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A. Einleitung

Hyaluronsdure (HA) ist ein wichtiger Bestandteil der Extrazelluldrmatrix (ECM), der
nahezu ubiquitér in so gut wie allen Gewebearten des menschlichen Korpers vorkommt
und von Fibroblasten produziert wird. Sie hat eine Schliisselrolle in zahlreichen

physiologischen Prozessen.

HA ist ein groBes lineares Glykosaminoglykan, zusammengesetzt aus sich
wiederholenden Einheiten von Glukuronsdure und N-Acetylglukosamin, die alle {iber
—Bindungen, GIcAB-(1—)GIcNAcB(1—4) verbunden sind. In ,,normalem* Gewebe
treten 2000-250000 Disaccharideinheiten auf, die zusammen eine Molekiilgroe von
10° — 5 x 10" Dalton aufweisen. Auf Grund ihrer hohen anionischen Ladung kann sie
sehr viele Wassermolekiile binden und so durch ,,Quellung® einen wesentlich gréferen
Raum einnehmen, als es ihrer reinen Molekiilgro3e entsprache (Laurent et al. 1992).
HA unterscheidet sich in einem Punkt von den anderen in der Extrazelluldrmatrix
vorkommenden Glykosaminoglykanen (Keratansulfat, Dermatansulfat,
Chondroitinsulfat und Heparansulfat): HA besitzt keine Sulfatgruppen (Fraser, 1997).
Die Synthese von HA findet an der Plasmamembran statt, wihrend die anderen
Glykosaminglykane im endoplasmatischen Reticulum synthetisiert werden. An der
Innenseite der Plasmamembran sind HA-Synthasen lokalisiert, die Mono- und
Disaccharideinheiten an das Molekiil addieren. HA wird als ein unmodifiziertes
Polysaccharid von einer von drei HA-Synthasen HAS1, HAS2 oder HAS3 gebildet.
Dabei wird das wachsende Molekiil durch die Membran nach auflen geschleust (Prehm,

1989; Asplund et al., 1998; Weigel et al., 1997).

I. Funktion von HA

HA hat verschiedene Funktionen. Aufgrund ihrer Viskositéit und ihrer Fahigkeit, Wasser
zu speichern, spielt sie eine wichtige Rolle bei der Homdostase und der
biomechanischen Integritit. AuBlerdem ist sie an der Interaktion von Proteoglykanen
und anderen extrazelluldren Makromolekiilen beteiligt. Sie spielt eine Rolle bei der
Tumorprogression, Angiogenese und Metastasierung (zusammengefasst von Toole,

2004).



Bei der Wundheilung bildet HA z.B. die strukturelle Basiseinheit von Knorpelgewebe
oder der Gleitsubstanz in der Synovialfliissigkeit (Ghosh 1994). Ferner erfiillt sie aber
auch viele andere Funktionen wie z.B. die Forderung der Zellproliferation und
Zellmigration wihrend der Embryogenese und auch im Erwachsenenalter (Sherman et

al. 1994).

HA ist eine wichtige Komponente der Wundheilung, bei der die Konzentration an HA
in der Extrazellulirmatrix (ECM) mit der Menge an eingelagertem Kollagen und der
Qualitdt der Wundheilung direkt korreliert. Obwohl die genaue Rolle der HA im
Mechanismus der Wundheilung noch nicht geklért ist, wurde mehrfach in vitro
nachgewiesen, dass HA an verschiedensten Zelltypen wie z.B. Chondrozyten (Knudson
et al. 1985), mesodermalen (Toole et al. 1991), mesothelialen (Heldin et al. 1993),
synovialen (Clarris et al. 1968) und glatten Muskelzellen (McGuire et al. 1987) eine
perizelluldre Matrix bildet. Es wird vermutet, dass diese perizellulire Matrix die
unmittelbare Umgebung stabilisiert und die Zelldifferenzierung beeinflusst (Knudson et
al. 1985). AuBerdem fordert sie die Zellmotilitit (Hardwick et al. 1992) und -
proliferation (Toole et al. 1993), beeinflusst die perizellulire Umgebung, indem sie
Wachstumsfaktoren bindet (Ruoslahti ef al. 1992) und nimmt an der Chondrogenese teil

(Bisle und Zychont, 1993).

HA bildet zusammen mit Fibronectin und Kollagen Typ III die primiren Bestandteile
der Extrazelluldrmatrix, die durch Fibroblasten des frithen Granulationsgewebes im
Verlauf der Wundheilung gebildet werden. Die Syntheserate von HA ist in verletztem
Gewebe gegeniiber gesundem, unverletztem Gewebe erhoht (Grinell, 1984;
Weitzhandler et al. 1992; Whitby et al. 1992). In diesem friihen Granulationsgewebe
dominiert HA im Verlauf der Wundheilung und regt die Fibroblastenmigration durch
ihre hohe Wasserbindungskapazitit an, die fiir die Bildung groBer Interzellularrdume

essentiell ist.

Die Synthese von Molekiilen der Extrazelluldrmatrix durch Fibroblasten wird hierbei
entscheidend durch Wachstumsfaktoren wie dem ,, Transforming-growth-factor-B-(TGF-
) und ,,Platelet-derived-growth-factor (PDGF)*“ gesteuert. PDGF fordert die frithe
Bildung von HA und die anschlieBende Synthese von sulfatierten

Glykosaminoglykanen (Lawrence ef al. 1994).



Erst in der letzten Phase der Wundheilung der Haut des Erwachsenen, in der das
Granulationsgewebe in Narbengewebe umgewandelt wird, gehen die Konzentrationen
von HA und sulfatierten Glykosaminoglykanen in den Normalbereich zuriick (Miller

und Gay, 1992; Mast 1992).

Dagegen werden z.B. in fetalen Wunden noch deutlich groBere Mengen an HA und HA-
Rezeptoren gebildet (DePalma et al. 1989; Longaker et al. 1989; Alaish et al. 1993).
HA zeigt hier die Féhigkeit zur Hemmung fetaler Fibroblastenproliferation (Mast et al.,
1993). Umgekehrt hemmt die Behandlung fetaler Wunden auf Kaninchenhaut mit
Hyaluronidase oder mit HA-Abbauprodukten, die in vitro durch Einwirkung von
Hyaluronidase hergestellt wurden, die Wundheilung (Mast et al. 1991; Mast et al.
1995).

Eine sehr wichtige Rolle wird HA seit ldngerem auch in der Angiogenese
zugeschrieben. Unter Angiogenese versteht man die Neubildung von Blutgefa3en. Hier
konnte unter anderem nachgewiesen werden, dass Oligosaccharide der HA mit vier bis
sechzehn Saccharidgruppen in vivo die Angiogenese fordern und speziell die

Endothelzellproliferation und sogar die Migration stimulieren.

Ferner konnte gezeigt werden, dass HA mit hohem Molekulargewicht direkt auf
Endothelzellen einwirken kann und deren Proliferation hemmt. Zusammenhéngende
Zellschichten und Zellverbidnde konnen durch die hochmolekularen Anteile ihre
Integritdt verlieren und aufgelost werden (West und Kumar, 1987; West und Kumar

1989; Folkman 1984; Folkman 1987).

Erhohte Konzentrationen von HA werden in soliden Tumoren und den Fibroblasten des

Tumorstromas produziert (Zhang et al., 1995; Ropponen et al., 1998).

Bei Gefdlkrankheiten wie Arteriosklerose werden vermehrt HA-bindende Proteine bei
gleichzeitigem Anstieg der HA-Konzentration in den Entziindungsarealen der
arteriosklerotischen, makrophagenreichen Lasionen und lipidreichen Plaques gebildet

(Toole et al., 2002; Evanko et al., 1999).



I1. HA-Rezeptoren

HA interagiert mit den Zellen auf wenigstens zwei verschiedenen Wegen. Sie kann an
spezifische Zelloberflichenrezeptoren wie z.B. CD44 und RHAMM (Receptor for
hyaluronic acid mediated motility), LY VE1(lymphatic-vessel endothelial hyaluronan
receptor) und Toll4 binden und die Transduktion einer Reihe von intrazelluldren
Signalen auslosen, entweder direkt oder indem andere Rezeptoren aktiviert werden
(Turley et al., 2002). HA kann auch an der Zelloberfliche verbleiben und mit seinen
Synthasen interagieren, wobei eine volumindse perizelluldire Matrix entsteht, die

verschiedene HA-Bindungsmolekiile inkorporiert (Toole, 2001 und 2004).

Bei der Tumorentwicklung spielen HA-bindende Rezeptoren eine wichtige Rolle (Yu
und Stamenkovic, 1999). Durch HA wird das nicht-konfluente Wachstum gefordert
(Kosaki et al. 1999). Das Zellwachstum kann unterbrochen werden, wenn Zellkulturen
freies, nicht gebundenes CD-44 zugesetzt wird, das mit dem gebundenen CD-44 um die

HA konkurriert (Peterson et al., 2000).

HA ist aber auch in der Lage, zur Ablosung mehrerer Zelltypen zu fithren und der

Adhision entgegen zu wirken (Tucker und Erickson, 1984; Koochekpour et al., 1995).

I11. CD44

CD44 ist ein im menschlichen Kdrper weit verbreitetes transmembranes Glykoprotein
der Zelloberflichen und der erste HA-Rezeptor, der gefunden wurde. Durch Bindung
von HA an CD44 werden die Zellproliferation und die Motilitdt beeinflusst. CD44
vermittelt auch Interaktionen zwischen Zelle und extrazelluldrer Matrix (Carter und
Wayner, 1988; Aruffo et al., 1990; Stamenkovic et al., 1991; Miyake et al., 1990;
Thomas et al., 1992) sowie die interzelluldre Adhision (Shimizu et al. 1989; St.John et
al., 1990; Naujokas et al. 1993) und Lymphozytenaktivierung (Huet et al., 1989;
Haynes et al. 1989, Denning et al. 1990).

Das Zusammenspiel von CD44 mit HA ist sehr komplex, da CD44 neben HA auch an
andere Komponenten und Zelloberflachenrezeptoren, Proteasen, Adhésionsmolekiile (z.
B. Catherine), Fibronectin (Jalkanen und Jalkanen, 1992), und Wachstumsfaktoren (z.
B. Fibroblast growth factor), Osteopontin, Chondroitinsulfat (Aruffo et al., 1990;



Stamenkovic et al., 1991) und Fibrin (Svee et al., 1996) und Matrix-Metalloproteasen
(MMPs) bindet. Verschiedene Adhédsionsproteine ergdnzen sich funktionell und

beeinflussen sich in einigen Féllen iiber intrazelluldre Regulationswege.

CD44 ist der erste Zelloberflachenrezeptor der HA, der identifiziert wurde (Underhill,
1992). Das Molekulargewicht betrdgt 85900 -90000 Da. CD44 entsteht aus post-
translationalen Modifikationen eines 37 kDa Ursprungmolekiils. CD44 wird durch
Glykosylierung der N- und O-Verbindungen modifiziert. Weitere Modifikationen durch
Anlagerungen von Chondroitinsulfat in die Isoformen ergeben ein Molekulargewicht
von 180-200 kDa. CD44 ist ein saures Protein mit vielen Phosphoserin- oder
Threoninresten und Disulfidbriicken. Der Rezeptor besitzt eine Transmembrandoméne
mit 21 Aminosduren, eine extrazellulire Region mit 270 Aminosduren und eine

zytoplasmatische HA-bindende Region mit 72 Aminoséduren.

Die Aminosduren Argl50 bis Arg 162 in der extrazelluliren Region von CD44 scheinen
besonders wichtig fiir die Bindung an HA zu sein, da Fusionsproteine, denen dieser Teil
fehlt, eine deutlich geringere Affinitit zu HA zeigen. Auch Punktmutationen in diesem

Bereich gehen mit einer erniedrigten Bindungskapazitét einher.

CD44 ist sowohl an der Aufnahme als auch am Abbau von HA beteiligt (Culty et al.,
1992). Makrophagen, die CD44 enthalten, konnen HA, das mit Fluorescein markiert ist,
internalisieren. Dieser Prozess kann mit Antikorpern, die gegen den Rezeptor gerichtet
sind, unterbrochen werden. Der Abbau von HA konnte durch Agenzien, die die
Acidifizierung von Lysosomen blockieren (Chloroquin und NH4Cl), unterbrochen
werden. Es wurde festgestellt, dass der Rezeptor die Aufnahme von HA in die Zelle

vermittelt, wo sie durch saure Hydrolasen in den Lysosomen abgebaut werden kann.

Verschiedene Splicing-Varianten der zehn extrazelluldren Exons (V1-0) fiihren zu der
Hauptform von CD44. Die Isoform von CD44, die in hdmatopoetischen Zellen
gefunden wird (CD44s), beinhaltet keine variablen exprimierten Exons, wihrend die
Isoform, die in Epithelzellen exprimiert wird (CD44(v8-10) die Exons v8-10 beinhaltet.
Die Isoformen, die fiir Metastasen spezifisch sind, wurden zuerst in einem Modell mit
Ratten-Pankreas-Adenokarzinom-Zellen untersucht. Diese Formen sind CD44(v4-7)

und CD44 (v6-7). In primdren Tumorzellen und Metastasen von humanen Pankreas-



Adenokarzinomzellen kommen die Isoformen CD44(v6) oder CD44(v8-10) vor. Diese
Isoformen unterscheiden sich nicht in metastatischen oder primédren Pankreas-
Adenokarzinomzellen. Eine CD44(V6)-Isoform wurde in metastatischen Lésionen

gefunden (Rall und Rustigi, 1995).

Da in verschiedenen Zelltypen spezifische Isoformen von CD44 auftreten, kann davon
ausgegangen werden, dass das Splicing des Gens gezielt und reguliert stattfindet.
Alternatives Splicing von CD44-mRNA fiihrt nach Translation zu unterschiedlich
groBBen CD44 Isoformen. Sie beeinflussen das Wachstum, indem sie Informationen tiber
verschiedene Signaltransduktionswege leiten, die GTPasen und Proteinkinasen

beinhalten.

Die Expression bestimmter CD-44-Varianten ist mit Metastasierung und Tumor-
Wachstum verbunden. Die Formen mit hohem Molekulargewicht zeigen eine begrenzte
Expression in Tumoren und konnten mit Tumorentwicklung und Metastatisierung
korrelieren. Harrison et al., 2006, untersuchten in einer Studie mit
Prostatakrebszelllinien die Expression der CD44-Varianten. Nicht-invasive Prostata-
Epithelzellen exprimieren eine CD44-Isoform mit hohem Molekulargewicht, CD44v3-
v10, die der Funktion der Standard-Isoform CD44 entgegenwirkt, indem die Adhésion
und Invasion des Epithels durch Prostata-Tumorzellen {iber eine Negierung der MMP-

14-Funktion reduziert werden.

Yoshinari et al., 1999, zeigten, dass die CD-44-Isoform v10 die Migration von
Melanomzellen erhoht und dass HA die Tendenz zur Gewebeinvasion und die

Gefahrlichkeit verschiedener Zellinien erhohte.

CD44 spielt eine Rolle als Adhésionsmolekiill. Verschiedene CD44-
Expressionsmolekiile unterscheiden sich in ihrer Féhigkeit zur CD44-abhingigen
Ligandenbindung. Deshalb liegt es nahe, dass die strukturellen Modifikationen von
CD44 an der Heterogenitit des Rezeptors beteiligt sind.



IV. HA-Rezeptor-Interaktion

Die Interaktion von HA mit CD44 und RHAMM fiihrt zu zahlreichen zelluldren
Antworten, wobei Tyrosinkinasen, Proteinkinasen, die ,,focal adhesion kinase* (FAK),
P13K (Phosphatidylinositol-3-Kinase, die ,mitogen-activated protein kinase®, der
»huclear factor kB“ und RAS wie auch Komponenten des Zytoskeletts involviert

werden.

CD44 vermittelt mindestens drei wichtige physiologische Prozesse, wie die
Signaltransduktion, das Zusammenfiigen perizellulirer Matrices und die Rezeptor-
vermittelte Internalisation (Knudson et al., 2002). Die Beteilung von CD44 am Abbau
von HA wurde mittels CD44-null-Geweben gezeigt, die nicht in der Lage waren,
tiberschiissiges HA, z.B. in der Haut und in der Lunge zu zersetzen (Kaya et al., 1997,
Toole, 2001). Der Verlust der Féahigkeit HA abzubauen, fiihrte in den CD44-null-

Mausen zum Tod der Tiere.

Endogenes polymeres HA interagiert mit zahlreichen CD44-Molekiilen an der
Zelloberfliche. Dies fithrt zur folgenden Organisation des Zytoskeletts {iiber
Interaktionen des zytoplasmatischen Endes des CD44-Molekiils mit den mit dem
Zytoskelett assoziierten Komponenten wie Ezrin und Ankryrin (Knudson et al., 2002).
In Chondrozyten (Knudson et al., 2002) und Keratinozyten (Tammi et al., 2001) wurde
gezeigt, dass der Eingriff in die Fiahigkeit HA abzubauen direkt den HA- Katabolismus
stort.

Der Gehalt von HA wurde in einer Reihe von Tumoren beschrieben. Wein et al., 2005,
untersuchten die Farbemuster von HA und ihren assoziierten Rezeptoren CD44 und
HARE in Beziechung zum metastatischen Potential des mucoepidermalen Karzinoms
(MC). Normales Salialis-Gewebe zeigte keine HA-Expression der Epithelzellen,
wihrend HA in Tumorzellen und in regionalen Lymphknoten, die Metastasen
enthielten, gefunden wurde. Beide Gruppen waren signifikant. Tumore mit positiven
Knoten zeigten die Tendenz zu mehr Zelloberflichen HA. Geringere Expression oder
eine Down-Regulation von HARE wurde in den involvierten Lymphknoten gefunden.
Es wurden keine Unterschiede in der CD44-Expression zwischen priméiren Proben und

Lymphknoten gefunden.



HA erhoht die Aktivitit von Proteintyrosinkinasen und fordert die Bildung von
Zytokinen. Kamikura ef al., 2000, zeigten, das HA-Zell-Wechselwirkungen die
Zellbeweglichkeit, das invasive Verhalten und die maligne Transformation {iber die

Interaktion mit dem Rezeptor CD-44 beeinflussen.

V. Hyaluronidasen

Hyaluronidasen spalten HA in kleinere Bestandteile auf. Auch sie kommen, genau wie
die HA, in zahleichen Organismen vor und haben dort verschiedene Funktionen: In
pathogenen Mikroorganismen wie z. B. Clostridien oder Streptokokken sind sie
Pathogenititsfaktoren, d.h., durch die Spaltung von HA wird den Mikroorganismen das
Eindringen in das Wirtsgewebe ermdglicht. Sie konnen sich dort miteinander verbinden
und Kolonien bilden. Durch die Spaltung der HA in kleinere Bausteine wird der
Zellturgor verdandert und Abwehrmechanismen des Wirtes wie die Einwanderung

phagozytierender Zellen in infiziertes Gewebe verhindert (Hynes und Walton, 2000).

Hyaluronidasen sind auch bei Insekten hiufig vertreten. Hier fordern sie, besonders bei
stechenden Insekten wie Bienen, Wespen und Hornissen die Gewebepenetration. Sie
helfen, HA-haltige Gewebe zu zerstoren und bewirken so die Gewebepenetration und
eine bessere Resorption des Giftes. Die Geschwindigkeit der Giftwirkung wird deutlich
erhoht (Frost et al., 1996).

In Vertebraten haben Hyaluronidasen héufig mehrere Funktionen. Sie spielen zwar auch
eine Rolle bei der Pathogenitit (z. B. Tumormetastasierung), aber die Wirkung ist
wesentlich komplexer als bei Insekten, da HA in Vertebraten nicht nur ein Bestandteil
der Gefdlle und der Haut ist, sondern auch Teil zahlreicher Regulationskaskaden auf

zelluldrer Ebene ist (Frost et al., 1996).

Je nach Spaltungsmechanismus werden Hyaluronidasen in drei Untergruppen unterteilt.
Die Hyaluronatglucanohydrolasen kommen in Vertebraten (Sdugern, Schlangen,
Echsen) und Invertebraten wie Insekten, Spinnen und Skorpionen vor. Die HA wird an

der B-1,4-glykosidischen Bindung am nicht-reduzierten Ende und bei N-Acetyl-B-D-



Glucosamin am reduzierten Molekiilteil hydrolytisch gespalten. Dabei entstehen

gesittigte Oligosaccharideinheiten mit D-Glukuronséure.

B-1,3-Hyaluronatglucanohydrolasen kommen bei Invertebraten vor und spalten HA
hydrolytisch an der D-Glukuronséure in 3-1,3-Stellung zu geséttigten Oligosacchariden
mit N-Acetyl-3-D-Glukosamin am nicht reduzierten und D-Glukuronsédure am

reduzierten Molekiilende.

Die dritte Gruppe umfasst die Hyaluronatlyasen, die in Mikroorganismen vorkommen
und HA an der -1,4-glykosidischen Bindung am N-Acetyl-3-D-Glukosamin zu Oligo-
und Disacchariden spalten (Kreil, 1995).

In einigen Tumor-Typen wurden erhohte Mengen Hyaluronan gefunden (Delpech et al.,
1993). Dies fiihrte zu der Annahme, dass HA die Tumorinvasion erleichtert, indem die
Zellmigration gefordert wird und das Gewebe expandieren kann. Tumorzellen mit
groen HA-Mengen sind stirker invasiv und metastatisch. Auflerdem ist HA an der
Angiogenese beteiligt (West und Kumar, 1989). HA mit groBem Molekulargewicht
verhindert das Kapillarwachstum, wéhrend kleiner HA-Fragmente (4-16 Disaccharide)
die Angiogenese in vitro und in vivo stimulieren (West und Kumar, 1989). Der Abbau

von HA an bestimmten Stellen kann deshalb ein angiogenetischer Stimulus sein.

Fiinf menschliche Hyaluronidasen sind bekannt. Ph-20 ist am Abbau der HA-reichen
Kumulus-Schicht, die das Ei umgibt, durch Spermazellen beteiligt (Gmachl ez al.,
1993). Hyall ist eine Serum Hyaluronidase, die am Abbau von HA, das im Blut
zirkuliert beteiligt sein soll. Alle HA, auBer Ph-20 haben ein saures pH-Optimum. Die
Mehrheit der ,,small cell lung cancers (SCLC) besitzen eine homo- oder heterozygote
Deletion der 3p21.3-Region auf dem Chromosom3. Dies fiihrte zur Vermutung, dass
auf diesem Gen ein Tumorsuppressor lokalisiert ist (Kok et al., 1987). Spéter wurde
gefunden, dass dieser Suppressor mit dem Gen der Hyaluronidasel {iibereinstimmt.

(Csoka et al., 1998).

Das Hyaluronidase-Gen Hyal-2 kann wie ein Onkogen agieren. Die Uberexpression
kann die Tumorbildung beschleunigen (Novak et al., 1999). Hyal-2 ist aber auch ein
Zelloberflachenrezeptor, der das Envelope-Protein einiger Retroviren bindet, das die
onkogene Transformation vermittelt (Rai et al., 2001; Maeda et al., 2001). Aber Hyal-2

agiert unter bestimmten Bedingungen auch als Tumor-Suppressor-Gen (TSG)-Produkt.
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Hyal-2 kann die Apoptose beschleunigen (Chang, 2002). AuBlerdem unterdriickt der
Adenovirus-Hyal-2-Vektor das Wachstum eines Tumor-Xenotransplantat in Mausen (Ji

etal.,2002).

Bei Brust-, Magen- und Darmtumoren wurde gefunden, dass sie von einer
Bindegewebsmatrix umschlossen sind und dass Tumore mehr HA bilden als gesunde
Zellen. Die Anwesenheit von HA fordert die Migration und das Wachstum von
Fibrosarkomzellen in Soft-Agar. In Gegenwart von HA erhoht sich in vitro die Bildung
von Zytokinen wie Interleukin-B (IL-B) und Tumornekrosefaktor —a (TNF). Diese
Zytokine stimulieren wiederum die Bildung von HA. Der Keratinozyten-
Wachstumsfaktor erhéht die HA-Synthese durch Aktivierung der Keratinozyten-HA-
Synthetase und die Expression des HA-Zellrezeptors CD44 (Karvinen et al., 2003).

HA ist wahrscheinlich auch an der Informationsiibertragung auf molekularer Ebene
beteiligt. Zum einen fithrt der Abbau der HA-Matrix zur Freisetzung der oben
genannten gebundenen Zytokine. Aber auch die Degradationsprodukte der HA dienen
zur Informationsiibertragung. In den unterschiedlichen Molmassen der Abbauprodukte
konnen Informationen verschliisselt sein. So zeigen Matrix-Degradationsfragmente mit
Molmassen zwischen 60 und 600000 Dalton eine andere Wirkung als hochmolekulare
HA-Fragmente mit Molmassen iiber 1 Mio. Da. Die Fragmente entstehen z.B. unter
dem Einfluss von korpereigenen Hyaluronidasen, durch oxidative Prozesse, oder durch
tierische und mikrobielle Hyaluronidasen und Hyaluronlyasen, die von auflen zugefiihrt
wurden. Es wurde auch gefunden, dass relativ kleine Degradationseinheiten (3-10
Disaccharideinheiten) der HA die Gefabildung fordern (Slevin et al., 1998).
Wahrscheinlich fiihrt hier die Tyrosinphosphorylierung am CD44 zu einer Aktivierung

der zytoplasmatischen Signalkaskade und so zur Zellteilung.

Die in der Matrix abgebauten Fragmente der HA sind in der Lage, dem Korper zu
signalisieren, dass pathologische Prozesse stattfinden (Sun 2002). HA-Fragmente
induzieren die Bildung der Cyclooxygenase-2 und sind an der Thromboxan-vermittelten
Immunantwort beteiligt (Filion und Philipps, 2002). Sie weisen eine pro-
inflammatorische Aktivitdt auf. Das Tetrasaccharid fordert die Bildung von Schock-

Proteinen (Filion und Philipps, 2002; Liu, et al., 1996).
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Durch die Uberexpression kdrpereigener Hyaluronidasen wird die Tumorentwicklung
unterstiitzt, da die entstandenen HA-Fragmente die Angiogenese (West et al., 1985) und

die Blutversorgung des Tumors fordern (Liu et al., 1996).

VI. Tumorentwicklung

Die Entwicklung eines Tumors ist ein mehrstufiger Prozess, der in vielen Einzelheiten
noch ungeklirt ist, an dem aber verschiedene genetische, physiologische und zellulére
Komponenten beteiligt sind (Zetter, 1990). Zu diesen Komponenten gehoren auch HA
und Hyaluronidasen, die in paradoxer Weise beide gleichzeitig bei der

Tumorentwicklung und Metastasierung eine wichtige Rolle spielen.

Eine Voraussetzung dafiir, dass sich vereinzelte Krebszellen zum Tumor entwickeln
konnen, ist, dass die Tumorzellen mit threm erhohten Stoffwechselbedarf ausreichend
metabolisch versorgt werden. Dazu muss der sich entwickelnde Tumor die Bildung
neuer Blutgefde induzieren. Durch die neuen Blutgefisse ist die Versorgung des
Tumors gewihrleistet. Auerdem ist eine Metastasierung des Primirtumors moglich
(Folkman, 1992). Wenn sich Metastasen bilden, miissen diese die interzelluldre
Adhiésion iliberwinden, damit sie sich vom Primartumor 16sen konnen. So tiberwinden
sie auch andere Gewebebarrieren. Um dieses zu ermdglichen, muss die umgebende
Extrazelluldrmatrix ihre Struktur so verdndern, dass die metastasierenden Tumorzellen
in benachbarte Gewebe auswandern konnen. Gleichzeitig miissen gefa3bildende
Epithelzellen angeregt werden, in das den Tumor umgebende Gewebe einzuwandern

und dort die Bildung neuer Blutgefdfle zu induzieren (Stedler-Stevenson et al., 1993).

Der Primidrtumor sezerniert Metalloproteasen und Hyaluronidasen in das ihn
umgebende Gewebe. Die Metalloproteasen bauen Gewebestrukturproteine ab, wahrend
die Hyaluronidasen das Proteoglykangeriist des Gewebes lockern, indem sie die
Polysaccharidkomponenten HA, Dermatansulfat und Chondroitinsulfat spalten. Da HA
eine der Hauptstrukturkomponenten des Geriists ist, die flir die Erhaltung des
Gewebeturgors wie auch fiir die osmotischen Verhéltnisse im Gewebe verantwortlich
ist, wird durch den Abbau von HA sowohl die Stabilitit als auch die Funktionalitit des
Gewebes eingeschrinkt (Liu ef al., 1996).
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Da intakte HA eine Barriere fiir die Neovaskularisation darstellt, ist ihr Abbau eine
Vorraussetzung fiir die Gefdneubildung im Tumor. Mit Hilfe der Hyaluronidasen
schaffen die Tumorzellen die Voraussetzungen fiir die Neovaskularisation, indem sie
die Barrieren abbauen und durch Gewebepenetration die Ausbreitung der von ihnen
sezernierten angiogenen Faktoren wie VEGF oder FGF-2 fordern. Diese angiogenen
Faktoren aktivieren vaskuldre Epithelzellen und locken sie chemotaktisch zum Tumor.
Die gleichzeitige Schadigung des Gewebes erleichtert den aktivierten Endothelzellen
den Gewebeeintritt. Durch oberflichenspezifische Adhésionsmolekiile, die die
Adhision, Differenzierung und das Uberleben der aktivierten Epithelzellen steuern,
wird die GefaBneubildung induziert. Diese neu gebildeten GefdBe zum Tumorgewebe
sind die Vorraussetzung fiir die stabile metabolische Versorgung des Tumors und seine

weitere Entwicklung.

Hyaluronidasen fordern auch die Angiogenese, indem sie durch Abbau der
Hyaluronsidure HA-Fragmente freisetzen, die stark angiogene Eigenschaften aufweisen
und wahrscheinlich nicht durch antiangiogene Gewebefaktoren blockiert werden

konnen (Montesano et al., 1996).

LFA-1 (Lymphocyte function-associated antigen-1) ist Bindungspartner fiir ICAM-1
(intercellular adhesion molecule-1), das auf Gefdendothelzellen durch Zytokine (II-1,
TNF oder y-Interferon) induziert werden kann. Bei Kolon-Karzinomzellen wurde
gezeigt, dass die Stimulation dieser Zellen durch CD-44-Quervernetzung oder ein HA-
Fragment (6900 Da) zur Expression von LFA-1 und dessen Aktivierung fiihrt. Dies
ermoglicht die Adhédsion von Tumorzellen an ICAM-1 tragende Endothelzellen, die

Voraussetzung fiir eine transendotheliale Migration.

Simpson et al., 2002, fanden, dass die Inhibierung der endogenen HA-Synthese zu einer
dramatischen Reduktion des Tumorwachstums bei menschlichen Prostata
Karzinomzellen (PC3M-LN-4) in vivo fiihrt. Diese Zellen tragen zwei der drei
Synthasen, die HA synthetisieren (HAS2 und HAS3). Transfektanten dieser Zelllinie
mit antisense-HAS2 und HAS3mRNA synthetisierten signifikant weniger HA. Toole

und Hascall, 2002, beschreiben die Wirkung von stabilen Transfektanten mit antisense-
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HAS2 und -HAS3 allein oder in Kombination und das Tumorwachstum bei
immungeschwichten Mausen. Nach dreiwdchiger Inkubation produzierten die
antisense-HAS-Transfektanten Tumore, die drei- bis vierfach kleiner waren als die
Kontrollen. Trotz Inhibierung der HA-Synthese und der Zellproliferationsrate in der
Kultur, zeigten sich bei antisense-HAS-transfektierten Tumoren dhnliche Verhéltnisse
wie bei den sich teilenden und apoptopischen Zellen und der Kontrolle. Die Dichte der
Blutgefile war um 70-80 % im Tumor reduziert. Dies bedeutet, dass die HA-Level eine
wichtige Determinante der Vaskularitdt sind und dass diese eher als die Proliferation der
wichtigste Faktor der Effekte von Hyaluronat beim Tumorwachstum in diesem Modell
ist. Interessanterweise waren, wenn exogenes HA bei der Initial-Injektion der
transfektierten Tumorzellen zugegeben wurde, die Level des Tumorwachstums und der
Vaskularisierung mit denen der Kontrolle vergleichbar. Deshalb wird angenommen,

dass die frithen angiogenen Ereignisse entscheidend sind (Toole und Hascall, 2002).

In Zellkulturen von Tumorzellen und Stromagewebezellen, Tiermodellen und bei
Patienten mit Tumoren wurde eine Korrelation zwischen der Tumorprogression und der
HA-Produktion festgestellt. Der HA-Gehalt korreliert mit einer verstérkten Progression
bei Brust-, Eierstock, Prostata- und Kolorektalen Tumoren (Delpech et al., 1997; Toole
et al.,2002).

Proteoglykane sind in der Lage, Wachstumsfaktoren zu binden (Ruoslahti und
Yamagushi, 1991). Wird HA durch Hyaluronidasen abgebaut, werden gro3e Mengen
Wachstumsfaktoren freigesetzt, die das nicht regulierte Wachstum tumorspezifischer

Zellen stimulieren und so zum Tumorwachstum beitragen.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die Gabe von HA-Oligosachariden zur
erhohten Angiogeneserate, aber die Gabe von hochmolekularem HA zur Inhibierung der
Angiogenese fiihrt (West und Kumar, 1989; Rooney et al., 1995). Toole und Hascall,
2002, fanden, dass die Inhibierung der HA-Synthese die Tumorvaskularisierung
gegeniiber den Kontrollen dramatisch reduziert und dass die Co-Injektion von
exogenem, hoch-molekularem HA in die inokulierten Tumorzellen die Dichte der
Blutgefdfle wieder herstellt. Da die HA-Synthasen hoch-molekulares HA herstellen,

scheint dies auf den ersten Blick widerspriichlich zu den anderen Befunden zu sein.
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Aber es wurde auch gezeigt, dass neben HA selbst auch die Level der Hyaluronidasen
und des Hyaluronatabbaus mit der Tumorprogression korrelieren und die
Tumorangiogenese stimulieren. So ldsst sich aus der Arbeit von Toole und Hascall,
2002, schlieBen, dass der durch Hyaluronat vermittelte Abbau des Tumor-Hyaluronats
groBe Mengen an HA-Oligosacchariden bereitstellt, die die Tumorangiogenese
stimulieren und infolgedessen das Tumorwachstum. Diese Hypothese wird von
Versuchen mit Gliom-Zellen, die keine Hyaluronidase exprimieren konnen, gestiitzt.

Sie sind auch nicht in der Lage, die Tumor-Progression zu stimulieren.

Die Féhigkeit von Tumoren einerseits zu wachsen und andererseits Metastasen zu
bilden ist von der Angiogenese abhingig. Die Zielzellen der Tumor-Neovaskularisation
sind die Endothelzellen der BlutgefiBle. Es wird davon ausgegangen, dass spezifische
angiogenetische Molekiile, die vom Tumor produziert oder induziert werden, fiir diesen
Prozess verantwortlich sind. Eines der Molekiile, die fiir die Neoangiogenese
verantwortlich sind, ist HA. Je nach Molekiilgro8e werden ihr verschiedene Rollen in
diesem Prozess zugeschrieben: HA mit einem groBeren Molekulargewicht wirkt anti-
angiogenetisch, wihrend Oligosaccharide von HA mit einer spezifischen Grofle aktiv
die Proliferation und die Migration von Endothelzellen stimulieren. Proliferation der
Endothelzellen und deren Migration sind die zwei Schliisselereignisse der

Neovaskularisation und sie induzieren in vivo die Angiogenese (Rooney et al., 1995).

Le Baron et al., 1992, isolierten und klonierten Versican (ein grofes Chondroitin-
Sulfat-Proteoglykan) aus menschlichen Fibroblasten. Der N-Terminus der Sequenz
zeigte Sequenzhomologie mit bekannten HA-bindenden Molekiilen. Sie postulierten,

dass Versican HA binden kann und wiesen dies mittels Affinitdtschromatographie nach.

Stern, 2004, beschreibt einen neuen Abbauweg von HA und die Wirkungsweise der
abgebauten HA-Fragmente, an dem CD44, zwei Hyaluronidasen (Hyal-1 und Hyal-2),
zwei lysosomale Enzyme, B-Glukuronidasen und B-N-Acetylglukosamidasen beteiligt
sind. Der schrittweise Abbau von HA fiihrt zu verschiedenen Oligomeren
unterschiedlicher GroBe und Funktionen. So sind die extrazelluldren hoch-molekularen

HA-Polymere raumfiillende Molekiile, die das Gewebe hydratisieren (Feinberg und
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Beebe, 1983). Die grolen HA-Molekiile im Knorpel, der Glaskorper im Auge und die
Synovialfliissigkeit der Gelenke sind eine Erklarung dafiir, dass Blutgefifle nicht in
diese Strukturen einwandern konnen. Diese HA-Polymere wirken auch anti-entziindlich
und immunsuppressiv (Delmage et al., 1986; Mc Bride und Bard, 1979). Dies liegt zum
Teil an der Féahigkeit der raumfiillenden Polymere, den Zugang der Liganden an ihre

Rezeptoren auf den Zelloberflachen zu blockieren.

Die 20-kDa-Fragmente, Produkte der Hyal-2-Spaltung wirken hoch angiogen (West et
al., 1985) und stimulieren die Synthese inflammatorischer Zytokine (Noble, 2002).
Diese HA-Fragmente induzieren die Transkription der Matrix-Metallproteasen (MMPs)
(Fieber et al., 2004). Sie stimulieren das Erkennen einer Verletzung durch das Endothel
(Taylor et al., 2004). Oligomere mit einer Grofe von 6 bis 20 kDa induzieren in
dendritischen Zellen die Expression von inflammatorischen Genen (Termeer ef al., 2000
und 2003). HA-Fragmente sind also hoch angiogen, inflammatorisch und
immunstimulierend. Sehr kleine HA-Oligosaccharide haben auch spezifische
Aktivititen. Tetrasaccharide induzieren die Expression von Hitzeschockproteinen und
sind anti-apoptotisch. Sie unterdriicken den Zelltod (Xu et al. 2003). Aus diesen
Beobachtungen kann geschlossen werden, dass Fragmente von HA wihrend des
katabolischen Stoffwechselweges Produkte, die groBBenspezifisch sind, bilden, die sich
stark in ihren biologischen Aktivititen unterscheiden. Das Single-Zucker-Produkt,
Glukuronsdure und ein Glukosaminderivat werden von Lysosomen ins Zytoplasma

freigesetzt, wo sie fiir andere Stoffwechselzyklen zur Verfiigung stehen.

Der HA-Abbau ist ein hoch geordneter und sorgféltig kontrollierter Prozess.

VII. Metastasierung

Um Metastasen zu bilden, miissen sich die Tumorzellen vom Zellverband 16sen, indem
sie die interzelluldre Adhdsion iiberwinden und bestehende Barrieren durchdringen, also
durch die ECM migrieren, im Blut oder lymphatischen System zirkulieren, sich wieder
anheften und schlieBlich wachsen (Liotta, 1987). Dazu muss die umgebende
Extrazellularmatrix so verdndert werden, dass die Metastasen in benachbarte Gewebe

auswandern und gleichzeitig gefdbildende Epithelzellen zur Bildung neuer Blutgefil3e



16

in das den Tumor umgebende Stroma einwandern konnen (Stetler-Stevenson et al.,
1993). Die Metastasierung von Tumorzellen ist ein komplexer Prozess, der mehrere
separate Schritte umfasst. Die metastatische Kaskade wird mittels Motility-Faktoren,
die am Rezeptor binden und Signaltransduktion veranlassen, ausgelost, und vermittelt
schlieBlich die Mobilisierung der Tumorzellen. Der Abbau der ECM ist ebenfalls ein
wichtiger Faktor fiir die Zellinvasion (Jiang, ef al., 1994).

HA stimuliert die Migration einer groBen Anzahl von Zelltypen, einschlieBlich
Tumorzellen. Die erhdhte Produktion von HA in Tumorzellen oder tumorassoziierten
Fibroblasten korreliert mit der Zellmigration und Metastasierung (Docherty et al., 1989;
Turley, 1992; Zhang et al., 1995; Ropponen et al., 1998). Allerdings gibt es
verschiedene Erklarungsansétze fiir den Wirkungsmechanismus. Toole et al., 1982,
nahmen an, dass HA durch seine Fihigkeit groBe Mengen Wasser zu binden,
Wasserkandle in der Extrazelluldrmatrix bildet. Als HA-Oberflichenrezeptoren
gefunden wurden, wurde gezeigt, dass HA spezifisch an Zelloberflaichenrezeptoren
bindet und durch deren Inhibition wiederum die Zellmigration und das Tumorwachstum

gehemmt werden (Sherman et al., 1994).

Tumorwachstum und Metastasierung sind abhédngig von der Interaktion zwischen
Tumorzellen und dem Gewebestroma des Wirtes. Diese Interaktion wird {iiber
verschiedene Adhésionsrezeptoren in verschiedenen Tumorzelltypen vermittelt. Es gibt
Hinweise, dass die Interaktion des HA-Rezeptors CD44, der von den Tumorzellen
exprimiert wird, mit der HA des Wirt-Gewebe-Stromas das Wachstum und die
Fahigkeit zur Invasion fordert. Wird die Interaktion von CD44 und HA mittels 16slicher
rekombinanter CD44 unterbrochen, wird auch die Tumorbildung in Lymphomen und
Melanomzellen, die mit CD44 transfektiert waren, verhindert. Es wurde gezeigt, dass
HA-Oligomere in Konzentrationen von 1 mg/ml, die subkutan verabreicht wurden, das
Wachstum von Melanomzellen B16F10 unterdriickten. Deshalb stellen diese Oligomere
ein attraktives Reagenz zur Kontrolle der lokalen Tumorentwicklung dar (Zeng et al.,

1998).

HA und CD44 spielen eine wichtige Rolle bei der Metastasierung. Maus-

Mammakarzinom-Zelllinien, die wenig HA produzieren, bilden weniger Metastasen als
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starke HA-Produzenten. Eine Stimulierung der HA-Produktion durch transgene
Expression von Hasl in den Zelllinien, die geringe HA-Level zeigten, produzierten eine
groere Anzahl von Knoten. (Itano et al., 1999). Die Transfektion von stark
metastasierenden Zellen mit cDNA, die CD44 codiert (CD44 ist ein Antagonist der
konstitutiven HA-Rezeptor-Interaktion) inhibierte die Bildung von Knoten in der Lunge
(Yu et al., 1997). Dieses Ergebnis wird durch die Beobachtung gestiitzt, dass die
Abwesenheit von CD44 die Metastasierung in Mdausen, die im Apc oder Trp53-Gen
mutiert waren, supprimiert (Weber et al., 2002). Diese Ergebnisse zeigen, dass CD44-
Gen-Produkte nicht essentiell fiir die Tumorbildung sind, aber eine wichtige Rolle bei

der Regulation der Metastasenbildung spielen.

Die Invasion und Metastasierung von Krebszellen und die Entwicklung von Resistenz
gegen anti-Tumortherapien sind die Hauptgriinde fiir Morbiditdt und Mortalitit bei
Krebs. P-Glykoprotein und CD44 wurden charakterisiert und sind als Determinanten
der ,,multidrug resistance* (MDR) und Metastasierung bekannt. Bisher wurde wenig
iber eine direkte Verbindung dieser beiden Molekiile diskutiert. Gonzales et al., 2005,
zeigten eine physikalische und genetische Interaktion zwischen CD44 und dem P-
Glykoprotein, die zum Teil fiir eine Korrelation zwischen MDR und dem invasiven
Potential von Krebszellen verantwortlich ist. Substrate, die fiir das P-Glykoprotein
spezifisch sind, reduzieren in vitro die Invasion, Migration und die physikalische Co-
Lokalisation von CD44 und P-Glykoproteinen. Die CD44-Expression in sensitiven
Zellen fordert die Expression des P-Glykoproteins und des MDR-Phénotyps. Eine
Storung der RNA von MDRI1 inhibierte die Rate der Zellmigration. Diese Daten zeigen,
dass es eine enge Interaktion zwischen CD44 und dem P-Glykoprotein gibt, die zu einer
gleichzeitigen Expression und Modulation der zwei malignen Phéanotypen, Invasion und

MDR fiihren.

CD44 hat verschiedene Funktionen bei Zell-Zell-Interaktionen und Zell-Matrix-
Interaktionen. Es kann ein Marker zur Bestimmung der Metastasierung und von
invasivem Tumorverhalten sein. Gouissa und Agnantis, 1999, untersuchten
immunhistochemisch die Korrelation der Expression von CD44 in 110 kolorektalen

Karzinomen und 25 Adenomen mittels monoklonalem Mouse-anti-human-phagocytic
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Glycoprotein-1, CD44 (Clon DF 1485) und u.a. der basement Membran-Antigene (Typ
IV Collagen und Laminin) und Fibronectin. Die CD44-Expression in Karzinomen war
hoher als in Adenomen, aber nicht signifikant. Die CD44-Expression korrelierte mit der

TumorgroBe, dem Tumorzellen-Cathepsin und dem RB-Protein.

Die metastatische Invasion ist der Hauptgrund der Mortalitdt bei Brustkrebs. Es wird
vermutet, dass Adhidsionsrezeptoren wie CD44 eine wesentliche Rolle bei diesem
Prozess spielen. Epithelgewebe von Brusttumoren wurde in bisherigen Studien isoliert
und ohne Beriicksichtigung der anderen Gewebekomponenten untersucht. Dies fiihrte
zu der allgemeinen Interpretation, dass CD44 und der Hauptligand HA die Invasion
fordern. Lopez et al., 2005, zeigten jedoch, dass sich CD44 zur Metastasierung bei
Brustkrebs antagonistisch verhélt. Im Mausmodell mit spontan metastasierenden
Brustkrebs-Zellen (MMTV-PyVmT) wurde gezeigt, dass der Verlust von CD44 die
Metastasierung in der Lunge fordert. Kombinierte Lokalisations-Versuche in
Kombination mit einer neuen HA-Synthase-GFP-transgenen-Maus zeigten ein
begrenztes Muster der CD44 und HA-Expression. Wihrend CD44 im Epithelium des
Tumors exprimiert wird, ist die Expression der HA-Synthase auf das dem Stroma-
assoziierte Gewebe begrenzt. Die eindeutigen CD44- und HA-Muster der Verbreitung
lassen auf eine Rolle der Epithel-Stroma-Interaktion bei der CD44-Funktion schlieen.
Wihrend der Brustkrebs-Progression schiitzt die HA-CD44-Interaktion im Epithel-

Stroma gegen Metastasierung.

E-Cadherin ist ein Glykoprotein, das in der Aufrechterhaltung der Integritdt und
Organisation von Gewebestrukturen eine Rolle spielt. Eine niedrige E-Cadherin
Expression des Primdrtumors korreliert mit einer steigenden Rate an Tumorrezidiven
und verringert die Uberlebenschance der Patienten. CD44-HA-Interaktionen steigern
das Wachstum von Tumoren und deren Metastasierung. Zahlreiche Neoplasien,
epithelialen und mesenchymalen Ursprungs zeigen eine hohe Expression von CD44H
(einer Standard-CD44-Isoform), sowie diversen anderen Isoformen (Zeng 1998). Wird
die Regulation von E-Cadherin reduziert, wird auch die Zell-Zell-Adhésion verringert
(Croce et al., 2003; Reuning et al., 1998). Generell gilt, dass schwach differenzierte

Epithelzellen stirker zur Invasion neigen als gut differenzierte. Diese Beobachtung
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wurde von Frixen ef al., 1991, bestitigt, die bei Maus-Mammakarzinomzellen (TA3) fiir
die Adhésionsproteine E-Cadherin und CD44 eine inverse Beziehung gefunden haben,
wobei E-Cadherin als Invasions-Suppressor agiert. Zellen mit einer hohen E-Cadherin-
Expression zeigen eine abgeschwichte Bindungs-Affinitdt zwischen CD44 und HA.
Das blockiert die Ausbreitung der Zellen auf HA und die Tumorzellinvasion. Das
Umschlagen der Balance zwischen CD44 und E-Cadherin sowohl hinsichtlich der Up-
Regulation der CD44-Funktion als auch der Down-Regulation des E-Cadherin-Spiegels

kann eine Tumorausbreitung und Metastasierung fordern (Xu und Yu, 2003).

Obwohl Blut-Monozyten eine signifikante zytotoxische Aktivitdt gegen Tumorzellen
besitzen, werden tumorinfiltrierte Monozyten héiufig deaktiviert. Monozyten, die
Tumorzellen gegeniiber exponiert wurden, zeigten signifikant niedrige Expressionslevel
von TNF-q, IL-12p40 und IL-1R-assoziierter Kinase (IRAK)-1. Die Aktivierung der
Ser/Thr-Kinase IRAK-1 ist ein wichtiges Ereignis bei verschiedenen inflammatorischen
Prozessen. Im Gegensatz dazu reguliert ein anderes Mitglied der IRAK-Familie, IRAK-
M, negativ diesen Stoffwechselweg und wird in Kulturen von Endotoxin-toleranten
Monozyten und bei Monozyten von Sepsis-Patienten up-reguliert. Del Fresno et al.,
2005, zeigten, dass die IRAK-M-Expression auf dem mRNA und Protein-Level in
menschlichen Monozyten, die mit Tumorzellen kultiviert werden, geférdert wird.
IRAK-M wurde mittels Co-Kultur mit verschiedenen Tumorzellen induziert. Blut-
Monozyten von Patienten mit chronischer Knochenmarks-Leukdmie und
Metastasierung Uberexprimierten IRAK-M. Geringe Konzentrationen von HA
regulierten IRAK-M hoch. Die Induktion von IRAK-M durch HA und Tumorzellen
wurde durch Inkubation mit anti-CD44 oder anti-TLR4-blocking-Abs aufgehoben.
AuBerdem setzte die Down-Regulation der IRAK-M-Expression durch kleine RNAs,
die fiir IRAK-M spezifisch sind, sowohl die TNF-a-mRNA-Expression und
Proteinproduktion in menschlichen Monozyten, die einer Tumorzelllinie wieder
ausgesetzt waren, herab. Die Deaktivierung humaner Monozyten in der Gegenwart von
Tumorzellen involviert die IRAK-M-Up-Regulation. Dieser Effekt scheint durch HA
iber die Interaktion mit CD44 und TLR4 vermittelt zu sein.
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HA soll bei drei Aspekten der Invasionsfahigkeit von Metastasen eine Rolle spielen:
Zunidchst bildet HA stark hydratisierte, dehnbare Matrices, die Anderungen in der
Zellform und der Gewebepenetration unterstiitzen. AufBlerdem sorgt HA fiir die
Regulation der Produktion und Zelloberfldchenprisentation von Proteasen und induziert

die Neuordnung des Zytoskeletts (zusammengefasst von Toole, 2004).

In einigen Publikationen wird eine endogene Farbung von HA oder eine intrazellulére
Bindung von HA oder HA-bindenden Proteinen beschrieben (Turley and Torrance,
1985; Turley et al., 1990; Eggli und Graber, 1995). Es wurde jedoch davon
ausgegangen, dass HA von Zellen internalisiert wird und auf der intrazelluldren Seite
der Membranen in kiirzester Zeit von Hyaluronidasen degradiert wird (McGuire ef al.,

1987; McGary et al., 1989; Fraser et al., 1997; Menzel und Farr, 1998).

Das Zytoskelett besteht in erster Linie aus Proteinfilamenten, die im Zytoplasma von
eukaryotischen Zellen vorkommen. Sie bestehen aus Aktinfilamenten, Mikrotubuli und
Intermedidrfilamenten mit zahlreichen Funktionen. Sie spielen wu.a. bei der
Zellbewegung eine Rolle. Der HA-Rezeptor CD44 interagiert mit den zytosolischen
Bestandteilen: die zytoplasmatische Domine des CD44 soll mit dem Zytoskelett
assoziiert sein und besonders mit den Aktinfilamenten interagieren, die intrazelluldr
zwischen Aktinfilamenten und einem HA-bindenden Protein verteilt sind (Turley et al.,
1990; Lacy und Underhill, 1987; Liu et al., 1996). Der RHAMM/IHABP-Rezeptor, der
ebenfalls HA bindet, kommt ausschlieBlich intrazellular vor (Hofmann et al., 1998;
Assmann et al., 1998). Der Rezeptor soll mit dem Zytoskelett und hier besonders mit
Mikrotubuli und Aktinfilamenten interagieren (Assmann, 1999). Aufgrund dieser
Erkenntnisse liegt es nahe, dass auch endogene HA an Zellfunktionen beteiligt ist und

iber endogen vorhandene HA-Rezeptoren die Zellmigration beeinflussen kann.

Die meisten Tumore und Metastasen entstehen als kleine avaskulédre Zellhaufen, die bei
Uberschreitung einer bestimmten GroBe die Entwicklung neuer Kapillaren aus bereits

bestehenden GefdaBsystemen induzieren (Hudlicka, 1991; Holash et al., 1999).

Es ist bekannt, dass BlutgefdBe durch Versorgung mit Sauerstoff und Néhrstoffen,
sowie durch die Entsorgung von Stoffwechselmetaboliten die Progression und
Metastasierung von Tumoren fordern (Schor und Schor, 1983; Blood und Zetter, 1990;
Hanahan und Folkman, 1996). Aufgrund von Experimenten mit dem Cornea-Modell
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wird allgemein angenommen, dass die gerichtete Migration von Kapillaren zu Tumoren
durch Chemotaxis bedingt ist. In diesem Modell konnte in der avaskuldren Hornhaut
von Kaninchen direktionales Wachstum von vaskularisiertem Gewebe auf
implantiertem Tumor oder auf lokalen Ablagerungen von Angiogenesefaktoren

festgestellt werden (Ausprunk und Folkman, 1977).

Nach Pétgens ef al, 1995, ist der ,,vascular endothelial growth factor* (VEGF) oder
auch ,,vascular permeability factor* (VPF) genannte Faktor an der Chemoattraktion von

Endothelzellen beteiligt (Roberts und Palade, 1997, Esser ef al., 1998).

Chemokine, die von Tumoren sezerniert werden, konnen auf unterschiedliche Weise
eine gerichtete Migration von Endothelzellen auslosen. Einerseits konnen sie das
direktionale Auswachsen von Kapillarsprossen direkt durch Chemotaxis stimulieren
(Yoshida et al., 1996). Andererseits konnen die Faktoren der Tumorzellen eine
GefiBleckage verursachen. Die anschlieBende lokale Extravasation von Fibrinogen und
einer Vielzahl anderer Plasmafaktoren kann dann zu einem Einwachsen von Kapillaren
in die Richtung des Tumors fiihren. Eine Bestitigung dieser zweiten Hypothese findet
sich in der Tatsache, dass GefdBwachstum in soliden Tumoren héufig an Orten
lokalisiert ist, an denen zuvor eine Plasmaextravasation stattgefunden hat (Skinner et
al., 1990). Fibrin alleine ist schon ausreichend, um die Angiogenese zu stimulieren
(Dvorak et al., 1979; Nehls und Herrmann, 1996). Aullerdem werden wéhrend der
Plasmaextravasation noch viele Wachstumsfaktoren freigesetzt, die ihrerseits wiederum
das GefdBwachstum stimulieren. Viele Neoplasmen enthalten durch einen Mangel an
Thrombinaktivitdt ausschlieBlich Fibrinogen (Costantini und Zacharski, 1993), das
alleine jedoch auch in der Lage ist, eine direktionale Migration von Endothelzellen
auszuldsen (Dejana et al., 1985). So konnte die gerichtete lokale Plasmaextravasation
auch eine Erklirung fiir die direktionale Migration von Endothelzellen auf Tumorzellen

in situ sein.

Hayen, 2001, zeigte, dass HA auch intrazelluldr perinukledr mit dem Zytoskelett
assoziiert vorliegt. Ein direkter Einfluss, wie ihn HA auf Fibrinogen und die
Fibrinpolymerisation ausiibt, konnte zwischen endogener HA und Aktinpolymerisation

jedoch nicht gefunden werden.
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Thomas et al., 1993 zeigten, dass der Rezeptor CD44 eine Rolle bei der in vivo-

Stimulierung der Aggressivitdt von Tumoren durch ein hyaluronatreiches Stroma spielt.

Die Migration von Zellen scheint iiber die Aktivierung einer RhoGTase durch HA-
Bindung kontrolliert zu werden. Die Aktivierung von RhoA, CDc42 fiihrt zur Bildung
von Stressfasern, fokalen Adisions-Plaques, Lamellipoden, Microspikes und
,membrane-ruffling“ in Fibroblasten. In einer Brust-Epithelzellen-Maus (EpH4)
aktivierte die Bindung von HA an CD44 Racl und induzierte die Bildung von
Lamellipoden, die durch anti-CD44-mAbs oder Mikroinjektionen mit einer dominanten

negativ-Mutante von Rac inhibiert werden konnten (Oliferenko et al., 2000).

Trotzdem scheint die HA-CD44-Interaktion nicht fiir Tumorwachstum und
Metastasierung in Ratten-Pankraeas-Karzinom-Zelllinien nétig zu sein (Sleeman et al.,
1996). Das CD44v4-7-Transfekt zeigte eine erhohte HA-Bindung verglichen mit der
Wirtslinie. Wurde die Bindungsfihigkeit von HA durch Transfektion von
Hyaluronidase-cDNA  beseitigt, behielten die Zellen die Fahigkeit, lokales
Tumorwachstum und Lungenmetastasen zu induzieren (Sleeman et al., 1996). In diesem
Fall sind Tumorwachstum und Metastasierung unabhidngig von der HA-CD44-

Interaktion.

Matrix-Metalloproteasen (MMPs) spielen eine wichtige Rolle bei der Metastasierung
des Tumors, indem die Proteolyse verschiedener Matrix-Komponenten induziert wird

(Werb, 1997). CD44 ist fiir die Funktion der MMPs notig.

Die Akkumulation von HA in Tumoren und im Tumor-assoziierten Stroma fordert die
Tumorzelleninvasion und Metastasierung. Mittels ,,Dunn Chamber chemotaxis assay‘
zeigten Tzircotis et al., 2005, dass hochmolekulares HA wie ein 16slicher
Chemoattractant wirkt, der die direktionale Migration von MDA-MB-468 und MDA-
MB-231-Brustkrebszellen fordert. Mehr noch, Chemotaxis zu HA, aber nicht zu fetalem
Serum Bovin kann durch eine Behandlung der Zellen mit siRNA-Oligonucleotiden
aufgehoben werden, wobei die CD44-Expression heruntergefahren wird. Dies zeigt,
dass CD44 der eigentliche Faktor ist, der diese Antwort reguliert und dass die CD44-
Expression nicht generell notig zur Zellmigration und ,,gradient sensing* ist. Die CD44-

Expression allein ist aber nicht in der Lage, die HA-Chemotaxis zu steuern, da NIH-3t3-
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Fibroblasten nicht fahig waren, auf einen HA-Gradienten zu reagieren, auch wenn sie
mit groen Mengen an humanem CD44 transfektiert wurden. Damit NIH-3T3-Zellen
exogenes HA binden, war es ndtig, dass sowohl die Level der Rezeptor-Expression
stiegen als auch die perizellulire HA-Matrix abzubauen. Zusammen genommen zeigen
diese Studien, dass ein direkter Mechanismus, der die Zellinvasion in die HA-reiche
Matrix fordert, existiert, um die Fdhigkeit einer Zelle auf einen chemotaktischen HA-

Gradienten zu reagieren, zu regulieren.

Diese genannten bisher bereits bekannten Wirkungsmechanismen sind prinzipiell
geeignet, Einfluss auf das Wachstum, Infiltrations- und Metastasierungsverhalten von
Malignomen zu nehmen. Es gibt zahlreiche Versuche, Hyaluronat als Indikatorsubstanz
fir Tumoruntersuchungen einzusetzen, z. B. als Indikator der progressiven

Tumorerkrankung (Dahl et al., 1989).

Wang et al., 1996 untersuchten die Verteilung von HA in ,,normalem* Gewebe und
Tumor-Epithelzellen des Osophagus, Magens und Darms. In gesundem Gewebe des
Osophagus-Epithels zeigte sich eine stake Hyaluronfirbung in basalen und unteren
mittleren Schichten, wihrend die einfachen Epithelyen im Magen und Verdauungstrakt
HA negativ waren. Karzinome des Osophagus exprimierten in situ in den Zellschichten,
die dicht neben der luminalen Oberfliche lagen, HA, also in Bereichen, die sonst HA-
negativ sind. Das Stromagewebe in allen Tumoren war HA-positiv. Insgesamt wurde
festgestellt, dass gut ausdifferenzierte Karzinome selbst ihre hohen oder niedrigen HA-
Expressionsmuster regulieren, wahrend Tumore die Abscheidung von HA in das

umgebende Stroma stimulieren.

Auch CD44 kann im Serum nachgewiesen werden. Da die Tumorprogression zur
erhdhten Expression von CD44 fiihrt, sollte untersucht werden, ob es Unterschiede im
Muster des Oberflichenproteins CD44 im Serum zwischen einer gesunden
Kontrollgruppe und Tumorpatienten gibt. Weil et al., 1995, beschrieben einen
Nachweis fiir CD44 im Serum.
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Es soll im Folgenden exemplarisch an Hand von Magen- und Pankreaskarzinomen
untersucht werden, ob sich in den jeweiligen untersuchten Gruppen spezifische Muster
hinsichtlich der Verteilung, Konzentration und Molekiilstruktur der HA nachweisen

lassen.

Dazu wurde die Hyaluronatverteilung iiber eine Verteilungschromatografie aus dem

Serum der Patienten und gesunden Probanden bestimmt und miteinander verglichen.

Des Weiteren sollte untersucht werden, wie sich Hyaluronat und CD44 im Gewebe

(,,Normalgewebe*, Tumor, und Infiltrationsbereich des Tumors) verteilen.

Sollten sich hier spezifische und repriasentative Verteilungsmuster nachweisen lassen,
konnte dies einen wichtigen Beitrag zum  besseren  Verstindnis  der
Regulationsmechanismen von Tumorwachstum und —infltration darstellen. Ferner
konnten sich aus solchen Verteilungsmustern neue Angriffsmoglichkeiten fiir die

Tumortherapie ergeben.
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B. Methodik

I. Bestimmung des Hyaluronatgehaltes im Serum mit einem ELISA-dhnlichen

Assay

Die vom Patienten stammende Vollblutprobe wird zur Herstellung von Serum 15
Minuten lang bei 2000 Umdrehungen pro Minute und 4°C zentrifugiert. Das gewonnene
Serum kann dann abpipettiert und sofort verwendet oder bei —18°C zur spiteren

Bearbeitung eingefroren werden.

Die Messung erfolgt auf einer Covalink-NH Microwell Messplatte, die vor der Messung

mit Hyaluronat beschichtet werden miissen.

Hierzu werden 0,184 mg N-Hydroxysulfosuccinid (S-NHS) pro ml HA-L6sung (Healon
der Firma Pharmacia&Upjohn im Verhéltnis 1:5 mit aqua dest. verdiinnt) und 1,23 mg
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid (EDC) pro ml in dH,O in gleichem
Verhéltnis direkt vor dem Befiillen der Platte gemischt.

Jede Welle der Platte wird mit 100ul dieser Losung befiillt und die Platte dann bei 4°C

tiber Nacht oder bei Zimmertemperatur fiir 2 Stunden inkubiert.

Nach der Inkubation wird das Reagens aus der Platte ausgeschiittelt und jede Welle 3
mal mit Puffer A (11 Puffer enthdlt 116,88g NaCl, 10,0g MgSQO4-7H,0, 100 ml PBS-
CMF (10fach konzentriert) und dH,O) ausgewaschen. Ein Liter einfach konzentrierter
PBS-CMF Puffer enthélt 8,0 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,42 g Na,HPO4-2H,0, 2,0g KH,PO4
und dH,O bei einem pH von 7,0-7,5.

Wiéhrenddessen werden jeweils 3 Fraktionen der Proben und Standardlosungen a 75ul
mit 50 ul biotinylisiertem Hyaluronat-Bindungsprotein (HABP der Firma Seikagaku
1:200 verdiinnt in HABP-Puffer: 21,91g NaCl, 7,165g GuHCI, 0,200g bovines Serum
Albumin BSA und 0,050g NaN3 werden mit dH,O auf 225 ml Volumen aufgefiillt und
dann mit 0,25M Na,HPO4-2H,0 und 0,25M NaH,PO,-H,O auf einen pH Wert von 7,0
titriert) bei 37°C fiir 1 Stunde in einer zweiten Covalink-NH microwell Messplatte

inkubiert.
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Fiir die Standardlosungen wird Healon mit seinem bekannten Hyaluronat-Gehalt so mit
PBS-CMF verdiinnt, dass die Hyaluronat-Konzentrationen 3000 ng/ml, 1200 ng/ml, 600
ng/ml, 250 ng/ml, 100 ng/ml, 40 ng/ml und 15 ng/ml erreicht werden. Diese
Konzentrationen wurden gewéhlt, weil sie dem zu erwartenden Messbereich

entsprechen, sind jedoch nicht verbindlich zu verwenden.

AulBlerdem werden auf jeder Platte eine Positivkontrolle mit S0ul HABP und 75ul PBS-
CMF, und eine Negativkontrolle mit 125ul PBS-CMF alleine, eingeschlossen.

Im néchsten Schritt werden unspezifische Bindungsstellen auf der beschichteten Platte
geblockt. Hierzu wird der Puffer A aus der Platte ausgeschiittelt und jede einzelne Welle
mit jeweils 300 pul eines Blocker Reagens aufgefiillt und fiir ca. 1 h bei 37°C inkubiert.
Als Blocker wird eine Losung aus 1 mg bovines Serum Albumin BSA pro ml PBS-

CMF Puffer verwendet. Pro Platte werden somit ca. 30 ml dieser Losung benotigt.

Nach erfolgter Inkubation wird die Blockerlosung ausgeschiittelt und die Platte mit
Puffer B (entspricht Puffer A mit 0,05 % Tween 20) 3-mal ausgewaschen und erneut
griindlich ausgeschiittelt. Nun werden pro Welle 100 pl der Proben (jeweils 3 pro
Standardldsung und Probandenserum zur Mittelwertbildung) in die Platte eingefiillt und

fiir 1 h bei 37°C inkubiert.

Danach konnen die Proben ausgeschiittelt und die Platte erneut 3-mal mit Puffer B
gesplilt werden, bevor pro Welle 100 ul ABC Reagens zugegeben und fiir 30 min. bei
Raumtemperatur inkubiert wird. Das ABC Reagens muss mindestens 30 min. vor
Benutzung angesetzt werden. Hierzu werden je 2 Tropfen Avidin- und Biotinldsung des
Vectastain ABC Peroxidase Standard Kits der Firma Vector Labs in 10 ml PBS-CMF
und 0,1 % Tween 20 zugegeben.

In der Zwischenzeit werden 3 o-PD Tabletten (2 mg Dihydrochloridtabletten der Firma
Calbiochem) in 12 ml 0.1M Citrat-Phosphat Puffer (pH 5,3) aufgelost.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wird das ABC ausgeschiittelt, die Platte 5-mal mit
Puffer B griindlich ausgewaschen und der o-PD Losung 6pul einer 30 %igen H,O,-
Losung zugegeben. Unmittelbar danach ist die Platte zum Anstoen der
Peroxidasefarbreaktion pro Welle mit 100 pl dieser Losung zu bestiicken und fiir 15 bis
25 Minuten (im Rahmen dieser Arbeit wurden standardméBig exakt 20 Minuten

gewdhlt) in Dunkelheit zu entwickeln. Nach Ablauf der gewihlten Reaktionszeit wurde
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die optische Dichte der jeweiligen Proben bei 490 nm Wellenldnge mit einem ELISA
Messgerit des Typs Vmax Kinetic Microplate Reader der Firma Molecular Devices
gemessen. Aus den optischen Dichten der Standardproben kann dann bei deren
bekannter HA-Konzentration eine Standardmesskurve erstellt werden, so dass sich die
Konzentration an Hyaluronat im jeweiligen Serum aus der Lage des optischen

Dichtewertes auf dieser Kurve ergibt.

II. Molekiilgrolendifferenzierung mittels Gelfiltration und ELISA-dhnlichem
Assay

Die MolekiilgroBendifferenzierung erfolgte als qualitative Methode mittels Gelfiltration
(Porath und Flodrin, 1959, Andrews 1965, Andrews 1970, Potschka et al., 1987).
Hierzu wurde eine 50 cm lange und 10 mm im Durchmesser messende
Chromatographiesdule der Firma Pharmacia Biotech mit den zugehorigen Adaptoren
SRA 10 der Firma Pharmacia Fine Chemicals verwendet. Die Sdule wurde
entsprechend des zu erwartenden Bereiches der bekannten Molekiilgrolen von
Hyaluronat mit einem 40 cm hohen Bett aus Sepharose CL 4B (von Pharmacia Biotech)
bestiickt. Sepharose CL 4B ist fiir einen Molekiilgroenbereich zwischen 60 kD und 20
MD geeignet und weist zwischen pH 3 und pH 13 eine ausreichende chemische

Stabilitat auf.

Als Fraktionensammler wurde das Modell LKB 2070 UltroRac II mit Tropfenzéhler der
Firma LKB gewéhlt und als Fliissigkeitspumpe fand eine peristaltische Pumpe, Modell
P-3 von Pharmacia Verwendung. Als Spiilfliissigkeit wurde PBS-CMF Puffer

verwendet.

Fiir den erfolgreichen Ablauf und die Vergleichbarkeit der Messungen sind das
blasenfreie Auffiillen des Siulenbettes und die exakte, immer gleich bleibende

Sadulenhohe, in unserem Fall 40 cm, entscheidend.

Die Fraktionierung erfolgte an jeweils 1 ml Probandenserum, das auf oben bereits
beschriebene Weise gewonnen wurde. Die Probe wurde bei exakt senkrecht stehender
Sdule und verschlossenem unteren Auslassadapter auf das Sédulenbett gefiillt und die

Séule dann mit dem oberen Adapter druckdicht verschlossen. Hierbei soll der obere
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Adapter unmittelbar mit dem Fliissigkeitsspiegel der Serumprobe abschlieen, ohne ein
groferes Luftreservoir mit einzuschlieBen, um eine direkte Drucktransmission durch die
Pumpe zu ermdglichen. Dann wurde der untere Adapter gedffnet und die peristaltische
Pumpe mit einer mittleren Flussgeschwindigkeit (Stufe 6) in Gang gesetzt. Mittels des
Fraktionensammlers und des angeschlossenen Tropfenzihlers wurden die ersten 100
Tropfen verworfen und sodann 72 Fraktionen von jeweils 20 Tropfen Gréf3e gewonnen.
Die ersten 100 Tropfen konnen gemiB den in unseren Vorexperimenten zur
Kalibrierung des Versuchsaufbaus gewonnen Ergebnissen verworfen werden, da in
ihnen noch kein messbarer Anteil an Hyaluronat zu erwarten ist. Des Weiteren wurden
die Fraktionsgrofle von 20 Tropfen und die Zahl der Fraktionen mit 72 so gewdihlt, dass
mit ihnen die Erfassung des gesamten MolekiilgroBenspektrums von Hyaluronat bei
groBtmoglicher Auflosung moglich ist. GroBere Molekiille wandern hierbei schneller
durch das Gelbett als kleine, so dass die MolekiilgroB3e des in den einzelnen Fraktionen
enthaltenen Hyaluronats gemifl dem Prinzip der Gelfiltration mit zunehmender Zahl der

Fraktionen im Verlauf abnimmt.

Die Konzentration an Hyaluronat in den einzelnen Fraktionen wurde dann mit oben

bereits beschriebenem ELISA-&dhnlichem Assay bestimmt.

I11. Immunhistochemische Firbung von Hyaluronat

Zur Immunhistochemischen Farbung von Hyaluronat wurden paraffinfixierte Schnitte

auf mikroskopischen Objekttragern von operativ gewonnenem Gewebe verwendet.

Zunichst waren die Schnitte zu entparaffinieren und hydratisieren. Hierzu wurden die
Schnitte einmal fiir zehn und noch einmal fiir fiinf Minuten in ein Xylolbad getaucht,
sowie danach nochmals fiir jeweils fiinf Minuten in Béder aus jeweils gleichen Teilen
Xylol und 100 %igem Ethanol, 100 % iger Ethanolldsung, 95 %iger Ethanolldsung und
PBS-CMF Puffer.

Im néchsten Schritt erfolgte die Blockung endogener Peroxidaseaktivitit indem die
Schnitte fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur in eine Losung aus 55 ml Methanol mit 40
ml destilliertem H>O und 5 ml 30 %igem H,O, getaucht wurden. Danach wurden die
Schnitte fiir 20 Minuten in PBS-CMF mit 0.05 % Tween 20 gewaschen.
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Zur Blockung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Schnitte anschlieend fiir 30
Minuten bei 37°C in 5 %igem Ziegenserum (Normal Goat Serum, Vector Labs) geldst
in PBS-CMF und 0,2 % Tween 20 inkubiert. Nach dem Abtropfen dieser Losung wurde
fiir jeweils 15 Minuten Avidin D und Biotin Blockerlésung (Avidin/Biotin Blocking
Kit, Vector Labs) auf die Objekttrager gegeben, die danach kurz mit PBS-CMF Puffer
abgespiilt und dann mit ca. 0,3 ml einer Losung des Hyaluronatbindungsproteins pro
Objekttriager bei 4°C iiber Nacht in einer feuchtigkeitsgesittigten Umgebung inkubiert
wurden. Das Bindungsprotein (B-HABP, Seikagaku Corporation) wurde in Losung im
Verhéltnis 1:100 in destilliertem H,O verwendet.

Nach ausreichender Inkubationszeit wurden die Schnitte 3 mal fiir jeweils 5 Minuten in
PBS-CMF Puffer mit 0,05 % Tween 20 gewaschen und danach fiir 30 Minuten bei
Raumtemperatur mit einem ABC Peroxidase Komplex inkubiert. Hier wurden je ein
Tropfen der einzelnen Reagenzien des Vectastain ABC Kit Peroxidase Standard, Vector
Labs, pro 5 ml PBS-CMF mit 0,2 % Tween 20 verwendet (diese Losung ist mindestens
30 Minuten vor Benutzung anzusetzen). Im Anschluss wurden die Objekttriger

nochmals 3-mal fiir jeweils 5 Minuten in PBS-CMF mit 0,2 % Tween 20 gespiilt.

Unmittelbar vor Verwendung wurde dann die Peroxidase Substratlosung angesetzt, die
aus 9,5 ml dH,O bestand, dem jeweils 4 Tropfen Puffer, 8 Tropfen Reagens und 4
Tropfen H,O, aus dem DAB Peroxidase Substrate Kit, Vector Labs, zugesetzt wurden.
Die Schnitte wurden dann fiir 8 bis 10 Minuten bei Raumtemperatur mit dieser Losung
inkubiert und danach fiir 5 Minuten in dH,O gewaschen. Die Gegenfarbung erfolgte fiir
45 Sekunden mit Hamalaun, das anschliefend mit dH,O und PBS-CMF ausgewaschen
wurde. Zur Dehydrierung wurden die Schnitte abschlieBend fiir jeweils 5 Minuten in
Béder mit 70 % Ethanol, 95 % Ethanol, 100 % Ethanol, 100 % Ethanol/Xylol und 2-mal

reinem Xylol getaucht.

IV. Immunhistochemische Farbung von CD 44

Auch hier wurden paraffinfixierte Schnitte von operativ gewonnenem Gewebe
verwendet, die auf gleiche Weise wie die Schnitte zur Fiarbung von Hyaluronat

entparaffiniert und hydratisiert wurden. Anschlieend wurden diese fiir 15 Minuten in
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10 mM Citrat-Puffer (500 ml Puffer enthielten 1,05 g Citratmonohydrat und dH,O bei
pH 6,0) bei halber Leistung in einem Mikrowellenofen inkubiert und nach

ausreichender Abkiihlung fiir 5 Minuten in PBS-CMF gewaschen.

Zur Blockung der endogenen Peroxidaseaktivitit wurden die Schnitte nun fiir 30
Minuten bei Raumtemperatur in einer Losung bestehend aus 5 ml 30 %igem
Wassserstoftfperoxid und 95 ml PBS-CMF mit 0,2 % Tween 20 inkubiert und danach
fiir 20 Minuten erneut in PBS-CMF gewaschen. Das Blocken der unspezifischen
Bindungsstellen erfolgte wiederum durch Inkubation mit 5 %igem Ziegenserum in
PBS-CMF mit 0,2 % Tween 20 bei 37°C fiir 30 Minuten. AnschlieBend wurden die
Schnitte wie oben bereits beschrieben fiir jeweils 15 Minuten mit Avidin D und Biotin

Blockerldsung betraufelt.

Als Primédrantikdrper wurden von Maiusen gewonnene, gegen menschliches CD 44
gerichtete Antikorper verwendet (Mouse Anti Human CD 44, Serotec). Diese wurden in
Verdiinnung im Verhéltnis 1:100 in 5 %igem Ziegenserum in PBS-CMF auf die
Schnitte appliziert; zunichst erfolgte die Inkubation fiir eine Stunde bei 37°C und dann

uber Nacht bei 4°C.

Danach wurden die Schnitte fiir 10 Minuten in PBS-CMF gewaschen und es erfolgte die
Inkubation mit einem biotinylisiertem Sekundérantikorper gegen Maus IgG
(Biotinylated Anti-Mouse IgG, Vector Labs). Diese wurden wiederum in Ldsung in 5
%igem Ziegenserum in PBS-CMF aufgebracht, und zwar fiir 45 Minuten bei

Raumtemperatur in Verdiinnung im Verhéltnis 1:200.

Nach erfolgter Inkubation wurden die Schnitte fiir 10 Minuten in PBS-CMF mit 0,05 %
Tween 20 gewaschen und fiir 45 Minuten bei Raumtemperatur ein ABC
Peroxidasekomplex (Vectastain ABC Kit Elite Peroxidase Standard, Vector Labs)
appliziert. Die Zubereitung dieses Peroxidasekomplexes muss mindestens 30 Minuten
vor Gebrauch erfolgen und es wurden jeweils 2 Tropfen der einzelnen
Reaktionslosungen auf 5 ml PBS-CMF mit 0,1 % Tween 20 verwendet. Nachdem die
Schnitte dann einmal fiir 10 Minuten in PBS-CMF alleine und fiir nochmals 5 Minuten
in PBS-CMF mit 0,05 % Tween 20 gewaschen wurden, erfolgte die Inkubation mit dem
DAB Peroxidase Substrat wie oben bereits beschrieben fiir 9 Minuten bei

Raumtemperatur. Sofort im Anschluss wurden die Schnitte fiir 5 Minuten in dH,O
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gewaschen und es erfolgte die Gegenfiarbung mit Hamalaun und die Dehydrierung wie

oben ebenfalls schon vorbeschrieben.

V. Mikroskopische Beurteilung und fotographische Dokumentation

Sédmtliche histologischen Priparate wurden nach der jeweiligen immunhistologischen

Férbung an einem Mikroskop des Typs BX 40 der Firma Olympus beurteilt.

Die in dieser Arbeit verwendeten Fotographien, ob tatsdchlich gezeigt oder bei der
Auswertung beriicksichtigt, entstanden am selben Mikroskop mit Fotoaufsatz und einer
Kamera, Modell SC 35, Typ 12 der Firma Olympus. Als Filmmaterial kamen
ausschlielich Diafilme der Firma Kodak, Typ Elite Chrome 160T Select Series, zur

Anwendung.

Die mikroskopische Beurteilung und Auswertung aller untersuchten histologischen
Préparate erfolgte ausschlieBlich durch den Autor, so dass eine durch unterschiedliche

Untersucher verursachte Varianz der Bewertungskriterien ausgeschlossen wurde.
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C. Ergebnisse

Zur besseren Ubersicht werden die Ergebnisse fiir die einzelnen angewandten
Untersuchungsmethoden getrennt dargestellt. Unter I. werden die Ergebnisse der
Hyaluronatbestimmung  im  Serum,  unter L die  Ergebnisse  der
MolekiilgroBendifferenzierung mittels Gelfiltration und unter III. und IV. die
Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen von Hyaluronat und CD 44 mit den

beiden Untergruppen Magen- und Pankreaskarzinom aufgefiihrt.

I. Hyaluronatkonzentration im Serum

In der Kontrollgruppe gesunder Probanden mit n = 33 reichten die gemessenen Werte
von 32,73 ng/ml bis 222,5 ng/ml, der errechnete Mittelwert lag bei 86,8 ng/ml. Die
Konzentrationen bei den Magenkarzinompatienten mit n = 27 lagen zwischen 22,4
ng/ml und 251,0 ng/ml, im Mittel lagen die Werte bei 88,84 ng/ml. Fiir die Patienten
mit Pankreaskarzinomen mit n = 22 lagen die gemessenen Extremwerte bei 37,04 ng/ml

und 207,0 ng/ml, im Mittel lag die Konzentration bei 104,3 ng/ml.

120
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Abbildung 1: Konzentration von Hyaluronat im Serum in den drei
Untersuchungsgruppen: Die Werte der Malignompatienten sind tendenziell hoher als in
der Kontrollgruppe, die Unterschiede sind jedoch statistisch nicht signifikant.
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I1. Relative Molekiilgrofiendifferenzierung von Hyaluronat

Aus den drei untersuchten Probandengruppen wurden je drei Individuen zufillig
ausgewdhlt, aus deren Sera eine relative MolekiilgroBendifferenzierung von Hyaluronat
(HA) durchgefiihrt wurde. Die folgenden Abbildungen zeigen jeweils einen fiir die

jeweilige Gruppe reprisentativen Verlauf der MolekiilgroBen.

20 (:l

15 ﬂ i}

) LA

Fraktionen im zeitlichen Verlauf; jeweils 20 Tropfen

HA (ng/ml)
-
-
—
-

Abbildung 2: Verlauf der Hyaluronatkonzentrationen beim Gesunden. Die
Molekiilgrofien nehmen im zeitlichen Verlauf in konstanten Schritten ab.
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Abbildung 3: Verlauf der Hyaluronatkonzentrationen beim Patienten mit
Magenkarzinom.
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Fraktionen im zeitlichen Verlauf; jeweils 20 Tropfen

Abbildung 4: Verlauf der Hyaluronatkonzentrationen beim Patienten mit
Pankreaskarzinom.

Aus Abbildung 2 ist ein reprasentativer Verlauf der MolekiilgroBen von Hyaluronat
beim gesunden Patienten ersichtlich. Es féllt gleich zu Beginn der Serie im

hochmolekularen Bereich ein schmaler Peak auf, der in der gesamten Messungsreihe
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auch die hochste Konzentration erreicht. Dann folgt bis in den mittleren Bereich des
Spektrums ein unauffilliger Verlauf der Kurve mit Konzentrationen knapp iiber der
Grenze der Messgenauigkeit. Ab dem mittleren Grof3enbereich schlieBen sich dann vier
relativ schmale, klar abgegrenzte Peaks in regelméfigen Abstinden bis in den
niedermolekularen Bereich an, deren Konzentrationsanteile im mittleren Gro3enbereich

ansteigen und im niedermolekularen Anteil wieder abfallen.

Abbildung 3 zeigt den Verlauf beim Patienten mit Magenkarzinom. Hier ist der Peak im
hochmolekularen Anteil deutlich verbreitert und im Verhdltnis zum gesamten
Konzentrationsverlauf —ist dieser Anteil reduziert. Daflir erscheint die
Hyaluronatkonzentration im mittleren und niedrigen Bereich der Molekiilgrofen
gegeniiber dem gesunden Probanden erhoht, die vier vorbekannten Peaks in diesem
Bereich sind nur noch ansatzweise erkennbar und verbreitert, die Konzentrationen in

den Fraktionen zwischen den Peaks sind im Vergleich erhoht.

Abbildung 4 liefert ein dhnliches Bild fiir die Patienten mit Pankreaskarzinom. Auch
hier ist der erste Peak erniedrigt und verbreitert, die Konzentrationen sind zum jeweils
niedrigeren Molekularbereich hin verschoben und die vier gruppierten Peaks sind nur

noch im mittleren Molekiilgroenbereich erkennbar.

I11. Immunhistochemische Firbung von Hyaluronat und CD 44 an Priparaten von

Magenkarzinomen

Die Auswertung der immunhistochemischen Prédparate erfolgte nach allgemein iiblicher
Methode (Wang et al. 1996), indem unterschieden wurde zwischen den
Férbeintensititen von ,negativ, wenn keinerlei Anfirbung nachweisbar war, iiber
»einfach positiv* bei leichter Anfarbung, ,,zweifach positiv* bei mittelstarker, bis hin zu

»dreifach positiv* bei stiarkster Anfarbung.

Des Weiteren wurden die jeweiligen Gewebsregionen hinsichtlich des Normalgewebes,
des zentralen Tumoranteiles und des Infiltrationsrandes unterschieden. Innerhalb dieser
Gruppen wurden Tumor- oder Organ-,,Parenchym® und bindegewebiges Stroma nach

oben beschriebener Abstufung differenziert.
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Die folgende Tabelle (Tabelle 1) fasst die untersuchten Félle zusammen:

HA
Parenchym Stroma
neg pos 2pos | 3xpos neg pos 2xpos | 3xpos
norm 16 5 0 0 0 4 14 3
TU 8 6 0 0 0 0 7 7
Infiltration| 10 7 1 0 0 1 1 16
4
Parenchym Stromm
neg pos 2pos | 3xpos neg pos 2xpos | 3xpos
nom 16 4 0 0 2 10 7 1
TU 8 1 1 2 2 5 4 1
Infiltration 12 7 0 0 1 5 7 6

Tabelle 1: Ergebnisse der Auswertung der untersuchten Prdparate von
Magenkarzinomen

Die Auswertung zeigt bei der Anfarbung von Hyaluronat fiir das Normalgewebe das
erwartete Bild, ohne oder nur mit leichter Anfarbung des Organparenchyms, hier der
reguldren Magenschleimhaut. Das zugehdrige bindegewebige Stroma zeigt im

Wesentlichen eine leichte bis mittelgradige Anfarbung von Hyaluronat.

Die zugehdrigen Farbungen von CD 44 liefern ebenfalls nur einen geringen Nachweis

des Rezeptors im Parenchym und im bindegewebigen Stroma.

Das Féarbemuster und die Intensitét der Anfarbung von nicht malignem Gewebe zeigten

dabei praktisch kaum Abweichungen von Patient zu Patient.

Bei den Schnitten durch das solide Tumorzentrum ldsst sich Hyaluronat ebenfalls kaum
nachweisen, die Férbeintensitdt im zugehorigen Stroma ist tendenziell stirker als bei

nicht malignen Vergleichspriparaten (Abbildung 5).
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Abbildung 5: HA-Férbung, Magenkarzinom, Tumor zentral, Vergrofierung 1:40, 3-11

Bei CD 44 gilt dies im , Tumorparenchym* entsprechend, im zugehorigen
bindegewebigen Stroma lie sich ein signifikanter Unterschied zu nicht malignen

Vergleichspriparaten nicht nachweisen (Abbildung 6).
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Abbildung 6: CD 44-Fdrbung, Magenkarzinom, Tumor zentral, Vergrofierung 1:100, 5-
28

Wesentlich deutlicher zeigt sich diese Verteilung im Bereich des Infiltrationsrandes des
Tumors, hierbei werden im Stroma fiir Hyaluronat und CD 44 die hochsten
Férbeintensitdten erreicht, wihrend auch hier das ,,Tumorparenchym® nur geringen
Nachweis von Hyaluronat und seinem Rezeptor erreicht (Abbildung 7 und Abbildung
8).
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Abbildung 8: CD 44-Fdrbung, Magenkarzinom, Infiltrationsrand, Vergrofierung 1:100,
5-16
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IV. Immunhistochemische Fiarbung von Hyaluronat und CD 44 an Priparaten von

Pankreaskarzinomen

Fiir die Beurteilung von Schnitten von Pankreaskarzinomen wurde dasselbe Schema

angewandt wie oben bereits fiir die Magenkarzinome beschrieben.

Die nachfolgende Tabelle fasst auch hier die Ergebnisse der Auswertung zusammen:

HA
Parenchym Stromm
neg pos 2xpos 3xpos neg pos 2xpos 3xpos
norm 6 2 0 0 0 3 4 1
TU 10 1 0 1 0 1 6 5
Infiltration 13 4 0 0 0 2 5 10
CD 44
Parenchym Stromm
neg pos 2xpos 3xpos neg pos 2xpos 3xpos
norm 2 3 2 0 5 2 0 0
TU 4 2 2 1 3 5 1 0
Infiltration 12 3 0 1 6 6 4 0

Tabelle 2: Ergebnisse der Auswertung der untersuchten Prdparate von
Pankreaskarzinomen

Die Anfiarbungen von Hyaluronat erbrachten im gesunden Organparenchym kaum den
Nachweis von Hyaluronat, wihrend das bindegewebige Stroma eine leichte bis
mittelgradige Farbeintensitit aufweist. CD 44 ist im normalen Organparenchym, aber

auch im Stroma nur sehr schwach nachzuweisen.

Auch im Zentrum des malignen Tumors findet sich Hyaluronat nur in geringen Mengen,
wihrend es im umgebenden Stroma gegeniiber nicht malignem Gewebe eine deutliche
Verschiebung hin zu hoheren Farbeintensititen gibt (Abbildung 9). Die zugehdrigen
Schnitte mit Farbungen von CD 44 zeigten ein entsprechendes Muster mit nur geringem
Nachweis des Rezeptors im Tumorzentrum und aber im Vergleich zur nicht malignen

Gruppe deutlich stirkerem Nachweis im Stroma (Abbildung 10).

Am deutlichsten zeigt sich diese Tendenz im Bereich des Infiltrationsrandes der

Tumorzellen. Auch hier bleibt der Bereich der soliden Tumorzellaggregate ohne
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grofleren Nachweis von Hyaluronat (Abbildung 11), wéhrend das entsprechende Stroma
die hochsten Férbeintensititen erreicht. CD 44 folgt im Wesentlichen diesem
Verteilungsmuster und erreicht ebenfalls im Stroma die hochsten Intensititen
(Abbildung 12).

Abbildung 9: HA-Férbung, Pankreaskarzinom, Tumor zentral, Vergrofierung 1:40, 5-
23
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Abbildung 10: CD 44-Fdirbung, Pankreaskarzinom, Tumorzentrum, Vergrofierung
1:100, 3-16

Abbildung 11: HA-Fdrbung Pankreaskarzinom, Infiltrationsrand einer Lebermetastase,
Vergroferung 1:40, 5-21
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Abbildung 12: CD 44-Fdrbung, Pankreaskarzinom, Infiltrationsrand, Vergrofierung
1:100, 3-23
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D. Diskussion

I. Hyaluronatkonzentration- und Verteilung im Serum

In dieser Arbeit wurden die Hyaluronatkonzentrationen im Serum von Magen- und
Pankreaskarzinompatienten, sowie bei einer gesunden Kontrollgruppe bestimmt. Die
Werte schwankten stark zwischen 32,74 ng/ml und 222,5 ng/ml bei der Kontrollgruppe
und 22, 4 ng/ml und 251,0 ng/ml bei Magenkarzinompatienten bzw. 37,04 ng/ml und
207,0 ng/ml bei Pankreaskarzinompatienten. Die Mittelwerte ergaben bei den
Pankreaskarzinompatienten eine leichte Erh6hung (104 ng/ml) im Gegensatz zu den

Magenkarzinompatienten (88,84 ng/ml) und der gesunden Kontrollgruppe (86,8 ng/ml).

Die Streubreite der gemessenen Werte kann darauf zuriickgefiihrt werden, dass HA im
Plasma eine Halbwertszeit von 2,5- 5 min hat (Fraser et al., 1984) und dies bei der
Probennahme bzw. dem Test beriicksichtigt werden muss. In der Haut und in den
Gelenken ist die Halbwertszeit hoher. Sie liegt bei ungeféhr 12 h, in der Vorderkammer
des Auges 1,5 h und im Glaskorper 70 Tage (Laurent und Fraser, 1992).

Da HA mit einfachen Techniken leicht im Blut bestimmt werden kann, kann sie als
diagnostischer Marker zahlreicher Krankheiten eingesetzt werden (Engstrom-Laurent

1987; Engstrom-Laurent und Laurent, 1989).

Nach abgeschlossener Synthese von Hyaluronat in der Plasmazellmembran und
Ausscheidung in den Extrazellulirraum erfolgt die Weitergabe der HA iiber
Lymphbahnen an das Blut, mit anschlieBendem Transport in die Leber (Laurent et al.,
1996). Die HA-Konzentration in der Lymphfliissigkeit ist etwa hundertmal hoher als im
Blut. Die Halbwertszeit von HA im Plasma betrdgt 2,5-5,5 min (Fraser et al., 1983).
Leberendothelzellen sorgen fir den Abbau von HA. Deshalb haben

Leberparenchymerkrankungen einen erhéhten HA-Gehalt im Serum zur Folge.

Da HA in der Leber abgebaut wird, wurden erste Untersuchungen zu HA-
Konzentrationen im Serum an Leberkranken gemacht. Bei Patienten mit Leberzirrhose
wurden erhohte Serumlevel (10 bis 100-fach) gefunden. Die Bestimmung von HA im

Serum ist sinnvoll, um den Verlauf von Leberkrankheiten zu verfolgen. Der Erfolg einer
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Lebertransplantation kann ebenfalls iiber die Bestimmung von HA verfolgt werden

(Adams et al., 1989).

Auch Lindquist, 1997, fand, dass die Bestimmung von Serum-HA zur Kontrolle des
Verlaufs bei Lebererkrankungen sinnvoll ist. Bei der bilidren Leberzirrhose und der
Leberzirrhose allgemein kann mittels Bestimmung des Serum-HA-Gehalts zwischen

frithen und fortgeschrittenen Krankheitsstadien unterschieden werden.

Erhohte HA-Level im Serum wurden auch bei Entziindungsprozessen wie rheumatoider
Arthritis, Psoriasis und Sklerodermatitis beobachtet. Bei der rheumatoiden Arthritis
wurde gezeigt, dass die HA-Level im Serum einer diurnalen Verdnderung unterliegen.
Die hochsten Level wurden am Morgen, nachdem der Patient das Bett verlassen hatte,
gemessen. Offensichtlich wird HA iiber Nacht im Gewebe akkumuliert und am Morgen

abgebaut (Engstrom-Laurent, 1989).

Die diurnale Rhythmik der HA-Konzentration im Serum sollte bei der Probennahme
beriicksichtigt werden. Die Proben sollten bei allen Patienten etwa zu der gleichen
Uhrzeit genommen werden, um diurnale Schwankungen gering zu halten. Um den
Abbau von HA in der Probe zu verhindern, sollten die Proben direkt nach der Abnahme

aufgearbeitet oder in fliissigem Stickstoff bis zur Aufarbeitung gelagert werden.

Auch in der Literatur findet man hiufig starke Schwankungen der einzelnen Messwerte
von HA im Serum. Alsalameh et al., 1990, bestimmten die HA-Konzentrationen im
Serum von Patienten mit rheumatoider Arthritis, Arthrose und bei einer gesunden
Kontrollgruppe. Es zeigten sich signifikant erhohte HA-Konzentrationen bei Patienten
mit Arthritis (204 pg/l). Bei der gesunden Kontrollgruppe (n= 50) wurden im Mittel 37
ug/l mit einer Streubreite von 3-160 ng/l gefunden.

Dahl et al., 1989, beschreiben den Verlauf der HA-Konzentration im Serum und in der
Pleurafliisigkeit von Patienten mit malignem Mesentheliom in verschiedenen Stadien
wéhrend des Behandlungszeitraums (max. 10 Monate) mit Methotrexat. Es zeigte sich,
dass Patienten mit fortgeschrittenen Tumorstadien im Vergleich zu Patienten mit dem
Stadium 1 anfinglich die hochsten HA-Werte im Serum aufwiesen. Die HA-
Konzentration im Serum nahm bei den Patienten, die auf die Behandlung ansprachen,
im Verlauf der Behandlung deutlich ab, wédhrend die HA-Konzentrationen in der

Gruppe mit progressivem Krankheitsverlauf weiter anstiegen.
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Vizoso et al., 2004, untersuchten den HA-Gehalt im Zytosol von Magenkarzinomzellen.
Sie wollten herausfinden, ob HA als prognostischer Faktor beim Magenkarzinom
verwendet werden kann. Es wurden immunenzymatische Techniken eingesetzt. Die
zytosolischen HA-Gehalte schwankten in Tumoren wie auch in den Kontrollproben
stark (zwischen 50-24523 ng/mg Protein). Die Werte korrelierten allerdings signifikant
mit dem Geschlecht der Patienten und einer lymphatischen Invasion. Hohe HA-Gehalte

im Tumor korrelierten auch mit einer kiirzeren Uberlebensdauer.

Erhohte HA-Mengen finden sich in zahlreichen Tumoren wie Brusttumoren,
Eierstocktumor, kolorektalem Karzinom und Lungenkarzinom, also in Tumoren, bei
denen dadurch offensichtlich die Invasion erleichtert ist und die Zellmigration vermittelt

wird (zusammengefasst von Junker ef al., 2002).

Yang et al., 2005, entwickelten einen Test zur Bestimmung des Gehalts von
ungesittigten HA-Disacchariden und Chondroitinsulfat mittels Kapillarelektrophorese.
Durch diese relativ neue Analysenmethode wird das Methodenspektrum der HA-
Bestimmung erweitert. Die Anwendungsmoglichkeiten bei Tumoren miissen noch

genauer untersucht werden.

Die Moglichkeit, HA-Bestimmungen bei Magen- und Pankreaskarzinomen als
diagnostische oder prognostische Faktoren einzusetzen, wird aufgrund der starken

Schwankungen der gemessenen HA-Werte im Blutserum als nicht sinnvoll erachtet.

Trotz der fiir diese Arbeit unternommenen Anstrengungen einer Standardisierung der
Blutabnahmen und Probenverarbeitung war es nicht moglich eine Signifikanz
nachzuweisen. Somit ist fiir eine praktische klinische Anwendung die perspektive nicht

gegeben.

Selbst wenn es gelinge in praxi duflere Einflussfaktoren, wie Messmethode,
Beriicksichtigung der zirkadianen Rhythmik oder Temperatureinfliisse etc., zu
standardisieren, wiirden wohl dennoch endogene Einflussfaktoren (z.B. Arthritis,
Leberparenchymerkrankungen, Infekte, etc.), die vielfach bei Patienten noch nicht

einmal bekannt sein diirften, die Messwerte zu stark beeinflussen.
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Somit erscheint allenfalls eine Kombination der HA-assoziierten Faktoren zum

Ausschluf3 der Variablen und Erh6hung der Spezifitét einer solchen Methodik denkbar.

Ekici et al, 2004, untersuchten die Maoglichkeit, das Nomogramm fiir
Prostatakarzinompatienten zu erweitern, da bisher nur der klinische Status, der Gleason-
Score und das Tumorvolumen beriicksichtigt wurden. Sie erweiterten die
Bestimmungen um vier histologische Marker, HA, Hyall, CD44-6 und die
Mikrogefal3dichte und erhielten, auch zur Prognose von PCA, viel versprechende

Ergebnisse.

II. Verteilungsmuster von HA und HA-Fragmenten im Serum

Theocharis et al., 2000, und Theocharis und Theocharis, 2002, untersuchten den Gehalt
der  verschiedenen  Glykosaminglykane @ (GAG) im  Frischgewebe  bei
Pankreaskarzinompatienten und im Pankreas einer gesunden Kontrollgruppe.
Karzinome des Pankreas gehoren zu den hiaufigeren Tumorerkrankungen des Menschen
und werden durch eine schlechte Prognose, die hochste Mortalititsrate und geringe
Uberlebenszeiten gekennzeichnet. Bei dieser Tumorerkrankung findet friihzeitig eine
Invasion in die umgebenden Gewebe statt. Es folgt die Metastasierung der
Lymphknoten, Lunge, Bauchfell, Leber und der Knochen. Alle Glykosaminglykane
zeigten bei den Karzinompatienten deutlich erhohte Werte. Besonders HA und
Chondroitinsulfat waren deutlich erhoht. Der Gehalt von HA im Pankreas von
Karzinompatienten war 12-fach erhoht (388 pg/g Gewebe-Frischgewicht gegentiber 29
ng/g Gewebe-Frischgewicht bei der gesunden Kontrollgruppe). Der Gehalt von
Chondroitinsulfat lag sogar um das 22-fache hoher als im gesunden Pankreas. Die
Chondroitinsulfatkette wiesen gegeniiber dem gesunden Gewebe ein geédndertes
Sulfatisierungsmuster auf. Mittels Anionenaustauschchromatografie wurden drei
uronsdurehaltige Fraktionen sowohl in den gesunden wie auch in den

Karzinomgeweben gefunden.

Die Elektrophorese dieser drei Fraktionen zeigte, dass sich Hyaluronat in dem ersten
Pool und Chondroitinsulfat im zweiten Pool akkumulieren. In der dritten Fraktion

befande sich hauptsdchlich Dermatansulfat. Theocharis et al, 2002, postulierten, dass
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HA beim Pankreaskarzinom an der Auspridgung der Krankheit beteiligt ist, da die
meisten festen malignen Tumore erhohte HA-Raten aufweisen. Der Anstieg des HA-
Gehaltes korreliert mit der geringen Differenzierung und der verminderten
Uberlebensrate bei einigen humanen Karzinomen. Die Akkumulation von HA und
Chondroitinsulfat in der extrazelluldren Matrix, die den Tumor umgibt, kann fiir die
Wiederherstellung und die Rekonstruktion einer Umgebung verantwortlich sein, die die
Proliferation der Zellen und die Invasion iiber eine GAG-reiche perizellulire Matrix

unterstitzt.

Hierbei scheint jedoch das spezifische Verteilungsmuster der HA fiir das genaue
Verstidndnis dieser Mechanismen von entscheidender bedeutung zu sein, da bekanntlich
entscheidende ~ Unterschiede in der Wirkungsweise von HA iber das

MolekiilgroBenspektrum hinweg bestehen.

Theocharis et al., 2003, untersuchten die Anderungen der Zusammensetzung und
Struktur von Glykosaminglykanen und Proteoglykanen im Magenkarzinom und
normalen Magenschleimhduten als Kontrolle. Im Magenkarzinom wurden zweifach
erhohte Gehalte an Glykosminglykanen gefunden. Chondroitinsulfat und HA waren um
das dreifache bzw. 2,5-fache im Magenkarzinom erhoht. Dermatansulfat war etwas
erhoht, aber der Gehalt an Heparansulfat war gegeniiber dem Kontrollgewebe geringer.
Auffillig war die Sulfatierungsrate der CS- und DS-Ketten, die zehn- und vierfach

erhoht waren.

Der Abbau von HA aus dem Plasma erfolgt groBtenteils endozytisch iiber einen
spezifischen Rezeptor in den Leberendothelzellen (Forsberg und Gustafson, 1991).
Nach der Endozytose wird HA in Lysosomen transportiert, die Hyaluronidase, 8-
Glukosidase und B-N-Acetylglucosaminidase enthalten und HA zu Monosacchariden
abbauen, die dann ihrerseits weiter metabolisiert werden. Auch in Lymphknoten (Fraser
et al., 1988) und den Endothelzellen der Aorta (West und Kumar, 1989) wurden

Internalisierung und Degradation von HA beobachtet.

In dieser Arbeit wurden weiterhin die Verteilungsmuster der HA-Fragmente bei

Pankreaskarzinompatienten, = Magenkarzinompatienten  und  einer  gesunden
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Kontrollgruppe mittels Verteilungschromatografie miteinander verglichen. Bei der
gesunden Kontrollgruppe zeigte sich ein hoher schmaler Peak im hochmolekularen
Bereich. Im mittleren Konzentrationsbereich schlossen sich vier kleinere Peaks an,

deren hochste Konzentration im mittleren Grof3enbereich angeordnet war.

Dagegen zeigte sich bei den Pankreas- und Magenkarzinompatienten ein anderes Bild:
Der Peak im hochmolekularen Bereich war deutlich verbreitert und seine Konzentration
im Vergleich zur Gesamt-HA-Menge deutlich reduziert. Dafiir erschien die
Hyaluronatkonzentration im mittleren und niedrigen Bereich gegeniiber der gesunden

Kontrollgruppe erhoht.

Diese Ergebnisse bestdtigen die Resultate, die sich hdufig bei Tumorpatienten finden:
Hochmolekulare HA wird von Hyaluronidasen in kleinere Fragmente gespalten, die

ithrerseits einen Beitrag zur Angiogenese und Informationsiibertragung leisten.

Grolle HA-Molekiile sind raumfiillend und verhindern das Kapillarwachstum (West et
al., 1985 und 1989), wihrend die kleineren Fragmente (4-20 Disaccharide) die
Angiogenese in vitro und in vivo stimulieren (West ef al., 1989). Diese Fragmente
induzieren die Transkription von Matrix-Metalloproteasen (MMPs) und das Erkennen
von Verletzungen durch Endothelzellen (Fieber et al., 2004). Oligomere mit 6-20 Da
induzieren z. B. die Expression von inflammatorischen Genen in dendritischen Zellen
(Termeer et al., 2000 und 2003). Die Tetrasaccharide induzieren die Expression von

Hitzschock-Proteinen und sind anti-apoptotisch. Sie unterdriicken den Zelltod.

Simpson et al., 2002, zeigten, dass die Inhibierung der endogenen Hyaluronatsynthese
das Tumorwachstum in vivo dramatisch reduziert. Toole und Hascall, 2002, fassten
diese Ergebnisse zusammen und beschreiben u.a. die Rolle von HA bei der
Angiogenese. Die Angiogenese wird durch Gabe von HA-Oligosacchariden gefordert,
durch die Gabe von hochmolekularem HA aber inhibiert. Die Inhibierung der HA-
Synthese reduziert die Tumorvaskularisierung stark. Eine Co-Injektion von exogenen
hoch molekularen HA stellt die Dichte der Blutgefdl3e bis auf das Niveau der Kontrolle
wieder her (Itano et al., 1999). HA-Synthasen produzieren hochmolekulares HA.
Hyaluronat selbst, die Hyaluronidase-Gehalte und der HA-Abbau stimulieren die
Tumorangiogenese und korrelieren mit der Tumorprogression. Durch den

Hyaluronidase-vermittelten = Abbau  von  Tumor-Hyaluronat werden  hohe
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Konzentrationen von HA-Oligosacchariden gebildet, die die Tumorangiogenese und das

Tumorwachstum stimulieren.

Es gibt aber auch Untersuchungen, die zeigen, dass HA-Oligomere das
Tumorwachstum in vivo hemmen, so dass die Rolle von HA, Hyaluronidasen und HA-

Synthasen immer noch weiterer Aufklarung bediirfen.

Genau diese widerspriichliche Interpretationsmdglichkeit folgt auch aus den
Ergebnissen der hier durchgefiihrten Untersuchung der MolekiilgroBen. Offensichtlich
ist der Regulationsmechanismus des Tumorwachstums also deutlich komplizierter und
stairker multifaktoriell bedingt, als es die genannten Erklarungsmodelle glaubhaft

machen wollen.

Ansitze hierzu liefern z.B. Adamia et al,, 2005, die die Wirkung der verschiedenen HA-
Formen und -Synthasen (HAS) beschreiben. Intrazelluldre HA spielt eine Rolle bei der
Zellsignalvermittlung, wéhrend nukledre HA die Chromatinkondensation fordert und so
die Mitose ermoglicht. HA wird von drei HA-Synthasen gebildet. Wenn die HA-
Synthese auf genetischer Ebene gestort wird, werden abnormale Mengen HA gebildet,
die zu Transformation und Metastasierung beitragen. Die Funktion der HAS scheint
Zell- und gewebespezifisch zu sein. HAS1 erhdlt eine geringe, basale HA-
Konzentration aufrecht. HAS2 ist an der embryonalen und kardialen Cushion-
Morphogenese, und einer anschlieBenden Entwicklung zur Zellmigration und Invasion
beteiligt. HAS2 stimuliert die Zellproliferation und die Angiogenese. HAS3 scheint die

malignen Phinotypen in vielen verschiedenen Krankheitstypen zu fordern.

Diese Ergebnisse fiihrten dazu, dass versucht wird, die Hyaluronatsynthese oder die

Hyaluronidasen zu hemmen und diese Hemmung in der Tumortherapie einzusetzen.

I11. Inhibierung der Hyaluronidasen

Uber die Inhibitoren von Hyaluronidasen ist wenig bekannt. Sie sind aber in praktisch
jedem Gewebe in Mengen, die den Gehalt an Enzymen, die gehemmt werden sollen,

weit iibersteigt, vorhanden.

Der am haufigsten gefundene Inhibitor der Hyaluronidasen im Serum ist Magnesium-

abhingig und wird durch Proteasen, Chondroitin-Verdau und Hitze eliminiert. Der
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Inhibitor {ibt keinen Effekt auf die Streptomyces-Hyaluronidase, aber auf
Hyaluronidasen aus Bienen, Hoden oder Schlangen aus. Dies bedeutet, dass die
Inhibierung nicht durch das (HA)-Substrat blockiert wird. Der Inhibitor wurde in der
HA-reichen Kumulus-Masse von Siduger-Ova und in der perizelluldren Bedeckung der
Fibroblasten und Mesothelzellen gefunden und konnte die Matrices mittels Schutz
gegen Abbau durch Hyaluronidasen stabilisieren. Der Abbau von HA im Serum geht

mit einer Halbwertszeit von 2,5-5 min sehr schnell (Mio und Stern, 2002).

Ein anderer Hyaluronidaseinhibitor wird bei Krebs-Patienten im Serum gefunden und
ist nicht Magnesium-abhéngig und unterscheidet sich von der hiufigeren Variante auch

qualitativ (Fiszer-Szafarz, 1968).

Ein schneller und starker Anstieg von zirkulierender HA findet bei Schock, Sepsis
(Berg et al., 1988; Berg, 1997), Verwundung, starken Verbrennungen und starkem
Blutverlust (Onarheim et al., 1991, Ferrarra et al., 1991) statt. HA und ihre hydrierte
Form sind natiirliche ,,emergency-Molekiile®, die auf Stress antworten. Sie stellen einen
intravaskuldren Volumenexpander dar, der den zirkulatorischen Kollaps verzdgert oder

verhindert.

Eine Erkldrung fiir den starken HA-Umsatz kann der schnelle Anstieg der HA-Gehalte
als Antwort auf Stress sein. Viele biologische Systeme werden negativ kontrolliert. Eine
Stimulation der Synthese wird normalerweise nicht stattfinden, wenn eine schnelle
Reaktion notig ist, sondern durch die Freisetzung der Negativ-Kontrolle angeregt
werden. Inhibitoren der Hyaluronidasen konnen zum schnellen Anstieg der HA-Gehalte
beitragen, da diese Inhibitoren ,acute-phase-proteins® sind, die in der Leber
synthetisiert werden und als Antwort bei Stress, IL-1 und anderen Induktoren der

»acute-phase-response® freigesetzt werden (Mio et al., 2000; Mio und Stern, 2002).

HA-Ketten konnen nicht nur durch Hyaluronidasen, sondern auch durch freie
Sauerstoffradikale, besonders in der Gegenwart von Ascorbinsdure oder bestimmten
divalenten Kationen (Myint ef al., 1987; Uchiyama et al., 1990) gespalten werden. Freie
Radikale werden in den frithen Stadien der Wundheilung, zusammen mit dem
»oxidative burst® der polymorphonukledren Leukozyten-Myeloperoxidasen gebildet

(Moseley et al., 1997).
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Zellkulturen sekretieren Hyaluronidasen aus den Zellen in das Kulturmedium. Dies
geschieht nicht in situ. Die ungehinderte Hyaluronidase-Produktion wiirde im Gewebe
grofle Schidden anrichten. Die gleichzeitige Deponierung von Hyaluronidasen und ihren
Inhibitoren ldsst sich so erkldren, dass eine parallele Kontrolle durch Matrix-
Metalloproteasen durch die Gewebeinhibitoren der MMPs erméglicht wird (Visse und
Nagasse, 2003).

Hyaluronidasen und groe HA-Mengen werden gemeinsam in Tumoren gefunden. Die
Hyaluronidasen kontrollieren die Balance zwischen hochmolekularer HA und

Oligosacchariden, die eine wichtige Rolle bei der Tumorentwicklung spielen.

Asteriou et al., 2005, untersuchten die HA-Hydrolyse durch Hyaluronidasen in einem
Modell mit einer bovinen testikuliren Hyaluronidase. Sie fanden ein untypisches
Verhalten dieses Enzyms bei geringen Ionenkonzentrationen. Bei steigenden HA-
Konzentrationen stieg die anfangliche Reaktionsrate, erreichte ein Maximum und fiel
bei hohen Substratkonzentrationen auf ein sehr niedriges Level ab. Sie postulierten
unspezifische Komplexe zwischen HA und der Hyaluronidase, die auf elektrostatischen

Interaktionen basieren.

Hyaluronidasen bauen nicht nur HA ab, sondern sind an der Ausbreitung von
Infektionen, Toxinen, der Ovum-Fertilisation und der Tumorprogression beteiligt.
Deshalb kénnen Hyaluronidase-Inhibitoren bei der Behandlung von Krankheiten eine
wichtige Rolle spielen. Isoyama et al., 2006, untersuchten die Wirkung von 21
Inhibitoren auf verschiedene (testikuldre, von Honigbiene oder Streptomyces
stammende) Hyal-1. Von den Inhibitoren erwiesen sich die Polymere (Styrol-4-
Sulfonat) und die O-sulfatierte HA als am effektivsten. Bienen-Hyaluronidasen waren
am sensitivsten. Streptomyces-Hyaluronidase war gegen alle Inhibitoren, aufler
Polystyrol 990000, resistent. Die Lange der Polystyrol-Kette bestimmte ihr
Wirkungspotential. Weitere bekannte Hyaluronidase-Inhibitoren wie Gossypol,
Natrium-Aurothiomalat, 1-Tetradecan-Sulfonsédure und Glycerinsdure waren nicht
wirksam. Die Hyaluronidase-Inhibitoren zeigen sowohl Selektivitit als auch

unterschiedliche Wirkungsgrade gegen die verschiedenen Hyaluronidasen.
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Stern, 2004, postuliert ein eigenes neues Mini-Organell fiir den HA-Metabolismus, das
Hyaluronasom. Grundlage dieser These sind Parallelen im Abbau von Glykogen und
Hyaluronat. Ein Glykogen-Mini-Organell kommt sowohl in der Leber als auch im
Muskelgewebe vor. Das Hyaluronasom konnte den Glykogen-Granula gleichen, jedes
in den Metabolismus der groBBen Kohlenhydrat-Ketten involviert, wobei Glykogen ein
verzweigtes Kettenpolymer mit a-gebundenen Zuckern und HA ein gerades Ketten-
Polymer mit B-gebundenen Zuckern ist. Mian, 1986a.b, postulierte einen Multi-Protein-
Membran-assoziierten Komplex, der HA synthetisiert, aber auch katabolische Aktivitit
aufweist. Dieser Komplex konnte Teil des Hyaluronasoms sein, also eine
Funktionseinheit, die Responsemechanismen bereitstellt, die vom metabolischen Status

der Zelle abhéingig sind.

Stern, 2004, begriindet die Existenz des Hyaluronasoms durch eine sinnvolle
Zuordnung der folgenden Ergebnisse: Zellkulturen, die mit geringen Hyaluronidase-
Konzentrationen behandelt werden, erhhen das Niveau der HA-Synthese (Philipson et
al., 1985; Philipson und Schwartz, 1984; Larnier et al., 1989). Die Behandlung von
Membranpriparationen mit geringen Hyaluronidase-Konzentrationen hat einen
dhnlichen Effekt (Philipson und Schwartz, 1984). Dies ist vergleichbar mit einem
Feedback-Mechanismus, der es den Zellen ermdglicht, die HA-Gehalte wahrzunehmen,
die synthetisiert wurden. Exogen verabreichte Hyaluronidasen spalten die neu
synthetisierten HA-Ketten, sobald sie durch die Plasmamembran geschleust werden und
informieren so die Zelle, dass inaddquate Mengen an HA synthetisiert wurden (Prehm,
1984). Das Hyaluronasom, das unterhalb und teilweise in der Plasmamembran
eingebettet vorliegt, konnte auf einen Servomechanismus, der einen Rezeptor wie CD44
benutzt, angewiesen sein, um die Feedback-Meldungen weiterzuleiten. GroBere
Hyaluronidasemengen modulieren das Profil der Expression der CD44-Varianten
(Tanabe et al., 1993; Stern et al., 2001). So werden die hochgradigen Kontrollen, die fiir

solch einen regulatorischen Mechanismus nétig sind, bereitgestellt.

HA-Mengen, die in den Zellen deponiert werden, miissen auf verschiedene
physiologische Stadien wie Wachstumsphasen (Tomida et al, 1974), Mitose und
Zellablosung vom Substrat, Anoxie und Laktat, virale Transformation und Serum-

Stimulation reagieren.
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Damit das Hyaluronasom sowohl auf extrazelluldre Ereignisse wie auch auf
intrazelluldre metabolische Stadien der Zelle antworten kann, enthélt es HA-Rezeptoren
wie CD44 und RHAMM, HA-Synthase-Enzyme, Hyaluronidasen, Hyaluronidase-
Inhibitoren, 3-Exoglykosidasen und HA-bindende Proteine wie HABPI.

Die genannten Regulationsmechanismen bieten somit in vitro vielversprechende
Ansatzpunkte, deren in vivo-Anwendbarkeit zur Hemmung des Tumorwachstums in der

zukunft zu tiberpriifen sein wird.

IV. Histochemische Untersuchungen von HA und CD44 in Tumoren bei

Pankreaskarzinomen und Magenkarzinomen

In dieser Arbeit wurden HA und CD44 immunhistochemisch in Priparaten von

Pankreaskarzinomen angeférbt. Fiir HA und CD44 ergab sich folgendes Bild:

Im gesunden Organparenchym wurde wenig bis gar kein HA oder CD44 nachgewiesen.
Das Bindegewebsstroma wies eine leichte bis mittelgradige Farbung auf. Im Zentrum
des Tumors war HA nur in geringen Mengen zu finden, wihrend im Stroma im
Vergleich zum gesunden Gewebe eine deutlich intensivere Farbung nachgewiesen
wurde. Fiir CD44 zeigte sich ein dhnliches Bild. Am Infiltrationsrand des Tumors zeigte
sich am deutlichsten, dass CD44 und HA eher im Stroma als in den soliden Tumorteilen

vorkommen.

Diese Ergebnisse decken sich mit den bisherigen Untersuchungen zur Lokalisation von
HA und CD44. HA findet sich eher im Stroma als im Parenchym von Tumoren (Toole
etal., 1979).

Die Hyaluronatproduktion der Stromazellen wird durch Interaktion mit Tumorzellen
stimuliert. Bei Tumorpatienten sind die HA-Konzentrationen generell hoéher in
malignen Tumoren als in benignen oder normalen Gewebe und in einigen Typen ist HA

pradiktiv fiir die Malignitét.

Bei Patienten mit Brustkrebs oder Eierstockkrebs ist der hohe HA-Gehalt im Stroma mit
einer geringen Uberlebensrate verbunden. Der Gehalt an parenchymalen HA korreliert

mit der Malignitit bei Patienten mit gastrischen und kolorektalen Tumoren. HA und
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thre Rezeptoren sind mit den zirkulierenden Krebszellen assoziiert (zusammengefasst

von Toole, 2004).

In Magenkarzinomen wurden mittels immunzytochemischen Analysen und Western-
Blot-Hybridisierung die verschiedenen Isoformen von CD44 und RHAMM bestimmt
(Li et al., 2000). Es wurde die Isoform CD44v6 gefunden, die mit der malignen

Transformation des gastrischen Epitheliums in Verbindung gebracht wird.

Auch Setild et al., 1999, untersuchten die Verteilung von HA in Magenkarzinomzellen.
Sie verwendeten einen Test mit biotinylierten Antikdrpern. HA-Farbung wurde bei 93
% der Tumore im Parenchym gefunden, wihrend das Stroma innerhalb und um den
Tumor herum in jedem Fall gefiarbt war. Eine starke Féarbung wurde bei starker

Tumorinvasion (pT3 oder 4) gefunden.

Die Standard CD44-Form (CD44v), die CD44-Isoform v5 (CD44v5), die CD44v6-
Variante, das interzellulire Adhédsionsmolekiill (ICAM-1) und das vaskuldre
Zelladhdsionsmolekiil 1 (VCAM-1) werden in humanen malignen Zellen exprimiert.
Der Mechanismus ist nach wie vor unklar, aber sie sind an der Progression und

Metastasierung von bosartigen Tumoren beteiligt.

Kawano et al.,, 2005, untersuchten die Korrelation zwischen den CD44-Isoformen,
ICAM-1 und VCAM-1 und den klinischen Variablen (Alter, Geschlecht, Grading,
Tumorgrdéfe, Lymphknotenstatus, Metastasierung und TNM-Staging) bei 81 Patienten
mit Kopf- und Halskrebs. Es gab keine signifikante Korrelation zwischen den Serum-
Werten der CD44-Isoformen, ICAM-1, VCAM-1 und den klinischen Parametern. Der
erhohte Serum-Gehalt der CD44v6-Isoform korrelierte allerdings mit der

Metastasierung.

V. Spaltung von CD44 und CD44-Verteilung in Tumorzellen

Sugahara et al., 2005, fanden kiirzlich, dass Tumorzellen durch die Bildung kleinerer
HA-Fragmente selbst fiir die Spaltung von CD44 und Motilitdt sorgen. Sie stellten fest,
dass HA mit geringem Molekulargewicht die proteolytische Spaltung von CD44 an der

Oberfliche der Tumorzellen induziert und die Tumorzellenmigration in einer CD44-
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abhédngigen Art und Weise fordert. In einer Pankreaskarzinomzelllinie werden reichlich
Hyaluronidasen sekretiert und messbare HA-Gehalte mit geringem Molekulargewicht
von 10-40 Einheiten gebildet. Dies geschieht in Abwesenheit einer exogenen
Stimulation. Die HA-Oligosaccharide, die vom Tumor stammen, konnten sowohl die
Spaltung von CD44 als auch die Tumorzellen-Motilitdt fordern. Die Inhibierung der
CD44-HA-Interaktion fiihrte zur vollstindigen Unterbrechung dieser zelluldren
Ereignisse. Diese Ergebnisse bestitigen die These, dass Tumorzellen selbst durch die
Expression ihrer eigenen konstitutiven Hyaluronidasen HA-Oligosaccharide bilden, die
an Tumorzellen-CD44 binden. Dies begilinstigt die eigene Spaltung von CD44 und die

Zellmotilitit, was folglich die Tumorprogression fordert.

Diese in vitro-Ergebnisse korrelieren gut mit den, in den immunhistochemischen
Untersuchungen dieser Arbeit gefundenen, Verteilungen von HA und CD44 im
Infiltrationsbereich der untersuchten Tumoren. Warum jedoch HA und CD44 in den
soliden Tumorstromaregionen hier kaum nachgewiesen werden konnten bleibt noch zu

klaren.

Der Serum-Gehalt von CD44, der durch die Spaltung von CD44 entsteht, korreliert mit
der Tumorerkrankung. Verstirkte CD44-Spaltung wurde in invasiven Tumoren wie
Brustkrebs, Hirntumoren, Lungenkarzinom, Kolonkarzinom und Ovarialkarzinom
beobachtet. Stimuli der ,,Up-Regulation* der CD44-Spaltung wie Phorbolester und HA-
Oligosacharide fordern die Tumorzellmigration. Deshalb wurde die Spaltung von CD44
mit der Tumorprogression in Verbindung gebracht. Die Induktion der CD44-Spaltung
durch Tumorzellprodukte wie HA-Oligosaccharide stattet die Tumorzellen mit einem
weiteren wichtigen Vorteil bei der Invasion und Metastasierung aus (zusammengefasst

von Sughara et al., 2005).

VI. Ansitze zur Tumortherapie

Aufgrund der neueren Erkenntnisse in der Tumorbiologie gibt es zahlreiche Ansdtze
neue Wirkstoffe gegen Tumorzellen zu entwickeln. Einerseits werden immer weitere

tumorhemmende Stoffe gefunden (z.B. Caffeoylderivate). Rousseau ef al, 2005,
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untersuchten die Wirkung von Echinacosid, einem Caffeoyl-Konjugat aus Echinacea,

das die Hyaluronidase hemmt, bei der Wundheilung und fanden gute Effekte.

Zum anderen wird nach ,,sanfteren” Mdoglichkeiten bei der Therapie gesucht. Dazu gibt
es Ansitze, HA als Transportstoff fiir Therapeutika einzusetzen. Diese Ansétze werden

im Folgenden beschrieben und diskutiert.

Peer und Margalit, 2004, untersuchten die Wirkung von Tumor-gezielten Hyaluronan-
Liposomen auf die Antitumoraktivitit im syngenetischen und humanen xenograft Maus-
Tumormodell. Natiirlich vorkommendes HA wird an die Oberfliche von
Nanoliposomen gebunden und ist so ein Kandidat zum ,,aktiven Zielen* auf Tumore,
die HA-Rezeptoren wie CD44 und RHAMM iiberexprimieren. Das an die Oberfldche
gebundene HA stellt auch einen hydrophilen Uberzug dar, der #hnlich wie
Polyethylenglykol die langfristige Zirkulation fordern kann. Es wurde bereits
Mitomycin C erfolgreich in tumortragende syngenetische Mause durch HA-Liposomen

eingebracht.

Peer und Margalit, 2004, beschreiben das Einbringen von Doxorubicin (DXR) in die
HA-Liposomen in ein syngenetisches xenograft Modell. Die beladenen Liposomen
zirkulierten ldnger als die Kontrollen, sowohl in den tumortragenden als auch den
gesunden Kontrollmédusen. Die gemessene mittlere DXR-Akkumulation war hoher als
freies gegebenes DXR. AnschlieBend wurden die klinischen Parameter wie
Tumorprogression, Metastasierung und die Uberlebensrate bestimmt. Diese HA-
Liposomen haben das Potential, als auf den Tumor gerichtete Carrier bei der Antitumor-

Therapie zu wirken.

Hyaluronan kann intravends in Kombination mit Chemotherapeutika eingesetzt,
werden, da sich gezeigt hat, dass systemisch appliziertes HA die Behandlungstoxizitit
verbessert. Rosenthal er al., 2005, fiihrten eine Studie an 30 Patienten mit
metastatischen Tumorerkrankungen durch, um zu priifen, ob HA in Kombination mit 5-
Fluorouracil und Doxorubicin (DOX) gegeben werden kann. Auch hohe Dosen von
intravendsem hochmolekularem HA wurden gut vertragen und konnen sicher mit

Chemotherapeutika gegeben werden.
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Auch verschiedene andere Stoffe wurden gefunden, die z.B. die Metastasierung
hemmen und in den HA-Stoffwechsel eingreifen. FEin Beispiel ist 4-

Methylumbelliferon, das ein Suppressor der HA-Synthase ist.

Yoshihara et al, 2005, berichten iiber die Suppression der Metastasierung und eine
geringere HA-Bildung an der Zelloberfliche in Melanomzellen. Methylumbelliferon hat
das Potenzial, als anti-metastatisches Agens zu wirken. Die Kombination von 4-
Methylumbelliferon mit Gemcitabin in vivo an transgenen Maiuse mit einer
kombinierten schweren Immundefizienz-Krankheit und Tumoren senkte die GroBe der
primdren und metastatischen Tumore mehr als die Gabe von Gemcitabin allein. So kann
eine Kombination von 4-Methylumbelliferon mit Gemcitabin wirksam gegen humane
Pankreastumorzellen sein. Methylumbelliferon hat das Potential als ein
Chemosensibilisator zu wirken. Auf diese Weise konnen damit neue Antikrebs-

Strategien entwickelt werden (Nakazawa et al., 2006).

Coradini et al., 2004, zeigten, dass HA-Buttersdureester bei Murinen-Lewis-Lungen-

Karzinomzellen die Bildung von Lungenmetastasen reduziert.

Speranza et al., 2005, bestdtigten diese Ergebnisse in ihrer Untersuchung eines Histon-
Deacetylase-Inhibitors (HDAC), dem Hyaluronsdurebuttersdureester (HA-But). Der
kleinste HDAC-Inhibitor ist die Buttersdure (BA). HA-But war zehnmal so effektiv wie
BA und inhibierte die Proliferation verschiedener humaner Krebszelllinien. Ahnlich wie
BA regulierte er die Expression einiger Proteine des Zellzyklus, um so einen
Wachstumsstopp in der G1/G0-Phase des Zellzyklus zu induzieren und die
Histonacetylierung zu erhohen. /n vivo hemmte HA-But das Tumorwachstum und die
Bildung von Lungenmetastasen bei Murin-Lewis-Lungenkarzinom-(LL3)-Zellen. Es
wurde auch die Bildung von Lebermetastasen in B16-F10-Murin-Melanomzellen
inhibiert. Diese Ergebnisse zeigen, dass das HA-Gerlist nicht in die biologische
Aktivitdt von Buttersdureresten eingreift und das HA-But eine geeignete Substanz zur

Behandlung von priméren und metastatischen Tumoren sein kann.

Auvinen et al., 2005, untersuchten immunhistochemisch die Expression verschiedener
CD44-Isoformen in benignen und malignen Brustkrebsldsionen. CD44s, aber nicht

CD44v3 oder CD44v6 wurde in den Stromazellen gefunden. Die Verteilung von CD44s
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war sowohl in malignen wie auch benignen Geweben dhnlich. In benignen Lisionen
wurde CD44v6 in 20-30 % der duktalen Epithelzellen gefunden, wihrend CD44v3 und
CD44s nicht exprimiert wurden. CD44s, CD44v3 und CD44v6 wurden in in situ
Karzinomen und invasiven Karzinomen hochreguliert. Der Gehalt der CD44-Expression
in Karzinomzellen korrelierte nicht mit dem Typ oder der Differenzierung der Tumore.
Die CD44 und HA-Expression waren nicht eng mit den benignen oder malignen
Brustkrebsldsionen verbunden, da HA bei der Brustkrebsprogression spiter exprimiert
wird als CD44. CD44s, CD4v3 und CD44v6 werden frither als HA bei der
Brustkrebsprogression hochreguliert und co-lokalisieren in spéteren Stadien oft mit dem

HA an der Zelloberflache.

Da HA und CD44 mit der Tumorinvasion und Metastasierung eng assoziiert sind,
untersuchten Xing et al., 1998, immunhistochemisch, ob bei unterschiedlichen
Aggressivitidtsgraden verschiedene Gehalte und Muster von HA und CD44 im
Speicheldriisentumor exprimiert werden. Monomorphische Adenomtumorzellen waren
sowohl fiir HA als auch fiir CD44 negativ. Die Tumorkapseln waren stark HA-positiv.
Pleomorphe Adenome waren sowohl im Mesenchym als auch in den Epithelyen HA
und CD44 positiv. HA wurde auch im Kapselgewebe nachgewiesen. Die Tumorzellen
der meisten adenoiden zystischen Karzinome waren HA-positiv, wihrend die meisten
polymorphen Adenokarzinome geringen Grades HA-negativ waren. HA wurde in allen
Stromageweben von hoch- und niedriggradigen Erkrankungen verteilt. Nur im
polymorphen Adenokarzinom geringen Grades wurde HA intensiv am Invasionssaum
des Tumors gefunden. Die CD44-Expression wurde in Tumorzellen, aber nicht im

Stroma beobachtet und war in beiden, geringen und hochgradigen Tumoren, intensiv.

VII. Neue Ansitze der Tumortherapie

Um gezielt tumor-spezifische Medikamente herzustellen, ist es ndtig, die
morphologischen und physiologischen Besonderheiten von Tumoren gegeniiber
gesunden Zellen zu betrachten. Schnell wachsende Tumorzellen sind auf die schnelle

Bildung neuer Blutgefdfle angewiesen. Die Tumorvaskulatur hat zahlreiche Defekte, die
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es groBen Molekiilen und Lipiden erleichtert, den extravaskuldren Raum in Tumoren zu
erreichen. Auf der anderen Seite ist das lymphatische System in Tumoren
unterentwickelt, so dass groe Molekiile und Lipide vom Tumor nicht freigesetzt

werden konnen.

Das physiologisch auffélligste Merkmal von Tumoren ist ihre erhohte Stoffwechselrate,
die Hypoxitdt hervorruft. Dies fiihrt zu anaerobem Stoffwechsel, der zur Bildung von
Laktat fiihrt, und so den pH-Wert intrazelluldr senkt. Ein schnell wachsender Tumor
benotigt verschiedene Nahrstoffe und Vitamine. Deshalb exprimieren Tumorzellen
verstiarkt tumorspezifische Rezeptoren, die ihrerseits als Ziele genutzt werden konnen,

um zytotoxische Agenzien in den Tumor einzuschleusen.

Die traditionelle Chemotherapie gegen Krebs geht davon aus, dass die proliferierenden
Krebszellen wahrscheinlich am effektivsten durch zytotoxische Agenzien abgetotet
werden konnen. In der Realitidt haben Zytostatika aber keine oder nur eine geringe
Spezifitit, was zu systemischer Toxizitdt fiihrt, die eine Vielzahl unerwiinschter
Nebenwirkungen auslosen. Deshalb wurden in den letzten Jahrzehnten Systeme
untersucht, die zu schonenderen Medikamenten fithren. Tumorzellen exprimieren
zahlreiche Rezeptoren und Biomarker, die als Ziele zur Entwicklung zytotoxischer
Agenzien benutzt werden kdnnen. Ein System, das zytotoxische Agenzien in den Tumor
bringen soll, besteht ganz allgemein aus einem Tumorerkennungsteil und einem
zytotoxischen ,,Sprengkopf*, der direkt oder durch eine geeignete Verbindung ein
Konjugat formt. Das Konjugat sollte systemisch untoxisch sein. Dies bedeutet, dass die
Verbindung bei der Zirkulation stabil sein muss. Wird die Verbindung in die
Tumorzelle internalisiert, sollte das Konjugat leicht abgespalten werden kénnen, um ein
zytotoxisches Agens zu aktivieren. Auf Tumore abgezielte Konjugate, die zytotoxische
Agenzien beinhalten, kdnnen in verschiedene Gruppen, basierend auf den Typ der
Krebs-Erkennungsreste, eingeteilt werden. Mogliche Konjugate sind monoklonale
Antikorper, mehrfach ungesittigte Fettsduren, Folsdure, HA und Oligopeptide

(zusammengefasst von Jaracz et al., 2005).

Das Fortschreiten vieler Tumorerkrankungen korreliert mit der Synthese des

Glykosaminglykans Hyaluronan. HA wird in der Plasmamembran von verschiedenen
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Isoformen der HA-Synthase (HAS) synthetisiert. Mittels antisense-Inhibierung von
HAS2 (ASHAS2) wurde der Einfluss der HAS2-Expression in stark invasivem
Brustkrebs gezeigt. Der Effekt der HAS2-Inhibierung auf die Zellproliferation,
Migration, dem HA-Metabolismus und dem Rezeptor-Status wurde von Udabage et al.,
2005, in vitro untersucht, wobei der Einfluss auf die Tumorgenitit und Metastasierung
in vivo untersucht wurde. Die Inhibierung von HAS2 fiihrte zu einer 24-stiindigen
Verzogerung der Proliferation, die von einem kurzfristigen Verbleiben von 79 % der
Zellen im GO-G1-Stadium begleitet war. Die Inhibierung der HAS-2 fiihrte nicht zu
einer gednderten Expression der anderen HAS-Isoformen, wihrend die Hyaluronidase2
und der HA-Rezeptor CD44 signifikant ,,down* reguliert wurden. ASHAS-2-Zellen
akkumulierten groflere Mengen hoch-molekularen HAs (> 10000Da) im Kulturmedium,
wiahrend Mock- und Parentalzellen weniger HA mit drei bestimmten Molmassen (100,
400 und 3000 Da) freisetzten. Die Inhibierung von HAS2 in einer hoch invasiven
Brustkrebszelllinie unterdriickte den Beginn und die Progression der primdren und
sekunddren Tumorbildung. Das Fehlen der primiren und sekundidren Tumorbildung
fiihrte zu 172fach lingeren Uberlebensraten der ASAH2-Miuse gegeniiber den
Kontrollméusen. Diese Untersuchungen zeigen die zentrale Rolle der HAS2 bei Beginn
und Progression von Brustkrebs, sowie die Co-Abhingigkeit zwischen HAS2, CD44
und der HY Al12-Expression.

Okorukwu und Vercruysse, 2003, untersuchten die Inhibierung testikulédrer
Hyaluronidasen und Hyaluronatlyasen durch L-Ascorbinsdure und deren chemische
Analoga.  Sowohl  L-Ascorbinsdure als auch  D-Isoascorbinsdure  und
Dehydroascorbinsdure inhibierten beide Enzyme, zeigten aber stirkere Effekte bei der
Hyaluronatlyase. Die beiden Komponenten waren in der Lage, selbst das Substrat HA

abzubauen.

Saccharinsdure inhibierte die Hyaluronatlyase, wéhrend sie auf die testikuldre
Hyaluronidase keine Effekte ausiibte. Dieses ist der erste Stoff, der gefunden wurde und

eine selektive Inhibierung der Hyaluronatlyase aufweist.
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VIII. Hemmung von CD44

CD44 ist ein multistrukturelles und multifunktionelles Zelloberflichenmolekiil, das an
der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung, der Zellmigration, Angiogenese, Bildung
von Zytokinen, Chemokinen und Wachstumsfaktoren fiir die entsprechenden
Rezeptoren, dem Ankoppeln von Proteasen an die Zellmembran wie auch den Signalen
zum Uberleben der Zelle beteiligt ist. Alle diese biologischen Eigenschaften sind
essentiell flir die physiologischen Aktivitdten von normalen Zellen, aber sie sind auch
mit den pathologischen Aktivititen von Tumorzellen assoziiert. Tierexperimente
zeigten, dass CD44 als Ziel fiir Antikorper, antisense und CD44-16sliche Proteine die
malignen Aktivititen in verschiedenen Neoplasmen deutlich reduziert, so dass anti-
CD44-Agenzien fiir therapeutische Zwecke genutzt werden kdnnten. Da CD44 durch
alternatives Splicing und posttranslationale Modifikationen viele verschiedene CD44-
Sequenzen bildet, kann die Produktion von anti-CD44 tumor-spezifischen Agenzien ein
realer therapeutischer Ansatz sein. In einigen Tumoren (Nierenkrebs und Non-Hodgkin-
Lymphom sind Ausnahmen) sind aber hohe Gehalte der CD44-Expression nicht immer

mit einer schlechten Prognose assoziiert.

Allerdings ist noch weitere Forschung nétig, um anti-CD44 geeignete Medikamente zu
entwickeln, da hiufig widerspriichliche Ergebnisse bei gleichen Forschungsansétzen

gefunden werden (zusammengefasst von Naor ef al., 2002).

Ein weiterer Therapieansatz mit CD44, bei dem geeignete Therapien gegen die
Tumorprogression und -bildung gefunden werden sollen, ist die Hemmung des

Hyaluronat-Rezeptors CD44.

Hibino et al., 2005, entdeckten ein Peptid (Laminin alphaS A5g27), das an den CD44-
Rezeptor von Melanomzellen iiber die Glykosaminglykane am CD44-Molekiil bindet
und die Tumorzellenmigration, Invasion und die Angiogenese in einer dominanten-
negativen Art inhibiert. In WiDr-humanen-kolorektalen-Karzinomzellen band das
Laminin AS5G27-Peptid an die Heparin-dhnlichen und Chondroitinsulfat-B-
Glykosaminglykan-Seitenketten von CD44. Durch das Laminin A5G27-Peptid wurde
die Zellbindung an den Fibroblast-Growth-Factor (FGF) blockiert, aber weder gemixtes

Laminin AS5G27-Peptid oder ein anderes Lamininpeptid, das Zelloberflichen
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Proteoglykane bindet, zeigten diesen Effekt. Das Laminin A5G27-Peptid blockierte
auch die von FGF2 ausgeloste Signalkaskade, an der die Tyrosinphosphorylierung
beteiligt ist. Das Laminin A5G27-Peptid blockiert direkt die Bindung von FgF2 an
Heparin. Es hat eine Sequenzhomologie zu einer Region von FGF2, die Heparin und
FGF2 bindet und fiir die Bildung der FGF2-zentralen Hohle zustdndig ist. Es wird
angenommen, dass das Laminin AS5G27-Peptid die Metastasierung und die
Angiogenese hemmt, indem die FGF2-Bindung an die Heparansulfat-Seitenkette von

CD44v3 blockiert wird und so die FGF2-Bioaktivitit abnimmt.

Auch die Therapie mit Antikorpern, die gegen bestimmte Epitope von Tumoren
gerichtet sind, ist eine bekannte Strategie, neue Anti-Tumor-Therapeutika zu
entwickeln. Ein gutes Beispiel ist die vo-Isoform des HA-Rezeptors CD44. Die Isoform
des CD44-Rezeptors CD44v6 kommt iiberwiegend in Plattenepithelkarzinom und
Adenokarzinomen verschiedener Herkunft vor. Sie wird aber selten in nichtepithelialen
Tumoren beobachtet. In nicht-malignen Geweben ist die CD44v6-Expression auf einen
Teil der Epithelyen begrenzt. Deshalb ist CD44v6 ein attraktives Ziel fiir die mit
Antikorpern gefithrte Therapie bei verschiedenen Tumoren, die von Epithelyen

stammen (Heider ef al., 2004).

Paris et al, 2005, untersuchten die Inhibierung der Angiogenese und des
Tumorwachstums durch beta- und gamma-Sekretase-Inhibitoren und fanden eine neue
Klasse antiangiogenetischer und antitumoraler Komponenten. Beta- und Gamma-
Sekretasen sind Enzyme, die bei der Bildung von Plaques bei der Alzheimer
Erkrankung eine zentrale Rolle spielen. Der Focus der Forschung lag auf dem Design
von Inhibitoren gegen diese Proteasen. Interessanterweise spaltet die Gamma-Sekretase
zahlreiche Proteine wie Notch, E-Cadherin, CD44 und ErbB-4, die wichtige
Modulatoren der Angiogene sind. Die getesteten Inhibitoren gegen diese Enzyme
reduzierten die Proliferation der Endothelzellen ohne zelluldre Toxizitét zu induzieren.
Sie unterdriickten die Bildung von Kapillarstrukturen in vitro und inhibierten das
Wachsen der Mikrogefifle im Aorta-Ring-Modell bei Ratten. Sie inhibierten das

Wachstum und die Vaskularisierung von humanen Glioblastomzellen und humanen
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Lungenadenokarzinomzellen, die in Méuse xenotransplantiert wurden. Diese Daten
zeigen, dass die gamma- und beta-Sekretasen auch bei der Angiogenese eine essentielle
Rolle spielen und die Inhibitoren dieser Enzyme eine neue Klasse der Anti-Tumor-

Medikamente sind.

Hyaluronidasen werden auch von Flavonoiden gehemmt. Kuppusamy et al., 1990,
untersuchten die Wirkung von fiinf der wirksamsten Flavonoide Tannin, Luteolin,
Apigenin, Kampherol und Silybin als Hyaluronidase-Inhibitoren. Sie zeigten
kompetitive Hemmwirkung. Am effektivsten war Silybin. Tannin zeigte den geringsten

Effekt. Aglykone waren stirkere Inhibitoren als die entsprechenden Glykoside.

Bikunin ist ein Protease-Inhibitor von Proteasen des Kunitz-Typs, der hauptsdchlich in
der humanen Amnionfliissigkeit gefunden wird. In der Tumortherapie konnte die Gabe
von Bikunin die Tumorzelleninvasion blockieren, indem eine direkte Inhibierung der
tumorzellassoziierten Plasminaktivitit wie auch die Inhibierung des Plasminogen-
Aktivators vom Urokinase-Typ auf dem Gen- und Proteinniveau stattfindet. Dabei
werden die CD44-Dimerisierung und die MAP-Kinase-Signalkaskade inhibiert
(Kobayashi et al., 2003).

Neue Erkenntnisse sind auch von der weiteren Erforschung von Empirin (extracellular
matrix metalloproteinase-inducer, Basigin oder CD1479) zu erwarten. Empirin ist ein
,Up-stream*“-Regulator der HA-Produktion. Der Empirin-Gehalt auf der Oberflache von
Tumorzellen korreliert mit der Multidrug Resistance. Hier wiirde es helfen, Empirin-

Antagonisten zu finden.

Es gibt zwei groBe Bereiche der Resistenz gegen Arzneimittel wéhrend der
Chemotherapie: die intrinsische und die erworbene Resistenz. Beide Bereiche werden in
allen Tumoren und allen Arten von Chemotherapien beobachtet. Deshalb gibt es die
Notwendigkeit vor diesem Phidnomen zu schiitzen oder es riickgéingig zu machen. Man
kann entweder Medikamente entwickeln, die frei von Resistenz sind, wie zum Beispiel

die direkt agierenden Angiogenese-Inhibitoren. Die antiangiogenetische Therapie
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induziert keine erworbene Medikamenten-Resistenz. Eine weitere Strategie ist die
Entwicklung von Methoden, die die Effektivitidt der bisher benutzten konventionellen
Medikamente wie Adriamycin, Cyclophosphamid und Taxol signifikant verbessern. Es
wurde eine neue Klasse von Chemosensibilisoren gefunden, die als antiadhésive
Agenzien das erste Tumorgewebe stidrker durchldssig fiir die konventionellen
zytotoxischen therapeutischen Medikamente machen. Ein Beispiel dafiir sind
Hyaluronidasen und das Emu-Maus-Modell. Wenn die Spheroide des EMT-6-Tumors
mit der Enzympriparation behandelt werden, disaggregieren die Spheroide stark.
Dispergierte Spheroide sind fiir die zytotoxischen Effekte der Cyclophosphamide
stiarker anfillig als die intakten Spheroide (St Croix ef al., 1998).

Wir betrachten die neuen Ergebnisse dieser Arbeit beziiglich des Verteilungsmusters
von CD44 und HA in den untersuchten Regionen (TU-Stroma gegeniiber
Infiltrationsrand) des tumordsen Geschehens als entscheidend fiir alle hier genannten
Ansitze neuer Tumortherapien. Sie konnten einerseits den limitierenden Faktor fiir die
Effektivitit dieser Therapieansitze als Einzelmafinahme darstellen, andererseits konnten
synergistische Effekte durch die Kombination der regionalen Angriffsmdglichkeiten der

einzelnen Therapien geniitzt werden.

Ob es moglich sein wird aus den hier gewonnenen Erkenntnissen praktischen
therapeutischen Nutzen ziehen zu kénnen, wird also durch zukiinftige Forschungen zu

klaren bleiben.
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E. Zusammenfassung

Hyaluronsdure (HA) ist ein weit verbreitetes Glykosaminoglykan in der
Extrazellulirmatrix vieler Gewebe und tritt in soliden Tumoren in erhdhten
Konzentrationen auf. Es handelt sich um ein hydrophiles Makromolekiil, das durch
seine hygroskopischen und osmotischen Eigenschaften stark an den physikalischen
Gegebenheiten der Matrix beteiligt ist.

Es ist bekannt, dass hochmolekulare HA von Hyaluronidasen in kleinere Fragmente
gespalten wird. Sowohl hochmolekulare HA als auch die HA-Fragmente haben
verschiedene physiologische Wirkungen und sind an der Tumorangiogenese und
Metastasierung beteiligt. GroBe HA-Molekiile sind raumfiillend und verhindern das
Kapillarwachstum, wéhrend die kleineren Fragmente (4-20 Disaccharide) die
Angiogenese in vitro und in vivo stimulieren. Diese Fragmente induzieren die
Transkription von Matrix-Metalloproteasen (MMPs) und das Erkennen von
Verletzungen durch Endothelzellen. Oligomere mit 6-20 Da induzieren z. B. die
Expression von inflammatorischen Genen in dendritischen Zellen. Die Tetrasaccharide
induzieren die Expression von Hitzeschock-Proteinen und sind anti-apoptotisch. Sie
unterdriicken den Zelltod.

Ahnlich wie beim Abbau von Glykogen liegen sowohl der Ort der Synthese (HA-
Synthasen), die HA-Rezeptoren (z.B. CD44 und RHAMM), Hyaluronidasen,
Hyaluronidase-Inhibitoren, B-Exoglykosidasen und HA-bindende Proteine wie HABPI
eng zusammen. Es wurde ein eigenes Organell, das Hyaluronasom, postuliert, also eine

Funktionseinheit, die Auf- und Abbau der Hyaluronsédure regelt.

In dieser Arbeit sollte die Rolle von Hyaluronat bei der Tumorangiogenese und
Metastasierung von Pankreas- und Magenkarzinomen untersucht werden. Dazu wurden
die Verteilung und die Lokalisation von HA und ihren Fragmenten bei
Pankreaskarzinom- und Magenkarzinompatienten mit einer gesunden Kontrollgruppe
verglichen.

AulBlerdem sollten anhand der aktuellen Literatur Therapieansidtze zur Tumortherapie
mit Hyaluronsdure unter Berlicksichtigung der experimentellen Ergebnisse recherchiert

werden.



67

Der Vergleich der Serumkonzentrationen von HA in Pankreas- und
Magenkarzinompatienten zeigte gegeniiber der gesunden Kontrollgruppe tendenziell
eine leichte Erhohung. Sie schwankten aber so stark, dass sich keine statistische
Signifikanz nachweisen lieB. Dies ist durch die extrem kurze Halbwertszeit der
Hyaluronsédure in vivo von 2,5-5 Minuten erkldrbar. Damit erscheint eine Anwendung
der Bestimmung der Serumkonzentration von Hyaluronat bei den untersuchten
Patientengruppen zum Zwecke der klinischen Beurteilung von Tumoraggressivitit, -
ausbreitung oder Prognose in praxi nicht sinnvoll moglich.

Die Verteilung der HA im Tumorstroma und -gewebe wurde sowohl mittels
Verteilungschromatografie (zur Bestimmung der Gréf3e der HA-Fragmente) als auch
immunhistochemisch (zur Lokalisation der HA) in Gewebeproben von Pankreas- und
Magenkarzinomen untersucht. Die gefundenen Daten entsprachen grundsitzlich den in
der Literatur fiir andere Tumorarten publizierten Ergebnissen. Diese erscheinen
nunmehr auch auf Magen- und Pankreaskarzinome tlibertragbar.

Hochmolekulare HA wird von Hyaluronidasen bei Patienten mit den in dieser Arbeit
beriicksichtigten ~Malignomen gegeniiber den der gesunden Kontrollgruppe
angehorenden Patienten verstdrkt in kleinere Fragmente gespalten, die ihrerseits einen

wichtigen Beitrag zur Neoangiogenese und Informationsiibertragung leisten.

Das Koppeln von HA an Chemotherapeutika wie zum Beispiel Doxorubicin (DOX)
oder 5-Fluorouracil fithrt zu einer Reduktion der Toxizitdt und verbesserter lokaler
Wirksamkeit.

Ein weiterer wichtiger Ansatz fiir die Optimierung der Tumortherapien kdnnen sowohl
die Hemmung des HA-Rezeptors CD44 oder der HA-Synthese sein. So fiihrte die
Inhibierung von HAS2 zur Unterdriickung der Progression der primdren und
sekundiren Tumorbildung bei Brustkrebszellen.

Laminin alpha5 A5g227, ein Peptid, bindet an den CD44-Rezeptor und inhibiert die
Tumorzellenmigration, Invasion und die Angiogenese.

Weitere Untersuchungen sind nétig, um die hier beschriebenen Ansitze zur

Tumortherapie weiter zu optimieren.
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