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Referat

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Beeinflussung von Migration und Invasion von
Ovarialkarzinomzelllinien (ES2, SKOV3, OVCAR3, OAW42 und CAOQOV3) durch direkte
Modulation des CD44-ERM—-Komplexes untersucht werden. Die Zellen wurden mit Y27632,
einem Rho-Kinase-Inhibitor, inkubiert und somit die Aktivierung des Rho-Kinase-ERM-CD44-
Komplexes verhindert. Bei der Einzelzellanalyse der Ovarialkarzinomzelllinien ES2 und
SKOV3 zeigte sich nach Inkubation mit Y27632 eine signifikante Verringerung der
Migrationsstrecken und -geschwindigkeiten. Parallel dazu lielen sich in Immunfluoreszenz-
versuchen zur Ezrin-Membran-Expression und dem Zusammenhang hinsichtlich migrations-
spezifischer Abhangigkeiten feststellen, dass eine Dislokalisation der membranstandigen
Ezrin-Komponente sowie deren zytoplasmatischer Anreicherung bei Zugabe des ROCK-
Inhibitors Y27632 erfolgt. Im Gegensatz dazu zeigte sich bei OVCAR3, OAW42 und CAOV3
eine Y27632-induzierte Stimulation der Migration, welche mit einer membranaren Ezrin-
Akkumulation unter Inhibitor-Zugabe einherging. Das mit dem ERM-Komplex verbundene,
transmembrandre CD44-Molekuil zeigte nach Y27632-Zugabe keine Konversionsanderung.
Somit ist eine Beeinflussung des Migrationsverhaltens primar auf die Aktivierung der Rho-
Kinase und der konsekutiv verbundenen Phosphorylierung des ERM-Komplexes zurick-
zuftihren.

Ferner wurden Spharoidversuche mit der Zellinie SKOV3 zur Untersuchung der
Tumorinvasion im Verband durchgefiihrt. Hierbei wurde die Hemmung des invasiven
Wachstums mittels Y27632 an einer SKOV3-Tumorzellkolonie festgestellt.

Die vorliegenden Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Migrations- und
Metastasierungsaktivitat in Ovarialkarzinomzelllinien durch die Phosphorylierung des CD44-
ERM-Komplexes und dessen Interaktion mit dem Aktin-Zytoskelett gesteuert wird.
Weiterfihrende Versuchsansatze kénnten die quantitative Erforschung der spezifischen
Migrationshemmung sein, um Metastasierung und systemische Streuung von Ovarial-
karzinomen zu stoppen respektive primar zu verhindern. Gegebenenfalls ist durch die
Inhibition des ERM-Komplexes nicht nur in Ovarialkarzinomen eine Verhinderung der
Metastasierung mdglich, sondern auch die Tumorzellausbreitung in anderen Organen, wie
ahnliche Ergebnisse in Bezug auf die Zellmigration bei hepatozellularen und kolorektalen

Karzinomen zeigen.

Mller, Gunnar: Beeinflussung von Migration und Invasion von Ovarialkarzinomzellen durch den Rho-Kinase-
Inhibitor Y27632, Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 79 Seiten, 2014
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1 Einleitung

11 Entstehung von Ovarialkarzinomen

Es gibt verschiedene Theorien lGber die Entstehung von Ovarialkarzinomen. Schon 1872
wurden Vermutungen, dass Ovarialkarzinome von der Serosa des Ovars abzuleiten
waren, aufgestellt (Ahmed et al.,, 2012). Daraufhin wurde die Bildung von
Epithelinklusionszysten durch Einstilpung des Oberflachenepithels in das ovarielle
Stroma als erster Schritt zur Malignomentwicklung postuliert (Cramer et al., 1982, 1983).
Weitere Schritte sind die direkte und indirekte Stimulation des eingeschlossenen Epithels
durch Gonadotropine sowie durch extra- oder intraglandulare Ostrogene. Im Verlauf
kommt es zur Differenzierung, Proliferation sowie mitunter zur malignen Transformation.
Verursachende exogene Faktoren, mogliche Defekte in Gensequenzen oder repetitive
Stérungen in der Epithelproliferation sind bis zum heutigen Tag noch nicht vollstandig
identifiziert (Glasspool und McNeish, 2013).

Eine weitere Theorie stitzt sich auf das Differenzierungsspektrum des Miller'schen
Epithels. Durch haufige Rupturen des ovariellen Oberflachenepithels und sich anschlie-
Rende, teils Uberschiefende, entzindliche Reparatur- und Regenerationsmechanismen,
entstehen vermehrt Defekte in den Differenzierungskaskaden. Hierdurch wird letztendlich
auch die Tumorgenese gefordert (Scott und McCluggage, 2006). Ebenfalls denkbar ist die
Bildung von Inklusionszysten, dem sogenannten ,tissue remodeling“, oder dem
aufgehobenen Schutz der Tunica albuginea. Das mit dem Epithel in Kontakt tretende
Steroid-produzierende Stroma ist nun vermehrten, teils mutagenen Reizen durch erhéhte
Hormonsensibilitat ausgesetzt (Feeley und Wells, 2001). Ferner werden Metaplasien des
Miiller’'schen Epithels haufiger in Inklusionszysten als in den ovariellen Oberflachen-
epithelien angetroffen (Gallion et al. 1990). Im speziellen Fall des serdsen
Ovarialkarzinoms geht man hierbei von einer de novo Entstehung aus. Fur die Ubrigen
Ovarialkarzinomunterarten ist derzeit der Entwicklungsprozess noch weitestgehend
unklar. Primar heterogene molekulargenetische Ursachen werden ebenfalls postuliert. So
spielen einerseits chromosomale Depletionsvorgange, andererseits hereditare und

erworbene funktionelle Gendefekte eine Rolle (Abdou et al., 2013).

1.2 Epidemiologie und Therapie des Ovarialkarzinoms

Das Ovarialkarzinom stellt die maligne Tumorerkrankung des weiblichen Genitals mit der
hdchsten Letalitatsrate und einer Inzidenz von etwa 10.000 Erkrankungen pro Jahr in
Deutschland dar. Damit nimmt es einen Anteil von 5,4% unter den weiblichen malignen
Erkrankungen ein (Pecorelli et al., 2002; Pfisterer et al., 2004). Das Risiko an einem

ovariellen Karzinom zu erkranken, steigt mit héherem Lebensalter, insbesondere ab dem



40. Lebensjahr, signifikant an (Bocker et al., 2004; Pignata, 2004; Nik et al., 2013). Pro
Jahr sterben ca. 6.700 Frauen an Ovarialkarzinomen in Deutschland aufgrund des meist
erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostizierten Tumors (Nahhas, 1997; Batzler et al.,
2002; Tingulstad und Skjeldestad, 2003). Die optimale Therapie ist vornehmlich aufgrund
des bestehenden FIGO-Stadiums zu wahlen und basiert auf der operativen Resektion und
anschlielender Chemotherapie. Ziel des operativen Vorgehens ist die komplette oder
zumindest weitestgehende Tumorresektion, da der postoperativ verbleibende Tumorrest
fur die Patientin den entscheidenden Prognosefaktor darstellt (Kaufmann et al., 1995;
Engel et al., 2004). Bei fortgeschrittenen Ovarialkarzinomen spielt die Tumorreduktion
bzw. die komplette Tumorresektion mit adjuvanter Polychemotherapie die gréf3te Rolle fir
die Prognoseverbesserung der Patientinnen. Hierbei haben Betroffene mit kompletter
Tumorresektion und gut ansprechender Chemotherapie ein signifikant |angeres
Uberleben (60% versus 25% nach drei Jahren) als Patientinnen mit Tumorrest oder
schlecht ansprechender Chemotherapie. Bei friih erkannten Ovarialkarzinomen ist die
Entfernung des  Primartumors mitsamt aller makroskopisch  erkennbaren
Tumormanifestationen sowie ein sorgfaltiges Staging der gesamten Abdominalhdhle
erforderlich. Die Primaroperation sollte als ,Staging-Laparotomie” vorgenommen werden
und umfasst zumindest Hysterektomie, Adnektomie beidseits, Omentektomie,
Appendektomie, pelvine und paraaortale Lymphektomie, Peritonealbiopsie und
peritoneale Spulzytologie. Eine anschlieRende platinhaltige Chemotherapie ist zumeist
indiziert. Diese wird haufig mit einer Kombination aus Platin-basierten Substanzen und
Taxol durchgefuhrt. Bisher wird bei nur 15-20% der Patientinnen eine Langzeitremission
nach Chemotherapie erreicht (Bakrin et al., 2013). Neueren Studien zufolge ist die
intraperitoneale Platingabe der intravasalen Polychemotherapie Uberlegen und flhrt
demnach zu einem Uberlebensvorteil (Burges und Schmalfeldt, 2011). Das Hauptproblem
der i.p.-Therapie liegt allerdings in der ausgepragten Toxizitat. Die primare Ansprechrate
ist zwar hoch, jedoch entwickeln sich im Verlauf haufig Resistenzen gegenlber den
eingesetzten Substanzen, wie Carboplatin und Paclitaxel (Richardson et al., 2005).

Eine zusatzliche Therapieoption bei peritonealen Metastasen konnte sich in der
Interaktion der Tumorzellen mit dem Mesothel der Bauchhdhle ergeben. Hierbei ist die
Migration der Tumorzellen und deren Invasion ins Peritoneum zu betrachten und eine
Inhibition dieser Kaskade anzustreben. Um die Penetration des Endothels zu erreichen,
bendtigt die Karzinomzelle dabei bestimmte ,Konnektionsproteine“ wie G-Proteine, Rho-
Kinasen, Phosphorylierungsgrad und Hyaluronsaure (speziell im desmoplastischen
Stroma) zur Aktivierung ihres Aktin-Zytoskeletts. Neben Kalziummembranmolekilen
erfolgt die CD44-Stimulation durch das intrazellulare, selbst phosphorylierbare und

aktivierbare Ezrin-Radixin-Moesin-Molekul (Bretscher, 1986). Das Protein Ezrin wird in



epithelialen Geweben (Darm, Lunge, Endometrium und Mamma) exprimiert und wurde
durch Bretscher als Substrat der Tyrosinkinase entdeckt. Der Zusammenhang zwischen
dem ERM-Komplex und dessen Aktivierung durch die Rho-Kinase bzw. die Inhibition der
Phosphorylierung durch einen Rho-Kinase-Inhibitor sind weitgehend unerforscht
(Bretscher, 1999).

1.3 ERM (Ezrin/Radixin/Moesin)-Komplex: Aufbau und Wirkungs weise

Der ERM-Komplex reguliert das submembranare Aktin-Zytoskelett und verankert es an
verschiedenen Rezeptoren der Plasmamembran. Er besteht aus den drei Eiweilten Ezrin,
Radixin und Moesin (siehe Tab. 1). Diese besitzen jeweils drei Hauptdomanen: Erstens
die N-terminale F-ERM-Domane (F - homolog flir Protein 4.1), welche die
Plasmamembranbindungsstelle darstellt. Zweitens die zentrale a-helicale Domane in
Form von ,coiled coils* sowie drittens eine C—terminale Aktin-bindende Domaéane. In
inaktiver, nicht phosphorylierter Form ist der ERM-Komplex in einer geschlossenen
Konformation (sog. ,gecoilte“ Variante) zytoplasmatisch gelagert, was durch eine starke
intramolekulare Assoziation zwischen dem N-terminalen F-ERM-Ende und dem C-
terminalen ERM-Anteil bewirkt wird. Dabei ist der C-ERM-Abschnitt in ,gecoiltem"
Zustand nicht fur eine Interaktion mit dem Aktinmolekul zuganglich (Bretscher, 1999).
Eine Mdglichkeit zur Aktivierung des ERM-Komplexes ist die Phosphorylierung durch
Serin- bzw. Threonin- oder Tyrosinkinasen Uber die Bindung von Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat. Die Phosphorylierungsstellen befinden sich am C-terminalen ERM-Komplex
in einem konservierten Threoninrest (Thr566 = Ezrin566). Dieser wird zum Beispiel durch
die Rho-Kinase a oder die Proteinkinase-C phosphoryliert. Eine weitere Mdéglichkeit der
Aktivierung besteht durch Bindung von PIP2 an die ,coiled coils“-Doméane (Thr353 =
Ezrin353) von Ezrin. Andere Méglichkeiten sind die Aktivierung des Ezrin-Proteins mittels
Thrombin, VEGF oder EGF. Somit entstehen durch unterschiedliche Aktivierungsmecha-
nismen verschiedene MoleklUlimodifikationen mit daraus resultierenden verschiedenen
Eigenschaften (Bretscher, 1999; Ivetic und Ridley, 2004; Minase et al., 2010).

Eine gesteigerte Ezrin-Aktivitdt wurde in kolorektalen Karzinomen, Melanomen, Endo-
metriumkarzinomen und Osteosarkomen beschrieben (Geiger und Stoldt, 2000; Makitie
und Carpen, 2001; Ohtani und Sakamoto, 2002). Im Gegensatz zu Radixin und Moesin
kann Ezrin durch die calciumabhangige Protease Calpatin von Plasmamembranproteinen
(z. Bsp.: CD44) abgespalten werden. Das heildt, dass es neben dem ROCK-ERM-
modulierten Migrationsweg auch noch die Mdaglichkeit einer protease-gesteuerten,

Kalziumkanal-induzierten Fortbewegung der Tumorzellen gibt.



Tab. 1: Vergleich der einzelnen Komponenten des ERM-Komplexes

Ezrin Radixin Moesin
Synonym Cytovillin, Villin2 | - MSN (Membrane-
organizing-extension-
spike-protein)
Chromosom | 6925,2-26 11923 Xq11.2-g12
Aminosauren | 586 (NCBI-A-Nr: 583 (NCBI-A-Nr: 577 (NCBI-A-Nr:
NP_003370) NP_002897) NP_002435)
zellulare Zytoplasma Zytoplasma Zytoplasma, Zell-
Lokalisation Zellmembran Zellmembran membran, Nukleus
Expression Epithelien, Astro- naturliche Killerzellen | in allen Geweben
im Gewebe zyten, Basalganglien Astrozyten
Phospho- Tyr 146 durch EGF- | Thr 564 durch Thr 558 durch PKC,
rylierungs- Rezeptor Lck ROCK1 ROCK1
A Thr 235 durch Cdk 5 | Thr 573 durch
Tyr 353 durch EGF | ROCK1
Rezeptor
Thr 567 durch PKC,
ROCK1

In verschiedenen Studien wurde festgestellt, dass Radixin und Moesin eine grof3e Rolle
bei der Ausbildung respektive Stabilisierung von Axonen und Dendriten zugesprochen
werden kann. Paglini und Castelo zeigten, dass Moesin und Radixin vor allem in
Filopodien exprimiert werden (Berrymann und Franck, 1993; Paglini und Kunda, 1998;
Castelo und Jay, 1999). Nach Phosphorylierung der Proteine werden verschiedene Zell-
Zell-Kontakte ermdglicht, eine Signaltransduktion in Gang gesetzt und somit die Migration
der Zellen angestoRen. Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es noch wenige Arbeiten tiber Moesin
und Radixin in ovariellen Tumoren. Bisher gelang der Nachweis von Moesin in einer
Mammakarzinomzelllinie sowie beim verhornenden Plattenepithelkarzinom des Pharynx
(Chen und Mandel, 1997; Carmeci und Thompson, 1998; Kobayaschi und Sagara, 2003;
Kitajiri und Fukumoto, 2004).
Metastasierung einer Tumorzelllinie stellt die Penetration von Karzinomzellen durch die
Endothelzellschicht Faktor

intrazelluldaren ERM-Komplex das transmembranare CD44 bei der Interaktion der

Im Rahmen der hamatogenen bzw. lymphogenen

einen wesentlichen dar. Hierbei spielt neben dem

Karzinomzelle mit der Mesothelzelloberflache eine wesentliche Rolle hinsichtlich der

Tumorinvasion (Bretscher, 1986).



1.4  CD44: Aufbau und Wirkungseise

Die Familie der CD44-Molekule gehort zu den Typ-I-Transmembranglykoproteinen, die
auf einer Vielzahl von epithelialen, mesenchymalen und hamatopoetischen Zellen
vorkommen. CD44 besitzt eine extrazellulare Funktionseinheit mit Unterteilung in eine
aminoterminale, eine variable und eine Stammregion. Dabei fungiert die aminoterminale
Domane als LINK-Region fir die Bindung an Hyaluronsdure und andere Liganden
(Baneriji et al., 1998). Durch Glykosylierung wird die extrazellulare Domane von CD44
zelltypspezifisch modifiziert (Goodfellow et al.,, 1982; Greenfield et al., 1999). Die
Transmembrandoméane sowie der zytoplasmatische Anteil umfassen 23 bzw. 70
Aminosauren, welche durch O-Glykosylierungen und Methylierungen an der Ausbildung
von Disulfidbriicken zwischen den CD44-Molekilen und an der Organisation und
Signalweiterleitung im Bereich des Zytoskeletts beteiligt sind. Die zytoplasmatische
Region setzt sich aus sechs verschiedenen Serin-Molekilen zusammen, welche teils in
vivo, teils in vitro, durch die Proteinkinase C phosphoryliert werden kénnen (Lesley et al.,
1993; Sheikh et al., 1998; Legg et al., 2002). Alle CD44 Proteine werden durch ein Gen
kodiert, welches sich beim Menschen auf dem Chromosom 11p13 befindet (Goodfellow et
al., 1982). Die insgesamt 20 Exons bestehen aus Standardexons und variablen Exons.
Die Exons 1-5 und 16-20 sind Standardexons, welche, wenn zusammen gefigt, die

kleinste und ubiquitar verbreitete Standardisoform (CD44s) kodieren (siehe Abb. 1).
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Exonstruktur von CD44 und dessen Transkripten/
SpleiBvarianten CD44s, CD44v3 und CD44v6: Die variable extrazelluldre Region entspricht Exon 6 -
15, hier vl — v10, LP = Leader-Peptid auf Exon 1 befindlich, TM = Transmembrandomane auf Exon 18,
Variante CD44s enthalt keine variablen Exons, Spleivarianten CD44v3 und v6 enthalten je ein unter-
schiedliches Exon an verschiedenen Lokalisationen. Die Introns werden mittels einer durchgezogenen
Linie dargestellt.

Das Transkript CD44s stellt in der Familie der CD44-Molekile die hamatopoetische und
urspringliche Form dar (Hofmann et al., 1991). Zwischen den Standardexons 5 und 16
kénnen durch alternatives Spleilten bis zu zehn variable Exons (Exons 6-15, V1-V10)
eingebaut werden (Jackson et al., 1992; Screaton et al., 1993; Tolg et al., 1993). Dabei

kommen v3 und v6 auf Keratinozyten vor und sind an der Zellbewegung beteiligt. So



wurde CD44v6 auch als Ursache fur die Entwicklung von Metastasen, verbunden mit
einer schlechteren Prognose in verschiedenen Tumoren (insbesondere bei
Ovarialkarzinomen), identifiziert (Matzke und Puchta, 2005; Shiozaki et al., 2011). Die
Untereinheit Ser”®' reguliert die zytoplasmatische Bindung von Ezrin des ERM-Komplexes
an das CD44-Molekul (siehe Abb. 2.). Es konnte gezeigt werden, dass CD44s sowie
unterschiedliche Varianten des CD44-Molekils vermehrt auf metastasierenden
Tumorzellen exprimiert werden (Dalchau et al., 1980; Fraser et al., 1983). Diese erhdhte
Expression korreliert mit einer Stimulation durch vermehrt intrazellular phosphorylierte G-
Proteine, im Falle der Ovarialkarzinome speziell Rho-Kinasen sowie Hyaluronsaure,
welche eine Aktivierung des Aktin-Zytoskeletts bedingen und somit zu einer vermehrten

Migrationsaktivitat und damit verbundenen Metastasierung flihren.
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Abb. 2: Schematische Darstellung des CD44-Molekiils und dessen Interaktion mit dem ERM-
Komplex: Extrazellulare Konnektion mit HA, submembranare Serin-Komponente zur Verankerung,
intrazellulédre Bindung des ERM-Komplexes mit dem Aktin-Zytoskelett zur Migration, links der Tyrosin-
kinaserezeptor mit extrazell. Bindung Uber Disulfidbriicken und intrazell. Ras-Aktivierung zur Proliferation.

1.5 G-Proteine, Heterotrimere G-Proteine und kleine GTP-asen

G-Proteine (synonym: Guaninnucleotid-bindende Proteine oder GTP-bindende Proteine)
sind kleinste Aminosaureeinheiten und spielen eine Schlisselrolle hinsichtlich Zellmotili-
tat, Zellproliferation, Zellmigration, Apoptose, Signaltransduktion und Zell-Zell-Interaktion.
Sie kommen in allen Saugetieren, Amphibien sowie Hefen vor. Dabei kann zwischen
membranstandigen, heterotrimeren und zytoplasmatischen G-Proteinen differenziert
werden. Durch ihre Auswirkungen auf das Aktinzytoskelett und die Mikrotubuli regulieren
sie eine Vielzahl an physiologischen Prozessen (Aspenstrom et al., 2004). Heterotrimere
G-Proteine bestehen aus einer a-, B- und y-Untereinheit (siehe Abb. 3.) (Vetter und

Wittinghofer, 2001). Derzeit sind 20 unterschiedliche a- G-Proteinuntereinheiten sowie



mehrere B- und y- Untereinheiten bekannt. Sie stellen
eine SchllUsselposition in der Signaltransduktion von
physiologischen  Vorgangen (Sehen, Riechen,
Blutdruckregulation, etc.) dar (Hamm, 1998). Zudem
sind sie aufgrund gestorter Signalwege an patho-
physiologischen Effekten (Arterielle Hypertonie,

Herzinsuffizienz, etc.) beteiligt. Die a-Untereinheit mit

ihrer GDP/GTP-Bindungsdomane spielt hierbei die | Apb. 3: Dreidimensionale Struktur

, . , : ines heterotri G-Protei
regulative Rolle. Sie liegt in inaktiver Form mit der By- eines heterotrimeren &-rroteins

Untereinheit gekoppelt vor und ist an GDP gebunden. Bei Kontakt mit einem G-Protein-
gekoppelten Rezeptor, der entweder selbst ein GTP-Austauschfaktor ist oder einen
solchen bindet, wird sie aktiviert. Nach Austausch von GDP durch GTP kommt es zu einer
Konformationsénderung, sodass GTP-gebundenes Rho an seine nachgeschalteten
Effektoren binden kann. GEFs sind hierbei Aktivatoren dieser nachgeschalteten
Signalwege, da sie den Austausch von GDP gegen GTP katalysieren. GTPase activating
proteins dagegen stimulieren die intrinsische GTPase-Aktivitat, sodass eine Hydrolyse
des GTP zu GDP und somit ihre Inaktivierung erfolgt (Schmandke et al., 2007). Bei der
Umwandlung von GDP in GTP dissoziiert die a-Untereinheit von den By— Untereinheiten.
Die beiden freigesetzten G-Proteinuntereinheiten o und By kénnen nun als
Signalmolekile mit unterschiedlichen Effektoren kommunizieren. Bindungspartner sind z.
Bsp. Adenylylcyclase, Rho-Kinase, Proteinkinase N, Citronkinase, G-Protein-gekoppelte
Rezeptor-Kinasen und Phospholipasen (Jeong et al., 2013). Derzeit sind mehr als 100
verschiedene G-Proteine bekannt, welche in funf kleine, phylogenetisch ahnliche Familien
eingeteilt werden: Ras, Rho, Rab, Sar1/Arf und Ran. Sie sind an der Regulation des
Zellzyklus (Ras und Rho), des Zytoskeletts (Rho), des Vesikeltransports (Rab und
Sar1/Arf) oder des Transmitter-Transports zwischen Zytoplasma und Zellkern (Ran)
beteiligt. Dabei unterscheidet man eine aktive, zellmembranstandige, GTP-gebundene
Form der kleinen GTPasen und eine inaktive, zytoplasmatische GDP-gebundene Form
(Wang et al., 2013).

1.6 Rho-GTPase: Struktur und Funktion

Die Aktivierung der Rho-GTPase erfolgt Uber eine GTP-Bindung, wahrend aus einer
intrinsischen GTPase vermittelten Hydrolyse des GTP’s zu GDP eine Inaktivierung der
Rho-Kinase resultiert. An diesem Prozess sind auch Guaninnukleotidaustauschfaktoren
und GTPase aktivierende Proteine beteiligt. Daneben spielen organische Molekile wie
das Y27632 bei der ROCK-Inhibition eine wesentliche Rolle. Die Rho-GTPasen gehdren

zur Familie der kleinen GTPasen und besitzen eine molekulare Masse von 20-45 kDa.



Klassifiziert werden funf Unterfamilien mit den verschiedenen Proteinen: Rho, Rac,
Cdc42, Rnd und RhoBTB (Raftopoulou und Hall, 2004). Weiterhin gibt es einzelne Rho-
GTPasen, die derzeit keiner Unterfamilie zugeordnet werden kdénnen. Rho-GTPasen
zeigen sich als wichtige Zellregulatoren und Marker, auch im Bereich von Ovarial-
karzinomen (Zhao et al., 2010; Lu et al., 2013). Derzeit sind mehr als 20 Gene identifiziert,
welche Proteine dieser Familie kodieren. Rho-GTPasen sind eine Schnittstelle bei der
Signaltransduktion und interagieren mit Rezeptoren und deren Effektoren. Diese
Proteinfamilie spielt eine wichtige Rolle bei der Interaktion mit Enzymen wie ROCK,

welches seinerseits weitere Proteine in der Migrationssignalkaskade phosphoryliert und

aktiviert (siehe Abb. 4).
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Abb. 4: Wirkungsweise der Rho-GTPasen, Signalweg von extrazellular bis zur genetischen Modifikation

Drei gut untersuchte Unterfamilien sind Rho, Cdc42 und Rac. Rho spielt eine Rolle bei der
Ausbildung von fokalen Adhasionskontakten und der Formierung von Stressfasern. Dies
sind Stellen, an denen Stressfasern mittels Integrinen an die extrazellulare Matrix
gekoppelt werden. Rho ist fur Konformation und Kontraktion dieser sogenannten ,stress
fibers“ verantwortlich, welche zytoplasmatisch, teils fokal konzentriert, in der gesamten
Zelle zu finden sind. Sie dienen auflterdem im Rahmen der Mitose zur Abschnirung der
Zellen. Cdc42 reguliert die Ausbildung von Zellfortsatzen, sog. Filopodien. Sie sind Biindel
aus Aktinfilamenten, die durch Aktin-bindende Proteine vernetzt werden. Bei Rac handelt
es sich um eine Rho-GTPase, die das Ausbilden von Lamellopodien, flachen Ausstil-
pungen der Zellmembran, beglnstigt. Lamellopodien finden sich am Leitsaum der
Membran und bestehen aus netzwerkartig polymerisiertem Aktin. Sie sind in der Lage,
neue adhasive Kontakte auszubilden und treiben die Zelle bei der Zellmigration voran
(Takai et al., 2001; Burridge und Wenneberg, 2004; Jaffe und Hall, 2005). Allerdings wirft
dies, aufgrund der vielen regulatorischen Querverbindungen zwischen den Rho-
Signalwegen, das Problem der differenzierten Zuordnung zwischen der einzelnen Kinase

und der damit verbundenen Aktivierung bzw. dem erzeugten Effekt auf. So kann z.B.



LIMK (LIM Kinase | und Il), ein nachgeschalteter Effektor von ROCK, auch durch die
Serin/Threoninkinase PAK nach deren Aktivierung durch die GTPase Rac aktiviert
werden. Hierdurch kénnen die Phosphorylierung von LIMK und die nachfolgende
Inaktivierung von Cofilin sowohl nach Aktivierung von Rho als auch von Rac erfolgen,
sodass die Zuordnung einzelner Effekte nicht immer auf eine einzelne Kinase
zurlckfuhrbar sein kann (Ridley, 2006).

1.7 Rho-Kinase: Struktur und Funktion

Die seit den 1990er Jahren bekannte Rho-Kinase ist ein Enzym, das aus 1354
Aminosauren besteht, durch GTP-gebundenes Rho aktiviert wird und verschiedene
Zielproteine phosphoryliert. Strukturell ist ROCK eine Serin/Threonin-Kinase, wobei sich
zwei Isoformen abgrenzen lassen. Diese weisen eine hohe sequentielle Ahnlichkeit in
ihrer allgemeinen Aminosaurestruktur und in ihrer Kinasedomane auf (Riento et al.,
2003). Jedoch unterscheiden sie sich in ihrer Verteilung und daher auch in ihren Funk-
tionen in vivo (Yoneda et al., 2005). Wird ROCK-I vorwiegend in nicht neuronalen Gewe-
ben wie Herz, Lunge oder Skelettmuskel gebildet (Leung et al., 1996), so zeigt sich
ROCK-II hauptsachlich im Gehirn wie z.B. im Hippocampus und im Kleinhirn (Hashimoto
et al., 1999). So soll ROCK-I eher fir die Ausbildung von Stressfasern verantwortlich sein,
wahrend ROCK-II eine wichtige Rolle bei der Regulation von Mikrofilamenten spielt
(Yoneda et al., 2005). Beim Menschen findet es sich vorwiegend in den Thrombozyten,
weiterhin im Zellzytoplasma, in der Membran des Golgi-Apparates und wahrend der S-
Phase in den Zentriolen (Zhao et al., 2010). Innerhalb der Zelle weisen aber beide
Isoformen ein zumeist zytoplasmatisches Verteilungsmuster auf, welches nach Bindung
von aktiviertem RhoA ebenfalls verstarkt membranar nachweisbar ist. Diese Lokalisa-
tionsdnderung bedingt eine vermehrte Interaktion mit dem transmembranaren CD44-
Molekil und eine Aktivierung des Aktin-Zytoskeletts. Durch Interaktion mit kleinen G-
Proteinen aus der Familie der Rho-GTPasen und weiteren Enzymen, z.B. LIMK, hat die
Rho-Kinase Einfluss auf das Zytoskelett, der damit verbundenen Zellmigration und besitzt
eine wesentliche Funktion bei der Signaltransduktion. Sie spielt eine Rolle bei Kontrak-
tionen glatter Muskelzellen, Zelladhasionsprozessen, der Zytokinese und der Zellver-
mehrung (Aktories und Barbieri, 2005; Koyanagi et al., 2008; Zhao et al., 2010).

Daruber hinaus kann die Aktivitdt von ROCK auch durch verschiedene Mechanismen
inhibiert werden. Dies sind einerseits Vorgange, die durch Bindung an die N-terminale
Kinase-Region deren eigene Aktivitdt hemmen kann. Andererseits zeigen sich Zell-
mechanismen welche eine Zellfunktionsinhibition durch andere kleine GTP-bindende
Proteine wie Gem oder Rad hervorruft (Mor et al., 2005; Schmandke et al., 2007). Zur

Organisation des Aktin-Myosin-Zytoskeletts sowie zur Zellmigration erfolgt die Phospho-



rylierung/Aktivierung der Rho-Bindungssequenz am C-terminalen Abschnitt des ERM-
Komplexes, der sogenannten ,coiled-coil*-Doméane. Bei Interaktion mit dem RhoA-Protein
erfolgt die Aktivierung der beiden ROCK-Isoformen. Hierbei wird das GTP-gebundene
RhoA an die entsprechende Rho-Bindungsstelle in der ,coiled-coil*-Doméane verbracht
und der inaktive Zustand kurzfristig reversibel gelost. Somit wird eine Reaktion bzw.

Phosphorylierung mit beispielsweise MLC oder LIM-Kinase angestof3en (siehe Abb. 5).
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Abb. 5: Funktionsmechanismus der ROCK’s: GAP flihrt zur Abspaltung eines Phosphatrestes von
Rho-GTP, Ausbildung von Rho-GDP und Aktivierung der Rho-Kinase. GEF flihrt im Gegensatz dazu zur
erneuten Phosphorylierung des inaktiven Rho-GDP-Komplexes. Die phosphoryliete ROCK kann zur
Aktivierung des MLC-Komplexes oder der LIM-Kinase mit anschlieRender Phosphorylierung von Cofilin
genutzt werden. Dadurch erfolgt die direkte Stimulation des Zytoskeletts.

Eine irreversible Hemmung von ROCK erfolgt durch Verlust des C-terminalen Endes und
der damit verbundenen Phosphorylierungseinheit. Dies wurde speziell bei der Interaktion
mit Caspase 3 und der dadurch folgenden Apoptose beobachtet (Spencer et al., 2011).
Der Rho-Kinase-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei onkogenen Prozessen, vor allem
durch seine Regulierung von F-Aktin. Eine Hemmung dieses Signalweges flhrt zur
Reduktion des Tumorvolumens und der Metastasierung in einer Reihe von Tumorarten
(Melanome, Nierenzellkarzinome, etc.) (Spencer et al., 2011).

Hauptsachliche Zielproteine von ROCK sind die leichten Myosinketten und die MLC-
Phosphatase, durch welche sie die Anordnung des Zytoskeletts beeinflussen kénnen und
eine gesteigerte Aktin-Myosin-Kontraktilitdt in nicht muskularen Zellen herbeiflihren.
Darlber hinaus kann ROCK auch indirekt die Menge der phosphorylierten MLC durch die

Hemmung der MLC-Phosphatase erhéhen und so die Formation von Stressfasern und
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fokalen Adhasionskontakten steigern. Zudem kénnen Kontraktionsvorgange der zytoplas-
matisch gelegenen Aktinfilamente ermdglicht werden, bei denen die LIMK und MLC als
weitere Mediatoren bei der Phosphorylierung von Proteinen bis hin zur Aktivierung von
Cofilin und der Stabilisierung des Aktin-Zytoskeletts fungieren. Die folglich gerichtete
Kontraktion der Zelle fuhrt zu einer Migration, welche aufgrund weiterer Signalmolekdle in
eine gerichtete Fortbewegung spezifiziert werden kann (Hiraoka et al., 1996; Smolich et
al., 1997). Dabei stellen die LIM-Kinasen wichtige Zielproteine der Rho-Kinasen dar,
welche auch bei der Aktin-Myosin-Regulation mitwirken. Durch die Phosphorylierung der
LIMKs wird der durch Cofilin vermittelte Abbau der Aktinfilamente gehemmt, wodurch die
Anzahl der bestehenden Aktinfilamente ansteigt. Ferner existieren weitere nachge-
schaltete Effektoren der ROCK, hier bereits dargestellt der ERM-Komplex, welcher auch
an der Regulation des Zytoskeletts beteiligt ist (Riento et al., 2003; Schmandke et al.,
2007).

1.8 Reaktionskaskade und Wechselwirkung zwischen CD44, ERM-Komplex und
Rho-Kinase
Die fur die Migration verantwortliche Signaltransduktion zur Aktin-Myosin-Aktivierung
erfolgt Uber das transmembranale CD44 sowie das intrazellular in inaktiver, ,gecoilter*
Form vorliegender ERM-Molekils. Vor Stimulation des ERM-Komplexes erfolgt mittels
Phosphorylierung der Rho-Kinase die Aktivierung einer intrazellularen Rho-GDPase.
Dabei kommt es durch Anlagerung der ROCK an die Rho-GDPase zur Abspaltung des
Phosphatrestes von der Rho-Kinase. Simultan wird die Rho-GDPase zur Rho-GTPase
umgewandelt (Heider et al., 1993; Mulder et al., 1994; Tanabe et al., 1995). Dieses nun
energetisch hdherwertige Enzym flhrt zur Aktivierung des ERM-Komplexes. Dazu erfolgt
die Anlagerung der Rho-GTPase an das C-terminale Ende des Ezrin-Molekiils des ERM-
Komplexes und bewirkt durch Ubertragung des Phosphatrestes eine Streckung des
Molekiils (Tsukita et al., 1994; Hirao et al., 1996). Nach erfolgter Konformationsanderung
lagert sich nun das phosphorylierte und somit aktivierte Protein an das transmembranare
CD44-Molekil an. Durch feste Bindung an Selbiges und Konnektion zum nahegelegenen
Zytoskelett gelingt die Aktivierung des Aktin-Molekils und somit eine Erhéhung der
Kontraktilitat der Zytoskelettfasern. Unter Zugabe eines ROCK-Inhibitors (Y27632) kommt
es dagegen zur Blockierung einer moéglichen Phosphorylierung der Rho-GDPase und
fehlender Aktivierung des Ezrin-Moleklls. Daraus ergibt sich ein Verbleib des ERM-
Komplexes in der ungestreckten, inaktiven Form und keine Konformationsanderung in die
gestreckte, aktivierte Molekulausrichtung. Dadurch ist eine Interaktion zwischen CD44
und ERM-Komplex nicht gegeben und eine Phosphorylierung, sprich Aktivierung des

Aktin-Zytoskeletts, ist nicht mdoglich. Im Rahmen einer vermehrten Hemmung der
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Phosphorylierung der intrazellular vorhandenen Rho-Kinasen kann somit eine Blockierung
der Rho-GDPasen und des darauf folgenden ERM-Komplexes erfolgen, was mit einem

Verlust der Migrationsfahigkeit einhergeht (siehe Abb. 6).
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Abb. 6: CD44 und ERM-Komplex in phosphorylierter und dephosphorylierter Form durch ROCK
sowie Hemmung der Phosphorylierung von ROCK durch Y27632

1.9 Der Rho-Kinase-Inhibitor Y27632
Y27632 [(R)-(+)-trans-N-(4-Pyridyl)-4- o H=CI

. - H CHg H—CI
(1-aminoethyl)  cyclohexanecarbox- N—“'"'----- ,
amide, 2HCI)] (siehe Abb. 7) ist ein H NH;
spezifischer Hemmstoff der Rho- | Abb. 7: Strukturformel des ROCK-Inhibitors Y27632 |

Kinase und bei einer Zielkonzentration von 140nM am effektivsten (Fu et al., 1998).
Y27632 ist ein hoch wirksamer, membranpermeabler und selektiver Inhibitor der Rho-
assoziierten Protein-Kinase | und zeigt eine reversible Bindungsaffinitat im Bereich der
Phosphorylierungsstelle (Fu et al., 1998). Y27632 wurde in einigen Organen (Magen,
Mamma, Haut) schon weitgehend erforscht. Durch Inhibition mittels Y27632 erfolgt eine
Reduktion der ROCK-Aktivitat und somit der Tumorinitiation und -progression. Hier zeigt
sich zusatzlich, dass Y27632 nicht nur primar an der Regulierung der Tumorentstehung

durch Modulation des Phospho-Proteoms beteiligt ist, sondern auch an dem Signalweg
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der Rho-Kinase und somit sekundar an einer Veranderung des Tumortranskriptoms
(Spencer et al.,, 2011). So wurde bei Einbringen von Y27632 in Lebergewebe eine
Akkumulation in den hepatischen Sternzellen und die Reduktion einer vorzeitigen
Fibrogenese der Leber festgestellt (van Beuge et al., 2011). Des Weiteren weisen
mehrere Versuche bei der Y27632-getriggerten ROCK-Inhibition in Leberkarzinomzellen
eine Reduktion der Metastasierung durch eine Blockade der Rho-Kinase-
vermittelten Phosphorylierung von Ezrin nach (Chen et al., 2011). Bei der Hemmung der
Rho-Kinase-Aktivitat in Melanomen ergibt sich eine statistisch signfikante Veranderung in
der Transkription von 94 Genen. Die Starke der Hemmung ist vergleichbar mit der ATP-
Affinitat bei Phosphorylierung. Aulerdem hemmt es die Proteinkinase C-verwandten
Proteinkinasen und fihrt so ebenfalls zu einer Verminderung der Zellmembranaktivitat
(Uehata et al., 1997). Y27632 inaktiviert wie andere ROCK-Inhibitoren Rho-A durch
Verhinderung der Phosphorylierung des Proteins. In der vorliegenden Arbeit soll nun der
Reaktionsweg zwischen den Rho-GTPasen, dem ERM-Komplex, deren Stimulation
mittels ROCK und dessen Inhibition mittels Y27632 als Rho-Kinase-Inhibitor in Ovarial-

karzinomzellen genauer untersucht werden (siehe Abb. 8).
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Abb. 8: Interaktion der Rho-GTPase, ROCK, des ERM-Komplexes und deren spezifische Inhibition
mittels Y27632
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2 Ziele der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollen folgende Fragen und Themenkomplexe

beantwortet werden:

2.)

3)

4.)

5.)

Welche CD44/Ezrin-Expression und welches Migrationsverhalten finden sich zur

Charakterisierung der funf Ovarialkarzinomzelllinien?

Welchen Einfluss besitzt Hyaluronsaure auf die Migrationseigenschaften der

Tumorzellen?

Welchen Effekt der ROCK-Hemmung zeigt Y27632 auf die Tumorzellmigration, die
CD44-Verteilung und die ERM-Lokalisation? Fuhrt die ROCK-Inhibition zu einer
Lokalisationsanderung im Sinne einer Aktivierung respektive Inaktivierung des
CD44- bzw. ERM-Molekdls?

Welche Auswirkungen zeigen die Kombination von ROCK-Inhibitor Y27632 und

Hyaluronsaure hinsichtlich der Migration von Ovarialkarzinomzelllinien?

Zeigen sich nach Zugabe von Y27632 am Tumorverband aktivierende oder

inhibierende Effekte bezliglich des Migrationsverhaltens?
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3 Material und Methodik

3.1 Methoden/Zellkultur
3.1.1 Herkunft der Zelllinien

Im Rahmen dieser Dissertation werden funf verschiedene Zelllinien auf ihre Migrations-

eigenschaften in Beziehung zur ROCK und deren Inhibitor Y27632 untersucht (siehe Tab.
2). Zum Einen ist dies die direkt kultivierte Klarzellkarzinomzelllinie ES2. Neben einer
hohen Teilungsrate zeigt sie zum Beispiel unter Stimulation des PI3-Kinase-Weges eine
Uberexpression der Aktin-Komponente mit konsekutiv erhéhter Tumorzellaktivitat (Wang
et al., 2006). Zum Anderen handelt es sich um die Adenokarzinomzelllinien SKOV3,
OVCARS3, CAOV3 und OAW42. Die Zelllinie OVCAR3 stammt aus dem malignen Aszites
eines peritoneal disseminierten Ovarialkarzinoms und wurde 1982 von Hamilton et al.
etabliert. Sie stellt eine maRig aggressive Ovarialkarzinomzelllinie mit pflastersteinartigem
Monolayerwachstumsmuster dar. Zudem besitzt OVCARS3 eine erhdhte Selbsterneuer-
ung, Differenzierung und Tumor-initierende Kapazitat. Eine gesteigerte Proliferationsrate
(ca. 20mal héher als SKOV3) ist ebenso wie eine fehlende Hemmung gegentber TGF-3-
1 fur diese Ovarialkarzinomzelllinie spezifisch. Das Integrinspektrum zeichnet sich durch
Vielgestaltigkeit aus: alpha2, 3, 5, 6, v, betal, beta3. Zudem fehlt neben CXCR4 auch
Caveolin-1, welches fiir die Regulation des Zellstoffwechsels, im Apoptosevorgang sowie
einer Hemmung des EGF-Rezeptors zustandig ist. Sie zeigt eine erhdhte Interleukin-6-
Produktion (finfmal mehr als SKOV3), lasst sich aber simultan nur gering durch IL-1-R
und TNF-a stimulieren. Untersuchungen zeigten, dass bei dieser Zelllinie das Vorkommen
von zytoplasmatischen, aktivierten Androgen- und Ostrogen-bindenden Makromolekiilen
eine Bedeutung im ovariellen Tumormodell in Beziehung zur zytotoxischen Medika-
menten- und Chemotherapeutikaresistenz besitzt. Zudem ist OVCARS3 resistent gegen
Adriamyzin, Melphalan und Cisplatin (Hamilton et al., 2005). SKOV3 dagegen ist eine
hoch aggressive ovarielle Tumorzelllinie, primar gewonnen aus dem Aszites einer
Patientin mit Stadium FIGO IV (Wilson, 1984). Hierbei zeigt SKOV3 aufgrund des hohen
tumorigenen Potentials eine starkere Invasion durch verschiedenste Medien
(beispielsweise Matrigel) sowie eine vermehrte vaskulare Affinitdt und Penetration. IL-1-3
und TNF-a stimulieren die Proliferation der Ovarialkarzinomzelllinie, wohingegen
Follistatin die Proliferation nur gering hemmt. SKOV3 produziert neben IL-6 auch Aktivin
und Caveolin-1. Sie besitzt selbst Aktivinrezeptoren sowie schwach ausgebildetes ao-
Catenin und R-Catenin. E-Cadherin und CXCR4 fehlen ganzlich. Das Integrinspektrum
bestent aus alpha2-6, v, betal, 3 und 5. In verschiedenen experimentellen
Untersuchungen wurde eine Inhibition der Aggressivitat von SKOV3 bei Inhibitoren von
Stat3, IGF-IR und Rho-GTPase festgestellt (Gest et al., 2011). Zudem wurde bei SKOV3

15



eine Resistenz gegenliber Cisplatin und Taxol nachgewiesen. SKOV3 zeichnet sich durch
eine schnelle und vor allem intakte Sphéaroidbildung aus.

Die Zelllinien CAOV3 und OAWA42 stellen Primartumorverbande in situ dar (Tsao et al.,
1995). Hierbei besitzt OAW42 kein BARX2. Bei CAOV3 handelt es sich um eine
migrationsschwache, weniger aggressive Tumorzelllinie, welche bei Apoptose ein braun-
gelbes Granulat im Zellkern aufweist. Im Hinblick auf die Zellmorphologie, ist das Fehlen
der Mikrovilli auf der Oberflache und das zytoplasmatische Vorkommen von Apoptose-
kérperchen zu beobachten. In der Ovarialkarzinomzelllinie ist eine hohe CXCR4-Expres-
sion nachzuweisen. Bei CAOV3 wird zudem das COX-2-Protein stark exprimiert. Somit ist
bei selektiver Hemmung der COX-2-Rezeptoren ein Einsatz wirksamer Chemo-
therapeutika zur Reduktion der Tumorlast mdglich (Wang et al., 2006). Des Weiteren
zeigte sich in den vorgestellten ovariellen Karzinomzelllinien eine erhéhte Expression von
RhoC, ROCK-I, VEGF und MMP9-Proteinen. Eine Inhibition der RhoC-, ROCK-I-, VEGF-
und MMP9-Expression ist Ausdruck einer verminderten Fahigkeit zur Invasion und
Migration (Zhao et al., 2010). Die HOSE-Zelllinie ist eine nicht tumorigene, immortale Linie
und fungiert als ein Modell des physiologischen ovariellen Oberflachenepithels (Zeuthen
et al., 1980).

Tab. 2: Herkunft der Ovarialtumor-Zelllinien, unterschieden in Primartumor und Aszites-Punktat

ATCC-
Name Herkunft Referenzen
Nummer
SKOV3 Adenokarzinom, Aszites HTB-77 [Fogh et al., 1977]

Adenokarzinom, gering .
OVCAR3 HTB-161 [Hamilton et al., 1983]
differenziert, Aszites

ES2 Klarzelliges Ovarialkarzinom CRL-1978 [Lau et al., 1991]
OAWA42 Cystadenokarzinom n. bek. [Wilson, 1984]
CAOQV3 Adenokarzinom HTB-75 [Karlan et al., 1994]
HOSE Ovarialepithel, HPV- immortalisiert n. bek. [Tsao et al., 1995]

3.1.2 Sterilisation von Lésungen und Geraten

Das Autoklavieren hitzeunempfindlicher Chemikalien, Lésungen und weiterer Gebrauchs-
waren erfolgt fiir 30 Minuten bei 120°C und 10° Pascal. Thermolabile Lésungen werden
Uber einen Sterilfilter mit 0,22um PorengrofRe gereinigt, sodass Verschmutzungen als De-

kantat zurtickbleiben.

16



3.1.3 Medien und Kultivierung

Die Beflullung der Zellkulturflaschen erfolgt mit 5ml Zellkultur inkl. DMEM+FKS und
anschliefdender Inkubation im Brutschrank bei 37°C und einer 5%igen CO,-Begasung bei
18% O,-Luftgehalt. Vor Versuchsbeginn werden nach erneuter Passagierung je zwei Zell-
kulturproben fir mindestens 48h bebritet und mikroskopisch kontrolliert, um eine
bakterielle respektive fungizide Kontamination auszuschlieRen. Basismedium fir das
Arbeiten in der Zellkultur ist DMEM mit einem Zusatz von 10% FKS. Als Wasch- und Sti-
mulationsmedium kommt bei den Versuchen ausschlieRlich FKS-freies Kulturmedium zum
Einsatz, um Nebenwirkungen des FKS zu vermeiden. Fir die Spllvorgange wird sterile
PBS und zum Ablésen der am Flaschenboden adharenten Zellen eine 0,25%-ige Trypsin/
EDTA-L6sung verwendet. Beim Ansetzen der Versuche wird Accutase-Lésung zur Mobi-
lisation der Zellverbande aus den Kulturflaschen benutzt. Dies fuhrt zu einer schonende-

ren Ablésung bei anschlie®ender schnellerer Revitalisierung der Zellen.

3.1.4 Zellpassagierung/Zellernte

Die Anzucht der Zelllinien erfolgt in DMEM-Medium und 15% FKS bei 37°C, 5% CO, in
25ml Zellkulturflaschen. Zum Passagieren wird der Zeitpunkt der 80%-igen Konfluenz
gewahlt. Dafir wird das Medium abgesaugt und die Zellen mit 5ml PBS gespult. Nach
Inkubation mit 2ml 0,25% Trypsin fir funf Minuten bei 37°C stoppt man die Reaktion
durch Zugabe von 4ml DMEM, dberfihrt die Zellsuspension in ein 10ml
Zentrifugenréhrchen und zentrifugiert die Zellen fur funf Minuten bei 1200U/min. Das so
entstandene Zellpellet wird in 1ml Zellkulturmedium resuspendiert und je 0,2ml in eine
neue Zellkulturflasche Uberfuhrt. Zur Kryokonservierung werden die nach Zentrifugation
erhaltenen Zellpellets in 1,8ml Gefriermedium aufgenommen (DMEM mit 20% DMSOQO), in
2ml Einfrierrdhrchen verbracht und langsam eingefroren. Die Lagerung erfolgt fir 24h bei
-20°C und weitere 24h bei -80°C oder bis zur weiteren Verwendung in flissigem
Stickstoff. Bei erneutem Gebrauch der kryokonservierten Zellen wird der Inhalt der
Eppendorf-Tubes rasch bei 37°C aufgetaut und in ein Zentrifugenréhrchen mit 4ml DMEM
Uberfuhrt. Das nach erster Zentrifugation erhaltene Zellpellet wird erneut in 4ml DMEM
aufgenommen und zentrifugiert, um das zytotoxische DMSO herauszulésen. Im
Anschluss kann das Zellpellet in 3ml DMEM aufgenommen, unter mehreren Pipettier-
vorgangen wieder resuspendiert und in eine Zellkulturflasche Uberfihrt werden. Multi-
zellulare Tumorspharoide werden in der Liquid-Overlay-Technik hergestellt. Dazu wird
eine Suspension von 500.000Zellen/ml hergestellt und 1ml davon in 4ml DMEM ver-
bracht. AnschlieRend werden 20ul der Losung pro Slot in eine mit Agarose beschichteten
96-well-Platte gegeben und mit 200ul DMEM-Medium aufgefillt. Nach 24h werden die

Sparoide zum Versuch verwendet.
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3.1.5 Zellzdhlung

Nach dem Ernten der Zellen werden diese fur funf Minuten bei 1000U/min zentrifugiert
und das Zellpellet mit 10ml Pufferlésung resuspendiert. Hiernach erfolgen eine Verdln-
nung mit steriler NaCl-Lésung in einem Verhaltnis von 1:10 und das Uberfiihren in eine
Neubauer-Zahlkammer. Dort werden lichtmikroskopisch zehn GroRquadrate ausgezahit
(Z), die Summe der vorhandenen Tumorzellen durch 100 geteilt. In dieser Dissertation
wird eine Zielkonzentration von etwa 10.000 Zellen pro Well einer 96-Well-Platte ange-
strebt, also teilt man 10.000 durch die entstandene Zahl (Z*10%), multipliziert das Ergebnis

mit 1000 und erhalt die Menge in yl mit welchen je ein Well zu bestlicken ist.

Formel: % in pl = [10.000 / (Z * 10%)] *1000

3.2 Motilitaitsassay/Einzelzellmigration

3.2.1 Vorbemerkungen/Vorbereitungen

Zur Herstellung der Migrationskammern werden handelsibliche, einseitig beschichtete
Objekttrager zunachst an einem Ende mit einer U-férmigen Begrenzung aus einem 50:50-
Vaseline-Paraffin-Gemisch versehen. Dieses muss zligig und gleichmaRig auftragen wer-
den, um Lufteinschlisse zu verhindern, in welche das Kollagenmatrix-Tumorzell-Gemisch
spater eindringen respektive diese sogar perforieren kdnnte. Mittels eines Skalpells tragt
man das halb erstarrte Paraffin auf die gewlinschte Hohe ab und bringt ein Deckglaschen
von 20x20mm GroRe auf. Es folgt die Fixation durch erneute Paraffinpinselung an den
Randern, damit die Kammern auf einer Seite offen bleiben und anschlieRend die Lager-
ung bei 5°C fir 24h zum Ausharten. Bei der Anfertigung der Boxen ist dabei stets auf die
anschlieRend geplante Verwendung zu achten, da fur die einzelnen Versuchsansatze
unterschiedliche Kammerhéhen bendtigt werden. Folgende Kammergrélen kamen zum
Einsatz:

Standardisierte Héhen, Fullmengen und Verwendung:

FS = Fat Standard = Hohe eines Objekttragers (2mm, > 500ul, fir Spharoide)
MS = Medium Standard = Hohe zweier Deckglaser (0,35mm, > 100ul, fir Einzel-

zellmigration)
SS = Slim Standard = Hohe eines Deckglaschens (0,175mm, < 100ul, experi-

mentell zur Qualitatssicherung )

3.2.2 Versuchsdurchfiihrung
Die Zellkulturen werden dreifach mit DMEM + 10%igem FKS gespult und anschlief3end
zur Ablésung funf Minuten mit Accutase bei 37°C inkubiert. Der Lyseprozess kann

intermittierend lichtmikroskopisch beobachtet, kontrolliert und wenn nétig verlangert
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respektive zeitlich verkirzt werden. Sind alle Zellen gleichmaRig abgeldst, erfolgt ein
Reaktionsstopp durch Zusatz von frischem Kulturmedium (etwa 5ml/Zellkulturflasche).
Der gesamte Flascheninhalt wird in ein 10mI-Réhrchen Gberfihrt und bei 1000U/min flnf
Minuten lang zentrifugiert. Der Uberstand wird abgesaugt und das Zellpellet in 1ml
Kulturmedium resuspendiert. Durch weiteres Verdinnen, je nach PelletgroRe, erfolgt die
Herstellung einer Lésung mit einer Zielkonzentration von 500.000Zellen/ml mit dem
Coulter-Zahlautomaten. Fir vier zeitgleiche Migrationsversuche ist folgendes Kollagen-

matrixgemisch erforderlich:

50l MEM + 23l Bikarbonat + 375ul Vitrogen

133ul des Vitrogen-MEM-Bikarbonat-Gemisches werden mit 66l Zellsuspension gleich-
mahig, luftblasenfrei vermischt und in die ersten beiden vorgefertigten Migrationskam-
mern hineinpipettiert. Im zweiten Versuchsansatz figt man dem MEM-Bikarbonat-Ge-
misch vorerst 5ul Y27632 zu. Das MEM-Bikarbonat-Y27632-Gemisch wird erst dann mit
375ul Vitrogen vermengt, da bei primarer Zugabe von Vitrogen kein luftblasenfreies
homogenes Vermischen des ROCK-Inhibitors méglich ware. Davon werden nun jeweils
133ul zu den 66yl Zellsuspension in die Tubes
Nummer drei bzw. vier hinzugefligt. Auch diese
Lésungen pipettiert man anschlieRend in zwei
vorgefertigte Migrationsboxen (siehe Abb. 9).
Alle Teilschritte erfolgen bei 5-8°C, da eine gro-

Rere Warmezufuhr ein sofortiges Auspolymeri-

:
y i~

sieren des Vitrogengemisches bewirken wirde. "
Abb. 9: Bestiicken der Migrationskammer

Es folgt das VerschlieRen der Kammer mit

Paraffin-Vaseline. Die restlichen 182ul werden in einem 1ml Reaktionstube bei Raumtem-
peratur belassen, um die vollstdndige Auspolymerisation beobachten zu kénnen. Nach 15
Minuten ist der Polymerisationsprozess abgeschlossen. Zeigen sich hierbei schon Aus-
flockungen, Lufteinschlisse oder Polymerisationsstorungen wird das Material verworfen.
Ergeben sich beim Auspolymerisieren keine Probleme, werden die Migrationskammern
auf den Beobachtungsmikroskopen eingespannt, mittels live Bildubertragung auf dem PC-
Monitor ausgerichtet und ein Ausschnitt mit 20-30 Zellen pro Kammer mit homogener
Verteilung ausgewahlt. Danach werden die Kammern mittels Klebestreifen und Paraffin
auf dem Objekttragertisch fixiert.

Um ein in vivo-ahnliches Milieu der Zellen zu erreichen, werden die Migrationskammern in
Rotlichtwarmeboxen gestellt. Hierdurch wird eine Temperatur von 37°C + 1°C Uber 48h

konstant gehalten. Die Rotlichtwarmeboxen bestehen aus einer selbst konstruierten Plexi-
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glashulle, welche vollstandig mit schwarzem Isolier- und Thermoband beklebt und isoliert
sind. Zusatzlich ist ein Temperaturfihler in jede Box eingelassen, um Temperatur-
schwankungen ab 1°C durch Ab-/Anschalten der Rotlichtlampen zu kompensieren. Alle
10min zeichnet das Grab4PCI-Programm ein Bild pro Kamera auf, sodass nach 48h vier
Datensatze von je 290 Aufnahmen entstehen (siehe Abb. 10, Tab. 3a/3b).
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Abb. 10: Versuchsaufbau der Migrationseinrichtung: (von links nach rechts) Versuchseinheit Nikon
Eclipse; Einspannen der Kammer unter dem Mikroskop, Mikroskopische Aufsicht bei 400-facher
VergréRerung auf die Tumorzelllinie SKOV3

Tabelle 3a/3b: Arbeitsschritte Motilitdtsassay/Einzelzellmigration

3a Arbeitsschritt Zeit 3b Arbeitsschritt Zeit
1 Zellstimulation 2h in 50% der Versuchs- _
9 5min
2 DMEM+FKS 10% 5min ansatze Zugabe Y27632
3 Trypsin 0,25% 5min 10 Zellsuspension + V 5min
4 Lysestopp 5sec 1 Kammerfillung 5min
5 Zentrifugieren 5min 12 Paraffinschluss 5min
6 Resuspension 1min 13 Polymerisation 1min
7 Zellzahlung 5min 14 Einspannen 10min
8 Vitrogengem. (V) 10min 15 Beobachtung 48h

Zum Erfassen der Migrationsstrecke werden einzelne Zellen mittels des Grab4PCI-Pro-
grammes zu Beginn des Versuches markiert. Im Zeitrafferdurchlauf der 48-stiindigen
Aufnahmen ergibt sich die Gesamtmigrationsweite der Tumorzellen in ym. Zu beachten
ist, dass die angegebene ,Trackingstrecke“ nicht nur den Unterschied von der Start-
position A zur Endposition B wiedergibt, vielmehr die reelle Zellmigration (siehe Abb. 11).

Als Kontrolle werden unstimulierte Zellreihen (jeweils mit/ohne 10%igem FKS) mitgefuhrt.
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ohne Y 27632 mit'Y 27632

ohne
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mit
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Abb. 11 A-D: Beispiel der getrackten Tumorzelllinie SKOV3 unter Zugabe von HA und/oder Y27632
nach 48 Stunden: Dabei stellen die roten Linien die reellen Migrationsweiten der einzelnen Tumorzelle
dar. Die blauen Linien zeigen die direkte Entfernung der Tumorzelle zwischen Start- und Zielpunkt nach
48h. Im Beispiel zeigt sich hierbei eine enorme Migrationsaktivitat bei der Kontrolle (ohne Y27632, ohne
HA). Nach Zugabe von Y27632 (B) bzw. HA (C) erkennt man eine Verminderung der reellen
Wanderungsstrecke, welche sich bei gleichzeitiger Zugabe von Y27632 und HA (D) noch potenziert. Der
Balken in A-D entspricht 487,5um.

3.2.3 Qualitatskontrolle

Abgesehen von der rein optischen Versuchskontrolle (Verunreinigungen des Deckglas-
chens/des Objekttragers/der Zellkultur, Verrutschen des Praparates, Apoptose durch un-
genugende Warmezufuhr, etc.), bietet das Auswerten der sogenannten Speedhistogram-
me eine objektive Versuchskontrolle (sieche Abb. 12). Bei regelrechten Versuchsablaufen
kommt es initial zu einer starken linear bis exponentiellen Migrationskurve, welche sich zu
einem plateau-formigen Verlauf andert. Speedhistogramme mit deutlich anderem Verlauf
innerhalb ein und derselben Versuchsreihe (gleiche Zelllinie, gleiche Stimulantien-
konzentration, etc.) werden als Ausreifler aussortiert und gehen nicht in die statistische

Berechnung ein.
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Abb. 12: Beispiel eines Speedhistogramms: Gezeigt sind vier Ansatze der Zelllinie SKOV3 (mit einer
gleich hohen Konzentration an Y27632). Auf der Ordinate zeigt sich das zeitlich hintereinander
ausgefiihrte Tracking in Minuten bei simultan stattgefundenem Versuchsablauf. Die Migrationskurven
des ersten, dritten und vierten Ansatzes verlaufen nahezu identisch (zu Beginn exponentiell, spater
kommt es zum Erreichen eines Plateaus). Die Migrationskurven des zweiten Ansatzes zeigt einen
apoptotischen Kurvenverlauf; 2. wird als ,Fehlgeschlagen® eingestuft und statistisch nicht berlicksichtigt.

3.3 Motilitatsassay/Spharoidzellmigration

Zur Bewertung der Invasivitat im Tumorzellverband wird ein Spharoidzellmigrationsassay
konzipiert. Dabei kommt die Zelllinie SKOV3 zum Einsatz, da diese das hdchste Migra-
tions- und Invasionspotential in den vorangegangenen Versuchen zeigte. Dazu werden je
120ul einer 2%igen Agaroseldsung in die slots einer 96well-Platte pipettiert und im Brut-
schrank innerhalb von 24 Stunden zur Aushartung gebracht. Dies dient als anti-adhasiver
Boden fir die spatere Spharoidanziichtung. Danach wird die Zellsuspension zur Spha-
roidbildung hergestellt. Die Zellvorbereitung erfolgt analog der Einzelzellmigration (siehe
3.3.1). Es wird jedoch eine Zellkonzentration von 1,5 Millionen Zellen/ml benutzt. Nach
der Zellpassagierung werden 20ul der Zellsuspension je Slot der 96-well-Platte pipettiert
und dann mit je 200ul DMEM bedeckt. Unter taglicher Kontrolle und vorsichtigem Me-
diumwechsel erfolgt nach 3 Tagen das Gewinnen der Spharoide. Zur Herstellung der
Migrationskammern werden jeweils 150-200ul Vitrogengel (Vitrogen + Bicarbonat + MEM)
vorbereitet und in eine FS-Kammer pipettiert. AnschlieRend erfolgt der Transfer des
Spharoiden aus dem Well mittels Glaspipette in den vorbereiteten FS-Objekttrager, wo er
mittig platziert wird. Zur Auffillung der Box verwendet man 150ul DMEM + 10% FKS.
Nach VerschlieRen der Box mit Paraffin wird der Objekttrager unter dem Mikroskop bei
hundertfacher VergroRerung platziert. Zur Gewahrleistung einer konstanten Temperatur
kommen wiederum Rotlichtwarmeboxen mit 37°C +/- 1°C zum Einsatz. Die abschlie3ende
videomikroskopische Beobachtung der Migration der Tumorzellen in die dreidimensionale,
kiinstliche Kollagenmatrix erfolgt mittels Grab4PCI Uber 48-72h je Zelllinie mit Erstellung

einer Aufnahme alle zehn Minuten.
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3.4 Immunfluoreszenz

3.4.1 Herkunft der Praparateschnitte

Die mit Y27632 stimulierten Ovarialkarzinomzellen sowie als Kontrolle dienende, unsti-
mulierte Zellen werden mit einer Primarantikbrper-Kombination aus einer der zu unter-
suchenden Hauptkomponenten, entweder gegen Ezrin (H) oder CD44 (H), sowie gegen
einer der phosphorylierten/aktivierten Tyrosinase-Untereinheiten Ezrin355, Ezrin565,
CD44v3 oder CD44v6 versetzt (siehe Tab. 4). Als Sekundarantikérper wurde Cy3 im Falle
von Ezrin (H), CD44 (H), CD44v3 und CD44v6 verwandt, da diese eine mouse-sheep-
Konjugation des Primarantikérpers besitzen. Unter dem Fluoreszenzmikroskop stellt sich
dies als rote Signalaktivitat dar. Der Sekundarantikérper FITC wird einerseits aufgrund
seiner sheep-rabbit-Konjugation zu den Primarantikérpern von Ezrin353 und Ezrin 566
verwandt. Andererseits soll somit eine mogliche Doppelfarbung von dem Primarantikorper
Ezrin (H) vs. dessen Untereinheiten Ezrin353/Ezrin566 erreicht werden. FITC zeigt unter

dem Fluoreszenzmikroskop eine grinliche Signalgebung (siehe Tab. 5).

Tab. 4: IF mit spezifischen Angaben betreffend die verwendeten Primér- und Sekundarantikérper

Antikorper Klonalitat Code Donor Verd. Hersteller
Ezrin (H) monoklonal ab47255 mouse 1:200 abcam
Ezrin 353 polyklonal ab47273 rabbit 1:100 abcam
Ezrin 566 polyklonal ab47293 rabbit 1:100 abcam
CD44 (H) monoklonal NCL-CD44-2 mouse 1:200 R&D
CD44v3 monoklonal ab34229 mouse 1:100 abcam
CD44v6 monoklonal ab30436 mouse 1:400 abcam
Cy3 polyklonal 515-165-062 sheep 1:100 JacksonIR
FITC polyklonal ab6717 goat 1:300 abcam
DAPI blau A1001 synthetisch | 1:1000 | AppliChem

Tab. 5: Farbschemata der Primar-AK gegen Ezrin (H), Ezrin353, Ezrin566, CD44 (H), CD44v3 , CD44v6

Primar-AK vs. Farbgebung Primar-AK vs. Farbgebung
Ezrin (H) Rot CD44 (H) Rot
Ezrin353 Griun CD44v3 Rot
Ezrin566 Griun CD44v6 Rot
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3.4.2 Immunfluoreszenzfarbung — Vorgang

Nach Absaugen des Mediums erfolgt das Abldsen
der Zellen mit Accutaselosung vom Flaschen-
boden. Nach Mobilisation der Zellen, Verbringen
dieser in ein Petri-Réhrchen, Zentrifugieren fur finf
Minuten bei 1000U/min und Abgielen des
Uberstandes, wird das Zellpellet in 1ml DMEM-
Medium resuspendiert. Im Anschluss werden 10ul | Abb. 13: Zellreihen fiir die IF-Reaktion

aus dem Suspensat in 100ul Aqua dest. pipettiert und die Zellzahl mittels Coulter-Zahl-

automaten bestimmt. Danach wird eine Zellkonzentration von 500.000Zellen/ml
eingestellt. Um eine Adhasion der ruhenden Zellen mit méglichst vielen Pseudopodien flr
die IF als Voraussetzung zu haben, werden die passagierten Tumorzellen in Petrischalen
mit darin befindlichen Deckglaschen ausgebracht und nach 48h in den Versuch
einbezogen. Nach dem Verbringen von einem 20x20mm Deckglaschens in eine Petri-
schale pipettiert man 20ul Zellsuspension auf das Zentrum des Deckglaschens. Dann
erfolgt das Auffillen mittels DMEM-Medium und anschlie3ender Bebritung fur 24h (siehe
Abb. 13.). Am darauffolgenden Tag wird die Entwicklung der Zellen lichtmikroskopisch
kontrolliert. Erster Schritt bei der IF ist ein Wasch-/Spilvorgang, welcher sich zwischen
den einzelnen Fixier- und Farbevorgdngen mehrmals wiederholt um inadhdrente Zellen
oder verbliebene Zellbestandteile aus dem Versuch zu entfernen. Das Zellmedium wird
abgegossen und die einzelne Petrischale jeweils dreimal hintereinander unter leichten
Schwenkbewegungen mit 200ul TBST gesplilt. Anschlieend erfolgt die Zugabe von 1ml
Methanol zur Fixierung der adharenten Zellen und deren Pseudopodien fur 15min bei -
20°C. Das uberschussige Methanol wird wiederum durch dreimaliges Dekantieren mittels
TBST entfernt. In Folge werden 20ul des verdinnten Primarantikbrpers auf die
Deckglaschen gegeben und 1h auf einem Schwenktisch bei Zimmertemperatur inkubiert.
Nach erfolgter Primarantikorper-Anlagerung wird die Petrischale erneut dreimalig
hintereinander mit TBST gespult. AnschlieRend werden 20ul des Sekundarantikdrpers in
die Petrischale mit darin befindlichem Deckglaschen aufgebracht und fiir eine weitere
Stunde auf den Schwenktisch gelegt. Wegen der
hohen Photosensitivitdit muss die Petrischale
abgedunkelt werden, um eine vorzeitige
Signalabschwachung des Sekundarantikérpers zu
vermeiden. Nach anschlieRendem Spulvorgang folgt
die DAPI-Kernfarbung (siehe Abb. 14). Diese dient
zur Kontrolle, ob die Zellorganell-Anfarbung von | app. 14: DAPI-Kernfirbung
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intakten, migrationsfahigen Zellen erfolgreich war und verhindert zugleich das Auswerten
von apoptotischen Zellen bzw. Zellfragmenten. Nach erfolgtem letztem Spulvorgang
kénnen die Deckglaschen mit Hilfe eines Skalpells und einer anatomischen Pinzette aus
den Petrischalen herausgehoben werden. Das Eindecken auf den Objekttragern durch
Mounting Medium muss luftblasenfrei erfolgen, da in der anschlieRenden
mikroskopischen Betrachtung sonst Verzerrungen der Proteinsignalstarke auftreten
wirden. Die Praparate werden im letzten Arbeitsschritt bei 4°C flr 24 Stunden getrocknet,

dunkel gelagert und anschlie®end am Fluoreszenzmikroskop begutachtet (siehe Tab. 6).

Tabelle 6: Arbeitsschritte Immunfluoreszenzfarbung

Schritt Substanz/Arbeitsschritt Zeit
1 Aceton 5min
2 Trocknen 2min
3 TBS-Puffer 3 x spllen
4 Hyaluronidase 30min
5 TBS-Puffer 3 x spulen
6 Antikorper | 60min
7 TBS-Puffer 3 x spulen
8 Antikorper Il 60min
9 TBS-Puffer 3 x spllen
10 DAPI 15min
1 Methanol 3 x spulen
12 Mounting medium eindecken
13 Lagern bei 4°C 24h
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4 Ergebnisse

Um das Migrationsverhalten der finf Ovarialkarzinomzelllinien zu untersuchen, wurden
neben Einzel- und Spharoidmigrationstests auch Immunfluoreszenzuntersuchungen mit
den entsprechenden Primarantikérpern gegen Ezrin (H) und CD44 (H) sowie deren
Isoformen Ezrin353, Ezrin566, CD44v3 bzw. CD44v6 durchgefihrt. Dabei sollten die
Expression der Moleklle, deren Zellorganell-assoziierte Lage sowie eine mogliche
Lokalisationsanderung analysiert werden. Es zeigt sich bei der Untersuchung des
Migrationsverhaltens eine Gruppierung in inhibierbare und aktivierbare Zelllinien. So
werden die beiden Zelllinien ES2 und SKOV3 durch den Rho-Kinase-Inhibitor Y27632 in
ihrer Migration gehemmt, die Zelllinien OVCAR3, OAW42 und CAOV3 jedoch stimuliert.

4.1 SKOV3: Migrationsverhalten unter ROCK-Inhibitor Y27632-Zugabe

Im Rahmen der Einzelzellmigration lasst sich eine maximale Migrationsgeschwindigkeit
von 0,199um/min der Karzinomzelllinie in nativer Situation (Kontrolle) ohne Zusatz von HA
und Y27632 verzeichnen (siehe Abb. 15). Dies entspricht einer durchschnittlichen
Gesamtmigrationsweite nach 48 Stunden von 573,12um. Die Behandlung der Zellen mit
dem Rho-Kinase-Inhibitor Y27632 fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der
Tumorzellmigration auf 0,09um/min. Dies bedeutet eine verminderte durchschnittliche
Migrationsgesamtweite von 259,49um bzw. eine Absenkung auf 55% im Vergleich zum
Kontrollversuch. Nach Zugabe von Hyaluronsaure sinkt die Migrationsgeschwindigkeit auf

0,017um/min bzw. um 92% im Vergleich zur Kontrollgruppe. Hierbei betragt die maximale
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Abb. 15: Mittlere Migrationsgeschwindigkeiten der Zelllinie SKOV3 bei Zugabe von Y27632 und
Hyaluronsaure in pm/min: Es zeigt sich eine signifikante Abnahme der Migrationsgeschwindigkeit nach
Zugabe des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632. Nach Inkubation mittels HA wird ebenfalls eine Hemmung der
Geschwindigkeit beobachtet. Unter Doppel-Inkubation mittels Y27632 und HA sinkt die Migrations-
geschwindigkeit noch weiter ab. *** entsprechen einem p-Wert < 0,001.
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mittlere Gesamtmigrationsweite nach 48h nur 48,10um. Im Fall einer zeitgleichen
Y27632- und HA-Zugabe sinkt die Migrationsgeschwindigkeit auf 0,01um/min. Dies
bedeutet eine Reduktion der Migrationsgeschwindigkeit um 93% und eine Verminderung
der durchschnittlichen Gesamtweite auf 38,30um im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dabei
potenzieren sich die Migrationshemmungen der singularen Zugaben von Y27632 und HA

und bilden einen synergistischen Effekt.

SKOV3: Expression von CD44 und Ezrin unter ROCK-Inhibitor Y27632-Zugabe

Ezrin ist vorwiegend als kontinuierliches, submembranares Band sowie in filopodien-
artigen Auslaufern der Tumorzellen nachweisbar. Eine deutlich schwachere Anreicherung
zeigt es im Zellkern und im Zytoplasma. Zudem ist das Signal im Bereich von desmoso-
malen Zell-Zell-Interaktionen akzentuiert. Ein ahnliches Farbemuster ist mit dem AK
gegen den aktivierten und phosphorylierten Ezrin-Tyrosinaserest353 zu verzeichnen.
Ezrin566 findet man exklusiv in den Filopodien. CD44 (H) lasst sich in dieser Zelllinie
deutlich membranar nachweisen, die Varianten CD44v3 und CD44v6 werden in dieser
Lokalisation jedoch nicht exprimiert.

Nach ROCK-Inhibition nimmt die membranare Signalstarke von Ezrin (H) stark ab, wobei
die zytoplasmatische und nukleare Anreicherung gleich bleiben. Ezrin353 und Ezrin566
werden vollstandig von der Membran abgelost. Im Fall von Ezrin353 zeigt sich eine
zytoplasmatische Signalanreicherung. Die CD44-Expression andert sich unter Y27632-
Zugabe nicht (siehe Abb. 16A-T/ 17, Tab. 7/ 8).

ohne ROCK-Inhibitor Y27632 mit ROCK-Inhibitor Y27632
(Kontrolle)

Ezrin (H)

A: Ezrin (H) ohne Y27632: DAPI/Ezrin (H)- B: Ezrin (H) mit Y27632, DAPI/Ezrin (H)-
overlay-Technik, deutlich membranare und overlay, Verlust der membranaren Signal-
zytoplasmatische Signalaktivitat mit starke bei bestehender zytoplasmatischer
Ausbildung von Pseudopodien Reaktion nach ROCK-Inhibitor-Zugabe
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ohne ROCK-Inhibitor Y27632 mit ROCK-Inhibitor Y27632

Ezrin353

C: Ezrin353 ohne Y27632, verstarkt nukle- D: Ezrin353 mit Y27632, Verschwinden
are Anreicherung mit Ausbildung von mem- der membranaren, pseudopodischen Kom-
branaren Pseudopodien und mittlerer zyto- ponente bei erhaltener zytoplasmatischer
plasmatischer Signalaktivitat und nukleéarer Aktivitat

Ezrin353/

Ezrin (H)

Doppel-

farbung
E: Komplexfarbung Ezrin (H)/Ezrin353 F: Komplexfarbung Ezrin (H)/Ezrin353
ohne Y27632, (Ezrin (H)-rot, Ezrin353- mit Y27632, (Ezrin (H)-rot , Ezrin353-grin,
grin, DAPI-blau-Dreifachfarbung), mem- DAPI-blau-Dreifachfarbung), Verlust der
brandre, durch beide Ezrin-Molekile membrandren und verstarkte zytoplas-
bedingte Pseudopodienbildung bei matische  Signalaktivitit bei ROCK-
maRiger zytoplasmatischer Komponente Inhibitor-Zugabe

Ezrin566

e

G “‘ .

G: Ezrin566-Untereinheit ohne Y27632, H: Ezrin566-Untereinheit mit Y27632,
verstarkte membranare Anreicherung und Verlust der membrandren und pseudo-
vermehrte Detektion in Pseudopodien, podischen Anreicherung bei erhaltener
maRige zytoplasmatische Aktivitdt bei zytoplasmatischer Komponente und
fehlender nukledrer Reaktion fehlender nuklearer Anreicherung
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Ezrin566
Ezrin (H)
Doppel-
farbung

CD44 (H)

CD44v3

ohne ROCK-Inhibitor Y27632

I: Komplexfarbung Ezrin (H)/Ezrin566
ohne Y27632, (Ezrin (H)-rot, Ezrin353-griin,
DAPI-blau-Dreifachfarbung), Pseudopodien
vorwiegend Ezrin566 bestlckt bei komple-
mentarer Ezrin (H)/Ezrin566 zytoplasma-
tischer Signalaktivitat

mit ROCK-Inhibitor Y27632

J: Komplexfarbung Ezrin (H)/Ezrin566
mit Y27632, (Ezrin (H)-rot, Ezrin353-grln,

DAPI-blau-Dreifachfarbung), Verlust der
membranaren Ezrin566-Signalaktivitat bei
erhaltener zytoplasmatischer Ezrin-Aktivitat
unter ROCK-Blockierung

K: CD44 (H) ohne Y27632, DAPI/CD44 (H)-
Overlaytechnik, gleichmaRige Verteilung
des CD44 (H)-Molekiils membranar sowie
zytoplasmatisch

L: CD44 (H) mit Y27632, keine
Zellkompartiment-assoziierte Anderung
unter ROCK-Inhibitor-Zugabe an der
Verteilung des CD44 (H) Molekiils

M: CD44v3 ohne Y27632, zytoplasma-

tische und nukledre Anreicherung bei
fehlender membranarer Komponente

N: CD44v3 mit Y27632, unter Y27632-
Zugabe keine Anderung der zytoplasma-
tischen Aktivitat bei zeitgleicher Zunahme
der nukledren Signalstarke
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CD44v3/
Ezrin (H)
Doppel-
farbung

CD44v6

CD44v6/
Ezrin (H)
Doppel-
farbung

ohne ROCK-Inhibitor Y27632

0O: Komplexfiarbung Ezrin (H)/CD44v3
ohne Y27632, (CD44v3-rot, Ezrin (H)-grin,
DAPI-blau-Dreifachfarbung), Pseudopodien
Ezrin(H) assoziiert bei zeitgleicher zyto-
plasmatischer Ezrin (H)/CD44v3-Signal-
aktivitat

mit ROCK-Inhibitor Y27632

P: Komplexfarbung Ezrin (H)/CD44v3 mit
Y27632, (CD44v3-rot, Ezrin (H)-grun,
DAPI-blau-Dreifachfarbung), Verlust des
membranaren  Ezrin  (H)-Signals  bei
erhaltener zytoplasmatischer Ezrin (H)/
CD44v3-Signalaktivitat

Q: CD44v6 ohne Y27632, zytoplasma-
tische und gering membranare Anreiche-
rung bei fehlender nuklearer Komponente

R: CD44v6 mit Y27632, keine Anderung
der Signalaktivitdt unter Zugabe von
Y27632 bei erhaltener zytoplasmatischer
und gering membranarer Signal-
anreicherung

S: Komplexfarbung Ezrin (H)/CD44v6
ohne Y27632, (CD44v6-rot, Ezrin (H)-grin,
DAPI-blau-Dreifachfarbung), Pseudopodien
Ezrin (H) assoziiert bei zeitgleicher zyto-

plasmatischer Ezrin

Signalaktivitat

(H)/CD44v3-Doppel-

T: Komplexfarbung Ezrin (H)/CD44v6
mit Y27632, (CD44v6-rot, Ezrin (H)-grin,

DAPI-blau-Dreifachfarbung), Verlust der
membranaren Ezrin (H)-Signalaktivitat bei
erhaltener zytoplasmatischer Ezrin (H)/
CD44v3-Signalaktivitat
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Abb. 16: A-T: IF der Tumorzelllinie SKOV3: Differenzierung der Primarantikdrper und deren Komplex-
Uberlagerung bei Y27632-Inkubation. Der weilte Balken entspricht in den Bildern A-T jeweils 85,7um.

Tab. 7: IF-Nachweis der molekularen Veranderungen in den einzelnen Zellkompartimenten der Zelllinie
SKOV3 vor und nach Zugabe des ROCK-Inhibitors Y27632 bei Ezrin (H), Ezrin353, Ezrin566, CD44 (H),
CD44v3 und CD44v6 (Legende: semiquantitative Einschatzung der Anfarbbarkeit: O=keine Anfarbbarkeit,
3=starkste Anfarbbarkeit)

ohne Y27632 mit Y27632
membranar (2) membranar (1)
Ezrin (H) zytoplasmatisch (2) zytoplasmatisch (2)
nicht nuklear vorkommend (0) nicht nuklear vorkommend (0)
membranar (1) nicht membranar vorkommend (0)
Ezrin353 zytoplasmatisch (1,5) zytoplasmatisch (1,5)
nuklear (2) nuklear (2)
membranar (2,5) nicht membranar vorkommend (0)
Ezrin566 zytoplasmatisch (1,5) zytoplasmatisch (1,5)
nicht nuklear vorkommend (0) nicht nuklear vorkommend (0)
CD44 (H) membranar (1), zytoplasmatisch (1,5), nicht nuklear vorkommend (0)
CD44v3 nicht membranar und nuklear vorkommend (0), zytoplasmatisch (1,5)
CD44v6 zytoplasmatisch (1,5), nicht membranar und nuklear vorkommend (0)

Tab. 8: Einfluss des ROCK-Inhibitors Y27632 auf die Lokalisierung von Ezrin und CD44 der
Zelllinie SKOV3

ohne Y27632 mit Y27632 ohne / mit Y27632
Ezrin (H) o CD44 (H) o
Ezrin353 . @ CD44v3 @
Ezrin566 ° @ CD44v6
Zellkern
Abb. 17: Schema der Zellbestandteile bei
Zytoplasma

der Inmunfluoreszenzverteilung:
Dreiteilung in Zellkern, Zytoplasma und Zell-
membran entsprechend der Hauptwirkungs-

Zellmembran orte von CD44 (H) und Ezrin (H).
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4.2 OVCARS3: Migrationsverhalten unter ROCK-Inhibitor Y27632-Zugabe

In der Betrachtung der OVCARS3-Einzelzellmigration ist per se eine niedrige Migrations-
geschwindigkeit von 0,008um/min ohne Zugabe des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632 oder
von Hyaluronsaure feststellbar (siehe Abb. 18). Nach 48 Stunden bedeutet dies eine
maximale Gesamtmigrationsweite von 22,75um. Unter Zugabe von Y27632 steigt die
Migrationsgeschwindigkeit signifikant auf 0,013um/min, in der Gesamtmigrationsweite auf
36,00um bzw. um 58,2% im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen an. Nach
Hyaluronsaure-Inkubation ist ein nahezu identischer Anstieg auf 0,012um/min bzw. um
56,7% zu resumieren. Dies bedeutet eine Steigerung der Gesamtmigrationsstrecke auf
35,42um. Bei zeitgleicher Behandlung mittels HA und Rho-Kinase-Inhibitor Y27632 steigt
die Migrationsgeschwindigkeit auf 0,016um/min und die 48 Stunden-Migrationsweite auf
46,94um. Dies bedeutet eine Steigerung der Migrationsgeschwindigkeit und der absoluten
Gesamtweite auf 206,3% im Vergleich zur Kontrollgruppe. Hierbei ist von einer Sum-

mierung der Wirkung der beiden Einzelkomponenten Y27632 und HA auszugehen.
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Abb. 18: Mittlere Migrationsgeschwindigkeiten der Zelllinie OVCAR3 bei Zugabe von Y27632 und
Hyaluronsdure in pm/min: Dabei stellen die drei *** einen p-Wert < 0,001 zwischen den einzelnen
Versuchsansatzen dar. Die p-Werte mit einem * zeigen eine Signifikanz < 0,05 an.

OVCARS3: Expression von CD44 und Ezrin unter ROCK-Inhibitor Y27632-Zugabe

Nachfolgend ist die Expression und die Lokalisierung von Ezrin, dessen phosphorylierter
Untereinheiten Ezrin353/ Ezrin566 bzw. CD44, CD44v3/ CD44v6 bei der Tumorzelllinie
OVCARS3 dargestellt (sieche Abb. 19A-T). Ezrin lasst sich im Zytoplasma sowie
membranar, nicht aber im Zellkern nachweisen. Ein geringes Ezrin566-Signal lasst sich
auch in dieser Zelllinie membranar nachweisen, wenngleich dessen zytoplasmatische
Anreicherung dominiert und der Zellkern stets frei bleibt. Bei der phosphorylierten Isoform

von Ezrin353 zeigt sich eine klare Zellkompartimentengliederung. Hierbei ist keine
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membranare Anreicherung des Ezrin353 zu verzeichnen. Daneben ist ein mittleres
Ezrin353-Signal zytoplasmatisch und eine starke nukleare Aktivitdt nachweisbar. CD44
(H) wird in dieser Zelllinie gleichmafig membranar und zytoplasmatisch exprimiert. Die
Varianten CD44v3 und CD44v6 sind zwar zytoplasmatisch jedoch nicht im Bereich der
Zellmembran nachweisbar. Bei CD44v3 ist neben der zytoplasmatischen auch noch eine
nukledre Expression zu verzeichnen.

Nach ROCK-Inhibition ist eine deutlich granular-membranare Ezrin-Aktivitdt zu
verzeichnen, im Wesentlichen durch Ezrin (H) bedingt. Es erfolgt dabei keine komplette
Bindung an die Zellmembran, jedoch ein Hervortreten der filopodienartigen Strukturen
(siehe Abb. 19). Bei singularer Betrachtung der Ezrin353-Phosphorylierungsstelle ist
keine Signalanderung von membranar und zytoplasmatisch sowie einer damit ursach-
lichen Ezrin-Konformationsanderung sichtbar. Das membranar gelagerte Ezrin566 geht
verloren, parallel dazu steigt das zytoplasmatische Signal an. Zudem lasst sich Ezrin566
nun auch verstarkt nukledr nachweisen. Die CD44 (H) und CD44v3/CD44v6-Varianten-
Expression andert sich nach Y27632-Zugabe nicht. Das membranare begrenzte Signal
zeigt bei CD44 (H) wiederum die starkste Intensitatsauspragung, gefolgt von einer
zytoplasmatischen Anreicherung (siehe Tab. 9/ 10). Bei CD44v3 Uberwiegt der nukleare

Anteil und bei CD44v6 ist nur eine zytoplasmatische Expression zu verzeichnen.

ohne ROCK-Inhibitor Y27632 mit ROCK-Inhibitor Y27632
(Kontrolle)

Ezrin (H)

A: Ezrin (H) ohne Y27632, DAPI/Ezrin (H)- B: Ezrin (H) mit Y27632, DAPI/Ezrin (H)-
Overlay-Technik, maRig membranare und Overlay, Verstarkung der membranaren
zytoplasmatische Signalaktivitat mit Ezrin (H)-Komponente mit Bildung von
Ausbildung von Pseudopodien ,Granulazentren bei  gleichbleibender

zytoplasmatischer Reaktion
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ohne ROCK-Inhibitor Y27632

Ezrin353

C: Ezrin353 ohne Y27632, verstarkt nukle-
are Anreicherung sowie zytoplasmatisch-
perinukledre Ezrin (H)-Signalaktivitat bei
fehlender membranarer Komponente

mit ROCK-Inhibitor Y27632

D: Ezrin353 mit Y27632, geringe
membranare Mehranreicherung bei
leichtem zytoplasmatischen Signalverlust
von Ezrin (H) unter Y27632-Zugabe

F: Komplexfirbung Ezrin (H)/Ezrin353

mit Y27632, (Ezrin (H)-rot , Ezrin353-griin,
DAPI-blau-Dreifachfarbung), membranare
Mehranreicherung bei leichter zytoplasma-
tischer Signaldeletion von Ezrin (H)/Ezrin
353 unter Y27632-Zugabe

Ezrin353/

Ezrin (H)

Doppel-

farbung
E: Komplexfarbung Ezrin (H)/Ezrin353
ohne Y27632, (Ezrin (H)-rot, Ezrin353-
grin, DAPI-blau-Dreifachfarbung), verstarkt
zytoplasmatisch-perinukledre  Ezrin  (H)/
Ezrin353-Signalaktivitat bei fehlender mem-
branarer Komponente

Ezrin566

G: Ezrin566-Untereinheit ohne Y27632,
geringe membranare Anreicherung bei mitt-
lerer zytoplasmatischer Aktivitat und fehlen-
der nuklearer Reaktion

H: Ezrin566-Untereinheit mit Y27632,
Verlust der membranaren Anreicherung bei
erhaltener zytoplasmatischer Komponente
und nun verstarkter nuklearer Auspragung
unter Y27632-Zugabe
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Ezrin566/

Ezrin (H)
Doppel-
farbung

CD44 (H)

CD44v3

ohne ROCK-Inhibitor Y27632

I: Komplexfarbung Ezrin (H)/Ezrin566
ohne Y27632, (Ezrin (H)-rot, Ezrin353-griin,
DAPI-blau-Dreifachfarbung), geringe mem-
branare Anreicherung bei mittlerer zytoplas-
matischer Aktivitat von Ezrin (H)/ Ezrin566

mit ROCK-Inhibitor Y27632

J: Komplexfiarbung Ezrin (H)/Ezrin566
mit Y27632, (Ezrin (H)-rot, Ezrin353grin,
DAPI-blau-Dreifachfarbung), Verlust der
membranaren Ezrin (H)/ Ezrin566-Aktivitat
bei erhaltener zytoplasmatischer und
verstarkt perinuklearer Aktivitat

K: CD44 (H) ohne Y27632, DAPI/CD44 (H)-
Overlay, roter Cy3-AK, gleichmaRige
Verteilung des CD44 (H)-Molekiils mem-
branar-aktiviert sowie  zytoplasmatisch-
inaktiv-gelost

L: CD44 (H) mit Y27632, keine Zellkom-
partiment-assoziierte ~ Anderung  unter
ROCK-Inhibitor-Zugabe an der Verteilung
des CD44 (H) Molekiils

M: CD44v3 ohne Y27632, zytoplasma-
tische und nukleare Anreicherung bei
fehlender membranarer Komponente

N: CD44v3 mit Y27632, unter Y27632-
Zugabe nukledre Mehranreicherung bei
gleichbleibender zytoplasmatischer Aktivitat
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ohne ROCK-Inhibitor Y27632 mit ROCK-Inhibitor Y27632

CD44v3/

Ezrin (H)

Doppel-

farbung
O: Komplexfarbung Ezrin (H)/CD44v3 P: Komplexfarbung Ezrin (H)/CD44v3 mit
ohne Y27632, (CD44v3-rot, Ezrin (H)-grtn, Y27632, (CD44v3-rot, Ezrin (H)-grin,
DAPI-blau-Dreifachfarbung), zytoplasma- DAPI-blau-Dreifachfarbung), gering zyto-
tische und nukledre Anreicherung bei plasmatische Mehranreicherung bei
fehlender membranarer Komponente erhaltener nuklearer Komponente

CD44v6
Q: CD44v6 ohne Y27632, zytoplasma- R: CD44v6 mit Y27632, keine Anderung
tisch-wolkige Signalaktivitdt von CD44v6 der Signalaktivitdt unter Zugabe von
bei nukledrer Aussparung und perinuklea- Y27632 bei erhaltener zytoplasmatischer
rem Halo, fehlende membranare Kompo- und perinukledrer Anreicherung
nente

CD44v6/

Ezrin (H)

Doppel-

farbung

S: Komplexfarbung Ezrin (H)/CD44v6 T: Komplexfarbung Ezrin (H)/CD44v6 mit
ohne Y27632, (CD44v6-rot, Ezrin (H)-grun, Y27632, (CD44v6-rot, Ezrin (H)-grun,
DAPI-blau-Dreifachfarbung), zytoplasma- DAPI-blau-Dreifachfarbung), keine Ande-
tische und perinukleére Anreicherung rung der zytoplasmatisch-perinuklearen
Signalaktivitat unter Zugabe von Y27632

Abb. 19: A-T: IF der Tumorzelllinie OVCARS3: Differenzierung der Priméarantikdrper und deren
Komplexuberlagerung bei Y27632-Inkubation. Der weille Balken entspricht in den Bildern A-T jeweils
85,7um.
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Tab. 9: : IF-Nachweis der molekularen Verédnderungen in den einzelnen Zellkompartimenten der Zelllinie
OVCARS vor und nach Zugabe des ROCK-Inhibitors Y27632 bei Ezrin (H), Ezrin353, Ezrin566, CD44 (H),
CD44v3 und CD44v6

ohne Y27632 mit Y27632
membranar (1,5) membranar (2,5)
Ezrin (H) zytoplasmatisch (1,5) zytoplasmatisch (1,5)
nicht nuklear vorkommend (0) nicht nuklear vorkommend (0)

Ezrin353 nicht membranar vorkommend (0), zytoplasmatisch (1,5), nuklear (2,5)

membranar (1) nicht membranar vorkommend (0)
Ezrin566 zytoplasmatisch (1,5) zytoplasmatisch (2)
nicht nuklear vorkommend (0) nuklear (2)

CD44 (H) membranar (1,5), zytoplasmatisch (1), nicht nuklear vorkommend (0)

CD44v3 nicht membranar vorkommend (0), zytoplasmatisch (1,5), nukleér (1,5)

CD44v6 zytoplasmatisch (1,5), nicht membranar und nuklear vorkommend (0)

Tab. 10: Einfluss des ROCK-Inhibitors Y27632 auf die Lokalisierung von Ezrin und CD44 der Zelllinie
OVCAR3

ohne Y27632 mit Y27632 ohne / mit Y27632

Ezrin (H) ° ° CD44 (H) o
Ezrin353 @ CD44v3 @
Ezrin566 @ @ CD44v6 @

4.3 ES2: Migrationsverhalten unter ROCK-Inhibitor Y27632-Zugabe

Die Hemmung der Rho-Kinase fihrt in der Zelllinie ES2 zu einer signifikanten Vermin-

derung der Migrationsweiten. In der Nativ-Kontrolle ohne Zusatz von Y27632 und Hyalu-
ronsaure ist eine Migrationsgeschwindigkeit von 0,033um/min zu verzeichnen (siehe Abb.
20). Dies bedeutet eine Gesamtmigrationsweite von 95,62um nach 48 Stunden. Nach
Zugabe des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632 zeigt sich eine signifikante Abnahme der
Migrationsgeschwindigkeit und somit Hemmung der Tumorzellausbreitung ungeachtet des

Zusatzes von HA auf 0,023um/min. Die Gesamtmigrationsweite betragt nach 48 Stunden
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65,38um, was eine Reduktion um 31,7% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
bedeutet. Hierbei ist neben der Minderung der Migrationsgeschwindigkeit und -strecke
auch ein Verlust bei der Ausbildung von Pseudopodien nachweisbar. Nach Inkubation
mittels HA wird eine vergleichbare Hemmung der Geschwindigkeit auf 0,027um/min sowie
um 18,7%. beobachtet. Dabei betragt die nach 48 Stunden zurickgelegte Migrations-
strecke 77,76um. Unter zeitgleicher Zugabe von Y27632 und HA sinkt die Migrations-
geschwindigkeit auf 0,0232um/min, die Migrationsweite auf 66,82um bzw. um 30,1% im

Vergleich zur Kontrollgruppe ab.
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Abb. 20: Mittlere Migrationsgeschwindigkeiten der Zelllinie ES2 bei Zugabe von Y27632 und Hya-
luronsaure in pm/min: Es zeigt sich eine signifikante Abnahme der Migrationsgeschwindigkeit nach
Zugabe des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632 sowie eine vergleichbare Hemmung nach Inkubation mittels HA.
Unter Simultanzugabe von Y27632 und HA sinkt die Migrationsgeschwindigkeit ebenfalls. Dabei stellt ein *
einen p-Wert < 0,05 als Vergleich zwischen den einzelnen Versuchsansatzen dar. Zwei ** bedeuten einen
p-Wert < 0,01.

Aufgrund des simultanen Reaktions- und Lokalisationsverhaltens von Ezrin bzw. CD44
bei der Tumorzelllinie ES2 im Vergleich zu SKOV3 sowie CAOV3 respektive OAW42 zu
OVCARS3 in der Immunfluoreszenz wird auf eine bildliche Darstellung dieser Ergebnisse in
den folgenden Zelllinien verzichtet und lediglich eine tabellarische sowie beschreibende

Form gewahlt.

ES2: Expression von CD44 und Ezrin unter ROCK-Inhibitor Y27632-Zugabe

Bei der Betrachtung der Expression von Ezrin (H) in der Immunfluoreszenz zeigt die
Ovarialkarzinomzelllinie ES2 eine vorwiegend membranare Signalstarke mit Ausbildung
eines kontinuierlichen Bandes von Ezrin (H) sowie das Vorkommen in filopodienartigen
Auslaufern der Tumorzellen. Eine zytoplasmatische Reaktion ist lediglich sparlich

sichtbar. Dies ist beim phosphorylierten Ezrin566 in gleichem MafRe der Fall. Lediglich
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Ezrin353 zeigt keine membranare, wohl aber eine leicht zytoplasmatische sowie eine
verstarkt nukleare Anreicherung. Nach Zugabe von Y27632 bei Betrachtung von Ezrin (H)
ist eine Verlagerung des ERM-Komplex-assoziierten Signales nach intrazellular und somit
ein qualitativ sichtbarer Membranmarkierungsverlust nachweisbar (siehe Tab.11).
Zusatzlich stellt sich eine Verringerung des Ezrin (H)-Signals in den Pseudopodien nach
Zugabe des Rho-Kinase-Inhibitors dar. Diese Reaktion ist ebenfalls bei Ezrin566 deutlich
sichtbar. Ezrin353 zeigt in den Immunfluoreszenzfarbungen bei der ES2-Zelllinie keine
Zellkompartiment-spezifischen Veranderungen unter Zugabe des Rho-Kinase-Inhibitors
Y27632. Das transmembranare CD44 (H) sowie dessen Spleillvarianten CD44v3 und
CD44v6 weisen sowohl ohne als auch mit Y27632 keine Veranderung ihrer Lokalisation
auf. Hierbei zeigt CD44 (H) in der Immunfluoreszenz ein mafig membranares Signal, teils
in den Filopodien akzentuiert. Zytoplasmatisch ist es nur gering nachweisbar. Im
Gegensatz dazu sind die SpleiRvarianten CD44v3 und CD44v6 membranar nicht
nachweisbar. Sie zeigen sich leicht zytoplasmatisch gelagert. CD44v3 wird zusatzlich

noch in einer schwachen Auspragung nuklear detektiert.

Tab. 11: : IF-Nachweis der molekularen Veranderungen in den einzelnen Zellkompartimenten der Zelllinie ES2
vor und nach Zugabe des ROCK-Inhibitors Y27632 bei Ezrin (H), Ezrin353, Ezrin566, CD44 (H), CD44v3 und
CD44v6

ohne Y27632 mit Y27632
membranar (2,5) membranar (1)
Ezrin (H) zytoplasmatisch (1) zytoplasmatisch (1)
nicht nuklear vorkommend (0) nicht nuklear vorkommend (0)
Ezrin353 nicht membranar vorkommend (0), zytoplasmatisch (1), nuklear (2)
membranar (2,5) nicht membranar vorkommend (0)
Ezrin566 zytoplasmatisch (1) zytoplasmatisch (1)
nicht nuklear vorkommend (0) nicht nuklear vorkommend (0)
CD44 (H) membranar (1,5), zytoplasmatisch (1), nicht nuklear vorkommend (0)
CD44v3 nicht membranar vorkommend (0), zytoplasmatisch (1), nuklear (1)
CD44v6 nicht membranar (0), zytoplasmatisch (1), nicht nuklear (0)

44  OAWA42: Migrationsverhalten unter ROCK-Inhibitor Y27632-Zugabe
Im Rahmen der OAW42-Einzelzellmigration ist eine maximale Migrationsgeschwindigkeit
von 0,008um/min und eine maximale Migrationsweite nach 48h von 23,90um der

Karzinomzelllinie in nativer Situation ohne Zusatz von HA und Y27632 verzeichnen (siehe
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Abb. 21). Bei OAW42 zeigt sich im Migrationsversuch eine signifikante Erhdhung der
Motilitdt nach Y27632-Zugabe. So ist eine Steigerung der Migrationsgeschwindigkeit nach
Zugabe des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632 auf 0,012um/min zu verzeichnen. Dies bedeu-
tet eine Steigerung der Migrationsgesamtweite tUber 48h auf 34,56um im Vergleich zur
Kontrollgruppe. In der Mikroskop-gestiitzten 48 Stunden-Aufnahme zeigt sich bei OAW42
nach Y27632-Inkubation eine signifikante Steigerung der Migrationsgeschwindigkeit um
44,6% im Vergleich zur Kontrollgruppe. Nach Inkubation mittels Hyaluronsaure wird eine
vergleichbare Stimulation der Geschwindigkeit auf 0.014um/min beobachtet. Unter HA-
Substitution ist ebenfalls eine Steigerung der Gesamtmigrationsweite auf 39,70um sicht-
bar. Bei der Zellstimulation mittels Hyaluronsaure ergibt sich eine Anhebung der
Migrationsgeschwindigkeit um 66,3%. Unter zeitgleicher Doppel-Inkubation mittels
Y27632 und HA steigt die Migrationsgeschwindigkeit im Vergleich zur Kontrolle auf
0,011um/min und die Gesamtmigrationsweite signifikant auf 31,1um/ 48h, bleibt jedoch im
Vergleich zu den Einzelstimulationen hinter diesen zuriick. Somit ist keine Potenzierung
der Einzelergebnisse bei gleichzeitiger Zugabe von Hyaluronsaure und Y27632 zu ver-
zeichnen. AbschlieRend wird bei der Y27632- und HA-Doppelinkubation eine Steigerung
der Migrationsgeschwindigkeit um 30,1% im Vergleich zur Kontrollgruppe ermittelt.
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Abb. 21: Mittlere Migrationsgeschwindigkeiten der Zelllinie OAW42 bei Zugabe von Y27632 und
Hyaluronsaure in pm/min: Es zeigt sich eine signifikante Steigerung der Migrationsgeschwindigkeit
nach Zugabe des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632. Nach Inkubation mittels HA wird eine vergleichbare
Stimulation der Geschwindigkeit beobachtet. Unter zeitgleicher Doppel-Inkubation mittels Y27632 und
Hyaluronsaure steigt die Migrationsgeschwindigkeit im Vergleich zur Kontrolle, sinkt jedoch im Vergleich
zu den Einzelstimulationen mittels Y27632 und HA ab. Dabei stellen vier **** einen p-Wert < 0,0001 als
Vergleich zwischen den einzelnen Versuchsanséatzen dar.

OAW42: Expression von CD44 und Ezrin unter ROCK-Inhibitor Y27632-Zugabe
Die Zelllinie OAW42 zeigt nativ eine leicht membranar sowie starker zytoplasmatisch

ausgepragte Expression von Ezrin (H) in der IF. Nach Zugabe von Y27632 erfolgt eine
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deutliche Signalverstarkung der membranaren Komponente mit Hervortreten plumper
Pseudopodien. Auch in diesen Ausziehungen ist eine verstarkt membranare
Signallokalisation zu verzeichnen. Die zytoplasmatische Komponente zeigt keine
Veranderung der Signalstarke. Nuklear ist in beiden Fallen keine Expression sichtbar. Bei
der Ezrin566-Farbung erkennt man ohne Zugabe von Y27632 eine leicht membranare
und zytoplasmatische Komponente bei einer deutlich hervortretenden, nukledren Signal-
aktivitdt. Nach Zugabe des Rho-Kinase-Inhibitors ist eine Reduktion des membran-
standigen Ezrin-Komplexes nachweisbar. Bei Ezrin353 lassen sich keine Lokalisations-
anderungen der Ezrin-Signalaktivitat in den einzelnen Zellkompartimenten erkennen. Hier
ist, wie bei Ezrin566, eine akzentuiert nukledre Anreicherung neben einer leicht zyto-
plasmatischen Signalaktivitat bei fehlendem membrandren Nachweis sichtbar. Die CD44
(H), CD44v3 und CD44v6-IF weisen auch bei dieser Zystadenokarzinomzelllinie keine
Unterschiede beziiglich einer Expressions- und Lokalisationsanderung nach Zugabe von
Y27632 auf. CD44 (H) ist sowohl ohne als auch mit Zugabe von Y27632 lediglich im
Zytoplasma nachweisbar. Gleichsam ist bei CD44v6 ebenfalls nur eine zytoplasmatische
Anreicherung ersichtlich, welche aber im Vergleich zu CD44 (H) schwacher ausfallt.
Kontrer zeigt sich bei CD44v3 neben einer zytoplasmatischen Komponente auch eine
vermehrt nukledre Anreicherung mit teils herdférmiger Akzentuierung (siehe Tab. 12).

Tab. 12: IF-Nachweis der molekularen Veranderungen in den einzelnen Zellkompartimenten der Zelllinie

OAW42 vor und nach Zugabe des ROCK-Inhibitors Y27632 bei Ezrin (H), Ezrin353, Ezrin566, CD44 (H),
CD44v3 und CD44v6

ohne Y27632 mit Y27632
membranar (1) membranar (2,5)
Ezrin (H) zytoplasmatisch (2) zytoplasmatisch (2)
nicht nuklear vorkommend (0) nicht nuklear vorkommend (0)
Ezrin353 nicht membranar vorkommend (0), zytoplasmatisch (1), nuklear (2)
membranar (1) nicht membranar vorkommend (0)
Ezrin566 zytoplasmatisch (1) zytoplasmatisch (1)
nuklear (2) nuklear (2)
CD44 (H) zytoplasmatisch (2), nicht membranar und nuklear vorkommend (0)
CD44v3 nicht membranar vorkommend (0), zytoplasmatisch (1), nuklear (1,5)
CD44v6 zytoplasmatisch (1), nicht membranar und nuklear vorkommend (0)
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4.5 CAOV3: Migrationsverhalten unter ROCK-Inhibitor Y27632-Zugabe

CAOV3 zeigt eine Migrationsgeschwindigkeit von 0,01uym/min sowie eine Migrations-
gesamtweite von 27,94um nach 48h-Inkubation in den Kontrollversuchen ohne Zusatz
von HA und Y27632 (siehe Abb. 22). Unter Applikation des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632
ist eine signifikante Steigerung der Migrationsgeschwindigkeit auf 0,0117um/min bzw.
eine maximale Migrationsweite von 33,70pum nach 48h zu ermitteln. Dies bedeutet eine
Erhéhung der Migrationsgeschwindigkeit um 20,6% im Vergleich zur Kontrollgruppe. Nach
Zusatz von Hyaluronsaure ist ebenfalls eine Steigerung der Gesamtstrecke auf 33,98um
und einer Migrationsgeschwindigkeit der Tumorzellen auf 0,012um/min erkennbar. Dies
entspricht einer Steigerung der Migrationsgeschwindigkeit um 21,6%. Nach zeitgleicher
Zugabe des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632 und Hyaluronsaure ist eine Minderung der
Migrationsgeschwindigkeit respektive -weite zu verzeichnen. Hierbei sinkt die Migrations-
geschwindigkeit im Vergleich zur Kontrollpopulation auf 0,009um/ min bzw. einer Gesamt-
migrationsweite von 24,48um. Dies bedeutet eine Hemmung der Migrationsgeschwindig-
keit um 12,4% im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 22: Mittlere Migrationsgeschwindigkeiten der Zelllinie CAOV3 bei Zugabe von Y27632 und
Hyaluronsaure in pm/min: Es zeigt sich eine signifikante Steigerung der Migrationsgeschwindigkeit
nach Zugabe des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632. Nach Inkubation mittels HA wird ebenfalls eine
Stimulation der Geschwindigkeit beobachtet. Unter zeitgleicher Doppel-Inkubation mittels Y27632 und
Hyaluronsaure sinkt die Migrationsgeschwindigkeit im Vergleich zur Kontrolle. Dabei stellen zwei **
einen p-Wert < 0,01, drei *** einen p-Wert < 0,001 und vier **** einen p-Wert < 0,0001 als Vergleich
zwischen den einzelnen Versuchsansatzen dar.

CAOV3: Expression von CD44 und Ezrin unter ROCK-Inhibitor Y27632-Zugabe

Es zeigt sich bei der Zelllinie CAOV3 eine maRig ausgepragt zytoplasmatische sowie
membranare Ezrin (H)-Expression unter Fehlen einer nukledren Komponente in nativer
Situation im Rahmen der IF. Die Lokalisierung von Ezrin (H) in Filopodien ist nur sehr

vereinzelt und rudimentar zu verzeichnen. Unter Y27632-Zugabe ist eine Verstarkung des
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membranaren Signals bei gleichbleibender zytoplasmatischer Aktivitat ersichtlich. Im
Vergleich dazu zeigt sich Ezrin353 ohne Rho-Kinase-Inhibitor nuklear sowie zytoplasma-
tisch, nicht aber membranstandig vorkommend. Nach Y27632-Inkubation ist hier ein
leichter Anstieg des IF-Signals im Zytoplasma nachzuweisen. Bei Anfarbung des Ezrin566
ist nach Y27632-Zugabe eine membranare Depletion bzw. ein verstarktes nukleares
Signal bei gleichbleibender zytoplasmatischer Komponente im Vergleich zur Kontrolle
sichtbar. Die CD44 (H)-, CD44v3- und CD44v6-Expression andert sich bei ROCK-
Inhibition mittels Y27632 ebenfalls nicht. CD44 (H) lasst sich im Zytoplasma sowie an der
Zellmembran, nicht aber nuklear nachweisen. Das bei CD44v3 und CD44v6 zytoplasma-

tisch begrenzte Signal zeigt in diesen Fallen eine mittelstarke Intensitat (siehe Tab. 13).

Tab. 13: IF-Nachweis der molekularen Veranderungen in den einzelnen Zellkompartimenten der Zelllinie
CAOQV3 vor und nach Zugabe des ROCK-Inhibitors Y27632 bei Ezrin (H), Ezrin353, Ezrin566, CD44 (H),
CD44v3 und CD44v6

ohne Y27632 mit Y27632
membranar (1) membranar (2,5)
Ezrin (H) zytoplasmatisch (1,5) zytoplasmatisch (1,5)
nicht nuklear vorkommend (0) nicht nuklear vorkommend (0)

nicht membranar vorkommend (0) | nicht membranar vorkommend (0)

Ezrin353 zytoplasmatisch (1) zytoplasmatisch (2)
nuklear (1) nuklear (1)
membranar (1) nicht membranar vorkommend (0),
Ezrin566 zytoplasmatisch (1) zytoplasmatisch (1)
nicht nuklear vorkommend (0) nuklear (1,5)

CD44 (H) membranar (1), zytoplasmatisch (1,5), nicht nuklear vorkommend (0)

CD44v3 zytoplasmatisch (1,5), nicht membranar und nuklear vorkommend (0)

CD44v6 zytoplasmatisch (1,5), nicht membranar und nuklear vorkommend (0)

4.6 Migrationsverhalten der Tumorzelllinien im Uberblick

Die oben einzeln dargestellten funf Ovarialkarzinomzelllinien zusammenfassend betrach-
tet zeigt sich eine Gruppierung in zwei durch den Rho-Kinase-Inhibitor Y27632 gehemmte
Tumorzelllinien mit SKOV3 und ES2 sowie drei aktivierte Tumorzelllinien mit OVCARS,
OAW42 und CAOV3. Dabei wird durch die Y27632-Inkubation nicht nur eine
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Verminderung der maximalen Migrationsweite hervorgerufen, sondern auch eine teils
deutliche Minderung (SKOV3) bzw. deutliche Aktivierung (OVCAR3) der
Migrationsgeschwindigkeit. So zeigt die Zelllinie ES2 im Vergleich zur nativen Situation
ohne Y27632- bzw. Hyaluronsaure-Zugabe eine Minderung der Migrationsweite auf
68,4% unter Rho-Kinase-Inhibitor-Inkubation und Hemmung am Ezrin Molekdl. Die
Migrationsgeschwindigkeit fallt hierbei um 32% ab. Im Falle einer Hyaluronsaure-
getriggerten ES2-Einzelzellmigration zeigt sich eine Verringerung der Zellaktivitat auf bis
zu 81,3%. Bei zeitgleicher Y27632 und HA-Inkubation ist eine Reduktion der maximalen
Migrationsstrecke auf 69,9% im Vergleich zur nativen Situation ersichtlich. Bei der Tumor-
zelllinie SKOV3 ist eine weitaus starkere Inhibition mit simultanem Verschwinden von
Pseudopodien und Zell-Zell-Interaktion unter Y27632-Inkubation zu verzeichnen. Hier wird
die maximale Migrationsstrecke auf 45,3% im Vergleich zur Nativsituation gesenkt und die
Migrationsgeschwindigkeit auf unter die Halfte reduziert. Bei Zugabe von Hyaluronsaure
ist sogar eine Minderung auf 8,4% der origindren Migrationsweite nachweisbar. Dieses
Ergebnis wird bei zeitgleicher Y27632 und HA-Inkubation noch Ubertroffen. Hier werden
lediglich Migrationsgeschwindigkeiten und -weiten von ca. 6,7% erreicht. Somit zeigt sich
bei beiden Zelllinien eine Hemmung der Migrationsaktivitat Uber den Rho-Kinase-Inhibitor
Y27632 bei Interaktion mit dem ERM-Komplex und Dephosphorylierung des Ezrin-
Molekuls. Diese Wirkung wird ebenfalls durch die Inkubation mittels Hyaluronsaure
erreicht. Hierbei erfolgt ein Herabsetzen der Interaktion mit dem transmembranaren
CD44-Molekul und einer dadurch gesenkten Migrationsaktivitat.

Dem entgegen steht die Aktivierung der Tumorzellmigration bei den oben erwahnten drei
Zelllinien. Hierbei ist die Ovarialkarzinomzelllinie OVCAR3 hervorzuheben, welche eine
deutliche Steigerung der Migrationsweite und -geschwindigkeit von 158,3% unter ROCK-
Stimulation im Vergleich zur Kontrollgruppe aufweist. Dieses Ergebnis ist auch unter HA-
Applikation mit 155,7% erreichbar. Bei zeitgleicher Y27632- und HA-Zugabe ist die
Verdopplung der Migrationsgeschwindigkeit und eine Steigerung der Migrationsweite auf
206,3% im Vergleich zum nativen Migrationsassay der OVCARS3-Zelllinie mdglich (siehe
Tab. 14/15).
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Tab. 14: Gesamtmigrationsweiten in um (ber die Versuchsdauer von 48h

mit Y27632/ ohne Y27632/ mit Y27632/
Kontrolle
ohne HA in pym mit HA in pm mit HA in pm
(nativ) in pm .
edr L en el (% zur Kontrolle) | (% zur Kontrolle)
ES2 95,62 65,38 (68,4) 77,76 (81,3) 66,82 (69,9)
SKOV3 573,12 259,49 (45,3) 48,10 (8,4) 38,30 (6,7)
OVCAR3 22,75 36,00 (158,3) 35,42 (155,7) 46,94 (206,3)
OAW42 23,90 34,56 (144,6) 39,74 (166,3) 31,10 (130,1)
CAOV3 27,94 33,70 (120,6) 33,98 (121,6) 24,48 (87,6)
Tab. 15: Schematische Darstellung der Anderung des Migrationsverhaltens
mitY27632 | mitHA | Y27632+ HA | | pooische 8 s o der
1= Senkung mit p< 0,05
1= Senkung mit p< 0,01
ES2 | - U ll= Senkung  mit p< 0,001
111{= Senkung mit p< 0,0001
1= Steigerung ohne p< 0,05
DALOE L L L 11= Steigerung ohne p< 0,01
111= Steigerung ohne p< 0,001
OVCAR3 M1 "M "M 1111= Steigerung ohne p< 0,0001
OAWA42 111 111 111
CAOV3 " mr W

Zusatzlich zu erwahnen ist der vermehrte lichtmikroskopische Nachweis von Pseudo-
podien und Zell-Zell-Interaktion nach Y27632- und HA-Inkubation, welche in der IF eine
verstarkte Ezrin-positive, membranare Signalaktivitdt im Vergleich zur Kontrollgruppe
aufweisen. Die Tumorzelllinie OAW42 zeigt eine deutliche Erhdhung der Migrationsweite
um 44,6% unter Y27632-Zugabe. Nach HA-Stimulation ist eine Steigerung der Migrations-
geschwindigkeit um 66,3% nachweisbar. Im Vergleich zur verstarkten Migrationsweite und
-geschwindigkeit im Falle von OVCARS ist bei zeitgleicher Stimulation mittels Rho-Kinase-
Inhibitor und Hyaluronsaure bei der Zelllinie OAW42 nur eine Erhéhung um 30,1% im
Vergleich zur Kontrollgruppe ersichtlich. Sowohl OAW42 und CAOV3 bilden sehr selten
Pseudopodien in der nativen Situation aus, unter Stimulation mittels Y27632 und/oder HA

sind diese nur geringfiigig vermehrt. So zeigt CAOV3 ebenso wie die beiden zuvor
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genannten Zelllinien eine Steigerung der Migrationsaktivitat unter Y27632 auf 120,6% und
unter HA auf 121.6% im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bemerkenswert ist jedoch die
Hemmung der Migrationsgeschwindigkeit und —weite bei zeitgleicher Y27632- und
Hyaluronsaure-Zugabe nicht nur auf Werte im Rahmen der Einzelstimulationen sondern
eine Reduktion der Migrationsaktivitdt auf 87,6% im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Zusammenfassend ist bei zwei der fiinf Tumorzelllinien (ES2 und SKOV3) eine
Hemmung der Migrationsaktivitat mittels Y27632 zwischen 20% - 90%, meist im Bereich
von 40%, im Vergleich zur Kontrollgruppe nachweisbar. Im Falle von drei der funf
Zelllinien (OVCARS3, OAW42 und CAQV3) ist eine Steigerung des Migrationsverhaltens
bei ROCK-Inhibition ersichtlich. Dabei sind bei Inkubation mittels Y27632 oder
Hyaluronsaure jeweils signifikante Steigerungen der Migrationsaktivitat zu verzeichnen.
Auch unter Doppelstimulation tritt diese Wirkung auf. Lediglich bei CAOV3 kommt es
unter Doppeltstimulation mit HA und Y27632 zu einer Hemmung, was an einer direkten
Hemmung der zwei Pathways Uber den CD44-ERM-Komplex bei ROCK-Inhibition und
den CD44-HA-Komplex zu erklaren ist (siehe Abb. 23).

ES2
SKOV3 H Kontrolle
(nativ)
= mit
OVCAR3 Y27632
] B mit HA
OAW42
mY27632
. +HA
CAQV3
T T T T I/
Q 0,5 1 1,5 2 2,5

Abb. 23: Prozentuale Darstellung der Gesamtmigrationsweite der Zelllinien nach 48h: Unterschied
zwischen den gehemmten Zelllinien ES2 und SKOV3, sowie den aktivierten Zelllinien OVCARS3, OAW42
und CAOV3. Dabei wurden die nativen Migrationsmittelwerte jeder Zelllinie = 100% gesetzt und die
anderen Versuchsansatze prozentual damit verglichen.
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4.7 IF-Nachweis der Proteine und deren Spleivarianten nach Y27632-Inkubation
Bei Untersuchung der fur die Tumorzellmigration notwendigen membranaren Ezrin-
Aktivitat zur Phosphorylierung und Aktivierung des ERM-Komplexes zeigt sich hierbei in
der Immunfluoreszenz eine Signalabschwachung der Selbigen unter Y27632-Zugabe bei
den Zelllinien ES2 und SKOV3. Hierbei ist der Nachweis einer membranaren Depletion
des Ezrin (H), respektive Ezrin566, mit fehlender Phosphorylierung des ERM-Komplexes
bei zeitgleicher Zunahme der zytoplasmatischen Komponente ersichtlich. Dies hat eine
anschlielende Hemmung der Migrationsaktivitat bei urspriinglicher maximaler Migrations-
weite und -geschwindigkeit. Zudem ist ein neben dem generellen Verlust der Expression
von Ezrin (H) in den Pseudopodien auch eine Reduktion der Signalstarke von
membranarem und zytoplasmatischem Ezrin566 nachweisbar.

Bei OVCAR3, OAW42 und CAOV3 hingegen stellt sich eine Verstarkung des membra-
naren Ezrin-Expressions-Signals nach Y27632-Zugabe ein. Dies ist mit der in der Einzel-
zellmigration beobachteten Motilitatssteigerung vereinbar, da durch die membranare
Ezrin-Lokalisationsanreicherung eine verstarkte und zielgerichtete Migration der Tumor-
zellen ermdglich wird. Die erhOhte membranadre Ezrin-Expression bedeutet in diesem
Falle eine vermehrte Anzahl phosphorylierbarer Rezeptoren, welche wiederum mit
mehreren transmembranaren CD44-Aktin-Molekilen interagieren und diese aktivieren
konnen. Die in der Einzelzellmigration ermittelten Hemmungen und Aktivierungen der
Migrationsaktivitaten der Tumorzelllinien lassen sich mit den Lokalisationsanderungen von
Ezrin bzw. CD44 in der Immunfluoreszenzuntersuchung bekraftigen und zeigen sich dabei

als nahezu vollstandig kongruent. (siehe Tab. 16 und Tab. 17).

Tab. 16: Hauptlokalisationsorte der Proteine Ezrin (H), Ezrin353, Ezrin566, CD44 (H), CD44v3 und CD44v6
nach Rho-Kinase-Inhibition mit Y27632 und dessen unterschiedliche Gewichtung

Legende: m = membranér, n = nuklear, ¢ = zytoplasmatisch, fett = verstarkt

Ezrin (H) | Ezrin 353 | Ezrin 566 | CD44 (H) | CD44v3 CD44v6
ES2 m,c c,n m,c m,c c,n c
SKOV3 m, c c,n m, m, c,n c
OVCAR3 | m,c c,n m, c m, c c,n c
OAW42 c,m c,n m, c, n c c,n c
CAOV3 m, c c,n m, c m, c c c
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Tab. 17: Ubersicht der Y27632-Signalaktivitit der Tumorzelllinien bei Ezrin (H), Ezrin353 und Ezrin566

Ezrin 353 566 Legende: m{= membranére Dislokation
der Ezrin-Molekiile unter Zugabe von
ES2 ml om mi Y27632 ’
mT= membrandre Mehranreicherung
SKOV3 mi m mi der Ezrin-Molekiile bei Zugabe von
Y27632
@m= keine membranére Komponente
OVCAR3 mT @m mT, nT und keine Anderung
OAW42 mT @m mT
CAOV3 m?T @m mT, nT
4.8 Spharoidzellmigration der Zelllinie SKOV3

Im Rahmen der Spharoidzellversuche der Zelllinie SKOV3 zeigt sich das fur Tumorzellen
charakteristische, invasive Verhalten. Dabei imponierten die selbststandige Separation
von Einzelzellen aus dem Tumorverband und deren zielgerichtete Migration ins vorbe-
stehende Medium. Nachdem anfénglich nur wenige Einzelzellen migrieren, ist nach 16
Stunden eine vermehrte Tumorzellinvasion, sowie das oberflachliche ,spreading*
(Auseinanderlaufen) des Spharoiden zu beobachten. Ebenfalls kann eine Migration von
nachfolgenden Karzinomzellen im Verlauf des Weges einer zuvor invasiven Tumorzelle

nachgewiesen werden.

Abb. 24: Sphéroidzellmigration am Beispiel einer Tumorzellkolonie von SKOV3: A: Sphéroid zu
Beginn der Migrationsphase mit darunter befindlichem Migrationsmedium, B: Spharoid nach 24h mit
deutlicher Tumorzellinvasion in die Tiefe und oberflachlichem ,spreading®. Der Balken stellt eine Lange
von 874um dar.

Im Rahmen des Versuches mittels einer HOSE-Zellschicht als Endothel-,Imitat‘ zwischen
Tumorspharoid und Medium wird eine mehrlagige Zellschicht, entgegen der angestrebten
Einzel- bzw. Doppellagenschicht, erreicht. Auch hier zeigt sich eine gerichtete Migration.
Uber verlangerte oder veranderte Invasionszeiten/-kriterien lassen sich keine signifikanten
Aussagen uber das Tumorverbandverhalten erzielen. Aufgrund stark schwankender
HOSE-Zelllagen und keines sicher repetierbaren Versuchsansatzes werden weitere
Versuchsansatze unter Rho-Kinase-Inhibitor-Inkubation durchgefiihrt. Es finden weitere
experimentelle Versuche zum Konzipieren einer HOSE-Einzellagenschicht zwischen

Medium und Tumorzellspharoid statt.
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5 Diskussion

Epitheliale Ovarialkarzinome sind aggressive Tumoren mit bereits hamatogener bzw.
lymphogener Aussaat in drei von vier Fallen (Frickhofen und du Boist, 2007). Im Rahmen
ihrer peritonealen Metastasierung spielt die Wechselwirkung des transmembranaren
CD44-Molekils als Promoter des Aktin-Zytoskeletts, der intrazellularen Hyaluronsaure
und dem ERM-Komplex zwischen Tumorzelle und Mesothel eine wichtige Rolle. Das
transmembranare CD44-Molekll wird Uber den phosphorylierten ERM-Komplex am
kontraktilen Zytoskelett der Zelle gebunden (ahnlich wie E-Cadherin durch B-Catenin).
Dabei stellte sich die Frage einer Veranderung des Migrationsverhaltens durch
Modulation des ERM-Komplexes bei Hemmung der Rho-Kinase-Phosphorylierung mittels
ROCK-Inhibitor Y27632. Ziel der Arbeit war es daher die Wechselwirkung zwischen Rho-
Kinase, ERM-Komplex und CD44-Molekil zu analysieren und aufzuzeigen, in welcher
Form eine Inhibition von ROCK die Migrationseigenschaften von Ovarialkarzinomzellen

verandert.

5.1 Ovarielle Karzinogenese und extrazellulare Matrix: in-vivo-Situation

Kwon et al. zeigten, dass verschiedene Adhasionsmolekule und Proteasen Teil der
Zellmatrix von Ovarialkarzinomen und grundlegend fir die dadurch bedingte Migration,
Endothelpenetration und Invasion sind (Kwon et al. 2011). Es wurde (ahnlich unseres
Versuchsprotokolls) die Invasion bzw. Eindringtiefe von zwdlf verschiedenen ovariellen
Karzinomzelllinien in ihrer EZM erforscht. Dabei differenzierte man zwischen den zwei
Adenokarzinomzelllinien OVCARS bzw. OVCAR10 (Eckrich und Sauter, 2011). OVCARS5-
Zellen bauten im Rahmen ihrer Invasion die umliegende Matrix ab, wahrend OVCAR10-
Zellen lediglich eine Migration in der Matrix zeigten, ohne diese jedoch zu verandern oder
abzubauen.

Weiterhin unterschied man Zelllinien mit epithelialen und mesenchymalen Ursprung. Die
Zellen mit epithelialer Herkunft migrierten innerhalb der EZM unter Nutzung von
Proteasen und Zell-Zell-Interaktionen. Dem entgegen nutzten mesenchymale Zellen
Matrizen Uber modifizierte Rho Serin/Threonin-Kinasen (ROCK) ohne Zell-Zell-
Wechselwirkungen. So entstand durch die ROCK-Inhibition bei Tumorzellen ein
multipolar-dendritischer und sessiler Phanotyp. Im Gegenzug dazu wurde beispielsweise
bei Hemmung des Proteins Rac ein rundlicher, aber ebenfalls apolarer und sessiler
Phanotyp induziert. Entsprechend dieser Wechselwirkungen zeigte sich, dass ROCK fir
Kontraktilitat und Retraktion bei mesenchymalen Tumorzellen verantwortlich ist (Fried|,
2010).

49



In der vorliegenden Arbeit wurde das  Migrationsverhalten bei  funf
Ovarialkarzinomzelllinien untersucht. Dabei fihrte die Hemmung der Rho-Kinase-Aktivitat
durch den ROCK-Inhibitor Y27632 zu einer signifikanten Migrationshemmung im Falle von
SKOV3 und ES2.

Neben einer Verminderung der Gesamtmigrationsweite zeigte sich in beiden Fallen
ebenfalls eine verminderte Zellmotilitdt und Ausbildung von Pseudopodien. Zusatzliche IF-
Untersuchungen wiesen hierbei durch Y27632-Inkubation eine Lokalisationsanderung der
migrationsverantwortlichen Ezrin-Molekile von membranar nach zytoplasmatisch nach.
Bei den anderen drei Ovarialkarzinomzelllinien (OVCAR3, OAW42 und CAOV3) zeigte
sich eine Migrationsaktivierung der Einzelzellen durch Y27632-Zugabe und Blockierung
der ROCK. Zudem wurden nach ROCK-Hemmung vermehrt membranare Ezrin-Molekiile
unter Y27632 nachgewiesen. Somit war die kontrare Reaktion bei Hemmung der gleichen
Rho-Kinase wie bei ES2/ SKOV3 durch vermehrte Modulation weiterer ERM-Komplexes
bei gesteigerter Tumorzellmigration zu beobachten. Insgesamt zeigen sowohl die
Versuche von Kwon et al. im Fall von Rac, etc., als auch unsere Versuchsreihen mit
Inhibition von ROCK, dass verschiedene Zellmembraninteraktionen Uber Rho-Kinasen
oder andere Proteinkomplexe (Rac, etc.) zwischen einzelnen ovariellen Tumorzellen bzw.
den Tumorverbanden mdglich sind. Durch Inhibition der Phosphorylierung respektive
Aktivierung des entsprechenden Proteinkomplexes kommt es zur Hemmung der

Migrationskaskade und somit zur Reduktion der Motilitat.

5.2 Neuanordnung (,Remodelling“) der Ezrin-Molekiil-Lokalisation nach Zugabe
des ROCK-Inhibitors Y27632 und dessen Bedeutung fiir die Zelllinien ES2 und
SKOV3

Im Rahmen der Tumorzellmigration gibt es verschiedene Modelle, welche sich neben
Kalzium-gestitzter Migration auch mit der Rho-Kinase(ROCK)-induzierten Fortbewegung
beschaftigen. Arbeiten von Horiuchi et al. und Lee et al. zeigten, dass eine
Phosphorylierung des N-terminalen-ERM-Komplexes mittels Rho-Protein zur gesteigerten
Zellmigration und Aktivierung des Aktin-Zytoskelettes fuhrt. Induziert wird dieser Vorgang
durch eine Rho-Kinase-bedingte Phosphorylierung des intrazytoplasmatisch gelegenen
Ezrin-Molekiils. Dieses wird von einer inaktiven (,coiled“) in eine gestreckte, aktive Form
umgewandelt. Somit ist eine Interaktion des N-terminalen-Pols mit dem
transmembranaren CD44-Molekil, welches wiederum mit den intrazellularen Aktin-
Molekulen interagiert, gegeben. Bei Inhibition der ROCK durch Y27632 erfolgt keine
Phosphorylierung des Rho-Proteins, keine Konformationsanderung der Ezrin-
Komponente, eine fehlende Aktivierung des ERM-Komplexes sowie schlussendlich keine
ERM-CD44-Aktin-Interaktion (Horiuchi et al., 2008; Lee et al., 2008).
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Zum jetzigen Zeitpunkt sind nur wenige Daten bekannt, die den Zusammenhang zwischen
dem Rho-Kinase-Inhibitor Y27632 und der Migration von ovariellen Tumorzellen belegen.
Von Lee et al. wurde die Wirkung von Lysophosphatidessigsaure (LPA), welche vermehrt
im Aszites von Ovarialkarzinompatientinnen vorkommt, auf den Wirkkomplex des Rho-A-
Molekuls untersucht. Dabei zeigte sich eine signifikante Hemmung der Rho-A-Molekile
durch Y27632 trotz LPA-induzierter Tumorzellmigration, was darauf schlie3en Iasst, dass
durch Inhibition der ROCK multiple Reaktionskaskaden wie z.B. iber ERM-Komplex oder
LPA in der Tumorzellmigration getriggert werden. Weiterhin wurde eine Phosphory-
lierungs-Inhibition mit vermehrter intrazellularer Calciumanreicherung als Ursache einer
Migrationshemmung postuliert (Lee et al., 2008)

In einer weiteren Arbeit von Jeon et al. konnte ebenfalls die Wirkung von LPA unter
Hemmung durch Y27632 bei mesenchymalen Stammzellen (hASCs) bestatigt werden.
Auch hier zeigte sich eine Senkung der Migrationsaktivitat im Bereich des Rho-A-Proteins
nach Zugabe des ROCK-Inhibitors und eine verminderte Invasivitdt der Tumorzellen
(Jeon et al., 2010).

Bei der Publikation von Horiuchi et al. wurde die Komplexitat der Proteinstruktur des Rho-
A-Molekils im Zellverbandsmodell (,Spharoid“) betrachtet. Die Daten zeigten, dass Rho-A
ein wichtiger Faktor in der Neuorganisation, Regulation und Interaktion des Zytoskeletts
ist (Horiuchi et al., 2008). Aus vorangegangenen Arbeiten von Horiuchi et al. weil’ man,
dass eine Uberexpression von Rho-A-Molekiilen in Ovarialkarzinomzellen sowie im
Aszites von Ovarialkarzinom-Patientinnen zu finden ist. In der neuesten Studie von
Horiuchi wurde ,das aggressiv biologische Verhalten von Rho-A* nach Y27632-Zugabe an
der Zelllinie SKOV3 in vivo und in vitro untersucht (Horiuchi et al., 2008). Dabei zeigte
sich eine erhohte Invasivitat in vitro bei gleichbleibender proliferativer Aktivitat nach Rho-
Protein-Aktivierung. Nach Zugabe von Y27632, Lovastatin, Pravastatin oder C3-
Exoenzym konnte jeweils eine signifikante Unterdriickung der Invasivitdt sowie der
Migrationsaktivitat der Tumorzelllinie SKOV3 festgestellt werden (Horiuchi et al., 2008).
Die Verbindung des ERM-Komplexes mit dem transmembranaren CD44-Molekdil, dessen
Phosphorylierung und die damit verbundene Aktivierung durch das Rho-A-Protein erfolgt,
spielen eine wichtige Rolle im Zellmechanismus und bei der gezielten Migration von
Tumorzellen. In der vorliegenden Dissertation zeigte sich ebenfalls eine signifikante
Hemmung der Migration bei zwei Ovarialkarzinomzelllinien (SKOV3, ES2) durch ROCK-
Inhibition. Bei den anderen drei untersuchten Zelllinien (OVCAR3, OAW42, CAOV3)
fuhrte die Rho-Kinase Hemmung durch Y27632 zu einer signifikanten Steigerung des
Migrationsverhaltens. Aquivalent zu Ohtani et al., Bretscher et al. und Hirao et al. kamen
Han et al. zu dem Schluss, dass ROCK durch Inhibition am C-terminalen Ende des ERM-

Komplexes eine entscheidende Rolle in der Invasion und Metastasierung von Ovarial-

51



karzinomen spielt (Hirao et al., 1996; Bretscher et al., 1999; Ohtani et al., 2002; Han et al.,
2007). Letztendlich konnte in der vorliegenden Dissertation, vergleichbar zu der Arbeit von
Horiuchi et al., eine Hemmung der Migrationsstrecke der Zelllinie SKOV3 durch Inhibition
mittels Y27632 auf unter 50% nachgewiesen werden. Zudem war eine Minimierung der
durchschnittlichen Migrationsgeschwindigkeit von 0,20um/min auf 0,09um/min zu
verzeichnen. Hierbei fielen eine verringerte Ausbildung von Pseudopodien und eine
verminderte Kontaktaufnahme zu benachbarten Einzelzellen auf.

Weiterhin zeigten sich signifikante Ergebnisse bei der Inhibition der Ovarialkarzinom-
zelllinie ES2 durch Y27632. Auch hier konnte eine Hemmung der Gesamtmigrationsweite
nachgewiesen werden.

Zur Untersuchung der Wirkung des Rho-Kinase-Inhibitors Y27632 in Tumorzellverbanden
wurden die bei der Einzelzellmigration signifikant inhibierbaren Zelllinien SKOV3 und ES2
zur Spharoidzellmigration herangezogen. In einzelnen Versuchen mit SKOV3-Zellen ohne
HOSE-Endothelzwischenschicht zeigte sich nach Y27632-Zugabe eine verringerte
Invasionsgeschwindigkeit und Migrationsaktivitdt der Tumorzellen im Vergleich zur
Kontrolle ohne ROCK-Inhibitor. Somit war auch im Spharoidmodell eine Minderung der
Invasion und Hemmung der Migrationsaktivitdt einzelner Ovarialkarzinomzelllinien zu
verzeichnen.

Horiuchi et al. zeigten wiederum, dass ein Bi- bzw. Multilayerstadium der
Endothelzwischenschicht die Stoffwechselprozesse der Tumorzellen hemmt, somit die
Zellproliferation verschlechtert und zur Apoptose der Zellen wahrend der Invasion fuhren
kann (Ahn et al., 2004; Horiuchi et al., 2008). Derartige Versuchsansatze sollen in

nachster Zukunft in weiteren Experimenten Anwendung finden.

5.3 Nachweis und Lokalisationsanderung des Ezrin-Molekiils unter Y27632-Zugabe
bei ES2 undSKOV3-Zellen in der IF

Die Interaktion zwischen ROCK und ERM-Molekll mit Phosphorylierung und Aktivierung
des Komplexes und einer ROCK-Inhibition durch Y27632 sollte in der IF UGberprift
werden. Die Inhibition der Rho-Kinase fiuhrt zu einer Lokalisationsdnderung des Ezrin-
Molekiils nach Zugabe des ROCK-Inhibitors Y27632 mit Reduktion der membranaren und
Steigerung der zytoplasmatischen Komponenten (Kébel et al., 2006). Zudem ist ein
Verlust der Expression von membrandrem Ezrin in den fir die Zell-Zell-Interaktion
verantwortlichen Pseudopodien nachweisbar. Die fehlende Phosphorylierung bedingt
dabei eine Abldsung des Ezrin-Molekdils von der Zellmembran und einem Ubergang in frei
im Zytoplasma vorkommende ERM-Komplexe.

Bei SKOV3 und ES2 ergaben sich im Rahmen dieser Dissertation nach Inhibition von

ROCK durch Y27632 eine Abschwachung des membrandren Signals und eine
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Verstarkung der zytoplasmatischen Ezrin-Signale im Vergleich zu Kontrolle. Diese
Lokalisationsdnderung wurde erstmals in der Arbeit von Fakharzadeh erwahnt. Auch
unter Zugabe von Hyaluronsaure kann diese Herunterregulation nachgewiesen werden
(Fakharzadeh et al., 1991). Somit war bei Rho-Phosphorylierungshemmung der beiden
Zelllinien mittels Y27632 von einer Hemmung der Molekilkonversion des ERM-
Komplexes und einem damit verbundenen Ablésen des Molekilverbandes vom
transmembranaren CD44-Moleklil und Unterbrechung der ROCK-CD44-Aktin-
Motilitatskaskade auszugehen (Isacke, 1994). Das aus der Membran geldste Ezrin zeigte
eine zytoplasmatische Anreicherung. Daneben erkannte man nach ROCK-Inhibition ein
partiell membranares Restsignal von Ezrin, welcher auf die desmosomalen
Zellinteraktionsstrukturen zurtickzufiihren ist (Kurrey et al, 2005). Inaktives, nicht-
phosphoryliertes Ezrin senkt somit die Migrationsaktivitdt der Zelle (Machesky et al.,
1996). Das CD44-Molekul wurde, wie aus der vorliegenden Dissertation ersichtlich, nicht
in seiner Lokalisation verandert. Wie auch bei Shiozaki et al. zeigten die Untereinheiten
CD44v3 und CD44v6 keine Lokalisationsdanderung vom membranaren zum
zytoplasmatischen Kompartiment aufgrund einer fehlenden ROCK-Hemmung und
Inhibtion durch Y27632 (Shiozaki et al., 2011). Bei Tumorsphéaroiden war verstarkt ein
membranares Ezrin-Signal an den Zellgrenzen sichtbar, was auf eine vermehrte
Kommunikation der Zellen zwischen einander schlief3en lieR. Nach Y27632 zeigte sich
auch hier eine Abschwachung des membranaren Signals mit einer damit verbundenden

Herunterregulation der Zell-Zell-Interaktion (Nariyuma et al., 2000).

5.4 Steigerung der Migrationsaktivitit von OVCAR3, CAOV3 und OAW42 durch
Y27632

Entgegen der Migrationshemmung bei SKOV3 und ES2 zeigten die Ovarialkarzinom-
zelllinien OVCAR3, OAW42 und CAOV3 eine Steigerung der Proliferation nach Inkubation
mit dem Rho-Kinase-Inhibitor Y27632. Ebenso war bei der videoanalytischen Betrachtung
der drei Zelllinien eine erhdhte Ausbildung von Zellfortsatzen und Interaktionen mit
benachbarten Tumorzellen sichtbar. Diese Situation war bei der ROCK-Inhibition mittels
Y27632 sowie bei der HA-Zugabe zu verzeichnen. Durch fehlende Phosphorylierung des
ERM-Rezeptors im Falle von Y27632 bzw. Zugabe von HA bei OVCAR3 kam es zu einer
Verstarkung des PKC-Signaltransduktionsweges mit Aktivierung des CD44-Molekils und
Steigerung der Migration (Ween et al., 2011). Zudem liel3 sich Ezrin566 in der IF verstarkt
nukledr nachweisen, was auf eine Aktivierung der Phosphorylierungsstelle
zurlickzufiihren war.

In den Publikationen von Han et al. wurden verschiedene Zelllinien auf Migrations-

aktivitatsanderungen durch Rho-Kinase-Inhibitoren hin untersucht, darunter auch die
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Zelllinie CAOV3. Es zeigte sich sowohl in der Kontroligruppe als auch unter ROCK-
Inhibition ein vergleichbares Verhalten bezulglich Adhéasion, Invasion und Proliferation.
Eine Reduktion oder Steigerung der Tumormotilitdt unter ROCK-Inhibition lie3en sich
hierbei nicht nachweisen (Han et al., 2007). In unserem Falle konnten wir zeigen, dass
nach Inkubation der CAOV3-Zellen mit Y27632 eine signifikante Steigerung der
Migrationsgeschwindigkeit um 21 % vorliegt. So erfolgte die direkte intrazellulare
Hemmung der ROCK-Phosphorylierung sowie die Inhibition des Ezrin-Molekiils durch den
ROCK-Inhibitor Y27632 bei Verbleib des ERM-Komplexes in seine ,coiled“-Form. Im Fall
von Han et al. wurde eine Transfektion mit einem Rho-Plasmid aus dominant negativer
Rho-Kinase durchgefiihrt, welches die Menge des Rho-Proteins veranderte, jedoch keine
Auswirkungen auf die funktionellen Einheiten und deren freie Bindungsstellen hatte
(Ishizaki et al., 1997). Somit kénnte ein Erklarungsansatz flr die unterschiedlichen
Ergebnisse bei Han et al. und der vorliegenden Arbeit in der in unserem Falle direkten
Veranderung der ,binding domain“ mittels ROCK-Inhibitor Y27632 liegen. Bei der
Tumorzelllinie OAW42 war ebenfalls eine Steigerung der Gesamtmigrationsweite unter
Y27632-Gabe ersichtlich. In dem mit HA versetzten Versuchsmodell wurde die
Migrationsweite jedoch gehemmt. Somit war keine Potenzierung der Einzelergebnisse
bei gleichzeitiger Zugabe von Hyaluronsaure und Y27632 zu verzeichnen.

In einer weiteren Arbeit von Hurst et al. 2009 wurde die Wirkung von LPA-Stimulation bei
SKOV3 und CAOV3 auf eine Zellaktivitdtsdnderung untersucht. Hierbei zeigten sich, wie
schon bei Lee et al., divergierende Ergebnisse zwischen den beiden Tumorzelllinien.
Wahrend eine Aktivierung von CAOV3 durch gesattigte und ungesattigte LPA Spezies
erfolgt, wurde bei der SKOV3-Linie eine verminderte Wirksamkeit der gesattigten LPA
festgestellt. Wichtigstes Differenzierungsmerkmal in Bezug auf die Zellmotilitdt und
Zellwachstum war die Abhangigkeit der Tumorzelllinie SKOV3 von LPA-stimulierten G-
Proteine im Vergleich zur Notwendigkeit eines ROCK-geflihrten Reaktionsweges Uber
p160 bei CAOV3 (Lee et al., 2008; Hurst und Hooks, 2009). Diese Erkenntnis des G-
Protein-abhangigen, LPA-stimulierten Zellwachstums in SKOV3-Zellen stltzte unsere
These Uber verschiedene, nebeneinander bestehende Signalkaskaden der einzelnen
Zelllinien und damit eine unterschiedliche Beeinflussung dieser Regulationsvorgange.
Auch eine Studie von Zhao et al. stellte die Zusammenhange der spezifischen Rho C-
Expression in humanen Ovarialkarzinomen und seine Wirkung auf die Expression von
vascular endothelial growth factor, Rho-Kinasen, und Metallo-Matrix-Proteinasen heraus.
Dabei wurden Gewebeproben von unauffalligen Ovarien, gutartigen ovariellen Tumoren
und epithelialen Tumoren gesammelt. Hier zeigte sich, dass die Expression von Rho-C,
ROCK, VEGF und MMP9 in Ovarialkarzinomen signifikant héher ist als in unauffalligen

ovariellen Geweben oder benignen Ovarialtumoren. Die Rho-C-Expression Korrelierte
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dabei positiv mit der ROCK-, VEGF- und MMP9-Expression. Eine verminderte Rho-C-
Expression hemmte die Invasions- und Migrationsfahigkeit von Tumorzellen und fuhrte
aullerdem zu einer Hemmung von ROCK, VEGF, und MMP9. Hierbei wurde, wie in
unserem Falle, durch die fehlende Phosphorylierung einer Rho-Kinase und folglich
fehlende Aktivierung des ERM-Komplexes eine Aktivierung des Aktin-Zytoskeletts
nachgewiesen (Zhao et al., 2010).

Entsprechend den Migrationsergebnissen von Zhao et al. stellten sich in dieser Arbeit in
der IF Lokalisationsanderungen des Ezrin-Moleklls nach Y27632-Zugabe dar. In allen
drei Tumorzelllinien wurde eine membranare Anreicherung des Ezrin (H) und dessen
Untereinheiten Ezrin353 bzw. Ezrin566 nach Inkubation mit Y27632 beobachtet. Ebenfalls
war der gleichbleibende zytoplasmatische Ezrin-Anteil bei vermehrter membranarer Ezrin-
Komponente bei OVCARS3, OAW42 und CAOV3 zu beobachten. Dies konnte durch eine
mdgliche Strukturdnderung von gebundenem, nicht aktiviertem zu einem gestreckt-
aktiviertem ERM-Komplex mit freier Phosphorylierungsstelle erklart werden. Ein
Uberangebot dieser freien Ezrin-Bindungsstellen kénnte in weiteren Versuchsmodellen
als Angriffspunkt fir Proteine bzw. Substanzen zur Stérung des Tumorzellzyklus bis hin
zur moglichen Apoptoseaktivierung eine Rolle spielen (Wenham et al., 2002, Solinet et al.,
2013).

5.5 Reduktion und Inhibition der Tumorzellmigration

In einer Arbeit von Sugimoto et al. wurde die ,Wechselwirkung zwischen dem Rho-
Protein, der Rac-Aquvalente und der Lysophosphatidessigsaure® untersucht (Sugimoto et
al., 2006). Es sollte eine mégliche Uberexpression von ROCK und der damit verbundenen
Uberstimulation und Hemmung der bekannten Migrationssteigerung unter LPA-Wirkung
bestatigt werden. Dabei kam man zu dem Schluss, dass eine alleinige Aktivierung der
Rho-Kinase ohne Modulation weiterer Proteine nicht zu einer Hemmung der Zellmigration
ausreicht. Umgekehrt imitierte die Anwesenheit einer dominierenden Rac-Mutante
ausreichend die LPA-Hemmung der Zellmigration. LPA hemmte in diesem Fall den
intrazellularen Wachstumsfaktor und damit die Aktivierung von Aktin, welche lediglich in
nur 40% der Zellen Rho-Kinase-abhangig war. Diese Ergebnisse zeigten, dass eine
Hemmung der Migration durch LPA-Zugabe Uber das Rac-Molekll mdéglich ist, aber bei
Zugabe von vermehrtem ROCK keine Rolle in der Migrations- und Invasionsgenese mehr
zu spielen scheint (Sugimoto et al., 2006). In einer anderen Studie von Chen et al. zur
Progression des hepatozellularen Karzinoms zeigten posttranslationale Modulationen der
Migrationsfunktion von Proteinen, dass sie eine Invasion und Metastasierungstendenz der
Karzinomzellen férdern (Chen et al., 2011). Zur Spezifizierung dieser Veranderungen

wurden Vergleiche von primdren Leberzellkarzinom und Proben von intravaskularen
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Tumorthromben gleichen Ursprungs untersucht. Massenspektrometrische Analysen der
hepatozelluldaren  Proben ergaben eine  Thr567-Hyperphosphorylierung  des
Zytoskelettproteins Ezrin, welches den invasiven Phanotyp der Leberzellkarzinome
erklart. Auch die in vitro-Invasivitdt der Tumorzellen wurde durch die Ezrin-
Phosphorylierung geférdert. Diese Ergebnisse korrelieren mit der Beobachtung, dass die
Thr567-Phosphorylierung den Umbau des Membran-Zytoskeletts unterstitzt. Durch die
Versuche von Chen et al. an hepatozellularen Karzinomen bzw. Robertson et al. an
pulmonalen Karzinomen zeigte sich korrespondierend zu den Ergebnissen dieser Arbeit
die Bedeutung der Hemmung der Rho-Kinase (Robertson et al., 2000; Chen et al., 2011).
Eine Hemmung der Thr567- Phosphorylierung am Ezrin-Komplex fihrte folglich zu einer
Blockade des Migrationssignalweges und verhinderte eine gerichtete Invasion der
Tumorzellen. Als wesentliche Ursache einer Karzinommigrations- und Invasionshemmung
in Ovarialtumoren konnte somit die ROCK-Inhibition bei fehlender Phosphorylierung des

Ezrin im ERM-Komplex postuliert werden (Pettee et al., 2014).

5.6 Ausblick

Aufgrund tumorspezifischer Reaktionswege konnten wir in dieser Studie eine
Migrationshemmung bei fehlender Phosphorylierung der ROCK durch den spezifischen
Inhibitor Y27632 nachweisen. Entsprechend Y27632 gilt es der Verifizierung spezifischer
ROCK-Inhibitoren des hauptsachlich fir die verstarkte = Tumorzellmigration
verantwortlichen  Rho-Molekills um eine Blockierung des  aktivitats- und
invasivitatssteigernden ERM-Rho-Komplexes zu erreichen.

In der vorliegenden Dissertation erfolgte neben dem Versuch der Migrationshemmung bei
Ovarialkarzinomeinzelzellen auch die Verminderung der Metastasierung aus dem
Zellverband heraus. Hierbei konnte anhand der Zelllinie SKOV3 eine Minderung der
Eindringtiefe und Geschwindigkeit der Tumorzellen unter Zugabe des ROCK-Inhibitors
Y27632 nachgewiesen werden. Somit war neben der Migrationshemmung einer einzelnen
Ovarialkarzinomzelle auch eine Inhibition der Ausbreitung des gesamten Tumorverbandes
mdglich. Entsprechend ist eine Migrationshemmung des Tumorzellverbandes mit einer
geringeren Metastasierung verknupft (Kim et al., 2011). Dabei spielen die
Migrationsinhibition ebenso wie die chirurgische oder chemotherapeutische Intervention
bei vorliegendem Karzinom eine wesentliche Rolle in der Bekampfung von malignen
Erkrankungen (Whittemore, 1994). Sie sollte als weitere Mdglichkeit in der Bekampfung
von Ovarialkarzinom-Metastasierung als Erganzung zur bisherigen Therapie gesehen
werden. So waren pratherapeutische Einsatzgebiete nach erfolgter operativer Entfernung
des Primarherdes aber vor einer eventuell anschlieRenden Chemotherapie denkbar

(McGrail et al.,, 2014). Hierzu mussen weitere Untersuchungen uber mogliche
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Zwischenwege respektive Modifikationen bezlglich der Wirkung von Rho-Kinase und
deren Inhibitoren erfolgen. In zukinftigen Untersuchungen sollten eventuelle
Nebenwirkungen von Y27632 und anderen ROCK-Inhibitoren eruiert werden. Zudem
wirden so sekundare Praventionsmoglichkeiten bei diagnostizierten Karzinomen und
Satellitenherden erschlossen werden (Chen J, 2013; Liu et al., 2014).

Denkbar waren, wie schon von Sugimoto et al. und Han et al. angemerkt, eine mogliche
Veranderung des Wirkungsspektrum der Rho-Kinase im Sinne eines Verlustes der
phosphorylierenden und somit aktivierenden Eigenschaften. Méglicherweise sind hierbei
auch unterschiedliche Reaktionskaskaden des ERM-Komplexes mit dem CD44-Molekil
im Vergleich zu anderen ovariellen Karzinomzelllinien gegeben. Dies bedingt, die Zelllinie
SKOV3 betrachtend, beispielsweise die Verlangerung der hamatogenen sowie
lymphogenen Tumorzellausbreitung von 173,6 Tagen auf 385,8 Tage bei Heranziehen
der vorliegenden Ergebnisse. Hieraus resultierend stellt sich ein therapeutischer
Zeitgewinn von ca. 6 Monaten unter Rho-Kinase-Inhibition mittels Y27632 dar. Zudem
wilrde dies, bei Feststellung des Ovarialkarzinoms in einem spateren-inoperabelen
Stadium, eine gunstigere Verlaufsprognose mit einem verlangerten, rezidiv- und
chemotherapiefreien Zeitintervall bedeuten. Ebenso ist durch Unterdriickung der
Migrationseigenschaften der Karzinomzellen die Reduktion der Metastasenabsiedelung in
andere Organe vermindert. Auch dies wurde einen Zeitgewinn flr die Patientinnen bei
weniger  Folgeeingriffen (Metastasenchirugie), = weniger  karzinomassoziierten

Beschwerden und somit einer besseren Lebensqualitat bedeuten.
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6 Zusammenfassunq

Rho-Kinasen (ROCK) sind multifunktionale intrazellulare Proteine, deren Aufgabe in der
Phosphorylierung von transmembranaren und intrazellularen Molekilen liegt. Zu ihren
Hauptfunktionen zahlt die Aktivierung und Phosphorylierung des intrazellular gelegenen
ERM-Komplexes, welcher mit dem transmembranaren CD44-Molekil kommuniziert.
Dieser Multi-Protein-Verband, gesteuert iber ROCK-vermittelte und Phosphorylierung ist
an der Tumorzellmigration in verschiedenen Karzinomen (Leber, Colon, Ovar, Mamma,

etc.) beteiligt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Migrationsverhalten durch den ROCK-Inhibitor
Y27632 in Wechselwirkung mit der spezifischen Rho-Kinase, dem ERM-Komplex sowie
dem funktionalen Aktin-Myosin-Komplex zu untersuchen. Als Zellmodelle dienten funf
immortale Ovarialkarzinomzelllinien. Hierbei sollte der Frage einer Inhibition der
verantwortlichen Rho-Kinase-Phosphorylierung durch Y27632 und der dadurch bedingten
Hemmung des CD44-ERM-Komplexes vermittelten Tumorzellmigration und —invasion
nachgegangen werden. Weiterhin wurde der ROCK-ERM-Komplex bei zeitgleicher
Hyaluronsdure- sowie Y27632-Zugabe untersucht. Zur Verifizierung der Migrations-
ergebnisse erfolgten daraufhin lokalisationsspezifische Immunfluoreszenzuntersuchungen
mit verschiedenen Antikérpern gegen die Proteine Ezrin und CD44, welche wesentlich an
der Tumorzellmigration beteiligt sind. AbschlieRend sollten durch Migrationsversuche an
Spharoiden unter ROCK-Inhibition die Auswirkung von Y27632 auf eine endotheliale
Penetration einerseits und die Effekte auf den gesamten Tumorzellverband andererseits

dargestellt werden.

In den Einzelzellmigrationsversuchen an den funf Ovarialkarzinomzelllinien zeigte sich im
Falle von SKOV3 und ES2 eine signifikante Inhibition des Migrationsverhaltens durch
Y27632-Zugabe. Korrespondierend zu den Migrationsversuchen zeigte sich im Rahmen
der Immunfluoreszenz bei Y27632-Zugabe eine ROCK-Inhibition mit folglicher ERM-
Komplex-Aktivitdtsminderung. So lieBen sich eine membrandre Signalaktivitats-
verminderung durch Delokalisation des Ezrin-Molekils und Umlagerung in den
zytoplasmatischen Bereich nachweisen. Diese Umlagerung hatte eine verminderte
Migration der Tumorzelle aufgrund der ROCK-Inhibition zur Folge Bei den anderen drei
Tumorzelllinien OVCAR3, OAW42 und CAOV3 zeigte sich eine signifikante Steigerung
der Migrationsaktivitat bei gesteigerter Motilitdt und Invasivitdt im Rahmen der

Einzelzellmigration. Mittels Immunfluoreszenz wurden vermehrt membranstandige Ezrin-
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Signalaktivitaten detektiert, welche eine gesteigerte Migrationsaktivitdt der Zelllinien
OVCARS3, OAW42 und CAOV3 untermauerten.

Es wird deutlich, dass die ROCK-vermittelte Aktivierung von intrazellularen, CD44-
assoziierten Makromolekilen (ERM) eine wesentliche Rolle in der Aktin-gekoppelten
Tumorzellmigration respektive -invasion spielt. Der Wirkmechanismus einer Inhibition der
Phosphorylierung des ROCK-Komplexes hat signifikanten Einfluss auf die
Migrationsaktivitdt und damit Invasivitat einzelner Ovarialkarzinome. Hierbei ist die
Inhibition des ROCK-ERM-Komplexes wie im Falle von SKOV3 und ES2 aufgrund des
singularen Wirkmechanismus von Y27632 Uber diesen Komplex zu erklaren. Bei den
anderen drei Zelllinien OVCAR3, OAW42 und CAOV3 zeigte sich jedoch eine Steigerung
der Migrationsaktivitat, welche sich durch eine Stimulation des ERM-Komplex mit

folglicher Aktin-Aktivierung erklaren lasst.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass ROCK-getriggerte
Migrationskaskaden einzelner Ovarialkarzinomzelllinien einer Inhibition durch den Rho-
Kinase-Inhibitor Y27632 unterliegen. So bestatigte sich die Hypothese, dass neben einer
PLC-getriggerten auch eine ROCK-vermittelte Aktin-Skelett-Steuerung zur Tumorzell-
migration und Metastasierung bei verschiedenen Ovarialkarzinomzelllinien vorliegt. In
weiteren Studien gilt es die quantitative Rolle der ROCK-Inhibition zu verifizieren um eine

groRtmogliche Hemmung der Tumorzellmigration zu erzielen.
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8 Thesen

1. Tumorzellen bewegen sich Uber ein multifaktoriell gesteuertes Proteinaktivierungs-
und Inaktivierungssystem. Wahrend der Migration laufen transmembranar und
zytoplasmatisch verknlpfte Signalkaskaden zur Aktivierung des Aktin-Zytoskeletts
unter Proteinbeteiligung mit einer zielgerichteten Fortbewegung und Invasion der

Tumorzellen ab.

2. Die Rho-Kinase ist ein essentielles, zytoplasmatisches Promoter- und Signalmole-
kial, welches intrazellulare Signalkaskaden fur die Phosphorylierung von
Tumorzellen unterschiedlicher Genese reguliert. Zum heutigen Zeitpunkt stehen
neben Mamma- und Kolonkarzinomen auch verschiedene Ovarialkarzinom-

zelllinien im Fokus einer Rho-Kinase-vermittelten Tumormetastasierung.

3. Rho-Kinasen entfalten ihre Wirkung Gber Bindung an den intrazytoplasmatischen
Ezrin-/Moesin-/Radixin-Komplex. Durch Aktivierung das N-terminale Ende des
Ezrin-Molekiils wird die Verknlpfung mit CD44 als Konduktor und der
anschlielRenden Aktin-Zytoskelett-Modulation beglinstigt.

4. Y27632 bedingt in einzelnen Ovarialkarzinomzellen, hier speziell SKOV3 und ES2,
vergleichbar mit einzelnen Mammakarzinomen und Kolonkarzinomen, eine
Hemmung der Rho-Kinase mit einer ERM-Komplex-assoziierten Migrations-

aktivitatsminderung.

5. Anderen Ovarialkarzinomzellen OVCAR3, OAW42 und CAOV3 zeigten eine
Aktivierung der Migrationsfahigkeit durch ROCK-Inhibition mit gesteigerten
Migrationsgeschwindigkeiten und -maximalweiten. Dies war Folge einer

multifaktoriellen, nicht allein Gber ROCK-gesteuerten Signalkaskade.

6. Auch in Ovarialkarzinomzellen konnten Ezrin und CD44 mittels IF-Methoden
nachgewiesen werden. Eine Reduktion von membranstandigem Ezrin bei SKOV3
und ES2 sowie zytoplasmatisch-inaktivierte Umlagerung waren Folgen der
Y27632-vermittelten ROCK-Inhibition.
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10.

11.

Insbesondere eine verstarkt membranéare Ezrin-Aktivitat lie sich bei OVCARS,
OAW42 und CAOV3 darstellen, was auf durch vermehrt phosphoryliertes Ezrin im
ERM-Komplex mit Aktivierung des Aktin-Zytoskeletts schlie3en Iasst.

CD44 als membranstandiges Protein wird sekundar nicht durch Y27632
beeinflusst. Ferner scheint es neben dem ERM-Komplex weitere Signalmolekile
zur Stimulation in Anspruch zu nehmen, da eine Universalitdt der ERM-bedingten

Wirkung nicht zu verzeichnen ist.

Verdeutlicht man sich multifaktorielle Modulation von Fortbewegungseigen-
schaften von Tumorzellen und unterstellt ihnen in vitro ein dhnliches Verhalten in
der Einzel- und Spharoidzellmigration, ist primar von einer multizentrischen

Signalkaskade fir die Fortbewegung von Tumorzellen auszugehen.

Die Einzelzellmigrationen von SKOV3 und ES2 legen einen bevorzugt Rho-
Kinase-vermittelten Migrationsmechanismus der Tumorzellen entsprechend

Untersuchungen in Mamma- und Kolonkarzinomzelllinien nahe.
Rho-Kinase-Inhibitoren flihren zu einer signifikanten Migrationssenkung, welches

in Kombination mit einer adjuvanten Chemotherapie zu einer mittel- bis

langfristigen Reduktion von Tumorrezidiven flihren kann.
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9 Anlagen/ Anhang

9.1 Eingesetzte Chemikalien

AEC Substratlésung

Agarose 2%

APS (Ammoniumpersulfat)
Aquatex

Avidin/Biotin Blocking Kit
BSA (bovines Serumalbumin)
Cy3

DAPI

DMEM/HAM's

EDTA

Eosin

Ethanol (99,8%)

Fetales Kalberserum (FCS)
FITC polyclonal goat antibody
FITC polyclonal mouse antibody
FITC polyclonal swine antibody
Glycerol

Hamalaun

37% HCI

Hyaluronidase (5mg/ml)
Invitrogen Matrixgel
MCDD105

Medium199

MgCl,

Mausserum

Mounting medium

NaCl 0,9%

Na,COs;

NaOH

Paraformaldehyd

PBS

Propanol

Schafserum

Schweineserum

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
Biozym, Oldendorf

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Jackson Immunoresearch, Lab. Inc., USA
AppliChem GmbH, Darmstadt
Biochrom, Berlin

Fluka Chemie AG, Buchs, Schweiz
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Cohesion Technologies, Palo Alto, USA
Hoechst sanofi-aventis, Frankfurt
Hoechst sanofi-aventis, Frankfurt
Invitrogen, Karlsruhe

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
Hoechst sanofi-aventis, Frankfurt
Fresenius Kabi Deutschland GmbH
Biochrom AG, Berlin

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
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TBS

TRITC polyclonal mouse antibody
TRITC polyclonal rabbit antibody
Trypsin-EDTA

Wasserstoffperoxid 30%ig

Xylol

Y27632 - (R)-(+)-trans-N-(4-Pyridyl)-4-

(1-aminoethyl)-cyclohexanecarboxamide

9.2 Gebrauchswaren und Gerate
Absaugpumpe
Autoklav

Brutschranke

Cryocut

Deckglaschen 20x20mm
Diamond-Crystal-PEN
Digital-Kamera
Einweg-Pasteurpipetten
Fluoreszenzmikroskop Eclipse TS 100
Fluoreszenzmikroskop VHX-600
Filterpapier
Filterpapierscheibchen
Grab4PCl, Tracking-software
Heizblock

HistoBond Adhesion Micro Slides
Kuhlschrank

Kivetten

Mikroliterpipetten
Neubauer-Zahlkammer
Objekttrager ,Starfrost®

Parafilm ,M”

PCR Softtubes

Petrischalen

Photomikroskop (Axioplan)
Pipette 5, 10, 50mi
Pipettenspitzen, kristall 0,5 — 10yl

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Merck Chemicals Ltd., Beeston, UK

HLC, Bovenden

Schutt Labortechnik, Géttingen

Forma /Series Il Water Jacketed CO,-Incuba-
tion), Karlsruhe

Reichert-Jung, Lauda-Kénigshofen
Marienfeld GmbH & Co., Lauda-Kdénigshofen
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg

Sony Cyber Shot DSC-F717, Osaka, Japan
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Nikon AG, Dusseldorf

Keyence GmbH, Neu-Isenburg

Schleicher und Schiull, Dassel

Whatman, Dassel

PHYTEC Technologie Holding AG, Mainz
Eppendorf AG, Hamburg

Marienfeld GmbH Co., Lauda-Kdnigshofen
AEG electrolux GmbH, Ulm

Heraeus GmbH, Hanau

Gilson International B.V., Middleton, USA
Marienfeld GmbH Co., Lauda-Kdénigshofen
Marienfeld GmbH Co., Lauda-Kdnigshofen
Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA
Biozym, Oldendorf

Greiner bio-one, Solingen

Carl Zeiss AG, Jena

Greiner bio-one, Solingen

Biozym, Oldendorf
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Pipettenspitzen, gelb 5 — 100yl
Pipettenspitzen, blau 100 — 1000yl
Pipettenspitzen (diverse)

Quick Time Player Pro
Reaktionsgefalle

Stericankandle, grau

Sterilbanke

Sterilfilter

Thermomixer

Vortexer

Waagen

6-Well-Platten
24-Well-Platten
96-Well-Platten
Zahlautomat (Coulter T840)
Zellkulturflaschen (50ml)
Zentrifugenréhrchen
Zentrifuge (Centrifuge 5415C)
Zentrifuge (Biofuge fresco)
Zentrifuge (EBA 12 R)

9.3 Tabellenanhang
Tabelle 1:

Tabelle 2:
und Aszites-Punktat

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
Apple, Cupertino, USA

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
B. Braun Melsungen AG, Berlin
Thermo electon corporation Holton Lamin Air
NuAire Inc., Waltham, USA
Sarstedt AG & Co, Nimbrecht
Eppendorf AG, Hamburg
Heidolph GmbH & Co. KG, Kelheim
Sartorius AG, Goéttingen

TPP, Transadingen, Schweiz
TPP, Transadingen, Schweiz
TPP, Transadingen, Schweiz
Beckmann AG, Miinchen
Greiner bio-one, Solingen
Greiner bio-one, Solingen
Eppendorf, Hamburg

Heraeus GmbH, Hanau

Hettich AG, Tuttlingen

Vergleich der einzelnen Komponenten des ERM-Komplexes

Herkunft der Ovarial-Karzinom-Zelllinien, unterschieden in Primartumor

Tabelle 3a/3b: Arbeitsschritte Motilitdtsassay/Einzelzellmigration

Tabelle 4:

Sekundarantikorper
Tabelle 5:

CD44v3 und CD44v6
Tabelle 6:

IF mit spezifischen Angaben betreffend die verwendeten Primar- und

Farbschemata der Primar-AK Ezrin (H), Ezrin353, Ezrin566, CD44 (H),

Arbeitsschritte Immunfluoreszenzfarbung
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Tabelle 7:

Tabelle 8:

Tabelle 9:

Tabelle 10:

Tabelle 11:

Tabelle 12:

Tabelle 13:

Tabelle 14:

Tabelle 15:

Tabelle 16:

Tabelle 17:

IF-Nachweis der molekularen Veranderungen in den einzelnen
Zellkompartimenten der Zelllinie SKOV3 vor und nach Zugabe des ROCK-
Inhibitors Y27632 bei Ezrin (H), Ezrin353, Ezrin566, CD44 (H), CD44v3
und CD44v6

Einfluss des ROCK-Inhibitors Y27632 auf die Lokalisierung von Ezrin und
CD44 der Zelllinie SKOV3

IF-Nachweis der molekularen Veranderungen in den einzelnen
Zellkompartimenten der Zelllinie OVCAR3 vor und nach Zugabe des
ROCK-Inhibitors Y27632 bei Ezrin (H), Ezrin353, Ezrin566, CD44 (H),
CD44v3 und CD44v6

Einfluss des ROCK-Inhibitors Y27632 auf die Lokalisierung von Ezrin und
CD44 der Zelllinie OVCAR3

IF-Nachweis der molekularen Veranderungen in den einzelnen
Zellkompartimenten der Zelllinie ES2 vor und nach Zugabe des ROCK-
Inhibitors Y27632 bei Ezrin (H), Ezrin353, Ezrin566, CD44 (H), CD44v3
und CD44v6

IF-Nachweis der molekularen Veranderungen in den einzelnen
Zellkompartimenten der Zelllinie OAW42 vor und nach Zugabe des ROCK-
Inhibitors Y27632 bei Ezrin (H), Ezrin353, Ezrin566, CD44 (H), CD44v3
und CD44v6

IF-Nachweis der molekularen Veranderungen in den einzelnen
Zellkompartimenten der Zelllinie CAOV3 vor und nach Zugabe des ROCK-
Inhibitors Y27632 bei Ezrin (H), Ezrin353, Ezrin566, CD44 (H), CD44v3
und CD44v6

Gesamtmigrationsweiten in um Uber die Versuchsdauer von 48h
Schematische Darstellung der Anderung des Migrationsverhaltens

Hauptlokalisationsorte der Proteine Ezrin (H), Ezrin353, Ezrin566,
CD44 (H), CD44v3 und CD44v6 nach Rho-Kinase-Inhibition mit Y27632

und dessen unterschiedliche Gewichtung

Ubersicht der Y27632-Signalaktivitat der Tumorzelllinien bei Ezrin (H),
Ezrin353 und Ezrin566
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9.4  Abbildungsverzeichnis
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Schematische Darstellung der Exonstruktur von CD44 und dessen Trans-
kripten/ Spleiltvarianten CD44s, CD44v3 und CD44v6

Schematische Darstellung des CD44-Molekiils und dessen Interaktion mit
dem ERM-Komplex

Dreidimensionale Struktur eines heterotrimeren G-Proteins

Wirkungsweise der Rho-GTPasen, Signalweg von extrazellular bis zur
genetischen Modifikation

Funktionsmechanismus der ROCK’s

CD44 und ERM-Komplex in phosphorylierter und dephosphorylierter Form
durch ROCK sowie Hemmung der Phosphorylierung von ROCK durch
Y27632

Strukturformel des ROCK-Inhibitors Y27632

Interaktion der Rho-GTPase, ROCK, des ERM-Komplexes und deren
spezifische Inhibition mittels Y27632

Bestlicken der Migrationskammer

Versuchsaufbau der Migrationseinrichtung

A-D: Beispiel der getrackten Tumorzelllinie SKOV3 unter Zugabe von HA
und/ oder Y27632 nach 48 Stunden

Beispiel eines Speedhistogramms

Zellreihen fur die IF-Reaktion

DAPI-Kernfarbung

Mittlere Migrationsgeschwindigkeiten der Zelllinie SKOV3 bei Zugabe von
Y27632 und Hyaluronsaure in ym/min

A-T: IF der Tumorzelllinie SKOV3

Schema der Zellbestandteile bei der Immunfluoreszenzverteilung

Mittlere Migrationsgeschwindigkeiten der Zelllinie OVCARS3 bei Zugabe von
Y27632 und Hyaluronsaure in um/min

A-T: IF der Tumorzelllinie OVCAR3

Mittlere Migrationsgeschwindigkeiten der Zelllinie ES2 bei Zugabe von
Y27632 und Hyaluronsaure in um/min

Mittlere Migrationsgeschwindigkeiten der Zelllinie OAW42 bei Zugabe von
Y27632 und Hyaluronsaure in ym/min

Mittlere Migrationsgeschwindigkeiten der Zelllinie CAOV3 bei Zugabe von
Y27632 und Hyaluronsaure in um/min

Prozentuale Darstellung der Gesamtmigrationsweite der Zelllinien nach 48h

Spharoidzellmigration am Beispiel einer Tumorzellkolonie von SKOV3
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10 Anhang
10.1 Lebenslauf

Geburtsdatum: 08.12.1982 in Wolfen
Wohnhaft: Romerstr. 40a, 56323 Waldesch

Familienstand: verheiratet

Schulische Ausbildung
1989 — 1993 Grundschule Delitzsch West
1993 - 2001 Oskar-Reime-Gymnasium Delitzsch

Beruflicher Werdegang

- 2001 — 2002: FWDL bei der Bundeswehr im SanRgt 32 in Halle/Saale

- 2002 - 2008: Studium der Humanmedizin an der Martin-Luther-Universitat
zu Halle/Wittenberg

- 2009 - 2010: Assistenzarzt Orthopadie/Unfallchirurgie, BWK Berlin

-2010 - 2012: Assistenzarzt fur Pathologie, BwZK Koblenz, Abt. XIl|

-2012-2013 Truppenarzt Sanitatsstaffel Donaueschingen/ Neben tatigkeit
als Arzt DRK Blutspendedienst Baden-Wurttemberg
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