
CHAPTER I 

IN TRO D U CTIO N  

 

1.1 STATEM EN T O F  THIS PRO M B LEM S  

C a n c e r  i s a  ge n e ti c  d i so r d e r  tha t u su a l l y a r i se s f r o m the  a c c u mu l a ti o n  o f  se v e r a l  

mu ta ti o n s.  C a n c e r  c e l l s a r e  c ha r a c te r i z e d  b y a  f a i l u r e  o f  c e l l  c yc l e  c o n tr o l  w hi c h r e su l ts i n  the i r  

o v e r  p r o l i f e r a ti o n .  C o n ti n u o u s d i v i si o n  o f  the se  c e l l s r e su l ts i n  the  f o r ma ti o n  a n d  gr o w th o f  

tu mo r s.  A se c o n d  i mp o r ta n t p r o c e ss tha t l e a d s to  c a n c e r  i s tha t c a n c e r o u s c e l l s a c q u i r e  the  a b i l i ty 

to  l e a v e  the  p r i ma r y tu mo r  a n d  i n v a d e  a n d  f o r m c o l o n i e s a t se c o n d a r y si te s.  Thi s p r o c e ss, k n o w n  

a s me ta sta si s, i s c a u se d  b y c ha n ge s i n  the  c e l l -su b str a te  a n d  c e l l -c e l l  a d he si o n  p r o p e r ti e s o f  tu mo r  

c e l l s.  The se  c e l l s f i n d  a  w a y to  d i sl o d ge  f r o m the  tu mo r  i n to  the  c i r c u l a to r y syste m, a n d  tr a v e l  

w i thi n  the  syste m u n ti l  the y a tta c h the mse l v e s to  a  se c o n d a r y si te .  O n c e  a tta c he d , the  c e l l s 

a c ti v a te  v a r i o u s mo l e c u l e s, su c h a s me mb r a n e -typ e  ma tr i x  me ta l l o p r o te i n a se  (M T-M M P ), w hi c h 

a l l o w  the  c e l l  to  i n v a d e  the  ti ssu e  a t the  se c o n d a r y si te  (S e i k i  et al., 20 0 3).  W he n  the  c e l l s ha v e  

e mb e d d e d  the mse l v e s, the y b e gi n  to  p r o l i f e r a te  a ga i n  a n d  f o r m n e w  tu mo r s;  the  p r o c e ss o f  

me ta sta si s a n d  se c o n d a r y si te  tu mo r  f o r ma ti o n s k e e p s r e p e a ti n g a n d  a l l o w s the  c a n c e r  to  sp r e a d  

thr o u gh the  o r ga n i sm. (S tu b b s et al., 20 0 2) 

The r e  i s i n c r e a si n g e v i d e n c e  f o r  the  r o l e  o f  the  e x tr a c e l l u l a r  gl yc o sa mi n o gl yc a n  

hya l u r o n a n  (H A) a n d  i ts d e gr a d a ti v e  e n z yme s hya l u r o n i d a se s (H ya l ) i n  tu mo r  p r o gr e ssi o n .  H A i s 

tho u ght to  f a c i l i ta te  tu mo r  me ta sta si s b y p r o mo ti n g tu mo r -c e l l  a d he si o n  a n d  mi gr a ti o n .  H ya l  

mi ght e n ha n c e  tu mo r  i n v a si o n  b y f a c i l i ta ti n g e x tr a c e l l u l a r  ma tr i x  d e gr a d a ti o n  a n d  tu mo r  

a n gi o ge n e si s.  E l e v a te d  l e v e l s o f  H A a n d  H ya l  ha v e  b e e n  f o u n d  i n  a  r a n ge  o f  tu mo r s, i n c l u d i n g 

tho se  o f  the  p r o sta te , b r e a st a n d  b l a d d e r  (Y a b u shi ta  et al., 20 0 5).  In  the  p a st, q u a n ti ta ti v e  a n a l ysi s 

o f  H A w a s c a r r i e d  o u t b y se p a r a ti o n  o f  tha t c o mp o u n d  f r o m o the r  p o l ysa c c ha r i d e s b y d i v e r si f i e d  

te c hn i q u e s f o l l o w e d  b y c o l o r i me tr i c  a n a l ysi s, su c h a s the  c a r b a z o l e  me tho d  f o r  u r o n i c  a c i d  

d e te r mi n a ti o n  (S c o tt, 1960 ;  B i tte r  a n d  M u i r , 1962;  G a l a mb o s, 1967;  H a l l e n , 1972).  

The  d i sc o v e r y tha t H A c a n  b i n d  sp e c i f i c a l l y to  p r o te i n s f o u n d  i n  c a r ti l a ge  l e d  to  the  d e v e l o p me n t 

o f  a  n e w  p r i n c i p l e  f o r  i ts sp e c i f i c  a n a l ysi s (H a r d i n gha m a n d  M u i r , 1972;  H a sc a l l  a n d  H e i n e ga r d , 

1974;  H a r d i n gha m a n d  Ad a ms, 1976;  Te n gb l a d , 1980 ).  S u b se q u e n tl y, Te n gb l a d  d e sc r i b e d  a  

r a d i o me tr i c  a ssa y b a se d  o n  c o mp e ti ti o n  o f  f r e e  H A i n  so l u ti o n  a n d  H A-su b sti tu te d  S e p ha r o se  ge l  
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w i th H A-b i n d i n g c a r ti l a ge  p r o te i n  l a b e l e d  w i th 
125

I (Te n gb l a d , 1980 ).  The r e a f te r , thi s a ssa y ha s 

b e e n  mo d i f i e d  f o r  d e te r mi n a ti o n  o f  H A i n  b i o l o gi c a l  sa mp l e s (L a u r e n t a n d  Te n gb l a d , 1980 ;  

E n gstr o m-L a u r e n t et al., 1985;  B r a n d t et al., 1987) a n d  i t w a s a b l e  to  me a su r e  H A i n  n a n o gr a m 

a mo u n ts.  Af te r  thi s o r i gi n a l  d e sc r i p ti o n , se v e r a l  mo d i f i c a ti o n s ha v e  b e e n  ma d e , r e su l ti n g i n  a  

c o mp e ti ti v e  e n z yme -l i n k e d  i mmu n o so r b e n t a ssa y (E L IS A) (De l p e c h et al., 1985;  G o l d b e r g, 

1988;  K o n gta w e l e r t a n d  G ho sh, 1989), a  c o mp e ti ti v e  f l u o r e sc e n c e -b a se d  a ssa y (R o ssl e r , 1998), a  

n o n c o mp e ti ti v e  f l u o r e sc e n c e -b a se d  a ssa y (M a r ti n s et al., 20 0 3), a n d  n o n c o mp e ti ti v e  E L IS A-l i k e  

a ssa ys (C hi c hi b u  et al., 1989;  L i  et al., 1989) a l l  ma i n ta i n i n g the  sa me  p r i n c i p l e  o f  the  a f f i n i ty o f  

c e r ta i n  e x tr a c e l l u l a r  ma tr i x  f o r  H A.  

The  a i ms o f  thi s stu d y w e r e  to  d e v e l o p  f l u o r e sc e n c e  b a se d  o n  c o mp e ti ti v e  E L IS A a ssa y 

a n d  a p p l i e d  f o r  hya l u r o n a n  (H A) d e te r mi n a ti o n  i n  b i o l o gi c a l  f l u i d s.  It w a s e v a l u a te d  a n d  the n  

c o mp a r e d  c o n c e n tr a ti o n  o f  H A i n  hu ma n  se r u m f r o m n o r ma l  su b j e c ts a n d  c a n c e r  p a ti e n ts. 

In  p r e se n t stu d y, i t e mp l o ye d  H AB P s (the  gl o b u l a r  H A-b i n d i n g r e gi o n  o f  the  a ggr e c a n  a n d  l i n k  

p r o te i n ) i so l a te d  f r o m c hi c k e n  c a r ti l a ge , a n d  F ITC  c o n j u ga te d .  Thi s te c hn i q u e  i s si mp l e , f a st a n d  

ha s sho w n  p r e c i si o n  a n d  se n si ti v i ty.  The r e f o r e , thi s a ssa y ma y b e  su f f i c i e n tl y su i ta b l e  f o r  H A 

me a su r e me n t. 
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1.2 LITERATU RE REV IEW  

 

1.2 .1  Hy a l u r o n a n  

H ya l u r o n a n , hya l u r o n i c  a c i d , o r  hya l u r o n a te  (H A) i s a n  e x tr a c e l l u l a r  p o l ysa c c ha r i d e , f i r st 

c ha r a c te r i z e d  i n  the  v i tr e o u s hu mo r .  In  1934, K a r l  M e ye r  a n d  c o -w o r k e r , J o hn  P a l me r , d e sc r i b e d  

a  p r o c e d u r e  f o r  i so l a ti n g a  n o v e l  gl yc o sa mi n o gl yc a n  f r o m the  v i tr e o u s o f  b o v i n e  e ye s. 

The y sho w e d  tha t thi s su b sta n c e  c o n ta i n e d  a n  u r o n i c  a c i d  a n d  a n  a mi n o su ga r , b u t n o  su l f o e ste r s. 

The  n a me  @ hya l u r o n i c  a c i d A ,  f r o m hya l o i d  (v i tr e o u s) +  u r o n i c  a c i d .  To d a y, thi s ma c r o mo l e c u l e  i s  

mo st f r e q u e n tl y r e f e r r e d  to  a s @ H ya l u r o n a n A . 

(http : / / w w w .gl yc o f o r u m.gr .j p / sc i e n c e / hya l u r o n a n / H A0 1/ H A0 1E .html ) 

 

1.2 .2   St r u c t u r e  o f  Hy a l u r o n a n  

It w o u l d  ta k e  a n  a d d i ti o n a l  20  ye a r s b e f o r e  M e ye r ' s l a b o r a to r y f i n a l l y c o mp l e te d  the  w o r k  tha t 

d e te r mi n e d  the  p r e c i se  c he mi c a l  str u c tu r e  o f  the  b a si c  d i sa c c ha r i d e  mo ti f  tha t f o r ms hya l u r o n a n .  

Du r i n g the se  ye a r s the y sho w e d  tha t the  u r o n i c  a c i d  a n d  a mi n o su ga r  i n   

the  d i sa c c ha r i d e  a r e  D-gl u c u r o n i c  a c i d  a n d  D-N-a c e tyl gl u c o sa mi n e , a n d  tha t the y a r e  l i n k e d  

to ge the r  thr o u gh a l te r n a ti n g b e ta -1,4 a n d  b e ta -1,3 gl yc o si d i c  b o n d s, (F i gu r e 1) 

(http : / / w w w .gl yc o f o r u m.gr .j p / sc i e n c e / hya l u r o n a n / H A0 1/ H A0 1E .html ). 
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F i g u r e  1. H ya l u r o n a n  str u c tu r e , the  r e p e a ti n g d i sa c c ha r i d e  u n i t o f  hya l u r o n a n , c o n ta i n s  

D-gl u c u r o n i c  a c i d -b e ta -1, 3-N-a c e tyl gl u c o sa mi n e -b e ta -1, 4 gl yc o si d i c  l i n k a ge s 

(http : / / w w w .a i d p .c o m/ d i a mo n d _  se r i e s/ k o l l a 2-r e l .htm). 
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1.2 .3   Hy a l u r o n a n  a n d  Hy a l u r o n a n  B i n d i n g  Pr o t e i n  i n  Ca r t i l a g e  

C a r ti l a ge  i s a  ti ssu e  i n  w hi c h the  c e l l s (c ho n d r o c yte s) c o mp r i se  o n l y a  f e w  p e r c e n t o f  the  

v o l u me , a n d  the  ma j o r  p a r t o f  the  ti ssu e  i s a  hi ghl y o r ga n i z e d  a n d  e x p a n d e d  e x tr a c e l l u l a r  ma tr i x . 

The  i mp o r ta n t b i o me c ha n i c a l  p r o p e r ti e s o f  the  ti ssu e  a r e  the  r e su l t o f  the  c o mp o si te  str u c tu r e  o f  

the  e x tr a c e l l u l a r  ma tr i x , w hi c h c o n ta i n s:  1) a  d e n se  n e tw o r k  o f  f i n e  c o l l a ge n  f i b r i l s (ma i n l y typ e s 

II, V I, IX  a n d  X I), w hi c h a r e  r e sp o n si b l e  f o r  the  f o r m a n d  te n si l e  p r o p e r ti e s o f  the  ti ssu e , a n d   

2) a  hi gh c o n c e n tr a ti o n  o f  p r o te o gl yc a n  (p r e d o mi n a n tl y a ggr e c a n ), w hi c h d r a w s w a te r  i n to  the  

ti ssu e  b y o smo si s a n d  e x e r ts a  sw e l l i n g p r e ssu r e  o n  the  c o l l a ge n  n e tw o r k  (F i gu r e  2) (H a r d i n gha m 

a n d  F o sa n g, 1992). 

 

 

 

 

F i g u r e  2 . Aggr e c a n  f u n c ti o n  i n  c a r ti l a ge . The  a ggr e c a n  i s i mmo b i l i z e d  w i thi n  the  ma tr i x  

b y f o r mi n g su p r a mo l e c u l a r  a ggr e ga te s w i th hya l u r o n a n  a n d  l i n k  p r o te i n  

(H a r d i n gha m a n d  F o sa n g, 1992). 
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Aggr e c a n  i s a  p r o te o gl yc a n  w i th a  c o r e  p r o te i n  o f  hi gh mo l e c u l a r  w e i ght (~ 250 ,0 0 0 ) 

e n c o d e d  b y a  si n gl e  ge n e  tha t i s e x p r e sse d  p r e d o mi n a n tl y i n  c a r ti l a gi n o u s ti ssu e s.
 

 It i s hi ghl y 

gl yc o syl a te d  w i th ~ 90 %  c a r b o hyd r a te , ma i n l y i n  2 typ e s o f  gl yc o sa mi n o gl yc a n  c ha i n s, 

c ho n d r o i ti n  su l f a te  a n d  k e r a ta n  su l f a te  (F i gu r e 3 a n d  4)  (H a r d i n gha m a n d  F o sa n g, 1992). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F i g u r e  3 . S i mp l e  str u c tu r e  o f  p r o te o gl yc a n  a ggr e ga te   

(http : / / w w w .a i d p .c o m/ d i a mo n d _  se r i e s/ k o l l a 2-r e l .htm). 

. 

a ggr e c a n  
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F i g u r e  4 . S tr u c tu r e  o f  a ggr e c a n .  Aggr e c a n  c o n ta i n s 3 gl o b u l a r  d o ma i n s (G 1, G 2, a n d  G 3) 

a n d  2 e x te n d e d  r e gi o n s, w hi c h f o r m the  i n te r gl o b u l a r  r e gi o n  b e tw e e n  G 1 a n d  

G 2, a n d  the  ma i n  gl yc o sa mi n o gl yc a n  a tta c hme n t r e gi o n .  Thi s r e gi o n  i s 

c o mp o se d  o f  a  v a r i a b l e  k e r a ta n  su l f a te  r e gi o n  a n d  2 c ho n d r o i ti n  su l f a te  r e gi o n s 

(C S -1 a n d  C S -2) d i sti n gu i she d  b y the i r  se q u e n c e  p a tte r n s.  The  d o ma i n  str u c tu r e  

o f  l i n k  p r o te i n  i s a l so  sho w n , w hi c h i s si mi l a r  to  the  a ggr e c a n  G 1 d o ma i n . 

In  a ggr e ga te s the  G 1 d o ma i n  o f  a ggr e c a n  b i n d s to  hya l u r o n a n  a n d  thi s b i n d i n g i s 

sta b i l i z e d  b y l i n k  p r o te i n . P TR  ( p r o te o gl yc a n  ta n d e m r e p e a t) (H a r d i n gha m a n d  

F o sa n g, 1992).  
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The  gl o b u l a r  N-te r mi n a l  G 1 d o ma i n  o f  a ggr e c a n  c o n ta i n s a  l e c ti n -l i k e  b i n d i n g si te  w i th 

hi gh a f f i n i ty f o r  hya l u r o n a n  a n d  i s r e sp o n si b l e  f o r  the  f o r ma ti o n  o f  a ggr e ga te s.  As hya l u r o n a n  i s 

a  l o n g, u n b r a n c he d  c ha i n  w i th mo l e c u l a r  w e i ghts o f  u p  to  se v e r a l  mi l l i o n , e a c h c ha i n  c a n  b i n d  a  

l a r ge  n u mb e r  o f  a ggr e c a n s to  f o r m a ggr e ga te s u p  to  se v e r a l  hu n d r e d  mi l l i o n  i n  mo l e c u l a r  w e i ght. 

The  b i n d i n g o f  e a c h a ggr e c a n  to  hya l u r o n a n  i s f u r the r  sta b i l i z e d  b y a  sma l l  gl yc o p r o te i n   

(40 -45 k Da ) r e f e r r e d  to  a s l i n k  p r o te i n  (H e i n e ga r d  a n d  H a sc a l l , 1974;  H a r d i n gha m, 1981). 

The  G 1 d o ma i n  o f  a ggr e c a n  c o n ta i n s 3 p r o te i n  mo ti f s:  a n  i mmu n o gl o b u l i n  f o l d  (Ig-f o l d ) a n d   

2 c o p i e s o f  a  hya l u r o n a n -b i n d i n g mo ti f , o r  l i n k  mo d u l e  (a l so  r e f e r r e d  to  a s a  p r o te o gl yc a n  ta n d e m 

r e p e a t). 

L i n k  p r o te i n  ha s a  str u c tu r e  v e r y si mi l a r  to  tha t o f  the  a ggr e c a n  G 1 d o ma i n , a s i t c o n ta i n s 

a n  Ig-f o l d  a n d  2 l i n k  mo d u l e s, a n d  thi s mo l e c u l a r  a r r a n ge me n t i s a l so  f o u n d  i n  the  G 1 d o ma i n s o f  

a ggr e c a n , v e r si c a n , n e u r o c a n , a n d  b r e v i c a n  (F i gu r e  5).  The se  p r o te o gl yc a n s f o r m hu ge , l i n k  

p r o te i n -sta b i l i z e d  c o mp l e x e s w i th hya l u r o n a n  tha t p r o v i d e  the  l o a d -b e a r i n g f u n c ti o n  i n  a r ti c u l a r  

c a r ti l a ge , gi v e  e l a sti c i ty to  b l o o d  v e sse l s, a n d  c o n tr i b u te  to  the  str u c tu r a l  i n te gr i ty o f  ma n y ti ssu e s 

su c h a s sk i n  a n d  b r a i n  (W a ta n a b e  et al., 1997;  Y a ma gu c hi , 20 0 0 ).  A b r a i n  sp e c i f i c  l i n k  p r o te i n  

(B R AL 1) ha s b e e n  c ha r a c te r i z e d  r e c e n tl y (H i r a k a w a  et al., 20 0 0 ), w hi c h ma y b e  p a r t o f  a  l a r ge r  

l i n k  p r o te i n  ge n e  f a mi l y (L e e  a n d  S p i c e r , 20 0 0 ). 

M a n y hya l u r o n a n  b i n d i n g p r o te i n s (o f te n  te r me d  hya l a d he r i n s) c o n ta i n  a  c o mmo n  

str u c tu r a l  d o ma i n  a b o u t o f  10 0  a mi n o  a c i d s i n  l e n gth, te r me d  a  l i n k  mo d u l e , tha t i s i n v o l v e d  i n  

l i ga n d  b i n d i n g (Da y, 1999).  H o w e v e r , a  gr o w i n g n u mb e r  o f  hya l a d he r i n s l a c k  thi s d o ma i n  a n d  

a r e  u n r e l a te d  to  e a c h o the r  a t the  p r i ma r y se q u e n c e  l e v e l .  S o me  hya l a d he r i n s a r e  c e l l  r e c e p to r s 

su c h a s C D44 a n d  r e c e p to r  f o r  H A-me d i a te d  mo ti l i ty (R H AM M ) a n d  a l l o w  c e l l s to  i n te r a c t w i th 

the  ma tr i x .  The  p r o te i n  p r o d u c t o f  tu mo r  n e c r o si s f a c to r -sti mu l a te d  ge n e -6 (TS G -6), w hi c h 

c o n ta i n s a  si n gl e  l i n k  mo d u l e , i s se c r e te d  i n  r e sp o n se  to  i n f l a mma to r y sti mu l i  (e.g .,  i n  the  a r ti c u l a r  

j o i n ts o f  a r thr i ti s p a ti e n ts)(Da y a n d  P r e stw i c h, 20 0 2).  F i gu r e  5, 6, 7 a n d  8 sho w s the  l i n k  mo d u l e  

su p e r f a mi l y, f o l d s o f  the  l i n k  mo d u l e , o the r  hya l u r o n a n -b i n d i n g p r o te i n s a n d  hya l a d he r i n  f a mi l y. 
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F i g u r e  5. The  mo d u l a r  o r ga n i z a ti o n  o f  the  hya l u r o n a n  b i n d i n g p r o te i n s, o r  hya l a d he r i n s 

   (Da y a n d  P r e stw i c h, 20 0 2). 
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F i g u r e  6 . The  f o l d s o f  the  l i n k  mo d u l e  f r o m TS G -6 (K o hd a  et al., 1996) (K o hd a  et al., 

1996) a n d  the  R H AM M -P 1 d o ma i n .  In  the  l i n k  mo d u l e , the  si d e  c ha i n s o f  

r e si d u e s i n v o l v e d  i n  hya l u r o n a n  b i n d i n g (M a ho n e y et al., 20 0 1). 
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F i g u r e  7 . The  l i n k  mo d u l e  su p e r f a mi l y c a n  b e  d i v i d e d  i n to  thr e e  su b gr o u p s o n  the  b a si s o f  

the  si z e  o f  the i r  hya l u r o n a n -b i n d i n g d o ma i n s (Da y, 1999). 
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F i g u r e  8 . H ya l a d he r i n  (o r  H AB P ) f a mi l y o f  p r o te i n s.  H ya l a d he r i n s a r e  a  d i sp a r a te  gr o u p  

o f  p r o te i n s l i n k e d  b y a  c o mmo n  a b i l i ty to  b i n d  to  hya l u r o n a n .  The y c a n  b e  

gr o u p e d  a c c o r d i n g to  the i r  c e l l u l a r  a n d  e x tr a c e l l u l a r  l o c a ti o n  (E n tw i stl e  et al., 

1996). 
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1.2 .4   Hy a l u r o n a n  Sy n t h e s i s  

H ya l u r o n a n  i s syn the si z e d  i n  ma mma l s a n d  b a c te r i a  b y a  f a mi l y o f  thr e e  hya l u r o n a n  

syn tha se s (H a s1, H a s2 a n d  H a s3)(S p i c e r  a n d  M c Do n a l d , 1998).  Al l  thr e e  i so z yme s c a ta l yz e  the  

sa me  r e a c ti o n :  tha t i s, su c c e ssi v e  a l te r n a ti n g a d d i ti o n  o f  gl u c u r o n i c  a c i d  a n d  N-a c e tyl gl u c o sa mi n e  

f r o m the  r e sp e c ti v e  U DP  e ste r i f i e d  su ga r  p r e c u r so r s, i n  a  r e p e a ti n g d i sa c c ha r i d e  mo ti f . 

H ya l u r o n a n  syn tha se s a r e  a l so  me mb r a n e  e n z yme s. P o l yme r i z a ti o n  i s c o n c u r r e n t w i th se c r e ti o n  

o f  the  gr o w i n g c ha i n  to  the  e x tr a c e l l u l a r  sp a c e , su c h tha t i ts f i n a l  si z e  i s n o t c o n str a i n e d  b y 

i n tr a c e l l u l a r  d i me n si o n s.  Ne w l y syn the si z e d  hya l u r o n a n  p o l yme r s r a n ge  i n  a v e r a ge  mo l e c u l a r  

ma ss f r o m 1x 10
5

 to  1x 10
7

 Da  (F i gu r e  9). 

F i g u r e  9 . H ya l u r o n a n  b i o syn the si s.  H ya l u r o n a n  syn the si s i n  ma mma l i a n  c e l l s d i f f e r s f r o m 

  o the r  p o l ysa c c ha r i d e s i n  ma n y a sp e c ts.  It i s e l o n ga te d  a t the  r e d u c i n g e n d  b y 

  a l te r n a te  tr a n sf e r  o f  U DP -hya l u r o n a n  to  the  su b str a te s U DP -G l c Na c  a n d   

  U DP -G l c A l i b e r a ti n g the  U DP -mo i e ty.  It i s syn the si z e d  a t p l a sma  me mb r a n e s 

  a n d  n a sc e n t c ha i n s a r e  d i r e c tl y e x tr u d e d  i n to  the  e x tr a c e l l u l a r  ma tr i x . 

  (http : / / p hysi o l c he m.k l i n i k u m.u n i -mu e n ste r .d e / mi ta r b e i te r / p r e hm_ r e se a r c h.html ) 
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1.2 .5  Tu r n o v e r  a n d  Ca t a b o l i s m  o f  Hy a l u r o n a n   

H ya l u r o n a n  w a s d i sc o v e r e d  o v e r  50  ye a r s a go  b u t i ts me ta b o l i sm a n d  c e l l u l a r  

i n te r a c ti o n s ha v e  o n l y r e c e n tl y r e c e i v e d  d e ta i l e d  a tte n ti o n .  H ya l u r o n a n  ha s a n  e x tr a o r d i n a r i l y 

hi gh r a te  o f  tu r n o v e r  i n  v e r te b r a te  ti ssu e s.  Ti ssu e  H A e n te r s the  b l o o d str e a m i n  si gn i f i c a n t 

a mo u n ts thr o u gh the  l ymp h a n d  i s r a p i d l y a b so r b e d  v i a  a  r e c e p to r  i n to  l i v e r  e n d o the l i a l  c e l l s, 

w he r e  d e gr a d a ti o n  f o l l o w s.  H A l e v e l s i n  se r u m a r e  n o r ma l l y 10 -10 0  µg/ l , a  70  k g i n d i v i d u a l  ha s 
15 g o f  hya l u r o n a n , 5 g o f  w hi c h tu r n s o v e r  d a i l y, a n d  i n  the  b l o o d str e a m, hya l u r o n a n  ha s a  ha l f  

l i f e  o f  tw o  to  f i v e  mi n u te s, b u t c a n  b e  e l e v a te d  i n  c i r r ho si s, r he u ma to i d  a r thr i ti s a n d  sc l e r o d e r ma , 

d u e  e i the r  to  i mp a i r e d  he p a ti c  u p ta k e  o r  to  i n c r e a se d  p r o d u c ti o n .  

It i s w e l l  e sta b l i she d  tha t hya l u r o n a n  i s ta k e n  u p  b y c e l l s f o r  d e gr a d a ti o n  (C o l l i s et al., 

1998;  Ta mmi  et al., 20 0 1) thr o u gh r e c e p to r s su c h a s C D44 (C u l ty et al., 1992;  H u a  et al., 1993;  

K a ya  et al., 1997).  The  hi gh mo l e c u l a r  w e i ght e x tr a c e l l u l a r  p o l yme r  i s te the r e d  to  the  c e l l  su r f a c e  

b y the  c o mb i n e d  e f f o r ts o f  r e c e p to r s su c h a s C D44 a n d  the  G P I-a n c ho r e d  e n z yme  hya l u r o n i d a se -

2 (H ya l -2).  The  hyl u r o n a n -C D44-H ya l -2 c o mp l e x  i s e n r i c he d  i n  sp e c i a l i z e d  mi c r o d o ma i n s.  

The se  a r e  i n v a gi n a ti o n s o f  the  p l a sma  me mb r a n e s c o mp o se d  o f  c ho l e ste r o l  a n d  ga n gl i o si d e s, 

te r me d  l i p i d  r a f ts, si gn i f i c a n t b e c a u se  the y a l so  r e c r u i t a  l a r ge  n u mb e r  o f  k e y si gn a l i n g mo l e c u l e s.  

O n e  c a te go r y o f  l i p i d  r a f ts i s c a v e o l a e , str u c tu r e s r i c h i n  the  p r o te i n s c a v e o l i n  a n d  f l o ti l l i n . 

The  hya l u r o n a n  p o l yme r  i s the n  c l e a v e d  to  20  k Da  l i mi t p r o d u c ts(L e p p e r d i n ge r  et al., 1998), 

c o r r e sp o n d i n g to  a b o u t 50  d i sa c c ha r i d e  u n i ts.  The  H ya l -2-ge n e r a te d  hya l u r o n a n  f r a gme n ts a r e  

i n te r n a l i z e d , d e l i v e r e d  to  e n d o so me s, a n d  u l ti ma te l y to  l yso so me s, w he r e  H ya l -1 d e gr a d e s the   

20  k Da  f r a gme n ts to  sma l l  d i sa c c ha r i d e s.  Tw o  l yso so ma l  β-e x o gl yc o si d a se s, β-gl u c u r o n i d a se  
a n d  β-N-a c e tyl -gl u c o sa mi n i d a se , p a r ti c i p a te  i n  thi s d e gr a d a ti o n .  An  o v e r a l l  sc he me  f o r  H A 
c a ta b o l i sm i n  d i a gr a mma ti c  f o r m i s p r e se n te d  b e l o w   (F i gu r e  10  a n d 11). ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
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HA________________________________ 
10

6

 � 10
7

 D a  

( 2,5 0 0 -25 ,0 0 0  d i s a c c h a r i d e s )  

I n h i b i t o r s   

S p e c i f i c  f o r  Hy a l -2 
C D 4 4  +  Hy a l -2 

HA_________ 

HA_________ 

HA_________ 

HA_____________________ 

HA_____________________ 

2 x  10
4

 D a  

( 5 0  d i s a c c h a r i d e s )  

I n h i b i t o r s   

S p e c i f i c  f o r  Hy a l -1 

Hy a l -1 

p l u s  β-N-a c e t y l g l u c o s a m i n i d a s e  

a n d  β-g l u c u r o n i d a s e  

β-N-a c e t y l g l u c o s a m i n i d a s e  

β-g l u c u r o n i d a s e  

8 0 0  D a  

( p r e d o m i n a n t l y  t e t r a s a c c h a r i d e s )  

20 0  D a  ( m o n o s a c c h a r i d e s )  

β-N-a c e t y l g l u c o s a m i n i d a s e  

β-g l u c u r o n i d a s e  

 

HA_ 

N-a c e t y l g l u c o s a m i n e  k i n a s e  

N-a c e t y l g l u c o s a m i n e  

N-a c e t y l g l u c o s a m i n e -6-P 

g l u c o s a m i n e -6-P  +  g l u c u r o n i c  a c i d  

Extracellular  

C ell m em b ran e 

C av eo lae 

L y s o s o m es   

C y to p las m  

N-a c e t y l g l u c o s a m i n e  d e a c e t y l a s e  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F i g u r e  10 . The  p u ta ti v e  sc he me  f o r  H A c a ta b o l i sm, b e gi n n i n g w i th a  hi gh mo l e c u l a r  w e i ght 

e x tr a c e l l u l a r  p o l yme r , a n d  e n d i n g w i th si n gl e  su ga r s tha t a r e  the n  a v a i l a b l e  f o r  

o the r  me ta b o l i c  c yc l e s (S te r n , 20 0 4). 
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F i g u r e  11. Di a gr a m o f  a  p u ta ti v e  me ta b o l i c  sc he me  f o r  hya l u r o n a n  d e gr a d a ti o n  (S te r n , 

20 0 4) (http : / / w w w .gl yc o f o r u m.gr .j p / sc i e n c e / hya l u r o n a n / H A15a / H A15a E .html ). 
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1.2 .6   Ph y s i o l o g i c a l  a n d  B i o l o g i c a l  F u n c t i o n  o f  Hy a l u r o n a n   

H ya l u r o n a n  i n  ti ssu e s, hya l u r o n a n  i s p r e se n t i n  a l l  v e r te b r a te s, p e r ha p s a r i si n g i n  a n i ma l s w i th 

n o to c ho r d s.  It i s a l so  p r e se n t i n  the  c a p su l e  o f  so me  str a i n s o f  S tr e p to c o c c i  tha t q u i te  l i k e l y 

p i r a te d  the  e n z yma ti c  ma c hi n e r y f o r  i ts syn the si s f r o m v e r te b r a te  ho sts.  H ya l u r o n a n  i s a  ma j o r  

c o n sti tu e n t o f  the  e x tr a c e l l u l a r  ma tr i c e s i n  w hi c h mo st ti ssu e s d i f f e r e n ti a te .  It i s a l so  a n  e sse n ti a l  

c o mp o n e n t o f  ma n y e x tr a c e l l u l a r  ma tr i c e s i n  ma tu r e  ti ssu e s.  In  so me  c a se s, hya l u r o n a n  i s a  

ma j o r  c o n sti tu e n t.  F o r  e x a mp l e , i n  the  v i tr e o u s o f  the  hu ma n  e ye  (0 .1-0 .4 mg/ g w e t w e i ght), o r  i n  

syn o v i a l  j o i n t f l u i d  (3-4 mg/ ml ), o r  i n  the  ma tr i x  p r o d u c e d  b y the  c u mu l u s c e l l s a r o u n d  the  o o c yte  

p r i o r  to  o v u l a ti o n  (~ 0 .5 mg/ ml ),
 

o r  i n  the  p a tho l o gi c a l  ma tr i x  tha t o c c l u d e s the  a r te r y i n  c o r o n a r y 

r e ste n o si s.  In  o the r s, w hi l e  r e p r e se n ti n g l e ss o f  the  ma ss o f  the  ti ssu e , hya l u r o n a n  se r v e s a s a n  

e sse n ti a l  str u c tu r a l  e l e me n t i n  the  ma tr i x .  F o r  e x a mp l e , hya l u r o n a n  i s p r e se n t a t ~ 1 mg/ g w e t 

w e i ght i n  hya l i n e  c a r ti l a ge s, e n o u gh to  f i l l  the  ti ssu e  v o l u me  i n  the  a b se n c e  o f  o the r  c o n sti tu e n ts.  

H o w e v e r , a ggr e c a n , the  l a r ge  c ho n d r o i ti n  su l f a te  p r o te o gl yc a n , i s p r e se n t a t a  mu c h hi ghe r  

c o n c e n tr a ti o n  (25-50  mg/ g w e t w e i ght), a n d  hya l u r o n a n  r e ta i n s a ggr e c a n  mo l e c u l e s i n  the  ma tr i x  

thr o u gh sp e c i f i c  p r o te i n -hya l u r o n a n  i n te r a c ti o n s w hi c h ma sk  the  hya l u r o n a n  b a c k b o n e .
 

H ya l u r o n a n  i s l e ss c o n c e n tr a te d  i n  the  ma tr i x  o f  o the r  c o n n e c ti v e  ti ssu e s, su c h a s tho se  

su r r o u n d i n g smo o th mu sc l e  c e l l s i n  the  a o r ta  a n d  f i b r o b l a sts i n  the  d e r mi s o f  sk i n .  L i k e  c a r ti l a ge  

ho w e v e r , hya l u r o n a n  f o r ms a  sc a f f o l d  f o r  b i n d i n g l a r ge  c ho n d r o i ti n  su l f a te  p r o te o gl yc a n s i n  the  

ma tr i c e s o f  the se  ti ssu e s  (http : / / w w w .gl yc o f o r u m.gr .j p / sc i e n c e / hya l u r o n a n / H A0 1/ H A0 1E .html ). 

The  l a r ge st a mo u n t o f  hya l u r o n a n  (7-8 g p e r  a v e r a ge  a d u l t hu ma n , ~ 50 %  o f  the  to ta l  i n  

the  b o d y) r e si d e s i n  sk i n  ti ssu e , w he r e  i t i s p r e se n t i n  b o th the  d e r mi s (~ 0 .5 mg/ g w e t ti ssu e ) a n d  

the  e p i d e r mi s (~ 0 .1 mg/ g w e t ti ssu e ).  In te r e sti n gl y, w hi l e  d e r mi s c o n si sts p r i ma r i l y o f  

e x tr a c e l l u l a r  ma tr i x  w i th a  sp a r se  p o p u l a ti o n  o f  c e l l s, the  e p i d e r mi s i s the  r e v e r se ;  the  

k e r a ti n o c yte s f i l l  a l l  b u t a  f e w  p e r c e n t o f  the  ti ssu e .  Thu s, the  a c tu a l  c o n c e n tr a ti o n s o f  hya l u r o n a n  

i n  the  ma tr i x  a r o u n d  the  c e l l s i n  the  e p i d e r mi s (e sti ma te d  to  b e  2-4 mg/ ml ) i s a n  o r d e r  o f  

ma gn i tu d e  hi ghe r  tha n  i n  the  d e r mi s (e sti ma te d  to  b e  ~ 0 .5 mg/ ml ).
  

The  ma tr i x  a r o u n d  

k e r a ti n o c yte s, the n , ma y ha v e  a  hya l u r o n a n  c o n c e n tr a ti o n  a s hi gh a s tha t i n  u mb i l i c a l  c o r d   

(~ 4 mg/ ml ) c o n si d e r e d  to  b e  the  ma mma l i a n  ti ssu e  w i th o n e  o f  the  hi ghe st c o n c e n tr a ti o n s. 

In te r e sti n gl y, r o o ste r  c o mb , a  sp e c i a l i z e d  p i e c e  o f  sk i n , ha s e v e n  hi ghe r  a mo u n ts o f  hya l u r o n a n  

(u p  to  7.5 mg/ ml ).  S e v e r a l  f u n c ti o n s o f  hya l u r o n a n  ha v e  b e e n  a ssi gn e d  to  H A, su c h a s 
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sta b i l i z a ti o n  o f  e x tr a c e l l u l a r  ma tr i x , j o i n t l u b r i c a ti o n , w a te r  ho me o sta si s, r e gu l a ti o n  o f  p l a sma  

p r o te i n  d i str i b u ti o n , b a r r i e r  w i th the  sp r e a d  o f  i n f e c ti o u s a ge n ts a n d  ma c r o mo l e c u l e s, a n d  

r e gu l a ti o n  o f  c e l l u l a r  a c ti v i ti e s b y i ts i n te r a c ti o n s w i th c e l l  su r f a c e  r e c e p to r  p r o te i n s (M a r ti n s et 

al., 20 0 3). 

 

1.2 .7   Ca n c e r  a n d  M e t a s t a s i s  

C a n c e r  i s a  ge n e ti c  d i se a se  tha t u su a l l y a r i se s f r o m the  a c c u mu l a ti o n  o f  se v e r a l  

mu ta ti o n s.  C a n c e r  c e l l s a r e  c ha r a c te r i z e d  b y a  f a i l u r e  o f  c e l l  c yc l e  c o n tr o l  w hi c h r e su l ts i n  the i r  

o v e r  p r o l i f e r a ti o n .  C o n ti n u o u s d i v i si o n  o f  the se  c e l l s r e su l ts i n  the  f o r ma ti o n  a n d  gr o w th o f  

tu mo r s.  A se c o n d  i mp o r ta n t p r o c e ss tha t l e a d s to  c a n c e r  i s tha t c a n c e r o u s c e l l s a c q u i r e  the  a b i l i ty 

to  l e a v e  the  p r i ma r y tu mo r  a n d  i n v a d e  a n d  f o r m c o l o n i e s a t se c o n d a r y si te s.  Thi s p r o c e ss, k n o w n  

a s me ta sta si s, i s c a u se d  b y c ha n ge s i n  the  c e l l -su b str a te  a n d  c e l l -c e l l  a d he si o n  p r o p e r ti e s o f  tu mo r  

c e l l s (S tu b b s et al., 20 0 2). 

M e ta sta si s i s d e f i n e d  a s the  f o r ma ti o n  o f  se c o n d a r y tu mo r  f o c i  a t a  si te  d i sc o n ti n u o u s 

f r o m the  p r i ma r y tu mo r .  M e ta sta se s c a n  f o r m f o l l o w i n g i n v a si o n  a n d  p e n e tr a ti o n  i n to  a d j a c e n t 

ti ssu e s f o l l o w e d  b y d i sse mi n a ti o n  o f  c e l l s i n  the  l ymp ha ti c s, b l o o d  v a sc u l a tu r e , c o e l o mi c  c a v i ti e s, 

o r  e p i the l i a l  c a v i ti e s.  M e ta sta ti c  c e l l s a r i se  w i thi n  a  p o p u l a ti o n  o f  n e o p l a sti c / tu mo r i ge n i c  c e l l s a s 

a  r e su l t o f  ge n o mi c  i n sta b i l i ty.  Thi s su b se t o f  c e l l s ha s a c c u mu l a te d  mu ta ti o n s i n  a d d i ti o n  to  

tho se  tha t ha v e  a l r e a d y r e n d e r e d  the  c e l l s tu mo r i ge n i c .  M e ta sta si s-c o mp e te n t c e l l s ha v e  e v o l v e d  

so  tha t the y d e ta c h a n d  mi gr a te  a w a y f r o m the  p r i ma r y tu mo r .  Du r i n g tr a n sp o r t, c e l l s tr a v e l  

i n d i v i d u a l l y o r  a s e mb o l i  c o mp o se d  o f  tu mo r  c e l l s (ho mo typ i c ) o r  o f  tu mo r  c e l l s a n d  ho st c e l l s 

(he te r o typ i c ).  At the  se c o n d a r y si te , c e l l s o r  e mb o l i  a r r e st e i the r  b e c a u se  o f  p hysi c a l  l i mi ta ti o n s 

(i .e ., to o  l a r ge  to  tr a v e r se  a  l u me n ) o r  b y b i n d i n g to  sp e c i f i c  mo l e c u l e s i n  p a r ti c u l a r  o r ga n s o r  

ti ssu e s. O n c e  the r e , tu mo r  c e l l s the n  p r o l i f e r a te  e i the r  i n  the  v a sc u l a tu r e  o r  i n  the  su r r o u n d i n g 

ti ssu e  a f te r  e x tr a v a sa ti o n .  To  f o r m ma c r o sc o p i c , c l i n i c a l l y d e te c ta b l e  me ta sta se s (o n  the  o r d e r  o f  

mm), c e l l s r e c r u i t a  v a sc u l a r  su p p l y.  To  f o r m c l i n i c a l l y i mp o r ta n t me ta sta se s, c e l l s mu st 

c o mp l e te  e v e r y ste p  o f  thi s c o mp l e x  c a sc a d e  a n d  p r o l i f e r a te  a t the  se c o n d a r y si te   (W e l c h a n d  

R i n k e r -S c ha e f f e r , 1999). M e ta sta si s sho w  i n  F i gu r e  12. 
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F i g u r e  12 . P a tho ge n e si s o f  he ma to ge n o u s me ta sta si s (H l a tk y et al., 1994). 
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1.2 .8   Ro l e  o f  Hy a l u r o n a n  i n  Ca n c e r  Pr o g r e s s i o n  

The  mo d e l s o f  c a r c i n o ge n e s i s d e sc r i b e  c a n c e r  a s a  p r o gr e ssi o n  o f  ge n e ti c  mu ta ti o n s i n  a  

tu mo r  c e l l  ma ss.  The se  mo d e l s ha v e  c o n tr i b u te d  to  the  d i sc o v e r i e s o f  ma n y tu mo r  su p p r e sso r  

ge n e s a n d  p o te n ti a l  o n c o ge n e s.  S o l i d  tu mo r s, ho w e v e r , a r e  mo r e  tha n  c l o n a l  e x p a n si o n s o f  tu mo r  

c e l l s;  tu mo r s a r e  he te r o ge n e o u s a n d  ha v e  a  c o mp l e x  str u c tu r e .  F u r the r mo r e , B i sse l l  d e sc r i b e s a  

tu mo r  a s a  u n i q u e  @ o r g an A  f o r me d  b y @ ti s s u es A  (B i sse l l  a n d  R a d i sk y, 20 0 1).  The  c e l l s c o mp o si n g 

the se  ti ssu e s i n te r a c t w i th e a c h o the r  a n d  w i th o the r  typ e s o f  c e l l s a n d  e x c ha n ge  i n f o r ma ti o n  

thr o u gh c e l l -c e l l  i n te r a c ti o n s o r  thr o u gh i n te r a c ti o n s w i th c yto k i n e s a n d  the  e x tr a c e l l u l a r  ma tr i x  

(E C M ).  The se  c o mb i n e d  i n te r a c ti o n s f a c i l i ta te  tu mo r  p r o gr e ssi o n .  A n u mb e r  o f  a u tho r s ha v e  

su gge ste d  tha t the  E C M  p l a ys a  si gn i f i c a n t r o l e  i n  tu mo r  gr o w th, p r o gr e ssi o n , a n d  me ta sta ti c  

d e v e l o p me n t (B i sse l l  a n d  R a d i sk y, 20 0 1).  Tu mo r  i n v a si o n  a n d  me ta sta ti c  d e v e l o p me n t a r e  

me d i a te d  thr o u gh the  b r e a k d o w n  o f  the  E C M . Di sr u p ti o n  o f  the  E C M  p r o mo te s a b n o r ma l  i n te r  

a n d /  o r  i n tr a - c e l l u l a r  si gn a l i n g l e a d i n g to  a b n o r ma l  c e l l  p r o l i f e r a ti o n , c e l l  gr o w th, c yto sk e l e to n  

r e o r ga n i z a ti o n , a n d  a l te r a ti o n  o f  o the r  c e l l  f u n c ti o n s. H A i s i n v o l v e d  i n  ma n y b i o l o gi c a l  p r o c e sse s 

i n c l u d i n g ma l i gn a n t c e l l  mi gr a ti o n  (Ad a mi a  et al., 20 0 5). 

A l a r ge  b o d y o f  e x p e r i me n ta l  e v i d e n c e  f r o m a n i ma l  mo d e l s d i r e c tl y i mp l i c a te s 

hya l u r o n a n  i n  the  p r o gr e ssi o n  o f  se v e r a l  tu mo r
 

typ e s (K o sa k i  et al., 1999).  Tw o  ma j o r  

a p p r o a c he s ha v e  b e e n  u se d  to  p r o b e  the
 

i n v o l v e me n t o f  hya l u r o n a n .  F i r st, i t ha s b e e n  sho w n  tha t 

o v e r e x p r e ssi o n
 

o f  H a s (hya l u r o n a n  syn tha se s) p r o mo te s gr o w th o f  f i b r o sa r c o ma  a n d  p r o sta te  

c a r c i n o ma
 

(K o sa k i  et al., 1999;  L i u  et al., 20 0 1) a n d  me ta sta si s o f  ma mma r y c a r c i n o ma  

(Y a b u shi ta  et al., 20 0 5) i n  v i v o .
  

S e c o n d , p e r tu r b a ti o n  o f  e n d o ge n o u s hya l u r o n a n  i n te r a c ti o n s 

i n hi b i ts
 

gr o w th, i n v a si o n , a n d  me ta sta si s i n  se v e r a l  tu mo r  typ e s i n  v i v o  (P e te r so n  et al., 20 0 0 ). 

S e v e r a l  a p p r o a c he s ha v e  b e e n  u se d  to  ma n i p u l a te  hya l u r o n a n
 

i n te r a c ti o n s, the  mo st c o mmo n  o f  

w hi c h ha s b e e n  o v e r e x p r e ssi o n
 

o f  so l u b l e  hya l a d he r i n s, e.g . so l u b l e  C D44 (Y u  et al., 1997), 

R H AM M  ,
 

o r  hya l a d he r i n s f r o m c a r ti l a ge  e x tr a c ts (L i u  et al., 20 0 1).  S o l u b l e  hya l a d he r i n s
 

a c t a s 

a n  i n te r a c ti v e  si n k  f o r  d i sp l a c e me n t o f  e n d o ge n o u s hya l u r o n a n
 

f r o m i ts r e c e p to r s, e.g . C D44, thu s 

i n hi b i ti n g p u ta ti v e  d o w n str e a m
 

e v e n ts.  F o r  e x a mp l e , o v e r e x p r e ssi o n  o f  so l u b l e  C D44 i n  

ma mma r y
 

c a r c i n o ma  o r  me l a n o ma  c e l l s i n hi b i ts tu mo r  gr o w th a n d  me ta sta si s,
 

b u t the se  e f f e c ts 

a r e  n o t o b ta i n e d  i f  the  so l u b l e  C D44 i s mu ta te d
 

su c h tha t hya l u r o n a n  b i n d i n g d o e s n o t o c c u r  

(P e te r so n  et al., 20 0 0 ).  C e l l u l a r  e f f e c ts
 

o f  so l u b l e  C D44 i n c l u d e  i n d u c ti o n  o f  G
1
 a r r e st (P e te r so n  
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et al., 20 0 0 ) o r  a p o p to si s
 

(Y u  a n d  S ta me n k o v i c , 1999) i n  the  tu mo r  c e l l s a n d  i n hi b i ti o n  o f   

M M P -me d i a te d  i n v a si o n .  Ad mi n i str a ti o n  o f  hya l u r o n a n  o l i go sa c c ha r i d e s a l so  i n hi b i ts
 

gr o w th o f  

se v e r a l  tu mo r  typ e s i n  v i v o , i n c l u d i n g ma mma r y a n d  l u n g
 

c a r c i n o ma s a n d  me l a n o ma  (Z e n g et al., 

1998). H ya l u r o n a n  o l i go me r s c o mp e te  f o r  e n d o ge n o u s p o l yme r i c  hya l u r o n a n -r e c e p to r
 

i n te r a c ti o n s, r e su l ti n g i n  mo n o v a l e n t r a the r  tha n  p o l yv a l e n t i n te r a c ti o n s
 

w i th r e c e p to r s.  R e c e n t 

r e su l ts ha v e  sho w n  tha t hya l u r o n a n  o l i go me r s
 

a l so  i n d u c e  G
1
 a r r e st o r  a p o p to si s i n  tu mo r  c e l l s 

(Au v i n e n  et al., 20 0 0 ).  An o the r  c o n se q u e n c e  o f  tr e a tme n t w i th so l u b l e  hya l a d he r i n s i s the  l o ss o f  

hya l u r o n a n -i n d u c e d  c l u ste r i n g o f  C D44 i n  the  p l a sma
 

me mb r a n e .  C l u ste r i n g o f  C D44 i n  the  

me mb r a n e  l e a d s to  d o c k i n g
 

o f  ge l a ti n a se  B  (M M P -9) o n  the  su r f a c e  o f  ma mma r y c a r c i n o ma  a n d
 

me l a n o ma  c e l l s. Thi s p he n o me n o n  r e su l ts i n  p r o mo ti o n  o f
 

tu mo r  c e l l  i n v a si v e n e ss a n d  

a n gi o ge n e si s (Y u  a n d  S ta me n k o v i c , 20 0 0 ), b o th o f
 

w hi c h a r e  i mp o r ta n t e v e n ts i n  tu mo r  

p r o gr e ssi o n .  O v e r e x p r e ssi o n
 

o f  me mb r a n e -b o u n d  C D44 c a n  a l so  d i sr u p t c l u ste r i n g (Y u  a n d  

S ta me n k o v i c , 1999), p o ssi b l y
 

e x p l a i n i n g so me  o f  the  a p p a r e n tl y c o n tr a d i c to r y f i n d i n gs 

c o n c e r n i n g
 

the  r e l a ti o n shi p  o f  C D44 l e v e l s to  tu mo r i ge n e si s, e.g . i n hi b i ti o n
 

(S c hmi ts et al., 1997) 

v e r su s p r o mo ti o n  o f  tu mo r  p r o gr e ssi o n  b y o v e r e x p r e ssi o n
 

o f  i n ta c t C D44.  Thu s, the r e  i s l i k e l y a  

f i n e  b a l a n c e  b e tw e e n  the
 

a mo u n t a n d  o r ga n i z a ti o n  o f  C D44 a n d  i ts a b i l i ty to  r e sp o n d  to
 

i n te r a c ti o n  

w i th hi gh mo l e c u l a r  w e i ght
 

hya l u r o n a n .  Al tho u gh i t i s c l e a r  tha t hya l u r o n a n  i n te r a c ti o n s d i r e c tl y 

i n f l u e n c e  v a r i o u s i n tr a c e l l u l a r  si gn a l i n g p a thw a ys i mp o r ta n t f o r
 

c e l l  b e ha v i o r , b i n d i n g o f  

hya l u r o n a n  to  C D44 a l so  l e a d s to  i n te r n a l i z a ti o n
 

a n d  d e gr a d a ti o n  (To o l e  et al., 20 0 2). 

In  thi s r e ga r d  i t i s si gn i f i c a n t tha t so me  tu mo r
 

c e l l s e x hi b i t e l e v a te d  l e v e l s o f  

hya l u r o n i d a se  a n d  the  a b i l i ty
 

to  i n te r n a l i z e  a n d  d e gr a d e  hya l u r o n a n  (L i u  et al., 1996). 

Thu s p e n e tr a ti o n
 

o f  hya l u r o n a n -r i c h str o ma  (Y u  et al., 1997) o r  p r o d u c ti o n  o f  a n gi o ge n i c  

b r e a k d o w n
 

p r o d u c ts o f  hya l u r o n a n   ma y a l so  p r o mo te  tu mo r
 

p r o gr e ssi o n . S c he me  o f  H A-C D44 

si gn a l i n g p a thw a y sho w  i n  F i gu r e  13.  H ya l u r o n a n -R H AM M  i n te r a c ti o n s ha v e  a l so  b e e n  

i mp l i c a te d  i n  tu mo r  c e l l  b e ha v i o r  i n  v i tr o  a n d  i n  v i v o . R H AM M  i s i n v o l v e d  i n
 

the  R a s a n d  

e x tr a c e l l u l a r  si gn a l -r e gu l a te d  k i n a se  si gn a l i n g p a thw a ys
 

a n d  a sso c i a te s w i th the  c yto sk e l e to n  

(H A-R H AM M  si gn a l i n g p a thw a y sho w  i n  F i gu r e 14) (Tu r l e y et al., 20 0 2).  H ya l u r o n a n -R H AM M
 

i n te r a c ti o n s i n d u c e  tr a n si e n t p ho sp ho r yl a ti o n  si gn a l i n g p r o te i n s i n  c o n c e r t w i th tu r n o v e r  o f  f o c a l  

a d he si o n s i n  R a s-tr a n sf o r me d
 

c e l l s, thu s l e a d i n g to  i n i t i a ti o n  o f  l o c o mo ti o n  (C he n  et al., 1995).  

S u p p r e ssi o n
 

o f  thi s i n te r a c ti o n  i n hi b i ts b o th c e l l  l o c o mo ti o n  a n d  p r o l i f e r a ti o n
 

i n  v i tr o  a n d  l e a d s to  
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i n hi b i ti o n  o f  tu mo r  gr o w th i n  v i v o , w he r e a s
 

o v e r e x p r e ssi o n  o f  R H AM M  l e a d s to  e n ha n c e d  tu mo r  

gr o w th a n d  me ta sta si s
 

(C he n  et al., 1995;  Tu r l e y et al., 20 0 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F i g u r e  13 . The  mo d e l  o f  hya l u r o n a n -C D44 sp e c i f i c  si gn a l i n g p a thw a ys.  H ya l u r o n a n  (H A) 

a l so  p r o mo te s the  a sso c i a ti o n  o f  C D44 f o r ms w i th c yto sk e l e ta l  p r o te i n s su c h a s 

a n k yr i n  a n d  E R M  p r o te i n s.  Ac ti v a ti o n  o f  the se  si gn a l i n g p a thw a ys to ge the r  

l e a d s to  tu mo r  b e ha v i o r  su c h a s mi gr a ti o n  a n d  i n v a si o n  (Tu r l e y et al., 20 0 2). 

 

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



 
23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F i g u r e  14 . The  mo d e l  f o r  hya l u r o n a n -R H AM M  me d i a te d  si gn a l i n g p a thw a ys.  R H AM M  i s 

hya l a d he r i n  tha t o c c u r s i n  mu l ti p l e  su b c e l l u l a r  c o mp a r tme n ts a n d  tha t c a n  a l so  

b e  e x p o r te d  to  the  e x tr a c e l l u l a r  ma tr i x  w he r e  i t b i n d s to  the  c e l l  su r f a c e .  C e l l  

su r f a c e  R H AM M -hya l u r o n a n  i n te r a c ti o n s r e gu l a te  si gn a l i n g thr o u gh R a s a n d  

S r c  (Tu r l e y et al., 20 0 2). 
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1.2 .9   El e v a t i o n  o f  Hy a l u r o n a n  i n  Ca n c e r  D i s e a s e .  

S i n c e  hya l u r o n a n  i s i n v o l v e d  i n  the  r e gu l a ti o n  o f  n o r ma l  d e v e l o p me n ta l  p r o c e sse s su c h 

a s p r o l i f e r a ti o n  a n d  mi gr a ti o n .  S i gn i f i c a n tl y i n c r e a se d  l e v e l s o f  H A a r e  o f te n  a sso c i a te d  w i th 

c e r ta i n  typ e s o f  hu ma n  tu mo r s, a n d  the  l e v e l s o f  H A i n  the  se r u m o f  so me  c a n c e r  p a ti e n ts w e r e  

a l so  si gn i f i c a n tl y e l e v a te d  o v e r  tho se  o f  n o r ma l  i n d i v i d u a l s, i ts o v e r p r o d u c ti o n  o f te n  c o r r e l a te s to  

p a tho l o gi e s tha t a r e  c ha r a c te r i z e d  b y i n a p p r o p r i a te  c e l l  d i v i si o n  a n d  mo ti l i ty.  Imp o r ta n tl y, 

e l e v a te d  l e v e l s o f  c i r c u l a ti n g hya l u r o n a n  o c c u r  i n  p a ti e n ts w i th c o l o n , b r e a st, b l a d d e r  a n d   

p r o sta te  c a n c e r s, a n d  hya l u r o n a n  d e p o si ts a r e  i n c r e a se d  w i thi n  the  p r i ma r y tu mo r s.  De p e n d i n g o n  

the  tu mo r , the se  hya l u r o n a n  d e p o si ts a r e  a sso c i a te d  w i th the  c a r c i n o ma  a n d / o r  w i th the   

tu mo r -a sso c i a te d  str o ma l  c e l l s.  The se  o b se r v a ti o n s e mp ha si z e  a  p o te n ti a l l y i mp o r ta n t l i n k  

b e tw e e n  hya l u r o n a n  a c c u mu l a ti o n  a n d  tu mo r  p r o gr e ssi o n  i n  hu ma n s 

(http : / / w w w .gl yc o f o r u m.gr .j p / sc i e n c e / hya l u r o n a n / H A26/ H A26E .html ). 

H i gh hya l u r o n a n  l e v e l s a r e  a sso c i a te d  w i th ma n y hu ma n  c a n c e r s.  S tu d i e s o n  hi sto l o gi c a l  

se c ti o n s f r o m v a r i o u s tu mo r s, u si n g a  sp e c i f i c  hya l u r o n a n  a f f i n i ty p r o b e , ha v e  i n d i c a te d  tha t 

v i r tu a l l y
 

a l l  hu ma n  e p i the l i a l  tu mo r s a r e  su r r o u n d e d  b y a  c o n n e c ti v e  ti ssu e
 

ma tr i x  (str o ma ) 

e n r i c he d  i n  hya l u r o n a n .  H ya l u r o n a n  i s thu s
 

a  c e n tr a l  c o mp o n e n t o f  the  d i sti n c t str o ma  tha t 

su r r o u n d s a n d
 

p r o b a b l y su p p o r ts the  tu mo r .  The  tu mo r  e x tr a c e l l u l a r  ma tr i x  (E C M ) i s a l so  

e n r i c he d  i n  hya l u r o n a n -b i n d i n g p r o te o gl yc a n s su c h a s
 

v e r si c a n  (Na r a  et al., 1997).  

F u r the r mo r e , so me  b r e a st, sto ma c h, a n d  c o l o n  c a r c i n o ma s sho w  e c to p i c  e x p r e ssi o n  o f  

hya l u r o n a n  a sso c i a te d  w i th the  ma l i gn a n t
 

c e l l s the mse l v e s, w he r e a s the  c o r r e sp o n d i n g n o r ma l  

e p i the l i a  gi v e
 

v i r tu a l l y n o  si gn a l  f o r  hya l u r o n a n  (R o p p o n e n  et al., 1998;  Au v i n e n  et al., 20 0 0 ). 

Aga i n ,
 

a  hi gh n u mb e r  o f  hya l u r o n a n -p o si ti v e  c e l l s p r e d i c ts u n f a v o r a b l e
 

o u tc o me .  F o r  i n sta n c e , 

the  r e c u r r e n c e  r a te  o f  c o l o n  c a r c i n o ma
 

a f te r  a n  o p e r a ti o n  i n c r e a se s f r o m 20  to  80 %  w i th 

i n c r e a si n g l e v e l s
 

o f  hya l u r o n a n  a sso c i a te d  w i th the  c a r c i n o ma  c e l l s (R o p p o n e n  et al., 1998). 

L i k e w i se ,
 

e l e v a te d  l e v e l s o f  hya l u r o n a n  a n d  hya l u r o n i d a se  i n  the  u r i n e  f o r m
 

a  c l i n i c a l l y r e l i a b l e  

ma r k e r  f o r  the  p r e se n c e  a n d  gr a d e  o f  b l a d d e r
 

c a n c e r  (L o k e shw a r  et al., 20 0 0 ).  

S e v e r a l  stu d i e s e x a mi n i n g hya l u r o n a n  c o n te n t i n  hu ma n  p r o sta te  c a n c e r  sa mp l e s ha v e  

c o r r e l a te d  the  i n te n si ty o f  hya l u r o n a n  sta i n i n g w i thi n  the  tu mo r -a sso c i a te d  str o ma  to  the  se v e r i ty 

o f  the  c a n c e r . P r o gr e ssi o n  i s a sso c i a te d  w i th e x p a n si o n  o f  the  gl a n d u l a r  p r o sta te  c a r c i n o ma  c e l l s 

w i th a  c o r r e sp o n d i n g i n c r e a se  i n  the  hya l u r o n a n  c o n te n t o f  the  tu mo r -a sso c i a te d  str o ma . 
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The  hya l u r o n a n  i n  a d v a n c e d  p r i ma r y tu mo r s i s e a si l y e x tr a c te d  a n d  i s d i v e r se  i n  mo l e c u l a r  

w e i ght, c o n ta i n i n g sma l l e r  hya l u r o n a n  f r a gme n ts tha t f a c i l i ta te  a n gi o ge n e si s o f  the  p r i ma r y 

tu mo r .  The se  sma l l e r  hya l u r o n a n  f r a gme n ts a r e  p r o d u c e d  b y the  a c ti o n  o f  tu mo r -a sso c i a te d  

hya l u r o n i d a se  w hi c h ha s a l so  b e e n  a sso c i a te d  w i th p r o sta te  tu mo r  p r o gr e ssi o n .  The se  f r a gme n ts, 

a l o n g w i th o the r  tu mo r  r e l a te d  f a c to r s, c o n tr i b u te  to  i n c r e a se d  v a sc u l a r i z a ti o n  o f  the  tu mo r  tha t 

a c c o mp a n i e s tu mo r  gr o w th a n d  p r o gr e ssi o n  (F i gu r e  15).  

 

 

 

 

 

 

 

F i g u r e  15. E l e v a te d  hya l u r o n a n  i n  p r i ma r y p r o sta te  tu mo r s.  P r o sta te  c a n c e r  p r o gr e ssi o n  i s 

a sso c i a te d  w i th e l e v a ti o n s i n  hya l u r o n a n .  The  d i a gr a m d e p i c ts p r o gr e ssi o n  

w i thi n  the  p r i ma r y tu mo r  o f  p r o sta te  c a n c e r . 

 (http : / / w w w .gl yc o f o r u m.gr .j p / sc i e n c e / hya l u r o n a n / H A26/ H A26E .html ) 
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1.2 .10   M e a s u r e m e n t  o f  Hy a l u r o n a n  

Ar o u n d  1970  a n  i n c r e a si n g i n te r e st i n  the  r o l e  o f  H A i n  c e l l  b i o l o gy (To o l e  et al., 1977) 

a n d  c l i n i c a l  p r a c ti c e  (B u tl e r  et al., 1970 ) sti mu l a te d  r e se a r c he r s to  d e v e l o p  n e w  me tho d s f o r  i ts 

sp e c i f i c  a n a l ysi s.  M i c r o gr a m a mo u n ts o f  hya l u r o n a n  (H A) c a n  b e  q u a n ti f i e d  b y a  v a r i e ty o f  

me tho d s, the  o l d e st a n d  mo st w i d e sp r e a d  b e i n g c o l o r i me tr y, u si n g mo d i f i c a ti o n s o f  the  c a r b a z o l e  

me tho d  f o r  the  d e te r mi n a ti o n  o f  he x u r o n i c  a c i d .  In  c l i n i c a l  a n a l ysi s, H A i s d e te r mi n e d  b y 

e l e c tr o p ho r e si s o n  a  c e l l u l o se  a c e ta te  me mb r a n e   It c a n  a l so  b e  d e te r mi n e d  b y si z e -e x c l u si o n  

c hr o ma to gr a p hy w i th U V  p ho to me tr i c  d e te c ti o n  a t a  l o w  w a v e l e n gth (J e a n l o z , 1960 ), b u t 

se n si ti v i ty a n d  se l e c ti v i ty a r e  i n su f f i c i e n t f o r  d e te r mi n a ti o n s i n  b l o o d  sa mp l e s.  In  r e c e n t ye a r s, 

p r o te i n s w i th a  sp e c i f i c  a f f i n i ty f o r  H A ha v e  b e e n  u ti l i z e d  w i thi n  r a the r  c o mp l e x  me tho d s w hi c h 

e mp l o y r a d i o a c ti v e  tr a c e r s to ge the r  w i th hya l u r o n i c  a c i d  b i n d i n g p r o te i n  (H AB P ), a  p a r t o f  the  

c o r e  p r o te i n  o f  p r o te o gl yc a n  (L a u r e n t et al., 1996;  F r a se r  et al., 1997).  The r e f o r e  me a su r e me n t o f  

H A i s u su a l l y p e r f o r me d  b y a  c o n v e n ti o n a l  r a d i o i mmu n o a ssa y (R IA) w hi c h w a s f i r st d e sc r i b e d  

b y B r a n d t e t a l . (H a r d i n gha m a n d  M u i r , 1972) a n d  i s sti l l  i n  u se  to d a y w i th sma l l  mo d i f i c a ti o n s 

(R o ssl e r , 1998).  

The  q u a n ti ta ti o n  o f  H A i n  ti ssu e s a n d  b o d y f l u i d s ma y p r o v i d e  a  u se f u l  ma r k e r  f o r  

d i a gn o sti c  p u r p o se s. S e v e r a l  typ e s o f  a ssa ys ha v e  b e e n  d e v i se d  f o r  me a su r i n g H A.  H o w e v e r , 

the se  me tho d s a r e  o f te n  o f  l i mi te d  u se f u l n e ss a s ma n y o f  the se  a ssa ys r e q u i r e  r e l a ti v e l y l a r ge  

a mo u n ts o f  ma te r i a l  w he r e a s o the r s a r e  hi ghl y se n si ti v e  b u t r e q u i r e  p u r i f i c a ti o n  o f  the  H A b e f o r e  

a ssa yi n g.  R IA me tho d s o f f e r  a  hi gh d e gr e e  o f  se n si ti v i ty a n d  d o  n o t r e q u i r e  p r i o r  p u r i f i c a ti o n  b u t 

n e e d  the  u se  o f  r a d i o a c ti v e  tr a c e r s su c h a s [
3

H ] -hya l u r o n a te  a n d , [
125

I] -hya l u r o n e c ti n  a n d  he n c e  a l l  

the  d i sa d v a n ta ge s o f  su c h a  me tho d  (R o ssl e r , 1998). 

In  1998, R o ssl e r  d e v i se d  a  n e w  te st f o r  H A.  Thi s a ssa y w a s p e r f o r me d  a s a n  a l te r n a ti v e  

to  the  c o n v e n ti o n a l  r a d i o me tr i c  a ssa y a n d  to  E L IS A a n d  e mp l o ye d  the  p r i n c i p l e  o f  ti me -r e so l v e d  

f l u o r o i mmu n o a ssa ys (R o ssl e r , 1998).  R e c e n tl y, M a r ti n  a n d  c o l l e a gu e s stu d i e d  a n d  d e v e l o p e d  

me tho d  u si n g a  f l u o r e sc e n c e -b a se d  a ssa y f o r  H A d e te r mi n a ti o n  i n  se r u m o f  n o r ma l  a n d  c i r r ho ti c  

p a ti e n ts (M a r ti n s et al., 20 0 3). 

H ya l u r o n a n  ha s b e e n  r e p o r te d  to  b e  a  p o te n ti a l  b i o ma r k e r  f o r  l i v e r , c a n c e r  a n d  b o n e  

d i se a se s.  It c a n  b i n d  se l e c ti v e l y to  the  p r o te i n s c a l l e d  H A-b i n d i n g p r o te i n s (H AB P s).  In  thi s 

stu d y, the  d i r e c t c o mp e ti ti v e  E L IS A b a se d  te c hn i q u e  w a s c a r r i e d  o u t.  
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1.3   O B J ECTIV ES O F  THIS STU D Y  

1. To  p r e p a r e  H AB P s f r o m c hi c k e n  c a r ti l a ge . 

2. To  d e v e l o p  f l u o r e sc e n c e -E L IS A te c hn i q u e  a n d  a p p l y f o r  d e te r mi n a ti o n  H A b y 

u si n g F ITC -H AB P . 

3. To  a p p l y f l u o r e sc e n c e -E L IS A b a se d  a ssa y f o r  H A d e te r mi n a ti o n  i n  c a n c e r  

se r u m. 
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