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Einleitung

1 Einleitung

Jedes Jahr werden in Deutschland ca. 425 000 Ktebha&kungen diagnostiziert, allein 10 400
davon sind bosartige Neubildungen im Mund- und Rabkereich, wie z. B. maligne Neoplasien
des Gaumens, der Zunge, des Mundbodens, der Ldep&peicheldriise und des Rachens. Das
durchschnittliche Alter bei der Diagnosestellurepti fir Manner bei 61 und fur Frauen bei 69
Jahren. Pradisponierende Faktoren fur die Entstghsoicher Tumore sind Nikotin- und
Alkoholabusus (Krebs in Deutschland 2006, Karim-Kes al. 2008). Trotz typischer
Frihsymptome wie Fremdkorpergefuhl, Heiserkeit,|Ststorungen und Schmerzen im Mund
suchen viele Patienten erst im fortgeschritteneniSim arztliche Hilfe.

Fur Mundkrebs ist lokales Wachstum mit Invasiodiimangrenzenden Gewebe, Gefal3e, Nerven
und Knochen charakteristisch. Lymphogen breitai@r in den primaren Lymphknotenstationen
des Halses aus (Preil3 et al. 2000). Fernmetastiaten erst in fortgeschrittenen Tumorstadien
auf und betreffen dann Leber, Knochen und Lunge.

Der Versuch, die Prognose eines Tumors zu veniénieist die TNM-Klassifikation (Tabelle
1.1). Dabei entspricht ein htheres TNM-Stadium reig@Reren Wahrscheinlichkeit, an den
Folgen des Tumors zu versterben. So uUberleben 88r%eatienten in Tumorstadium |, aber nur
10 % der Patienten in Tumorstadium IV die nachgiehJahre (Scully und Felix 2006).

Tabellel.1: TNM- Klassifikation und Tumorstadien (Preifla&t2000; Scully und Felix 2006)

T - Tumorgrol3e N - Lymphknotenbefall M - Metastasen
T1 Tumor<2cm NO keine befallenen MO  kein Hinweis fur
T2 Tumor2—-4cm Lymphknoten Fernmetastasen
T3 Tumor >4 cm N1 solitar ipsilateral < 3 cm M1-3 Fernmetastasen
T4 Infiltration benachbarter | |N2 ein- oder beidseitig 3-6 cm vorhanden
Strukturen (Knochen, N3 ausgepragt ipsi-, bi- oder
Halsweichteile, Haut, etc|) kontralateral, > 6 cm
Tumorstadien
| (T1 NO MO),Il (T2 NO MO),IIl (T3 NO MO, T1-3 N1 MO)JV (T4 N2-3 oder M1)
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1.1 Integrine

FUr einen Tumorpatienten hangt die Prognose zumf3t@ito von der Invasivitat und
Metastasierungstendenz der malignen Neubildung Wtihrend gesunde Zellen ihre
physiologischen Grenzen erkennen und in ihrem Waohgehemmt werden, sind Tumorzellen
in der Lage, ihre natirlichen Schranken im Zelld uBewebeverband zu Uberschreiten. Sie
vermehren sich, koppeln sich ab und binden an &ireilk, die nicht den Bindungspartnern der
normalen Ausgangszellen entsprechen. Nach dem-8tdp-Modell beinhaltet der Prozess der
Metastasierung mehrere Stufen:

1. die Ablésung der Zellen von den Nachbarzellen (Eratzent),

2. das Durchwandern der Basalmembran und des Inkenssit Migration)

3. das Eindringen in andere Gewebe sowie in das Lympid Bluttransportsystem

(Invasion) (Guo und Giancotti 2004).

Alle drei Stufen sind gekennzeichnet von einer #dgestimmten Verstandigung zwischen den
Zellen untereinander und der extrazellaren Matfixe entscheidende Rolle spielen hierbei die
Integrine. Wie ihr Name verrét, ,integrieren” siasdZellau3ere in das Zellinnere (van der Flier
und Sonnenberg 2001). Als OberflachenrezeptorenZgdlen vermitteln sie nicht nur die
mechanische Zell-Matrix-Verbindung, sondern tauachech Signale zwischen den Zellen und
der Matrix aus (Janes und Watt 2006).

1.1.1 Aufbau der Integrine

Die Integrine bestehen aus einer transmembrardremd -Glycoproteinuntereinheit (Hynes
1992) (Abbildung 1.1). Es gibt 18 unterschiedliaiieund acht verschiederfeIntegrinketten.
Durch deren Heterodimerisierung konnten bisher @ddntegrinrezeptoren identifiziert werden.
Die Zusammensetzung der Untereinheiten bestimmtidi@ndenspezifitat sowie die Funktion
der Integrine (Tabellel.2). Den Integrinen fehlt eine Doméane fir die Bing an das
Zytoskelett. Solche Aufgaben vermitteln Integris@@ierte Moleklle. Die intrazellulare
Doméne dep-Integrinkette bindet an einen Anheftungsproteingtam, welcher sich u. a. aus
Talin, a-Aktinin, Filamin und ILK (Integrin Linked Kinasegusammensetzt. Dieser Komplex
verknlpft das Integrin mit dem Zytoskelett und neeén Signalmolekilen (Brakebusch und
Fassler 2005). An der ZellauRenseite binden dieghme an die Proteine der extrazellularen

Matrix, wie z. B. Collagen, Fibronektin und Lamir(iiin und Varner 2004).
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Abbildung 1.1: Aufbau der Integrine: Die- und B-Kette bilden einen Integrinrezeptor. (Erlauterumge
Text)

Tabellel.2: Liganden und Funktionen der Integrine in Blagpithelien (Thomas et al. 1997; Jin und Varner
2004)

Integrin Hauptligand Funktion

a2pl Kollagen Typ I und IV, Lamining3p1 Zell-Matrix, Zell-Zell-Verbindung,
Fokaladh&sionen

a3pl Laminin-1 und -5, Fibronektin, Kollagen,Zell-Matrix, Zell-Zell-Verbindung,

a2pl Fokaladh&sionen
a6p1 Laminin-1 und -5 Zell-Matrix, Zell-Zell-Verbindun
a6p4 Laminin-1 und -5 Hemidesmosomen

1.1.2 Funktionen der Integrine

Die Hauptaufgabe der Integrine im Epithelzellvedb&agt in der Interaktion der Zellen mit den
Komponenten der extrazellularen Matrix bzw. mitemsh Zellen.

Die Bindung der Integrine an Matrixkomponenten fihzu einer Aggregation in
Adhasionskomplexen, sogenannten ,Clustern®. Diesgerteilen sich entsprechend ihrer

Zusammensetzung in Fokaladhasionen oder HemidesneosoHierbei assoziieren mehrere



Einleitung

Integrine mit verschiedenen Proteinen des Zytopdasmand des Zytoskeletts und bilden
Informationsplattformen. Uber diese erfolgt der fawsch von Signalen zwischen den
Matrixkomponenten und dem Zellinneren. Je nach rinégionsrichtung unterscheidet man

zwischen ,outside-in“-Signalen und ,inside-out“-8ajen (Hood und Cheresh 2002).

1.1.2.1 Zell-Substrat-Verbindung

Wahrend der Bindung an Matrixkomponenten sind Imbteg in Fokaladhasionen oder
Hemidesmosomen organisiert. Dies sind die punkif@m Stellen in der Plasmamembran, mit

denen die Zellen an die extrazellulare Matrix bimde

1.1.2.1.1Fokaladhéasionen

1971 hatten Abercrombie et al. unter dem Elektronikroskop elektronendichte Plaques
beobachtet, die die Plasmamembran mit dem Subsiraterkntipfen und diese als
Adhéasionsplagues bezeichnet. 1976 fielen Izzard wochner in Untersuchungen mit dem
Interferenzreflexionsmikroskop Punkte in der Plasmmbran auf, die dem Substratum
besonders eng anlagen. Die Punkte wurden Fokaktentgenannt. Spater stellte sich heraus,
dass Adhasionsplagues und Fokalkontakte die gleiGteikturen darstellten. Die Verknipfung
ihrer Namen zu ,Fokaladhasion” betont einerseite punktférmige Morphologie, andererseits
ihre Aufgabe als Bindeglied. Fokaladh&sionen sindhbrganisierte Adhasionskomplexe aus
Integrinen und anderen Proteinen. Die Integrinepgieren sich zu Clustern und erhéhen die
Bindungskraft der Fokaladh&asion (Burridge et aB&8)9

FUr eine stabile Bindung sind grof3ere Mengen aeghnten erforderlich, da ein einzelnes
Integrin eine sehr geringe Affinitdt zu seinen ligan hat. Damit ist es ihm maoglich,
Informationen Uber seine Umgebung aufzunehmen, cufert fest zu adharieren. Bei der
Erkennung von Zielstrukturen werden weitere Integrin die Fokaladhasionen rekrutiert,
wodurch sich ihre Bindungskraft erhoht (Hood undef@sh 2002). In Abhangigkeit von
Aktivierungsstatus, Zelltyp und Zusammensetzunddatodie Fokaladhasionen verschiedene
Signalkaskaden an. Uber eine Briicke von weiterekalBdhasions-Proteinen, u.a. Talin,
Vinculin und a-Actinin, binden die geclusterten Integrine an Aktamente (van der Flier und
Sonnenberg 2001). Diese indirekte Verbindung zumllg&egist ermoglicht es den
Fokaladhésionen, Einfluss auf die Zellform zu nehmni@ie Zelle verliert ihre undifferenzierte

runde Form und nimmt eine reife Form an (Horwit®8P Fokaladhésionen kdnnen aulRerdem
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Ausstilpungen der Zellmembran bilden, mit deneh die Zelle an Matrixproteinen fortbewegt
(Wozniak et al. 2004).

1.1.2.1.2Hemidesmosomen

Hemidesmosomen sind elektronendichte Adhasionsptagus einer Vielzahl von Proteinen,
welche die Zellen mit der Basalmembran verbinder® Basalmembran ist eine Laminin-5-
haltige Grenzschicht zwischen dem Epithel- und @&#ndegewebe. Hemidesmosomen zeichnen
sich durch eine hohe Konzentration @bf4-Integrin aus, die Uber zytoplasmatische Plaque-
Proteine an die Intermediarfasern des Zytoskelbitglen. Mit Hilfe von a6p4-Integrin
ubernehmen Hemidesmosomen Aufgaben in der Adh&Sanalibertragung sowie in der
Bestimmung der Zellform (Borradori et al. 1999;é&mts et al. 2006). Fur die Bildung von
Hemidesmosomen ista6p4-Integrin nicht notwendig, allerdings ist es figrein Erhalt und
Stabilisierung wichtig (Niessen et al. 1996). Dienotdnung von a6B4-Integrin in
Hemidesmosomen kann man in kultivierten Zellen @m dpolarisierten Expressionsmuster
erkennen. In diesem Fall liege® undp4 in Streifen und Punkten an der basalen Zellsgite
bilden ,tigerfellartige* Muster (Borradori et al997; Witkowski et al. 2000).

Integrine, die nicht an Matrixproteine gebunderdsiverteilen sich diffus auf der Zelloberflache
und scheinen keine Verbindung zum Zellgerist zuehabErst die Bindung an einen
extrazellularen Liganden fuhrt zum ,Clustern® dentelgrine in Fokaladh&sionen oder

Hemidesmosomen. Die Verteilung der Integrine gifb &linweise auf das Verhalten der Zelle.

1.1.2.2 Signaltubertragung

Integrine Ubertragen Informationen in die Zelle u¢gde-in signalling”) und aus ihr heraus
(»inside-out-signalling”) (Abbildung 1.3).

Bei Bindung an Liganden initiieren die Integrineutside-in“-Signale. Diese Signale regulieren
das Wachstum, die Differenzierung und die Bewegkth der Zellen, indem sie die
Genexpression und Zytoskelettorganisation beeisdns(Gonzales et al. 1999; Guo und
Giancotti 2004; Zhou und Kramer 2005). Letztendliehtscheiden sie auch, ob die Zelle
Uberhaupt Uberlebt oder in ein internes Selbstmogipmm, die sogenannte Apoptose,
Ubergeht. Die Unterbrechung der Zell-Matrix-Intdrak fiihrt bei normalen Zellen zur
Apoptose, da die Signallubertragung gestort ist.erdihgs ist dieser Mechanismus bei

Tumorzellen haufig ausgeschaltet. Dies hangt uateterem mit den Signalen zusammen,
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welche die Integrine generieren. Integrine kdnnadudch die Apoptose entweder verhindern
oder fordern (Frisch und Ruoslahti 1997; Grossni2002; Zahir et al. 2003).
.Inside-out“-Signale gehen von Effektoren im Zytagina aus. Sie modulieren die Affinitat und
Spezifitat der Integrine zu ihren extrazellulareganden. Dies tragt zur Bindung, Ablésung und
Migration der Zellen bei. Eine maligne entartete ll&Zekann also mit Hilfe von
Signaltransduktion selbst Einfluss auf die Tumogpession ausibefHood und Cheresh 2002;
Wilhelmsen et al. 2007).

Ligandenbindung
Abldsung

Ligand ; .
Zellmigratior

extrazellular y
T RUR RN AR AR RRRARRRRAARNRUATNRY [NURRANRY (NURRNNRTRORTRAEORARIRARRASARARRAAGAROARRAARARRAAALY (hRAAE

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIQIIIIIIII FHEEEEEEEE TR E T T T T T T T T e IIIIIIIIgIIIIIIII ILELECEEEETEE T

intrazellular
__Outs.ide—in Signalg Aktivitat ]
Uber Kinasen, G-Protein Affinitat 1
Spezifitat
Clustering
Genexpression Alteration und
Zellzyklus Kontraktion des
Proliferation Zytoskelett

Differenzierung Inside-out Signale
A Uber diverse Kinasen
poptose und G-Proteine

Abbildung 1.2 Schematische Darstellung zu der wechselseitigazidBung zwischen Integrine
Signalkaskaden und dem Einfluss auf das ZellveghdErlauterungen im Te;

1.1.2.3 Migration

Pseudopodien sind Auslaufer der Zellmembran, welébken zur Migration verwenden. Es
wird zwischen den hauchdinnen Filopodien und dewast breiteren Lamellipodien
unterschieden. Die initiale Ausstilpung von Pseodogn ist integrinunabhéangig. Die
Pseudopodien schieben sich beispielsweise durchkenicim Endothel oder in der
Basalmembran. Um Kontraktionskraft zu entwickelrd wgich in Richtung der Pseudopodien
fortzubewegen, ist die Ausbildung von Bindungské&tga zu den Matrixproteinen erforderlich.
Dies fallt in das Aufgabengebiet der Integrine. Sabilisieren auf mechanischem Weg und tber
Signalkaskaden den Zellauslaufer, verhindern desBatraktion und tragen so zum
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Migrationsprozess bei. Fehlen die Integrine, ziesieh die Pseudopodien zurlick. Letztendlich
fuhrt der systematische Auf- und Abbau von Integtstern zur Fortbewegung der Zelle
(Chodniewicz und Klempe 2004).

Sollte es gelingen, durch exogene Agenzien Einflast die Integrine auszuiiben, ware es
denkbar, dass die Tumorzellen zu einem normalerduBigsverhalten an die extrazellulare
Matrix animiert werden oder dass aufgrund fehlerderaktion zwischen Zelle und Matrix die

Apoptose induziert wird.

1.1.3 Integrinexpression in normaler und maligne verandeter Mundschleimhaut

Normales Mundschleimhautepithel exprimiert die ¢mieuntereinheite2?, o3, a6, f1 undp4.

In gesundem Epithelgewebe sind nur die basalereZelurchgehend positiv fur die Integrine.
Zusatzlich zeigen ein bis zwei suprabasale Schicbiee schwach positive Integrinexpression.
Dies hangt vermutlich mit erh6hten Umbauraten iesdn Schichten zusammer6 und 4
treten ausschliel3lich basal auf, d.h. im Bereiclsawen den Zellen und der Basalmembred.

a3 und Bl finden sich sowohl basal als auch perizelluldsp &usatzlich in der Region der
interzellularen Kontakte. Alle funf genannten Inieg zeigen eine schwache zytoplasmatische
Anfarbung.

In oralen Plattenepithelkarzinomen (oPECA) varidig Integrinexpression erheblich zwischen
verschiedenen Tumoren und innerhalb einzelner Arearselben Tumoren. Einige Tumoren
erinnern in ihrem Bild an normale Epithelien. Argléfumoren zeigen Veranderungen in der
zytoplasmatischen und perizellularen Farbung (Jehak 1993, Janes und Watt 2006).

Eine einfache Korrelation zwischen Interginverlastend Differenzierungsgrad kann bei den
oralen Karzinomen nicht hergestellt werden: JomesWatt (1993) beobachteten in den meisten
Tumoren der Mundhohle verminderte Integrinleveluptaachlich zeigten sich fokale Verluste
von a6 undp4 sowie die Verminderung var? unda3. Dagegen stellten Shinohara et al. (1999)
fest, dass je undifferenzierter das Karzinom istsa mehr Integrine gebildet werden. Auch
Carey et al. (1992) schlugen vor, dass eine hokgfié-Integrin-Expression mit einer friiheren

Rezidivrate einhergeht.

! Im weiteren Verlauf beziehen sich die Abkiirzunge8, o3, «6, B1 und B4 auf die jeweiligen
Integrinuntereinheiten.



Einleitung

1.1.3.1 Bedeutung einzelner Integrine

1.1.3.1.106B4-Inteqrin

Die B4-Integrinuntereinheit wurde bisher nur in Assdpiatmit a6 nachgewiesen und formt das
a6p4-Heterodimer. Dien6-Kette kann sich auch mit d@d-Untereinheit zusammenschliel3en
und bildet eineru6p1-heterodimeren Rezeptor fir Laminin-1 und -5 ([2ogh al. 1998). Dies
betrifft hauptséchlich Karzinomzellen und deutet aime starkere Malignitdt des Tumors hin
(Davis et al. 2001; Chung und Mercurio 2004). Haumtungspartner desp4-Integrins ist das
in der Basalmembran angereicherte Laminin-5. Digstegrin stellt daher den idealen Rezeptor
zur Verbindung von Zytoskelett und Basalmembran(deamer et al. 2005).

a6p4-Integrin zeichnet sich vor allem durch die zyagphatische Doméane dgd-Kette ausp4
unterscheidet sich aufgrund seiner Struktur undeseroRe von 1000 Aminosauren von den
anderen Integrinuntereinheitexbp4-Integrin ist neben Bulldsem Pemphigoid-AntigerP (BO,
BP280) und HD-1/Plectin ein wichtiger Bestandt@hwHemidesmosomen6p4-Integrin bindet
uber HD1/Plectin an die Intermediarfilamente urtderstscheidend an der Formierung und dem
Erhalt der Hemidesmosomen beteiligt. In ruhenderatf®zyten vermitteln hemidesmosomal
organisierten6p4-Integrine die statische Bindung an die BasalmambDamit isia6B4-Integrin
essentiell fur die Organisation der epithelialeshtektur (Mercurio und Rabinovitz 2001).
Zunehmend zeigt sich, welch wichtige Roliép4-Integrin in der Tumorprogression spielt:
Fokalea6B4-Integrin-Verluste in den basalen Zellen von Kaomnzellen der Mundschleimhaut
gehen mit Lamininverlust in der Basalmembran einkeas die Migration von Tumorzellen
erleichtert (Downer et al. 1993; Thorup et al. ;9980d und Cheresh 2002). Eine Ausweitung
der ursprunglich rein basal polarisiertef-Expression in héhere Zellschichten steigert die
Proliferation von oPECA (Owens et al. 2003). Aufgendbeteiligt sich dag6p4-Integrin an der
Migration, indem sich das Integrin in Zellauslaafevon Karzinomzellen anordnet. Dabei
assoziiert es entweder in Hemidesmosomen mit deatikélamenten oder verschiebt sich in
Fokaladh&sionen und verbindet sich dann mit dennfAl@émenten des Zytoskeletts. Dartber

bestimmt das6p4-Integrin die Funktion der Pseudopodien (Rabirmownitd Mercurio 1997).
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1.1.3.1.202B1- unda3B1-Integrin

Die B1-Integrine verbinden die Zellen untereinander omtddem Substratum. Sie erhalten den
Zellverband und fordern die Proliferation. Durcho8ade derpfl-Untereinheit mit einem
Antikorper kann in vitro ein Zellverband aufgeldshd die Proliferation von Epithelzellen
gehemmt werden (Larjava et al. 1990). Auch wenrzdibrerbandsstabilisierende Funktion und
die perizellulare Lokalisation eine direkte ZellHAateraktion nahelegen, ist bisher keine
unmittelbare Verbindung zwischen dpi-Integrinen nachgewiesen worden. Sie beteiligeh si
allerdings an einem Zell-Zell-Adhasionskomplex, denter anderem Cadherine und
verschiedene Signalmolekiile enthalt (Chattopadleyay. 2003). Bei der Verbindung der Zellen
mit der extrazellularen Matrix ordnen sich @ie-Integrine in Fokalkontakten an.

a2Bl-Integrin wirkt hauptséchlich als Kollagenrezeptkann aber auch an Laminin binden
(Carter et al. 1990). Zunehmend zeigt sich, d@g4-Integrin die Progression maligner Tumore
fordert. Insbesondere beteiligt sich das Integmndar epithelial-mesenchymalen Transition.
Dabei verlieren Plattenepithelien ihre epitheliaMaoster und bekommen ein spindelzelliges,
fibroblastenahnliches Erscheinungsbild. Dies eitbpbei Tumoren einer Entdifferenzierung in
proliferationsfreudigeres Gewebe, was die Heiluhgacen betroffener Patienten deutlich
verschlechtert. Die Antikdrpergabe gege8B1-Integrin verhindert in vitro die epithelial-
mesenchymale Transition (Boyer et al. 1996; Shatldl. 2007; Shintani et al. 2008). Dartber
hinaus unterliegt dien2B1-Integrin-Expression ostrogenen Einflissen: Osttapplikation
erhoht in den Milchdrisen des Brustgewebes dB1-Integrin-Menge. Ostradiol kann
demzufolge die Zell-Matrix-Wechselwirkung modulier@ype et al. 2001).

Das a3B1-Integrin bindet an verschiedene Matrixproteiney; &llem an Laminin-5. Besonders
stark ist die Adhéasion an die Proteine, die von delten selbst sezerniert wurden (Carter et al.
1990). Dasa3pl-Integrin nimmt eine zentrale Rolle in der Tumegsion ein. Es aktiviert
verschiedene Signalkaskaden, welche die Ausbreitumg) Proliferation der Zellen férdern
(Kramer et al. 2005). Das3pB1-Integrin vermittelt also sowohl Adhasion als audigration.
Beide Funktionen kdnnen zu erhéhter Malignitat éithund durch Antikorper blockiert werden.
a3B1- unda6p4-Integrine sind die einzigen Bindungspartner faminin-5. Die beiden Integrine
erfullen dabei unterschiedliche biologische AufgaliRuhende Keratinozyten binden ib6ép4-
Integrin an Laminin-506p4-Integrine versammeln sich dabei in Hemidesmosomweithe die
statische Bindung an die Basalmembran stabilisidbasa3p1-Integrin befindet sich in dieser

Phase in Kontakten zwischen den Zellen. Wenn dieati{@zyten einen migratorischen
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Phanotyp entwickeln, konzentriert sich da&3f1-Integrin in Fokalkontakten an der basalen
Zellseite und vermittelt eine schnelle Bindung urdusbreitung der Zellen. Die

Hemidesmosomen sind hierbei zerlegt (Giannelll.2G02).

Abweichungen in der Funktionsfahigkeit, Affinitahdi Molekularstruktur der Integrine fihren
zu veranderter Zellmorphologie und Integrinexpm@ssiwas eine dezidierte Beurteilung unter

dem Mikroskop ermdglicht.
1.2 Hormone und Ostrogenrezeptor

Die Behandlung von Mundtumoren umfasst die chisaige Sanierung, Strahlentherapie und
Chemotherapie (Scully und Porter 2001). Bei derdghfung von Brustkrebs sind Erfolge
durch Anwendung von Antihormonen erzielt wordenhwerpunktmafdig finden Substanzen
Einsatz, welche die Ostrogeneffekte blockieren,Qsirogene bei 6strogenrezeptorpositiven
Mamma-Karzinomen als wachstumsfordernd gelten (@sbet al. 2000). Nachdem Ostrogene
auch die Expression von Integrinen modulieren (lgbeal. 2001), erschien es sinnvoll, die
Wirkung von Ostrogenen und Antigstrogenen auf Twemoder Mundschleimhaut anhand der

Integrinexpression zu untersuchen.

1.2.1 Die Wirkung von Ostrogenen auf die Mundschleimhaut

Ostrogene sind Geschlechtshormone, die in den @valer Frau und geringfiigig in den Hoden
des Mannes gebildet werden (Pschyrembel 1998). tEditionelle Theorie besagt, dass
Ostrogene Uber die Bindung an nukleare Ostrogeptemn (,estrogen receptor = ER) im
Zellkern wirken. Der ER durchlauft Konformations@&mangen und lagert sich an ,estrogen-
response-elements” (ERE) in der DNA an. Dies vektstdie Transkription dstrogensensitiver
Gene und die Synthese von Proteinen (Translatidowéll 2006). Auf diese Weise werden
beispielsweise Rezeptoren, Adhasionsmolekille odamnafproteine synthetisiert. Uber
Jahrzehnte hinweg ging man von der Existenz lattigkines ERs aus. Der sogenannte
Ostrogenrezeptar- (ERx) kommt hauptséchlich in Organen des Fortpflanzsygiems vor.
1995 wurde dann ein zweiter Ostrogenrezeptor ektd@ieser Ostrogenrezeptpr{ERp) ist
vor allem in nicht-reproduktiven Organen nachweisBae Existenz zweier Ostrogenrezeptoren
bietet Erklarungsmaoglichkeiten fur die zell- und wgbespezifischen Wirkungsweisen

verschiedener Pharmaka (Kuiper et al. 1998).
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Ostrogene scheinen das Milieu der Mundhohle zunflessen. In der Menopause, in welcher
physiologisch der Ostrogenspiegel im Blut absifddrichten Frauen gehauft tiber Brennen,
Trockenheit und andere Missempfindungen im MundbkreDiese Beschwerden lassen sich
durch Hormonersatztherapien lindern oder beseitigenorabosco et al. 1992). Ist die
Mundschleimhaut atrophisch, wird sie durch die lekauftragung von Ostradiol reaktiviert
(Felgentreff et al. 1980). Anders ist die Situatiom der Schwangerschaft, in der der
Ostrogenspiegel im Blut und im Speichel erhoht k$ier zeigen sich haufig hyperplastische
Zahnfleischveranderungen (Beck 1977). Dies deutataud hin, dass Ostrogene einen
proliferationsférdernden Effekt auf die Zellen ddundschleimhaut haben. Wirkorte fur die
Ostrogene in der oralen Mucosa kénnten die ER sadfche aufgrund eines positiven mRNA-
Nachweises in gesunder Mundschleimhaut zu findash @ieimola-Virtanen et al. 2000).
Verstarkte Stimulation durch Ostrogen kann die iRnaltion von ER-positiven epithelialen
Tumoren beglnstigen (Osborne et al. 2000). Zur rstitzenden Behandlung
Ostrogenabhangiger epithelialer Tumore, wie Mammmd Uteruskarzinome, wurden
Substanzen entwickelt, die die 6strogene Wirkungckieren: Antidstrogene. Sie binden
kompetitiv oder nicht-kompetitiv an Ostrogenrezepio und modulieren dessen Aktionen.
Daher hat sich der Begriff selektiver Ostrogenréaepodulator (,selective estrogen receptor
modulator® = SERM) etabliert. Sie kénnen steroidal@Cl 182,780) und nicht-steroidalen
(Tamoxifen) Ursprungs sein. Abhangig von der Spezilem Gewebe und der Dosis arbeiten
Antiostrogene bzw. SERMs dstrogenagonistisch odeitagonistisch (Osborne et al. 2000;
Howell 2006).

Bekanntestes Beispiel fir diese entgegengesetzfekt& auf den Ostrogenrezeptor ist das

Tamoxifen.

1.2.1.1 Tamoxifen

Das nicht-steroidale Triphenylethylen Tamoxifen Naolex®) findet seit Gber 30 Jahre

Anwendung in der Behandlung von ER-positivem Brmettk (Furr und Jordan 1984).

Ursprunglich bestand die Annahme, dass Tamoxifénesantitumordose Wirkung Uber die

kompetitive Bindung und Blockade des Ostrogenrewsptentfaltet. Dabei antagonisiert

Tamoxifen die dstrogenvermittelte Transkription Wwsttimsregulierender Gene, unterbricht den
Zellzyklus und wirkt zytostatisch (Osborne et &0Q).
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Allerdings ist Tamoxifen ein gemischter OstrogemdgbAntagonist: In Abhangigkeit von
Spezies, Gewebe und Zelltyp wirkt Tamoxifen Uber 8&o partiell dstrogenagonistisch. Dies
fuhrt zu einem leichten Anstieg von Endometriumhppesien und Thromboembolien unter
Tamoxifenbehandlung (Jordan 2004). Rein Ostrogéagamistisch wirkt Tamoxifen tGber den
ERpB (Paech et al. 1997; Kim et al. 2007).

Da Tamoxifen auch die Proliferation ER-negativemibne hemmt, missen ER-unabhangige
Wirkmechanismen existieren. Diese umfassen unieram die Inhibition von Proteinkinase C
und Phosphodiesterasen, welche die Zellprolifematiod Sekretion von Wachstumsfaktoren
stimulieren. Aul3erdem fordert Tamoxifen die Selketvon ,transforming growth factgil”
(TGF{31) — ein Polypeptid, welches fir seine wachstumshenden Eigenschaften in vielen
Zelltypen bekannt ist (Kim MJ et al. 2007). Insgesa&xistieren verschiedene Signalwege, tUber
die Tamoxifen den Zellzyklus blockiert und die Apage induziert (Mandlekar und Kong 2001,
Kim et al. 2007).

Kopf-Hals-Tumoren  betreffend  konnte  nachgewiesen rdem®, das Tamoxifen
wachstumshemmend und apoptoseinduzierend wirkteduerhoht Tamoxifen in oPECA-
Zellen die Sensitivitdt gegentber Chemotherapeuttkaffmann et al. 2002; Tavassoli et al.
2002; Kim et al. 2007).

1.2.1.2 1CI 182,780

ICI 182,78G ist ein Derivat von Ostradiol und blockiert den E®mplett, indem es die
Dimerisierung des ER und die ER-Bindung an ERE ineldrt, die ER-vermittelte Transkription
hemmt und zur Degradierung des ER beitragt (Howél6). ICI hemmt Uber 90% der
Ostrogenregulierten Gene (Frasor et al. 2004). bgeg@satz zu Tamoxifen unterbricht ICI auch
die Aktivierung des ER durch andere Signalmolekile Ostrogen, wie z. B. durch EGF
(,epidermal growth factor”). Zudem reduziert ICledMenge an ER, so dass die Ausbildung
einer Hormonresistenz umgangen wird (Hutcheson. &083). Insbesondere postmenopausale
Patientinnen mit fortgeschrittenen Tamoxifen-re&sigtn Brusttumoren profitieren von einer
Behandlung mit ICI (Chia et al. 2008).

Aufgrund des Wirkmechanismus wird in allen Gewelsem einer antidéstrogenen Wirkung
ausgegangen. Inwieweit ICI auf Tumorzellen des Mumans antidstrogen wirkt, ist bislang

ungeklart.

?ImperialChemicallndustries 182,780, FaslodexFulvestran®, Abklrzung: ICI
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Die Beobachtung der tumorhemmenden Wirkung bei r@mddumorerkrankungen gab den

Anlass zur Untersuchung von Ostrogenantagonistelltiedtumoren.
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2 Zielstellung

Wahrend der letzten funfzig Jahre lag die Flnfjatiberlebensrate von Patienten mit Tumoren
des Kopf-Hals-Bereiches nahezu unverandert bei 5@ hohe Mortalitat ist dabei auf die
Unkontrollierbarkeit des Primé&rtumors und der lekaMetastasen (Scully und Felix 2006). Der
chirurgischen Therapie sind wegen der Nahe zu #sBen anatomischen Strukturen Grenzen
gesetzt, so dass der Wunsch nach systemischen dehgsverfahren grol3 ist.

In 6strogenrezeptorpositiven Turmorarten wie Mamorad Ovarialkarzinomen findet die Anti-

Hormontherapie erfolgreich Anwendung (Osborne et 2000). Die Entdeckung von

Ostrogenrezeptor-mRNA in Tumoren der Mundhéhle @igt Hoffnung nahe, auch bei dieser

Krebsart den Verlauf mit Hormonen oder Antihormoriegeinflussen zu kdnnen. So kdnnen

Antiostrogene als adjuvantes Therapeutikum die diwtEt von oPECA mindern, die

Resistenzentwicklung verzogern und die Chemoreigétiverstarken (Kim et al. 2007).

Hormone nehmen Einfluss auf die Integrinexpreséigme et al. 2001). Integrine spielen wegen

ihrer Zell-Zell- und Zell-Matrix-bindenden Funktioreine entscheidende Rolle bei der

Abkopplung und Anheftung von Zellen und im ProzéssKarzinogenese epithelialer Tumore.

Die vorliegende Dissertation untersucht den Eisflugerschiedener Therapeutika auf die

Integrinexpression anhand dreier Zelllinien ausdigierenden oralen Plattenepithelkarzinomen

einer Patientin (UM-SCC-14A-14B, -14C).

Mit Hilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie wurde geift, in welcher Weise Hormone und

Antihormone auf die Integrinexpression ved, a3, a6, 31 und 34 wirken. Hiermit sollten

eventuelle Einflisse auf die Pathogenese von Tumdee Mundschleimhaut aufgezeigt werden.

Dazu wurde untersucht,

1. ob Ostrogen, sein Partialantagonist/-agonist Tafaoxind sein hochaffiner Antagonist ICI
die 02, o3, a6, B1, R4-Integrinexpression beeinflusst im SinmeereVeranderung der
Integrinmenge oder der Integrinverteilung,

2. ob es unter verschiedenen Ostrogen-, Tamoxifen- u@dKonzentrationen zu

unterschiedlichen Integrinexpressionsmustern kommt.

! Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird auf die Aesreibung UM-SCC-14A-Zellen, UM-SCC-14B-Zellen und
UM-SCC-14C-Zellen verzichtet und die Abkirzung 142ellen), 14B (-Zellen) und 14C (-Zellen) verwehde
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Losungen, Chemikalien und Kits

Ldsungen/Chemikalien/Kits

Hersteller

D— MEM / F 12 mit Phenolrot (Dulbecco’s
modified Eagle’s Medium/F12 mit L-
Glutamin, 15 mM Hepes Buffer)

Gibco BRL, Paisley, Scotland
Cat. 31330 — 038

D— MEM / F 12 ohne Phenolrot (Dulbecco’

modified Eagle’s Medium/F12 mit L-
Glutamin, 15 mM Hepes Buffer)

[

Gibco BRL, Paisley, Scotland
Cat. 11039 — 021

17p-Estradiol (Ostradiol)

Sigma, Steinhein;, Tat. E-4389

Fetal Bovine Serum (fetales Kéalberserum

BiochrBerlin, D
Cat. S 0115, Lot 1061 EE

Fetal Bovine Serum (fetales Kalberserum

hormonfrei, kohlebehandelt

Biochrom, Berlin, D
Cat. S 3113, Lot 571 B

Glycine

Merck, Darmstadt, D, Cat. 1.04201.1000

HBSS

Gibco BRL Life Technologies, Karlsruhe, D
Cat. 14025-050

Hepes 1M ohne Phenolrot

Biochrom, Berlin, D, Cdt613

IC1 182,780

Tocris/BioTrend, Bristol, UK, Cat. 104

Paraformaldehyd (PFA)

Sigma, Steinheim, D, Cat1®86

Penicillin 10000 U /
Streptomycin 10000 pg/ml

Biochrom, Berlin, D
Cat. A2213

PCR-Mycoplasmenkit VenorGeM

Minerva Biolabs, Berlin

Tamoxifen Citrate

Tocris/Biotrend, Bristol, UK, £8999

Triton X 100

Merck, Darmstadt, D, Cat. 1.08603.1000

Ziegenserum

Dako, Glostrup, Danemark
Cat. X 0907, Lot. 019 (201)

! D = Deutschland
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3.1.2 Antikorper

Tabelle3.1 Primarantikérper

Antigen Hersteller CD-Nr. | Klon Spezies Original-| Verdun-
Cat. konzen- | nung
tration
Integrin Immunotech, CD 49| GI9 Maus 0,2 mg/ml 1:100
a2 Marseille, Frankreich IgG1-kappa
Cat. 0717, Lot 11
Integrin Calbiochem CD 49c| P1B5 Maus 0,1 mg/ml 1:100
a3 Oncogene Research, (Q193)| lgG1l-kappa
Schwalbach, D
Cat. CP11L,
Lot D01258-3
Integrin Immunotech, CD 49f | GoH3 Ratte 0,2 mg/ml| 1:100
a6 Marseille, Frankreich Q107 IgG2a
Cat. 0769, Lot 21 Q193
Integrin Immunotech, CD29 | K20 Maus 0,2 mg/ml 1:100
Bl Marseille, Frankreich Q193 IgG2a
Cat. 1151, Lot 06
Integrin | Biomol, Hamburg, D 3E1 Maus 100wl 1:500
B4 Cat. A054, Lot 2703 Q193 lgG1 Aszitis
Kontrolle Dako, Glostrup, Maus Ig 3,5mg/ml 1:100
Maus Danemark
Cat. 20259, Lot 067
Kontrolle Dako, Glostrup, Ratte Ilg |6,2 mg/ml 1:100
Ratte Déanemark
Cat. 20455, Lot 119
Tabelle3.2: Sekundarantikdrper
Anti- Hersteller Konjugat Spezies Original- Verdinnung
korper Cat. konzentration
Anti- Dianova, FITC Ziege IgG (H+L)| 1,5 mg/ml 1:10043, p1,
Maus Hamburg, D B4-Integrin,
Cat. 115-096- Kontrolle
062 Maus)
Lot 43108 1:50 @2-
Integrin)
Anti- Sigma, FITC Ziege IgG 4,1 mg/ml 1:100d6-
Ratte Steinheim, D (absorbed with Integrin,
Cat. F 1763 hu 1gG) Kontrolle
Lot 28H4834 Ratte)
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Zusammensetzung der Versuchslésungen:

10%iger Blockpuffe(zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen):

PBS mit Zusatz von 10%igem Ziegenserum und 10%ibénol Glycine

1%iger Blockpuffer(zur Verdiinnung der Antikorperldsungen):

PBS mit Zusatz von 1%igem Ziegenserum und 1%igéiollGlycine

3.1.3 Gerate/Materialien

Gerat/Material Hersteller
Arbeitsbank Laminar Air Flow Class 100 Gelman lasients, Mailand, Italien
Brutschrank Heraeus, Hanau, D
Deckglaschen Menzel, Braunschweig, D
Dia-Film, Kodak Select Series, 35mlite Kodak, Rochester, USA
Chrome, 400 ASA, Cat. 377 5681
Dia-Bearbeitungssoftware PolaColor Insight Polar@dmbridge, USA
Mikroskop-Kamera-Aufsatz Axiophot, Carl Zeiss, Oberkochen, D
Filmkassette 35 mm Mot
Photomikroskop Axiophot Carl Zeiss, Oberkochen, D
Zellkulturschalen BD, Heidelberg, D
Zentrifuge Hettich Rotanta/TRC, Typ 4401 Hetticlttingen, D
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur

Fur die in vitro Untersuchungen fanden drei etatdiePlattenepithelkarzinomzelllinien des
Mundbodens Anwendung. Die Zelllinien UM-SETCAA, 14B und 14C stellte Prof. T. E. Cdrey
freundlicherweise zur Verfigung. Sie stammen aukalrezidiven des Mundbodenkarzinoms
einer Patientin (Tabelle3.3). Sie stellen somit die Progression eines Tsmaach
unterschiedlichen Behandlungen dar. Unter dem Gesgiankt, dass erkrankte Frauen ohne
Risikofaktoren eine schlechtere Prognose bei déraBdlung aufweisen als Manner, erschien

die Untersuchung innovativer Beeinflussungsmaogkitahn an weiblichen Zelllinien sinnvoll.

Tabelle3.3: Charakterisierung der Zelllinien (Lansforchet1999; Carey 1994 )

Zelllinie | Patientin Angaben zum Differen- Herkunft
Primé&rtumor zierungs-
grad
UM-SCC | 58 Jahre| Plattenepithelkarzinom Wenig bis| Lokalrezidiv nach einer
14A des Mundbodens | moderat-gut Operation und Radiatio
(TINOMO) differenziert
UM-SCC | 59 Jahre Tumorstadium | Wenig Lokalrezidiv nach einer
14B differenziert| weiteren Operation und
Radiatio
UM-SCC | 59 Jahre Wenig Lokalrezidiv nach
14C differenziert Chemotherapie

3.2.1.1 Versuchsansatz

Die Zellen vermehrten sich adhérent in Zellkulthieden in einem Brutschrank, der folgende
Konditionen aufwies: Die Temperatur betrug 37°C drelLuftfeuchtigkeit 95% bei einem GO
Gehalt von 5%. Die Subkultivierung der Zellen fafftl Stunden vor Versuchsbeginn statt. Die

Passagierungsverdinnung war aus den Vorversuchkanmite und so gewahlt, dass am

! Universitiy of MichiganSquamousCell Carcinoma, Angaben zur Etablierung und Charaktetisig der Zelllinien
finden sich in den Beschreibungen von Krause €18B1) und Lansford et al. (1999)
2 University of Michigan, Ann Arbor, USA
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Versuchstag eine Zelldichte von ca. 80 — 90% drteveurde. In die Kulturschalen wurden
autoklavierte Deckglaschen gelegt, auf denen dileZéaften und sich vermehren sollten. Am
Versuchstag konnten die Deckglaschen mit den adtéireZellen dann getrennt behandelt und
untersucht werden.

Als Nahrmedium diente D-MEM/F12 mit Phenolrot ungstz von 1% Penicillin/Streptomycin.
FUr ein optimales Wachstum der Zellen wurde demtufoledium 10% fetales Kéalberserum
(FKS) beigemischt. Seren kénnen eine geringe Mangdormonen aufweisen. Fir den Versuch
wurde daher eine mit Hormonen und Antihormonen nigediosierte FKS-Charge von Biochrom
verwendet. Das Phenolrot war im Wachstumsmediumpgldndikator enthalten. Um den
schwach 6strogenen Einfluss von Phenolrot (Berthoist al. 1986; Moreno-Cuevas JE und
Sirbasku DA 2000) so gering wie moglich zu haltenrde 22 Stunden vor Versuchsbeginn das
phenolrothaltige Kulturmedium ersetzt durch D-MENM2Fohne Phenolrot mit Zusatz von 1%
Penicillin/Streptomycin und 10% kohlebehandelteraynfonfreiem FKS. Zwei Stunden vor
Versuchsanfang wurde das Wachstumsmedium gegetisiclerzusammengesetztes Medium
unter Verzicht auf das hormonfreie FKS ausgetauschtserumfrei zu arbeiten.

Samtliche Arbeiten erfolgten unter einer sterilerbéitsbank gemald den Standardprotokollen
der Zellkultur (Lindl und Bauer 1994).

Um vergleichbare biologische Eigenschaften der efielzu gewahrleisten, fanden bei den
Versuchen nur die Passagen 10 bis 15 Anwendung. Zawosschluss einer
Mycoplasmenkontamination wurden samtliche Zellimienit dem PCR-Mycoplasmenkit
VenorGeM untersucht.

3.2.1.2 Hormonbehandlung

Die Auswahl der in den Versuchen verwendeten Homamhiinnungen orientierte sich an den
GroRRenordnungen der klinischen Anwendung und dgelifiissen friherer Studien. Danach war
bei einer Tamoxifenkonzentration tUber M mit einer nahezu 100%igen Apoptoserate der
Zellen zu rechnen. In der klinischen Anwendung drf3sich innerhalb solider Tumore
Konzentrationen von 1 uM und 5 uM erreichen (Hoffimaet al. 2002). ICI-Dosierungen
zwischen 0,1 und 1QuM fiihrten zu einer 100%igen Blockade der Ostrogegptoren
(Rosenberg Zand et al. 2000).

In Anlehnung an diese Erkenntnisse wurden Ostradi@moxifen und ICI aus einer

vorbereiteten Stocklosung jeweils auf eine Endkatration von 1 pM bzw. 5 pM im
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Kulturmedium verdinnt und den zu behandelnden &edllen beim Mediumwechsel 22 Stunden
sowie zwei Stunden vor Versuchsbeginn zugegebeseDAngaben illustriert TabelB4.

Als Kontrolle diente eine unbehandelte Zellschale bei jedem Versuch mitgezichtet und
bewertet wurde. Diese Zellschale wurde in gleichgeise bearbeitet wie die Ubrigen

Zellschalen, allerdings ohne Zusatz von Therapautik

Tabelle3.4: Ostradiol und Antiéstrogene

Hormon Herstellung der Anwendung

Stocklésung

17B-Estradiol| 50 mg 1B-Estradiol 2 ul Stocklésung + 10 ml Kulturmedium® 1 pM
(Ostradiol) + 36,7 ml Aqua dest.

10 ul Stocklésung + 10 ml Kulturmedium> 5 puM

2> 5mM
ICI 182,780 10 mg ICI 182,780 2 ul Stocklésung + 10 ml Kulturmedium> 1 uM
((83)} + 3,29 ml 100% Ethano _
S 5 mM 10 ul Stocklésung + 10 ml Kulturmedium> 5 uM
m

Tamoxifen |100 mg Tamoxifen Citrate 2 ul Stocklésung + 10 ml Kulturmediun 1 uM
Citrate + 35,48 ml 100% Ethan
(Tamoxifen) 2> 5mM

10 ul Stocklésung + 10 ml Kulturmedium> 5 pM

'Kulturmedium: phenolrotfreies DMEM/F12 mit bzw. @hhormonfreies fetales Kalberserum

3.2.2 Immunfluoreszenz

3.2.2.1 Prinzip

Zur Beurteilung der Menge und Verteilung der Inbegr fand ein semiquantitatives
Nachweisverfahren Anwendung: die Fluoreszenzmethdaelmmunfluoreszenztechnik basiert
auf einer empfindlichen Immunreaktion zur Darstefjuntra- und extrazellularer Antigene und
Antikorper unter dem Fluoreszenzmikroskop. Hierzerden spezifische Antikérper gebraucht,
die mit dem Fluorochrom FluoresceinisothiozyandT (f) beladen sind. Diese binden in vitro
direkt oder indirekt spezifisch an Strukturen voell@n oder Gewebe. In den vorliegenden
Untersuchungen wurde die indirekte Immunfluoresaarazvendet, da die Sensitivitat gegenuber
der direkten Methode funf bis zehn Mal héher iser BITC-gekoppelte sekundéare Antikorper
bindet die Primarantikdrper. Letztere erkennen i§igseh die Integrine (Abbildung 3.1). Es

handelt sich um ein qualitatives Verfahren, daMenge der ausgesendeten Fluoreszenzsignale
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unter dem Mikroskop nicht in konkreten Zahlenwerteassbar ist. Semiquantitativ kann die

Intensitat der Leuchtsignale bewertet werden (Weki Yaoita 1991).

Antikdrper gegen 1gG + Fluorochrom > Konjugat gegen 1gG
>— " O33R > %

FITC-konjugierter sekundarer Antikorper

Primarantikorper

- Antigen (Integrin)

/

~ 7~

\——/

Ve
( \ Zele
\

Abbildung 3.1 Indirekte Immunfluoreszenz (mit freundlicher Gemégung von Ueki und Yaoita 199
Fig. 3

3.2.2.2 Antikérper

Fur die Visualisierung der Integrinexpression aah &ellen wurde, wie bereits erwéhnt, die
indirekte Immunfluoreszenzfarbung gewahlt. Als Raamtikorper kamen monoklonale
Antikdrper gegen die Integrinuntereinheitg? a3, a6, f1 undp4 zum Einsatz (Tabell@.1).

Zur  Negativkontrolle dienten Maus- und Ratten-Imglobuline. Mit diesen
Kontrollantikbrpern wurden die Autofluoreszenz déellen und die Fluoreszenz, die durch
unspezifische Antikérperbindung entsteht, Uberpiie FITC-konjugierten Sekundarantikérper
Ziege-anti-Maus 1gG waren gegen die Antigene dean&antikorper gegen2, a3, p1 undp4
und die Negativkontrolle Maus gerichtet. Der Seliradtikorper Ziege-anti-Ratte IgG erkannte
die Antigene der Primarantikorper gegeh und die Negativkontrolle Ratte (TabeBe?). Die
Einsatzkonzentrationen der Antikdrper wurden in wéosuchen ausgetestet. Zur Verdinnung
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der Antikdrper diente 1%iger Blockpuffer, der alBSPmit Zusatz von 10%igem Ziegenserum

und 10%igem 1 Mol Glycine bestand.

3.2.2.3 Versuchsaufbau

Innerhalb einer dreitdgigen Vermehrungszeit wuchden Zellen auf den Deckglaschen zu

subkonfluenten Monolayern heran. Dies wurde am \#rstag lichtmikroskopisch tberprift.

Daraufhin erfolgten samtliche Versuchsschritte an dZellen, die auf den Deckglaschen

hafteten. Die Zellen wurden folgenden Vorbehandéimgnterzogen:

1)

2)

3)

4.
5.)
6.)
7))

8.)
9.)
10.)
11.)
12)

13.)
14.)

Sie wurden zweimal mit handwarmem PBS gewaschennioht-adharente Zellen und
Zelltrimmer zu entfernen,

fur 30 Minuten mit 1% Paraformaldehyd auf HBSS @itsatz von 1% 1 Mol Hepes
fixiert,

drei Minuten mit 0,3% Triton X 100 auf PBS inkulijieum die Zellmembranen zu
permeabilisieren,

luftgetrocknet,

mit PBS befeuchtet,

in die feuchte Kammer tberfuhrt,

30 Minuten mit 10% Blockpuffer (PBS mit Zusatz vd@%igem Ziegenserum und
10%igem 1 Mol Glycine) inkubiert, um unspezifis@i@dungsstellen abzusattigen,
dreimal mit PBS gewaschen,

eine Stunde in den Primar-Antikorper-Losungen selas

dreimal in PBS gespililt,

30 Minuten den Sekundar-Antikdrper-Lésungen audgese

dreimal in PBS und zweimal in Aqua dest. gewaschem die Gefahr von
Kristallbildungen beim Eindecken zu verringern,

auf Objekttragern in Prolong Antifade Eindeckmedieimgedeckt,

Uber Nacht getrocknet und lichtgeschitzt aufbewahrt
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3.2.3 Fluoreszenzmikroskopie
3.2.3.1 Prinzip

Fluoreszenz ist die Eigenschaft, Energie aufzuneluné in einer hheren Wellenlange in Form
von Licht abzugeben. Voraussetzung hierfur ist Aiwegung der Molekile auf ein hdheres
Energieniveau durch eine fir jedes Fluorochrom ifipee Wellenlange aus einer externen
Energiequelle, wie beispielsweise einer Queckddingpe oder einem Argon-Laserstrahl. In
einer als ,Stokes Shift* bezeichneten Reaktion rgan die Fluoreszenzmolekile von dem
angeregten Energieniveau herunter und geben ete&goetische Strahlung hoherer
Wellenlange ab (Herman 1998). FITC ist ein Derivlds Fluoreszeins, das von einer
Wellenlange von 495 nm angeregt wird und gelb-grEhmreszenz der Wellenlange 528 nm
aussendet (Noll und Schaub-Kuhnen 2000). Diesegafay, der sich bei FITC ca. 30000 Mal
wiederholt, wird fur die Betrachtung unter dem Immfluoreszenzmikroskop benutzt

(Abbildung 3.2) (Herman 1998).

Die Fluoreszenzmikroskopie kam in dem Versuch istegr Linie zum Einsatz, weil sie

hervorragend geeignet ist, Proteine in der Zelle lakalisieren (Alberts 1995). Eine

Quecksilberlampe diente als Energiequelle und rdgtdluoreszierenden Konjugate an, die an

die Sekundarantikorper gekoppelt waren.

Detektor
A

Sperriiter (fitert blauen
Lichtanteil heraus)

»

@ Anregungslicht

Anregungs-  kurze Wellenlange Dichroischer Stegen

Lichtquelle  fiter =490 nm (blau)
Quecksiber- 450-490
HBO 50 Emittiertes Fluoreszenziicht

lange Wellenlange
=500 — 560 nm (griin)

Objekttrager mit

fluoreszenzmarkierten Zellen
|

Lampe blau

Abbildung3.2: Aufbau des Fluoreszenzmikroskops: Filtersch&mdie Betrachtung von FITC-markierten
Zellen (mit freundlicher Genehmigung von Herman8,%eite 21, Fig. 2.
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Der wichtigste Bestandteil des Mikroskops ist dechwbische Strahlteiler, welcher die
kurzwelligen Strahlen (<510 nm) des Anregungslishten der Lichtquelle zum Objektiv und
Objekttrager reflektiert, wohingegen er die ausgdseen Fluoreszenzstrahlen langerer
Wellenlange tGber 510 nm zum Betrachter oder zur étamdurchlasst. Ein Sperrfilter absorbiert
das Licht mit der Anregungswellenldnge, d.h. daablLicht. Die Sensitivitdt der Methode ist
sehr hoch, da nur die in der zulassigen Wellenléngpgesandten Strahlen als leuchtende Punkte

wahrgenommen werden (Herman 1998).

3.2.3.2 Durchfuhrung

Die Auswertung der angefarbten Zellen erfolgte aeitn Photomikroskop ,,Axiophot* von Carl
Zeiss. Hierfur wurden die gesamten Praparate in 20, 40- und 100-facher VergrofR3erung
betrachtet und lammellenférmig durchgearbeitet. ddalwurde eine Einschatzung zur
Fluoreszenzintensitat der angefarbten Zellen und.zge der Leuchtsignale vorgenommen. Die
Intensitat der Fluoreszenzsignale nimmt proporfiales Menge exprimierter Integrinketten zu.
Daraus ergibt sich eine semiquantitative Beurtgidsikala (Abbildung 3.3). Die Lokalisation der
Fluoreszenzpartikel entspricht der Lage der Intdgtten an der Zelle. Die Auswertung
orientierte sich an Abbildung 3.4.

Die aus den Praparaten gewonnenen Ergebnisse wdtaeh zwei unabhangige Untersucher
bezuglich inrer Ubereinstimmung im Sinne eines @lersuchs verglichen. Ausschnitte, welche
das charakteristische Bild des Praparates wiederngalsurden mit dem Mikroskop-Kamera-
Aufsatz Axiophot in Form von Dias aufgenommen. Baserabedienpult wéhlte nach Eingabe
der konstanten Funktionsparameter (Tabgl® die Belichtungszeit automatisch. Zur weiteren

Dokumentation wurden die entwickelten Dias schi@f3¢ingescannt und einheitlich bearbeitet.

Tabelle3.5: Grundeinstellungen der Fluoreszenzmikroskopéta

RECI-Wert 6
Exposure Adjustment -2
ASA 400
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fehlende Fluoreszenz, entspricht der Negatitriatie

+ = schwache Fluoreszenz
++ = deutliche Fluoreszenz
+++ = starke Fluoreszenz

Abbildung 3.3: Bewertung der Fluoreszenzintensitéiner vierstufigen semiquantitativen Beurteilaskpla

a = basal-polarisierte Farbung (in streifigen hessidosomalen Strukturen)

b = basal-diffuse Farbung (mit teilweiser Anreicirey an einem Zellende)
¢ = Anfarbung der Zellperipherie

d = Anfarbung der Zellfortsatze und Fokaladh&sionen

e = Anfarbung der Zell-Zell-Grenzen / membranar@&bEmuster

f = Anfarbung der Interzellularbriicken und deopdien

Abbildung 3.4: Bewertung der Lokalisation der Fleszenzsignale
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde anhand von Zealin (14A, 14B und 14C) eines
rezidivierenden Mundbodenkarzinoms untersucht, ab @strogen 1B-Estradiol (Ostradiol),

der Ostrogenrezeptorantagonist ICI 182,780 (ICH der selektive Ostrogenrezeptormodulator
Tamoxifen die Expression der Integrinuntereinheii@no3, a6, 1 undp4 beeinflussen. Die

Anwendung der indirekten Immunfluoreszenzmikroskoperlaubte die qualitative und
semiquantitative Analyse der Auspréagung und Vengl von Integrinen aufgrund von
fluoreszierenden Signalintensitaten. Die Versucheden fir jede Integrinuntereinheit drei Mal
an unabhéangig voneinander kultivierten Zellen wibdd# und von zwei unabh&ngigen

Untersuchern beurteilt.
4.1 Morphologie

Die drei untersuchten Zelllinien wiesen kein eitlighes Aussehen auf.

Die Rezidivzelllinie 14A nach Operation und Nachbasiung bildete einschichtige Kolonien
aus epitheloiden, polygonalen Zellen, die zu eirgirasen zusammengewachsen waren. Die
Zellen ordneten sich relativ homogen an und unieesien sich nur geringfiigig in ihrer GrolRe
und im Kern-Zytoplasma-Verhaltnis (Abbildung 4.Ejnige randstandige Zellen zeigten breite

Protrusionen im Sinne von Lamellipodien (Abbilduhga).

Die Zelllinie 14B wirkte deutlich heterogener alAlL Sie bildete epitheloide Monolayerinseln
aus langlichen polygonalen und fibroblastoiden efel{Abbildung4.3). Die Zellform und die
ZellgroRe variierten stark. Zwischen benachbartelted befanden sich winzige Liicken. Die
GroRe der Interzellularspalten schwankte zwischeakraskopisch nicht erkennbaren und
deutlich sichtbaren Abstanden. Diese Liucken wawemlmterzellularbriicken durchzogen. Einige
Zellen streckten lange Zytoplasmafortsatze in urdmhsene Areale aus oder schoben ihre
Pseudopodien durch die Zellspalten (Abbildung 40%a,

Die Zelllinie 14C wuchs in einschichtigen Koloniand bildete bei 80%iger Dichte einen Rasen
aus polygonalen epitheloidformigen Zellen. Die Gxedind das Kern-Matrix-Verhéltnis der
einzelnen Zellen variierten erheblich. Bemerkenswear die hohe Zahl mitotischer Zellen.
Mikroskopisch zeigten sich zwischen benachbartdleZéeine Abstdnde (Abbildung 4.6). Bei
einzelnen Zellen fielen breite Zellauslaufer aublpfdung 4.7).
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4.1.1 Modulation der Morphologie durch Hormone

Die Applikation von Ostradiol und seinen Antagoeist hatte keinen Einfluss auf die

Morphologie der Zellen.

4.2 Integrinexpression in der Zelllinie 14A

4.2.1 Integrinuntereinheiten a2, a3 und p1

In den unbehandelten 14A-Zellen konzentrierten s@h Integrinkettenn2, a3 und 1 auf
Kontaktbereiche benachbarter Zellen. Die Farbsegnalgen bandférmig im Bereich der
Membranen, so dass sich ein honigwabenartiges édmenzmuster ergab, welches flir besser
differenzierte Epithelien charakteristisch ist. Zigl-Zell-Grenzen zeigten fli2 eine schwache
Farbintensitat, wahrend fw3 undpl deutliche und starke Farbsignale erkennbar wdbes.
freien Zellrander blieben ohne Anfarbung (Abbildu#d). Dies deutete auf Aufgaben in der
Zell-Zell-Interaktion hin. Daneben sprach eine sable basale Anfarbung fir die Beteiligung

der Integrinketten an der Zell-Matrix-Adhasion.

Abbildung 4.1: Bandformige Expression der Integrinketeéh) a3 undpl an den Zell-Zeltsrenzen der Zelllinii
14A in der 4@achen VergrofRerung. Die Zellgrof3e und Signaliritéhwariierten innerhalb der Préaparate.
epitheloiden 14A-Zellen bildeten einen relativ gbwten einschichtigen Zellverband.

4.2.2 Integrinuntereinheiten a6 und p4

In den unbehandelten 14A-Zellen ordneten sichmliegrinuntereinheiten6 undp4 in kérnigen
Mustern an der basalen Zellseite im Kontaktberewischen den Zellen und der Kulturflache an
(Abbildung 4.2b). Des Weiteren zeigten sidchundp4 in der Zellperipherie und an den Spitzen
der breiten Zellfortsatze (Abbildung 4.2a). Die fignigne Plattenepithelzellen typischei4-
haltigen hemidesmosomalen Strukturen lieRen sichtreérkennen. Insgesamt entsprach die
Expression dem diffusen Bild undifferenzierter Kaamzellen, wobet6 undp4 scheinbar an

der Protrusion der Zellen mitwirkten.
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Abbildung 4.2: Verteilung derp4-Integrinkette in den 14&ellen in der Zellperipherie und an d

Lamellipodien ¢) in der 20facheivVergroRerung (a) sowie in suprabasalen und basalengen Mustern (O
in der 100fachen VergroRRerung (b).

4.2.3 Modulation der Integrine durch Hormone

Auf der Zelllinie 14A fiihrte die Behandlung mit @asdiol, ICl oder Tamoxifen weder zu

qualitativen noch zu quantitativen Veranderungedanintegrinexpression.

4.3 Integrinexpression in der Zelllinie 14B

4.3.1 Integrinuntereinheiten a2, a3 und gl

Von den 14B-Zellen wies nur ein geringer Anteil Afische a2-Signale auf. Diese lagen in
schwacher Intensitat punkt- und bandférmig membramdschen benachbarten Zellen sowie

vereinzelt an den Enden von langen Zellauslauf&bbi{dung 4.3).

Abbildung4.3: Schwache band- und punktférmige Expressiomugéntegrinkette an den Membranen einzel
14B-Zellen sowie an den Spitzen der Pseudopodien, Zictadiffuse basale Anfarbung. Der inhomog
Zellrasen zeigt epitheloide und fibroblastoide 14dlen, die in GrolRe und Form variierten. (a) 26&aaind
(b) 100fache VergréRRerung.
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Fur die Integrinkettern3 und B1 waren nahezu keine bandférmigen Membrananfarbbunge
sichtbar. Die Fluoreszenzsignale beschrankten ai¢punktférmige Formationen und schmale
Interzellularbriicken im Bereich der angrenzendeltede Dariiber hinaus lokalisierten sio3
und Bl in langen Pseudopodien, mit denen sich die Zdlhezellfreie Areale vorschoben
(Abbildung 4.5a, b). Das hierneben erkennbare baSatbemuster sprach fur eine Beteiligung
vona2, a3 undpl am Zell-Matrix-Austausch.

4.3.2 Integrinuntereinheiten a6 und g4

In der Zelllinie 14B ordneten sich die Integrinueiaeheiten a6 und 4 an den basalen
Zellflachen in polymorphen Flecken und streifigensiern an. Dies wies auf eine Polarisierung
von a6 undp4 in hemidesmosomalen Adhésionskomplexen hin. 2éetlSignale in Form von
polymorphen Flecken lieRen sich auch an der Bamidashgen Zellauslaufer darstellen, was fur
eine Rolle des6p4-Integrins in der Protrusion der Zellen sprachl{ifdung 4.4). Die Streifen
waren allerdings nicht durchgehend und nicht algnaFellen erkennbar. Alternativ verteilten
sich a6 undp4 diffus und kérnig am Grund der Zellschicht. Degr&@ch zwischen den Zellen

blieb ausgespart, so dass eine Beteiligung anZ&atliKontakten unwahrscheinlich war.

Abbildung 4.4: Expression der Integrinkett® in den 14B-Zellen in langen Pseudopodiet) §owie an de
basalen Zellseite in streifenformigen Adhéasionskiexgn ) und in diffusen kornigen Mustern (C
(a) 20fache und (b) 100fache VergrofRerung.

4.3.3 Modulation der Integrine durch Hormone

Die Behandlung der 14B-Zellen mit ICl und 5 uM Tadqfien veranderte die Anordnung der

Integrinkettena3 undpl zugunsten eines homogeneren membranaren Expressisters. Wie
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oben beschrieben, waren in den unbehandelten RtépaB undpl zum Grof3teil punktfémig
und als zarte Interzellularbriicken im Bereich delt-Zell-Kontakte verteilt (Abbildung 4.5a, b).
Wahrend der Exposition von ICI und 5 uM Tamoxifeahm die Menge bandférmiger
Farbesignale im Bereich der Zellmembranen zu. Dddwrgaben sich honigwabenartige
membranare Farbemuster. Gleichzeitig war die Anfidggbder langen Pseudopodien vermindert.
Das Gesamtbild wirkte geordneter. Besonders déutliarde das honigwabenartige Muster nach
Applikation von 5 uM Tamoxifen (Abbildung 4.5c, d).

Dagegen zeigte die Behandlung der Zellkulturen @sitradiol im Vergleich mit der Kontrolle
keinen Unterschied bezuglich der Farbung der Inm&gtten 3 und pl. Ebensowenig
veranderten sich die Fluoreszenzmuster der Integténeinheitern2, a6 und 4 nach Zusatz
von Ostradiol, ICI und Tamoxifen. Auch die Zellmbglogie blieb von den

Integrinveranderungen unberihrt.

Abbildung 4.5: Die unbehandelten 14B-Zellen (a=20fache, bfd@® VergroRerung) zeigten die3-
Fluoreszenzsignale an den langen Pseudopodien,| bsmsaie in punktformigen Kontakten ul
Interzellularbriicken zwischen den Zellen. Nach Belang mit 5uM Tamoxifen (c=20fachel=100fache
VergrofRerung) nahm die Menge der angefarbten Ppeditn ab. Stattdessen ordneten sich oBieSignale
bandférmig im Bereich der Zellmembranen an. DiealmaBarbung blieb unveréandert.
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4.4 Integrinexpression in der Zelllinie 14C

4.4.1 Integrinuntereinheiten a2, a3 und gl

Das Farbemuster der Integrinkettg?) a3 undpl in den unbehandelten 14C-Zellen &hnelte den
Beobachtungen an der Zelllinie 14A, d.h. die Fayhale lagen als bandférmige Verdichtung im
Bereich der Membranen, ohne dass eine definitive@dhwung zu einer der beiden nebeneinander
liegenden Zellen moglich war. Es entstand ein healienférmiges Fluoreszenzmuster, welches
aufgrund der unterschiedlichen Zellgrol3en und detiarenden Farbintensitaten innerhalb des
Zellverbandes etwas inhomogen wirkte. Die membemdrarbsignale depl-Integrinkette
wiesen hauptsachlich eine deutliche Intensitat auwfhingegena2 und a3 eine vorwiegend
schwache Anfarbung zeigten. Das basale Fluoresagiem war bei allen drei
Integrinuntereinheiten lediglich schwach ausgeprédgtitete aber auf eine Beteiligung an der
Zell-Matrix-Adhasion hin. Die freien Zellrander vear nicht angeféarbt (Abbildung 4.6).

Abbildung4.6: Die epitheloidférmigen 14&ellen bildeten zusammenhangende Monolayerkolomén Zellen
zeigten ein inhomogenes membranéares Farbemustébdariegend schwach exprimiert@s-integrinkette unt
der hauptsachlich deutlich ausgepragpdnintegrinuntereinheit. Die ZellgroRe und Farbintéitsivariierter
innerhalb der Praparate. 40fache VergréRerung

4.4.2 Integrinuntereinheiten a6 und g4

Die 14C—Zellen zeigten fur die Integrinkette® undp4 das charakteristische Fluoreszenzbild
nicht-differenzierter Karzinomzellem6 undp4 ordneten sich in diffusen kdrnigen Mustern am
Grund der Zellschicht und in der Zellperipherie Bre Intensitat variierte zwischen schwachen
und deutlichen Fluoreszenzsignalen und nahm hénofigichtung eines Zellpols zu. Ebenso
warena6 undp4 in den Lamellipodien angereichert, was auf eirmdleRin der Zellmotilitat
hindeutete (Abbildung 4.7a, b). Dahingegen liel3eh keine Hinweise fir ein ,Clustering” der
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a6- und p4-Integrinkette in hemidesmosomalen Strukturen retka, wie dies bei gesunden
Keratinozyten beobachtet wird.

4.4.3 Modulation der Integrine durch Hormone

Nach Applikation von ICI veranderte sich die Anoudg der basalen6-Integrinmuster. Die
Integrinkette a6 lag in streifenférmigen Konglomeraten im Kontaktkich zwischen der
Zellunterseite und der Kulturfliche, was fir eineldfsierung der Zellen sprach. Die
hemidesmosomalen Strukturen zeigten sich nichthdy@itend an der gesamten Zellunterflache
und traten nicht bei allen Zellen gleichermal3en Befr Effekt war nach Exposition von 5 uM
ICI starker ausgepragt als unter 1 uM ICI. Altewn#g a6 in diffusen kdrnigen Mustern an der

basalen Zellseite, wie dies bei den unbehandekd#lerzder Fall war (Abbildung 4.7c, d).

Abbildung 4.7: In den unbehandelten 14C-Zellen (a=20fachelObfache VergroRerung) zeigte didb-
Integrinkette eine diffuse kornige Verteilung (O) der Zellbasis und der Zellperipherie, teilweisié Betonung
eines Zellpols. Nach Behandlung mit 5 uM ICI (c=&ffe, d=100fache VergréReg) polarisierte siclb in
streifigen Adhasionskomplexen an der basalen 4tdig¢=). Daneben lag es weiterhin in diffusen korni
basalen Mustern. Unverandert blieb die Anfarbumgelner Zellprotrusionen.
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Auf die p4-Integrinkette hatte die ICI-Behandlung nur vereih und diskret die polarisierende
Wirkung, die bei6 beobachtet wurde. Die Farbung blieb Uberwiegendi@ diffusen kornigen
Muster am Grund der Zellen beschrankt.

Die ubrigen Behandlungen mit Ostradiol und TamoxifieBen keinen Einfluss auf das
Farbemuster von6 undp4 erkennen. Ebenso blieben die Fluoreszenzmustea2/a3 undfl
unter den verschiedenen Behandlungsmodalitaterrémdert.

4.5 Negativkontrolle

Die Praparate, die mit keinem Antikérper bzw. mibritrollantikdrpern behandelt wurden,
zeigten keine spezifischen Markierungen. Es wugtkglich eine unspezifische perinukleare
Anfarbung beobachtet. Dies ist typisch bei pernesaditen Zellen, wie sie in dieser Arbeit

Anwendung fanden (Kawahara et al. 1999).

4.6 Vergleich der Zelllinien 14A, 14B und 14C sowie derhormonellen
Modulation

Die kultivierten Zellen der Linien 14A, 14B und 14€xprimierten die in dieser Arbeit
untersuchten Integrinketten2, a3, 06, 1 und p4. Dabei bevorzugtem2, a3 und 1 den
Membranbereich, die Filopodien und die langen Zslé@ufer zwischen benachbarten Zellen,
was auf eine Rolle in der Zell-Zell-Interaktion deutete. Die Aufgaben vow6 undp4 lagen
indessen eher in der Zell-Matrix-Adhasion und deotfsion der Zelle, da die beiden
Integrinuntereinheiten Uberwiegend im Kontaktbdrewischen Zellunterseite und Kulturflache
sowie in Lamellipodien zu finden waren.

Die Expressionsmuster der Zelllinien 14A und 14@edten sich bezlglich der bandférmigen
membranaren Anfarbung ver2, a3 undpl sowie der diffusen basalen Fluoreszenz as®mind
B4. In den schlechter differenzierten 14C-Zellen wiae Reduktion der Integring, a3, a6 und
B4 zu verzeichnen (Tabelle 4.1). Allerdings lieBhsizier durch den Zusatz von ICI eine
Polarisierung der diffus basal lokalisiertena6-Einheit in  hemidesmosomalen
Adhasionskomplexen verzeichnen (Tabelle 4.2).

a6- und p4-haltige hemidesmosomale Konglomerate waren anZe#ébasis der 14B-Zellen
bereits ohne Behandlung erkennbar und anderterasici nicht nach hormoneller Modulation.

Die 14B-Zellen stachen zudem hervor durch die Anondj vona3 und Bl in punktfémigen
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Zell-Matrix- und Zell-Zell-Kontakten, die sich nactier Applikation von IClI und 5 uM

Tamoxifen in bandférmige membranare Muster umorgarten. Gleichzeitig fihrte die

Behandlung zu einer

Zellmorphologie.

verminderten Anfarbung der

égeodien bei

unveranderter

Insgesamt war die quantitative Auswertung der nachmoneller Behandlung beobachteten

Veranderungen

in der

Integrinmodulationen struktureller bzw. funktioresllArt.

Integrinexpression schwierdje Abweichungen betrafen eher

Tabelle4.1: Vergleich der Expression der Integrinketteéh a3, f1, a6 undp4 auf den Zelllinien 14A, B und C

(+++

starke Fluoreszenz, ++ d

eutliche Fluorezzet

Fluoreszenz, die Angabe von zwei Intensitéten HebEluoreszenzschwankungen innerhalb des Pragesaisr)

14A 14B 14C
a2 [+ bandférmig membranat vereinzelt punkt-und |+ vereinzelt bandférmig
(+) diffus basal bandformig membrandr,  membranar
an Spitzen der (+) diffus basal
Zellauslaufer
(+) diffus basal
a3 |++ bandférmig membrang#+ punktformig im Bereich+ bandférmig membran
(+) diffus basal der Zell-Zell-Kontakte |(+) diffus basal
und an Spitzen der
Zellauslaufer
(+) diffus basal
pl | +++ bandférmig membranat+ punktférmigim Bereich ++ bandformig membran
(+) diffus basal der Zell-Zell-Kontakte |(+) diffus basal

und an Spitzen der
Zellauslaufer
(+) diffus basal

ab

++ diffus kérnig basal,
Zellperipherie und
lange Zellauslaufer

++ basal geclustert in
streifigen Adhasions-
komplexen und langen
Zellauslaufern, danebe|
diffuse basale Muster

+ - ++ diffus kornig basal,
Zellperipherie und
lange Zellauslaufer

n

pa

++ diffus kornig basal,
Zellperipherie und
lange Zellauslaufer

++ basal geclustert in
streifigen Adhasions-
komplexen und langen

Zellauslaufern, danebe

+ - ++ diffus kérnig basal,
Zellperipherie und
lange Zellauslaufer

diffuse basale Muster
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Tabelle4.2: Vergleich der Wirkung von Ostradiol, ICI undmioxifen auf die Expression der Integrinkett@na3,
B1, a6 undp4 auf den Zelllinien 14A, B, C (@ = keine qualiteth oder quantitativen Veranderungen)

Integrin 14A 14B 14C
Ostradiol a2 %) %) 1)
a3 %) ) %]
B1 ) %] %)
a6 %) ) %]
B4 ) %) %)
ICI a2 %) %) %)
a3 (%] 1uM + 5uM ICla3 7]
bandférmiger
membranar, weniger an
langen Zellauslaufern),
homogeneres Bild
B1 %] 1uM +5uM ICIB1 1]
bandférmiger
membranar, weniger an
langen Zellauslaufern)
homogeneres Bild
a6 %] ] 1uM + 5uM ICI:
Clustering der
ursprunglich diffus
verteilten basalen6-
Signale in streifigen
Adhasionskomplexen
B4 %] ] 1uM + 5uM ICI:
Geringfligiges Clustering
der ursprunglich diffus
verteilten basalefi4-
Signale in streifigen
Adhasionskomplexen
Tamoxifen a2 %) %) %)
a3 %] 5uM Tamoxifena3 1]
bandférmiger
membranar, weniger an
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5 Diskussion

Unkontrolliertes Wachstum, Invasion und Metastasigr sind die entscheidenden Merkmale
eines malignen Tumors. Hierzu gehdren verschiedéeehanismen, welche einzelnen Zellen
die Ablosung vom Gewebeverband ermdglichen. Da Rliegnose des Patienten von der
Ausbreitung des Tumors abhangt, ist das Verstardbriersten Schritte in der Progression eines
malignen Tumors von grundlegender Bedeutung, umaBdlingsmalinahmen zu entwickeln.
Die Integrine spielen als Adhasionsmolekiile einehtige Rolle bei der Aufrechterhaltung eines
Zellverbands. Ebenso steuern sie die Migration vdellen. Veradnderungen der
Integrinexpression sind in Tumorgeweben sichtbaro(Gnd Giancotti 2004).

Bestandteil dieser Arbeit war zu examinieren, ath die Integrine durch exogene Agenzien
beeinflussen lassen. Dabei lieR der Nachweis vortro@Qenrezeptor-mRNA in der
Mundschleimhaut vermuten, dass diese ebenso wieBdistdriise zu den dstrogensensiblen
Geweben gehdrt (Leimola-Virtanen et al. 2000; Nelsbal. 2007).

Epidemiologische Daten und die Erfolge einer ati@ggenen Behandlung unterstreichen die
Bedeutung von Ostrogen fiir die Entwicklung epithleli Karzinome. Seit Jahrzehnten wird die
Behandlung von Brustkrebs durch den Ostrogenremmptgonisten Tamoxifen unterstitzt
(Furr und Jordan 1984; Ellis et al. 1997; Jorda@420wobei seit 2002 auch ICl zum Einsatz
kommt (Howell et al. 2002; Chia et al. 2008).

Ahnliche Erfolge verspricht der Einsatz von Tamerif bei Tumoren nicht-reproduktiver
Gewebe, wie z.B. Astrozytomen und Melanomen (Atallend Flaherty 2005; Rabbani et al.
2007).

Im Zentrum dieser Dissertation steht die Untersaghder Wirkung von Ostrogenen und deren
hormonellen Antagonisten auf die Integrinexpression oralen Plattenepithelkarzinomzellen
(oPECA) in vitro.

5.1 Morphologie
Zellen gesunder Plattenepithelien sind homogen adget und besitzen ein einheitlich
niedriges Kern-Zytoplasma-Verhaltnis. In Plattetieglkarzinomen (PECA) sind die Zellen

unregelmaliger verteilt und unterscheiden sichraimander deutlich in der Zellgrél3e, -form

und in der Kern-Zytoplasma-Ratio (Xiaoming et &02; Kumagai et al. 2004).
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Die Zelllinien 14A, 14B und 14C wurden dem T1NOM@x&um der TNM-Klassifikation
zugeordnet. 14A wurde 75 Monate nach Erstdiagnas# anschlielender Resektion und
Radiatio aus dem ersten Rezidiv eines Mundbodeimiars kultiviert. Histopathologisch wurde
der Tumor, aus dem die 14A-Zellen isoliert wurdals, schlecht bis moderat gut klassifiziert
(Lansford et al. 1999). Diese Zellen zeigten in derliegenden Untersuchungen eine relativ
homogene Morphologie. Dies sprach fur einen niedeg Malignitatsgrad als bei 14B und 14C.
Der Tumor, aus dem 14B isoliert wurde, ist nach iavadiger chirurgischer Intervention und
Bestrahlung aufgetreten, wobei zwischen dem ensteinzweiten Rezidiv circa ein Jahr lag. Im
Vergleich zu den beiden anderen Zelllinien wirk#d8iwvegen des hohen Anteils fibroblastoider
Zellen am schlechtesten differenziert. Der Verleistes epithelialen Musters zugunsten eines
spindelzelligen, fibroblastendhnlichen Erscheinbiiges wird als epithelial-mesenchymale
Transition (EMT) bezeichnet. Sie entspricht bei Buem einer Entdifferenzierung in ein
proliferationsfreudigeres Gewebe und zieht eindestitere Prognose fur den Patienten nach
sich (Guarino et al. 2007). In Karzinomzellen desa®@ konnte gezeigt werden, dass denER
die EMT stimuliert, wahrend der BRlie EMT hemmt (Park et al. 2008). Im Gegensatde
beiden anderen Zelllinien besitzen die 14B-Zellem&n ER (Nelson et al. 2007). Das Fehlen
des ER konnte somit die EMT der 14B-Zellen beglnstigt érgbwas zu einem vermehrten
Wachstum fibroblastoider Zellen fiihrte. Die Invasiwon Karzinomzellen kann im Zellverband
oder als Einzelzellen stattfinden. Letztere Optrard h&ufiger von fibroblastisch veranderten
Zellen genutzt und korreliert mit einer starkeramdsivitat (Mercurio und Rabinovitz 2001). In
vitro-Untersuchungen bestatigten die starkere Aggivéat von 14B gegeniber 14A: 14B zeigte
ein schnelleres Wachstum (Kimmel und Carey 1986sdteet al. 2008).

14C wurde aus dem dritten Rezidiv der Patientinageven. Der Tumor, dem 14C entstammt,
entwickelte sich innerhalb eines Jahres nach Disgries Zweitrezidivs (14B) und folgender
zweimaliger Operation, Radiatio und Chemotherapi@ngford et al. 1999). Morphologisch
nahm 14C allerdings eine Mittelstellung zwische\ 1#hd 14B ein. 14C wies nur epitheloide
Zellen auf, die aufgrund der starker variierendeellgf6l3e, des variableren Zell-Kern-
Verhaltnisses und der hohen Mitoserate einen hg@em Verband bildeten.

14B und 14C waren Rezidive von 14A und wurden eltdesht differenziert beurteilt (Lansford
et al. 1999). Die voneinander abweichende Morphelaggn 14B und 14C kdnnte Ausdruck der
unterschiedlichen Invasivitat der Tumorzellen s&an den untersuchten Zelllinien zeigte 14B
die hochste Invasivitat (personliche Kommunikatikatja Nelson).
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Darlber hinaus zeigten die 14B-Zellen im Verglemh14A und 14C die geringste Adh&sion an
Laminin-1 (Nelson et al. 2008). Eventuell sezeteierdie 14B-Zellen ihre eigene Laminin-5-
haltige Matrix. Laminin-5 schwéacht die Zell-Zell#glung und fuhrt zur Auflésung des
Zellverbandes und einer verstarkten Motilitat dedléh. Fir andere Liganden wie Laminin-1

und Kollagen konnte diese Wirkung bisher nicht mgetiesen werden (Kawano et al. 2001).

5.2 Integrinexpression in unbehandelten Monolayerzellkituren

Gesunde Epithelien unterliegen einem fein abgestannGleichgewicht aus Proliferation und
terminaler Differenzierung der Keratinozyten. Iniag spielen dabei als Vermittler zwischen
extrazellularer Matrix und Zellinnerem eine wiclgigRolle. Hauptsachlich beteiligen sich die
Integrinea2pl, a3p1 unda6p4 an der Homoostase des Keratinozytenverbandessdsrd Watt
2006). Die getesteten Zelllinien 14A, 14B und 14@raemierten die Integrinketten2, a3, 1,

a6 undp4. Dies sind die typischen Integrinketten in gesundundschleimhaut und in oPECA
(Jones et al. 1993; Sugiyama et al. 1993; Shincdtaah 1999).

5.2.1 Expression der Integrinkettena6 und p4

a6p4-Integrin liegt in gesunden Keratinozyten in Heeshosomen an der Zellbasis und
vermittelt den Kontakt zur Basalmembran. Diese Higsimosomen sind unter dem Mikroskop
erkennbar an der Aggregation vefp4-Integrin in polymorphen basal lokalisierten Fleck
sogenannten Clustern (Marchisio et al. 1991; Witklavet al. 2000).

In Tumorzellen ist die basale Polarisierung va6p4-Integrin in Hemidesmosomen oft
aufgehoben (Garzino-Demo et al. 1998; Witkowskiaét 2000; Ricci et al. 2002). Dies
bestéatigten die vorliegenden Ergebnisse: Die & 14A und 14C zeigten in der
Monolayerkultur eine diffuse Verteilung der Intetkettena6 undp4 an der Zellbasis und in der
Peripherie der Zellen. Da dpl-Integrinuntereinheit ausschlief3lich mf assoziiert (Mercurio
und Rabinovitz 2001), war eine Heterodimerisierang6p4-Integrin wahrscheinlich.

Als Ursachen fur den Polarisationsverlust werderrdxéerungen imp4-Integrin, in der
Zusammensetzung der Hemidesmosomen und der VexusiMatrixkomponenten diskutiert
(Witkowski et al. 2000; Wilhelmsen et al. 2007).dormalen Epithelien bindet6B4-Integrin

bevorzugt an Laminin-5. Bei den Zelllinien 14A ubdiC war die Affinitat fir Laminin-1 erhoht

38



Diskussion

(Nelson et al. 2008). Der Polarisationsverlust kénrmdaher mit dem Austausch des
extrazellularen Liganden zusammenhéngen. Zudem keme verminderte biologische
Halbwertzeit zu einem erhdhten Umsatz der Integfifteen, was eine korrekte Polarisation
verhindert (Witkowski et al. 2000). Unpolarisiertdi suprabasal exprimiertesp4-Integrin
verschlechtert die Prognose von Plattenepithelkamaen erheblich (Van Waes et al. 1995;
Ricci et al. 2002; Owens et al. 2003). Dem koénrdererse Mechanismen zugrunde liegen:
Suprabasalestp4-Integrin moduliert Signalkaskaden, welche in dygoskelettorganisation, die
Zellproliferation, Apoptose und Differenzierung gieifen (Borradori und Sonnenberg 1999).
Beispielsweise stort suprabasab&f4-Integrin die wachstumshemmenden Signale despTGF
(transforming growth factds) und férdert somit die Proliferation der Zellenw€@ns et al. 2003).
Gleichzeitig erhoht es die Invasivitat der Zellearah Aktivierung der Phosphoinositide 3-
Kinase (PI3-K) (Shaw et al. 1997). Die diffuse petiphere Verteilung von6 undp4 auf den
Zelllinien 14A und 14C unterstreichen somit dasiBilaligne transformierter Zellen.

Daruber hinaus kann suprabasatef4-Integrin statt mit Intermediarflamenten mit dem
Aktinzytoskelett assoziieren und die Zellmotilitdirdern (Rabinovitz und Mercurio 1997).
Beispielsweise flihrt die Phosphorylierung @drUntereinheit zu einer Disassemblierung von
Hemidesmosomen und Verlagerung dég4-Integrins in Lamellipodien (Santoro et al. 2003).
Dieser Effekt wird u.a. durch EGF induziert (Wilheden et al. 2007). Alle drei untersuchten
Zelllinien zeigten eine Anreicherung vow6 und B4 in Lamellipodien. Dies wies auf
posttranslationale Veranderungen an fifetJntereinheit, z. B. durch Phosphorylierung (Semto
et al. 2003), und eine Beteiligung va6p4-Integrins an der Migration der Tumorzellen him. |
Rahmen von hemidesmosomalen Komplexen bindet dé@4-Integrin normalerweise
intrazellular an das Netzwerk der Intermediarfilatee Dadurch entstehen die stabilen
Bindungskontakte zwischen Zelle und Basalmembrae, fdr den Erhalt eines gesunden
Epithelverbandes erforderlich sind (Borradori ur@hi®enberg 1999). Dahingegen ist die feine
Organisationsstruktur in Tumorzellverbanden aufgeimo Karzinomzellen zeichnen sich durch
hohe Dynamik, Polarisationsverlust und Migrationgneg aus. Mit der Verschiebung von
a6p4-Integrin aus stabilen cytokeratinhaltigen Adhasl@omplexen in dynamische aktin-
assoziierte Cluster scheint das Integrin seinetr&gian der Zellmotilitat zu leisten (Hood und
Cheresh 2002)Gesunde Zellen nutzen zur Fortbewegigintegrinhaltige Pseudopodien. In
Karzinomzellen findet man zusatzlich oder ausséfitth 0634 an der Spitze von Filopodien und
Lamellipodien in Assoziation mit den AktinfilamenteExtrazellular besteht im Bereich dieser

Verankerungspunkten eine starke Bindung w6fi4 an Laminin-1 (Rabinovitz und Mercurio
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1997). Der Nachweis von6p4-Integrin an den Spitzen der Lamellipodien beiialieeitig
starker Bindung an Laminin-1 (Nelson et al. 2008pe&n einen Hinweis auf die Motilitat von
14A, 14B und 14C und gaben somit eine ErklarunglférAggressivitat der Ausgangstumoren.

In den 14B-Zellen ordneten sich die Integrinkei®nundp4 zuséatzlich in basalen Clustern an,
die dem typischen Aussehen von Hemidesmosomenraoksgm. Morphologisch wiesen die
fibroblastenartigen 14B-Zellen den schlechtesterffe@nzierungsgrad auf, so dass die
Polarisierung von a6B4-Integrin in vereinzelten Hemidesmosomen untypisehr. Die
Ausbildung von Hemidesmosomen setzt normalerweaiseneextrazellularen Liganden voraus.
Da bei der Aufzucht von 14A, 14B und 14C keine NM&wmponenten zugefiigt wurden, kann
man annehmen, dass die Zellen ihre eigene extuéreMatrix gebildet haben (Marchisio et al.
1991). In vivo zeigen oPECA im Bereich der Invasioont eine Anreicherung von Laminin-5.
Die selbstproduzierten Liganden kdnnten in vivo umditro eine provisorische Schiene formen,
auf der die Zellen umliegende Gewebe infiltrier&ngmehl et al. 1999).

Vergleichende Adhé&sionsexperimente an den unteteucHEelllinien zeigten bei 14B die
geringste Affinitat fur Laminin-1 (Nelson et al. @). Jedoch kann eine Bindung der 14B-Zellen
an Laminin-5 - einem bevorzugten Liganden w@f4-Integrin - erfolgt sein. Die Adhéasion an
Laminin-5 konnte den Impuls zur Formierung von Hgesmosomen gegeben haben.
Andererseits induziert Laminin-5, wie oben erwalum, Auflésung eines epithelialen zugunsten
eines fibroblastenartigen Zellverbandes, was ath@ml-mesenchymale Transition bezeichnet
wird (Kawano et al. 2001). Die Anordnung in Hemig@somen bei gleichzeitig fibroblastoider
Zellmorphologie kdnnte somit ein Hinweis auf diek@tion von Laminin-5 durch 14B-Zellen
sein.

Moglich ware auch, dass sia®p4-Integrin in hemidesmosomalen Strukturen anordratee
dass das Integrin einen extrazellularen LigandendbaDieser Mechanismus wurde flr
Brustkrebszellen beschrieben. Er beruht auf deivikting von P13-K (Phosphatidylinositol 3-
Kinase) und scheint das Uberleben und die Motititit Tumorzellen zu férdern (Gilcrease et al.
2004). Denn allgemein wird angenommen, dass gectaesintegrine mehr Signale induzieren,
als diffus verteilte (Miyamoto et al. 1995).

Carey et al. (1992) sahen einen Zusammenhang zvisdér Polarisierung der Zellen und der
Morphologie: Bei epitheloidférmigen Zellen war6p4-Integrin hauptsachlich diffus und
peripher verteilt, wie dies bei den Zelllinien 14/d 14C der Fall war. Dahingegen reicherte

sich a6B4-Integrin in langlichen Zellen starker in basalgwlymorphen Clustern an, welche
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andere Autoren als Hemidesmosomen beschrieben l{tagohisio et al. 1991; Witkowski et
al. 2000). Die basalea6- und p4-Integrincluster in den 14B-Zellen konnten demiggolaut
Carey et al. (1992) mit der langlichen fibrobladam Zellform zusammenhangen. Somit stande
ein hoherer Gehalt an Hemidesmosomen nicht im Gagenzu einem geringeren
Differenzierungsgrad der Zellen, wie dies bei ddmoblastenartigen Zellen der Linie 14B zu
vermuten watr.

Ungeklart ist allerdings, ob die beobachteteib- und p4-Cluster funktionierende
Hemidesmosomen bilden. Takkunen et al. (2006) eridiir oPECA-Zellen nach EMT den
Verlust von Hemidesmosomen und das Fehlen einekanén Sekretion von Laminin-5.

Ob eine verminderte oder vermehr&®p4-Integrin-Expression die Prognose von oPECA
verschlechtert, ist Gegenstand kontroverser Dis&nea (Kimmel und Carey 1986; Carey et al.
1987, 1992; Jones et al. 1993; Sugiyama et al.;198iBohara et al. 1999; Dyce et al. 2002). Im
Vergleich der drei untersuchten Zelllinien fiel d&€iC eine Abnahme der Expression w@nund

B4 auf. Dies konnte auf eine verkirzte Lebensdandraine erh6hte Umsatzrate ve® undp4

in den 14C-Zellen hindeuten. Solche erhéhten ,twer‘-Zahlen gehen haufig mit einem
Polarisationsverlust der Zellen und fehlender Algsinig von stabilen hemidesmosomalen Zell-
Matrix-Kontaken einher (Witkowski et al. 2000). Eneell hangt dies mit dem Verlust von
Basalmembrankomponenten zusammen (Downer et al.3)19Bies unterstreicht den

zunehmenden Rezidivgrad des Ausgangstumors.

5.2.2 Expression der Integrinkettena2, a3 und gl

Die Integrinkettena2, a3 und Bl lassen sich hauptsachlich an den Zell-Zell-Grenze
benachbarter Zellen nachweisen. Dies entspricht Etgebnissen anderer Forschungsgruppen
und deutet auf eine interzellulare Expression detekbdimeraen2fl unda3p1 in 14A, 14B und
14C (Larjava et al. 1990; Albelda 1993; Jones etl@83; Shinohara et al. 1999; Ricci et al.
2002). Ursprunglich bestand die Annahme, dass mtiegtinea2f1 und a3B1 in kultivierten
Keratinozyten die Bindung an Laminin und Kollageermitteln (Thomas et al. 1997).
Allerdings sprach das interzellulare Expressiongeruder Integrinketten2, a3 undfl in den
untersuchten Zellen eher fir eine Rolle bei del-Zell-Adh&sion.

Eine homophile interzellulare Bindung d@d-Integrine konnte bisher nicht nachgewiesen
werden (Kim und Yamada 1997). Zellen mit intakt&f1-Integrin-Expression zeigen eine
bessere Zell-Zell-Verbindung, da eine Kommunikatewischena3p1-Integrin und Cadherin-
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abhangiger Zell-Zell-Adhasion besteht (Kreidberg0@0 Chattopadhyay et al. 2003). E-
Cadherine sind Chabhangige transmembranare Zell-Zell-Adh&sionstezep, welche in
Epithelzellverbanden die interzellularen Kontaki@bgisieren (Kramer et al. 2005; Lyons und
Jones 2007). In Karzinomzellen ist die E-CadheriprEssion haufig herunterreguliert (Guarino
et al. 2007). Dies bestéatigten die Untersuchungen 14A, 14B und 14C, die eine
diskontinuierliche Verteilung von E-Cadherin an deflmembran aufwiesen. Dabei zeigte 14C
die ausgepragteste Abnahme von E-Cadherin (Nelsoal. €2007). Ein E-Cadherin-Verlust
korreliert in Karzinomzellen mit einer Entdiffereaming und starkeren Invasivitat (Cavallaro
und Christofori 2004). Wie weiter unten noch auslither erlautert wird, zeigte 14C aulRerdem
die schwachste Expression va8 undpl. Dies steht eventuell im Zusammenhang mit der E-
Cadherin-Reduktion in 14C und belegt die Progressler Entdifferenzierung von 14C im
Vergleich zu 14A und 14B.

Die interzelluléare Integrinexpression Ubernimmtebler mechanischen Verbindung der Zellen
hauptsachlich Aufgaben in der Signaltbertragungaen den Zellen sowie in der Organisation
des Zytoskeletts (Carter et al. 1990; Larjava el@90; Thomas et al. 1997; Chattopadhyay et
al. 2003; Jin und Varner 2004; Janes und Watt 20@6) diese Weise kdnnen die Integrine
entscheidend das Verhalten von Tumorzellen steuern.

So kann bereits das Fehlen einzelner IntegrinéAmfibsung des Zellverbandes fuhren (Larjava
et al. 1990; (Janes und Watt 2006). Bei den vaehelgn Versuchen war di2-Integrinkette an
den Zell-Zell-Grenzen schwécher exprimiert als di& und pBl-Untereinheit. Besonders
ausgepragt war die2-Reduktion in den 14B-Zellen.

Studien an der Mamma-Karzinom-Zelllinie MM5MT zeigt dass der Verlust var231-Integrin

mit dem Verschwinden des epithelialen Phanotypbezgeht und dass2 dem Erhalt eines
differenzierten epithelialen Phanotyps dient (Sdnak 1998). Die Verminderung der2-
Integrinkette konnte demnach mit dem fibroblastegaren Phanotyp der 14B-Zellen im
Zusammenhang stehen.

Versuche an PECA-Zellen zeigen, dass kollagengemesdi2f1-Integrin durch Aktivierung
von RhoA die Migration hemmt. Umgekehrt férdertewinten ndher beschrieben, die Adhéasion
von a3Bl an Laminin-5 die Migration durch Hemmung von Rh@hou und Kramer 2005). Die
morphologischen Ergebnisse, Adhasions- und Invasensuche (persénliche Kommunikation,
Katja Nelson) wiesen auf eine starkere Migratiom #éB-Zellen hin, so dass2p1-Integrin
maoglicherweise aufgrund der Hemmung von RhoA unterai fehlenden Bindungspartner

herunterreguliert wurde.
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Andere Untersuchungen an Adeno- und Pankreaskanzilten zeigten allerdings eine
Beguinstigung des Tumorwachstums durch die Kopptlesz21-Integrins an den epidermalen
Wachstumsfaktor EGF (Yu et al. 2000) und die Fardgr der epithelial-mesenchymalen
Transition durchu2f1-Integrin (Shintani et al. 2008). Die Divergenz &egebnisse verdeutlicht
die Abhangigkeit der Integrinexpression von ZefliduGewebetyp (Guo und Gianotti 2004).
Dies spiegelte sich in den heterogenen Ergebnissan Beziehung zwischen der
Integrinexpression und dem Tumorverhalten widerdém vorliegenden Testreihen wared
und Bl bei den 14C-Zellen schwécher ausgepragt als B& dand 14B. Verschiedene
Untersucher haben den Verlust va3pl-Integrin auf oPECA als Kennzeichen fur die
zunehmende Invasivitat und Entdifferenzierung demarzellen beschrieben (Jones et al. 1993;
Thorup et al. 1998; Ricci et al. 2002). B3B1-Integrin im gesunden Keratinozytenverband die
geordnete mehrschichtige Organisation der Zellemielt, schien es schlissig, dass eine
a3pl-Integrin-Reduktion mit der ungeordneten Prolifiera maligne transformierter PECA-
Zellen zusammenhangt (Janes und Watt 2006). Allgedfanden Shinohara et al. (1999) bei
Zelllinien von oralen Plattenepithelkarzinomen eifitnahme vorn2, a3 und 1 in schlecht
differenzierten Tumoren. Der aktuelle Kenntnisstailder die a3B1-Integrin-gekoppelten
Signalketten spricht fir eine tumorfoérdernde Fumktdes Integrins (Kawano et al. 2001; Zhou
und Kramer 2005; Ghosh et al. 2006), auch wenn einfache Korrelation zwischem3p1-
Integrinexpression und Tumorverhalten bisher nigrgestellt werden konnte.

In der Zelllinie 14B trat ein zusatzliches Expressimuster auf: Die Integrinkette/3 und 1
ordneten sich in punktférmigen Konglomeraten an delirandern und in Zellauslaufern an. Die
punktférmigen Konglomerate sprachen fur ein Clustewon a3p1-Integrin in Fokalkomplexen
bzw. Fokaladh&sionen. Dies setzt die Bindung aereéxtrazellularen Liganden voraus. Im Fall
von a3B1-Integrin ist dies hauptsachlich Laminin-5 (Dogical. 1998; Nishiuchi et al. 2003).
Die Aggregation voru3p1-Integrin in Fokaladhasionen ist somit ein weitéfenweis fir die
autokrine Sekretion von Laminin-5 durch die 14BiZel

Fokaladh&sionen sind Multi-Proteinkomplexe, in densich Integrine und weitere
Signalproteine  zusammenlagern. Extrazellular sinde dFokaladh&sionen an den
Matrixkomponenten verankert, intrazellular bindésm andas Aktinzytoskelett und erméglichen
so die Einflussnahme auf Zellform und —bewegungriiBge et al. 1988, 1997). Die Bindung
von a3p1-Integrin an Laminin-5 und die Aggregation in Flaktn&sionen setzt verschiedene
Signalkaskaden in Gang, die zur Progression maliamore beitragen. Laminin-5-gebundenes

a3pl-Integrin aktiviert z.B. die mitogen-aktivierte deeinkinase (MAPK), welche das
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Wachstum und das Uberleben von Tumorzellen requ{i@onzales et al. 1999). Uber die
Inaktivierung von RhoA fordert Laminin-5-gebundenré&g1-Integrin die Migration von PECA
(Zhou und Kramer 2005). Die Zusammenlagerungo@gd -Integrine in Fokalkontakten erhdht
zudem die Invasivitdt von Krebszellen der Mundsohifut, indem die Sekretion von
proteolytischen Enzymen, wie uPA (urinary-type plasggen activator) stimuliert wird.
Lymphknotenmetastasen treten in diesen Fallen ¢ggwufuf (Ghosh et al. 2002, 2006). Die
gleichférmige Verteilung vom3 undpl sprach fur eine Heterodimerisierung &@p1-Integrin.
Durch die Aggregation in Fokaladh&sionen kdnnteo®fd-Integrin demnach Signale aktiviert
haben, die im weiteren Verlauf in den 14B-Zellea Ausbildung von Zellauslaufern initiierten.
Die Stabilisierung vona3p1l-Integrin-haltigen Zellauslaufern erfolgt Uber déelhasion an
Laminin-5 (Choma et al. 2004). Wie oben erwdhnyriké das Vorhandensein von Laminin-5
zur Auflosung von Zell-Zell-Kontakten, zw3B1-Integrin-abhangigen Zell-Matrix-Interaktion
und zur epithelial-mesenchymalen Transition beaggn haben, was in einer erhdhten
Tumorinvasivitat resultierte (Kawano et al. 200Rje autokrine Sekretion von Laminin-5 stellt
einen Selektionsvorteil maligne transformierter |&@el dar, da dies das Uberleben der
Tumorzellen unabhangig von der Basalmembran eretitglzahir et al. 2003). Im Gegensatz zu
14A und 14C koénnte 14B die einzige Zelllinie saiwelche selbstandig Laminin-5 sezerniert,
denn auch die oben erwahnte Ausbildung von Hemidesmen wurde nur auf der Zelllinie 14B
beobachtet und ist von der Bindung an Laminin-Salgig.

Die Integrinexpression der Zelllinien 14A, 14B ubdiC wurde bislang nicht beschrieben. Diese
zeigte eine Anordnung der IntegrinketteR, a3 und Bl im Bereich der Zell-Zell-Kontakte,
wohingegern6 undp4 die basale Zellseite bevorzugten. Zusétzlich wamegrinkonglomerate
im Bereich der Zellauslaufer nachweisbar. Im weite¥erlauf wurde untersucht, ob Ostrogen

und seine Antagonisten Veranderungen in der Imtaggpragung hervorrufen.

5.3 Einfluss von Hormonen auf die Integrinexpression

5.3.1 Ostradiol

Untersuchungen von Nelson et al. (2008) zeigterss dastradiol das Wachstum und die
Adhasion der Zelllinien 14B und 14C hemmt. Die Apglung der Zellen an die extrazellulare
Matrix und das Zellwachstum hangen eng miteinamdeammen. Da Integrine entscheidend an
der Zell-Matrix-Adh&sion beteiligt sind (Janes uthtt 2006), besteht die Moglichkeit, dass
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Ostradiol uber Alterationen der Integrine Einfluss Wachstum und Adhésion nimmt. In den
durchgefuhrten  Untersuchungen veranderte Ostradioéi keiner  Zelllinie  die
Oberflachenexpression der Integria, a3, a6, 1 undp4. Dagegen reduzierte Ostradiol in der
Zelllinie 14B die Menge afi1l-mRNA (Nelson et al. 2008).

Normalerweise resultiert eine verminderte Integanskription in einer herabgesetzten
Proteinsynthese. Denkbar ist, dass die Oberflacipeassion durch die Stabilitat der Integrine
oder die Rekrutierung von Integrinen aus einempgmatischen Pool Uber eine gewisse Zeit
aufrechterhalten blieb (Ning et al. 2007). Dannrféldie Behandlungsdauer von 22 Stunden zu
einer verminderten Transkription v@d, doch fir Effekte in der Oberflachenexpressiomena
langere Applikationszeiten notwendig gewesen. Diachvgtumshemmende Wirkung von
Ostradiol setzte ebenfalls erst am 4. Behandluggsita (Nelson et al. 2008), was ein weiterer
Hinweis auf die verlangerte Reaktionszeit zwisch&tedikamentenadministration und
Wirkungseintritt war.

Sollte eine prolongierte Behandlungszeit die OBelfenmenge apl drosseln, hatte dies eine
herabgesetzte  Zell-Matrix-Adhasion zur Folge gehabpl ist der einzige
Heterodimerisierungspartner der Integrinkettéh und a3. Ein f1-Mangel resultiert somit in
einer verminderten Affinitat zu Kollagen und LammnDie Adhasionsminderung an Laminin-1
nach Ostradiolbehandlung wurde bereits nachgewi@éelison et al. 2008).

Moglich ist auch, dass die verminderfd-Transkription die Integrinfunktion trotz der
unveranderten Integrinoberflachenexpression be®hntigte. Eine Voraussetzung fir das
Uberleben von Zellen ist die Adhasion an die exllazre Matrix und die integrinvermittelte
Zell-Matrix-Kommunikation. So fuhrt eine vermindefil-Integrinexpression bzw. —funktion in
Brustkrebszellen zu einer verstarkten Apoptose (@abka et al. 2001). Ob die Ostradiol-
induzierte Abnahme vofil-mRNA fir den Patienten von Vorteil im Sinne eiverstarkten
Apoptose der Tumorzellen oder eher von NachteilSinrme einer erleichterten Metastasierung
durch Ablosung der Karzinomzellen vom Zellverbasti imissen weitere Untersuchungen

klaren.

5.3.2 1CI1 182,780

Nach Zusatz von ICI fand in den 14C-Zellen eine oRalisation dera6-Integrinkette in
Hemidesmosomen statt, ohne dass dies von quarditaib-Veranderungen begleitet wurde.
Der topographische Wandel war somit vermutlich oftlulationen im funktionellen Status des
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a6-Integrins  zurtckzufihren. Diese kbnnte im Zusamma@g mit einer vermehrten
Transkription vonpl-mRNA stehen (Helmstaedter 2006). Es gibt Hinwerdass diepl-
Integrine sich an der Formierung von Hemidesmosoretgiligen. Der zugrundeliegende
Mechanismus ist bisher nicht erforscht. Diskutigntd eine Beteiligung vorm3p1-Integrin an
der basalen Lokalisation vona6p4-Integrin, z.B. durch die Bildung von ,pra-
hemidesmosomalen® Clustern, welche als Vorlagedigr Ansammlung von Hemidesmomen
dienen (Sterk et al. 2000). Unerwarteterweise &ildte vermehrte Transkription deH-
Integrins zu keiner Zunahme der Oberflachenexpras&enkbar ist, dass die Translation in das
fertige Protein unterbrochen war. Die Verschiebutgr o6-Integrinkette liel3 allerdings
vermuten, dass die vermehiid-Transkription bereits Signalketten in Gang setdie zur
Reformierung von hemidesmosomalen Strukturen fahrte

Ebenso denkbar sind andere Mechanismen, durch evel@ die Formierung von
Hemidesmosomen forderte:

Die Behandlung von Karzinomzellen mit EGF bewirlg Mobilisierung vonu6p4-Integrin aus
Hemidesmosomen in diffuse Verteilungsmuster unchb&ttige Motilitatsstrukturen (Mercurio
und Rabinovitz 2001; Santoro et al. 2003; Wilhelmseal. 2007). Zwischen dem ER und dem
EGF-Rezeptor besteht ein ,crosstalk”. IClI kénntectiudie komplette Blockade aller ER-
Aktionen die Wirkung von EGF unterbinden (HowellOB) und so die Redistribution ve34-
Integrin in hemidesmosomale Strukturen induzieren.

Ahnliche Effekte treten nach Behandlung der Brudikeelllinie MDA-MB 231 mit TGR1
(transforming growth factdsl) auf: Die Rekrutierung von6p4-Integrin in diskreten peripheren
hemidesmosomalen Strukturen geht mit einer geramgérvasivitat der Zellen einher (Jones et
al. 1997). TGH1 ist ein Zytokin, dem proliferationshemmende Esgraften zugeschrieben
werden. Fur Tamoxifen ist bereits eine T@Hnduzierende Wirkung auf Tumoren des Kopf-
Hals-Bereichs nachgewiesen (Tavassoli et al. 20D@yegen sind fur ICI bisher nur TGHE-
abschwachende Effekte auf Astrozyten beschrieb&ar{@apani et al. 2005). Eventuell aktiviert
ICI in Abh&ngigkeit vom Zelltyp die TGB1-Expression und erreicht auf den 14C-Zellen eine
Wiederherstellung von stabilen Hemidesmosomen urelRroliferationshemmung.

Auch der Zusatz von Laminin-5 fordert die Relokalisn von a6p4-Integrin in
Hemidesmosomen (Baker et al. 1996; Geuijen und &drerg 2002). Es wurde bereits
nachgewiesen, dass ICI die Adhasion von 14C an hiardi reduziert (Nelson et al. 2008).
Moglicherweise moduliert ICI die Produktion der Makomponenten. Jedoch ist die Wirkweise
von ICI auf oPECA bislang ungeklart.

46



Diskussion

Auffallig war, dass dig4-Integrinketten sich nach ICI-Administration nidht gleichen MaRRe
in hemidesmosomalen Strukturen einfanden, wie abelntegrinuntereinheiten. Es waren
lediglich ansatzweise polarisierte basale Clusti&erebar. Eventuell hatte auch hier eine
langere Behandlungszeit geholfen, eine ausgepgeformierung von Hemidesmosomen zu
induzieren.

Vor dem Hintergrund, dass ICI in den 14C-Zellen @m@nskription vonf1-mRNA erhoht
(Helmstaedter 2006), ist die Dissoziation dép4-Integrins denkbar. Die Integrinkeé kann
sowohl mitp4 als auch mifl Heterodimere bilden. Eine Verschiebung w@f4 zua6pl hat
nachhaltigen Einfluss auf dass Zellverhalten, zdBrch den Austausch des extrazellularen
Liganden, Formierung anderer Adhasionskomplexe Modulationen in der Ausbildung von
Motilitatsstrukturen (Dogic et al. 1998; Nishiuatial. 2003).

Vielfach wird a6B1 mit vermehrter Migration und Invasion in Zusamimamg gebracht, da es
die Transkription des angiogenesefordernden VEG&saqwar endothelial growth factor)
stimuliert (Chung und Mercurio 2004) und mdglicherse die Bindung an Laminin-ummantelte
Strukturen, wie Gefal3e und Nerven, unterstitzt tgsora et al. 1995; Davis et al. 2001). Orale
PECA-Zellen nutzem6B1 zur Migration an Laminin-1 (Zhang et al. 1996a [ZI hingegen die
Adhasion von 14C an Laminin-1 reduziert (NelsomleR008), ist die Heterodimerisierung von
a6p1 und die damit verbundene Zunahme der Maligni&tahnrscheinlich.

Die Dissoziation vonu6p4-Integrin kann durch verminderte Zell-Matrix-Ind&tion zu einer
Ablésung der Zellen von der Unterlage fiihren. Dkéante im programmierten Zelltod — der
Apoptose — enden. Fur Brustkrebs ist bereits diep@mseinduzierende Wirkung von ICI
nachgewiesen (Ellis et al. 1997), indem ICl die tBgse apoptosesupprimierender
zytoplasmatischer Proteine aus der bcl-2-Familienthe (Diel et al. 1999). Uber eine
Modulation der Signalkaskaden kann ICI somit dienkion und Expression der Integrine
verandern und die Apoptose fordern. In Versuchenr ZApoptoseinduktion und
Integrinexpression lasst sich diese Mdglichkeitesten.

Auf der Zelllinie 14B waren immunfluoreszenzmikrogksch nach Zusatz von ICI keine
Anderungen der Integrinkettar6 undp4 sichtbar. Allerdings veranderte sich die Anordmun
von a3 und Bl: Wahrend sie in unbehandelten 14B-Zellen haupt&dc punktférmig in
Fokaladh&sionen an der Zellmembran und auf deretazgllauslaufern vorkamen, verteilten
sich a3 und B1 nach der ICI-Behandlung bandformig an den Zell-Geenzen. Die
Pseudopodien zeigten kaum noch positi@e undp1-Signale. Die mit ICI behandelten Zellen

bildeten einen ortsstandigen Zellverband. In deribernimmt das Integrin3f1-Integrin sehr
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widerspruchliche Aufgaben in der Zellorganisati@s. reprasentiert neben dem Integiubp4
den einzigen Laminin-5-Liganden in der Basalmembr&denn sich a3p1-Integrin in
Fokaladh&sionen an Laminin-5 heftet, entwickeln dedlen einen migratorischen Phé&notyp.
Verschiebt sicha3pl-Integrin an die Zell-Zell-Grenzen, Ubernehme6p4-Integrin-haltige
Hemidesmosomen die Adhasionen an die Basalmembwvas, eher dem Phanotyp einer
.;fuhenden Zelle* entspricht. Das IntegruBpl tréagt somit je nach Funktionszustand und
extrazellularem Liganden sowohl zur Zelladhasiaalch zur Zellwanderung bei (Abbildung
5.1) (Kawano et al. 2001; Giannelli et al. 2002p@ia et al. 2004).

ICI konnte also das Tumorverhalten beeinflusserdenm es Lageanderungen und eine
Dissoziation der Integrinkettes2, a3, f1, a6 undp4 induziert. Hier sind weitere Studien mit
Doppelfarbungen sinnvoll, um einen Transfer derednine a6p1, a6p4, o381 und adl
aufzudecken (Garzino-Demo et al. 1998; Guo und ¢#Nn2004). Von Interesse sind zudem
Studien, die klaren, inwiefern ICI die ProduktioonvMatrixkomponenten moduliert.

In der Zelllinie 14A induzierte ICI keine Anderungen der Integrinexpression. Gleiche
Ergebnisse lieferten die Versuche zur Integrinkkeption mittels Northern Blot und zur
Integrinquantifizierung mittels Flowzytometrie. DiglA-Zellen exprimieren hauptséchlich den
ERB (Nelson et al. 2008). Eventuell wurden die fir 14B8d 14C-Zellen beschriebenen ICI-
induzierten Integrinveranderungen Uber derwBERrmittelt. Urspringlich wurde angenommen,
dass ICI den E& vollstandig blockiert (Osborne et al. 2000). Jéd&onnte gezeigt werden,
dass ICI am ER die Transkription verschiedener Gene stimulieie das Zellverhalten
beeinflussen (Wang et al. 2004). Dies konnte eeklarwarum ICI in den EdRpositiven
Zelllinien 14B und 14C mehr Integrinvariationen Varuft als in den ER-negativen 14A-
Zellen.
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Abbildung5.1: Modell fiir die Rolle vor3p1-Integrin in 14B und 14C wahrend der Migration) (A migrierenden
Keratinozyten ordnet siclu3pl-Integrin in Fokaladh&dsionen an und steuert dieluBig und Bewegung der
Zellauslaufer. (B) Bei Migrationshemmung (eventwhlrch ICI oder Tamoxifen) verlagert sial3f1-Integrin an
die Zell-Zell-Grenzen und stabilisiert den Zellvaril. (In Anlehnung an Choma et al. 2004)

5.3.3 Tamoxifen

In 14B verlagerten sich nach Tamoxifenapplikatiae thtegrinkettena3 und 1 von den
Fokaladh&sionen und Pseudopodien an die Zell-Z&hzen. Die Veranderungen ahnelten den
bei ICI beschriebenen Verschiebungen ved und pl. Moglicherweise waren &hnliche
Regulationsmechanismen beteiligt, da IClI und Tameoxibeide den Ostrogenrezeptor

blockieren. Allerdings hemmt ICI 6strogene Wirkung&omplett (Osborne et al. 2004),
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wohingegen Tamoxifen ein partieller Ostrogenrezepttagonist ist und tiber den &Rum Teil
ostrogene Wirkungen vermittelt (Paech et al. 199if et al. 2007).

Parallel war nach Tamoxifen-Administration die Tsnption derpl-Integrinuntereinheit auf
den 14B-Zellen herabgesetzt. Ebenso verminderteadist die f1-mRNA-Level (Nelson et al.
2008). Da dieser Effekt nur bei der &Rositiven Zelllinie 14B auftrat, schienen Ostrddiad
Tamoxifen ostrogenagonistisch die Wirkung Uber BBa zu vermitteln. Eine wichtige Aufgabe
des ER liegt in der Modulation des ER(Paech et al. 1997; Howell 2006). Daher schien die
Anwesenheit des BRvor der Transkriptionsminderung v@ad zu schiitzen, denn bei den[ER
haltigen Zelllinien 14A und 14C fihrte die Behanwjumit Ostrogen und Tamoxifen zu
keinerlei Verdnderungen der Integrine auf Trangiams- und Proteinebene.

Alternativ wére die Beteiligung von membranaren étgaren mdglich, welche Steroiden
schnelle, nicht-genomische Effekte erlauben. Digsemitteln u. a. eine ER-unabhéangige
agonistische Wirkung von ICI und Tamoxifen (Thoreasl. 2005).

Eventuell war in den 14B-Zellen die Herunterreguirgy derpl-Integrin-mRNA verantwortlich
fur die verdndertea3- und P1-Distribution unter Tamoxifen. Gleichzeitig zeigtdie
Flowzytometrie eine signifikant@€3-Abnahme nach Tamoxifenbehandlung (Nelson etCil8R

In Plattenepithelkarzinomen der Vulva vermindenegil-Reduktion dien3-Expression. Dies
mag damit zusammenhangen, da3hne seinen Heterodimerisierungsparfifeinstabil wird
(Brockbank et al. 2005). Die Verschiebung wihundpl aus den Zellauslaufern an die Zell-
Zell-Grenzen konnte im fehlenden Nachschub d8gl-Integrins begrindet sein. Ob dies
Ausdruck einer verminderten Migrationsfreude bzw.alighitat ist, muissen weitere

Untersuchungen klaren.

5.3.4 Divergente Integrinexpression unter hormoneller Modilation

Unter Zugabe von Ostrogen, ICI und Tamoxifen veeditmh sich die Integrinmuster der
Zelllinien 14A, 14B und 14C. Dies liel3 einen Eirsfunormoneller Regulationsmechanismen auf
oPECA vermuten. Allerdings variierten die Integtiaeationen erheblich zwischen den
Zelllinien, was in ihrem unterschiedlichen Phandbggrindet liegen mag.

Dies wird durch die abweichenden klinischen Beohauen zur Wirkung von Ostrogen im
Mundbodenbereich bestatigt: Einige Untersucherdangtologisch fassbare Veréanderungen an
der Mundschleimhaut wahrend des weiblichen Zykkreifag et al. 1971) und hyperplastische
Zahnfleischveranderungen bei jeder flinften bisteielschwangeren Frau (Beck 1977). Lokale

50



Diskussion

Ostradiol-Praparate sollen die Proliferation vorroglischer Mundschleimhaut anregen
(Felgentreff et al. 1980). Andere Studien konnteging& Effekte von Ostrogen auf die
Mundschleimhaut (Pisanty et al. 1975) und keine lusdbhangigen
Mundschleimhautveranderungen nachweisen (Leimottiven et al. 1997).

Ein Zusammenhang mit dem Ostrogenrezeptorstatusmisglich. Die drei untersuchten
Zelllinien weisen einen unterschiedlichen Gehal&&x und ER auf (Nelson et al. 2007). Aus
der Existenz zweier verschiedener Ostrogenrezaptolassen sich die mitunter
widerspriichlichen pharmakologischen Wirkungen vastréyenantagonisten in Abhangigkeit
vom Zelltyp und der Konzentration erklaren (Kuipgmd Gustafsson 1997). Dieses Modell
belegt eindrucksvoll, dass selbst Rezidive einesgaAngstumors eine divergente ER-Expression
und unterschiedliche Reaktionsweisen auf Hormontdibhag aufweisen. Somit ist es sinnvoll,
bei  Versuchen mit  selektiven Ostrogenrezeptormadida (SERMS) den
Ostrogenrezeptorstatus auf den Zelllinien zu besigbkigen.

Auch in der Literatur werden die Wirkungen der Astrogene widersprichlich beurteilt. Selbst
bei Studien zur Wirkung von Antidéstrogenen an derchen Zelllinie MCF-7 unterscheiden sich
die Ergebnisse hinsichtlich der Fahigkeit, Apoptaseinduzieren. Daher werden mehrere co-
existierende Signalverarbeitungswege angenommea, diirch Antidstrogene aus bisher
ungeklarter Ursache in Gang gesetzt werden. Vore@®edg sind eventuell unterschiedliche
Phanotypen einer Zellart (Diel et al. 1999) sovaaegulierende Proteine, die in Assoziation mit
dem Ostrogenrezeptor divergierende Antworten aasl@uiper et al. 1998).

Beispielsweise wird durch eine Interaktion des H&fzeptors mit dem ER die MAPK
stimuliert, was die Proliferation von Karzinomzell&rdert (Fan et al. 2007). Karzinome der
Mundschleimhaut besitzen EGF-Rezeptoren (Hiraishi.e2006). So konnten in vivo Ostrogen
und seine Antagonisten Uber die Modulation von Vgagahsfaktoren orale Tumorzellen
beeinflussen.

Zusatzlich konnte das Wachstumsstadium der Zeilen Rolle spielen. Dieser Einfluss sollte in
dieser Arbeit weitestgehend ausgeschaltet werdelem Préparate mit einer Passage zwischen
10 und 15 sowie einer vergleichbaren Zelldichteseiven 80% und 90% Anwendung fanden.
Fur eine direkte Wirkung von Steroidhormonen ankeielle ist die Expression von hochaffinen
Rezeptoren notwendig. Die Gebarmutter, die einsgips Ostrogenzielgewebe ist, sowie
Brusttumorzellen enthalten einige Tausend hochaffi®strogenrezeptoren pro Zelle.
Immunhistochemisch steht der Nachweis von Ostregemtoren auf der Mundschleimhaut aus.

Daher ist ungeklart, ob Ostrogen und seine Antageni trotz des Vorkommens von
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Ostrogenrezeptor-mRNA von der Mundschleimhaut levanter Hohe gebunden werden, denn
die Bestatigung von Ostrogenrezeptor-mRNA garanti@ht zwangslaufig die Translation in
das Protein (Leimola-Virtanen et al. 2000). Mit dEntdeckung von non-genomischen
Steroidwirkungen Uber Membranrezeptoren er6ffneh sieitere Moglichkeiten, wie dstrogene
Wirkungen moduliert werden koénnen (Thomas et al.0530 Die geschilderten
Integrinveranderungen unter ICI und Tamoxifen deuggundsétzlich darauf hin, dass die
untersuchten Zelllinien dstrogenen Regulationsmasha@en unterliegen.

Versuche an Zellkulturen erlauben erste Aussagendids Verhalten von Tumorzellen aufgrund
der standardisierten Versuchsbedingungen und desselen Verfligbarkeit gegentber
physiologischem Gewebe aus Mundbodentumoren. Mehgleder urspringlichen Tumorzellen
in vivo mit den Langzeitzelllinien in vitro ergeb&eine wesentlichen Abweichungen bezlglich
der Tumoreigenschaften. Daher besteht Grund zu Adamahme, dass die beobachtete
Integrinauspragung auf den Zelllinien den in viverNaltnissen entsprechen (Lansford et al.
1999). Wie aber anhand der Kooperation zwischen BBnund dem EGF-Rezeptor geschildert,
bildet in hoheren Organismen nicht die einzelne leelsondern das Gewebe eine
Funktionseinheit. Alterationen der Integrinexpressiinter hormoneller Modulation kénnten im
Tierexperiment sichtbar werden. Die in vitro besshenen Integrinveranderungen unter
hormoneller Modulation zeigen, dass SERMs Tumoress dMundbodens beeinflussen.
Insbesondere ICI fuhrt zu verschiedenen Integenalionen. Weitere Untersuchungen miussen
klaren, ob sich diese Effekte bei der Behandlung Mundbodentumoren nutzen lassen. Dabei
sollten langere Behandlungszeiten und die Abhamgigkom ER-Status Berticksichtigung
finden.
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6 Zusammenfassung

Integrine sind Adhéasionsproteine in der Membran ¥Zelen, die intrazellular an das Zytoskelett
und extrazellular an die Matrixkomponenten bindirdlem sie sich an der Zelladhasion und
Signalibertragung beteiligen, nehmen sie Einflugsdée Proliferation, Differenzierung und
Migration von Zellen und damit auf eine geordnetei&ion im Gewebeverband. Maligne
Tumoren sind durch unbegrenztes Wachstum, Migratioth Invasion gekennzeichnet. Auch
daran beteiligen sich die Integrine, indem ihre hégspionsmuster in den Tumorzellen
abgewandelt sind. In der vorliegenden Arbeit wulde Frage nachgegangen, ob Ostradiol und
seine Antagonisten ICI 182,780 (ICI) und Tamoxitha Integrinexpression verandern und auf
diese Weise das Tumorverhalten beeinflussen kdnnen.
Hierzu wurden die Auspragung und Modulationsmédieten der Integrinkettea2, o3, a6, p1
undp4 auf drei rezidivierenden Zelllinien des Mundbosl€iM-SCC-14A (14A), UM-SCC-14B
(14B) und UM-SCC-14C (14C) unter dem Immunfluoregzeikroskop untersucht.
Die Integrinkettena2, a3 und Bl traten hauptsachlich an den Zell-Zell-Grenzen Auwff den
14B-Zellen waren sie zusatzlich in Fokaladhasiomet an der Membran von Pseudopodien zu
beobachten. Die Integrinkettex® undp4 kamen basal und in Zellauslaufern zur Darstellung
Dabei warena6 und f4 auf den 14A und 14C-Zellen diffus-basal vertetahrend die
Integrinketten auf den 14B-Zellen in hemidesmosem&trukturen polarisiert waren.
Die Behandlung mit ICI fuhrte auf der Zelllinie 144 einer Polarisierung der Integrinkedi®
in hemidesmosomalen Strukturen.
Unter dem Einfluss von 5 puM Tamoxifen und ICI ergsich auf den 14B-Zellen eine
Umverteilung voru3 undf1 von den Fokaladh&sionen zu den Zell-Zell-Grenzen.
Aus den durchgefiihrten Versuchen ergaben sichridig&chlussfolgerungen:
1. Die hormonelle Behandlung von Karzinomzellen desndhodens kann zu Alterationen
der Integrinmuster der Integringpl unda6p4 fuhren.
2. Die Integrinexpression ist durch ICI und Tamoxifeariierbar. Dies konnte ein
Mechanismus fir die tumorhemmende Wirkung der Atit@gene sein.
3. Die Alteration der Oberflachenexpression korredienicht mit einer im Rahmen einer
weiteren Dissertation gefundenen Veranderung damskription.
4. Hobhere Konzentrationen der Antiostrogene (®/4) flhrten zu ausgeprégteren

Anderungen in der Integrinexpression.
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Weiterfihrende Untersuchungen zur Wirkung anti@s&ner Agenzien in oPECA sollten ein
besonderes Augenmerk auf den OstrogenrezeptorstiusTumorzellen und den Einsatz

hochdosierter Antiéstrogene richten.
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