen das korpereigene Immunsystem zu
wehren, andernorts das Gefald zu verlassen, und sich schlie3lich zu vermehren.
Sie ist eine aktive Leistung maligner Krebszellen, und zwar abhangig von den

jeweiligen genetischen Besonderheiten des individuellen Tumors.

Proteinasen, proteolytische Enzyme, die Proteine oder Peptide spalten kénnen,
spielen eine wichtige Rolle bei der Invasivitdt und Metastasierung maligner
Tumoren. Fir die Entstehung von Metastasen bdsartiger solider Tumoren ist es
notwendig, dass Tumorzellen die Basalmembran, bestehend aus Kollagen (Typ
IV), Laminin und Heparinsulfatproteoglykanen, durchwandern. Fur deren
Uberwindung spielen Proteinasen wie die Serin-Proteinasen, Cystein-
Proteinasen, Aspartyl-Proteinasen und insbesondere Matrix-Metalloproteinasen
eine essentielle Rolle. Alle vier Klassen von Proteasen kdnnen an einem oder

mehreren Schritten des Metastasierungsprozesses beteiligt sein [81].

Die verschiedenen Peptidasen, eine weitere Bezeichnungsmaoglichkeit dieser
proteolytischer Enzyme, werden durch die einzelnen Tumorzellen gebildet und
ausgeschieden. Sie sind fur alle Organismen lebensnotwendig und ubiquitar,

d.h. sie kommen in allen Geweben und Zellen vor.
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Proteasen konnen aufgrund ihrer charakteristischen aktiven Zentren klassifiziert
werden. An dem aktiven oder katalytischen Zentrum wird das Substrat in einer
fur die Reaktion optimalen r&umlichen Anordnung fixiert und einzelne

funktionelle Gruppen wirken als eigentliche Katalysatoren.

Matrix-Metalloproteinasen sind zinkabhangige Endopeptidasen, die fir die
Spaltung und fur den Abbau von perizellularen Substraten zustandig sind. Es
sind Uber 23 verschiedene Mitglieder von MMPs bekannt, die nicht nur bei den
Menschen, sondern auch bei wirbellosen Tieren und Pflanzen identifiziert
worden sind [13,132].

Jedes Mitglied der Familie der Matrix-Metalloproteinasen hat charakteristische,
oft aber auch Uberlappende Eigenschaften beziglich der extrazellularen
Substrate wie Kollagen, Elastin, Fibronektin, Laminin und nahezu jede weitere
Komponente der extrazellularen Matrix [78]. MMPs haben also jeweils fir sie
spezifische Substrate. Beispielsweise wird Typ IV Kollagen hauptsachlich von
den MMP-2 und -9 abgebaut. MMP-3, -10 und -11 dagegen bauen

Proteoglykane, Laminin oder Fibronektin ab.

Viele verschiedene, invasive Zelllinien, die z.B. beim Brust-, Prostata- oder
Lungenkrebs vorzufinden sind, exprimieren gro3e Mengen an MMP-2 [136].
Stark aggressive Melanomzellen scheiden nicht nur grol3e Mengen an MMP-2
und MMP-9, auch Gelatinase A und Gelatinase B genannt, aus, sondern auch
MMP-1 und das transmembrane Enzym MT1-MMP [67,116].

Fur die unterschiedlichen Proteinase-Klassen existieren jeweils unspezifische,
wie z.B. a2-Makroglobulin, oder spezifische Inhibitoren, wie z.B. der
.plasminogen activator inhibitor* (PAI) oder die sogenannte ,tissue inhibitors of
metalloproteinases” (TIMPs), die ebenfalls durch die Tumorzellen sezerniert
werden [61]. Die Inhibitoren sind entweder flr eine ganze Proteasenklasse

spezifisch oder sie verringern nur die Aktivitat einzelner Enzyme einer Klasse.
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Unter normalen physiologischen Bedingungen wird die Produktion
proteolytischer Enzyme, z.B. MMPs, im Gleichgewicht mit ihren Inhibitoren, z.B.
TIMPs, gehalten [9]. Bei einer Invasion wird dieses Gleichgewicht gestort und
es kommt zu einer Imbalance stimulatorischer und inhibitorischer Faktoren

zugunsten der Proteasen [81].
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4.2  Proteinase-aktivierte Rezeptoren

Proteinase-aktivierte Rezeptoren (PARs) stellen eine neue Unterfamilie G-
Protein gekoppelter Rezeptoren (GPCRs) mit sieben transmembranéren
Doménen dar. Diese Subfamilie ist durch einen einzigartigen
Aktivierungsmechanismus Uber die proteolytische Spaltung verschiedener
Serinproteasen (Thrombin, Trypsin, Tryptase, Cathepsin G, Proteinase-3,
Faktor VII, Faktor Xa, bakterielle Proteasen, Hausstaubmilbenallergene),
synthetischen aktivierenden Peptiden (APs) [35,46,69,94,95], aber auch durch
die bereits erwéhnten Matrix-Metalloproteinasen, namlich die MMP-1 [14,60]

gekennzeichnet.

Eine Beteiligung von PARs konnte bei akuten und chronischen Entziindungen
wie der Pankreatitis, Kolitis, Entziindungen der Haut, Orchitis und rheumatoider
Arthritis gezeigt werden. Sie beeinflussen unter anderem auch Blutgerinnung,

Tumorwachstum oder allergische Reaktionen.

Zurzeit umfasst die Familie der Proteinase-aktivierten Rezeptoren vier
Mitglieder, die als PAR1 bis PAR4 definiert sind [107].

Die Aktivierung Proteinase-aktivierter Rezeptoren ist durch einen einzigartigen
Mechanismus gekennzeichnet: Proteinasen aktivieren PARs mithilfe der
proteolytischen Spaltung im Bereich des extrazellularen N-Terminus des
Rezeptors. Dadurch entsteht eine neue, unbekannte Rezeptor-aktivierende N-
terminale Sequenz, die innerhalb des Rezeptors an diesen bindet und ihn
aktiviert [105,106,133]. Innerhalb dieser angebundenen Ligandendomane gibt
es spezielle Reste (circa sechs Aminosauren), die mit der zweiten
extrazellularen Schlaufe und anderen Domanen des gespaltenen Rezeptors
interagieren [131] und somit zur Aktivierung fuhren. Der Prozess der
intramolekularen Aktivierung wird gefolgt von der Anhaftung an G-Proteine und
vom Auslosen einer Vielfalt von nachgeschalteten Signaltransduktionsbahnen
[46,69,95]. PARs werden daher nicht wie klassische Rezeptoren aktiviert, da

der spezifische, Rezeptor-aktivierende Ligand ein Teil des Rezeptors ist [125].
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Durch die Aktivierung von PARs werden also Signaltransduktionskaskaden in
Gang gesetzt, die zur Beeinflussung von Zellfunktionen wie Proliferation,
Differenzierung, Mitogenese, Zellmotilitat, Regulation von Zellzyklusproteinen
oder Freisetzung von Wachstumsfaktoren fuhren. Proteasen sind somit
Signalmolekiile, die durch Aktivierung spezifischer Rezeptoren und Induktion
intrazellularer Signaltransduktionskaskaden wichtige Zellfunktionen

beeinflussen.

Die Aktivierung von Proteinase-aktivierten Rezeptoren kann auch durch den
Gebrauch von synthetischen Peptiden, so genannte PAR-aktivierende Peptide,
die mit den Domanen der angebundenen Liganden der humanen PAR1, PAR2
und PAR4 ubereinstimmen, reproduziert werden [88]. SFLLRN-NH; ist ein
PAR1-AP, SLIGRL-NH, ein PAR2-AP, TFRGAP ein PAR3-AP und GYPGQV
ein PAR4-AP. Einige dieser Agonisten sind in der Lage mehr als einen
Proteinase-aktivierten Rezeptor zu aktivieren. Als Beispiel dafiir dient SFLLRN-
NH, ein PAR1 aktivierendes Peptid, der auch PAR2 aktivieren kann. SLIGRL-
NH, dagegen ist nicht in der Lage andere PARs zu aktivieren [125].

Proteinase-aktivierte Rezeptoren wurden erstmals als ,,Thrombin-Rezeptoren®
beschrieben (1991) [133]. Der Identifikation des murinen PAR2 [105] folgte die
Klonierung des humanen Homologs, des ,Trypsin-Rezeptors® (1996) [17].
Mittlerweile sind die Rezeptoren PAR3 (1997) und PAR4 (1998) bestimmt

worden und es ist zu vermuten, dass die Identifikation weiter folgen wird [68].

PAR1, PAR3 und PAR4 dienen fir Thrombin, Trypsin oder Cathepsin G als
Zielrezeptoren [78,82,133,138]. PAR2 ist der einzige Rezeptor, der gegen
Thrombin resistent ist. Er kann jedoch durch Trypsin, Mastzell-Tryptase (ein
wichtiges Enzym bei allergischen und entziindlichen Reaktionen in der Haut),
Faktor Xa und neuronale Serin-Proteinasen aktiviert  werden
[21,90,92,100,105,106,121,123].
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Thrombin ist ein entscheidendes Enzym der plasmatischen Blutgerinnung, er
spielt aber auch eine Rolle bei der Entziindung, bei Allergien, Tumorwachstum,
Metastasierung, Gewebeumbau, Thrombose und wahrscheinlich bei der
Wundheilung [28,35,36,95]. Es ist bewiesen, dass viele zellulare Ablaufe von
Thrombin (z.B. Thrombozytenaggregation, Angiogenese) auf die Aktivierung
seiner G-Protein gekoppelter Rezeptoren zurtickzufthren sind
[26,39,93,102,112,127,128,130].

PAR1, auch als Thrombin-Rezeptor bezeichnet, ist in einer Vielzahl von
Geweben vorzufinden, einschlie3lich auf Thrombozyten, endo- und epithelialen
Zellen, glatten Muskelzellen, Gliazellen, Neuronen, Mastzellen, Fibroblasten
und auf bestimmten Tumorzelllinien [7,32,62,73,133,135]. Die Aktivierung von
PAR1 hat dementsprechend einen wesentlichen Einfluss auf das Gefal3system,
den gastrointestinalen Trakt (Gl), das periphere Nervensystem, die
Blutgerinnung oder das Invasionsverhalten von malignen Tumoren [125]. PAR1
wird ebenfalls auf der Oberflache vieler Zellen (z.B. epitheliale Zellen, glatte
Muskelzellen) der Atemwege exprimiert. Es gibt sogar mehrere Studien, die
darlegen, PAR1 spiele eine wichtige Rolle bei entzindlichen
Lungenerkrankungen, wie bei der Lungenfiborose oder bei Asthma
[8,24,25,27,40,93,120,134]. Wie bereits erwahnt, wird der Rezeptor auch von
Endothelzellen exprimiert, der physiologischen Barriere zwischen Blut und
Gewebe. In diesen Zellen kann PAR1 auch durch aktivierendes Protein C
(APC) stimuliert werden. Im Vergleich zu Thrombin, hat APC
entztindungshemmende und gefal3schiitzende Effekte. Da sowohl Thrombin als
auch APC unterschiedliche biologische Effekte im Endothelium ausiben
konnen, ist PAR1 in der Lage verschiedene Signaltransduktionsbahnen zu

stimulieren.

Antagonisten fur PAR1 [2,6,11] sind in der Lage, solche Prozesse effektiv zu
inhibieren. PAR1 weisen mehrere extra- und intrazellulare Stellen auf, die fur
ihre Funktion wichtig sind und als Targets flir Antagonisten fungieren [45]. Bei

den Antagonisten handelt es sich zum Teil um Pepducine, Peptide, die aus der
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dritten intrazellularen Schlaufe des PAR1 erlangt wurden. Nicht-Peptid

Antagonisten sind auch bekannt.

PAR2 wird im Hirn, Auge, Herzen, gastrointestinalen Trakt, in den Atemwegen,
Eierstocken, Hoden, in der Bauchspeicheldriise, Niere, Leber, Prostata und in
der Haut exprimiert [17,53,71,104,105,106,123,124], jedoch nicht von den
Thrombozyten [77]. Der Rezeptor ist ebenfalls bei vielen Zelltypen vorzufinden,
wie zum Beispiel bei den Epithel- und Endothelzellen, glatten Muskelzellen,
Osteoblasten, Immunzellen, wie T-Zellen, Mastzellen, neutrophilen oder
eosinophilen Granulozyten [1,3,17,34,74,77,86,97,99,111,113]. Die Aktivierung
von PAR2 nimmt also einen Einfluss auf das Gefal3system mit vielen
entztindungsférdernden Effekten. Er fuhrt zur Vasodilatation, sowie zur
endothelialen Zellproliferation im kardiovaskularen System. PAR2 hat ebenfalls
einen Einfluss auf die Atemwege, sowohl mit entziindungshemmender, als auch
—fordernder Rolle, auf das Gehirn, das periphere Nervensystem und auf die
Haut. Er ist ein Rezeptor fur Mastzell-Tryptase, einem wichtigen Enzym bei
allergischen und entzindlichen Reaktionen in der Haut. Da der Rezeptor in
entzindlicher Haut auf sensorischen Nervenfasern heraufreguliert wird, liegt es
nahe, dass Mastzellen Uber die Aktivierung von PAR2 mit Nervenfasern der
Haut kommunizieren. In der Tat fuhrt die Aktivierung von neuronalem PAR2 zur
Freisetzung von Neuropeptiden aus sensorischen Nerven und somit zur

neurogenen Entztindung [123].

Antagonisten gegen PAR2 sind noch nicht genau bekannt und immer noch in
der Erprobung.

PAR3 wird bei Menschen im Knochenmark, Herz, Gehirn, Pankreas, Thymus,
Magen, Duinndarm, in der Plazenta, Leber, Luftrohre und in den Lymphknoten
exprimiert, wobei die Zelltypen noch identifiziert werden muissen [125].
Untersuchungen zur PAR3-Expression in menschlichen Thrombozyten haben

ergeben, dass der Rezeptor gar nicht oder kaum von den Blutplattchen
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produziert wird [83]. Er scheint als ein Cofaktor fir die Aktivierung von PAR4 zu

wirken, anstatt als ein unabh&ngiger Zellregulator zu fungieren [101].

Uber PAR3-Antagonisten ist nichts bekannt.

PARA4 ist der zuletzt bestimmte Rezeptor, der aus dem Gewebe von Menschen,
Méausen und Ratten geklont wurde [70,82,138]. Bei den Menschen ist PAR4
sehr weit verbreitet im Gehirn [126], in den Hoden, in der Plazenta, Lunge,
Leber, Bauchspeicheldrise, Schilddrise, Skelettmuskulatur und im Dinn- und
Leerdarm [138]. AufRerdem wird PAR4 auf Blutplattchen und
immunkompetenten Zellen exprimiert, was die Rolle dieses Rezeptors wahrend
der Entzindung nahe legt. Bei Ratten wird er in der Speiserdhre, im Magen,
Zwolffingerdarm, hinteren Dickdarmanteil, Gehirn und in der Milz exprimiert
[70,85]. Sowohl beim Menschen als auch bei den Mausen werden flur die
Thrombozytenaktivierung zwei Thrombinrezeptoren verwendet, da PAR4 eine
geringe Affinitat aufweist. Bei Mausen benutzen Blutplattchen PAR3 und PAR4,
anstatt von PAR1 und PAR4, um auf Thrombin zu reagieren [82]. Beim
Menschen dagegen wird die Thrombozytenantwort hauptsachlich tber PAR1
vermittelt. Nur bei hohen Konzentrationen oder bei unterdrickter PAR1-
Aktivierung, ist die Thrombin vermittelte Thrombozytenaktivierung von PAR4
abhangig. Diese Zusammenarbeit von mehreren Rezeptoren wird als ,cross-
talk bezeichnet. Signale, die Uber PAR4 vermittelt werden, fihren zu einer
Zufuhr ~ von  Kalzium [5,82,91], Thromboxanproduktion [61] und
Thrombozytenaggregation [5].

Wie bei PAR1, wurden auch fur PAR4 Antagonisten synthetisiert [137].

Alternativen in Bezug auf die Entwicklung von PAR-Antagonisten stellen auch
inhibitorische  Proteasen dar, die PAR-Rezeptoren C-terminal der
Aktivierungsstelle spalten und somit den Rezeptor inaktivieren. Aber auch
Protease-Inhibitoren, wie zum Beispiel das Nafomastat-Mesilat, dienen als

PAR-Antagonisten.
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4.3 Einfluss der PAR-Rezeptoren auf die Invasivitat

Das Hauptziel dieser experimentellen Arbeit war es den Einfluss von PAR1 und
PAR2 auf die Invasivitat von zwei Melanomzelllinien, A7 und Wm9, zu

untersuchen.

PARs sind Proteinase-aktivierte Rezeptoren, die eine wichtige Rolle bei der
Entziindung und Blutgerinnung spielen. Auf3erdem werden PARs auf
Melanomzellen exprimiert [41] und sie kdnnen sowohl durch Serinproteasen,

als auch durch synthetische Stoffe, so genannte Agonisten, stimuliert werden.

In der Versuchsreihe wurden Melanomzellen, alleine oder mit einem Zusatz von
PAR1- und PAR2-Agonisten, auf eine MDCK-C7-Nierenepithelzelllinie ausgesat

und ihr Aggressivitatsverhalten anhand von Widerstandsmessungen ermittelt.

Wie schon durch Even-Ram und Mitarbeiter, sowie Boire und Mitarbeiter
bewiesen, spielt PAR1, das am besten charakterisierte Mitglied G-Protein
gekoppelter Rezeptoren, eine entscheidende Rolle bei der Tumorinvasion und
-entwicklung [14,50].

Neben Thrombin, Faktor Xa und Trypsin, den proteolytischen Aktivatoren von
PAR1, haben Boire und seine Kollegen zum ersten Mal demonstriert, dass
MMP-1, eine Kollagenase der Matrix-Metalloproteinase-Familie, einen
zusatzlichen proteolytischen Aktivator von PAR1 darstellt. Diese funktionelle
MMP-1/PAR1 Achse begiinstigt die Tumorentstehung und Invasion beim
Brustkrebs in vitro und in vivo, sowie beim Darm-, Pankreaskrebs und bei

malignen Melanomen [14].

MMP-1 sind haufig im malignen Gewebe anzutreffen und ein Markenzeichen
beim Brustkrebs. Sie werden durch Stromazellen synthetisiert und an das
extrazellulare Milieu sezerniert, wo sie aktiviert werden. Aktive MMP-1 spalten
Kollagen von Typ | in der EM. Aul3erdem bindet MMP-1 an den extrazellularen

N-Terminus des PAR1-Rezeptores und spaltet diesen, um den angebundenen
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Liganden freizusetzen. Daraufhin bindet dieser an die zweite extrazellulare
Schlaufe, aktiviert intrazellulare G-Proteine (Ga/f) entlang der Membran und
|0st eine Kaskade von Ereignissen aus, die zu einem invasiven Phenotyp fur
Krebszellen fuhrt [108].

AulRerdem haben Goerge und Mitarbeiter aus unserem Labor dargelegt, dass
der Tumor-Endothel ,cross-talk” durch die intravaskulare MMP-1/PAR1 Achse
vermittelt wird. Sie unterstellten, dass MMP-1 ein prothrombisches,
entzindliches und adhasives Milieu Uber die Aktivierung des endothelialen
PAR1 hervorrufen kann, die so genannte endotheliale Zellaktivierung (ECA).
AulRRerdem fanden sie heraus, dass MMP-1 in humanen endothelialen Zellen die
Ca®* -Konzentration erhéht und zur Exozytose von VWF, einem Marker fur ECA,
fuhrt. Diese Prozesse kdonnen jedoch mittels PAR1-Antagonisten (SCH-79797,
RWJ-58259 und ATAP-2) gehemmt werden, was somit beweist, dass die
Aktivierung Uber PAR1 vermittelt wird [60].

Bei der Krebsentwicklung spielen auch Gelatinasen, MMP-2 und MMP-9, die im
Wesentlichen durch die Tumorzellen selbst produziert und sezerniert werden,
eine grofRe Rolle [94,114]. Eine andere Teilmenge der MMP Grol3familie
beinhaltet MMP-1, MMP-8 und MMP-13. Diese so genannten Kollagenasen
spalten neben den Elementen der EM etliche andere Matrix- und
Nichtmatrixproteine einschlie8lich der Wachstumsfaktoren, die fur die

Regulierung des Zellwachstums und —Uberlebens zustandig sind.

Der Anstieg des invasiven Potentials bei Melanomzellen konnte durch meine
Versuchsreihe bestétigt werden. Innerhalb eines kurzen Zeitinterwalls (17 Std.)
nach der zweiten Aussaat wurden Widerstandsabféalle in den Wells mit
Melanomzellzusatz gemessen. Dabei konnte jedoch noch nicht explizit gesagt
werden, ob der Zusatz von PAR1-Agonisten den TEER-Abfall beschleunigt.
Nach ca. sechs Tagen wurde jedoch deutlich gezeigt, dass die Melanomzellen,
bei denen PAR1 durch den entsprechenden Agonisten stimuliert wurde, ein

hdheres Invasivitatsverhalten aufwiesen.
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Es gibt auch weitere Studien, in denen eine positive Korrelation zwischen der
PAR1-Expression in Gewebeproben und dem Grad der Tumorausbreitung
herausgearbeitet werden konnte [50,84,98]. AuRerdem wird Uber die PAR1-
Aktivierung die Tumorentstehung gefordert. Dieses erfolgt tiber die Stimulierung
der Tumorzellproliferation und durch das Hervorrufen der Expression von z.B.
endothelialen Wachstumsfaktoren [139] in Melanom- und Darmkrebszellen
[42,51]. Nierodzik und Mitarbeiter, sowie Bromberg und Mitarbeiter konnten
zeigen, dass die Uberexpression von PAR1 in murinen und humanen

Melanomzellen zu einer erh6hten Metastasierung bei Mausen fihrt [19,103].

In einigen Untersuchungen wurde gezeigt, dass vor allem PAR1 von
metastasenbildenden humanen Melanomzellen in vitro in hohen Mengen
exprimiert wird [51,129]. Massi und Mitarbeiter haben zum ersten Mal gezeigt,
dass PAR1 nicht nur in metastatischen Melanomen, sondern auch in

dysplastischen Muttermalen tberexprimiert wird [98].

PAR2, auch Tryptase-Rezeptor genannt, wird in malignen Melanomen
unterschiedlich exprimiert [98]. In mehreren Studien wurde bereits gezeigt, dass
PAR2 eine wachstumsfordernde Rolle bei Tumoren aus unterschiedlichen
Geweben hat [43,54,66,79,118,119]. In der Haut wird PAR2 von humanen
Keratinozyten in grof3en Mengen exprimiert [4,44,72,113,123]. Erst kirzlich
wurde durch Rattenhol und Kollegen aus unserem Labor bewiesen, dass PAR2
die Entwicklung von Hauttumoren, die sich aus Keratinozyten ableiten, in vivo
inhibiert [110]. Seine antiproliferierende Wirkung gewinnt er durch die
Stimulierung der TGF-B1 Sekretion, durch die Regulierung von K10 Expression

und durch die Hemmung der Angiogenese.

Neben den Serinproteasen und synthetischen Stoffen, kann PAR2 auch durch
einen gespaltenen PARL1 intrazellular transaktiviert werden [12]. Shi und
Kollegen konnten sogar zeigen, dass PAR2 in Melanom- und
Prostatakrebszellen direkt durch PARL1 aktiviert werden kann, was zu einem

Anstieg der Zellwanderung und —invasion fuhrte. Daflr war nicht einmal eine
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vorausgehende Spaltung des PAR1 durch Thrombin nétig. Bei der Motilitat von
Tumorzellen konnten Shi u. a. ebenfalls demonstrieren, dass Thrombin nicht
nur PAR1, sondern auch PARZ2 indirekt spalten und aktivieren kann [118].
Dieses wirft die Moéglichkeit auf, dass die PAR2-Aktivierung zur Metastasierung
beitragt.

Auch bei den Melanomzellen, die durch PAR2-Agonisten stimuliert wurden, war
nach einem langeren Zeitintervall ein starkerer TEER-ADbfall sichtbar und somit
ein hoheres Aggressivitatsverhalten bestatigt, als bei den Zellen ohne PAR2-

Agonisten.

Das beste Resultat beziiglich der PAR-Expression in Melanomzellen wurde bei
Wm9-Zellen erzielt. Fast 40% der Wm9-Zellen weisen auf ihrer Zelloberflachen
PAR1 auf. PAR2 dagegen wird in geringen Mengen gebildet (< 5%). Aul3erdem
wurde eine hohe MMP-1-Expressionsrate bei der Wm9-Melanomzelllinie
demonstriert im Vergleich zu einer niedrigen Rate bei anderen
Melanomzelllinien (A7 und A375) [unvero6ffentlichter Artikel].

In der Versuchsreihe konnte dieses nicht bestatigt werden, da sowohl die WM9,
als auch die A7-Zellen mit den PAR2-Agonisten ein hoheres
Invasivitatsverhalten gezeigt haben, als mit PAR1-Agonisten. Dieses wuirde
darauf deuten, dass beide Melanomzelllinien eine hohere Anzahl von PAR2
exprimieren, die dementsprechend in groRerer Menge aktiviert werden kann. Es
besteht aber auch die Moglichkeit, dass durch die Aktivierung von PAR2 die A7-
und WM9-Melanomzellen invasiver reagieren, als bei der Aktivierung von
PAR1.

Mit dieser Versuchsreihe konnte gezeigt, dass Melanomzellen sowohl PAR1,
als auch PAR2 exprimieren, die durch PAR-Agonisten stimuliert werden
konnen. Bei meinen Versuchen habe ich mit den Melanomzelllinien A7 und
Wm9 gearbeitet. Die Untersuchungen haben gezeigt, dass die

Melanomzelllinien mit einem Zusatz von PAR-Agonisten ein héher invasives
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Verhalten aufweisen, als ohne. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit den
bisher publizierten in vivo (Tiermodel) Experimenten und erdéffnen somit die

Moglichkeit diese Rezeptoren oder deren Agonisten als ein neues ,Target” in
der Krebstherapie zu definieren.
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5 Anhang

5.1 Methodischer Anhang

5.1.1 Medien und Ldsungen

Medium fur MDCK-C7-Zellen

DMEM 500 ml
FCS 50 ml
Penicillin/Streptomycin 5ml

Medium fur A7-Zellen

DMEM 500 mi
FCS 50 ml
Penicillin/Streptomycin 5ml
Geneticin 418 1 mi

Medium fur A375-, Wm9- und Wm35-Zellen

RPMI 500 ml
FCS 50 ml
Penicillin/Streptomycin 5ml
L-Glutamin 5ml

Serumfreies Medium fir MDCK-C7- und Wm9-Zellen
DMEM 500 ml

Penicillin/Streptomycin 5ml

Serumfreies Medium fiir A7-Zellen

DMEM 500 ml
Penicillin/Streptomycin 5ml
Geneticin 418 1ml
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PBS-Puffer (pH = 7,0-7,5)
ohne Calcium und Magnesium
KCI

KH2POa4

NacCl

NazHPO4

Ad 1 | sterilem Aqua dest

EDTA-Puffer (PBS + EDTA)
EDTA

NacCl

KCI

NazHPO4

KH2PO4

ad 1 | sterilem Aqua dest

Trypsin-EDTA-L6sung
EDTA
NacCl
Na2HPOa4
KH2PO4
Trypsin*
*13 000 - 20 000 BAEE U/mg
ad 1 | sterilem Aqua dest

Kochsalzlésung (0,9%)
H20 dest.
NacCl

Trypanblau-Lésung (0,4%)

0,20 g
0,20 g
8,00 g
1,159

0,20 g
8,00 g
0,20 g
1,15 g
0,20 g

0,20 g
8,00 g
1,15 g
0,20 g
0,10 g

1000 ml

99

Wird in 0,85% Kochsalzldsung hergestellt
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55.2 Inhaltsstoffe

DMEM (pH = 6,8-7,5)
ohne L-Glutamin

Hoher Glukoseanteil 4,5 g/l
Anorganische Salze 10,92 g/l
Aminosauren 2,53 g/l
Vitamine 31,6 mg/l

RPMI 1640 (pH = 7,0-7,5)
ohne L-Glutamin

mit Phenol Red 5 mg/l
Anorganische Salze 9,35 g/l
Aminosauren 1,46 g/l
Vitamine 43,66 mg/l

FCS (pH = 7,0-7,5)

Albumin 1,8-2,45 g/di
IgG <100 pg/ml
Hamoglobin < 20 mg/di

Penicillin/Streptomycin (pH = 6,0-7,0)

Penicillin 10.000 Units/ml
Streptomycin 10 mg/mi
Loésungsmittel 0,9% NaCl

L-Glutamin (pH = 6,5-7,5)
L-Glutamin 200 mM
Loésungsmittel 0,9% NaCl

Geneticin 418
Aminoglykosid-Antibiotikum
Formel C20H40N4010 x 2H2S04
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