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Sonne tanken ohne Risiko

Der Einfluss von spezifischen Monocarboxylattransportern auf die Melanom-

zellmotilitat

Im Jahr 2008 erkrankten in Deutschland etwa 18.000 Menschen an Hautkrebs. Die Entstehung dieser
Krankheit ist ein vielschichtiger Vorgang, bei dem langst noch nicht alle Zwischenschritte und Einzel-
komponenten bekannt sind. In dieser Arbeit wurden spezifische Rezeptoren auf Hautkrebszellen unter-
sucht. Durch deren Blockieren konnte die Metastasierungsrate verringert werden.

1 Einleitung

Alle sieben Jahre sind wir zellbiolo-
gisch ein neuer Mensch. Pro Sekunde
baut der menschliche Kérper ungefihr
40 Millionen Zellen ab und ersetzt sie
durch neue Zellen. Alle zehn Jahre wird
unser Skelett durch neue Zellen ersetzt,
alle zwei Jahre die Leber und unsere
Haut erneuert sich sogar alle zwei Wo-
chen [12]. Jeder Schritt der Zellteilung
unterliegt dabei der Kontrolle durch
unseren Organismus.

Die gesunden Zellen unseres Kérpers
regenerieren sich nur in dem Maf,
indem es fiir den Kérper sinnvoll ist.
Sind Zellteilung und Zellwachstum
fehlgesteuert, entsteht Krebs. Krebszel-
len teilen sich unbegrenzt [2]. Sie wu-
chern und kénnen zu bésartigen Ge-
schwiilsten (Tumore) heranwachsen. Es
ist moglich, dass einzelne Tumorzellen

dann durch die Lymph- und Blutbah-
nen im menschlichen Kérper in andere
Korperteile verschleppt werden. Dort
kénnen sie Tochtergeschwiilste, die so-
genannten Metastasen, bilden [4]. Es
ist bekannt, dass eine Alkalinisierung
von Zellen, also ein erhéhter pH-Wert
in den Zellen, zu einer Erhéhung des
Risikos der Umwandlung in Tumor-
zellen und zur Erhéhung der Metasta-
senbildung fithrt [15]. Das Ziel meiner
Arbeit war es, eine Ursache fiir diese
rasche Metastasenbildung von Haut-
krebszellen zu finden.

Zur Steuerung und Einstellung ih-
res pH-Wertes sind in den Zellen be-
stimmte Proteine und Proteinkomple-
xe vorhanden. Als Transporter bringen
diese Proteinstrukturen Stoffe, die den
pH-Wert beeinflussen, in die Zelle hi-

nein bzw. aus der Zelle heraus. In der

Arbeit wurden zwei Typen von Trans-
portern fiir Monocarboxylate niher un-
tersucht. Zunichst wurde die Existenz
dieser Transporter in den Hautkrebs-
zellen nachgewiesen. Anschlieffend er-
folgte die spezifische Lokalisation der
Transporter mittels einer Fluoreszenz-
firbung in den Zellen. Mit Hilfe der
Videomikroskopie wurde die Motilitit
der Hautkrebszellen als ein Anhalts-
punke fiir das Metastasierungsverhalten
in Abhingigkeit von der Aktivitit der
lokalisierten Transporter untersucht.

Auf Grund der experimentell ermittel-
ten Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
kénnten neue Ansitze zur Therapie des
Hautkrebs’ entwickelt werden. Neue
Medikamente, die die untersuchten
Transporter blockieren, kénnten zu ei-
ner Verringerung der Metastasierungs-
rate fithren. Damit wire es moglich,



die momentan existierenden Chemo-
und Bestrahlungstherapien um eine
speziell auf die Zellen ausgerichtete
neue Therapieméglichkeit zu erginzen
und den fortgeschrittenen Hautkrebs
in naher Zukunft sogar vollstindig hei-
len zu kénnen.

2 Entstehung von Metastasen

Die Ausbreitung von Krebszellen im
Korper (Prozess der Metastasenbil-
dung) ist die Haupttodesursache bei ei-
ner Krebserkrankung. Von besonderer
Wichtigkeit beim Prozess der Metasta-
sierung ist die Adhisions- und Migrati-
onsfihigkeit der Hautkrebszelle. Unter
Adhision versteht man in der Zell-
biologie das Anheftungsverhalten der
Zellen an die Gefiflwand. Damit die
Tumorzelle zur Metastasenbildung aus
dem Blut- und Lymphfluss in das Ziel-
gewebe eindringen kann, muss sie sich
an die Blut- oder Lymphgefifiwand des
Zielgewebes anheften. Hierbei verin-
dert sich die Zellform. Im Blut- oder
Lymphstrom liegt die Zelle kugelfor-
mig vor. Haftet die Zelle an der Gefif3-
wand des Zielgewebes an, vergroflert
sie ihre Fliche und flacht ab. Es bilden
sich Scheinfiifichen aus, sogenannte

Pseudopodien [16].

Mict Hilfe der Pseudopodien fithren die
Zellen eine aktive Bewegung aus, die
sogenannte Zellmigration, und kénnen
damit aus dem Blut- oder Lymphgefifl
in das Zielgewebe eindringen (siche

Abb. 1).

Eine Ursache der ungewdhnlichen
Beweglichkeit der Hautkrebszellen
wird in bestimmten Verinderungen
im Stoffwechsel der Zellen vermutet.
Durch das Herausschleusen von H*-
Ionen kommt es zu einer Erniedri-
gung des extrazelluliren pH -Wertes.
Dadurch wird zugleich eine Erhéhung
des intrazellulidren pH -Wertes erzeugt.
Dies sorgt unter anderem auf Grund
der pH-Wert-abhingigen Matrixmetal-
loproteasen fiir eine bessere Beweglich-
keit und fiihrt zu einer Erhéhung der
Metastasierungsrate der Hautkrebszel-

len [13], [17].

In dieser Arbeit wurde das besondere
Augenmerk auf die Monocarboxylat-
transporter (MCT) gelegt. Als pH-
Wert-regulierende H*-Ionen-Transpor-
ter kénnten sie besonderen Einfluss auf

Zelle im Blutstrom

/
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Abb.1: Schema der Zelladhdsion und Zellmigration einer Hautkrebszelle.

die Beweglichkeit und das Metastasie-

rungsverhalten der Hautkrebszellen

haben.

3 Monocarboxylattransporter (MCT)
Als MCT bezeichnet man Protein-
strukturen, die in den Zellmembranen
von Wirbeltieren vorkommen. Bisher
konnten 14 verschiedene Typen von
MCT in menschlichen Zellen identi-
fiziert werden. Wie der Name schon
sagt, haben sie die Aufgabe, die Mo-
nocarboxylate in die Zelle hinein oder
aus der Zelle hinaus zu bringen. Mo-
nocarboxylate sind chemische Verbin-
dungen, die nur eine Carboxygruppe

(-COOH) vorweisen [9]).

Die Hautkrebszellen gewinnen ihre
Energie, die sie fiir weitere Zellteilun-
gen nutzen kénnen, unter anderem aus
dem Prozess der anaeroben Glykolyse.
Hierbei wird Glucose unter Freisetzung
von Energie in Form von Adenosintri-
phosphat (ATP) zu Laktat abgebaut.
Durch eine kontinuierliche Energie-
gewinnung kommt es in der Zelle zu
einer Anreicherung von Monocarbo-
xylaten, wie beispielsweise Laktat [6].
Eine Anreicherung von Laktat senkt
den intrazelluliren pH -Wert stark und
kann sogar zum Erliegen der anaeroben
Glykolyse und damit der ATP-Pro-
duktion fithren [3]. Um nun aber die
Energiegewinnung durch die anaerobe
Glykolyse aufrecht erhalten zu kénnen,
einen iibersiuerungsbedingten Zelltod
zu verhindern und der rapide anstei-
genden Lakratkonzentration entgegen
zu wirken, muss das iiberschiissige Lak-
tat aus den Zellen hinaus transportiert
werden [1].

Dieser Prozess wird mit Hilfe der MCT
bewerkstelligt. Die Isoformen MCT 1,

MCT 2, MCT 3 und MCT 4 sind fiir
den H*-Transport durch die Zellmem-
bran verantwortlich. So transportiert
MCT 2 beispielsweise Monocarbo-
xylate im Symport mit H*-Ionen in die

Zelle hinein [8], [14].

4 Nachweis von MCT auf Hautkrebs-
zellen

Bei den Untersuchungen wurde mit
den Hautkrebszellen der Zelllinie MV3
gearbeitet. An dieser Hautkrebszelllinie
wurden die MCT bisher noch nicht
untersucht. Falls die MV3-Zellen einen
bestimmten MCT-Typ haben, muss
dieser durch die DNA codiert sein. Mit
Hilfe der Polymerasekettenreaktion
(PCR) und der anschliefenden Agaro-
segelelektrophorese wurden erstmalig
MCT-Isoformen in MV3-Zellen nach-
gewiesen. Es wurden die beiden MCT-
Typen MCT 2 und MCT 8 gefunden.

Bei der PCR werden spezifische DNA-
Sequenzen vervielfiltigt. Anhand dieser
DNA-Replikation kénnen kurze, genau
definierte Teile der zu untersuchenden
MCT-DNA-Sequenzen kopiert werden
(siche Abb. 2 Seite 46). Hierfiir wird
die DNA der MV3-Zellen als Vorlage
benotigt. Ebenfalls braucht man zwei
verschiedene Primer. Die Primersequen-
zen werden dabei so gewihlt, dass sie
komplementir (passgleich) zur zu ver-
vielfiltigenden MCT-Typ-DNA sind.
Die beiden Primer schliefSen dabei die
gewiinschte MCT-DNA-Sequenz zwi-
schen sich ein. Zusitzlich wird eine
hitzestabile Tag-Polymerase verwandt.
Dies ist ein Enzym, welches passen-
de  Desoxyribonucleosidtriphosphate
(dANTP’s) an die Primer ansetzt und so-
mit den Abschnitt zwischen den Primern
auffiillt. Zuerst wird die MV3-Zell-
DNA bei ungefihr 95 °C denaturiert.
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Jugend forscht

ACOGTTAAGCTCICTICGA AGCTAGCTAGATCOCCAGAGAGAATT
TGGCAATTCGAGAGAGCT TOGATCGATCTAGGGGTCTCTICTTAA
95 °C
ACOGTTAAGCTCTCTOGA AGCTAGCTAGATCCCCAGAGAGAATT
TGGCAATTCGAGAGAGCT A TOGATCGATCTAGGGGTCTCTCTTAA
Primeranlagerung
ACCGTTAAGCTCTCTCGA AGCTAGCTAGATCCCCAGAGAGAATT
TGGCAATTCGAGAGAGCT  TOGATCGATCTAGGGGTCTCTCTTAA
Erginzeng durch Tag-Polymerase
ACCGTTAAGCTCTCTCGA S TAGCTAGCTAGATCCCCAGAGAGAATT
—— GAGAGAGCT CTCGCGA Tag-Po =
C—Tag-P GCGCT AGCTAGCT =——o
TGGCAATT GAGCT TGGATCGATCTAGGGGTCTCTC‘ITM
erginzte Stringe erganzte Stringe
TMGCT 'I'.'T‘-':'GJ-'!- oL GAGCGCTAGCTAGCTAGATCC
ATTCGAGAGAGCTCTOGOGA TCGATCGATCTAGG
TAAGCTCTCTCGA GAGCGCTAGCTAGCTAGATCC
Wisderholung Wiaderholung dar
der Schritte Sehritts
GAGOGCT
ATTOGAGAGAGCTCTOGOGA . TOGATCGATCTAGG

gesuchte MCT Sequenzen $

Abb. 2: PCR im Schema.

So werden die Wasserstoffbriickenbin-
dungen zwischen den einzelnen Des-
oxyribonukleotiden
liegen nun Einzelstringe vor. Im zwei-
ten Schritc kommt es zur Anlagerung
der Primer. Jeder der beiden Primer
lagert sich an den passenden komple-
mentiren Bereich seines Einzelstrangs
an. Als dritter und letzter Einzelschritt
folgt die DNA-Synthese [7]. Durch die
Primerverlingerung entstehen wieder
neue Teil-DNA-Stringe. Durch die
20bis40 fache Wiederholung dieser
Einzelschritte vervielfiltigt sich die ge-
wiinschte MCT-Sequenz also um den
Faktor 2% bis 2.

aufgetrennt.  Es
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Sind die gesuchten MCT-Typen auf

der MV3-Zell-DNA codiert, bindet
der spezifische MCT-Typ-Primer an
sie. Die MCT-Sequenzen werden ver-

doppelt. Sind die MCT-Typen nicht

Abb. 3: Agarosegel, Nachweis von MCT 2 und MCT 8 in MV3-WT-Zellen.

codiert, bindet der Primer nicht und es
findet keine Vervielfiltigung der MCT-
Sequenzen statt. Um herauszufinden,

welche MCT-Sequenzen von den Zel-
len codiert und bei der PCR damit re-
pliziert wurden, erfolgte eine Agarose-



gelelektrophorese. Hierbei macht man
sich das Prinzip der Wanderung gela-
dener Teilchen im elektrischen Feld zu
Nutze [15]. Die fiir MCT codierenden
Genabschnitte haben eine gewisse Lin-
ge (Nukleotidanzahl). Sind diese Ab-
schnitte auf der DNA der MV3-Zellen
vorhanden, werden sie mit Hilfe der
Primer in der PCR mit derselben Linge
vervielfiltigt.

Bei der Gelelektrophorese laufen die
vervielfiltigten PCR-Produkte durch
das Gel. Die MCT-DNA-Sequenzen
bleiben in den Poren hingen und rei-
chern sich spezifisch an einer Stelle an,
wodurch Banden bei bestimmten Ba-
senpaarlingen sichtbar werden. Wenn
die sichtbaren Banden bei den zu er-
wartenden Lingen liegen, ist dies ein
Nachweis fiir das Vorhandensein der
MCT codierenden Abschnitte in der
DNA. Als Standard lisst man immer
eine Mischung aus DNA-Fragmenten
mit bekannter Sequenzlinge (Ladder —
LD) mitlaufen. Durch einen Vergleich
der Standard- und Probenlaufstrecke
kénnen DNA-Sequenzen mit unbe-
kannter Linge bestimmt werden [7],

[15].

In den Versuchen zeigte sich, dass die
Banden der MCT 2- und der MCT
8-PCR-Produkte bei den zu erwarten-
den Basenpaarlingen (bp) deutlich zu
sehen sind. Der MCT 2 kommt bei
325 bp zum Vorschein. Der MCT 8 ist
bei 248 bp deutlich zu erkennen (siche
Abb. 3).

5 Immunfluoreszenz

Zur Bestitigung der Ergebnisse der
Gelelektrophorese wurden immunbhis-
tochemische Versuche durchgefiihre.
Hierbei wird die Expression von MCT
2 und MCT 8 in den Zellen direkt
sichtbar gemacht. Das Ziel dieses An-
satzes besteht darin, die beiden gefun-
denen Transporter spezifisch mit An-
tikdrpern nachzuweisen und sie somit
zu lokalisieren. Ein Antikérper (AK)
ist ein globulires Protein (Immunglo-
bulin), welches aus kurzen L-Ketten
(light chains) und langen H-Ketten
(heavy chains) besteht. Durch Disulfid-
briicken sind diese beiden Kettenfor-
men miteinander verbunden. Die N-
terminalen Enden des Proteins konnen
an bestimmten Strukturen (Antigenen)
binden. Diese Spezifitit und Sensitivi-

Abb. 4: Fluoreszenzversuche am Epifluoreszenzmikroskop. GleichmdBige Verteilung des MCT 8 (iber
die gesamte Zelle: 1. AK: 1:50, 2. AK: 1:500, Belichtung: 20 s; weiBer Referenzbalken entspricht 5pm.

—

Abb. 5: Fluoreszenzversuch am Epifluoreszenzmikroskop, gleichmdBige Verteilung des MCT 2 (iber
die gesamte Zelle: 1. AK: 1:50, 2. AK: 1:4000, Belichtung: 5 s; weiBer Balken entspricht 5pm.

tit der Antikérper macht man sich bei
der Immunofluoreszenz zunutze. Man
verwendet hierfiir zwei unterschiedli-
che Antikérper. Der Erstantikorper ist
gegen einen Abschnitt der gesuchten
MCT gerichtet und bindet nach Zuga-
be zur Zelle an diesen MCT-Abschnitt.
Dann wird ein Zweitantikdrper hinzu
gegeben, der gegen den konstanten Teil
des Erstantikorpers gerichtet ist. Der
Zweitantikorper ist mit einem fluores-
zierenden Farbstoff gekoppelt, welchen
man unter dem Mikroskop sehen kann.
Durch die Bindung des Erstantikdrpers
werden die MCT markiert und leuch-
ten anschliefend durch das Anregen

des des

fluoreszierenden Farbstoffs

Zweitantikorpers unter dem Mikros-
kop auf. So kann man die MCT oder
Teile der MCT sichtbar machen und
sie damit an der Zelloberfliche oder in
der Zelle lokalisieren [15].

Nach den Einzelfirbungen erfolgt zur
besseren Abgrenzung der markierten
MCT eine DAPI-Firbung (4’ 6-diami-
dino-2-phenylindole). Dieser Farbstoff
bindet an der DNA. Er wird mit Hilfe
von UV-Licht angeregt und emittiert
blaues Licht. Man kann damit die Zell-
kerne sehr gut darstellen.

In allen durchgefithrten Versuchen
sind deutlich kleine leuchtende Punkte



zu erkennen (siehe Abb. 4 Seite 47). Sie
sind gleichmifig iiber die gesamte Zel-
le verteilt. An den Zellausliufern sind
die dargestellten MCT 8 ebenfalls gut
erkennbar. Die Dichte nimmt in den
Pseudopodien ab. Es fillt auf, dass die
fluoreszierenden Punkte stark hervor-
treten.

Fiir die Negativkontrollen der MCT
8-Fluoreszenzfirbungen wurden die
Zellen nur mit den Zweitantikérpern
behandelt. So sollte ein generelles
Binden der Zweitantikérper an die
Zellkompartimente {berpriift werden
und damit das gefundene Ergebnis be-
stitigt werden. Bei allen Fluoreszenz-
bildern wurde die Negativkontrolle
erfolgreich durchgefithrt. Es waren
auf diesen Bildern keine Fluoreszen-
zen zu erkennen. Die beste immun-
histochemische Firbung der MCT 2
ist in Abb. 5 (Seite 47) zu sehen. Im
Bild zeigt sich wieder, dass der MCT 2
iiber die gesamte Zelle verteilt ist.
MCTs sind auch an den Zellgrenzen
und Pseudopodien bis in die Spitzen
hinein zu finden.

Anders als bei MCT 8 findet sich hier
eine leichte Abnahme der dichten Ver-
teilung der MCT 2 in der Region um
den Zellkern. In allen durchgefiihrten
Versuchen sind deutlich kleinere Fluo-
reszenzpartikel zu erkennen.

Die Fluoreszenz nimmt in den Pseudo-
podien weder zu noch ab. Eine deutli-
che Anreicherung des MCT 2 in den
Zellausldufern konnte hier nicht ge-
zeigt werden. Deutlich verdichtete Flu-
oreszenzen sind auf der Zelle ebenfalls
nicht zu erkennen.

Bei allen Fluoreszenzbildern wurde die
Negativkontrolle erfolgreich durch-
gefithrt. Es waren auf diesen Bildern
keine Fluoreszenzmarkierungen zu er-
kennen. Alle durchgefiithrten Fluores-
zenzfirbungen haben ergeben, dass die
Monocarboxylattransporter ~ MCT 2
und MCT 8 in MV3-Zellen vorhan-

den sind.

Durch die in den Fluoreszenzversu-
chen gezeigte spezielle Verteilung des
MCT 2 und MCT 8 in der Zelle lisst
sich auf eine wichtige Funktion dieser
in MV3-Zellen, moglicherweise auch
fiir deren Motilitit, schlieflen.
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Abb. 6: Migrationsgeschwindigkeiten mit Standardabweichung.
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Abb. 7: Zellflache mit Standardabweichung.

6 Videomikroskopie

Zur Darstellung der spezifischen Zell-
bewegung der MV3-Zellen und einem
mdglichen Zusammenhang mit der
Aktivitit von MCT 2 und MCT 8
wurden Videomikroskopieversuche mit
RPMI durchgefithre. Die Abkiirzung
RPMI steht fiir das Roswell Park Me-
morial Institut, an dem dieses Zellkul-
turmedium fiir humane und tierische
Zellen entwickelt wurde [18].

Zur Darstellung und Vermessung von
Zellmorphologie und Zellmigration der
Hautkrebszellen wurden mit Hilfe von
speziellen Mikroskopen Videoaufnah-
men angefertigt. Hierbei wurden die
Migrationsgeschwindigkeit, die Zellfli-
che und die Bewegung zweidimensional

MCT 2 Block

MCT 8 Block

in Richtung der x- und y-Achse gemes-
sen. Zunichst wurden Kontrollversuche
durchgefiihrt und die im Durchschnitt
von einer MV3-Zelle zuriickgelegte
Laufstrecke und ihre Zellfliche analy-
siert. Anschlieflend erfolgte die Zugabe
des spezifischen Blockstoffes fiir MCT
8 und MCT 2 und die erneute Laufstre-
cken- und Zellflichenmessung.

Bei einem pH .-Wert von 7,0 migrieren
die MV3-Zellen auf einer Kollagen I
Matrix mit einer durchschnittlichen
Geschwindigkeit von 0,36+0,04 pm/
min. Dieser pH -Wert stellt ein Op-
timum dar, bei dem die Zellen eine
maximale Geschwindigkeit erreichen.
Bei Blockade des MCT 2 zeigten die
Zellen eine hohere Geschwindigkeit
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Abb. 8: Strukturindizes mit Standardabweichung.

von 0,47+0,04 um/min. Die Zellen,
deren MCT 8 blockiert worden war,
zeigten sogar eine noch stirker erhoh-
te Geschwindigkeit von 0,6 +0,03 um/
min (siche Abb. 6). Beide Migrations-
geschwindigkeiten unterscheiden sich
signifikant von der der unbehandel-
ten Zellen. Durch das Blockieren der
Transporter MCT 2 und 8 wird die
Geschwindigkeit der Zellmigration ge-
steigert. Dies ist ein Beleg fiir die Ab-
hingigkeit der Zellmigration der MV3-
Zellen von der Aktivitit der MCT 2
und MCT 8.

Bei der Untersuchung der Flichenaus-
bildung der MV3-Zellen lassen sich
deutliche Unterschiede zwischen den
mit Inhibitoren behandelten und den
unbehandelten Zellen erkennen (sie-
he Abb. 7). Die ausgebildete Fliche
der MV3-Zellen betrigt im Mittel
3170 + 377 um?. Durch das Blockieren
des MCT 2 ist eine deutliche Verkleine-
rung der Zellfliche zu beobachten. Der
Mittelwert betrdgt hierbei nur noch
1864+ 170 pum?. Durch die Blockie-
rung des MCT 8 zeigt sich sogar eine
Verkleinerung der Zellfliche auf etwa
25 % der normalen Zellfliche. Der Mit-
telwert betrigt hierbei 797 + 164 pum?.
Dieses Ergebnis ist ein weiterer Beleg
fiir die Abhingigkeit der MV3-Zellen,
hier der mit der extrazelluliren Matrix
interagierenden Zelloberfliche, von der

Aktivitit der MCT 2 und MCT 8.

Die Zellmorphologie zeigt ebenfalls
deutliche Unterschiede zwischen den

MV3-Zellen und den MCT 2- und

MCT 2 Block

MCT 8 block

MCT 8-blockierten Zellen. Diese Ver-
dnderungen werden mit Hilfe des Struk-
turindex verdeutlicht. Werte um 1 ent-
sprechen einem kleinsten Umfang der
Zelle bei gegebener Fliche. Bei Verzwei-
gungen der Zelle und der Zellausliufer
wird der Strukturindex kleiner. Bei ei-
nem pH_-Wert von 7,0 liegen die MV3-
Zellen meistens in einer Form vor, bei
der es nur wenige Zellausliufer gibt.
Der Strukturindex ist dementsprechend
relativ hoch und liegt ungefihr bei
0,6 + 0,08.

Bei Blockade des MCT 2 steigt der
Strukturindex auf 0,67+0,02. Die
MCT 8-Blockade fiithrt zu einem noch
stirker erhohten Strukturindex von
0,83 + 0,03 (siche Abb. 8). Sie besitzen
daher weniger Pseudopodien als Zellen
mit blockiertem MCT 2 oder unbe-
handelte MV3-Zellen. Somit haben die
Versuche gezeigt, dass die Ausbildung
von Pseudopodien ebenfalls von der Ak-
tivitit der MCT 2 und MCT 8 abhin-
gig ist und dass sich die Zellen tendenzi-
ell abkugeln, wenn die MCTs blockiert

werden.

In den Versuchen wird deutlich, dass so-
wohl der MCT 2 als auch der MCT 8
eine wichtige Rolle im Prozess der Zel-
ladhision und Zellmigration spielen.

Die Steigerung der Geschwindigkeit
nach dem Blockieren beider MCT-Ty-
pen ist ein Beleg fiir die Abhingigkeit
der Zellmigration von der MCT 2- und
MCT 8-Aktivitit der MV3-Zellen. Bei
der Untersuchung der Flichenausbil-

dung der MV3-Zellen liefen sich deut-
liche Unterschiede zwischen den mit
Inhibitoren behandelten und den unbe-
handelten Zellen erkennen. Durch das
Blockieren des MCT 2 und MCT 8 ist
eine deutliche Verkleinerung der Zellfli-
che zu beobachten. Das Ausbilden der
Pseudopodien konnte durch das Blo-
ckieren beider MCT-Typen gehemmt

werden.

7 Zusammenfassung und Ausblick
Das Ziel meiner Untersuchungen war

es, die Existenz verschiedener Typen von
MCT in MV3-Zellen nachzuweisen.

Mit Hilfe von PCR und Agarosegel-
elektrophorese konnte in dieser Arbeit
erstmals die Prisenz der MCT 2- und
MCT 8-Basensequenzen in MV3-Zel-
len nachgewiesen werden. Die genaue
Lokalisation von MCT 2 und MCT 8
in den MV3-Zellen wurde untersucht
und die Ergebnisse der PCR konnten
mit der Fluoreszenzfirbung bestitigt
werden. Es fiel auf, dass der MCT 8
und der MCT 2 sowohl am Zellkérper
als auch an den Zellausliufern relativ
gleichmiflig verteilt sind.

Bei den durchgefiihrten Zellmigrations-
versuchen konnte gezeigt werden, dass
das Blockieren von MCT 8 und MCT
2 zu einer deutlichen Verkleinerung der
Zellfliche fiihrt. Eine Verkleinerung der
Zellfliche fithrt zu einer Verringerung
der Zelladhision. Durch die MCT 8-
und MCT 2-Blockierung ist die Aus-
bildung von Pseudopodien verringert.
Eine erniedrigte Pseudopodienausbil-
dung fiihrt zu einer Verringerung der
Zellinvasion.

Durch das erniedrigte Adhisionsverhal-
ten der Zellen werden das Tumorwachs-
tum und die Metastasenrate reduziert
[5], [10]. Vielleicht ist es in Zukunft
mdglich, eine auf der spezifischen Blo-
ckierung des MCT 2 und des MCT 8
basierenden Therapie gegen den Haut-
krebs zu entwickeln. Auch kénnten
durch die Aktivititssteuerung des MCT
2 und des MCT 8 andere Zellbewe-
gungsprozesse im menschlichen Kérper
gezielt beschleunigt oder verlangsamt
werden. Da auflerdem der MCT 8 eng
mit dem H*-Ionen-Transport zusam-
menhingt, konnte man beispielsweise
die protonengradientabhingigen Pro-
zesse unter dem Gesichtspunkt des




MCT 8 in MV3-Zellen niher unter-
suchen und daraus neue Erkenntnisse
gewinnen.

Die Bedeutung des MCT 2 und im
Besonderen die des MCT 8 konnen
vielfiltige neue Ansitze bei anderen
Erkrankungen, wie beispielsweise der
Schilddriiseniiberfunktion,  aufzeigen
und auch hier eine Grundlage fiir neue
Therapieansitze bilden.

Die genaue Funktion und die damit
verbundene Bedeutung des MCT 8 und
MCT 2 in den MV3-Zellen sind noch

nicht endgiiltig geklirt. Daher sollten
zukiinftige Versuche und Studien die
Funktion der MCT 8 und MCT 2 ge-
nauer aufschliisseln. Dies kénnte es er-
moglichen, neue spezifische Aktivatoren
und Inhibitoren fiir den MCT 8 und
MCT 2 zu finden. Weitere Forschun-
gen konnten zeigen, auf welche Art und
Weise das Blockieren der MCT 8 und
MCT 2 zu einer neuen Therapie gegen
den Hautkrebs fiithrt. Vielleicht ist da-
durch eine Heilung dieser Erkrankung
auch im fortgeschrittenen Stadium
schon in wenigen Jahren moglich.
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