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ZUSAMMENFASSUNG

Unter allen Krebsarten ist Brustkrebs (lat. Mammakarzinom) mit iber 600.000 neuen Fallen pro Jahr die
am haufigsten diagnostizierte Krebserkrankung bei Frauen in entwickelten Landern. Trotz intensiver
Erforschung der Biologie des Brustkrebs mit tGber 6000 Publikationen allein im Jahr 2010 liegt das
Haupthindernis fiir bessere und individuellere Therapien immer noch darin, dass die biologischen
Mechanismen der Tumorinitiierung und -progression bis heute nur schlecht verstanden sind. Brustkrebs
stellt sowohl auf klinischer als auch auf molekularer Ebene eine sehr heterogene Erkrankung dar und
erschwert dadurch sowohl die Diagnose als auch die Behandlung. Verschiedene Modelle versuchen die
Entstehung und Merkmale von Brustkrebserkrankungen zu erklaren. Durch das Grundkonzept, dass
adulte Stamm- bzw. Progenitorzellen des normalen Gewebes die Ursprungszelle der Lasion darstellen,

bietet die Tumorstammazellentheorie ein sehr attraktives Modell.

In den vergangenen Jahren wurde das WAP-T Mammakarzinom-Mausmodell wegen seiner grof3en
Ahnlichkeit mit korrespondierenden humanen Lésionen als ein geeignetes Modell zur Analyse friiher und
spater Stadien der Brustkrebsentwicklung etabliert. Um die Mechanismen der Regulation von
Tumorstammzellen zu erforschen, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit zwei Schwerpunkte
gesetzt: (i) die Untersuchung der Relevanz der Tumorstammzelltheorie in WAP-T Mammakarzinomen
und (ii) die Beantwortung der Frage, die Differenzierung der potentieller Tumorstammzellen beeinflusst
werden kann. Um den Vorteil von in vitro Untersuchungen zu nutzen, wurde die aus einem WAP-T
Tumor etablierte, den Primartumoren dhnelnde G-2 Zelllinie zusammen mit den endogenen Tumoren

analysiert.

Der klassischen Tumorstammzelltheorie nach besitzen Tumore eine durch spezifische molekulare
und/oder funktionelle Merkmale definierte kleine tumorigene Tumorstammzellpopulation, die nicht
tumorigene differenzierte Tumorzellen als Nachkommen hervorbringen. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit wurde gezeigt, dass endogene WAP-T Mammakarzinome sowie G-2 Zellen viele fir
Tumorstammzellen beschriebenen Charakteristika, wie eine intrinsische Heterogenitdt beziglich der
Expression von Differenzierungsmarkern und tumorinitiierender Eigenschaften, aufweisen. Auf der
Suche nach spezifischen Phanotypen fir Tumorstammzellen wurden WAP-T Tumoren und G-2 Zellen auf
die Expression verschiedener Zelloberflichenmarker (CD24, CD29, CD49f, CD61 und Scal) und eines
funktionellen Markers (die Aldh-Aktivitat) analysiert. Dabei wurde tberraschenderweise beobachtet,
dass G-2 Zellen mit Tumorstammzelleigenschafen metastabil sind und in vitro mindestens drei

verschiedene und interkonvertible Differenzierungsstadien aufweisen. Als verantwortliche Mechanismen
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fir die Ubergdnge zwischen den sogenannten ,quasi-epithelial, ,intermedidr” und ,quasi-
mesenchymal” Phanotypen wurden die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) und die
mesenchymale-epitheliale Transition (MET) identifiziert. Die Relevanz des Konzepts der
Tumorzellmetastabilitdt konnte in vivo auf endogene WAP-T und transplantierte G-2 Tumore erweitert
werden. Dementsprechend kénnen Tumorstammzellen der WAP-T Tumore nicht als individuelle Entitat
mit gut charakterisiertem Phdnotyp, sondern vielmehr als homoostatisches heterogenes

,Tumorzellsystem” definiert werden.

Diese Erkenntnisse haben weitreichende Konsequenzen fir das Konzept einer Tumorstammzell-
spezifischen Therapie und weisen darauf hin, dass ein gezielter Einfluss auf die Metastabilitat von

Tumorzellsystemen die Effizienz von Behandlungen deutlich steigern kdnnte.

Das carcinoembryonic antigen related cell adhesion molecule 1 (CEACAM1) ist u. A. auf normalen
differenzierten Epithelzellen und Endothelzellen der Brustdriise exprimiert und wird wahrend der
Progression zahlreicher Karzinome herunterreguliert. Daher stellte im zweiten Teil der Arbeit CEACAM1
einen interessanten Kandidaten zur Modulation des metastabilen Zustandes von WAP-T Tumorzellen
dar. In in vivo Analysen zeigten WAP-T Tumortiere mit ausgeschaltetem Ceacami1-Gen eine deutlich
erhohte Metastasierungsrate im Vergleich zu Ceacam1“-Tumortieren. Weitere Untersuchungen
ermoglichten das Aufdecken einer dualen Rolle von CEACAM1 wahrend der Tumorprogression: (i) der
Verlust von CEACAM1 auf Tumorzellen verursacht einen ausgeprdgt aggressiveren EMT-Phdnotyp,
wahrend (ii) der Verlust von CEACAM1 in der Tumormikroumgebung eine Beginstigung der
Tumorzelldisseminierung durch erhohte GefiaRpermeabilitdt zur Folge hat. Es konnte somit gezeigt

werden, dass CEACAM1 in die Regulation der Metastabilitdt von WAP-T Tumorzellen involviert ist.

Zusammenfassend betonen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, wie wichtig die genaue
Charakterisierung von Tumorzellsystemen und deren Regulationsmechanismen fiir eine Verbesserung
von Krebstherapien ist. Das WAP-T Mammakarzinom-Mausmodell bietet hierbei ein hervorragendes
Werkzeug fir weitere Studien (ber die Tumorzellmetastabilitit und die Entwicklung neuer

Therapiestrategien.
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ABSTRACT

Among all types of cancer breast cancer (also termed mammary carcinoma) is the most common
cancerous disease of women in developed countries with over 600.000 new cases per year. Over 6000
publications on breast cancer for the year 2010 only underscore the intense focus on breast cancer
research. However, enhancement and individualization of therapies are still limited due to a poor
understanding of the biological mechanisms underlying tumor initiation and progression. In addition,
heterogeneity of breast cancer on the clinical as well as on the molecular level complicates diagnostics
and therapy of this disease. Among the different models that attempt to explain initiation and properties
of mammary carcinomas, the cancer stem cell (CSC) theory represents a very attractive concept,
proposing that adult stem and progenitor cells of normal tissues constitute the cells of origin of the

tumors.

In the past years, the WAP-T mammary carcinoma mouse model has been shown to exhibit high
similarities to the corresponding human tumors. Thus this model constitutes an appropriate tool to study
early and late stages of breast cancer development. To investigate the mechanisms of cancer stem cell
regulation, the present study focused on two main questions: (i) is the cancer stem cell theory an
appropriate model to describe WAP-T mammary carcinomas and (ii) if yes, is there a possibility to
influence the differentiation state of potential cancer stem cells. To take advantage of in vitro analyses,
the G-2 cell line that has been established from a WAP-T tumor and bear high resemblance to primary

tumors, has been analyzed in parallel with endogenous WAP-T tumors.

According to the classical CSC theory, tumors contain a small population of tumorigenic cancer stem
cells, which is characterized by a combination of specific molecular and/or functional markers. These
rare CSCs give rise to all other differentiated and non-tumorigenic cancer cells of a tumor. In this study
endogenous WAP-T mammary carcinomas as well as G-2 cells displayed many CSC associated features,
like tumor initiating properties or intrinsic heterogeneity regarding expression of differentiation markers.
In an attempt to identify WAP-T cancer stem cell specific phenotypes, G-2 cells were analyzed using cell
surface markers (CD24, CD29, CD49f, CD61 and Scal) and a functional marker (Aldh-activity).
Surprisingly, G-2 cells with CSC properties showed a metastable phenotype, which allowed them to
adopt at least three different and interconvertible differentiation states. Epithelial-mesenchymal
transition (EMT) and mesenchymal-epithelial transition (MET) were identified as mechanisms

responsible for the interconvesion of so-called “quasi-epithelial”, “intermediate” and “quasi-
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mesenchymal” states. Hence, cancer stem cells in WAP-T tumors cannot be defined as an individual

entity with a well defined phenotype, but rather as a homeostatic heterogeneous “cancer cell system”.

The presented concept of a cancer cell system has a high impact on the conception of potential
CSC-targeting therapies. Influencing the metastability of a tumor cell system for example could strongly

increase the efficiency of specific therapies.

The carcinoembryonic antigen related cell adhesion molecule 1 (CEACAM1) is expressed on differentiated
epithelial cells and on endothelial cells of the normal mammary gland, and is downregulated during
progression of many carcinomas. Therefore, CEACAM1 represents an interesting candidate to modulate
the metastablity of WAP-T cancer cells. In the present study, WAP-T mice with a Ceacam1 knockout
displayed a strongly increased metastasis rate compared to the Ceacam1™ animals. Further analyses
allowed the description of a dual role of CEACAM1 during tumor progression: (i) tumor cells lacking
CEACAM1 showed an enhanced and more aggressive EMT-phenotype; (ii) the loss of CEACAM1
expression in the tumor microenvironment led to an increased permeability of the blood vessels, thus
facilitating the dissemination of tumor cells. These results provide evidence that CEACAML1 is involved in

the regulation of the WAP-T cancer cell metastability.

Taken together, the data of the present study emphasize the importance of a characterization of tumor
cell systems and the regulatory processes therein in order to develop better cancer therapies. The WAP-
T mouse model thereby provides an appropriate tool for a further analysis of cancer cell metastability

and development of new therapeutic strategies.
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I EINLEITUNG

1.1 Brustkrebs

Brustkrebs ist mit Gber 600.000 Neuerkrankungen im Jahr 2007 die am haufigsten diagnostizierte
Krebserkrankung bei Frauen in den Vereinigten Staaten und Europa. Mit 15% aller Falle ist Brustkrebs die
zweithdufigste Todesursache durch Krebs (AmericanCancerSociety 2007; Ferlay, Autier et al. 2007,
Vargo-Gogola and Rosen 2007). Der Begriff ,Brustkrebs” (lat. Mammakarzinom) fasst zahlreiche
Erkrankungen der Brustdriise zusammen, die sich in ihrer Histopathologie, Malignitdt und in ihren
molekularen bzw. genetischen Ursachen unterscheiden. Wie andere Karzinome entstehen
Mammakarzinome aus Epithelgewebe und werden je nach Ursprung in Plattenepithelkarzinome (aus
Plattenepithelgewebe stammend) und Adenokarzinome (Ursprung im Drisengewebe) unterteilt.
Basierend auf der histologischen Klassifizierung werden Adenokarzinome in Untergruppen eingeteilt:
invasive duktale Karzinome (IDC) entstehen in Zellen der Milchgdnge, reprdsentieren 70-80% der
Adenokarzinome und sind somit die am haufigsten diagnostizierte Brustkrebsforme; invasive lobuladre
Karzinome (ILC) machen etwa 15% der Adenokarzinome aus und haben ihren Ursprung in den Zellen der
Drisenlappchen; des Weiteren gibt es auch invasive tubuldre, medulldare und papillare Karzinome (je

etwa 2%).

Eine der groRten Herausforderung fir ein verbessertes Verstiandnis der zugrundeliegenden
Tumorbiologie ist die Entwicklung und Charakterisierung von experimentellen Tiermodellen, welche die
Vielfalt dieser Erkrankungen widerspiegeln konnen. Heutzutage steht eine Vielzahl von Mausmodellen
fiir die Mammakarzinogenese zur Verfiigung. Auf Grund der groRen Ahnlichkeiten zwischen Nagetieren
und Menschen bezliglich Anatomie und Entwicklung der Brustdriise sowie des Genotyps eignen sich

Mause besonders gut zur Modellierung des Brustkrebses (Medina 1996).

1.2 Die Brustdriise der Maus

Die Brustdrise stellt einen Appendix der Haut dar und ist mit den Hautdriisen evolutionar eng verwandt.
Je nach Séaugetierklasse variiert die Anzahl und Lokalisierung der Brustdriisen (Hennighausen and
Robinson 2005). So haben Mause flinf Drisenpaare, die sich zwischen Vorder- und Hinterldufen
hintereinander verteilen (siehe Abbildung 1), wahrend sich bei Menschen nur ein Driisenpaar in der

thorakalen Region befindet.
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Abbildung 1: Lokalisierung der Brustdriisen in der Maus
Hier wird die Nummerierung der Mausbrustdriisen dargestellt, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde.
Hierbei bestehen die thorakalen Brustdriisen #2 und #7 jeweils aus zwei zum Teil Gberlappenden Driisen.

1.2.1 Pranatale Entwicklung

Die Entwicklung der embryonalen Brustdriise dhnelt der Entwicklung anderer Hautanhangsgebilde, wie
z.B. Haarhaut, Barthaut oder Zahnknospen. Insbesondere zelluldre Wechselwirkungen, die Sekretion
lokaler Wachstumsfaktoren und die Interaktion zwischen epithelialen und mesenchymalen

Kompartimenten regulieren die Brustdrisenentwicklung (Veltmaat, Mailleux et al. 2003).

Die Entwicklung der Brustdriise in der Maus beginnt am Tag 10-11 der embryonalen Entwicklung. Es
treten die sogenannten Milchlinien als zwei Epithelverdickungen auf. Durch Teilung dieser Streifen
entstehen finf ektodermale Inselpaare, die sich im Lauf des nachsten embryonalen Tages zu epithelialen
Knospen entwickeln. Entsprechend des Geschlechts entwickeln sich diese epithelialen Inseln bei
Weibchen weiter oder bei den Mannchen zuriick. Bei der Geburt bestehen die Brustdriisen eines
Weibchens aus jeweils einem priméaren Duktus, der auf einer Seite mit der Brustwarze verbunden ist und

sich auf der anderen Seite in 12 bis 15 sekundére Aste verzweigt (Rosen 2004).

1.2.2 Postnatale Entwicklung

Im Gegensatz zu den meisten anderen Organen findet die Entwicklung der Brustdriise zum grofSten Teil
postnatal statt. Bis zur dritten Woche nach der Geburt wachst das Driisengewebe langsam, bis das
Epithelgewebe den ersten Lymphknoten in der inguinalen Brustdriise erreicht (Abbildung 3). Wahrend
der Pubertat erhoht sich die Menge der von der Hypophyse und den Eierstocken synthetisierten,
zirkulierenden Hormone (u. a. Ostrogen, Progesteron) und fiihrt zur Induktion der weiteren Entwicklung
des rudimentédren duktalen Epithels. Dabei findet die Proliferation hauptsachlich in Strukturen an den

distalen Enden der Dukte statt, den sogenannten teminal end buds (TEBs). TEBs bestehen hauptsachlich
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aus zwei epithelialen Zelltypen: den cap cells, welche die dueren der distalen Zellschichten bilden und
den body cells, welche die inneren Zellschichten bilden (Abbildung 2). Viele Hinweise deuten darauf hin,
dass cap cells bipotente Progenitorzellen sind, die sowohl duktale als auch myoepitheliale Zellen
generieren konnen. Die Morphologie des Duktus wird durch ein streng reguliertes Gleichgewicht aus
Proliferation und Apoptose erzeugt. Allerdings finden apoptotische Vorgange ausschlieflich bei den body
cells statt. Das Fettgewebe (engl. fat pad)ist 8-9 Wochen nach Geburt komplett von Dukten durchzogen
und die Mehrheit der TEB-Strukturen wird abgebaut.
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Abbildung 2: Morphologie von terminal end buds (TEB) und Duktus

Schematische Darstellung der Architektur eines TEBs mit Duktus. Die gestrichelt dargestellte Basallamina
verdeutlicht deren Dickenabnahme in Folge eines partiellen enzymatischen Abbaus und einer unzureichenden de
novo Synthese an der invasiven Front des TEBs bzw. einer neuen Duktusverzweigung. (Sternlicht 2006)

1.2.3 Die adulte Brustdriise

Zwischen Pubertdt und erster Schwangerschaft besteht das Brustepithel aus einem verzweigten
Duktus-Netz mit wenigen end buds (Endknospen) und sehr wenigen Alveoli. Die Driise der adulten, aber
nicht tragenden Maus bleibt im Zustand relativer Quieszenz. Das Driisengewebe wachst isometrisch zur
KorpergroRe. Wahrend der lutealen Phase der Menstruation weist es einige Alveoli auf, die am Ende des

Zyklus zuriickgebildet werden (Sheffield 1988).
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Abbildung 3: Entwicklung der Mausbrustdriise wahrend der Pubertit, Schwangerschaft und Laktation

In der pubertiren und geschlechtsreifen murinen Brustdrise besteht das Duktus-Netz aus primaren und
sekundaren Verzweigungen und weist nur wenige Alveoli auf. Wahrend der Schwangerschaft wird einen Vielzahl
von Alveoli gebildet, die wahrend der Schwangerschaft in Milch sezernierende Alveoli differenzieren. Wahrend der
Laktation besteht die Brustdriise ausschlieflich aus dicht gepackten Alveoli, die mit einem ebenfalls Milch
sezernierenden Duktus-Netz verbunden sind. (Hennighausen and Robinson 2005)

Eine Schwangerschaft induziert eine erneute, Gber Prolaktin und Progesteron vermittelte Proliferation
und fihrt das Driisenepithel in seine zweite Entwicklungsphase. Durch verstadrkte Proliferation der
Epithelzellen der Brustdriise (mammary epithelial cells, MECs) verzweigen sich die terminalen Dukte
(Tage 6-10) und bilden an ihren Enden zahlreiche Alveoli, welche in zunehmendem MaRe zu den
Milch-sekretierenden Lobuli differenzieren (Abbildung 3). Ab Tag 18 der Schwangerschaft und wahrend
der Laktation besteht die Brustdriise ausschlieBlich aus dicht gepackten Lobuli (90% der Zellen der

Brustdrise sind MECs).

Die Laktation, die dritte Phase der adulten Mammogenese ist gepradgt von der Milchsekretion. Circa 21
Tage nach dem Absetzen des Nachwuchses geht die Milchdriise in ihre vierte Entwicklungsphase tber.
Die Rickbildung (Involution) als letzte Phase der postnatalen Mammagenese geht mit grundlegenden
morphologischen und physiologischen Verdnderungen einher (Strange, Li et al. 1992). Nahezu das
gesamte sekretorische Gewebe, wie Lobuli und kleinere Dukte, bilden sich zuriick und werden mithilfe
von Enzymen und Makrophagen abgebaut. Nach abgeschlossener Involution dhnelt das morphologische
Erscheinungsbild der riickgebildeten Milchdrise der einer jungfraulichen (nulliparen) Maus (Vonderhaar,

Smith et al. 1978).
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1.3 Stammazellen und Hierarchie in der Brustdriise

Die Brustdrise ist ein sehr dynamisches Organ, das, wie im vorigen Abschnitt beschrieben, wahrend
eines Lebens zyklische morphologische Anderungen erfihrt (Menstruation, Schwangerschaft, Laktation
und Involution). Diese Zyklen aus Proliferation, Differenzierung und Apoptose kénnen mehrmals im
Leben auftreten und weisen stark darauf hin, dass Stammzellen eine zentrale Rolle in der Homdostase

und Regeneration der Brustdrise spielen (Visvader and Lindeman 2006).

1.3.1 Definition der Stammazelle

Stammzellen stellen undifferenzierte Zellen dar, die sich durch die drei folgenden Eigenschaften

definieren (Dalerba, Cho et al. 2007):

¢ Differenzierung: die Fihigkeit, heterogene Zellen als Nachkommen zu haben, die sich wiederum
stufenweise anhand eines hierarchischen Prozesses differenzieren, um das Gewebe mit reifen

Zellen zu regenerieren.

e Selbsterneuerung (self-renewal): die Fahigkeit, neue Stammzellen mit identischem
Proliferations-, Expansions- und Differenzierungspotential zu erzeugen, um auf diese Weise die

regenerative Kapazitat eines Kompartiments aufrecht zu erhalten.

e Homoostatische Kontrolle: die Fahigkeit, die Balance zwischen Differenzierung und
Selbsterneuerung zu modulieren, als Antwort auf Umgebungsstimuli oder zur Kompensation

genetischer Einschrankungen.

Durch asymmetrische Teilung einer Stammzelle entstehen zwei Tochterzellen, wobei die eine identisch
zur originalen Stammzelle ist und die andere eine so genannte Progenitorzelle ist, die fir die
gewebsspezifische Differenzierung bestimmt ist (Abbildung 4). Progenitorzellen kénnen nur transient
proliferieren, um schlieBlich ein Spektrum an enddifferenzierten Zellen zu generieren (Hwang-Verslues,

Chang et al. 2008).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung von asymmetrischer Teilung und Differenzierung einer Stammazelle
Stammzellen bilden eine Zellpopulation, die sich liber die gesamte Lebensspanne eines Organismus teilen kann und
fir die Produktion neuer Zellen bei der Geweberegeneration zustandig ist. Stammzellen haben die Fahigkeit durch
Teilung neue Stammzellen mit gleichen Charakteristika zu produzieren(Selbsterneuerung) und sind pluripotent
(Fahigkeit durch Differenzierung alle Zelltypen eines Organs zu generieren). Die meisten Stammazellen teilen sich
langsam. Werden differenzierte Zellen gebraucht, so werden transient schnell replizierende Zellen durch
asymmetrische Teilung einer Stammzelle produziert. Diese sogenannten Progenitorzellen sind einem
,Differenzierungsschicksals“ unterworfen und kénnen nur in bestimmte Zelltypen differenzieren. Der kreisformige
Pfeil stellt Selbsterneuerungseigenschaften dar (Knoblich 2001)

1.3.2 Die Brustdriisen-Stammazelle

Die Brustdrise unterscheidet sich von anderen Geweben durch ihr ausgepragtes regeneratives Potential,
welches die Neubildung der Drisenstruktur nach Transplantationsexperimenten ermdglicht. Vor 50
Jahren entwickelten DeOme et al. die Technik der Transplantation von Gewebefragmenten in
Brustfettpolster von Mausen, deren endogenes Epithel zuvor entfernt wurde (cleared mammary fat
pads) (Deome, Faulkin et al. 1959). Mit Hilfe dieses Modellsystem konnten Untersuchungen zur Existenz
von Brustdrisen-Stammzellen vorgenommen werden. Es konnte gezeigt werden, dass nahezu alle
Bereiche der Brustdrise in der Lage sind, ein komplettes Netz von Dukten wiederherzustellen. Etwa 30
Jahre spéater konnten Smith und Medina beweisen, dass die Epithelzellen der neubesiedelten fat pads
wahrend der gesamten Lebensspanne und unabhdngig vom Hormonzustand der adulten Maus
vorhanden sind (Smith and Medina 1988). Durch serielle Transplantationsexperimente wurde zudem
bewiesen, dass diese Zellen eine begrenzte Lebensdauer bzw. ein begrenztes Teilungspotential haben,
und dass sie ggf. nach mehreren konsekutiven Transplantationen seneszent werden kdnnen (Young,
Medina et al. 1971; Smith, Strickland et al. 2002). In ergdnzenden Experimenten konnten Tsai et al
Hinweise auf einen klonalen Ursprung der Brustdriise liefern. Es wurde durch Analysen des

Methylierungsstatus von DNA-Polymorphismen gezeigt, dass ganze Driisenstrukturen, unabhangig vom
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Zelltyp, dasselbe X-Chromosom-Inaktivierungsmuster aufwiesen (Tsai, Lu et al. 1996). Kurze Zeit spater,
im Jahr 1998, wurde die Existenz klonaler Stamm- und Progenitorzellpopulationen in der murinen
Brustdrise von Kordon und Smith eindeutig nachgewiesen. Durch Transplantation von mouse mammary
tumor virus (MMTV) infizierten Epithelzellen in virusfreie Empfangertiere und anschlielender Detektion
der einzigen Virusgenom-Integrationsstelle mithilfe von Southernblots konnten die Autoren zeigen, dass
die komplett regenerierte Brustdriise aus einer einzigen Zelle mit multipotentem und regenerativem
Potential stammten (Kordon and Smith 1998). Die Haufigkeit dieser Stammzellen wurde auf 1:2.000 bis
1:2.500 aller Brustepithelzellen geschatzt. AuRerdem wies diese Studie darauf hin, dass zwei zuséatzliche
Zellpopulationen mit limitiertem Proliferationspotential im Brustepithelium vorhanden sind und
entweder sezernierende Lobuli (secretory lobule) oder Duktus-Verzweigungen (branching ducts)
produzieren konnen. Diese sogenannten lineage committed progenitor cells wurden als direkte
Nachkommen der multipotenten Stammzelle identifiziert. Durch Teilung dieser transient
amplifizierenden Vorlduferzellen entstehen die enddifferenzierten und voll funktionellen Epithelzellen

der Drise.

In den letzten Jahren konzentrierten sich verschiedene Gruppen auf die ldentifizierung und die
Charakterisierung der Brustdriisen-Stammzelle. Im Jahr 2006 berichteten zwei Publikationen Gber die
prospektive Isolierung von Stammzellen aus Mausbrustdrisen mit Multipotenz- und
Selbsterneuerungseigenschaften (Shackleton, Vaillant et al. 2006; Stingl, Eirew et al. 2006) Durch
Immunmarkierung spezifischer Oberflachenproteine konnten die Autoren frisch vereinzelte
Mamma-Epithelzellen fraktionieren und das regenerative Potential der so entstandenen
Subpopulationen durch Transplantation von limitierten Zellzahlen in cleared mammary fat pads von
Empfangertieren untersuchen. Basierend auf der gleichzeitigen moderaten Expression von heat stable
antigen (CD24) und der hohen Expression von Integrin B1 (CD29) und Integrin a6 (CD49f) wurde dabei
eine Zellpopulation in der Mausbrustdrise identifiziert, in der Stammzellen angereicht sind (siehe auch
Tabelle 1). Weitere Transplantationen von CD24"/CD29""/CD49f"&"-Einzelzellen in cleared mammary fat
pads fihrten in sechs von hundertzwei Experimenten zur vollstindigen Regeneration einer
funktionstlichtigen, mit eigenen Stammzellen versehenen Brustdriise. Murine Mamma-Stammzellen des
CD24+/CD29high/CD49fhigh-Phénotyps zeigten zudem keine Expression des stem cell antigen 1
Oberflachenproteins (Scal) und keine Uberlappung mit der durch Hoechst 33342-Efflux definierten side
population (SP), zwei Charakteristika, die zuvor mit Vorlaufereigenschaften assoziiert wurden (Welm,

Tepera et al. 2002; Welm, Behbod et al. 2003).
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Weitere Arbeiten flihrten zum besseren Verstdndnis der Epithelzellhierarchie in der Mausbrustdrise.
Zwei Publikationen, erschienen im Jahr 2007, berichten, dass Progenitorzellen, die zur luminalen
Differenzierung bestimmt sind, sich durch die hohe Expression von Integrin B3 (CD61) und eine geringe
bis vernachlassigbare Expression von sowohl Prominin-1 (CD133) als auch Scal auszeichnen (Thiery and
Sleeman 2006; Asselin-Labat, Sutherland et al. 2007). Dieselben Autoren definierten hierbei reife
differenzierte luminale Zellen als CD61/CD133*/Scal’. In einem ausfiihrlichen Review fasste Jane E.
Visvader diese Daten zusammen und schlug ein Hierarchie-Modell der murinen bzw. der humanen

Brustdriisenepithelzellen vor (Visvader 2009). Dieses Modell wird in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Modell der Differenzierungshierarchie innerhalb des Brustdriisenepithels.

Dargestellt ist die potentielle Zellhierarchie in der Brustdrise anhand von Zelloberflichenmarkern, die fir die
Isolierung von murinen (blau) und humanen (rot) epithelialen Fraktionen verwendet wurden. Der kreisférmige Pfeil
stellt Selbsterneuerungseigenschaften dar (Visvader 2009)

.4 Mechanismen der Entstehung und der Progression von Krebs

Die frihe Detektion und die Verbesserungen der Behandlungsmethoden von Brustkrebs in der letzten
Dekade ermoglichte zwar eine Senkung der Mortalitatsrate, aber Inzidenz und Frequenz der Rezidive
bleiben bei dieser Krankheit nichtsdestotrotz sehr hoch (Ferlay, Autier et al. 2007). Das Haupthindernis
flir bessere und individuellere Therapien liegt darin, dass die biologischen Mechanismen der
Tumorinitilerung und -progression bis heute nur schlecht verstanden werden. Allgemein wird die
Entstehung von Brustkrebs dadurch erklart, dass einzelne Zellen verschiedene Mutationen akkumulieren,

die ein unkontrolliertes und unbegrenztes Wachstum ermaoglichen, (Hanahan and Weinberg 2000; Chen,
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Possemato et al. 2004). Ein besonderes Charakteristikum, das alle Tumore gemeinsam aufweisen, ist
eine auffallende Heterogenitdt der Tumorzellen einer einzelnen Lasion (Heppner 1984). Dabei
unterscheiden sich diese Zellen beziglich phadnotypischer Merkmale (z.B. Grofe, Morphologie,
Antigenexpression und Komposition der Membran) und ihrem Verhalten in vivo (z.B. Proliferationsrate,
Zell-Zell-Wechselwirkungen, = metastatische  Eigenschaften und  Empfindlichkeit  gegeniber
Chemotherapie). Diese Tumorheterogenitdt macht eine Untersuchung und Behandlung von Krebs relativ
kompliziert, da eine Tumorprobe nicht unbedingt reprasentativ fiir die gesamte Tumormasse ist. Die
Aufklarung der molekularen Mechanismen, die fiir die Heterogenitdt der Tumorzellen verantwortlich
sind, wird erheblich dazu beitragen, die Krebsbiologie besser zu verstehen und die Effizienz von
Therapien zu verbessern. Zur Zeit gibt es zwei sich zum Teil ergdnzenden Theorien zur Erkldarung der
Heterogenitdt von Krebs: (i) das Modell der klonalen Evolution und (ii) die Theorie der

Tumorstammzellen (Polyak 2007).

.4.1 Das Modell der klonalen Evolution

Das Konzept einer klonalen Evolution wahrend der Karzinogenese wurde 1976 von Nowell entworfen
und besagt, dass Tumorzellen im Laufe der Zeit verschiedene Kombinationen von Mutationen erwerben
und dass die Tumorprogression stufenweise durch natirliche Selektion der aggressivsten Zellen
getrieben wird (Nowell 1976). In dieser Theorie wird angenommen, dass die Tumorinitiierung erst nach
multiplen Mutationen, die einen Wachstumsvorteil gegeniiber der normalen Umgebung bieten, in
beliebigen Zellen stattfinden kann. Die so erworbene unkontrollierte Proliferation zusammen mit
genetischer Instabilitat fihren zur Produktion von Tumorzellen mit zusatzlichen Mutationen und somit
neuen Eigenschaften. Als Konsequenz entsteht eine Mischung aus Tumorzellen mit diversen Mutationen,
die durch Zufall Wachstumsvorteile und/oder Resistenzen gegen Therapien vermitteln kénnen und die zu
einem heterogenen Tumorphanotyp fihren (Abbildung 6B). Mit diesem Prozess der Akkumulation und
Selektion von Mutationen wahrend der gesamten Lebensspanne eines Tumors begriindet die Theorie
der klonalen Evolution, wie Tumorzellen Invasivitat, metastatisches Verhalten, Therapieresistenzen und
Rezidivpotential erwerben (Nowell 1976; Nicolson and Rosenberg 1987; Crespi and Summers 2005;

Merlo, Pepper et al. 2006).
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Abbildung 6: Darstellung der zwei Modelle zur Erklarung der Krebsinitiierung und —progression

A: Die Tumorstammzelltheorie: in diesem Modell erfolgt die Akkumulation von Krebs verursachenden Mutationen
in Zellen mit Selbsterneuerungseigenschaften (adulten Stamm- bzw Progenitorzellen). Dadurch werden sogenannte
Tumorstammazellen generiert, die einerseits sich selbst erneuern und andererseits differenzieren kénnen. Beim
letzten Vorgang werden genetisch identische differenzierte Tumorzellen produziert, die keine
Selbsterneuerungseigenschaften mehr aufweisen. Tumorstammzellen kdnnen zusatzliche Mutationen im Lauf der
Tumorprogression erwerben. B: Das Modell der klonalen Evolution: in diesem Modell stellen alle Zellen eines
Gewebes, ob differenziert oder nicht, potentielle Urspriinge fir die Initiierung von Tumoren dar. Dabei fihrt die
sequentielle Akkumulation von Mutationen zum Erwerben von onkogenen Eigenschaften, die zuerst der
Generation von Tumorzellen dient und anschlieBend eine Verstirkung deren Aggressivitdit durch neue
Eigenschaften wie Dedifferenzierung und Selbsterneuerung ermoglicht. In beide schematische Darstellungen
stehen die Blitze fiir das Erwerben von Mutationen, die Sterne fiir die Mutationen selbst und die kreisformige Pfeile
fir Selbsterneuerungseigenschaften (Campbell and Polyak 2007; Polyak 2007).

Einige Beobachtungen in verschiedenen Krebsarten unterstiitzen das Modell der klonalen Evolution. So
wurde die genetische Instabilitat als generelles Phdanomen bei Krebserkrankungen beobachtet (Hanahan
and Weinberg 2000). Ergédnzende Studien zeigen u.a. in Brustkrebs, dass Primartumor, Metastase und
Rezidiv dieselben Muster von genetischen Defekten aufweisen, aber dass einzelne zusatzliche
chromosomale Aberrationen spezifisch fir die Malignitdtserhohung der letzeren sind (Wolman 1986;
Kuukasjarvi, Karhu et al. 1997; Tanaka, Hinoda et al. 1997, Wang, Voiculescu et al. 2006). Andere
Gruppen berichteten hingegen, dass Mammakarzinome signifikante Mutationsheterogenitat innerhalb

einzelner Lasionen haben (Aubele, Mattis et al. 1999; Torres, Ribeiro et al. 2007).
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1.4.2 Die Tumorstammazelltheorie

Jedes Gewebe im Korper besitzt eigene Stammzellen, die die Homdostase der individuellen Gewebe
ermoglichen und die ggf. die durch gewebespezifische Differenzierungsvorgange benétigten
differenzierten Zelltypen regenerieren kdnnen. Die Theorie der Tumorstammzelle (engl. cancer stem cell,
CSC) wurde bereits vor 150 Jahren entworfen. Das Grundkonzept der Tumorstammzellentheorie ist, dass
diese seltene Stamm- bzw. Vorlduferzellen den Ursprung maligner Verdanderungen darstellen (Cohnheim
1867; Durante 1874; Cohnheim 1875). Auf Grund ihrer langen Lebensspanne und erhdhten proliferativen
Kapazitdt kdnnen Stamm- bzw. Vorlauferzellen onkogene Mutationen akkumulieren und an eine Vielzahl
von Tochterzellen weitergeben. Mutierte Stamm- bzw. Vorlauferzellen sind dann in der Lage, sich zu
tumorinitiierenden Zellen, den Tumorstammzellen zu entwickeln, welche die Fahigkeit zur

Selbsterneuerung, Differenzierung und Proliferation aufweisen.

So entstehen die zwei folgenden Hauptkonzepte der Tumorstammzelltheorie:

e Tumore entstehen aus Stammzellen oder aus deren direkten Nachkommen, den
Progenitorzellen, durch Deregulation der empfindlichen Selbsterneuerungs- und

Proliferationsprozesse (self-renewal).

e Tumore besitzen ein zelluldres Subkompartiment, das Eigenschaften von Stammzellen aufweist
und die Tumorgenese vorantreibt (Selbsterneuerungs- und Proliferationspotential) und zur

zellularen Heterogenitdt des Tumors fuhrt (Differenzierungspotential) (Wicha, Liu et al. 2006).

Till und McCulloch postulierten 1961, dass gewebespezifische Stammzellen die Ursprungszellen von
Krebserkrankungen darstellen (Till and McCulloch 1961). Basierend auf Erkenntnissen aus
Teratokarzinommodellen entwickelte Pierce die Theorie, dass Krebs durch die anormale Unterbrechung
des Reifungsprozess einer Stammzelle entstehen kann (Pierce 1967). In vitro Experimente, in denen die
Fahigkeit zur Koloniebildung vereinzelter Zellen untersucht wurde, brachten Indizien fir die Annahme,
dass Tumore eigene Zellpopulationen mit Stammzelleigenschaften besitzen miissen (Bruce and Van Der
Gaag 1963; Park, Bergsagel et al. 1971; Reya, Morrison et al. 2001). Diese Annahme wurde durch
Transplantationsexperimente bestarkt, in denen beobachtet wurde, dass eine erfolgreiche Tumorbildung
nur stattfand, wenn hohe Zellzahlen von humanen Tumorzellen in Maus-Xenograftmodelle transplantiert

wurden (Singh, Hawkins et al. 2004)).

Entsprechend der Tumorstammzelltheorie sollte nur eine spezifische Tumorzellpopulation (die

langlebigen cancer stem cells, CSC) in der Lage sein, das Tumorwachstum aufrecht zu halten. Diese
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Hypothese wurde mehrmals in unterschiedlichen Tumorsystemen bestatigt (Dalerba, Cho et al. 2007).

Dabei definieren drei Schliisselbeobachtungen die Existenz von Tumorstammzellen:

e Nur eine Minderheit der Zellen eines Tumors besitzt tumorigenes Potential, wenn sie in

immundefiziente bzw. syngene Mause transplantiert wird.

e Tumorigene Krebszellen sind durch ein spezifisches (eindeutiges) Markerprofil (z.B.
Oberflachenmarkern) charakterisiert, das mittels Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) oder
anderen Immunselektionsmethoden deren Isolierung/Trennung von den nicht tumorigenen

Zellen ermdglicht.

e Die aus tumorigenen Zellen entstehenden Tumore enthalten eine gemischte Population aus
tumorigenen und nicht tumorigenen Krebszellen. Sie rekapitulieren dadurch den heterogenen

Phanotyp des primaren Tumors.

Die Identifizierung von CSCs ermdglichte die Etablierung von Hierarchie-Modellen fiir unterschiedliche
Zellpopulationen eines Tumors. Zunachst in humanen myeloiden Leukdamien entwickelt, werden diese

Modelle zunehmend auf solide Tumore Ubertragen.

1.4.2.1 Therapeutische Implikationen der Tumorstammzelltheorie

Die Beobachtung, dass Krebs durch eine kleine Subpopulation von Tumorzellen (z.B. CSCs)
aufrechterhalten wird, ist von grofRer Bedeutung fiir die Entwicklung von neuen und effektiveren
Antitumortherapien (Dalerba, Cho et al. 2007). Traditionelle Therapieansatze und Wirkstoffe basieren
oftmals auf der Eliminierung sich schnell teilender Zellen. Diesem Ansatz zuwider l3uft die Beobachtung,
dass sowohl hamatopoetische Stammzellen als auch Leukdamie-Stammzellen sich in einem ruhenden,
nicht proliferierenden Status befinden. Angesicht dieser Fakten liegt die Annahme nah, dass traditionelle
Krebstherapeutika zwar den groBten Teil der Tumormasse zerstéren und so eine temporare Regression
der Lasion induzieren konnen, dass aber das CSC-Kompartiment durch solche Behandlungen nicht
effektiv eliminiert werden kann. Dies kdnnte eine Erkldarung sein, warum Rezidive und Metastasierung in
vielen Fallen nicht verhindert werden kdnnen. (Guzman, Swiderski et al. 2002; Guan, Gerhard et al.
2003). Als Unterstitzung dieser Annahme wurde in eine sehr aktuelle Veroffentlichung gezeigt, dass
Brustkrebszellen mit Vorldufereigenschaften eine deutlich erhohte Resistenz gegeniiber Chemo- und

Radiotherapien aufweisen (Phillips, McBride et al. 2006; Li, Lewis et al. 2008).
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Um ausgehend von diesem Konzept traditionelle Behandlungen zu modifizieren und eine gezielte
Eliminierung der CSC-Subpopulation zu erméglichen, missen die grundlegenden, biochemischen und
molekularbiologischen Prozesse, die der Erhaltung des CSC-Kompartiments dienen, analysiert werden

(Guzman, Swiderski et al. 2002; Al-Hajj, Becker et al. 2004).

1.4.2.2 Implikation des Tumorstammzellmodells fiir die Biologie des Tumors

Eine der Hauptkonsequenzen der CSC-Theorie fiir den Tumorphéanotyp ist die zelluldre Heterogenitat von
Tumorzellen innerhalb einer Lasion. Intratumorale Heterogenitat ist eine rekurrierende Beobachtung,
sowohl in Primdrtumoren als auch in Metastasen. Ublicherweise wird dieses Phinomen durch
Variationen der Mikroumgebung und die Koexistenz von mehreren unabhangigen Subklonen, die sich auf
Grund verschiedener Mutationen genetisch unterscheiden, innerhalb eines Tumors erklart (Brabletz,
Jung et al. 2001; Losi, Baisse et al. 2005). Hingegen fuhrt die CSC-Theorie diese intratumorale
Heterogenitat auf einen unterschiedlichen Differenzierungsstatus einzelner Tumorzellen zuriick. Hierbei
zeichnen sich Tumorzellen verschiedener Phdanotypen durch eigene Genexpressionsprofile aus, besitzen

aber alle die gleichen genetischen Aberrationen.

GemalR diesem Ansatz missen Erkenntnisse zur Tumorigenese entsprechend des zellularen Kontexts
interpretiert werden, in dem sie erhoben wurden. Beispielsweise konnten die im Tumor aktivsten
Stoffwechselwege von geringer Relevanz fiir die Biologie der CSCs sein, wahrend essentielle, fir den
Stammzellcharakter entscheidende, biochemischen Signalwege nur in der kleinen Minderheit der

Tumorstammezellen aktiv sein kdnnten.

1.4.2.3 Entwicklung des Tumorstammzellmodells in humanen myeloischen Leukdamien

Das hamatopoetische System ist das erste und bestcharakterisierte Organ in Sdugetieren hinsichtlich
hierarchischer Organisation und sequentieller Differenzierung (Dalerba, Cho et al. 2007). Anhand von
Transplantationsexperimenten konnten Till und McCulloch die Existenz von Vorlduferzellen zeigen,
welche die Eigenschaft besitzen, das Knochenmark neu zu besiedeln, langfristig zu expandieren und
multipotent zu differenzieren (Till and McCulloch 1961). Weitere Untersuchungen ermdglichten es, eine
progressive funktionelle und phanotypische Charakterisierung der unterschiedlichen zelluldren

Abstammungslinien (lineages) des Blutsystems zu etablieren (Kondo, Wagers et al. 2003).

Ende der 70er Jahre wurde zum ersten Mal ein Zusammenhang zwischen hamatopoetischen
Stammzellen (HSCs) und humaner Leukdmie dargestellt (Adamson, Fialkow et al. 1976; Fialkow, Jacobson

et al. 1977; Fialkow, Faguet et al. 1981; Fialkow, Singer et al. 1981). Dabei zeigten die Autoren, dass sich
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sowohl die chronische myeloische Leukdamie (CML) als auch die akute myeloische Leukdmie (AML), die
essentielle Thrombozythamie und die Polycythemia vera durch Expansion einer monoklonalen
Zellpopulation mit der Fahigkeit zur Differenzierung in multiple Linien auszeichnen. Diese
Beobachtungen wurden als Anhaltspunkt fir weitere Untersuchungen verwendet, die zur Entdeckung
der ersten Tumorstammzellpopulation in verschiedenen humanen AMLs fiihrten (Lapidot, Sirard et al.
1994; Bonnet and Dick 1997). Anhand von Transplantationsexperimenten und unter Anwendung der
Marker CD34 (hematopoietic progenitor cell antigen CD34) und CD38 (cyclic ADP ribose hydrolase),
zeigten die Autoren in immundefizienten Mausen, dass nur die seltenen CD34"/CD38-Zellen (0,01% aller
Leukdmiezellen) in der Lage sind, die Krankheit auszulosen. Die induzierten Tumore rekapitulierten
interessanterweise den heterogenen Phinotyp der primaren Tumore. Die CD34/CD38-AML-Zellen (sog.
leukemic stem cells, LSCs) sind also Tumor-initiierende Zellen, die ein Differenzierungspotential erhalten
haben und nicht tumorigene CD38" Zellen als Nachkommen haben. Zusammengefasst lieferten diese
Beobachtungen den ersten experimentellen Beweis dafiir, dass sich Tumorzellpopulationen in

Anlehnung an normale Stammzellsysteme funktional und hierarchisch organisieren.

1.4.2.4 Tumorstammazellen in soliden Tumoren

Solide Tumore stellen ungefdhr 80% aller Krebserkrankungen dar (Vaillant, Asselin-Labat et al. 2008). In
der Regel werden diese Tumore anhand ihrer histologischen Eigenschaften, Expression von spezifischen
Markern, sowie ihren gesamten Expressionsprofilen, verschiedenen Tumorsubtypen zugeordnet. Trotz
guter Klassifizierung bleiben die zelluldaren Urspriinge von soliden Tumoren weitgehend unbekannt. Des
Ofteren wird spekuliert, dass die verschiedenen Tumorsubtypen ihren Ursprung jeweils spezifisch in
einen Zelltyp finden. Viele Gewebe teilen mit dem hdamatopoetischen System die Eigenschaft, sich
konstant und zyklisch zu erneuern. Dazu gehdren sowohl die Haut als auch die gastrointestinalen
Epithelien (z.B. im Mund, Osophagus, Magen, Darm), die Epithelien der Atmungswege (Larynx, Trachea,
Bronchien, Lunge) und die der urogenitalen Organen (Brust, Eierstdcke, Vagina, Uterus, Blase und
Prostata). Ausgehend von spezifischen adulten Stammzellen folgt diese Regeneration einem
hierarchischen System der Differenzierung (Dalerba, Cho et al. 2007). Auch Gewebe mit geringer
regenerativer und proliferativer Kapazitat (z.B. Gehirn oder Muskeln) besitzen spezifische Stammzellen,
die in bestimmten Situationen aktiviert werden konnen (Collins, Olsen et al. 2005; Ming and Song 2005).
Basierend auf diesen Beobachtungen konnten zahlreiche Arbeitsgruppen mit Erfolg das bisher auf
Leukdamie eingeschrdankte Tumorstammzellkonzept auf unterschiedliche solide Tumore erweitern. Die
Uberzeugendste Darstellung von Tumorstammzellen in soliden Tumoren kommt aus Experimenten, in

denen Tumorzellpopulationen orthotopisch in Tiermodellen seriell transplantiert werden (Visvader and
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Lindeman 2008). Dabei zeigen CSC-beinhaltende Zellpopulationen tumorinitiierende Eigenschaften und
induzieren das Wachstum von Tumoren mit gleicher phanotypischer Heterogenitdt und
Selbsterneuerungseigenschaften wie der Primartumor. So konnte in humanen Gehirntumoren
(Glioblastoma multiforme und Medulloblastoma) eine tumorigene Zellpopulation, die den von 5-30%
aller  Tumorzellen exprimierten  Oberflichenmarker = CD133  (Prominin-1)  aufweist, als
Tumorstammzellfraktion identifiziert werden (Singh, Clarke et al. 2003; Galli, Binda et al. 2004; Singh,
Hawkins et al. 2004). Diese Erkenntnis liefert die Grundlage fiir die Isolation von Stammzellen aus
Gehirntumoren Uber sogenannte ,cancer neurospheres”, Zellpopulationen angereicht mit
tumorinitilerenden multipotenten Zellen (Chaichana, Zamora-Berridi et al. 2006). Dartiber hinaus konnte
CD133 ebenso erfolgreich als CSC-Marker bei Darm-, Pankreas-, Prostata- und Lungenkarzinomen
etabliert werden (Collins, Berry et al. 2005; Krepulat, Lohler et al. 2005; Patrawala, Calhoun et al. 2006;
O'Brien, Pollett et al. 2007; Ricci-Vitiani, Lombardi et al. 2007; Eramo, Lotti et al. 2008). Weitere Marker
wurden mittlerweile erfolgreich fiir die Isolierung von CSC angewendet. In Darm-, Prostata- und Kopf-
Hals-Karzinomen zeigte sich CD44, ein Rezeptor fiir Hyaluronsaure, als relevanter Marker fir die
Anreicherung von Tumorzellen mit Vorldufereigenschaften. (Collins, Berry et al. 2005; Patrawala,
Calhoun et al. 2006; Dalerba, Cho et al. 2007; Prince, Sivanandan et al. 2007). CSC von hepatozelluldren
Karzinomen exprimieren CD90 (thymocyte differentiation antigen 1, Thyl) in Kombination mit CD44
(Crawford, Alsarraj et al. 2008).

1.4.2.5 Brustkrebs und Stammzellen

Erste Hinweise auf einer Implikation von Stammzellen in der Brustkrebsbiologie brachten Studien zur
Brustkrebsentwicklung bei Uberlebenden der Atombombenangriffe von Hiroshima und Nagasaki. Dabei
berichteten die Autoren, dass die Exposition mit ionisierender Strahlung im Jugendalter die Anfalligkeit
flir Brustkrebs erhoht, obwohl die Krankheit erst mehrere Jahre nach dem Ereignis auftritt (Land and
McGregor 1979). Dieses Ergebnis und die Tatsache, dass beinahe 40% aller Brustkrebs-Falle ca. 10 Jahre
nach Diagnose und Therapie wiederkehren, weisen darauf hin, dass es eine Zellpopulation mit sehr
langer Lebensspanne geben muss, die in der Entstehung und Rezidivitdt des Krebses involviert ist (Rosen,
Groshen et al. 1989; Rosen 2004). Eine weitere Unterstitzung des CSC-Konzepts liefert die Beobachtung,
dass humaner Brustkrebs heterogene pathologische und molekulare Profile aufweist. Die Lasionen
werden in 18 histopathologische Subgruppen klassifiziert. Trotz einer unbestreitbaren prognostischen
Relevanz dieser Klassifizierung reagieren die Tumore einer Gruppe heterogen auf Therapieansatze
(Brenton, Carey et al. 2005). Die groRe Anzahl an histopathologischen Faktoren erschwert die

Klassifikation humaner Brustkrebssubtypen und fiihrt dazu, dass 60-70% aller Tumore schlussendlich als



EINLEITUNG 16

invasive duktale ,,Mammakarzinome von keinem speziellen Typ“ (breast carcinoma of no special type,
NST) bezeichnet werden (Stingl and Caldas 2007). Hingegen ermoglicht es die Analyse von
Genexpressionsprofilen, humane Brustkrebsarten in 5 Subtypen (luminal A, luminal B, ERBB2, basal und
normal-like) einzuordnen (Perou, Sorlie et al. 2000; Sorlie, Perou et al. 2001; Sorlie, Tibshirani et al. 2003;
Sotiriou, Wirapati et al. 2006). Aber weder die alte, noch die neue Klassifikation ermoglicht es, die
Entstehung der Krankheit zu verstehen. Im Gegensatz zum hdmatopoetischen System ist die Hierarchie
der epithelialen Zellen in der Brustdriise nur partiell beschrieben (siehe Abbildung 7). So konnten noch
keine klaren Verbindungen zwischen Krebstypen und entsprechenden Stamm- bzw. Vorlduferzelle
hergestellt werden, die fir die Entstehung der Krankheit verantwortlich sind. Beispielsweise ist bislang

+++

unklar, ob in der Brustdriise ein normales zellulires Aquivalent zu den Karzinomtypen Her2™" oder

Luminal B besteht (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Stammzellhierarchie im humanen Brustepithel mit vorgeschlagenen Ausgangszelltypen fiir
verschiedenen Brustkrebs-Subtypen

Darstellung der Sechs verschiedenen Brustkrebs-Subtypen (rot umkreist) mit deren am néachsten verwandten
normalen epithelialen Zelltyp-Pendants. Der kreisformige Pfeil stellt Selbsterneuerungseigenschaften dar (Visvader
2009).

Um das CSC-Konzept im Rahmen humaner Mammakarzinome zu etablieren, untersuchte die
Arbeitsgruppe von Clarke die Tumorigenitdat unterschiedlicher Brustkrebs-Tumorzellpopulationen in

immundefizienten Mausen anhand der Expression von EpCAM (epithelial cell adhesion molecule, CD326),
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CD44 und CD24 (heat stable protein, HSA). Dabei konnte die Autoren zeigen, dass die kleine
EpCAM*/CD44*/CD247" Subpopulation (11 % bis 35 % der Tumormasse) Eigenschaften von CSCs
aufweist. Beim Vergleich der Primartumore mit den im Xenograftmodell initiierten Tumoren zeigte sich
eine identische phanotypische Heterogenitdt der Tumormorphologie. (Al-Hajj, Wicha et al. 2003). Diese
Studie konnte zum ersten Mal ein funktionales hierarchisches Tumorstammzellsystem in einem soliden
epithelialen Tumor nachweisen. Darauf folgenden Studien zeigten, dass weitere Marker wie CD133,
PROCR (endothelial protein C receptor, CD201), CXCR4 (C-X-C chemokine receptor 4, CD184) oder die
ALDH1-Aktivitat in einige Krebstypen durchaus relevante Marker fiir humane Brustkrebs-CSC sind und in
Kombination mit dem EpCAM*/CD44+/CDZ4'/'°WPhénotyp ofter zu einer verstarkten Anreicherung von
Tumorstammzellen fuhren(Ginestier, Hur et al. 2007; Shipitsin, Campbell et al. 2007; Hwang-Verslues,

Chang et al. 2008)
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Tabelle 1: Liste von Oberflaichenmarkern, die in der Literatur fiir die Fraktionierung von Brustdriisenepithel- und
Mammakarzinomzellen angewendet wurden (Visvader 2009).

Marker Andere Name Spezie Eigenschaften
CD24 Heat shock antigen, HSA Human Glykosylphosphatidylinositol (GPI) verankertes
Maus Glycoprotein. Bis heute der einzig bekannte Ligand fur P-
selectin.
CD29 Integrin 81, Itgb1 Maus Integrin: sehr wichtiger Rezeptor fir extrazelluldre

Komponenten. Wird in Leukozyten, Endothelzellen und
Epithelzellen exprimiert. Ubt seine Funktion als
Heterodimer, bestehend aus jeweils einer Untereinheit
a und B, aus.

CcD44 PGP-1 Human Rezeptor fiir Hyaluronsdure. Wird in Verbindung
gebracht mit Prozessen der Zellmigration, Zelladhasion
und T-Lymphozyten Zielsuche. Wird auf Epithelzellen,
Leukozyten und Erythrozyten exprimiert.

CD49f Integrin a6, itga6 Human Rezeptor fur Laminin. Wird auf T-Zellen, Monozyten,
Maus Endothelzellen und Epithelzellen exprimiert.
CD61 Integrin 83, Itgh3 Maus Rezeptor u. A. fur Fibronektin, Vitronektin, Laminin und

Willebrand Faktor. Bildet Heterodimere mit Integrin aV.
Wird auf BlutgefaRen exprimiert.

CD90 thymocyte differentiation ~ Human Glykosylphosphatidylinositol (GPI) verankertes
antigen 1, Thy1 Maus Glykoprotein. Wird u.a. auf hdamatopoetischen
Stammzellen, Thymozyten und Neuronen exprimiert.
Involviert in der Regulation von Adhdsion und

Signaltransduktion in T-Zellen

CD133 Prominin 1 Human Glykoprotein mit flinf Transmembrandomanen
CD326 Epithelial cell adhesion Human Kalzium abhangiges Adhdsionsmolekil, involviert in
molecule, EpCAM, ESA homophile Bindungen und exprimiert auf der
Basalmembran der meisten Epithele.
Scal Stem cell antigen 1, Maus Glykosylphosphatidylinositol (GPI) verankertes
Ly6A/E Glykoprotein. Mitglied der Ly-6 Familie. Wird auf

bestimmten Subpopulationen von Knochenmarkzellen,
auf T- und B-Lymphozyten, auf unreifen Thymozyten
und auf verschiedenen andere nicht hdmatopoetischen
Zellen exprimiert

1.4.3 Tumorstammzellen in Mammakarzinom-Mausmodellen

Heutzutage sind zahlreiche und vielfdltige Mausmodelle fiir die Untersuchung der Brustkrebsbiologie
vorhanden. Verschiedene Promotoren (z.B. MMTV-LTR-, WAP-, C3-, B-LG- oder MT-Promotor) wurden
fir die zeit- und gewebespezifische Expression unterschiedlicher Onkogene verwendet (Fantozzi and
Christofori 2006). Fir die Initiilerung der Lasionen sind auRerdem verschiedenste Transgene, wie z.B. die

viralen Onkoproteine der frihen Genregion von SV40, das Polyomavirus T-Antigen, sowie zellulare
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Onkogene wie z. B. c-Myc, ErbB2/Neu, Cyclin D;, Cyclin E, ERs, c-Ha-ras, c-Met, Brcal und Wnt-1,

verwendet worden (Dimri, Band et al. 2005).

Die Induktion von Brustkrebs in Mausmodellen durch unterschiedliche Onkogene fiihrt zu verschiedenen
Tumorphanotypen. So entwickeln beispielsweise MMTV-Wnt Mause Tumore epithelialen und
myoepithelialen Ursprungs, wo hingegen MMTV-Her2/Neu Tiere ausschlieRlich luminale Tumore
ausbilden (Huang, Chen et al. 2008). Diese unterschiedlichen Phanotypen deuten darauf hin, dass die
Whnt-abhingigen Tumore aus multipotenten Vorlduferzellen entstehen, wahrend die durch Her2/
induzierten Tumore aus Progenitorzellen entstehen, die in ihrer Differenzierungskapazitat auf das
luminale Kompartiment beschrankt sind. Entsprechend dieser Ergebnisse wurden bei diesen
Mausmodellen unterschiedliche Phanotypen fir putative Tumorstammzellen beschrieben. Basierend auf
der Oberflaichenmarker-Expression von normalen murinen Mammastammzellen (siehe Tabelle 1 und
Abs. 1.3.2), wurde berichtet, dass die CD24'/CD29""-Zellpopulation in Neoplasien des MMTV-Wnt
Mammakarzinom-Mausmodells angereichert ist (Shackleton, Vaillant et al. 2006). Erganzende
Untersuchungen im MMTV-Wnt Mammakarzinom-Mausmodell identifizierten CD24"/CD49f"/CD90*-
Zellen als Tumor-initiierenden Zellen (Cho, Wang et al. 2008). Da beschrieben wurde, dass das
Heterodimer aus Integrin a6 (CD49f) und Integrin Pl (CD29) die Invasivitdts- und
Uberlebenseigenschaften von Mammakarzinomzellen férdert, stimmen beide fiir Tumorstammzellen
vorgeschlagenen Phanotypen - CD24*/CD29"" und CD24*/CD49f - mit hoher Wahrscheinlichkeit Giberein
(Grimshaw, Cooper et al. 2008; Pontier and Muller 2009). In anderen Mausmodellen fir Brustkrebs mit
p53-null  Tumoren wurden &dhnliche CSC-Phdanotypen beobachtet. So waren in der
CD24*/CD49f"-Tumorzellpopulation aus Mammakarzinomen des Kl4cre;Brcal ™13, p53F210/F2:10
Mausmodells Zellen mit Vorldufereigenschaften angereichert (Pajic, Kersbergen et al. 2010). Des
Weiteren erfiillten CD24*/CD29""-Mammakarzinomzellen aus Brcal”“®; p53*;MMTV-Cre und p53-null
Mausen Kriterien von Tumor-initiierenden Zellen (Vassilopoulos, Wang et al. 2008; Zhang, Behbod et al.
2008). Ein weiterer beschriebener Phanotyp fir Tumorstammzellen aus MMTV-Wnt Mammakarzinomen

ist CD24"/CD61"8" (Vaillant, Asselin-Labat et al. 2008).

Allerdings sind diese Marker in manchen Mausmodellen nicht anwendbar. Beispielsweise ermdglichen
CD24, CD29 und CD49f in Mammakarzinomen des BALB/c-neuT Modelles keine Anreicherung von
Tumorzellen mit Vorldufereigenschaften. Hingegen konnten Sca-1" Tumorzellen in vitro als nicht
adhdrente Spharen wachsen und in vivo nach orthotopischer Transplantation von 100 Zellen Tumore

initiieren (Chen, Woodward et al. 2007; Grange, Lanzardo et al. 2008).
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Tabelle 2: Oberflichenmarker-Kombinationen, die in der Literatur fiir die Anreicherung von Tumorstammzellen
in verschiedenen Mammakarzinom-Mausmodellen angewendet wurden.

Markerkombination Modell Referenz
CD24"/CD29"e" MMTV-Wnt (Shackleton, Vaillant et al. 2006;
Brcal®/°;p53*:MMTV-Cre Vassilopoulos, Wang et al. 2008)

p53-null (BALB/c)

CD24"/CD49f K14cre;Brcal™™¥/F13;p53F210/f210 (Pajic, Kersbergen et al. 2010)
CD24*/CD49f"/CD90" MMTV-Wnt (Cho, Wang et al. 2008)
CD24"/CD61" MMTV-Wnt (Vaillant, Asselin-Labat et al. 2008)
Scal® BALB/c-neuT (Chen, Woodward et al. 2007,
COMMA-D Zelllinie (BALB/c) Grange, Lanzardo et al. 2008)

Alternativ zur Isolierung anhand von Oberflaichenmarkern kénnen Vorldauferzellen anhand spezifischer
funktioneller Eigenschaften detektiert werden. Side Population (SP) Zellen bilden eine eigenstdndige
Population, die sich dadurch auszeichnet, den DNA-bindenden Farbstoff Hoechst 33342 effektiv
auszuschleusen. Die SP-Zellen der murinen Brustdriise exprimieren zum gréRten Teil Sca-1 und kénnen
luminale und myoepitheliale lineages generieren. Dadurch wird diese seltene Zellpopulation als primitiv
und undifferenziert bezeichnet. Allerdings sind die funktionellen Stammzelleigenschaften der SP-Zellen
wegen der hohen Toxizitdt von Hoechst 33342 in vivo nicht zu untersuchen (Welm, Tepera et al. 2002;

Alvi, Clayton et al. 2003).

1.4.4 Die ALDH enzymatische Aktivitat als Bruststammazell- und Tumorstammzellmarker

Die Isolierung von Bruststamm- und Tumorstammzellen wird durch die hohe Anzahl der in der Literatur
beschriebenen unterschiedlichen und nicht Gberlappenden Oberflichenmarker erschwert. Die
Verwendung von Hoechst 33342 zur funktionellen Analyse von Stammzelleigenschaften wird limitiert

durch die Toxizitdt des Farbstoffes (Douville, Beaulieu et al. 2008).

Um diese Komplikationen zu vermeiden, wurde die Aldehyd-Dehydrogenase vom Typl (ALDH1) als
funktioneller Stammzellmarker vorgeschlagen. Die Aldehyd-Dehydrogenasen sind zytosolische Enzyme,
die Aldehyde zu Carboxylsduren oxidieren (Russo and Hilton 1988) und dadurch bei der zelluldren
Entgiftung eine essenzielle Rolle spielen. In der Leber dient die ALDH1 hauptsachlich der Retinsaure-

Biosynthese, einem wichtigen Faktor fiir die Entwicklung und Homdostase adulter Organe (Evans 1988;
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Duester 2008; Mark, Ghyselinck et al. 2009). Die Aktivitdt der Aldehyde Dehydrogenase Typ1l kann durch
den Aldefluor®-Assay gemessen werden. Dabei wird ein Membran-permeables fluoreszierendes Substrat
(BODIPY-konjugierter Aminoacetaldehyd) durch die ALDH1 metabolisiert und fiihrt zu einer erhdhten
Fluoreszenz der positiven Zellen (Storms, Trujillo et al. 1999). Mithilfe dieses Assays konnte gezeigt
werden, dass humane hamatopoetische und neurale Vorlduferzellen eine hohe ALDH-Aktivitat aufweisen
(Armstrong, Stojkovic et al. 2004; Hess, Wirthlin et al. 2006). Zudem konnte gezeigt werden, dass die
entsprechenden Tumorstammzellen in Myelomen und akuten myeloiden Leukdmien ALDH1® sind
(Matsui, Huff et al. 2004; Pearce, Taussig et al. 2005). Ginestier et al. konnten 2007 diese Beobachtungen
an humanen Brustdriisen bestitigen. Dabei zeigten die Autoren, dass die ALDH1* Zellen aus normalen
Gewebe (ca. 8% aller Zellen) ein erhohtes Potential zur Selbsterneuerung und Multipotenz aufweisen.
Diese Zellen konnten in vitro Mammospharen generieren und in vivo Drisenstrukturen regenerieren.
Parallel wurden 4 Brustldsionen untersucht. Dabei zeigten die ALDH1" Brustkrebszellen (ca. 3-10% aller
Tumorzellen) im Vergleich zu den ALDH1-Zellen in Xenotransplantationen eine erhdhte Tumor-
initiierende Wirkung und rekapitulierten den Phanotyp des Primartumors (Ginestier, Hur et al. 2007).
Innerhalb der ALDH1" Zellpopulation wies die von Al-Hajj et al. beschriebene CD24°/CD44" Subpopulation

ein noch starkeres tumorigenes Potential auf.

Anhand von tissue microarrays konnte ALDH1 in 20 bis 30% der Brustldsionen (n=481) nachgewiesen
werden. Dabei korrelierte die ALDH1 Positivitat mit weiteren Tumoreigenschaften, wie einem hohen
histologischen  Grad, der ERBB2-Uberexpression, der Abwesenheit von Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren und war mit schlechten Uberlebenschancen assoziiert (Ginestier, Hur et al.

2007).

1.4.5 Stammazell- und Tumorstammazellnische

Eine Vielzahl verschiedener Arbeiten beschreibt die Mikroumgebung von Stammzellen als den
entscheidenden Faktor fir die sensible Regulation zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung.
Dabei ist eine strikte, sensible Kontrolle beider Prozesse fiir den Erhalt der Gewebe-Homoostase von
zentraler Bedeutung (Sneddon and Werb 2007). Die Integration der Stammzellen in ihrer Nische wird
dabei vermutlich durch Zell-Zell-Kontakte und Proteine der extrazelluldaren Matrix erreicht und spielt eine
essenzielle Rolle bei der Stammzell-Sequestrierung und dem damit verbundenen Wirkungsspektrum
lokaler Faktoren, die der Differenzierung entgegenwirken und das Selbsterneuerungspotential der
Stammzellfunktion unterstitzen. Die Wechselwirkungen zwischen Stammzelle und ihrer

Mikroumgebung, der Stammzellnische, wurde als erstes fir die Keimbahnzellen von Drosophila
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melanogaster beschrieben. Spater gelang es auch intestinale, neurale, epidermale und hamatopoetische
Stammzellnischen bei Sdugetieren zu identifizieren (Kaplan, Riba et al. 2005; Li and Xie 2005; Moore and
Lemischka 2006). Im Fall der Darm- und Haarfollikelstammzelle beispielsweise bestehen die Nischen aus
mesenchymalen Zellen. Diese sind durch die Sekretion mitogener Faktoren charakterisiert, die
unmittelbar die entwicklungsbiologisch relevanten Wnt- und BMP- (Bone morphogenetic proteins)
Signaltransduktionswege beeinflussen und regulieren. Die Arbeiten unterschiedlicher Arbeitsgruppen
trugen dazu bei, dass die Beziehungen zwischen Stammzellen und deren Nische nun als viel dynamischer
als anfangs vermutet betrachtet werden. Besonders flir hamatopoetische Stammzellen (HSC) wurde
gezeigt, dass zwei anatomisch und physiologisch distinkte Nischen existieren: auf der einen Seite die
Osteoblasten-Nische im Knochenmark, die als Heim fiir die ,,ruhenden”“-HSCs dient, und auf der anderen

Seite die vaskuldre Nische, die ,aktivierte” HSCs beherbergt (Kaplan, Riba et al. 2005; Li and Xie 2005).

Die Existenz solcher multiplen und dynamischen Stammzellnischen koénnte auch fur die
Tumorstammzellforschung von groRer Bedeutung sein (Sneddon and Werb 2007). Basierend auf
mehreren Beobachtungen wurde die Existenz einer Tumorstammzellnische mit &hnlichen
regulatorischen Eigenschaften wie der Nische normaler Stammzellen postuliert. Olumi et al. gelang
zudem der Beweis, dass Fibroblasten aus Prostatakarzinomen die Tumorentwicklung unterstitzen. Diese
Eigenschaft besitzen normale Prostata-Fibroblasten nicht (Olumi, Grossfeld et al. 1999). Zudem wurde
beobachtet, dass allein die Deregulation der Nische zur unkontrollierten Vermehrung der Stammzellen
fihren kann. So konnte in vivo gezeigt werden, dass Stromazellen die Entstehung von Tumoren in der
Brustdrise induzieren kdnnen wenn sie die Matrix-Metalloproteinase 3 (MMP3) (iberexprimieren
(Sternlicht, Lochter et al. 1999). Haut-Basalzellkarzinom assoziierte Fibroblasten, welche die
Tumorstammazellnische formen, unterscheiden sich von ihren normalen stromalen Pendants. Sie
exprimieren bestimmte anti-Differenzierungsfaktoren die in der normalen Stammzellnische ebenso
produziert werden und die Tumorzellen in einem weniger differenzierten Zustand erhalten (Sneddon,
Zhen et al. 2006). Aber nicht nur spezialisiertes Stroma wurde als Nische fir Stamm- und
Tumorstammzellen beschrieben. Neueste Daten liber Gehirntumore geben Hinweise darauf, dass das
Gefdllnetz als Tumorstammzellnische fungiert. Zuerst wurde gezeigt, dass Gliom-Tumorstammzellen
VEGF (vascular endothelial growth factor), einen potenten Effektor der GefaRneubildung, exprimieren
(Bao, Wu et al. 2006). Diese Theorie unterstiitzend resultiert die Xenotransplantation von
Gehirntumorzellen, denen zuvor Endothelzellen zugesetzt wurden, in einer Zunahme selbsterneuernder

Tumorzellen. Dagegen fiihrte die Depletion der Blutgefdlle durch anti-angiogenetische Therapien zur
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Verhinderung der Gehirnkrebszellen-Selbsterneuerung und Hemmung des Tumorwachstums (Calabrese,

Poppleton et al. 2007).

Diese Beobachtungen machen deutlich, dass Manipulationen von Molekiilen, die im Signalaustausch
zwischen Tumorstammzellen und Mikroumgebung involviert sind, von zentraler klinischer Bedeutung
sein konnten und neue Zielstrukturen fiir therapeutische Angriffspunkte darstellen kdnnten. Unter
diesem Aspekt stellt das carcinoembryonic antigen related cell adhesion molecule 1 (CEACAM1) aufgrund
seiner beschriebenen Eigenschaften als Zelladhdsionsmolekiil im Epithel und in BlutgefaRen einen sehr

interessanten Kandidaten dar (Ocklind, 1982).

1.4.5.1 CEACAM1 in normalen Gewebe

CEACAM1 ist auch unter dem Namen bilidres Glykoprotein (BGP) oder CD66a bekannt und gehért zur
,carcinoembrionic antigen“-Familie (CEA), welche zur Superfamile der Immunoglobuline gezahlt wird.
Humanes CEACAM1 besitzt innerhalb der Sdugetiere starke Homologien (u.a. bei Nagetieren) und weist
eine Vielzahl an Isoformen auf, die in Abbildung 8 dargestellt werden (Beauchemin, Draber et al. 1999;
Kammerer, Popp et al. 2004). CEACAM1 besteht generell aus vier stark glykosylierten extrazellularen
Immunglobulindomanen (lg), einer Transmembrandomane und einer cytoplasmatischen Doméne,
welche entweder lang (71 bis 73 Aminosduren) oder kurz ist (10 Aminosauren). Im Gegenteil zu der
kurzen, besitzt die lange Variante von CEACAM1 mehrere Serine, Threonine und Thyrosine, die fir die
Transduktion von intrazelluldren Signalen phosphoryliert werden kénnen. Sowohl die lange als auch die
kurze Form (L und S) werden gewebsspezifisch ko-exprimiert, wobei das Verhaltnis zwischen CEACAM1-L
und =S Uber den Signalisierungserfolg entscheidet (Turbide, Kunath et al. 1997; Singer, Scheffrahn et al.
2000; Kuespert, Pils et al. 2006). Die erste beschriebene Eigenschaft von CEACAM1 ist die Beteiligung an
Zelladhasionsprozessen (Ocklind and Obrink 1982; Obrink 1997). Dabei interagieren die Ig-Domanen
zweier CEACAM1 Molekiile in einer sogenannten homophilen Bindung miteinander. Dariiber hinaus kann
CEACAM1 Uber heterophile Wechselwirkungen andere Molekiile der CEA-Familie binden. In beiden
Fillen kommt es zur Induktion intrazellularer Signalwege. Beispielsweise berichten einige
Veroffentlichungen, dass die homo- bzw. heterophile Bindung der CEACAM1-4L Isoform zur Inhibition
der Zellproliferation durch Modulation des Wnt-Signaltransduktionwegs fiihrt (Jin, Li et al. 2008).
Weiterhin wurde gezeigt, dass in Endothelzellen CEACAM1-L die Motilitdt von Zellen durch Aktivierung
von Proteinen der Rho- und Integrin-Familie positiv beeinflussen kann (Muller, Singer et al. 2005).
Darliber hinaus spielt das Molekdil in Proliferations- und Differenzierungsprozessen eine wichtige Rolle.

CEACAM1 wird wahrend der Embryonalentwicklung und spater in Geweben an der Oberflache vieler
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Epithelien (wie z.B. Magen, Darm und urogenitale Organe) aber auch an der Membran von myeloischen
Zellen und Endothelzellen exprimiert (Beauchemin, Draber et al. 1999; Nouvion and Beauchemin 2009).
Dabei werden CEACAM1 wichtige Aufgaben als Mediator beim Gewebeaufbau und der Zellpolaritat

zugeschrieben (Thompson, Grunert et al. 1991).
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Abbildung 8:Humane CEACAM1 Isoformen

Darstellung der Strukturen und vorhergesagter Glykosylierungsmuster der verschiedenen humanen CEACAM1-
Isoformen. Das CEACAM1-Gen besteht aus 9 Exons, die durch alternatives Spleifen 11 unterschiedliche Isoformen
generieren kénnen. In der standardisierten Nomenklatur beschreibt die Ziffer nach CEACAM1 die Anzahl an
Immunoglobulin dhnlichen Domé&nen (IgV fir variable und IgC fiir constante immunoglobulin like Regionen. Der
darauf folgende Buchstabe liefert Informationen lGber das carboxyterminale Ende:L und S stehen jeweils fir einen
langen (long, L) oder kurzen (short, S) zytoplasmatischen Teil wahrend C die Abwesenheit von Transmembran- und
Intrazellular- Doméane beschreibt (Beauchemin, Draber et al. 1999).

CEACAM1 wird im Zusammenhang mit Vaskulatur und Angiogenese in einer Vielzahl von
Veroffentlichungen als wichtiger Faktor beschrieben. Beispielsweise kann die l6sliche Variante von
CEACAM1 die Proliferation, Chemotaxie und die Bildung von Kapillar-dhnlichen Strukturen bei
Endothelzellen in vitro sowie in vivo stimulieren und somit pro-angiogenetisch wirken (Ergun, Kilik et al.
2000). Zudem wurde gezeigt, dass der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) die Expression von
CEACAM1 auf Endothelzellen deutlich verstarkt und parallel die Neubildung von Gefdl3-dhnlichen
Mustern in vitro induziert. Monoklonale Antikérper gerichtet gegen CEACAM1 hemmen diesen Effekt,
woraus man folgern kann, dass CEACAML1 ein Effektor von VEGF ist (Ergun, Kilik et al. 2000; Chen, Chen
et al. 2005). Anhand von GefédRinvasions-Experimenten konnten Horst et al. zeigen, dass die
Gefadlneubildung und —invasion in Wachstumsfaktor enthaltenden Matrigel®-Implantaten bei CEACAM1-
defizienten Mausen gegeniber Wildtyp Kontrollm&dusen deutlich reduziert ist. Hingegen flihrte die
Uberexpression von CEACAM1-4L in Endothelzellen zu einer erhéhten GefiRinvasion (Horst, Ito et al.
2006). Des Weiteren wurde CEACAM1 anhand von Expressions-Arrays als Teil des genetischen

Programms fiir die Antwort auf Hypoxiebedingungen identifiziert (Chen, Chen et al. 2005; Wu, Laser et
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al. 2006). Die Tabelle 3 fasst die bisher beschriebenen Eigenschaften von CEACAM1 in normalen

Geweben zusammen.

Tabelle 3: Eigenschaften von CEACAM1 in normalen Geweben

Fiir CEACAM1 beschriebenen Eigenschaften

Referenz

Zelladhdsion:

Zellproliferation:

Apoptose und
Morphogenese:

Invasion und Migration:

Angiogenese:

Modulation von

Signaltransduktionswegen:

CEACAML1 ist ein Zell-Zell Adhasionsmolekiil, das sowohl
homophile als auch heterophile Bindungen (mit z.B.
CEACAMS5 oder CEACAMG6) bilden kann. Dabei entstehen
eher schwache Interaktionen, die vorwiegend eine Rolle
als ,,Sensor” in der Regulation von zelluldren Signalwegen
haben.

CEACAML1 inhibiert die Proliferation von Epithelzellen und
T-Lymphozyten durch kontaktvermittelte Mechanismen.

CEACAM1 induziert Apoptose in Mammaepithelzellen bei
der Bildung des Lumen wahrend der Brustdriisen-
Morphogenese. Die Expression von CEACAM1 in reifen
Kolonozyten fiihrt ebenso zur Apoptose.

CEACAM1 Expression stimuliert die Invasions- und
Migrationseigenschaften von Endothelzellen.

CEACAM1 wird als positiver Modulator der Angiogenese
beschrieben.

CEACAM1-4L kann durch seine intrazellulare Domane
B-Catenin binden und an die Zellmembran rekrutieren.
Dies verhindert die Transaktivierung von Zielgenen des
Whnt-Signalweges.

Zudem wurde berichtet, dass die Expression von
CEACAM1-L den Rho-Signaltransduktionsweg inhibieren
und den Rac-Signaltransduktionsweg aktivieren kann,
wenn Endothelzellen auf einer Laminin-1 haltigen Matrix
in vitro wachsen.

(Oikawa, Kuroki et al.
1992; Obrink 1997)

(Chen and Shively
2004; Scheffrahn,
Singer et al. 2005; Liu,
Wei et al. 2007)

(Kirshner, Chen et al.
2003; Nittka, Gunther
et al. 2004)

(Muller, Singer et al.
2005; Horst, Ito et al.
2006)

(Ergun, Kilik et al.
2000; Chen, Chen et
al. 2005; Horst, Ito et
al. 2006)

(Muller, Singer et al.
2005; lJin, Li et al
2008)

1.4.5.2 CEACAML1 in der Tumorentwicklung

In vielen Krebserkrankungen epithelialen Ursprungs, wie z.B. Kolonkarzinomen, Leberkarzinomen,
zahlreichen Mammakarzinomen, Prostatakarzinomen, Nierenkarzinomen und Harnblasenkarzinomen,
wird im Verlauf der Krankheit die Expression von CEACAM1 in Tumorzellen unterdriickt (Neumaier,
Paululat et al. 1993; Rosenberg, Nedellec et al. 1993; Tanaka, Hinoda et al. 1997; Huang, Simpson et al.
1998; Busch, Hanssen et al. 2002; Kammerer, Popp et al. 2004; Oliveira-Ferrer, Tilki et al. 2004; Tilki,
Irmak et al. 2006). Der Verlust von CEACAM1 korreliert hierbei mit einer erhéhten Aggressivitat der

Tumore. Basierend auf diesen Beobachtungen wurde postuliert, dass CEACAM1 als Tumorsuppressor
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fungieren kann. Um diese Annahme zu bestdtigen, wurden Experimente durchgefiihrt, in denen
CEACAM1 negative Kolon- und Prostatakarzinom-Zelllinien mit CEACAM1-Expressionsvektoren
transfiziert wurden. Dabei zeigten die Autoren, dass diese Zellen verringerte Wachstumseigenschaften
und Kolonien-Bildungseffizienzen in vitro sowie geringere Wachstumsraten in
Transplantationsexperimenten in vivo im Vergleich zur Kontrollzellen aufweisen (Hsieh, Luo et al. 1995;
Kunath, Ordonez-Garcia et al. 1995). Andererseits wurde auch gezeigt, dass die Expression von CEACAM1
in Schilddriisenkrebs, Magenkarzinomen, nicht kleinzelligen Lungenkarzinomen (non-small cell lung
cancer, NSCLC) und Melanomen die Metastasierungseigenschaften der Tumorzellen férdert (Kinugasa,
Kuroki et al. 1998; Thies, Moll et al. 2002; Sienel, Dango et al. 2003; Liu, Wei et al. 2007; Dango, Sienel et
al. 2008). So kann CEACAM1 nicht grundsatzlich als Tumorsuppressor bezeichnet werden, sondern
vielmehr als kontextabhangiger Modulator der Zellproliferation, Apoptose und Zellmigration. Des
Weiteren liegt die Annahme nahe, dass je nach Krebsart eine Verdanderung der Expression von CEACAM1
der Tumorprogression dient, indem entweder metastatische Eigenschaften im Fall einer Uberexpression
gewonnen werden, oder Zellteilungs- und Uberlebenseigenschaften bei einer Herunterregulation

gefordert werden.

Parallel zu den regulatorischen Funktionen in Epithelzellen Gbt CEACAM1 auf Endothelzellen, wie schon
im Abs 1.4.5.1 erwahnt, eine ebenso entscheidende Rolle in Prozessen der GefaBneubildung aus. Im
Kontext der Tumorvaskularisierung zeigten verschiedene Gruppen, dass eine Herunterregulation von
CEACAM1 in Tumorzellen von Harnblasen- und Prostatakarzinomen zur Stimulation der Angiogenese in
der Tumorperipherie fiihrt (Oliveira-Ferrer, Tilki et al. 2004; Tilki, Irmak et al. 2006). Die Uberexpression
von CEACAML1 in Prostatakarzinomzellen flihrte zur Expression von Faktoren, die die GefalRneubildung
inhibieren (Volpert, Luo et al. 2002). Im Gegensatz zeigt sich in NSCLC eine Korrelation zwischen
verstarkter CEACAM1-Expression und erhdhter BlutgefdaRdichte, erhohter Metastasierungsrate und einer
allgemein schlechteren Prognose (Dango, Sienel et al. 2008). Somit spielt CEACAM1 auch beziglich
Tumorvaskularisierung eine kontextabhangige Rolle und kann je nach Krebsart und je nach endothelialer
bzw. epithelialer Expression die Tumorneoangiogenese positiv oder negativ beeinflussen. Aufgrund
dieser vielseitigen Aspekte wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von CEACAM1 auf die
Epitheltumorzellen von Mammakarzinomen und auf deren Mikroumgebung in einem Mausmodell

untersucht.
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1.5 Das WAP-T Mammakarzinom-Mausmodell

Wie schon im Abschnitt 1.4.3 erwahnt, wurden zahlreiche Mausmodelle zur Untersuchung der
Brustkrebsentwicklung generiert (Fantozzi and Christofori 2006). Die in unserem Labor entwickelten
WAP-T Méause tragen die ,friihe” Region des Simian Virus 40 (SV40) als Transgen unter Kontrolle des
gewebespezifischen murinen WAP-Promotors (whey acidic protein promotor) (Schulze-Garg, Lohler et al.
2000). Der WAP-Promotor ist ein sehr streng regulierter Promotor, der ausschlieRlich in den
Epithelzellen der Brustdriise in der spdten Schwangerschaft (Tag 12-13) aktiviert wird und bis in die
Involutionsphase transkriptionell aktiv bleibt. (Bayna and Rosen 1990; Burdon, Sankaran et al. 1991;
Hennighausen, Westphal et al. 1991; Kolb, Gunzburg et al. 1994). Das Anschalten des WAP-Promotors
erfolgt durch die Bindung der Transkriptionsfaktoren NFI, Stat5 und Glukokortikoid-Rezeptor in Folge
erhéhter Mengen von laktotrophen Hormonen (Prolaktin und Ostrogen), Hydrocortison und Insulin

wahrend der Schwangerschaft (Liu, Robinson et al. 1995; Mukhopadhyay, Wyszomierski et al. 2001).

Die Induktion von Mammakarzinomen im WAP-T Mausmodell basiert auf den transformierenden
Eigenschaften der drei Produkte der ,frihen” SV40 Region: des groRen T-Antigens (large T antigen, LT),
des kleinen T-Antigens (small T antigen, st) und des 17 KT Proteins. Die durch diese Proteine
entstehenden Stérungen der Zellzyklusregulation fihren zu Entwicklungsanomalitdten und
Tumorgenese. Das SV40 LT ist ein multifunktionales Protein, dessen Aktivitdt darauf basiert, dass die
Tumorsuppressoren wtp53, pRB, p107, p130, CBP/p300 und RASSF1A gebunden und inaktiviert werden
(Zerrahn and Deppert 1993; Ahuja, Saenz-Robles et al. 2005). Als Konsequenz entsteht in den Zellen eine
funktionelle p53- und pRb-Null-Situation, was Prozesse wie Apoptose oder Zellzyklus-Arrest verhindert
und den Zellzyklus stimuliert (Sheng, Love et al. 2000; Voorhoeve and Agami 2003). Zudem kann LT bzw.
der LT-p53 Komplex die Transkription bestimmter Gene aktivieren bzw. reprimieren und
Differenzierungsprozesse hemmen (Mahon, Chepelinsky et al. 1987; Chen, Liang et al. 2004; Krepulat,
Lohler et al. 2005). Analog zu LT dient das 17 kT Protein zur Reduktion der pRB und p300 Mengen und
fihrt zur Zellzyklus-Stimulierung (Boyapati, Wilson et al. 2003). Zusatzlich zu der LT vermittelten
Zelltransformation wird durch das st Protein die Phosphataseaktivitdt von PP2A (Protein phosphatase 2)
inhibiert und dessen Substratspezifizitat geandert. Dadurch wird der Wnt-Signalweg konstitutiv aktiviert

(Chen, Possemato et al. 2004; Ali-Seyed, Laycock et al. 2006).

Die meisten humanen Mammakarzinome weisen Mutationen oder Repression der Tumorsuppressoren

p1l4ARF, p16INK4a, p53 und pRB, sowie eine Hochregulation von Zyklinen und Zyklin-abhangigen Kinasen
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(Cdk) auf (Silva, Silva et al. 2003). Der dadurch entstehende p53 und pRB Funktionsverlust ist

vergleichbar mit der durch LT induzierten Inaktivierung im WAP-T Mausmodell.

Wahrend der Schwangerschaft und Laktation der WAP-T Mause exprimieren je nach Linie 5% bis 100%
der Epithelzellen der Brustdriise das SV40-LT (Schulze-Garg, Lohler et al. 2000). Nach Abschluss der
Involution exprimiert eine kleine Driisenzellpopulation das LT Hormon-unabhdngig weiter. Durch die
SVA40-LT vermittelte Inaktivierung von p53 und pRB und zusatzlich akkumulierten genetischen
Alterationen entwickeln sich aus diesen Zellen Hyperplasien, Dysplasien und intraepitheliale Neoplasien
wie z.B. duktale in situ Karzinome (DCIS), die den entsprechenden humanen Lasionen dhneln (Schulze-
Garg, Lohler et al. 2000). Weitere Mutationen filhren zum Wachstum der Zellen als invasives aber selten
metastasierendes Mammakarzinom. Diese durch die SV40 ,friihe” Region verursachten Brustlasionen
wurden in 5 unterschiedliche Kategorien klassifiziert, basierend auf deren histologischen Grad und den
publizierten Empfehlungen der Annapolis-Konsensus-Konferenz (Cardiff, Anver et al. 2000; Heinlein,

Krepulat et al. 2008).

Tabelle 4: Klassifizierung der WAP-T Tumoren in 5 Kategorien, basierend auf dem histologischen Grad
Als abbildendes Beispiel werden Aufnahmen von H&E-Farbungen dargestellt. MaRstab 250 pm.

Differenzierte Tumore Undifferenzierte Tumore
Grad 0 (GO)
Grad 1 (G1) Grad 2 (G2) Grad 3 (G3) Grad 4 (G4)
Schlecht Schlecht
Nicht invasive Gut differenzierte MaRig differenzierte differenzierte bis  differenzierte invasive
intraepitheliale invasive invasive undifferenzierte Adenokarzinome mit
Neoplasien Adenokarzinome Adenokarzinome invasive anaplastischen
Adenokarzinome Anderungen.

Im Rahmen der durchgefiihrten experimentellen Arbeiten wurde die Maus-Linie WAP-T-NP8 gewahlt, da
die mittelstarke Expression des Transgens (SV40 friilhe Genregion) in den Mammaepithelzellen dieser
Maduse einerseits eine unkomplizierte Ziichtung ermdglicht, andererseits aber ausreicht, dass 100% der

induzierten WAP-T-NP8 Mause Tumore entwickeln.
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1.6 Problemstellung

Epitheliale Krebsarten, zu denen u.a. auch Brustkrebs gehort, sind die haufigsten malignen Erkrankungen
beim Menschen. Humane Mammakarzinome sind durch eine breite pathologische und molekulare
Heterogenitat gekennzeichnet, die sich mithilfe der Tumorstammazell- (cancer stem cell-, CSC-) Hypothese
erklaren lasst. Dieser Theorie entsprechend, werden Krebserkrankungen durch eine kleine Population
von sogenannten Tumorstammzellen, die Vorlduferzelleigenschaften wie Selbsterneuerungs-,
Proliferations- und Differenzierungspotential aufweisen, initiiert und aufrechterhalten (Al-Hajj, Becker et
al. 2004; Dalerba, Cho et al. 2007). Durch aberrante Differenzierung dieser Tumorstammzellen entsteht
eine Vielzahl unterschiedlicher differenzierter nicht tumorigener Tumorzellen, die zur intrinsischen
Tumorheterogenitat flihren. Neuste Veroffentlichungen deuten darauf hin, dass Tumorstammzellen fir
die relative Ineffizienz der aktuellen Krebstherapien verantwortlich sind. Einerseits besitzen CSC die
Eigenschaft zu disseminieren und sind damit héchst wahrscheinlich in Prozesse der Metastasenbildung
involviert (Krepulat, Lohler et al. 2005; Dalerba, Cho et al. 2007). Andererseits konnen konventionelle
Krebsbehandlungen basierend auf Chemo- und Radiotherapien Tumorstammzellen mit nur sehr geringer
Effizienz eliminieren, was diese Zellen zur vermutlichen Ursache fiir Rezidive bei Krebspatienten macht
(Phillips, McBride et al. 2006; Yu, Yao et al. 2007; Li, Lewis et al. 2008). Eine besondere Herausforderung
in der modernen Krebsforschung besteht somit darin, ein besseres Verstandnis tber die Identitat und
Rolle von Tumorstammzellen wahrend der gesamten Karzinogenese, von der Tumorinitiierung Gber die
Tumorprogression bis hin zur Bildung von Metastasen, zu erwerben. Besonders wichtig flr die
Verbesserung der Patientenbehandlungen ist hierbei u.a. die Identifizierung und Charakterisierung der
Tumorzellen, die flr eine vollstdndige Remission eliminiert werden sollen, sowie die Bestimmung ihrer
Anzahl. Die Entwicklung und Charakterisierung von experimentellen Modellen, welche die Vielfalt der
Krebserkrankungen widerspiegeln kénnen, ist dabei von groRer Bedeutung fiir ein besseres molekulares

Verstandnis der zugrundeliegenden Tumorbiologie.

Das WAP-T Mammakarzinom-Mausmodell wurde im Heinrich-Pette-Institut, Abteilung Tumorvirologie
unter der Leitung von Prof. Deppert entwickelt. Dies erwies sich innerhalb der letzten Jahre als
geeignetes, die Humansituation widerspiegelndes in vivo Model zur Untersuchung verschiedenster fir
Brustkrebs relevanter Fragestellungen (Schulze-Garg, Lohler et al. 2000; Heinlein, Krepulat et al. 2008).
Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Relevanz der Tumorstammzelltheorie anhand des

WAP-T Mausmodells zu untersuchen.
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Um dies zu ermdglichen, sollen zuerst WAP-T Tumorzellen beziiglich der in der Literatur fiir CSC
beschriebenen Charakteristika, d.h. Differenzierungs-, Selbsterneuerungs- und Proliferationspotential
untersucht werden. Zur Beantwortung der Frage zur Existenz von Tumorstammzellen in den WAP-T
Mammakarzinomen wurde wie folgt vorgegangen: (i) Es sollte aufgeklart werden, ob eine zellulare
Heterogenitat als Hinweis auf Differenzierungspotential innerhalb einzelner WAP-T Tumorgewebe
besteht. Hierfiir sollten im ersten Teil dieser Arbeit die Expression von bekannten biologischen Markern,
die innerhalb des normalen Brustgewebes lineage-spezifische Zelltypen charakterisieren, in
Tumorgeweben untersucht werden. Um weiterhin die Prasenz von moglichen Tumorstammzellen in
WAP-T Tumoren zu untersuchen, sollte (ii) dann beantwortet werden, ob Zellen mit tumorinitiierenden
Eigenschaften in den WAP-T Tumoren vorhanden sind. Die Induktion von Tumoren mit Eigenschaften
ahnlich der des Primartumors gilt als anerkannter Beweis fir Selbsterneuerungs- und
Proliferationspotential von Tumorzellen (Nakshatri, Srour et al. 2009). Fir diesen Zweck sollte zuerst die
Methode der orthotopischen Zelltransplantation von Primartumorzellen etabliert und optimiert werden.
Als Nachstes sollte (iii) untersucht werden, ob verschiedene in der Literatur beschriebene
Tumorstammzellmarker zur Charakterisierung von Tumorstammzellen in Mammakarzinomen des WAP-T

Mausmodels anwendbar sind.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, das Potential von CEACAM1 als Zielmolekiil fir die Krebstherapie
einzuschatzen. Die Eigenschaften des Zelladhdsionsmolekiils CEACAM1 als Modulator der Zellteilung, —
apoptose sowie -motilitat und vor allem als Regulator der Wnt-, Rho- und Rac-Signaltransduktionswege,
machen diesed Molekll zu einem interessanten Kandidaten fiir potentielle anti-proliferative, anti-
migratorische oder anti-Neoangiogenese Krebstherapien (Muller, Singer et al. 2005; Jin, Li et al. 2008;
Obrink 2008). So sollte im letzen Teil der vorliegenden Arbeit (iv) untersucht werden, ob eine Modulation
von CEACAM1 in den WAP-T Mammakarzinomen eine Veranderung von Tumoreigenschaften wie z.B.

Wachstumsgeschwindigkeit und Invasionseigenschaften zur Folge hat.
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Il MATERIAL

1.1 BIOLOGISCHES MATERIAL

1.1.1 Mausstamme

Der BALB/c Inzucht-Mausstamm tragt eine genetische Pradisposition zur spontanen
Mammakarzinomentwicklung. Aus diesem Grund wurden die WAP-T, CEACAM1”" und CEACAM®"®*
Mauslinien im BALB/c Hintergrund analysiert. Mauslinien, die urspriinglich in anderen Hintergriinden
generiert wurden, wurden mindestens 12 Generationen mit BALB/c Tiere rickgekreuzt, bevor sie in
Experimenten Anwendung fanden. Damit kann eine Giber 99,9 prozentige Homozygotie mit dem BALB/c-

Stamm (Abbildung 9) erreicht werden.).
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Abbildung 9: Darstellung der Genhomologie zum Hintergrundstamm in Abhdngigkeit von der Generation
wahrend einer Mauslinien-Riickkreuzung

1.L1.2  WAP-T transgene Mauslinien

WAP-T und WAP-T-NP Mause wurden im Jahr 1997 in einem BALB/c Hintergrund generiert (Schulze-
Garg, Lohler et al. 2000). Diese transgene Mauslinien weisen die frihe Gen-Region des SV40 Virus unter
der Kontrolle des murinen WAP-Promotors auf. Wahrend WAP-T1 Mause fiir einen Wildtyp LT kodieren,
exprimieren WAP-T-NP8 und -NP6 Mause eine Variante des LT-Antigens, welche mit einem Epitop aus
dem Nukleokapsid-Protein des Lymphozytdren Choriomeningitis Virus (LCMV NP-Epitop) fusioniert ist.
AuRerdem unterscheiden sich WAP-T1, WAP-T-NP8 und WAP-T-NP6 Ma&use voneinander, indem sie

unterschiedliche Kopienzahlen des Transgens, welche an verschiedenen Stellen im Genom integriert
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sind, aufweisen. Dies fiihrt unter anderem zu unterschiedlichen Expressionsprofilen von SV40-LT in

Epithelzellen der Mammae nach Induktion (siehe

Tabelle 5).

Tabelle 5: Expression von SV40-LT wahrend der Laktation in den WAP-T Mauslinien

Mauslinie Expression des Transgens (SV40-LT) wahrend der Laktation
WAP-T1 hohe Expression ca. 90-100% der Brustdriisenepithelzellen
WAP-T-NP8  intermedidre Expression ca. 50-60% der Brustdriisenepithelzellen
WAP-T-NP6  schwache Expression ca. 3-5% der Brustdriisenepithelzellen

1.1.3 CEACAM1”" und CEACAM®°* Mauslinien

CEACAM1” Maduse

Die CEACAM1” Mauslinie wurde von N. Beauchemin im C57BL/6-Hintergrund generiert, indem die zwei
ersten Exons des Ceacam1-Gens durch eine Kassette ersetzt wurden, die fiir die Neomycinresitenz (neo")
unter Kontrolle des Thymidin Kinase (TK) Promotors kodiert (Leung, Turbide et al. 2006). Das Entfernen
des Exons 1 fiihrte zum Verlust des ATG-Startkodons. Durch die Deletion des Exons 2 konnte die erste
Immunoglobulin-like (Ig-like) Doméne, die am wichtigsten fiir die Ceacam1-Funktion ist, entfernt werden

(Abbildung 10). CEACAM1” Miuse sind lebensfihig, fertil und entwickeln spontan keine Tumore.

CEACAMI®"** Miuse

Die CEACAM1%"®* Mauslinie wurde von A. Horst im FVB/N-Hintergrund generiert (Horst, Ito et al. 2006).
In diesen Mause dient ein Konstrukt, in dem die Ceacam1-L cDNA unter Kontrolle des fir Endothelzellen
spezifischen Tie2-Promotor steht, als Transgen (Abbildung 10). Die CEACAM1™* Mause sind ebenfalls

lebensfahig, fertil und entwickeln spontan keine Tumore.

Um den Einfluss von Ceacam1 in der WAP-T Mammakarzinogenese zu untersuchen, erfolgte zuerst, wie
bereits oben beschrieben, eine Rickkreuzung beider CEACAM1”" und CEACAM1®™®* Mauslininen mit
BALB/c Mausen fur mindestens 12 Generationen, um eine Uber 99,9 prozentige Homozygotie mit dem

BALB/c-Stamm zu erreichen (Abbildung 9).

Ceacaml Stopkodon (TGA Stopkodon (TGA
Promotor Startkodon (ATG) P Ceacaml- Cea‘zaml-L( )
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. endo+
Ceacaml R EDNA SVAU-polyA_ X TieZ intronic enhancer )
Transgen

endo+

Abbildung 10: Darstellung des Ceacam1-Gens, des Ceacam1”"-Allels und des Ceacam1 -Transgens
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1.2 Gerate

Gerat Hersteller

BD FACS-Aria BD Biosciences, Heidelberg, DE

BD FACS-Canto

Bioanalyzer 2100

Brutschrank B6060

Chirurgisches Besteck (Dumont)
Cryostats Leica CM3050
Digitalkamera (PowerShot G3)
Einfrierbox Cryo-Safe™
Eismaschine AF 30

Feinwaage XSP205
Fluoreszenzmikroskop DMI6000B
Gefrierschrank -80 °C
Gefriertruhe -80 °C
Geldokumentation BioDocAnalyze
Gelkammer Horizon 11.14
Gelkammer Model 40-0911
Handschuhe Latex, Nitril
Heizblock Techne Dri-Block DB 2A
Homogenisator Fast Prep FP120
Inkubationsschiittler Multitron 2
Konfokalmikroskop LSM 510 META
Kihlfalle RT100A

Kihlschrank 4-8 °C

Magnetischer Stander (MACS® separator)
Magnetriihrer COMBIMAG NEO
Magnetriihrer MR2002
Membran-Vakuumpumpe MZ2C/1,7
Mikroskop Axioplan 2 Imaging
Mikroskop IMT-2

Mikroskop Labowert

Mikrotom HM 350 SV

Mikrowelle NN3256
Mini-Transilluminator
Orbitalschwenker Polymax 2040
ParaffingielRstation EG1160

PCR Cycler PTC-200

pH-Meter SevenEasy

Pipetten 10, 20, 200, 1000 pl
Pipettierhilfe Pipetboy acu
Real-Time PCR 7500 Fast System
Real-Time PCR 7900 HT
Reinstwassersystem Milli-Q® Academic
Schwenker GFL3015

BD Biosciences, Heidelberg, DE
Agilent, Waldbronn, DE

Heraeus Instruments, Hanau, DE
Roth, Karlsruhe, DE

Leica, Wetzlar, DE

Canon, Krefeld, DE

Neolab, Heidelberg, DE

Scotsman, Vernon Hills, USA
Mettler Toledo, GieRen, DE

Leica, Wetzlar, DE

Heraeus Instruments, Hanau, DE
Heraeus Instruments, Hanau, DE
Biometra, Gottingen, DE

Biometra, Gottingen, DE

Peqlab, Erlangen, DE
Kimberly-Clark, Zaventem, B
Thermo-Dux, Wertheim, DE
Qbiogene, Heidelberg, DE

Infors AG, Bottmingen-Basel, CH
Zeiss, Oberkochen, DE

Savant Instruments, Farmingdale NY, USA
Liebherr, Biberach, DE

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
IKA, Staufen, DE

Heidolph, Schwabach, DE
Vakuubrand, Wertheim, DE

Zeiss, Oberkochen, DE

Olympus, Hamburg, DE

Leica, Wetzlar, DE

Microm, Walldorf, DE

Panasonic, Hamburg, DE

BioRad, Miinchen, DE

Heidolph, Schwabach, DE

Leica, Wetzlar, DE

MJ Research / BioRad, Muinchen, DE
Mettler Toledo, GieRen, DE

Gilson, Bad Camberg, DE

Integra Biosciences, Fernwald, DE
Applied Biosystems, Darmstadt, DE
Applied Biosystems, Darmstadt, DE
Millipore, Schwalbach, DE

Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel, DE
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1.3

Gerat

Hersteller

Schwenker Mini Rocker MR1
Spektrophotometer DU® 800
Spektrophotometer NanoDrop® ND-1000
Sterile Werkbank KR1250

Sterile Werkbank HERA safe KS12
Sterile Werkbank HERA safe KS18
Stromversorgungsgerat EPS 2A 200
Stromversorgungsgerat Power Pac 300
Stromversorgungsgerat Power Pac 3000
Thermomixer 5436

Thermomixer Comfort

TiefkUhlschrank -20 °C

Tierohrknipser

Vakuum Gewebeinfiltrationsaut. ASP 3000
Vortexer Vortex-Genie

Waage PE360

Waage PM460

Waage PB3001

Wasserbad

Wasserbad GFL1003

Zentrifuge 5415 C

Zentrifuge 5415 D

Zentrifuge 5810 R

Zentrifuge Biofuge pico

Zentrifuge Omnifuge 2.0RS

Zentrifuge Rotana 96

Peqlab, Erlangen, DE
Beckman Coulter, Krefeld, DE
Peqlab, Erlangen, DE
Kojair Tech Oy, Nideggen, DE

Thermo Electron Corp., Langenselbold, DE
Thermo Electron Corp., Langenselbold, DE

Hoefer, San Francisco CA, USA
BioRad, Miinchen, DE

BioRad, Miinchen, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Liebherr, Biberach

Fischer Scientific, Schwerte, DE
Leica, Wetzlar, DE

Bender & Hobein AG, Zlrich, CH
Mettler Toledo, GieRen, DE
Mettler Toledo, GieRen, DE
Mettler Toledo, GieRen, DE

Technicon Instruments, Tarrytown NY, USA

Ges. fiur Labortechnik mbH, Burgwedel, DE

Eppendorf, Hamburg, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Heraeus Instruments, Hanau, DE
Heraeus Instruments, Hanau, DE

Hettrich Zentrifugen, Tuttlingen, DE

Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

2-Mercaptoethanol

2-Propanol

Agarose RNase-frei (RNA-Gele)
Agarose SeaKem® LE (DNA-Gele)
Bromphenolblau

BSA

Chlorophorm

Citrat Plus Puffer

DRAQ5S™

EDTA

EGTA

Eosin Y solution

Ethanol

Ethidiumbromid

Eukitt

Formaldehydldsung min. 37% saurefrei

Sigma-Aldrich, Minchen, DE
Merck, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, Miinchen, DE
Lonza, Koln, DE

Serva, Heidelberg, DE
Sigma-Aldrich, Minchen, DE
Merck, Darmstadt, DE

DCS, Hamburg, DE
Biostatus, Shepshed, Grol8 Britannien
Sigma-Aldrich, Miinchen, DE
Sigma-Aldrich, Miinchen, DE
Sigma-Aldrich, Miinchen, DE
Merck, Darmstadt, DE
Roche, Mannheim, DE
Kindler, Freiburg, DE

Merck, Darmstadt, DE
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Chemikalie Hersteller
Glycerol Serva, Heidelberg, DE
Glycin Serva, Heidelberg, DE
Hepes Serva, Heidelberg, DE
HMW-FITC dextran (2x10° Da) Sigma-Aldrich, Miinchen, DE
Levamisol DakoCytomation, Glostrup, DK

Mayers Hamalaunlosung
Mowiol® 4-88 Reagent
Ottix Plus

Ottix Shaper

Paraffin Typ 3 (Automat)
Paraffin Typ 6 (GieRstation)
peqGOLD Trifast™
Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1)
Salzsaure 37% (HCl)

SDS

Shandon Cryomatrix™
Triton X-100

Trizma Base (Tris)

Tween 20

Xylol

Merck, Darmstadt, DE

Merck, Darmstadt, DE

DiaPath, Hannover, DE

DiaPath, Hannover, DE

Richard-Allan Scientific, Kalamazoo MI, USA
Richard-Allan Scientific, Kalamazoo MlI, USA
Peqlab, Erlangen, DE

Biomol, Hamburg, DE

Merck, Darmstadt, DE

Serva, Heidelberg, DE

Thermo Scientific, Langenselbold, DE
Sigma-Aldrich, Miinchen, DE

Sigma-Aldrich, Miinchen, DE

Sigma-Aldrich, Miinchen, DE

Merck, Darmstadt, DE

Alle weitere Chemikalien, die in dieser Liste nicht erwdhnt wurden, wurden bei den Firmen Roche

(Mannheim, DE), Flucka (Neu-Ulm, DE), Merck (Darmstadt, DE), Serva (Heidelberg, DE) und Sigma-Aldrich

(Minchen, DE) erworben.

1.4

Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Cryoréhrchen (2 ml)

FACS-R6hrchen (4 ml)

Falcon® Réhren (15 und 50 ml)

Fast Prep-Réhrchen (Lysing Matrix D)
Fettstift

Filterpapier Whatman 3MM
Histologiekassetten (TurbOflow™)

MACS® Cell Separation Saule (LD Columns)
Membranfilter (0,2 um und 0,45um)
Membranfilter (Sterivex®, 0,22 um)
Nahzeug

Nylonsieb Thomapor (80 um & Marschen)
Parafilm ,M“

PCR GefaRe (0,2 ml)

Pipettenspitzen

Pre-Separation Filters (30 um & Marschen)

Nunc / Thermo Scientific, Langenselbold, DE

BD Biosciences, Heidelberg, DE

Nunc / Thermo Scientific, Langenselbold, DE

MP Biomedicals, lllkirch, FR
Immunotech, Marseille, FR

Schleicher & Schiill, Dassel, DE

Microm, Walldorf, DE

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
Sartorius, Gottingen, DE

Millipore, Schwalbach, DE

Ethicon, Dilmen, DE

Reichelt Chemietechnik, Heidelberg, DE
American National Can, Greenwich, USA
Biozym, Hess. Oldendorf, DE

VWR, Hannover, DE

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
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1.5

1.6

1.7

Material

Hersteller

ReaktionsgefdRe (0,5 ml)
Reaktionsgefidlle (1,5ml und 2 ml)
Superfrost-Objekttrager
Zellkulturschalen (Nunclon™ Surface)

Sarstedt, Nimbrecht, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Menzel-Glaser, Braunschweig, DE

Nunc / Thermo Scientific, Langenselbold, DE

Losungen und Arzneimittel fiir Transplantationen

Arzneimittel

Hersteller

Antibiotikum fir Trinkwasser (Baytril®)
Augensalbe (Bepanthen®)
Betaisadona-Salbe

Betaisodona-Losung

Kochsalzlésung (0,9 % Natrium Chlorid)
Narkose-Bestandteil (Ketamin)
Narkose-Bestandteil (Xylazin, Rompun®)
Schmerzmittel fir Trinkwasser (Novalgin®)
Subkutanes Schmerzmittel (Carprofen)

Bayer, Leverkusen, DE
Bayer, Leverkusen, DE
Mundipharma, Limburg, DE
Mundipharma, Limburg, DE
Braun, Melsungen, DE
Albrecht, Bern, CH

Bayer, Leverkusen, DE
Pfizer, Karlsruhe, DE

Pfizer, Karlsruhe, DE

Chemikalien fiir die Zellkultur
Chemikalie Hersteller
DMEM-Pulver Gibco / Invitrogen, Karlsruhe, DE
DMSO Calbiochem / Merck, Darmstadt, DE

Fotales Kalberserum (FCS)
Penicillin / Streptomycin
Trypanblau

PAA, Pasching, A
Biochrom AG, Berlin, DE
Sigma-Aldrich, Miinchen, DE

Kits

Kit

Hersteller

Aldefluor®-Assay

High Capacity cDNA Reverse Transcription KitZ
Lineage Cell Depletion Kits

NucleoSpin Tissue

peqGOLD RNA PURE solution

Power SYBR® Green PCR Master Mix

RNA 6000 Nano Chip Kit

Rneasy® Micro Kit

Rneasy® Mini Kit

Turbo DNA-free™ Kit

STEMCELL Technologies, Koln, DE

Applied Biosystem, Darmstadt, DE
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, DE
Macherey-Nagel, Diiren

Peglab, Erlangen, DE

Applied Biosystem, Darmstadt, DE

Agilent, Waldbronn, DE

Qiagen, Hilden, DE

Qiagen, Hilden, DE

Ambion/Applied Biosystem, Darmstadt, DE
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1.8 Enzyme

Enzyme Hersteller

DNase | Sigma-Aldrich, Miinchen, DE

Hyaluronidase

Kollagenase | (Worthington)
Kollagenase Ill (Worthington)
Proteinase K

Taq DNA-Polymerase
Trypsin (1:250) 2,5 % (w/Vv)

Sigma-Aldrich, Miinchen, DE
CellSystems, Katharinen, , DE
CellSystems, Katharinen, , DE
Sigma-Aldrich, Miinchen, DE

5 Prime, Hamburg, DE
Biochrom AG, Berlin, DE

1.9 Antikorper
1.9.1  Primdrantikorper

Name Klon Spezies Hersteller

CD11b (MAC1) Klon M1/70.15.1 Ratte Millipore, Schwalbach, DE

CD24 (HSA) Klon M1/69 Ratte BioLegend / Biozol, Eching, DE

CD29 (Integrin p1) HMR1-1 Armenien Hamster BioLegend / Biozol, Eching, DE

CD31 (PEACAM1) Klon Mec 13.3 Ratte BioLegend / Biozol, Eching, DE

CDA49f (Integrin a6) Klon GoH3 Ratte BioLegend / Biozol, Eching, DE

CD61 (Integrin B3) Klon 2C9.G2 Armenien Hamster BioLegend / Biozol, Eching, DE

CD90.2 (Thy1) Klon 30-H12 Ratte BioLegend / Biozol, Eching, DE

CEACAML1 (P1) polyklonal Kaninchen Produziert von C. Wagener / A. Horst

Cytokeratin 5 polyklonal Kaninchen Abcam, Cambridge, GB

Cytokeratin 6 polyklona Kaninchen Covance, Miinchen, DE

Cytokeratin 7 polyklonal Kaninchen Santa Cruz, Heidelberg, DE

Cytokeratin 14 polyklonal Kaninchen Covance, Miinchen, DE

Cytokeratin 8/18 polyklonal Meerschweinchen Acris, Herford, DE

E-Cadherin Klon 114420 Ratte R&D, Wiesbaden-Nordenstadt, DE

EpCAM Klon G8.8 Ratte BioLegend / Biozol, Eching, DE

Kollagen | polyklonal Kaninchen GenTex / Biozol, Eching, DE

Kollagen IV polyklonal Kaninchen Millipore, Schwalbach, DE

MMP9 polyklonal Ziege R&D, Wiesbaden-Nordenstadt, DE

NG2 polyklonal Kaninchen Novus Biologicals, Cambridge, GB

R15 (anti SDS-T) polyklonal Kaninchen (Deppert and Pates 1979)

Scal (Ly6A/E) Klon D7 Ratte BioLegend / Biozol, Eching, DE

Vimentin polyklonal Hahnchen Acris, Herford, DE
1.9.2  Sekundare Antikorper (fiir IF)
Spezies Reaktivitat Konjugat Pre-Adsorption Hersteller
Ziege IgG (H+L) anti-Maus Alexa 488 Bo,Go,Hu,Rb,Rt Invitrogen, Karlsruhe, DE
Ziege IgG (H+L) anti-Maus Alexa 568 Bo,Go,Hu,Rb,Rt Invitrogen, Karlsruhe, DE
Esel IgG (H+L) anti-Maus Alexa 488 Bo,Ck,Go,Gp,Hs,Ho,Hu,Rb,Rt,Sh Invitrogen, Karlsruhe, DE
Esel IgG (H+L) anti-Maus Alexa 555 Hu,Rb,Bo,Go,Sh,Ho,Gp,Ck,Hs Invitrogen, Karlsruhe, DE
Ziege IgG (H+L) anti-Kaninchen Alexa 488 Bo,Go,Hu,Ms,Rt Invitrogen, Karlsruhe, DE
Ziege IgG (H+L) anti- Kaninchen Alexa 555 Bo,Go,Hu,Ms,Rt Invitrogen, Karlsruhe, DE
Esel IgG (H+L) anti- Kaninchen Alexa 488 Hu,Ms,Rt,Bo,Go,Sh,Ho,Gp,Ck,Hs Invitrogen, Karlsruhe, DE



MATERIAL 38
Spezies Reaktivitat Konjugat Pre-Adsorption Hersteller

Esel IgG (H+L) anti- Kaninchen Alexa 555 Bo,Ck,Go,Gp,Hs,Ho,Hu,Ms,Rb,Sh Invitrogen, Karlsruhe, DE
Esel 1gG (H+L) anti-Ziege Alexa 488 Bo,Ck,Go,Gp,Hs,Ho,Hu,Rb,Rt,Sh Invitrogen, Karlsruhe, DE
Esel IgG (H+L)  anti-Ziege Alexa 555 Hu,Rb,Ms,Rt Invitrogen, Karlsruhe, DE
Esel IgG (H+L)  anti-Ziege Alexa 568 Hu,Rb,Ms,Rt Invitrogen, Karlsruhe, DE
Ziege IgG (H+L) anti-Ratte Alexa 488 Hu,Ms Invitrogen, Karlsruhe, DE
Ziege IgG (H+L) anti-Ratte Alexa 555  Hu,Ms Invitrogen, Karlsruhe, DE
Esel IgG (H+L)  anti-Ratte DylLight 488 Bo,Ck,Go,Gp,Hs,Ho,Hu,Rb,Rt,Sh Dianova, Hamburg, DE
Esel 1gG (H+L) anti-Ratte DylLight 549 Bo,Ck,Go,Gp,Hs,Ho,Hu,Rb,Rt,Sh Dianova, Hamburg, DE
Ziege 1gG (H+L) anti-Hdhnchen Alexa488  Hu,Ms Invitrogen, Karlsruhe, DE
Ziege IgG (H+L) anti-Hdhnchen Alexa 555 Hu,Ms Invitrogen, Karlsruhe, DE
Esel 1gG (H+L) anti-Hahnchen Dylight 488 Bo,Ck,Go,Gp,Hs,Ho,Hu,Ms,Rb,Sh,Rt Dianova, Hamburg, DE
Esel IgG (H+L)  anti-Hdhnchen Dylight 549 Bo,Ck,Go,Gp,Hs,Ho,Hu,Ms,Rb,Sh,Rt Dianova, Hamburg, DE

11.9.3

Name

Sekundare Antikorper (fiir IHC)

Reaktivitat

Konjugat

Hersteller

Histofine Simple Stain

anti-Kaninchen

Alkalische Phosphatase

Nichirei, Amsterdam, NL

11.L10 GroRenstandards:

GroRenstandard

Hersteller

Gene Ruler™ 100 bp DNA-Leiter
Gene Ruler™ 1 kbp DNA-Leiter

Fermentas, St. Leon-Rot, DE
Fermentas, St. Leon-Rot, DE

.11 Oligonukleotide
1.L11.1 Oligonukleotide fiir standard PCR
Name Sequenz Richtung Bindestelle Tm  Amplikon Anwendung
AC TATGTCAGCAGAGCCTGTAGAACCAAAC antisense  SV40-LT 65,4 °C Transgen-

766 bp  Identifizierung
DC GAGAAAGGTAGAAGACCCCAAG sense SVA40-LT 57,0°C WAP-T
Actin-N  CGAGCAGGAGATGGCCACTGC sense Actin 68,4°C so7bp  Positivkontrolle
Actin-H GTGAGCTCTCTGGGTGCTGGG antisense  Actin 35,4°C standard PCR
2T5 GGGAAGTCGCAAAGTTGTGAGTT sense Tie2-Promotor 62,5°C Transgen-

100 bp Identifizierung

. Ceacaml R endo+
46N1 CTTCATGGTGATTTTGG antisense 48,2°C CEACAM
(N-Term.)

PN5 CTGCCCCTGGCGCTTGGA sense Ceacaml 68,8°C Transgen-

250 bp Identifizierung
PN8 TACATGAAATCGCACAGTCGC antisense  Ceacaml 60,6°C CEACAM-/-
neofwd CGGTGCCCTGAATGAACTGC sense neo' 64,7°C Transgen-

550 bp Identifizierung
neorev.  GCCGCCAAGCTCTTCAGCAA antisense  neo' 66,8°C

CEACAM-/-
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1.L11.2 Oligonukleotide fiir qRT-PCR

Name Spezie Sequenz Orient.  Bindestelle Tm Amplikon
Krt5-Q1 Maus AAGCGTACCACGGCTGAGAA sense Exon 3 (Pos. 853)  61,7°C 81 bp
Krt5-Q2 Maus CTCCAGCTCCACCTTGTTCA antisense Exon 4 (Pos.933)  59,8°C

Krt6-Q1 Maus ATCCAGAGGCTGAGATCTGA sense Exon 6 (Pos. 1186) 55,4°C 192 bp
Krt6-Q2 Maus GAGTTCCTGGTACTCCTTCA antisense Exon 7 (Pos. 1377) 52,7°C

Krt14-Q1 Maus CAGAGCGGCAAGAGTGAGAT sense Exon 5 (Pos. 1046) 59,1°C 163 bp
Krt14-Q2 Maus TGCCGATCATCTCCTGGATCT antisense Exon 6 (Pos. 1208) 62,8°C

Krt18-Q1 Maus AGTCTGTGGAGAGCGACATC sense Exon 3 (Pos. 569)  56,3°C 174 bp
Krt18-Q2 Maus TCAATCCAGAGCTGGCAATC antisense Exon 4 (Pos. 742)  59,7°C

Aldh1al-Q3 Maus TCTTGCCGCTCACTGAATTG sense Exon 1 (Pos. 64) 60,9°C 76 bp
Aldhlal-Q4 Maus CCACTGGCCGACTTGAAGAT antisense Exon 2 (Pos.139) 61,0°C

Aldh1A2 -Qla Maus AGAAGGATGGATGCGTCTGA sense Exon 3 (Pos. 286)  59,2°C 122 bp
Aldh1A2 -Q2a Maus GCTTGCAGGAATGGCTTACC antisense Exon 4 (Pos. 407)  60,6°C
Aldh1A3-Qla Maus GTGAGGTGGAAGAAGGAGAT sense Exon 2 (Pos. 247) 54,1°C 140 bp
Aldh1A3-Q2a Maus TACAAGGTCAGCCAGCTGAT antisense Exon 3 (Pos. 386)  56,9°C

Aldh1a7-Q1 Maus GAATGGCATGATTCGGTGAG sense Exon 2 (Pos. 126)  59,9°C 130 bp
Aldh1a7-Q2 Maus AAGCCTGTCTTGCGGCCTTC antisense Exon 3 (Pos. 255)  64,7°C

Aldh1l1-Q3 Maus CGGCATGGCTCCATCATCTA sense Exon 3 (Pos. 441)  62,8°C 137 bp
Aldh1l1-Q4 Maus CCAGTGTCCAGACCGTCATC antisense Exon 4 (Pos.577)  60,0°C

Aldh112-Q3 Maus CGCTCGCTCCTCTACATCAT sense Exon 1+2 (Pos. 31) 59,0°C 106 bp
Aldh1l2-Q4 Maus GGCCAATAAGTGCCAACTTC antisense Exon 3 (Pos. 136)  58,1°C

Aldh2-Q3 Maus GAGGTCTTCTGCAACCAGAT sense Exon 1 (Pos. 446)  55,3°C 148 bp
Aldh2-Q4 Maus CCTTCACTGCCTTGTCTACG antisense Exon 2 (Pos.593) 57,0°C

Aldh3a2-Q1 Maus ATGGTGCAAGAGCGCGAGAA sense Exon 1 (Pos.218) 65,1°C 154 bp
Aldh3a2-Q2 Maus CCGGTCTCGCAGAAGCCAAT antisense Exon 2 (Pos.371)  65,5°C
Aldh3B1-Qla Maus CGGTCTTGGATGAAGGATGA sense Exon 3 (Pos. 257)  59,4°C 72 bp
Aldh3B1-Q2a Maus CTTCCGGATGAAGGCTGAGT antisense Exon 4 (Pos. 328) 60,2°C

Aldh3b2-Q1 Maus TGGTGCGTTCCAACATCTGA sense Exon 8 (Pos. 1255) 62,1°C 179 bp
Aldh3b2-Q2 Maus AGACGTGCAGGAGACAGAGC antisense Exon 9 (Pos. 1433) 59,2°C

Aldh4al-Q3 Maus TGGCCAAGTTCTGCTATGCT sense Exon 4 (Pos.398)  59,4°C 127 bp
Aldh4al-Q4 Maus TCTGCCGCCTTCAGGAAGAC antisense Exon 5 (Pos. 524) 63,6°C

Aldh5a1-Q1 Maus AATACGGCGAGCTTCCTCTG sense Exon 2 (Pos. 460) 60,3°C 120 bp
Aldh5a1-Q2 Maus AAGGACGACCTTGCCAAGAT antisense Exon 3 (Pos. 579) 59,5°C

Aldh6al-Q3 Maus CCAGCCACCAATGAAGTTGT sense Exon 3+4 (Pos. 195) 59,4°C 70 bp
Aldh6al-Q4 Maus ACTCAACGGCTGCGTCCATC antisense Exon 4 (Pos. 264) 64,4°C

Aldh7a1-Q1 Maus CGACCTATTGTCCTGCTAAC sense Exon 4 (Pos. 216) 53,5°C 167 bp
Aldh7a1-Q2 Maus CCGGAAGGCATCGCCAATCT antisense Exon 6 (Pos. 382) 67,3°C
Aldh8A1-Qla Maus GCAGTCTCTGGAGGAGTTAG sense Exon 2 (Pos. 284)  52,6°C 138 bp
Aldh8A1-Q2a Maus TCCGATACGTGGTGCAGGTT antisense Exon 3 (Pos. 421) 62,2°C

Aldh9a1-Q1 Maus GGCAGCCTCTAGGAGGACTT sense Exon 1 (Pos. 306) 58,5°C 256 bp
Aldh9a1-Q2 Maus AGCAGTCGCCGCCATGAGTA antisense Exon 2 (Pos. 561)  65,0°C
Aldh16al1-Q3 Maus GGATGTGGCTGAAGCCAGAA sense Exon 2 (Pos. 194)  62,1°C 146 bp
Aldh16al1-Q4 Maus GCTCCAGGCCTTGAATGCTA antisense Exon 3 (Pos. 339) 61,2°C
Aldh18a1-Q1 Maus GAGACACATGCACCGCTCTG sense Exon 3 (Pos. 159)  61,5°C 215 bp
Aldh18a1-Q2 Maus CAATTCTCTTGGCGTGCTTC antisense Exon 4 (Pos. 373) 59,4°C
NH-GAPDH-1  Maus GGTGAAGGTCGGTGTGAAC sense Exon 2 (Pos. 53) 57,3°C 238 bp
NH-GAPDH-2  Maus GGGGTCTCGCTCCTGGAA antisense Exon 3 (Pos. 290) 62,1°C

mHPRT1-Q1 Maus GTTAAGCAGTACAGCCCCAAA sense Exon 6 (Pos. 594)  57,9°C 131 bp
mHPRT1-Q2 Maus AGGGCATATCCAACAACAAACTT antisense Exon 8 (Pos. 724)  59,6°C
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Name Spezie Sequenz Orient. Bindestelle Tm Amplikon
SV40LTag-Q1  Maus TCCTGGCTGTCTTCATCATC sense Pos. - 57,1°C 179 bp
SV40LTag-Q2 Maus TACAGACCTGTGGCTGAGTT antisense Pos. - 54,2°C

Krt7-Q1 Maus AGATGAACCGCTCTATCCAG sense Pos. 960 55,4°C 203 bp
Krt7-Q2 Maus CTCCTGGTACTCTCGAAGTTG antisense  Pos. 1162 55,2°C

Krt19-Q1l Maus AGGACTTGCGCGACAAGATTC sense Pos. 468 62,5°C 186 bp
Krt19-Q2 Maus TGGCCAGAGTCAGCTCATCCA antisense Pos. 653 65,1°C

Epcam-Ql Maus GAGTCCGAAGAACCGACAAGG sense Pos. 823 61,9°C 113 bp
Epcam-Q2 Maus CTGATGGTCGTAGGGGCTTTC antisense Pos. 935 61,7°C

Vim-Q1 Maus CGGCTGCGAGAGAAATTGC sense Pos. 671 62,8°C 124 bp
Vim-Q2 Maus CCACTTTCCGTTCAAGGTCAAG antisense Pos. 794 61,7°C

Slit3-Q1l Maus TGCCCCACCAAGTGTACCT sense Pos. 159 59,8°C 151 bp
Slit3-Q2 GGCCAGCGAAGTCCATTTTG antisense Pos. 309 63,6°C
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.12 Losungen und Puffer

4% Formalin / 0,1M Phosphatepuffer

10x PBS

10% (v/v) Formaldehydlésung (37%),
10% (v/v) 1 M Phosphatpuffer (pH 7,3),
in MilliQ-H,0

10X TBE

0,89 M Tris,
0,89 M Borsaure,
0,02 M EDTA (pH 8,0)

DMEM

137 M NaCl,

27 mM KCl,

100 mM Na,HPO,,
18 mMKH,PO,,
pH 7,4 (HCl)

DEPC-Wasser

13,38 g DMEM Pulver,

3,7 g NaHCO;,

in 1 L Zellkulturwasser, pH 7,3 (HCl),
steril filtrieren; bei 4 °C lagern.

Ladepuffer (10x DNA-Ladepuffer)

0,01% (w/v) DEPC (Diethylpyrocarbonat),
in MilliQ-H,0,
UN bei RT riihren; autoklavieren

Einfriermedium

10% DMSO,
90% FCS

Lens cleaning fluid (Objektivputzl6sung)

0,1% Xylencyanol (v/v),
50% Glycerol (w/v),
0,1 M EDTA,

0,1% SDS,

in 10x TAE

Lysispuffer

50% (v/v) 2-Propanol,
50% (v/v) MilliQ-H,0,
0,04% (v/v) Tween 20

Mowiol-Eindeckmedium (fiir 20 ml)

100 mM Tris-HCI (pH 8,5),
5 mM EDTA,

0,2% SDS (w/v),

200 mM NacCl

MACS-Puffer

0,5% BSA (w/v),
2 mM EDTA,
in PBS (pH 7,4)

PBS

6 g Glycerol,

2,4 g Mowiol 4-88,

Uiber Nacht bei RT riihren,

6 ml MilliQ-H,0,

12 ml 0,2 M Tris-HCl (pH 8,5),

UN bei RT riihren; zentrif. fiir 15 min bei 5000 g,
Aliquots bei -20 °C lagern

PBS-T

10% 10x PBT (v/v),
in MilliQ-H,0, pH 7,4 (HCI),
autoklavieren

RNA-Ladepuffer (5X)

10% 10x PBT (v/v),
in MilliQ-H,0,

pH 7,4 (HCl),
autoklavieren,

0,1 % Tween 20

Proteinase K Stamm-L6sung

50% Glycerol (w/v),
0,1 g Bromphenolblau,
50% DEPC-Wasser,
Lagerung bei 4°C

TAE 50x

20 mg/ml,
in MilliQ-H,0,
Lagerung bei -20°C

Phosphatpuffer (0,2 M, fiir 11 Puffer)

2 M Tris-HCl pH 8.0,
1 M Essigsaure,
50 mM EDTA

28,42 g Na,HPO, x 2H,0,
7,76 g Na;HPO, x 2H,0,
in MilliQ-H,0,

pH 7,3 (HCI)
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11| METHODEN

.1  Ziichtung und Anwendung experimenteller Methoden an Tieren

.1.1  Zucht

Fir die Tierhaltung wurden die offiziellen Regeln fiir Labortiere unter SPF (specific pathogen free)
Bedingungen angesetzt. Die Tiere wurden in einem 12 Stunden hell/dunkel Zyklus bei Futter und Wasser
ad libitum im Tierstall des Heinrich-Pette-Instituts gehalten. Das Erhalten der verschiedenen Mauslinien
erfolgte durch Verpaarung heterozygoter Transgentiere mit Wildtyp BALB/c Tieren. Somit konnte die
Gefahr einer Akkumulation von Mutationen durch homozygote Verpaarung vermieden werden.
Anzeigepflichtige Praparationen der Mause wurden vom Amt fiir Gesundheit und Verbraucherschutz in

Hamburg genehmigt.

l.L1.2 Genotypisierung der Transgentiere

Die Genotypisierung der Transgentiere erfolgte mittels Schwanzbiopsien. Drei bis vier Wochen alte Tiere
wurden durch Diethylether in eine kurze Narkose versetzt. Nach Eintreten der Narkose wurden 0,5 bis 1
cm grofle Schwanzbiopsien entnommen und die Wunde wurde kauterisiert. Aus den Biopsien wurde
anschlieBend genomische DNA aufgereinigt und PCRs zum Nachweis der Transgene durchgefiihrt (siehe

Abs. 11.4.2).

l.L1.3 Induktion und Beobachtung von Mammakarzinomen bei WAP-T Mdusen

Die Induktion der Mammakarzinome erfolgte durch Verpaarung von WAP-T Weibchen im Alter von 8
Wochen. Die Aktivierung des WAP Promotors erfolgte ab ca. Tag 10 der Schwangerschaft durch das
Ausschitten von laktotrophen Hormonen und fihrte zur Expression des Transgens (friihe Region des
SV40) in Epithelzellen der Brustdrise. Die Expression von SV40 LT und st fiihrte anschlielend zur
Entwicklung von intraepithelialen Neoplasien, dukatalen Karzinomen in situ (DCIS) und invasiven
Mammakarzinomen. Induzierte Tiere wurden einmal wéchentlich abgetastet bis eine Lasion detektiert
wurde. Dann erfolgte eine Messung der TumorgréfRe zweimal pro Woche. Nach 4 bis 8 Monaten konnten

die Tumore entnommen werden.

lll.L1.4 Organentnahme
Ein schlechter Allgemeinzustand, ein moribundes Stadium bzw. das Vorliegen von Tumoren mit bis zu
1,5cm Durchmesser waren die Entscheidungskriterien fiir die Durchfiihrung der Sezierung. Die

Betdubung und Tétung des Versuchstiers erfolgte durch Diethylether. Sofern ein Tumor zur Gewinnung
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von Primartumorzellen vorgesehen war, wurden die nachsten Schritte unter einer sterilen Werkbank

durchgefihrt.

Die getdtete Maus wurde zuerst mit 70% Ethanol desinfiziert. Nach Offnung der Bauchdecke erfolgte
eine makroskopische Beurteilung der Mammae und der Tumore (Staging). Die Organen wurden in
folgender Reihenfolge entnommen und den entsprechenden Erkennungsnummern zugewiesen:
Mammae bzw. Tumore (#1 bis #8), Milz (#10), Leber (#9) und anschlieRend Lunge (#11). Dabei wurden
Tumorproben je nach Bedarf in drei bzw. vier Stlicke geteilt. Fiir spatere RNA-, DNA- bzw.
Proteinextraktionen wurde jeweils ein Teil in flissigem Stickstoff eingefroren. Fir histologische
Untersuchungen wurde ein Teil in 4% Formalin / 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,3) fixiert und anschlieRend
in Paraffin eingebettet (flir histologische Untersuchungen) (siehe Abs. 111.2.1). Ein Teil wurde in
Kryomatrix eingebettet und ggf. ein Teil wurde in sterilem 37°C warmen Quantum Medium bis zur
Durchfiihrung der Zelldissoziation aufbewahrt (siehe Abs. 111.3.2.1). Mammagewebe, Milz, Leber und
Lunge wurden geteilt, jeweils in 4% Formalin / 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,3) fixiert und in flissigem

Stickstoff eingefroren.

ll.L1.5 Tumorzelltransplantation

Die Methode der orthotopischen Tumorzelltransplantation wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Dr.
med. vet. Tiemann von der UKE-Versuchstierhaltung entwickelt. Das Transplantationsverfahren erfolgte
nach intraperitonealer Ketamin/Xylazin Kombinationsnarkose (12 mg/ml Ketamin; 1,6 mg/ml Xylazin:
Applikation 7 — 8 ul/g Kérpergewicht). Nach Eintreten der Narkose wurde ein Schmerzmittel subkutan in
die Nackenfalte verabreicht (Carprofen, 5 mg/ml: Applikation 1,2 ul/g Kérpergewicht). Dann wurden die
Augen vor Austrocknung mit Bepanthen® Augensalbe geschiitzt. Die Empfangertiere wurden an der
Brustdrise #3 (siehe Abbildung 1) sorgfaltig rasiert, anschlieBend mit 70% Ethanol und zuletzt mit
Betaisodona-Losung desinfiziert. Die Transplantation wurde unter sterilen Bedingungen (sterile
Werkbank) durchgefiihrt. Die narkotisierte Maus wurde zum Schutz vor Unterkihlung auf ein
vorgewdrmtes Gelpad gelegt. Auf Hohe der Brustdrise #3 wurde ein 2-3 mm kleiner Schnitt
durchgefiihrt. Nach vorsichtiger Trennung des darunterliegenden Mammagewebes von dem
Bindegewebe wurde die Zellsuspension (20 — 30 ul) mittels Insulinspritze direkt in das leicht vorgelagerte
Mammagewebe injiziiert. Die Wunde wurde mit einem Hautheft verschlossen und zur Unterstiitzung der
Wundheilung mit Betaisodona-Salbe versorgt. Um den Kreislauf des Empféangertiers zu stabilisieren,
wurden nach dem Eingriff 250 pl sterile isotonische Kochsalzlésung (0,9 % Natriumchlorid, vorgewarmt)

subkutan appliziert. Dies foérderte ein schnelleres Erwachen und eine bessere Vertraglichkeit der
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Narkose. Die Transplantationsdauer betrug 5 bis 10 min. Empfangertiere blieben 30 bis 45 min unter
Narkose. Zum Aufwachen aus der Narkose wurden das transplantierte Tier unter eine Warmelampe
gelegt, bis sich sein Allgemeinzustand soweit normalisiert hatte, dass die selbststdndige Futter- und
Wasseraufnahme gegeben war. Der Maus wurde eingeweichtes Futter angeboten, um die Aufnahme von
Flussigkeit und Nahrung zu vereinfachen. Transplantierte Tiere wurden 14 Tage mit Trinkwasser versorgt,
das mit Antibiotikum (Baytril 2,5 %: 1 ml / 250 ml Wasser) und Schmerzmittel (Novalgin 500 mg/ml: 100

ul/250 ml Wasser) supplementiert war.

Transplantierte Tiere wurden zweimal woéchentlich fiir eine Beobachtungszeit von maximal 9 Monaten

abgetastet und die TumorgréRe mithilfe einer Schieblehre gemessen.

1.L1.6 Injektion von mit FITC markiertem Dextran.

Die zu injizierenden Mause wurden 10 Minuten vor Injektion unter eine Warmelampe gebracht, um eine
Dilatation der Schwanzvene zu verursachen. Ungefdhr 15 Minuten vor Sezierung wurden den Tieren 150
bis 200 pl FITC-Dextran (HMW-FITC dextran, SIGMA, 2x10° Da, 50mg/ml in PBS) intravends appliziert. Der
Nachweis der Fluoreszenz erfolgte dann anhand von Schnitten der Formalin-fixierten und in Paraffin

eingebetteten Gewebe (siehe Abs. 111.2.1.1)

1.2 Immunbhistologische Methoden

1.2.1 Anwendung immunhistologischer Methoden an Paraffinschnitten

l1.2.1.1 Gewebefixierung in Formalin, Paraffin-Einbettung und Herstellung von
Paraffinschnitten

Die frisch praparierten Gewebe wurden sofort in histologische Kassetten lbertragen und lGber Nacht in

4% Formalin / 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,3) bei Raumtemperatur unter Schwenken fixiert. Am nachsten

Tag wurden die Proben in 0,1 M Phosphatpuffer umgesetzt und fiir weitere 4 bis 6 Stunden auf dem

Schwenker gewaschen. Anschliefend wurden die Proben in eine 50% Ethanol-Losung Gibertragen und bei

4°C gelagert.

Die Probe wurden dann durch sequentielle Inkubationsschritte in 70%, 80%, 90%, 95%, 100% Ethanol-
Losungen und Xylol entwdssert und mit Paraffin infiltriert. Entwasserung und Infiltration erfolgten in
einem Gewebeinfiltrationsautomaten (ASP300, Leica, Wetzlar, Deutschland) mit folgendem Programm

(Tabelle 6):
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Tabelle 6: Programm ,,Organe 1“ zur Gewebeentwasserung und -infiltration

Schritt Dauer
Ethanol 70 % 1h
Ethanol 80 % 1h
Ethanol 90 % 1h
Ethanol 95 % 1h
Ethanol 100 % 1h
Ethanol 100 % 1,5h
Xylol | 1h
Xylol 1l 1h

Paraffin Typ 358 °C | 1h
Paraffin Typ 358 °C I 1h
Paraffin Typ358°Clll 1h

SchlieRlich konnte die Geweben in Paraffinblécke (Paraplast X-TRA, Sherwood Medical, Sulzbach,
Deutschland) mithilfe der Leica EG1160 ParaffinausgieRstation (Leica, Wetzlar, Deutschland) eingebettet

werden. Formalin-fixiertes Gewebe in Paraffinblocken wurde bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert.

111.2.1.2 Herstellung von Gewebeschnitten am Mikrotom

Die Paraffinblocke wurden zuerst mithilfe einer Kihlplatte (CP60, Microm, Walldorf, Deutschland)
mindestens 30 min auf -20°C vorgekiihlt. Die Herstellung der Gewebeschnitte erfolgte am Mikrotom (HM
325 SV, Microm, Walldorf, Deutschland) mit einer Schnittdicke von 4 um. Die Schnitte wurden sofort im
Wasserbad bei ca. 45 °C gestreckt, auf SuperFrost/Plus Objekttrager (Menzel-Glaser, Braunschweig,
Deutschland) aufgenommen und Uber Nacht bei 37 °C im Umluft-Warmeschrank (B15, Heraeus
Instruments, Hanau, Deutschland) getrocknet. Solche Objekttrager konnten entweder sofort Farbungen

unterzogen werden oder bei Raumtemperatur in Objekttragerkasten aufbewahrt werden.

111.2.1.3 Entparaffinierung und Rehydrierung von Gewebeschnitten

Flir histochemische und immunhistochemische Markierungen wurden die Gewebeschnitte zuerst
manuell entparaffiniert und rehydriert. Dies erfolgte durch sequentielle Inkubationsschritte in Xylol

gefolgt von einer absteigenden Alkoholreihe (siehe Tabelle 7).

Tabelle 7: Absteigende Alkoholreihe zur Entparaffinierung und Rehydrierung von Gewebeschnitten

Schritt Dauer
Ottix Plus | 5 min
Ottix Plus Il 5 min
Ottix Plus llI 5 min
Ottix Plus IV 5 min
Ottix Shaper | 2 min
Ottix Shaper Il 2 min
Ottix Shaper lil 2 min
Ottix Shaper IV 2 min
Aqua. Dest. 2 min

Aqua. Dest. 2 min
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11.2.1.4 H&E-Farbung

Fiir die Beobachtung der Gewebemorphologie und die Zuweisung des Tumorgrading wurden Hamalaun-
und Eosinfarbungen (H&E-Farbung) durchgefiihrt. Die H&E-Farbung ist eine Standardfarbung in der
Histologie und dient als Ubersichtsfarbung. Hierbei werden die Zellkerne durch Hamalaun dunkelblau bis

violett und das Zytoplasma, Kollagen, Keratin und Erythrozyten durch Eosin rot markiert.

Entparaffinierte Gewebeschnitte wurden fir 6 min in Mayers Hamalaunlosung (Merck, Darmstadt,
Deutschland) gefarbt, kurz in 100 % Ethanol mit 3% HCI geschwenkt und anschlieRend unter flieBendem
Leitungswasser 4 min gebldut. Daraufhin erfolgte eine 3 mindtige Inkubation in alkoholischem Eosin
(Sigma Aldrich, Miinchen, Deutschland). Die Farbung wurde in entionisiertem H,0. gestoppt und die
Gewebeschnitte wurden (ber eine aufsteigende Alkoholreihe (siehe Tabelle 8) mit einer abschlieBenden

Inkubation in Xylol entwassert und in Eukitt (Kindler, Freiburg) eingedeckelt.

Tabelle 8: Aufsteigende Alkoholreihe zur Entwdsserung der Gewebeschnitte

Schritt Dauer
Ethanol 70 % 5 min
Ethanol 80 % 5 min
Ethanol 90 % 5 min
Ethanol 100 % | 5 min
Ethanol 100 % II 5 min
Xylol | 5 min
Xylol 1l 5 min

11.2.1.5 Immunhistochemie fiir das SV40 Large T-Antigen

Die Immunhistochemie (IHC) dient der Detektion von Zielproteinen in Formaldehyd-fixierten Organen.
Der Nachweis beruht auf der Affinitdt von Priméarantikérpern zu einem bestimmten Epitop dieses
Proteins. Primarantikorper werden spezifisch durch mit einem Detektionssystem gekoppelten
Sekundarantikorper sichtbar gemacht. Diese Detektionssysteme basieren auf die durch ein Enzym
katalysierte Umwandlung eines farblosen Substrats in ein farbiges Endprodukt. So kénnen schon sehr

geringe Mengen an Zielproteinen verstarkt dargestellt werden.

Die Fixierung des Gewebes durch 4 prozentiges Formalin kann zu einer chemischen Veranderung der
Antigene fihren. Dies kann eine Maskierung der Epitope hervorrufen, so dass der Antikdrper unter
Umstdnden sein Antigen nicht erkennt (Shi, Key et al. 1991). Mit Hitze kdnnen die Epitope in vielen Féllen

wieder demaskiert werden (Kim, Kook et al. 2004).

Um die Zielproteine besser fiir ihre Antikérper zugédnglich zu machen, wurden die Gewebeschnitte fiir 16

min in der Mikrowelle in Citrat Plus-Puffer (DCS, Hamburg) gekocht. Nach 30 miniitigem Abkihlen
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wurden die Schnitte dreimal 3 min mit 0,1% (v/v) Triton-X100 in TRIS-HCI Puffer (pH 7,6) gewaschen.
Nach erneutem dreimaligen Waschen wurden die einzelnen Schnittbereiche auf den Objekttragern mit
einem Hydrophobstift umrandet und 20 bis 30 min luftgetrocknet. Durch eine Inkubation fiir 30 min mit
5% Ziegen-Normalserum in Tris-HCl Puffer konnten unspezifische Hintergrundfarbungen minimiert
werden. Der anti SV40-LT Kaninchen polyklonale R15 Priméarantikdrper wurde 1:20000 in TRIS-HCI
verdinnt und auf die Gewebeschnitte gegeben. Die Inkubation fand tber Nacht bei 4 °C in einer
Feuchtkammer statt. Am Folgetag wurden die Objekttrager dreimal 5 min in TRIS-HCI / 0,1% Triton-X100
gewaschen. Der Zweitantikorper Histofine Simple Stain (Nichirei, Amsterdam, Niederland) wurde
anschlieRend auf die Schnitte gegeben und fir 30 min bei RT inkubiert. Dabei handelt es sich um ein mit
alkalischer Phosphatase konjugiertes Polymer, an das anti-Kaninchen Fab‘-Antikérperfragmente
gekoppelt sind. Nach drei Waschschritten mit TRIS-HCI / 0,1% Triton-X100 wurde Neufuchsin Plus (Dako,
Hamburg) als Chromogen fiir die alkalische Phosphatase auf die Schnitte gegeben. Dabei wurde
Levamisol als Inhibitor der endogenen alkalischen Phosphatase verwendet. Das Substratsystem erzeugt
an der Stelle des Zielantigens eine rote Farbung. Nach ca. 5 min wurde die Farbreaktion in entionisiertes
H,O gestoppt. Zur Gegenfarbung wurden die Gewebeschnitte 25 sec in Mayers Hamalaunlésung (1:2 mit
Aqua Dest. verdiinnt) getaucht, kurz in entionisiertem H,0 gewaschen und anschliefend fiir 2 bis 5 min

in Leitungswasser geblaut. SchlieBlich wurden die gefarbten Schnitte mit Eukitt eingedeckelt.

1.2.1.6 Aufnahmen von H&E und IHC-Farbungen

H&E und IHC Farbungen wurden mithilfe eines Axioskop 2 Mikroskops (Zeiss, Oberkochen, Deutschland),
das mit einer ‘“ProgRes C12” CCD Kamera (Jenoptik, Jena, Deutschland) versehen war, aufgenommen.
Dabei wurden folgende Objektive verwendet: Luft-Objektiv Plan-Neofluar 5x NA 0,15, Luft-Objektiv Plan-
Apochromat 10x NA 0,45, Immersionsol-Objektiv Plan-Neofluar 16x NA 0,5, Luft-Objektiv Plan-
Apochromat 20x NA 0,75. Bildaufnahme, -verarbeitung und -export erfolgten mit der ImageAccess

Bilddatenbank-Software (Version 5.1, Imagic Bildverarbeitung AG, Glattbrugg, Schweiz, http://imagic.ch).

1.2.2 Verwendung immunhistologischer Methoden an Kryoschnitten

111.2.2.1 Gewebefixierung in Kryomatrix und Herstellung von Kryoschnitten

Die frisch praparierten Gewebestlicke wurden unmittelbar nach Praparation in einen mit Shandon
Cryomatrix™ (Thermo Scientific GmbH, Langenselbold, Deutschland) gefiillten Behalter Ubertragen, mit
der Matrix Uberdeckt und in einer Isopentan/Trockeneis-Mischung schockgefroren. Wenn Proben und

Matrix durchgehend gefroren waren, wurden die so entstandenen Blocke in 2 ml Cryoréhrchen (Thermo


http://imagic.ch/
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Scientific, Nunc, Thermo Scientific) bei -80°C aufbewahrt. Die Herstellung von Kryoschnitten wird im Abs.

111.2.2.2 beschrieben.

111.2.2.2 Herstellung von Kryoschnitten
Das Schneiden von in Kryomatrix fixierten Geweben erfolgte mithilfe eines Cryostats (CM3050, Leica,
Wetzlar, Deutschland). Je nach Qualitdit und Natur der Gewebe wurden folgende

Temperatureinstellungen verwendet (Tabelle 5):

Tabelle 9: Temperatureinstellungen des Cryostats

Kammertemperatur  Objektkopftemperatur
Normales Mammagewebe -25°C -30 bis -35°C
Tumorgewebe -20°C -20 bis -22°C

Je nach Bedarf wurden die Proben mit einer Schnittdicke von 8 bis 15 um geschnitten und auf
SuperFrost/Plus Objekttrager (Menzel-Glaser, Braunschweig) gebracht. Nach 30 minitiger Trocknung bei
RT wurden die Schnitte entweder sofort fir Immunfluoreszenz-Farbungen verwendet oder in einem

luftdicht versiegelten Objekttragerkasten bei -20°C aufbewahrt.

111.2.2.3 Herstellung einer 4% Paraformaldehyd-Losung (PFA) zur Fixierung von Kryoschnitten

20 g Paraformaldehyd-Pulver wurden in 450 ml Wasser (auf 60°C vorgewdrmt) aufgenommen und unter
Riihren bei 60°C gelost. Die vollstandige Losung des PFA-Pulvers erfolgte nach Zugabe von 5 Tropfen 2 N
NaOH. Die Loésung wurde dann bei Raumtemperatur langsam abgekiihlt und anschlieBend durch Zugabe
von 50 ml 10X PBS auf das Endvolumen von 500 ml aufgefillt. Der pH-Wert wurde mithilfe 37%iger HCI
auf 7,2 eingestellt und die Losung Uber Filterpapier filtriert. Schlielich wurde die PFA-L6sung in 40 ml
Aliquots bei —20°C aufbewahrt.

1.2.2.4 Indirekte Immunfluoreszenzfarbung von Kryoschnitten

Das Verfahren der indirekten Immunfluoreszenzfarbung basiert auf folgendem Prinzip: das zu
visualisierende Protein wird zuerst mithilfe eines fir dieses Protein spezifischen Antikdrpers markiert.
Diese sogenannten Primarantikdrper besitzen eine hohe Affinitat fiir ein (monoklonaler Antikérper) oder
mehrere (polyklonaler Antikorper) Epitop(e) des Zielproteins und bilden somit spezifische Antigen-
Antikorper Interaktionen. Primarantikorper werden dann durch einen spezifischen, mit Fluorochromen
versehenen Sekundarantikérper sichtbar gemacht. Die Visualisierung und Aufnahme des

Fluoreszenzsignals erfolgt mithilfe eines Fluoreszenz- bzw. eines konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops.
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Die Immunmarkierungen von frisch geschnittenem Gewebe konnte sofort durchgefiihrt werden. Die bei
-20 °C aufbewahrten Kryoschnitte wurden zuerst in dem luftdicht versiegelten Kasten, in dem sie
gelagert wurden, langsam auf Raumtemperatur akklimatisiert. Durch diese Vorkehrungen konnte die
durch Kondenswasser verursachte Kristallbildung auf den Objekttragern und die daraus resultierende

Zerstorung von Zellstrukturen vermieden werden.

Die einzelnen Schnittbereiche auf den Objekttragern wurden mit einem Hydrophobstift umrandet und
20 bis 30 min luftgetrocknet. Durch Zugabe von jeweils 200 pl 4% PFA-L&sung pro Schnitt und Inkubation
flr 10 min bei Raumtemperatur wurden die Proben fixiert. Die Losung wurde dann abgesaugt und die
Schnitte mit jeweils 200 pl 1% Triton-X100 in PBS (pH 7,4) fir 10 min permeabilisiert. Die Zellmembran-
Permeabiliserung ist vor allem fir die Detektion von intrazelluliren Proteinen in intakten Zellen
notwendig, da dabei ein Zugang zu den Epitopen flir den Antikorper geschaffen wird. Wenn
Glykosylphosphatidylinositol- (GPI-) verankerte Proteine (z.B. Scal und CD24) nachgewiesen werden
sollten, wurde auf die Permeabilisierung verzichtet, um deren Auswaschung zu vermeiden. Nach dem
Verwerfen der Permeabilisierungslosung wurden die Objekttrdger in eine mit PBS gefillte Glasklvette 10
min unter Schwenken gewaschen und anschlieRend in einer Feuchtkammer (ibertragen. Es erfolgte dann
ein Blockierungsschritt zur Reduktion unspezifischer Antikérperadsorptionen und somit des
Hintergrundsignals. Hierfir wurden die Proben jeweils mit 100-200 pl Blocklésung (0,5% BSA in PBS,
supplementiert mit 1:100 Esel- bzw. Ziegenserum je nach Spezies des Sekundarantikorpers) fiir 30 min
inkubiert. Die gewlinschten Primdrantikoérper bzw. Primarantikérperkombinationen wurden mit 0,5%
BSA in PBS verdiinnt. Nach Absaugen der Blocklésung wurden 100 bis 200 ul des verdiinnten Antikorpers
auf die blockierten Gewebeschnitte pipettiert und fiir 120 min bei Raumtemperatur bzw. Glber Nacht bei
4°C inkubiert. Nach Erstantikdrper-Inkubation wurden die Objekttrager in eine Glaskiivette Uberfihrt
und dreimal 5 Minuten mit PBS / 0,1% Tween 20 (PBS-T, pH 7,4) gewaschen. Bei Detergenz-
empfindlichen Proteinen (z.B. Scal und CD24) wurde dieser Waschschritt mit einfachem PBS
durchgefihrt. Zum Schutz der an den Sekundarantikorper gekoppelten Fluorochromen wurden ab
diesem Schritt alle Inkubationsschritte im Dunkeln durchgefiihrt. Die Sekundarantikérper wurden auf die
vorgesehenen Konzentrationen mit 0,5% BSA in PBS verdiinnt, 200 pl wurden jeweils auf die Proben
gegeben und fiir 1-2 Stunden bei Raumtemperatur in einer abgedunkelten Feuchtkammer inkubiert.
AnschlieBend erfolgte ein dreimaliger Waschschritt von jeweils 5 min in einer abgedunkelten, mit PBS-T
bzw. PBS gefiillten Glaskiivette. Die Zellkerne wurden sowohl mit 4-,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) als
auch mit DRAQ5™ (Biostatus, Shepshed, GrolR Britannien) gefarbt. Dies ermoglichte gleichzeitig die

Visualisierung der Kerne bei 461 nm (DAPI) und deren 3D-Aufnahme am Konfokalmikroskop bei 681 nm
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(DRAQ5™). Zuerst wurde eine DAPI Stammlésung (0,1 mg/ml) 1:1000 mit 4%igen PFA verdinnt. 200 pl
dieser Verdiinnung wurden auf die Gewebeschnitte gegeben und 5-10 min bei RT im Dunkeln inkubiert.
Dabei erfolgte durch PFA eine zusatzliche Vernetzung der Antikdrper mit den Proben. Nach einem
Waschschritt von 5 Minuten in PBS wurden anschlieBend pro Probe 100-200 pl einer 1:2000 Verdiinnung
von DRAQ5™ in PBS gegeben, 5-10 min bei RT im Dunkeln inkubiert und anschlieBend griindlich
abgesaugt. Zum Schluss wurden die Proben mit Mowiol und Deckgldaschen eingedeckelt. Die gefdrbten
Praparate wurden bei 4°C im Dunkeln bis zu einem Monat ohne Qualitdtsverlust aufbewahrt. Die
Visualisierung und Aufnahme des Fluoreszenzsignals erfolgte mithilfe eines Fluoreszenz- bzw. eines

Konfokalmikroskops.

11.2.2.5 Indirekte Immunfluoreszenzmarkierung auf kultivierten G-2 Zellen

G-2 Zellen wurden auf Deckglasern, die sich auf dem Boden einer 6-Well Platte befanden, ausgesat und
bis zu einer 50-70%igen Konfluenz inkubiert. Das Medium wurde abgesaugt und die Deckgldser fir 5
Minuten bei Raumtemperatur (RT) mit vorgewdrmten PBS gewaschen. Zur Fixierung der Zellen wurden
die Deckglaser fir 10 Minuten mit 4%igem Paraformaldehyd (PFA) in PBS (pH 7.4) bei Raumtemperatur
behandelt (800ul/Well). Dann wurde das PFA abgesaugt und die auf den Deckgldasern befindlichen,
fixierten Zellen fiir 10 Minuten bei RT mit 1% Triton-X-100 in PBS (pH 7,4) permeabilisiert (1 ml/Well).
Beim Nachweis von GPl-verankerten Proteinen (z.B. Scal) muss auf die Permeabilisierung verzichtet
werden. AnschlieRend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen (3 Minuten/Waschschritt). Zur
Vermeidung unspezifischer Antikérperadsorptionen wurden die Deckglaser mit 0,5% BSA in PBS (pH 7,4)
flir 30 Minuten bei RT blockiert. Die entsprechenden Primarantikdrper wurde mit 0,5% BSA in PBS
verdinnt und die blockierten Deckglaser anschlieBend in einer feuchten Atmosphdre mit der
bewachsenen Seite nach unten auf einen mit Parafilm beschichteten Deckel einer 6-Well Platte mit 70-
100 pl des verdiinnten Antikérpers fir 60 Minuten bei RT inkubiert. Nach Erstantikorper-Inkubation
wurden die Deckgladser in eine saubere 6-Well Platte tberfiihrt und dreimal mit PBS-T (bzw. PBS fiir den
Nachweis von GPl-verankerten Proteinen) jeweils 3 Minuten gewaschen, bevor die Inkubation des
ebenfalls in 0,5% BSA in PBS verdiinnten Sekundarantikorpers erfolgte (30-60 Minuten, RT, auf Parafilm,
100 pl/Deckglas). AnschlieRend wurden die Deckgldser erneut in eine neue 6-Well Platte Uberfuhrt,
dreimal mit PBS-T gewaschen und der Sekundarantikorper fiir 10 Minuten bei RT mit 800 ul/Well 4% PFA
fixiert. Die Deckglaser wurden erneut dreimal 3 Minuten gewaschen mit PBS-T bzw. PBS und
anschlieRend in Moviol auf einem Objekttrager eingebettet. Nach dem Absaugen des (iberschiissigen

Mediums mit Filterpapier wurden die Deckglaser mit Nagellack auf dem Objekttrager fixiert und die
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Praparate nach dem Ausharten mittels Fluoreszenzmikroskopie oder durch Konfokale-Laser-Scan-

Mikroskopie (CLSM) analysiert (siehe Abschnitt 111.2.2.6).

111.2.2.6 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM)

Verglichen mit kultivierten Zellen besitzen Gewebeschnitte eine hohere intrinsische
Hintergrundfluoreszenz, hauptsachlich wegen groRerer Mengen an autofluoreszierender, extrazellularer
Matrix (ECM). Dadurch, dass Emissionssignale oberhalb und unterhalb der Fokusebene ebenfalls
detektiert werden, ist die Auflosung der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie in der z-Ebene
beschrankt und liefert somit Aufnahmen von Gewebeschnitte mit maRiger Qualitat. Die konfokale Laser-
Scanning-Mikroskopie ermoglicht es, die Limitationen der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie zu
umgehen, indem das von einer Probe emittierte Fluoreszenzsignal dreidimensional aufgenommen

werden kann.

Hierflr wird der aufzunehmende Bereich der Probe mithilfe eines Lasers eingescannt. Indem das Licht
des Lasers (iber ein Objektiv auf einer bestimmten z-Ebene der Probe fokussiert wird, werden die
Fluorochrome dieses Plans erheblich stirker angeregt als die aullerhalb dieses Plans. Das von dort
emittierte Licht wird auf eine variable Lochblende (auch pinhole genannt) fokussiert und von einem
hinter dem pinhole liegenden Detektor (photomultiplier) detektiert. Da der Fokuspunkt und das pinhole
in konjugierten Ebenen liegen, also konfokal sind, kann nur Licht aus dem Fokuspunkt das pinhole
passieren (siehe Abbildung 11). Streulicht, dass ober- und unterhalb der Fokusebene emittiert wird, wird

durch das konfokale pinhole wirksam unterdriickt.
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Abbildung 11: Prinzips der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie
(www.zeiss.de)

In der konventionellen Fluoreszenzmikroskopie wird das gesamte Sichtfeld zeitgleich angeregt und
detektiert. Die LSM zeichnet sich dadurch aus, dass das Laserlicht mithilfe galvanometrischer Scanspiegel
sequentiell durch die Probe (Punkt fir Punkt und Linie fiir Linie) gefihrt wird. Durch das schrittweise
Verschieben der Fokusebene lassen sich Stapel optischer Schnitte in der z-Ebene anfertigen. So
entstehen kontrastreiche, hoch aufgeléste optische Schnitte, die anschlieBend zu einem
dreidimensionalen (3D) Bildstapel zusammengesetzt und digital verarbeitet werden kénnen. Durch die
Verwendung von Anregungslasern mit verschiedenen Wellenldangen, kdnnen gleichzeitig 3D-Aufnahmen
von verschiedenen Fluorochrome anhand einer einzelnen Probe erfolgen. Durch eine spatere
Uberlagerung der Einzelfluoreszenzen lasst sich bei entsprechender Farbdarstellung eine Co-Lokalisation

der Fluoreszenzfarbstoffe oder der mit ihnen markierten Proteine nachweisen.

Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie erfolgte mithilfe des LSM 510 META (Zeiss, Oberkochen,
Deutschland), das auf einem Axiovert 200M Mikroskop basiert. Das System war mit folgenden Lasern
ausgestattet: Ar-Laser (458 nm, 488 nm, 514 nm, 25 mW), HeNe-Laser (543 nm, 1 mW) und HeNe-Laser
(633 nm, 5 mW). Fur die verschiedenen Aufnahmen wurden folgende Objektive angewendet:
Immersionsol-Objektiv Plan-Neofluar Ph3 63x NA 1,4, Immersionsol-Objektiv Plan-Neofluar Ph3 40x
NA 1,3, Luft-Objektiv Plan-Neofluar Ph1 10x NA 0,3.



METHODEN 53

111.2.2.7 Verarbeitung und Auswertung von LSM-Aufnahmen

Dekonvolution

Wenn eine besonders hohe Qualitat bendtigt war, wurden die rohen LSM-Aufnahmen mithilfe der
Huygens Essential Software (Version 2.7.2p0, Scientific Volume Imaging B.V., Hilversum, NL;
http://www.svi.nl) dekonvoluiert.

3D-Rekonstruktion

Fir die Darstellung und die 3D-Rekonstruktion der LSM-Aufnahmen wurden die rohen bzw.
dekonvoluierten Bilddaten mithilfe des Imaris Software Pakets (Version 5.0.1, Bitplane AG, Switzerland;
http://www.bitplane.com) bearbeitet. Dabei wurden Tonwertkorrektur, Schwellenwertanpassung,

Gammakorrektur und Glattung durchgefihrt. AnschlieRend wurde das ,Easy 3D“ Modul fir die
Darstellung der 3D-Rekonstruktion angewendet.

Co-Lokalisationsanalysen

Die Co-Lokalisationsanalysen erfolgten mit dem Imaris Coloc Modul. Beiden Fluoreszenzkanalen wurde
ein der Hintergrundfluoreszenz entsprechender Schwellenwert zugewiesen. Fiir die Darstellung wurden
Co-Lokalisationsergebnisse als separate Kanale abgespeichert und ins 3D-Bild integriert.

lIl.3 Versuche mit eukaryotischen Zellen

Alle Arbeitsschritte der Versuche mit Zellkultur- und Priméarzellen wurden unter sterilen Bedingungen auf
einer Sterilbank (Heraeus, HERA safe) durchgefiihrt. Flir die Beobachtung der Vitalitat, Morphologie und
Konfluenz sowie die Bestimmung von Zellzahlen wurden ein IMT-2 Mikroskops (Olympus, Hamburg,

Deutschland) bzw. ein Leitz Labowert Mikroskops (Leica, Wetzlar, Deutschland) angewendet.

1.3.1 Zellkulturmethoden

111.3.1.1 Passagieren von G-2 Zellen

G-2 Zellen wurden unter adhdrenten Bedingungen bei 37°C, 5% CO2 und 90% Luftfeuchtigkeit in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) mit einem Zusatz von 10% FCS (fotales Kalberserum)
gehalten. Alle verwendeten Medien und Losungen wurden vor Kontakt mit den Zellen auf 37°C erwarmt.
Wenn die Zellen 70% bis 80% Konfluenz erreicht hatten (nach ca. 3 Tagen), wurden sie von den
Kulturschalen mithilfe der Protease Trypsin (2% w/v, Biochrom AG, Berlin) gel6st und umgesetzt. Dazu
wurden zuerst die Zellen mit PBS gewaschen, fiir eine Minute mit Trypsin / EDTA bei Raumtemperatur
inkubiert, die Trypsin-Losung wurde abgesaugt und die Zellen fiir 5 min bei 37°C inkubiert. EDTA entzieht
den Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten Ca**- und Mg**-lonen, so dass die Kontakte gelockert werden.
Durch Zugabe von mit 10% FCS supplementierten DMEM Kulturmedium wurde die Enzymreaktion

gestoppt. Fur die Erhaltung der Zelllinie, wurden G-2 Zellen 1:3 bis 1:5 in frischem DMEM / 10% FCS


http://www.svi.nl/
http://www.bitplane.com/
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verdinnt und in neue Kulturschalen (Nunclon™, Nunc / Thermo Scientific GmbH, Langenselbold,

Deutschland) ausgesat.

Zu Kryokonservierungs- und Analysenzwecken wurde die Zellzahl ggf. in einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt.

111.3.1.2 Kryokonservierung von G-2 Zellen

Zur Langzeitaufbewahrung von Zellen konnen diese in fliissigem Stickstoff bei -196°C gelagert werden.
Dazu wurden die Zellen in eiskaltem Einfriermedium (90% FCS + 10% DMSO (v/v)) aufgenommen (ca. 1 x
10° Zellen/ml). AnschlieBend wurden die Zellen in speziellen 2 ml Kryoréhrchen (Nunc / Thermo
Scientific GmbH, Langenselbold, Deutschland) von Raumtemperatur auf -80°C mithilfe eines Einfrierbox

Cryo-Safe™ (Neolab, Heidelberg, Deutschland) heruntergekiihlt und in den Stickstofftank Gberfiihrt.

Zum Auftauen wurden die Kryoréhrchen kurz im 37°C Wasserbad erwarmt, bis das Einfriermedium mit
den Zellen fast vollstdandig aufgetaut war. Die Zellsuspensionen wurden jeweils in 15 ml Rdhrchen
(Falcon®, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) Gbertragen, in 10 ml vorgewdrmtem DMEM / 10%
FCS aufgenommen und 5 min bei 300 g zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes konnten die
Zellpellets schlieBlich mit jeweils 10 ml vorgewarmtem DMEM / 10% FCS resuspendiert und in neue

Zellkulturschalen Ubertragen werden.

11.3.2 Methoden fiir Primarzellen

111.3.2.1 Dissoziation von Primartumorzellen aus WAP-T Tumoren

Alle verwendeten Medien und Lésungen wurden vor Kontakt mit den Zellen auf 37°C erwarmt und alle
Gegenstande waren steril. Um die Quantitat und Qualitat der zu transplantierenden Primartumorzellen
kontrollieren zu konnen, sollten Tumorzellen aus WAP-T Spendertieren zuerst dissoziiert werden. Dazu
wurden Tumore unmittelbar nach dem Sezieren verarbeitet. Die sezierten Tumorstiicke im Quantum-
Medium (siehe Abs. 1.1.4) wurden in sterile Glaspetrischalen {ibertragen und der Uberschuss an
Medium wurde in ein 15 ml Réhrchen Gberfiihrt. Mithilfe von zwei Skalpellen wurden dann die Tumore
in < Imm grofle Stiicke zerkleinert. Dabei wurde darauf geachtet, dass fiir die Zellen tédliche Scherkrafte
vermieden wurden. Zerkleinerte Tumore wurden anschlieBend in 5 ml vorgewdarmtem Quantum-
Medium resuspendiert und in das 15 ml R6hrchen gegeben. Nach Zentrifugation von 5 min bei 300 g und
Raumtemperatur wurden die Zellpellets einmal mit 5 ml vorgewdarmten Quantum-Medium gewaschen
und erneut zentrifugiert (5 min / 300 g / Raumtemperatur). SchlieRlich wurden die Zellen in 5 ml
Kollagenase-L6sung (200 U/ml Kollagenase 1ll, 100 U/ml Hyaluronidase in Quantum-Medium)

resuspendiert und 2 bis 4 Stunden unter Schwenken bei 37°C inkubiert.
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Der Kollagenase-Verdau ermdéglicht es, die Mehrheit der extrazellularen Matrix (ECM) zu lésen und
dadurch die Dissoziation der Tumorzellen zu erleichtern. Das Sterben vieler Zellen durch das Zerkleinern
und die lange Inkubationsschritte ist nicht zu vermeiden. Eine groRe Menge genomischer DNA wird dabei
freigesetzt, haftet an den vereinzelten Zellen der Suspension und bildet somit Aggregate. Durch Zugabe
von 100 pul DNasel (5000 U/ml in PBS) und eine weitere Inkubation von 15 min bei 37°C unter Schitteln
konnten diese Aggregate erfolgreich gelost werden. Um die letzten Zellverbdnde zu |6sen, wurde ein
kurzer Trypsin-Verdau durchgefiihrt. Hierfir wurden die Zellen zuerst 5 min bei 300 g und
Raumtemperatur pelletiert, in 5 ml vorgewarmtem 2% Trypsin resuspendiert und 5 min bei 37°C unter
Schwenken inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen pelletiert (5 min / 300 g / Raumtemperatur), in 5
ml vorgewdrmtem MACS-Puffer (0,5% BSA w/v, 2 mM EDTA in PBS) resuspendiert und sequentiell durch
Zellsiebe mit 150 um (Edelstahlsieb), 80 um (Thomapor, Reichelt Chemietechnik GmbH, Heidelberg,
Deutschland) und 30 um (Pre-Separation Filters, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) groRRe
Maschen filtriert. Dadurch konnten die letzten Zellaggregate und ECM-Reste entfernt und eine aus

Einzeltumorzellen bestehende Suspension gewonnen werden.

SchlieBlich wurde die Zellkonzentration der Suspension mit Neubauer-Zdhlkammer bestimmt, die Zellen
wurden zentrifugiert (5 min / 300 g / Raumtemperatur) und in dem fiir den nachsten Schritt passenden

Puffer resuspendiert.

l11.3.2.2 Entfernung reifer Blutzellen aus Primartumorzellsuspension: Lineage Cell Depletion

Die Entfernung von reifen himatopoetischen Zellen (Lineage positive Zellen, Lin*) wie z.B. T-Zellen, B-
Zellen, Monozyten/Makrophagen, Granulozyten, Erythrozyten und deren kommittierten Vorlaufer aus
der Primartumorzellsuspension wurde durch Anwendung des Lineage Cell Depletion Kits der Firma
Miltenyi Biotec nach Anweisungen des Herstellers durchgefiihrt. Das Verfahren basiert auf die
Markierung des zu depletierenden Zelltyps mit Primarantikorpern, die spezifisch fiir Oberflachenmarker
dieser Zellen (CD5, CD45R, CD11b, Ly-6G/C, 7-4 und Ter-119) und mit Biotin gekoppelt sind. Magnetische
Anti-Biotin MicroBeads dienten der sekundaren Markierung der Primarantikérper. Unter Anwendung
eines starken magnetischen Feldes werden anschlieBend die markierten Lin*-Zellen in einer Siule
(MACS®-Column kombiniert mit MACS®-Separator) zuriickgehalten. Lineage-negativen (Lin") Zellen

wandern ungehindert durch die Sdule durch und kdénnen schlieRlich eingesammelt werden.

Die Vorgehensweise wird fiir 10’ Zellen kurz zusammengefasst: zunichst wurden dissoziierte
Primartumorzellen in 40 ul eiskaltem MACS-Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von 10yl

Antikorpercocktail und Mischen durch sanftes Schnipsen wurden die Zellen 10 min auf Eis inkubiert.
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Dann wurden 30 pl eiskalter MACS-Puffer und 20 pl Anti-Biotin MicroBeads zugegeben. Erneut wurde die
Zellsuspension durch sanftes Schnipsen gemischt und 15 min auf Eis inkubiert. Anschlieend wurden die
Zellen mit 5 ml eiskaltem MACS-Puffer gewaschen, pelletiert (5 min /300 g / 4°C), in 500 ul MACS-Puffer
resuspendiert und auf die magnetische Sdule gegeben. Die Sdule wurde zweimal mit 1 ml eiskaltem
MACS-Puffer gewaschen. Eluierte Lin” Zellen wurden schlieBlich gesammelt und die Zellzahl mithilfe einer

Neubauer-Zahlkammer bestimmt.

ll.3.3 Methoden der Durchflusszytometrie
l11.3.3.1 Markierung von Tumorstamm- und Tumorprogenitorzellen mittels des
Aldefluor®-Assays

Das Prinzip der Detektion von Stamm- und Progenitorzellen sowie von Tumorstamm- und
Tumorprogenitorzellen durch den Aldefluor®-Assay der Firma Aldagen basiert auf der gesteigerten
Aktivitat der Aldehyd-Dehydrogenase (Aldh) in diesen Zelltypen (siehe Abs. 1.4.4). In diesem Assay wird
ein ungeladenes, fluoreszierendes Substrat (BODIPY-Aminoacetataldehyde, BAAA) durch die Aldh in ein
geladenes Produkt (BODIPY-Aminoacetate, BAA) umgewandelt. Im geladenen Zustand verliert das
Produkt die Fahigkeit, durch die Plasmamembran zu diffundieren, akkumuliert somit in Zellen mit hoher
Aldh-Aktivitdit und erhoht dementsprechend deren Fluoreszenz (fluoreszierende bzw. nicht

fluoreszierende Zellen werden jeweils als Aldh® und Aldh"™" bezeichnet).

Trypsinierte G-2 Zellen einer laufenden Kultur (siehe Abs. [I1.3.1.1) bzw. frisch dissoziierte
Lin” WAP-T Primartumorzellen (siehe Abs. 111.3.2.1 und 111.3.2.2) wurden in einer Konzentration von 10°
Zellen/ml im vorgewarmten Aldefluor®-Puffer aufgenommen. 5 pl Aldefluor®-Reagenz pro 10° Zellen
wurden hinzugegeben und anschlieRend vorsichtig gemischt. 500 pul dieser Zellsuspension wurden in ein
weiteres 1,5 ml ReaktionsgefdaR pipettiert, in dem 5 pl DEAB (Diethylaminobenzaldehyd) vorgelegt
wurden. Da DEAB ein spezifischer Inhibitor der Aldh ist, dient dieser Ansatz als Negativkontrolle der
Aldefluor®-Reaktion. Nach einer Inkubation fiir 30 bis 60 Minuten bei 37°C unter Schwenken im Dunkeln
wurden die Zellen der Negativkontrolle und der Probe durch Zentrifugation bei 4°C und 300 g fir 5 min
pelletiert und in jeweils 500 pl eiskaltem Aldefluor-Puffer resuspendiert. SchlieRlich konnten die Aldh® /
Aldh'™" Zellen durch durchflusszytometrische Verfahren analysiert und ggf. voneinander getrennt werden

(siehe Abs. 111.3.3.3).

111.3.3.2 Antikérpermarkierung von Zellen fir durchflusszytometrische Analysen
Alle nachfolgend beschriebenen Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Die zu farbenden G-2 Zellen bzw.

Primartumorzellen wurden in eiskaltem MACS-Puffer resuspendiert (100 pl/10° Zellen). Mit
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Fluorochromen gekoppelte Primarantikorper wurden in entsprechenden gewiinschten Konzentrationen
zu den Zellsuspensionen gegeben und fiir 20 bis 30 min inkubiert. Nach Inkubation wurden die Zellen mit
1 ml MACS-Puffer gewaschen, durch Zentrifugation unter 300 g fiir 5 Minuten und 4°C pelletiert und
anschlieBend in 500 ul MACS-Puffer resuspendiert. Die Zellpopulationen konnten direkt

durchflusszytometrisch analysiert und ggf. voneinander getrennt werden.

111.3.3.3 Durchflusszytometrische Analyse und Trennung von Zellen

Die Durchflusszytometrie mittels eines fluorescence-activated cell sorters (FACS) bietet die Moglichkeit,
Zellen anhand von spezifischen Oberflaichenantigenen oder Fluoreszenzemissionen intrazellularer
Farbstoffe zu quantifizieren, zu unterscheiden und entspreche dieser Eigenschaften voneinander zu

trennen.

Die zu analysierenden Zellen werden mit spezifischen fluoreszierenden Antikdrpern bzw. mit einem
fluoreszierenden Farbstoff (Aldefluor®) markiert und mittels eines laminaren Flussigkeitsstroms einzeln
durch einen Laserstrahl gefiihrt. Aufgrund von charakteristischen Zelleigenschaften wie GréRe, Form und
Granularitat kommt es zu fiir diese Eigenschaften spezifische Lichtstreuung. Diese Streuung wird von je
einer Linse in Verlaufsrichtung des Laserstrahls (Vorwaértsstreulicht, engl. forward scatter, FSC) und einer
rechtwinklig dazu angebrachten (Seitwartsstreulicht, engl. sideward scatter, SSC) Linse gesammelt und
photometrisch detektiert. Das Vorwartsstreulicht (FSC) wird im Wesentlichen durch die ZellgroRe, das
Seitwartsstreulicht (SSC) durch die intrazelluldre Granularitdt bestimmt. Anhand dieser Kriterien wird
eine gewilnschte Zellpopulation definiert, ausgewahlt und anschlieBend weiter auf ihre
Fluoreszenzeigenschaften untersucht. Hierfiir werden die fiir die Zellmarkierung eingesetzten
Fluoreszenzfarbstoffe durch weitere Laserstrahlen angeregt. Die dadurch entstehenden Emissionen
spezifischer Wellenldangen werden mittels einer Linse gesammelt, durch Filter nach Wellenlangen
getrennt und schlieRlich mithilfe unterschiedlicher Detektoren aufgenommen. Auf diese Weise ist es
moglich, die Signale mehrerer verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe bei Mehrfarbenanalyse getrennt
aufzunehmen und quantitativ auszuwerten. Aufgenommene Fluoreszenzsignale sind hierbei proportional
zur Menge an Oberflachenmarkern bzw. an verstoffwechselten, fluoreszierenden Farbstoffen pro Zelle.
Aufgrund von Uberschneidungen der Spektren verschiedener Farbstoffe gelingt die Auftrennung der
unterschiedlichen  Fluoreszenzintensitdten durch die Lichtfilter nicht vollstindig. Durch
Kompensationsalgorithmen lassen sich diese Uberschneidungen elektronisch korrigieren. Fiir die
Einstellung der Kompensation werden bestimmte Kontrollproben, ohne und mit jeweils einer einzelnen

fluoreszierenden Markierung (Antikorper bzw. Farbstoff), benétigt. Strahlt dabei ein bestimmtes
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Fluorochrom in andere Kanale hinein, kann dieser Anteil von dem jeweiligen Fluoreszenzsignal tGber den

Algorithmus abgezogen werden.

Durchflusszytometrische Analysen erfolgten mithilfe des BD FACS-Canto (BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland), das mit 2 Laser (488 nm (blau) Solid State Laser und 635 nm (rot) HeNe Laser) fir die

Detektion von bis zu 6 Fluoreszenzen sowie GrofRe und Granularitat versehen war.

Die Trennungen unterschiedlicher Zellpopulationen wurden mithilfe eines BD FACS-Aria (BD Biosciences,
Heidelberg, Deutschland), das mit 2 Laser (488 nm (blau) Solid State Laser und 635 nm (rot) HeNe Laser)
fr die Detektion von bis zu 7 Fluoreszenzen sowie GroéfRe und Granularitdt versehen war, durchgefihrt.
Gesortete Zellen wurden in sterilen 5 ml FACS-R6hrchen, die mit 1 ml vorgewdrmten DMEM / 10% FCS

gefullt waren, aufgenommen.

Durchfiihrung und Auswertung der durchflusszytometrischen Analysen und des Sortens erfolgten

mithilfe des FACS-Diva Softwares (Version 6.1.3, BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland).

1.4 Molekularbiologische Methoden

1.4.1 Aufreinigung muriner genomischer DNA aus Schwanzbiopsien

Schwanzbiopsien jlngerer Tiere (bis zu 12 Wochen alt) wurden Uber Nacht in 500 pl Lysispuffer und
50 ug Proteinase K bei 56°C im Thermomixer proteolytisch abgebaut. Nachdem die verbliebenen
Gewebetrimmer und Haare fiir 5 min bei 13000 rpm und RT sedimentiert wurden, erfolgte die
Prazipitation der DNA durch griindliches Invertieren des Uberstands mit 1 Volumen Iso-Propanol. Nach
Pelletieren der DNA (10 min, 13000 rpm, RT), Waschen in 70% EtOH und erneutem Zentrifugieren (10
min, 13000 rpm, RT), wurde der Uberstand verworfen, das DNA-Pellet bei RT getrocknet und in Wasser

gelost.

Bei Schwanzbiopsien alterer Tiere wurde die genomische DNA unter Verwendung des NucleoSpin Tissue
Kit (Macherey-Nagel) gemaR Herstellerangaben isoliert. Etwa 100 ng (entsprechen ca. 1-2 pl) der hierbei
isolierten DNA wurden fiir die nachfolgenden PCR-Analysen zur ldentifizierung transgener Tiere (siehe

[11.4.3) eingesetzt.

.4.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) ermoglicht die in vitro Amplifizierung von kurzen und spezifischen
DNA-Sequenzen (Saiki, Scharf et al. 1985; Mullis and Faloona 1987). Das Prinzip dieser Reaktion beruht

auf der komplementaren Bindung zweier Oligonukleotidprimer an den Flanken der zu amplifizierenden
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DNA. Die Verwendung einer thermostabilen Polymerase ermdglicht die zyklische Denaturierung von DNA
durch Erhitzen und die anschlieBende Verlangerung der Oligonukleotidprimer. Dadurch, dass die Primer
jeweils auf dem sense- und antisense-Strang binden und verlangert werden, entstehen komplementare
Strange, die dann als Matrix fir den folgenden Elongationszyklus dienen kénnen. Das PCR-Verfahren
lasst sich in drei Schritte unterteilen, die 25-40 Mal wiederholt werden. Im ersten Schritt wird der zu
amplifizierende DNA-Doppelstrang bei hohen Temperaturen von ca. 95°C denaturiert, so dass zwei
Einzelstrange vorliegen. Durch Abkihlen auf 40-70°C wird die Hybridisierung (annealing) der
Oligonukleotidprimer mit der komplementdren DNA-Zielsequenz ermdoglicht. Die Oligonukleotidprimer
werden im groRen UberschuR (um den Faktor 10° gegeniiber der Zielsequenz) eingesetzt. Temperatur
und Dauer des Hybridisierungsschritts ist u.a. von der Sequenz der Primer abhangig. AnschlieBend erfolgt
eine Elongationsphase, in der die thermostabile DNA-Polymerase ausgehend von dem 3’-terminalen
Ende dieser Oligonukleotidprimer bei 72°C in 5= 3’-Richtung den komplementdaren DNA-Gegenstrang
synthetisiert (Chien, Edgar et al. 1976). Durch Wiederholung dieses Amplifizierungszyklus wachst die Zahl
der PCR-Amplifikate exponentiell mit der Zykluszahl. Mit einer Effizienz von 100% verdoppelt sich die
Anzahl der Amplikons mit jedem Zyklus. Somit ergibt sich nach 20 PCR-Zyklen eine theoretische

Anreicherung um den Faktor 2°° > 10°. Meist wird aber nur eine Ausbeute von ca. 85 % erreicht.

PCR-Primer werden synthetisch hergestellt. Sie leiten sich aus den flankierenden Bereichen der zu
amplifizierenden Sequenz ab. Die Oligonukleotidprimer haben eine mittlere Ldnge von 20 bis 30
Nukleotiden. Bei der Festlegung der Oligonukleotidprimer wurde darauf geachtet, dass zwei parallel
verwendete Primer eine dhnliche Hybridisierungstemperatur besitzen. Zur Berechnung der
Hybridisierungstemperatur werden von der Schmelztemperatur 5°C abgezogen. Die Konsensus-Sequenz
der Primer bestimmt schliefllich die Schmelztemperatur, welche sich, unter Berlicksichtigung der

Wasserstoffbriickenbindungen, nach folgender Formel errechnen lasst (Wu, Ugozzoli et al. 1991):

T2XxA+2xT+4xG+4xC)°C=Tmin°C

In der vorliegenden Arbeit wurden PCRs fir die Identifizierung transgener Tiere (siehe Abs. 11.4.3) und
guantitative PCRs (siehe Abs. 111.4.10) fir die Bestimmung der Expression von Aldh-Isotypen und von

Cytokeratinen durchgefiihrt.

1.4.3 Identifizierung transgener WAP-T Tiere mittels PCR
Fir die Identifizierung der transgenen WAP-T Tiere wurden ca. 100 ng der genomischen DNA in einer
PCR eingesetzt. Die Identifizierung der SV40-LT und CEACAM1®"* Transgene erfolgte zusammen mit

interner Aktin-Kontrolle (Tabelle 10). Die Identifizierung des CEACAM1*°-Genotyps erfolgte mit einer
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internen Kontrolle fiir den ersten CEACAM1-Exon (Tabelle 10). Alle PCRs wurden in einem Thermocycler

(PTC-200, MJ Research / BioRad, Miinchen, Deutschland) mit den in der

Tabelle 11 beschriebenen Bedingungen durchgefiihrt.

endo+

Tabelle 10: Zusammensetzung der PCR Ansatze fiir die Identifizierung der SV40-LT und CEACAM1 Transgene

sowie des CEACAM1"© Genotyps

Komponenten SV40-LT CEACAM1™* CEACAM1*° Volumen Endkonzentrationen
PCR PCR PCR

10x Reaktionspuffer 2,5 ul 1x

dNTPs (2 mM) 2,5 ul 200 uM

Primer (10 uM) AC 275 PN8 0,5 ul 200 nM

Primer (10 uM) DC 46N1 PN5 0,5 ul 200 nM

Primer (10 uM) Aktin-N Aktin-N NeoForward 0,5 ul 200 nM

Primer (10 uM) Aktin-R Aktin-R NeoDown 0,5 ul 200 nM

DNA (ca. 100 ng/pl) 1yl ca. 4 ng/ul

Autoklaviertes H,0 16,7 ul -

Tag DNA Polymerase (5 U/ul) 0,3 pl 0,06 U/ul

Endvolumen 25 ul -

Tabelle 11: PCR-Programm fiir die Detektion der Transgene und des Knockouts

Schritt Temperatur  Dauer

Initiale Denaturierung  94°C 3 min

Denaturierung 94°C 30s
Primerhybridisierung ~ 60°C 30s 35 Zyklen
Elongation 72°C 1 min

Termination 72°C 5 min

Ende des Programms 4°C o

Die berechnete PCR-AmplikongrofRe werden im Abs. 11.11.1 angegeben.

1.4.4 Gelelektrophoretische Auftrennung

Die Agarose-Gelelektrophorese diente der analytischen Auftrennung von PCR-Amplifizierungsprodukten
und der Qualitdtsbestimmung von RNA-Proben. Die Produkte wurden auf einem mit 10 ug/ 100 ml
Ethidiumbromid versetzen 1% Agarose-Gel aufgetragen. Die Auftrennung von DNA oder RNA erfolgte in
horizontale Elektrophoreseapparaturen (Horizon 11.14, Whatman Inc., Dassel, Deutschland bzw. 40-
0911, Peglab, Erlangen, Deutschland) bei konstanter Spannung unter 120 V fiir 30 bis 60 min in 1x TAE-
(fir DNA) oder 0,5x TBE-Puffer (fir RNA). Fur die RNA-Gelelektrophorese wurden ausschlieRlich

RNase-freie Apparate und Puffer verwendet. Die zu untersuchenden Nukleinsdaure-Proben wurden mit
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6x Probenpuffer gemischt und in einem Agarosegel aufgetrennt. Die Nukleinsduren wurden mithilfe
eines UV-Transilluminators (BioRad, Miinchen, Deutschland) sichtbar gemacht und mit einer
Geldokumentationsanlage (BioDocAnalyze, Whatman Biometra, Gottingen, Deutschland) aufgenommen.

Zur GréBenbestimmung wurde ein DNA-GréRenstandard parallel mit aufgetragen.

1.4.5 RNA-Isolierung aus Proben mit geringer Zellenzahl

Aufgrund nur geringer Mengen an Probenmaterial im Bereich weniger Mikrogramm wurde fiir die RNA-
Isolierung aus Zellkulturen und durchflusszytometrisch-isolierten Zellen das RNeasy® Mini Kit (fdr
Zellzahlen zwischen 5x10° und 5x10° Zellen) und das RNeasy® Micro Kit (fir bis zu 5x10° Zellen) der Firma
Qiagen (Hilden, Deutschland) verwendet. Dieses fiir geringe Probenmengen entwickelte Kit ermdoglicht
die Isolierung von Gesamt-RNA aus bereits einer einzelnen Zelle. Die Isolierung von Total-RNA wurde
nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt und 1 pg RNA in einem Volumen von 10 ul fir die

anschlieRende cDNA-Synthese eingesetzt (siehe Abs. 111.4.8).

I.4.6 RNA-Isolierung aus eingefrorenem Gewebe

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus in N, eingefrorenem Gewebe (siehe Abs. 111.1.4) wurde mithilfe des
PeqGOLD TRIFAST®-Reagenz der Firma Peqlab (Erlangen, Deutschland) durchgefiihrt. Dabei wurden
jeweils 50 mg Gewebe gewogen und in RNase-freien ReaktionsgefaRen mit Lysismatrix D (MP
Biomedicals, lllkirch, France) Gbertragen. Nach Zugabe von 1 ml PeqGOLD TRIFAST® wurden die Proben
im FastPrep®-120 Homogenisator (MP Biomedicals, lllkirch, France) dreimal 15 s bei Stufe 5,5
aufgeschlossen. Es erfolgte dann ein Inkubationsschritt fiir 10 min bei Raumtemperatur. Die
Gewebelysate wurden anschlieRend in autoklavierte 1,5 ml Reaktionsgefaen uberfihrt und 200 pl
Chloroform zugegeben. Nach kraftigem Vortexen erfolgte erneut ein Inkubationsschritt fiir 10 min bei
Raumtemperatur. Durch Zentrifugation (5 min / 12 000 g / 4°C) trennte sich die L&sung in eine wiéssrige
und eine organische Phase. Die RNA-haltigen wassrigen Phasen wurden in autoklavierte 1,5 ml
ReaktionsgefdaRe Uberfiihrt. Durch Zugabe von 500 pl Isopropanol konnte dann die RNA 15 min auf Eis
gefallt werden. Nach Zentrifugation fir 10 min / 12 000 g / 4°C wurden die RNA-Pellets zweimal mit 1 ml
eiskaltem 75% EtOH gewaschen, 5 bis 10 min bei Raumtemperatur luftgetrocknet und schlieBlich in 45
bis 90 ul RNase-freiem DEPC-H,O resuspendiert. Die RNA-Isolierung mit PeqGOLD TRIFAST® hat den
Vorteil der geringen Kontamination mit DNA. Trotzdem wurden die RNA-Prdparationen vor weiteren
Verwendungen mit DNasel behandelt. Hierfir wurde das Turbo DNA free Kit (Ambion/Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland) nach Angabe des Herstellers angewendet. Konzentration und

Reinheit der RNA wurden spektrophotometrisch bestimmt (siehe Abs. 111.4.7). Die Qualitat der
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extrahierten RNA wurde entweder anhand eines RNase freien Agarosegels (siehe Abs. 111.4.8) oder
mithilfe des Bioanalyzer 2100 (Agilent, Waldbronn, Deutschland) bestimmt. Die Lagerung der RNA
erfolgte bei —80°C.

11.4.7 Bestimmung der Nukleinsdure (DNA bzw. RNA)-Konzentration einer Losung

Die Konzentration von RNA- und DNA-haltigen Losungen (siehe Abs. 111.4.1, 111.4.5 und I1l.4.6) wurde
photometrisch liber die Messung der Adsorption bei 260nm und 280nm am Spektrophotometer ND1000
(Nano Drop, Peglab, Erlangen, Deutschland) bestimmt. Die Quantifizierung der Nukleinsaure lasst sich
anhand der Adsorptionswerte berechnen. Das Verhaltnis der Absorptionswerte 260 nm und 280 nm
entspricht die Reinheit der Losungen. Werte Uber 1,8 (flir DNA) bzw. 2,0 (fiir RNA) deuten auf eine
saubere Nukleinsdure-Losung hin. Kalibrierung und Blank-Wert des Gerats wurde mit MilliQ-H20 bzw.
RNase-freiem DEPC-H,0 durchgefiihrt. AnschlieBend wurde 1 - 2 ul der DNA- bzw. RNA-LOsung in den

Messstrahl der Nano Drop-Einheit pipettiert und die Konzentration gemessen.

11.4.8 Rnase-freie Agarose-Gelelektrophorese zur Bestimmung der RNA-Qualitat

400 ng RNA wurden auf ein Endvolumen von 40 pl mit DEPC-H,0 gebracht und mit 10 ul 5x RNA-
Ladepuffer gemischt. Durch eine 10 minitige Inkubation bei 70°C wurden die Sekundarstrukturen der
RNA-Strénge gelost. Die RNAs wurden anschliefend auf einem 1% Agarosegel (0,5x TBE in DEPC-H,0, mit
10 pg / 100 ml Ethidiumbromid versetzt) 30 min bei 100 V aufgetrennt. Anhand der ribosomalen RNA-
Banden konnte die Qualitdt der RNA-Praparation festgestellt werden: wenn die 28S-und 16S-Transkripte

distinkte Banden und eine Ratio von ca. 2:1 aufwiesen, wurde die Qualitat als gut betrachtet.

11.4.9 Reverse Transkriptase Reaktion (cDNA Synthese)

Die cDNA Synthese erfolgte mithilfe des High Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland), entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Die cDNA-
Synthese war notwendig, um die Expression bestimmter Gene qualitativ oder quantitativ mithilfe PCR

(siehe Abs. 111.4.2) bzw. quantitativer PCR (siehe Abs. 111.4.10) vergleichen zu kénnen.

Ublicherweise wurde 1 ug der isolierten RNA auf einem Volumen von 10 pl mit DEPC-Wasser verdiinnt
und fur die cDNA-Synthese eingesetzt. Wenn die extrahierten RNA-Mengen zu gering waren, wurde das
gesamte RNA-Extrakt fiir die cDNA-Synthese eingesetzt. Die Ansatze fiir die cDNA-Synthese setzten sich

wie folgt zusammen:
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Tabelle 12: Zusammensetzung der Ansatze fiir die cDNA-Synthese

Komponenten Volumen
RNA (1 pg/10pul in DEPC-Wasser) 10 ul
10 X RT-Random Primer 2 ul
10 X RT-Puffer 2 ul
25 X dNTP-Mix (100 mM) 0,8 ul
MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/pl) 1 ul
RNase-free water (DEPC-Wasser) 4,2 ul
Endvolumen 20 pl

Die Reverse Transkription erfolgte in einem Thermocycler PTC-200 (MJ Research / BioRad, Minchen,

Deutschland) unter folgenden Bedingungen:

Tabelle 13: Ubersicht iiber das zur cDNA-Synthese benétigte Temperaturprogramm
Schritt1  Schritt2  Schritt3  Schritt 4

Temperatur 25°C 37°C 85°C 4°C

Zeit 10 min 120 min 5 sec o0

Die Lagerung der neu synthetisierten cDNA erfolgte bei -20°C.

11.4.10 Quantitative Echtzeit-PCR (qRT-PCR)

Die quantitative Echtzeit-PCR (quantitative real-time PCR) ermdglicht eine relativ preiswerte direkte und
guantitative Erfassung der Expression spezifischer Gene (Higuchi, Dollinger et al. 1992; Higuchi, Fockler
et al. 1993; Gibson, Heid et al. 1996; Heid, Stevens et al. 1996). Eine gRT-PCR unterscheidet sich von der
Kombination aus konventioneller PCR und Gelelektrophorese, indem die Amplifizierung und die
Detektion der PCR-Produkte hier zeitgleich erfolgen. Dabei wird die Konzentration an doppelstrangigen
DNA-Produkten durch Anwendung von interkalierenden Farbstoffen (z.B. SYBR® Green |) bzw. von
Fluorochrom-gekoppelten Primern (z.B. TagMan®-Sonden) und anschlieBender Messung der
Fluoreszenzintensitat erfasst. Die Fluoreszenz nimmt proportional mit der Menge der PCR-Amplikons zu.
Die Bestimmung der Probenfluoreszenz nach jedem Amplifizierungszyklus ermoglicht die Zeichnung
einer Amplifikationskurve, aus dessen exponentieller Phase die Quantifizierung berechnet wird.
Innerhalb der exponentiellen Amplifizierungsphase wird ein Fluoreszenz-Schwellenwert entweder
automatisch oder manuell eingestellt. Der Ct-Wert (cycle threshold) einer Probe beschreibt die Anzahl an
Amplifikationszyklen, die notwendig sind, um diesen Schwellenwert zu erreichen, und ist proportional

zur Menge der zu quantifizierenden DNA-Sequenz in der Probe.


http://de.wikipedia.org/wiki/Fluoreszenz
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In der vorliegenden Arbeit wurde das SYBR® Green | Detektionsprinzip zusammen mit dem 7500 Fast
Real-Time PCR Gerat (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) eingesetzt. Da durch diese Methode
spezifische und unspezifische Produkte nicht unterschieden werden koénnen, wurde eine
Schmelzkurvenanalyse im Anschluss an die gRT-PCR durchgefiihrt. Jedes PCR-Produkt besitzt eine
individuelle Schmelztemperatur, die abhadngig von der Lange und dem GC-Gehalt ist. Eine Schmelzkurve
mit mehreren Dissoziierungs-Peaks war der Beweis fir unspezifische Nebenprodukte und fihrte zum
Ausschluss der Probe. Die Auswertung der qRT-PCR erfolgte (iber die ermittelten Fluoreszenzdaten in der
exponentiellen Amplifikationsphase. Fiir den Vergleich der Genexpression verschiedener Proben in der
gRT-PCR, wurden die Ct-Werte der Zielgene relativ zu den Ct-Werten eines konstitutiv exprimierten
Haushaltsgens (housekeeping gen) normiert. In dieser Arbeit wurden HPRT1 (Hypoxanthin-
Phosphoribosyl-Transferase 1) als Haushaltsgen fir die Normierung und GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase) als endogene Kontrolle der Normierung eingesetzt. SchlieRlich konnten diese
sogenannten ACt-Werte (relative Expressionswerte) der Proben miteinander verglichen. Die aus einem
solchen Vergleich entstehenden Ergebnisse werden AACt-Werte (relative Expressionsunterschiede)
genannt. Um diese Ergebnisse in einem ,,n-fachen” Expressionsunterschied darstellen zu kénnen, galt die
Gleichung n=2"*“. Nach Normierung mit HPRT1 wurde darauf geachtet, dass kein

Expressionsunterschied zwischen den GAPDH-Werten aller Proben bestand.

Jede Bestimmung wurde in dreifachen Ansatzen durchgefiihrt, um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
zu bestatigen. Die Zusammensetzung eines Einzelansatzes wird in der Tabelle 14 beschrieben. Als

Negativkontrolle wurde anstelle der entsprechenden cDNA DEPC-Wasser eingesetzt.

Tabelle 14: Zusammensetzung der gRT-PCR Ansatze

Komponenten Volumen Endkonzentrationen
2x Power SYBR Green PCR Master Mix 5 ul 1x

Primer A (1 uM) 1l 100 nM
Primer B (1 uM) 1l 100 nM
cDNA (ca. 5 ng/ul) 1 pl 0,5 ng
DEPC-H,0 2ul -

Endvolumen 10 -
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1.4.11 Microarrays

Fur die Genexpressionsprofile wurden Mouse Genome GeneChips Version 430 2.0 von Affymetrix
verwendet. Es wurden von jeweils sieben differentierten WAP-T Tumore, acht undifferenzierten WAP-T
Tumore und drei G-2 Tumore in WAP-T-NP8 Empfangertiere Expressionsanalysen erstellt. Die
Microarrayexperimente wurden von der Firma Signature Diagnostics AG (Potsdam, DE) durchgefuhrt. Die

bioinformatische Auswertung wurde mithilfe des dChip Programmes durchgefiihrt.
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\") ERGEBNISSE

IV.1 Charakterisierung der WAP-T Tumore

WAP-T-NP8 Mause entwickeln 4 bis 6 Monate nach Induktion des Transgens Mammakarzinome. Diese
durch die ,frihen” SV40 Proteine verursachten Brustldasionen wurden, basierend auf den publizierten
Empfehlungen der Annapolis-Konsensus-Konferenz, nach ihrem histologischen Erscheinungsbild in 5
Kategorien, die sogenannte histologische Grade G0-G4, klassifiziert (Cardiff, Anver et al. 2000; Heinlein,

Krepulat et al. 2008).

Um die Komplexitat des Mausmodels moglichst einzugrenzen, beschrankten sich die Arbeiten auf
invasive Mammakarzinome. Die Unterscheidung der Tumore erfolgte dabei anhand ihres

Differenzierungsgrades in differenzierte (G1, G2) und undifferenzierte (G3, G4) Tumore (Tabelle 4).

Iv.1.1 Cytokeratine als lineage-spezifische Marker

Cytokeratine (CK) sind als Intermediarfilamente Bestandteile des Zytoskeletts und werden spezifisch in
Epithelzellen exprimiert. Dabei besitzt jede Epithelart ein spezifisches Cytokeratin-Expressionsmuster.
Derzeit sind 20 verschiedene Cytokeratin-Proteine bekannt, die sich in zwei Hauptgruppen unterteilen
lassen: CK1 bis CK8 werden als ,neutral-basisch” bezeichnet wéhrend CK9 bis CK20 zu den ,sauren”

Cytokeratinen gehoren.

Cytokeratine werden paarweise exprimiert (co-exprimiert) und bilden Heterodimere aus jeweils einem
basischen und einem sauren Molekil, die als Grundbausteine fiir Cytokeratinfilamente dienen. Im
Epithelium der normalen Brustdrise kommen die Cytokeratine 5, 7, 8, 14, 15, 17, 18 und 19 vor. Davon
werden in der basalen (myoepithelialen) Schicht die Paare CK5 - CK14 und CK7 - CK19 exprimiert,
wahrend die luminalen Epithelzellen CK7 - CK19 und CK8 - CK18 aufweisen (Taylor-Papadimitriou,
Stampfer et al. 1989). Diese spezifische Verteilung der Cytokeratine wird genutzt um die

unterschiedlichen Zell-lineages zu diskriminieren.

Cytokeratin 6 ist in der reifen, differenzierten Brustdriise sehr selten exprimiert (Smith, Mehrel et al.
1990). Hingegen wird CK6 spezifisch in Progenitorzellen der Bustdriise wdhrend der embryonalen
Entwicklung und der duktalen Morphogenese exprimiert (Grimm, Seagroves et al. 2002; Li, Welm et al.

2003; Grimm, Bu et al. 2006; Moll, Divo et al. 2008). Die spezifische Verteilung der Cytokeratine wurde in
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der vorliegenden Arbeit als Grundlage zum Beweis der zelluldren Heterogenitat innerhalb des Tumors

verwendet.

Um die Verteilung der Keratine innerhalb der normalen Maus-Brustdriise von WAP-T-NP8 Tieren zu
untersuchen, wurden Kryoschnitte vom Mammagewebe jungfrdulicher Weibchen angefertigt und mit
Hilfe der indirekten Immunfluoreszenzfarbung analysiert. Dabei wurden Antikérper gegen die luminalen
Keratine CK8/18 und gegen das myoepitheliale Keratin CK5 sowie dessen Bindungspartner CK14
verwendet. Zusatzlich wurde auf CK6 gefdrbt. Fir die weitere Diskriminierung der Zellen wurde
Vimentin, ein fir den mesenchymalen Ursprung spezifisches Intermediarfilament, und EpCAM, ein
Oberflachenprotein das in allen epithelialen Zelltypen exprimiert wird, verwendet. Abbildung 12: stellt

eine reprasentative Zusammenfassung dieser Farbungen dar.

Ci8/18 CK14 DRAQS CK8/18 CK5 DRAQS —

Vimentin CK14 DRAQS

CK8/1B Vimentin DRAQS

Abbildung 12: Darstellung von lineage spezifischen Markern in der normalen WAP-T-NP8 Brustdriise

Die Expression und Lokalisation von CK5, CK6, CK14, CK8/18, Vimentin und EpCAM wurde mittels indirekter
Immunfluoreszenz-Farbungen in den Mammageweben einer 4 Monate alten jungfrdulichen WAP-T-NP8 Maus
(#12842) untersucht. Die Antikorper wurden in folgenden Kombinationen auf 15 um dicke, mit 4% PFA fixierte und
mit 1% Triton X-100 permeabilisierte Kryoschnitte angewendet: CK8/18 mit CK6 (A), CK8/18 mit CK14 (B), CK8/18
mit CK5 (C), CK8/18 mit Vimentin (D), Vimentin mit CK14 (E) und EpCAM mit Vimentin (F). Die weiBen Pfeile in der
mikroskopischen Aufnahme oben links weisen auf jeweils eine CK6'-Epithelzelle. Die Detektion erfolgte Uber
fluoreszierende Alexa®- bzw. DylLight®-gekoppelte sekundare Antikorper. Zellkerne wurden mit DRAQS5® gefarbt.
Die Aufnahmen wurden mit dem 40x Objektiv eines Laser-Konfokalmikroskops (LSM 510 Meta, Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) durchgefiihrt. Alle mikroskopischen Darstellungen sind das Ergebnis der Rekonstruktion von z-Stapel-
Aufnahmen mithilfe des Imaris v5.0.1 Programms (Bitplane, Zirich, Schweiz). MaRstab: 50 um.
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Die Farbung des normalen Mammagewebes bestatigte die erwarteten Cytokeratin-Expressionsprofile:
die Cytokeratine CK5 und CK14 werden ausschlieBlich in den basalen Schichten des Brustdriisen-Epithels
exprimiert (Abbildung 12B, Abbildung 12C), wahrend das Cytokeratinpaar CK8/18 nur in den luminalen
Zellen detektiert werden konnte (Abbildung 12A-Abbildung 12D). Dariiber hinaus korrelierte die
Cytokeratin bzw. EpCAM-Farbung in keinem Fall mit dem mesenchymalen Marker Vimentin (Abbildung
12D, Abbildung 12F). Zusammenfassend ldsst sich die Aussage treffen, dass in nicht induzierten
WAP-T-NP8 Tieren die Expression der Cytokeratine mit einem epithelialen Phanotyp korreliert und die

unterschiedliche Verteilung der Cytokeratine eine Diskriminierung der Zell-lineage ermdglicht.

Der Tumorstammzelltheorie nach entsteht die intrinsische zelluldre Heterogenitdt von Tumoren durch
Differenzierungsprozesse von Tumorzellen mit Vorldaufereigenschaften. Dabei unterscheiden sich die
verschiedenen Zellen eines  Tumors hinsichtlich phanotypischen Merkmalen und
Verhaltenseigenschaften. So stellte sich in der vorliegenden Arbeit als erstes die Frage, ob die nach
Induktion entstehenden WAP-T Mammakarzinome eine intrinsische zellulare Heterogenitat aufweisen.
Angesichts der Ergebnisse der Farbungen von normalem Mammagewebe (Abbildung 12) eignen sich die
ausgewahlten Cytokeratine als Marker zur Diskriminierung von Zellen unterschiedlicher lineage-
Differenzierung bzw. Herkunft und somit zur Beantwortung dieser Fragestellung. Jeweils drei

differenzierte und drei undifferenzierte Mammakarzinome wurden fiir diese Untersuchung ausgewahlt.

H&E-Farbungen von Paraffinschnitten der Tumorprobe, die exemplarisch in der Abbildung 13 dargestellt
werden, ermoglichen die Bestimmung des Tumorgrads anhand der Tumormorphologie: bei
differenzierten Tumoren ordnen sich die Zellen in einer Art ,Perlenkette” an, die eine Ubertreibung der
normalen Brustdrisenmorphologie darstellt, wahrend die Zellen undifferenzierter Tumore ohne
erkennbare Ordnung entweder als ,Tumorballe” oder als breiter, mehrschichtiger Streifen wachsen.
Jeder analysierte Tumor wurde anhand eines H&E-Schnitts untersucht und dem entsprechenden Grad

zugeordnet.
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Differenzierte Tumore

Undifferenzierte Tumore

Abbildung 13: Morphologie der fiir die Charakterisierung angewendeten WAP-T-NP8 Tumorproben

Darstellung von H&E gefarbten, 4 um dicken Paraffinschnitten aus WAP-T-NP8 Tumoren. Die obere Zeile zeigt
mikroskopischen Aufnahmen von drei differenzierten Tumoren und die untere Zeile von drei undifferenzierten
Tumoren. Die Aufnahmen erfolgten mit dem 20x Objektiv eines Zeiss Axioskop 2 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland),
das mit einer ProgRes C12 CCD-Kamera (Jenoptik, Jena, Deutschland) versehen war. MafRstab: 100 um.

IV.1.1.1 Cytokeratine 8/18 und Cytokeratin 14

Zur Analyse der Verteilung von Keratinen in den Tumoren wurden Kryoschnitte differenzierter und
undifferenzierter WAP-T-NP8 Tumore mit Antikdrpern gegen Cytokeratine gefarbt. Fiir die Detektion
basaler und luminaler Phdnotypen wurden jeweils Antikorper gegen CK14 bzw. CK8/18 verwendet. Die

Detektion erfolgte Uber fluoreszierende Sekundarantikorper mittels Laser-Konfokalmikroskopie.

Abbildung 14 stellt reprasentative Co-Farbungen von CK8/18 mit SV40 Large-T-Antigen (SV40-LT), CK14
mit LT und CK8/18 mit CK14 dar. Da die Proteine des Transgens (friilhe Region des SV40-Virus) die
Induktion und Progression der Mammakarzinome in dem WAP-T Mausmodel bewirken, ermdglicht eine
SV40-LT-Farbung die Visualisierung der Tumorzellen (Verweis auf Einleitung). Die Abbildung 14 (A, C, D
und F) zeigt, dass CK8/18 unabhingig vom Tumorgrad in nahezu allen Tumorzellen exprimiert wird.
Allerdings kénnen sowohl Tumorzellverbande mit starker als auch mit schwacher CK8/18-Expression

beobachtet werden.
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Differenzierte Tumore

Undifferenzierte Tumore

CK8/18 SV40-LT DRAQS CK14 SV40-LT DRAQS CK8/18 CK14 DRAQS

Abbildung 14: Darstellung von CK8/18 und CK14 in WAP-T-NP8 Tumoren

Die Expression und Lokalisation von CK14 und CK8/18 wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz-Farbungen in
differenzierten und undifferenzierten WAP-T-NP8 Mammakarzinomen untersucht. Die Antikérper wurden in
folgenden Kombinationen auf 8 um dicke, mit 4% PFA fixierte und mit 1% Triton X-100 permeabilisierte
Kryoschnitte angewendet: CK8/18 mit SV40-LT (A und D), CK14 mit SV40-LT (B und E) und CK8/18 mit CK14 (C und
F). Die Detektion erfolgte liber fluoreszierende Alexa®- bzw. DyLight®-gekoppelte sekundare Antikorper. Zellkerne
wurden mit DRAQ5® gefarbt. Die Aufnahmen wurden mit dem 40x Objektiv eines Laser-Konfokalmikroskops (LSM
510 Meta, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) durchgefihrt. Alle mikroskopischen Darstellungen sind das Ergebnis
der Rekonstruktion von z-Stapel-Aufnahmen mithilfe des Imaris v5.0.1 Programms (Bitplane, Zirich, Schweiz).
Malstab: 50 um.

Wie CK8/18 lasst sich auch CK14 ubiquitdr in den Zellen der differenzierten Tumore nachweisen.
Dagegen zeigen in undifferenzierten Tumoren nur wenige Tumorzellen eine CK14-Expression (Abbildung
14B, Abbildung 14C, Abbildung 14E und Abbildung 14F). Die Co-Farbung von CK8/18 mit CK14 konnte
diese Beobachtungen bestatigen (Abbildung 14C und Abbildung 14F). Dabei korrelierte die Starke der

CK14-Expression negativ mit der Expression von CK8/18.

WAP-T-NP8 Tumore zeigen eine Mikroheterogenitit hinsichtlich der CK8/18- und CK14-Expression,
wobei sich die Expressionsmuster differenzierter und undifferenzierter Tumore unterscheiden: Zellen in
G1-G2 Tumoren exprimieren gleichzeitig luminale und basale Marker; G3-G4 Tumorzellen exprimieren
hauptsachlich die luminalen Cytokeratine CK8/18 und seltener CK14. Die Beobachtung, dass die

Expressionsintensitat von CK8/18 und CK14 negativ korreliert, weist darauf hin, dass sich die
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Tumorzellen moglicherweise in unterschiedlichen Differenzierungsstadien befinden. Zur Klarung dieser

Fragestellung wurden die WAP-T-NP8 Tumore hinsichtlich weiterer Cytokeratine untersucht.

IV.1.1.2 Cytokeratin 6

Abbildung 15 zeigt reprasentative Aufnahmen von Co-Farbungen von Tumorschnitten fir CK6 mit
CK8/18 oder LT. Hierbei wurde festgestellt, dass in undifferenzierten WAP-T-NP8 Tumoren eine kleine
Zellpopulation CK6 positiv ist. Diese Zellen sind sowohl positiv fir CK8/18 als auch fir LT, wobei die CK6
positiven Zellen eine schwachere LT-Expression als die Gbrigen Tumorzellen zeigen. Interessanterweise

konnte CK6 in differenzierten Tumoren nicht detektiert werden.

>

Differenzierte Tumore

Undifferenzierte Tumore

CK8/18 CK6 DRAQS CK6 SV40-LT DRAQS

Abbildung 15: Darstellung von CK6 in WAP-T-NP8 Tumoren

Die Expression und Lokalisation von CK6 wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz-Farbungen in differenzierten
und undifferenzierten WAP-T-NP8 Mammakarzinomen untersucht. Die Antikérper wurden in folgenden
Kombinationen auf 8 um dicke, mit 4% PFA fixierte und mit 1% Triton X-100 permeabilisierte Kryoschnitte
angewendet: CK8/18 mit CK6 (A und C) und CK6 mit SV40-LT (B und D). Die Detektion erfolgte tiber fluoreszierende
Alexa®- bzw. DyLight®-gekoppelte sekundare Antikorper. Zellkerne wurden mit DRAQ5® gefarbt. Die Aufnahmen
wurden mit dem 40x Objektiv eines Laser-Konfokalmikroskops (LSM 510 Meta, Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
durchgefiihrt. Alle mikroskopischen Darstellungen sind das Ergebnis der Rekonstruktion von z-Stapel-Aufnahmen
mithilfe des Imaris v5.0.1 Programms (Bitplane, Ziirich, Schweiz). MaRstab: 50 um.

Wie bereits erwahnt wird Cytokeratin 6 in der Literatur als Marker fir Vorlduferzellen der embryonalen
Brustdriise beschrieben. Die differentielle Expression von CK6 in den undifferenzierten WAP-T-NP8

Tumoren zeigt erneut eine starke Heterogenitat der Tumorzellen und unterstitzt dabei die Theorie, dass
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die Tumormasse aus Zellen mit unterschiedlichem Differenzierungsgrad, von unreif bis nahezu

enddifferenziert, besteht.

Die An- bzw. Abwesenheit von CK6 und die verschiedenen CK14-Expressionsmuster sind Eigenschaften,
welche differenzierte von undifferenzierten Tumoren unterscheiden und weisen darauf hin, dass beide
Tumortypen sich aus unterschiedlichen Vorlauferzellen entwickeln bzw. ein unterschiedliches

Differenzierungspotenzial besitzen.

Um die Beobachtungen hinsichtlich der ausgewdahlten Cytokeratine in den WAP-T-NP8 Tumoren zu
bestatigen, wurde die Expression der entsprechenden mRNA-Transkripte anhand von RNA-Microarrays

und quantitativer Real-Time PCR (qRT-PCR) untersucht.

IV.1.1.3 RNA-Microarrays von WAP-T-NP8 Tumoren

Um die Mechanismen der Tumorentstehung und -progression besser zu verstehen, wurden als Vorarbeit
zahlreiche RNA-Microarray-Expressionsanalysen aus normalen Balb/c Mammageweben, WAP-T
Tumorvorstufen und WAP-T Tumoren verschiedener Grade durchgefiihrt (siehe Abs. 111.4.11). Die fur
diese Microarrays verwendeten Tumorproben wurden nach stringenten Kriterien ausgewahlt: anhand
der H&E-Farbungen von Paraffin-Schnitten wurden die Tumore ausgeschlossen, denen kein eindeutiger
Tumorgrad zugeordnet werden konnte oder die einen zu groBen nekrotischen Anteil aufwiesen. Somit
wurde verhindert, dass RNA gemischter Tumortypen bzw. degradierte RNA analysiert wurden. Fir die
Analyse wurde die Affymetrix Mouse 430 v2.0 Plattform verwendet. Die Auswertung der Daten erfolgte
anschlieRend mit Hilfe des dChip Programms, wobei folgende Einstellungen verwendet wurden

(Abbildung 16):
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Abbildung 16: Darstellung der in DChip fiir die Cluster-Analyse vorgenommene Einstellungen

Screenshot der in der DChip Software vorgenommenen Einstellungen: die Microarray-Daten wurden normalisiert
und als logarithmische Werte in den Arbeitsspeicher geladen. Einstellungen fiir die Cluster-Analyse: Probe auf
Mittelwert standardisiert; Euclidean Distanzberechnung; Linkage-Verfahren: Zentroid; Anordnung der Gene: nach
Clusterdhnlichkeit.

Zunachst wurden die vorhandenen RNA-Microarray-Daten von WAP-T-NP8 Tumoren verwendet, um die
Expression der Cytokeratine zu analysieren. Die in den Immunfluoreszenz-Farbungen untersuchten
Cytokeratine wurden fiir eine Cluster-Analyse ausgewahlt und als ,Heatmap” dargestellt (Abbildung 17).
Dabei wurde deutlich, dass die Expression der Keratingene Krt6a und Krt14 eine Unterscheidung von
differenzierten und undifferenzierten Tumoren erméglicht. Im Normalfall ist die CK14-mRNA starker in
differenzierten Tumoren reprasentiert, wahrend hingegen in den G3-G4 Tumoren CK6-Transkripte
starker exprimiert werden. Die Tumorprobe 12271-2 (G1 Tumor) zeigte eine leicht erhohte CK6-
Expression, wurde aber durch die hohe Menge des CK14-Transkripts der Gruppe der differenzierten
Tumore korrekt zugeordnet. Ahnlich zeigte die Probe 12108-5 (G3 Tumor) eine etwas héhere Expression
von CK6 und CK14, konnte jedoch ebenfalls korrekt klassifiziert werden. Eine Erklarung fiir den Phanotyp
beider Proben konnte sein, dass trotz der Uberpriifung der Tumormorphologie anhand von H&E-
Schnitten die RNAs aus Tumorbereichen mit Clustern verschiedener Differenzierungsstadien extrahiert
und analysiert wurden. Die Keratine 8 und 18 waren in allen untersuchten Proben sehr stark exprimiert,
was mit den Ergebnissen der Immunfluoreszenz Ubereinstimmt (vergleiche Abbildung 14). Anhand der

CK8- und CK18-Expression konnten die Proben allerdings nicht eindeutig zugeordnet werden.
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Abbildung 17: Differenzielle Expression der Krt 18, Krt 14 und Krt 6 Gene in differenzierten und undifferenzierten
WAP-T-NP8 Tumoren (RNA-Microarray Daten)

Expressionsanalyse als Heatmap dargestellt fur Krt6a, Krt8, Krtl4 und Krtl8 aus RNA-Microarray Daten
differenzierter (n=6) und undifferenzierter (n=6) WAP-T-NP8 Tumore: Werte wurden als Signal Log Ratio
miteinander verglichen und die Tumorprobe einer Cluster-Analyse unterzogen. Die Tumorproben wurden einer
RNA-Extraktion mit Trifast-Reagenz unterzogen. Die Microarray Analysen erfolgten auf der Affymetrix Mouse 430
v2.0 Plattform.

IV.1.1.4 Quantitative PCR fir die Cytokeratine 6, 14 und 18

Um die Ergebnisse der Expressionsanalyse zu validieren, wurden aus unabhangigen Experimenten
mRNAs aus jeweils 5 differenzierten und 8 undifferenzierten Tumoren isoliert. Bei der Auswahl der
Proben galten die gleichen Ausschlusskriterien wie bei der RNA-Microarray-Analyse. Definierte Mengen
der mRNAs wurden in cDNA umgeschrieben und anschliefend fir die quantitative PCR eingesetzt (siehe
Abs. [11.4.9 und 111.4.10). Dabei wurden die Mengen an Cytokeratin-Transkripten mittels spezifischer
Primer fur CK6, CK14 und CK18 relativ zueinander quantifiziert. Alle Proben wurden jeweils auf die
Expression des Haushaltsgens Hprt1 (Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase 1) normiert und
die Normierung wurde mit Gapdh (Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) als interne Kontrolle

Gberprift.


http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGene?hgsid=156045964&db=mm9&hgg_gene=uc009ter.1&hgg_chrom=chrX&hgg_start=50341254&hgg_end=50374837
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGene?hgsid=156045964&db=mm9&hgg_gene=uc007igj.1&hgg_chrom=chr11&hgg_start=26685107&hgg_end=26687859
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Abbildung 18: Differenzielle Expression der Krt 18, Krt 14 und Krt 6 Gene in differenzierten und undifferenzierten
WAP-T-NP8 Tumoren (Quantitative PCR Daten)

Relative Quantifizierung der Krt18, Krt14 und Krt6 Expression in differenzierten und undifferenzierten WAP-T-NP8
Tumoren. Die RNA von differenzierten (n=5) und undifferenzierten (n=8) Tumorproben wurde mit Trifast (Peglab,
Erlangen) extrahiert, in cDNA umgeschrieben und mittels gPCR untersucht. Die Analysen erfolgten in einem 7500
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA) und wurden mit der Software SDS v1.4
ausgewertet. Jede Messung wurde als Dreieransatz durchgefiihrt (ca. 5 ng cDNA pro Messung). Die
Expressionswerte der Proben wurden auf Hprtl normiert; Gapdh, ein zweites Haushaltsgen diente als interne
Kontrolle. Die relativen Expressionsunterschiede (RQ) werden als 2% Werte dargestellt, wobei jeweils die Probe
#13204-7 als Kalibrator diente (Ct: cycle threshold). Fehlerbalken stellen Standardabweichungen dar.

Wie bereits durch die Analysen der Expressions-Arrays gezeigt, weisen die in Abbildung 18 dargestellten
differenzierten WAP-T-Tumore eine signifikant hohere CK14-Expression (Faktor 2 bis 4,5) und eine
wesentlich geringere CK6-Expression (Faktor < 2) im Vergleich zu undifferenzierten WAP-T-Tumoren auf.
Die undifferenzierte Tumorprobe 13204-7 war hier die einzige Probe die keine stark erhéhte Expression
des CK6-Transkripts zeigte. Bezlglich des Krt18-Gens konnte erneut kein signifikanter
Expressionsunterschied zwischen differenzierten und undifferenzierten Tumorproben festgestellt

werden.
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Sowohl die Microarray- als auch die gPCR-Analyse bestdtigten die Beobachtungen der
Immunfluoreszenz-Analysen: differenzierte WAP-T Tumore unterscheiden sich von undifferenzierten
WAP-T Tumoren hinsichtlich einer sowohl auf mRNA- als auch auf Protein-Ebene verstarkten Expression
von CK14 und einer reduzierten Expression von CK6. Hervorzuheben ist hierbei die Beobachtung, dass
die Tumore nicht aus einer homogenen Zellpopulation sondern aus Tumorzellen mit unterschiedlichen

lineage-Markern bestehen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass WAP-T Tumorgewebe eine intrinsische Heterogenitat
beziglich verschiedener Differenzierungsmarker aufweisen, die in normalen Geweben spezifisch in
unterschiedlichen, gut definierten Zelltypen von exprimiert werden. Basierend auf der Eigenschaft von
Vorlauferzellen, in unterschiedliche Zell-lineages differenzieren zu kénnen (Differenzierungspotential),
geben diese Ergebnisse einen deutlichen Hinweis auf die Anwesenheit von Tumorstammzellen in WAP-T

Tumoren.

Eine weitere und wichtige Eigenschaft von Tumorstammazellen ist die Fahigkeit als Tumor initiierende
Zelle zu fungieren. Ein nachster Schritt dieser Arbeit bestand deshalb darin, WAP-T Tumorzellen
hinsichtlich ihres Potentials zu untersuchen, nach Transplantation in gesunde Empfangermduse einen
Tumor auszubilden. Ein Hauptaspekt galt dabei der Fragestellung, ob sich distinkte Zellpopulationen
innerhalb eines Tumors durch verschiedene Tumorinitiierungseigenschaften auszeichnen. Um diese
Fragestellung beantworten zu kénnen wurde zundchst die Methode der Tumorzelltransplantation

etabliert.
IV.1.2 Etablierung des Tumorzell-Transplantationsverfahrens

IV.1.2.1 Untersuchung der Tumor-initilerenden Eigenschaften der WAP-T Tumorzellen

WAP-T Primartumore wurden als Ausgangsmaterial zum Gewinn von Tumorzellen verwendet. Die
Induktion der Mammakarzinome erfolgte durch Verpaarung von transgenen Weibchen im Alter von acht
Wochen. Nach 4 bis 8 Monaten konnten die Tumore entnommen werden. Die Beschreibung des
Primartumorzell-Dissoziationsverfahrens und der Transplantation ist im Abschnitt 111.3.2.1und 111.1.5 zu
finden. Um die Wachstumsfahigkeit der WAP-T-NP8 Tumorzellen nach orthotopischer Transplantation zu

untersuchen, wurden verschiedene Versuchsansatze getestet.

Die urspriingliche Planung der Experimente sah vor, die Tumorinitiierungseigenschaften von WAP-T-NP8
Tumorzellen in Wildtyp BALB/c Empfangertieren zu untersuchen. Als erster Schritt der Optimierung des

Transplantationsverfahrens wurden 1,5 x 10° dissoziierte Primartumorzellen in die Brustdriise #3 von
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jungfraulichen BALB/c Weibchen (n=10) transplantiert (Abbildung 19). Jedoch wurde beobachtet, dass
die Injektion lediglich in 30% der Falle zum Tumorwachstum fiihrte (Abbildung 20). Dieses unerwartete
Ergebnis kann entweder durch ein schwaches Ansiedlungs- und Anwachspotential der Primartumorzellen
oder eine TransplantatabstoRung erklart werden. Um die Frage einer Immunantwort gegen durch das
Transgen kodierte Proteine zu prifen, wurden in einem nachsten Schritt nicht induzierte (jungfrauliche)
WAP-T Mause mit WAP-T-NP8 Tumorzellen transplantiert. Um die Spezifizitdit einer moglichen
Immunantwort nach Transplantation zu untersuchen, wurden Empfangertiere dreier unterschiedlicher
Mauslinien ausgewahlt: WAP-T1, WAP-T-NP8 und WAP-T-NP6 (Tabelle 15). Wahrend WAP-T1 Mause fir
ein LT-Wildtyp kodieren, exprimieren WAP-T-NP8 und -NP6 Mause eine Variante von LT-Antigen, welche
mit einem Epitop aus dem Nukleokapsidprotein des Lymphozytdren Choriomeningitis Virus (LCMV NP-
Epitop) fusioniert ist. Die NP-Peptidsequenz dient hierbei als stark immunogenes Epitop (Schulz, Aichele
et al. 1989; Schulz, Zinkernagel et al. 1991; Moskophidis and Zinkernagel 1995). WAP-T-NP8 und -NP6
Mause unterscheiden sich durch eine unterschiedliche Kopien-Anzahl des Transgens an verschiedenen
Stellen im Genom was unter anderem zu unterschiedlichen Expressionsprofilen nach Induktion fiihrt
(siehe Abs 1.5) (Schulze-Garg, Lohler et al. 2000). Der Vergleich zwischen Tumorwachstum in transgenen
und nicht-transgenen Empfangertieren sollte einen Hinweis auf eine auf LT bezogene Immunantwort
liefern, wahrend der Vergleich der WAP-T1 mit WAP-T-NP8 bzw. -NP6 Empfiangertiere die Beteiligung

des NP-Epitops im Erkennungsprozess klaren sollte.

Tabelle 15: Darstellung der fiir die Transplantationen angewendeten Primartumore und der entsprechenden
Empfingertiere

- e " Spendertiere ' Empféingertiere
> (E\/‘ 3 O WAP-T-NPS B:‘\:lBo/c w;:f;«n wm::s-npa w;x:-;u%
AD /X
Pl . 12360-8 X - X XX
ok ” 12369-8 X X X
12370-2 X
12371-8 X X X
12382-1 X
» Lo 123925 X X X
12393-4 X X X
12451-8 XX X - X

Abbildung 19: Darstellung der Brustdriisennummerierung der Maus und des orthotopischen Transplantationsorts

Abbildung 20 fasst zusammen mit welchem Erfolg Tumore in den unterschiedlichen Mauslinien initiiert
wurden. Das Tumorwachstum nach Transplantation bei den WAP-T Empfangertieren lag unabhangig von

der transplantierten Mauslinie bei 100%. Die Tatsache, dass Tumore mit einer geringeren Frequenz in
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BALB/c Wildtyp Tieren wachsen, ldsst vermuten, dass eine spezifische Immunantwort gegen Zellen, die
das Transgen exprimieren, stattfindet. Da kein Unterschied im Tumorwachstum zwischen
transplantierten WAP-T1 und WAP-T-NP6 / -NP8 detektiert wurde, konnte des Weiteren gezeigt werden,
dass in diesem Fall das LCMV-NP Epitop keine vorrangige Rolle in dem Erkennungsprozess der
Tumorzellen fiir die Immunzellen spielte. Die Frage, ob die Erkennung und Eliminierung der
transplantierten Zellen liber eine direkte oder indirekte Detektion der SV40 Proteine stattfindet, konnte

durch diese Experimente nicht beantwortet werden.
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Abbildung 20: Darstellung des Transplantationserfolgs von WAP-T-NP8 Primartumorzellen in syngenen BALB/c,
WAP-T1, WAP-T-NP6 und WAP-T-NP8 Empfingertieren

Prozentual dargestellte Ergebnisse der Transplantationen von dissoziierten Primarzellen aus WAP-T-NP8 Tumoren
(n=8) in jungfraulichen BALB/c (n=10), WAP-T1 (n=3), WAP-T-NP6 (n=6) und WAP-T-NP8 Weibchen (n=3). Die
Dissoziation der Primadrtumorzellen erfolgte durch Kollagenase-Verdau; die Vitalitdt der Zellen wurde durch
Trypanblau-Farbung gepriift. Fir die Transplantation wurden jeweils 1,5 x 10° Zellen in 20 pl Quantum-Matrigel
(1:1) resuspendiert und in die Mammagewebe #3 der Empfangertiere injiziert. Transplantierte Tiere wurden
zweimal wochentlich abgetastet und gemessen fiir eine Beobachtungszeit von maximal 9 Monaten.

IV.1.2.2 Kontrolle der Transplantationen in WAP-T Mause

Da die WAP-T1, WAP-T-NP8 und WAP-T-NP6 Empfangertiere die frilhe SV40 Genregion als Transgen
enthalten, stellte sich die Frage, ob die durch die Tumorzelltransplantation entstehende Wunde
und/oder die darauffolgende Infiltration von Immunzellen am Injektionsort zur Aktivierung des
Transgens in den Brustdriisen-Epithelzellen der Empfangertiere fihren kann. In diesem Fall kénnten die
in transplantierten Tieren entstehenden Tumore aus eigenen, durch SV40-LT-Expression transformierten
Zellen entstehen. Um diese Moglichkeit ausschlieRen zu kdnnen wurden zwei jungfrauliche WAP-T-NP8
Mause mit jeweils 30 pl Quantum-Matrigel (1:1) ohne Tumorzellen in den Drisen #3 und #6
transplantiert. Die Tiere wurden am Tag 7 bzw. am Tag 14 nach Transplantation seziert und analysiert.
Hierbei wurden die Brustdriisen #2 und #3 mit Formalin fixiert, in Paraffin eingebettet und anschlieBend
mittels immunhistochemischer Verfahren auf SV40-LT gefarbt um eine Aktivierung des Transgens auf

Proteinebene detektieren zu kénnen (Abbildung 21C). Die Gewebe #6 und #7 wurden in flissigem
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Stickstoff tiefgefroren. Spater wurde mRNA aus diesen Proben aufgereinigt, in cONA umgeschrieben und
in einer PCR auf SV40 LT analysiert (Abbildung 21B). Die Gewebe #2 und #7 dienten jeweils als
Negativkontrollen. In beiden Untersuchungen konnte sowohl 7 als auch 14 Tage nach Injektion von
Quantum-Matrigel keine Aktivierung des Transgens nachgewiesen werden. Eine Aktivierung des WAP-

Promotors, initiiert durch das Transplantationsverfahren, konnte damit ausgeschlossen werden.
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Abbildung 21: Kontrolle zu den Transplantationsexperimenten

A: Transplantation der Mammagewebe #3 und #6 von WAP-T-NP8 Empfangertieren (n=2) mit jeweils 30 pl
Quantum-Matrigel (1:1). Die 2 Kontrolltiere wurden 7 Tage bzw. 14 Tage nach Transplantation seziert und die
Gewebe #2, #3, #6 und #7 prapariert. B: Nachweis des SV40 LT Transkripts mittels PCR: die RNAs wurden aus den
Geweben #6 und #7 mit Trifast (Peqlab, Erlangen) extrahiert, in cDNA umgeschrieben und PCRs auf SV40 LT und
Aktin unterzogen. Die aus einem WAP-T x WAP-mutp53-Tumor etablierte G-2 Zelllinie diente als Positivkontrolle,
die Drise #7 als Negativkontrolle. C: Nachweis von SV40 LT durch Immunhistochemie: die Gewebe #2 und #3 der
jeweiligen Mduse wurden mit 4% Phosphat-gepuffertem Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. 4 um dicke
Schnitte wurden jeweils immunhistochemischen Farbungen fir SV40 LT unterzogen. Die Gewebe #2 dienten als
Negativkontrolle. Die Aufnahmen erfolgten mit dem 10x Objektiv eines Zeiss Axioskop 2 (Zeiss, Oberkochen,
Deutschland), das mit einer ProgRes C12 CCD-Kamera (Jenoptik, Jena, Deutschland) versehen war. MaRstab: 200

pum.
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IV.1.2.3 Lineage-Depletion der primaren Tumorzellen

Nachdem eine Aktivierung des Transgens durch das Transplantationsverfahren ausgeschlossen werden
konnte, stellte sich als nachstes die Frage, ob eventuell durch die Co-Transplantation von Immunzellen
des Spendertieres mit Tumorzellen eine Immunantwort ausgeldst wird. Dazu wurden weitere
Transplantationsexperimente durchgefiihrt. Mogliche Immun- und Blutzellen, die zusammen mit den
Tumorzellen extrahiert wurden, konnten durch eine antikérperbasierende lineage-Depletion entfernt
werden (siehe Abs. 11.3.2.2). Zell- und extrazelluldare Trimmer wurden fast vollstandig in der Saule
zuriickgehalten. Diese Methode ermdglichte es somit eine reinere Tumorzellsuspension zu bekommen
und Nebeneffekte durch eine unspezifische Immunantwort zu minimieren. Finf Primartumore wurden
als Ausgangsmaterial verwendet und jeweils 10° Zellen in jungfrauliche BALB/c und WAP-T Weibchen
transplantiert. Tabelle 16 fasst den Transplantationsplan zusammen; in Abbildung 22 ist die

Tumorinitiierung in den jeweiligen Empfangertieren dargestellt.

Tabelle 16: Darstellung der fiir die Transplantationen von Lin~ Zellen verwendeten Primidrtumore und der
entsprechenden Empfingertiere

Spendertiere Empfingertiere

£ 1o0%
b-|
BaLB,c WAP-T1 WAP-T-NFPB —_
P-T- -
WAP-T-NPG n=5 n=2 n=3 gé T BO%
55 £
126242 X 53¢ 60%
12625-2 X 5 EE aon
-ul-i -
12631-1 X X E_ E E 20%
126388 X s
0% +
12639-7 X b E WAP-T-NPE  WAP-TL BALB/
Empfingertiers

Abbildung 22: Darstellung des Transplantationserfolgs von Lin® WAP-T-NP8 Primdrtumorzellen in syngenen
BALB/c, WAP-T1, und WAP-T-NP8 Empfingertieren

Prozentual dargestellte Ergebnisse der Transplantationen von dissoziierten lin® Tumorzellen aus WAP-T-NP8
Tumoren (n=5) in jungfrduliche BALB/c (n=5), WAP-T1 (n=2) und WAP-T-NP8 Weibchen (n=3). Die Dissoziation der
Primartumorzellen erfolgte durch Kollagenase-Verdau; die Primarzellen wurden einer lineage-Depletion
unterzogen (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach); die Vitalitat der Zellen wurde durch Trypanblau-Farbung gepriift.
Fir die Transplantation wurden jeweils 10° Zellen in 20 ul Quantum-Matrigel (1:1) resuspendiert und in das
Mammagewebe #3 der Empfangertiere injiziert. Transplantierte Tiere wurden zweimal wdchentlich fiir eine
Beobachtungszeit von maximal 9 Monaten abgetastet und die TumorgroRRe gemessen.

Lineage negative (Lin) Tumorzellen initiierten zu 40% Tumore nach Transplantation in BALB/c Tieren,

wahrend erneut 100% der WAP-T Empfangertiere Tumore entwickelten (Abbildung 22).

Zusammengefasst konnte somit in diesen Transplantationsexperimenten kein signifikanter Unterschied
in der Tumorinitiierung zwischen Zellen vor und nach lineage-Depletion gemessen werden. Dies weist

darauf hin, dass Immunzellen des Spendertiers keine wichtige Rolle in der Abwehr der Tumorzellen in
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BALB/c Wildtyp Mdausen spielen. Es kann deshalb vermutet werden, dass in BALB/c Mausen eine

Immunreaktion gegen transplantierte WAP-T-NP8 Tumorzellen stattfindet.

Wegen des schlechteren Wachstums der priméren Tumorzellen in BALB/c Weibchen wurden in den

folgenden Versuchen ausschlieflich transgene Empfangertiere (WAP-T) eingesetzt.

IV.1.3 Bestimmung der Frequenz der Tumor-initiierenden Zellen in WAP-T Tumoren

Auf der Suche nach Tumorstammzellen in WAP-T Mausen stellte sich als Nachstes die Frage, mit welcher
Frequenz Tumor-initiierende Zellen in WAP-T Tumoren vorkommen. Dazu wurden unterschiedliche
Zellzahlen primarer Tumorzellen in jungfrauliche WAP-T-NP8 Weibchen transplantiert. Dabei wurden Lin’
Tumorzellen eingesetzt, da das lineage-Depletion-Verfahren zu einer allgemein reineren Zellsuspension
flhrte. Die Qualitat der Primarzellsuspension ist insbesondere bei der Transplantation einer geringen
Zellanzahl und bei den fiir einen spateren Zeitpunkt geplanten Durchflusszytometrie-Experimenten von

Bedeutung.

2 differenzierte und 4 undifferenzierte Primartumore dienten als Ausgangsmaterial fir die
Transplantation von jeweils 10* und 10° Zellen als Einzelexperiment und 10® und 10" Zellen als Replikate.
Die Zellen wurden in Quantum-Matrigel resuspendiert und orthotopisch in WAP-T-NP8 Empfangertieren
injiziert. Tabelle 17 fasst das Transplantationsschema sowie den Transplantationserfolg zusammen.
Manche Empfangertiere entwickelten nach langerer Beobachtungszeit distante Tumore, die nicht als
Mammakarzinome klassifiziert wurden und deren Ursprung nicht eindeutig bestimmt werden konnte.

Diese Tumore wurden fiir die folgende Untersuchung nicht bericksichtigt.

Sowohl differenzierte als auch undifferenzierte Tumorzellen konnten in allen Untersuchungen mit 10*

und 10° transplantierten Zellen einen Tumor initiieren. Ab 10° Zellen nahm die Effizienz der
Transplantation ab. Nach Injektion von 100 primadren Tumorzellen entwickelten 7 von 12 Tieren (58%)
ein Mammakarzinom, wobei die Tumorentwicklung bei 6 von 8 (75%) der Ansatze aus undifferenzierten
Primartumoren erfolgreich war und lediglich bei 1 von 4 (25%) Ansatzen der differenzierten Tumorzellen
Tumore wuchsen. Mit 10 Zellen konnten nur undifferenzierte Tumorzellen einen Tumor bei 3 von 8

(38%) Ansatzen erzeugen. In Abbildung 23 sind diese Ergebnisse zusammengefasst dargestellt.
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Tabelle 17: Tabellarische Darstellung des Transplantationserfolges von WAP-T-NP8 Primartumorzellen

Transplantation von Primadrtumorzellen in syngene Empfangertiere nach serieller Dilution. Ein Empfangertier der
Kohorte #1 (10 Zellen) wurde wegen schlechtem Allgemeinzustand vorzeitig getétet und wurde aus diesem Grund

ausgeschlossen.

100%

Transplantationserfalg (in %)

10" Zellen

Undifferenzierte WAP-T Tumaore

100%

107 Zellen

10” Zellen

- 8%
T

10" Zellen

B Differenzierte WAP-T Tumore

Transplantierte Zellanzahl

Ausgangstumore
Kohorte #1 Kohorte #2 Kohorte #3 Kohorte #4 Koharte #5 Kohorte #6
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Abbildung 23: Darstellung des Transplantationserfolgs von differenzierten bzw. undifferenzierten WAP-T-NP8
Primartumorzellen in Abhdngigkeit von der Anzahl transplantierter Zellen.
Prozentual dargestellte Ergebnisse der Transplantationen einer seriellen Dilution (104,103, 10° und 10 Zellen) von
lin" dissoziierten Primarzellen aus WAP-T-NP8 Tumoren (n=6) in jungfrauliche WAP-T-NP8 Weibchen (n=36). Die
dunkelblauen und hellblauen Balkensegmente stellen jeweils den Transplantationserfolg von differenzierten und
undifferenzierten Tumoren fiur die angegebene Zellzahl dar. Die Dissoziation der Primartumorzellen erfolgte durch
Kollagenase-Verdau; die Primérzellen wurden einer lineage-Depletion unterzogen (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach); die Vitalitat der Zellen wurde durch Trypanblau-Farbung gepruft. Fir die Transplantation wurden die
Zellen anschlieRend in 20 pl Quantum-Matrigel (1:1) resuspendiert und in die Mammagewebe #3 der
Empfangertiere injiziert. Transplantierte Tiere wurden zweimal wdochentlich fir eine Beobachtungszeit von maximal
9 Monaten abgetastet und die TumorgréRe gemessen.
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Mit dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass in WAP-T Tumoren mindestens eine von 1000
Zellen in der Lage ist einen Tumor zu initiieren. Des Weiteren weisen die Transplantationsversuche mit
geringerer Zellanzahl darauf hin, dass undifferenzierte Tumore im Vergleich zu differenzierten Tumoren
moglicherweise mehr Zellen mit Tumor-initilerenden Eigenschaften enthalten. In einigen Fallen scheinen

diese Zellen mehr als 10% aller Tumorzellen zu reprasentieren.

Um die nach Transplantation entstandenen Tumore naher zu charakterisieren, wurden Paraffinschnitte
H&E gefarbt und anhand der Morphologie einem Grading zugeordnet. Die Farbungen zeigten, dass
transplantierte Tumore die Morphologie der primdaren Tumore widerspiegeln. Zellen aus
undifferenzierten Tumoren generierten nur undifferenzierte Tumore, wahrend differenzierte Zellen
vorwiegend differenzierte Tumore hervorbrachten (Abbildung 24). In einem Einzelfall wurde aus einem
differenzierten Mammakarzinom ein undifferenzierter Tumor initiiert (Kohorte #1). Dies lasst sich
dadurch erklaren, dass WAP-T Primartumore nicht ausschlieRlich monoklonal sind, sondern haufig
mehrere Teile verschiedener Urspriinge und Phdnotypen enthalten. Ein Tumor, der als differenziert
gegradet wurde, kann einen kleineren undifferenzierten Bereich enthalten. Da G3-G4 Zellen ein héheres
Tumorinitilerungspotential besitzen, besteht auRerdem die Madglichkeit, dass sich diese nach
Transplantation gegeniber differenzierten Tumorzellen durchgesetzt haben. Tabelle 18 fasst zusammen,

welchen Grad die durch Transplantation initiierten Tumore aufwiesen.

Zusammengefasst weisen diese Beobachtungen darauf hin, dass schon wenige WAP-T-NP8 Tumorzellen

in der Lage sind, den Phanotyp des Primartumors zu reproduzieren.
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Primartumor

Transplantierter Tumor

Undifferenziert

Abbildung 24: Morphologie primarer und transplantierter WAP-T-NP8 Tumoren
Darstellung von mit H&E gefarbten, 4 um dicken Paraffinschnitten aus WAP-T-NP8 Tumoren. Die obere Zeile stellt

mikroskopische Aufnahmen eines differenzierten Primartumors (links)

und eines nach Transplantation

entstandenen Tumors dar. Undifferenzierte primére (links) und nach Transplantation entstandene (rechts) Tumore
werden in der unteren Zeile gezeigt. Die Aufnahmen erfolgten mit dem 20x Objektiv eines Zeiss Axioskop 2 (Zeiss,
Oberkochen, Deutschland), das mit einer ProgRes C12 CCD-Kamera (Jenoptik, Jena, Deutschland) versehen war.

Malstab: 100 pum.

Tabelle 18: Tabellarische Darstellung des Grads der nach Transplantation gewachsenen Tumore
Transplantation von Primartumorzellen in syngene Empfangertiere nach serieller Dilution

Ausgangstumore
Kohorte #1 Kohorte #2 Kohorte #3 Kohorte #4 Kohorte #5 Kohorte #6
13197-2  Grad2 13220-2h Grad2 13198-5 Grad3 132047 Grad3 132054 Grad3 132253  Grad3
= 10° Zellen [=] G2 G3 G3 G3 G3
M
g
- 10° Zellen - G2 G3 G3 G3 G3
]
£
2 o? - G2 G3 G3 - G3
§ 10" Zellen - - 63 : 63 63
o
£
[ - - G3 - - -
= 10! Zellen

G3 G3 - -
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Zusammen mit der Heterogenitit der lineage-Markerverteilung (Abs. 1V.1.1.1 und IV.1.1.2) und dem
Tumorinitilerungspotential (Abs. 1V.1.3) ist die Phanotyprekapitulierung eine dritte, filr
Tumorstammzellen beschriebenen Eigenschaft und weist erneut darauf hin, dass WAP-T Tumore Zellen

mit Vorlaufereigenschaften enthalten.

Als Nachstes sollte untersucht werden, ob sich die Tumorstammzellen der WAP-T Tumore mithilfe von in
der Literatur beschriebenen  Markern isolieren lassen. Da die Untersuchung von
Tumorstammzelleigenschaften in WAP-T Primartumorzellen aufgrund der langen Entwicklungsdauer und
der limitierten Anzahl von verfiigbaren endogenen Tumoren sowie des komplizierten und zeitintensiven
Primarzell-Dissoziierungsverfahren ein schwieriges und langwieriges Vorhaben ist, wurden bereits
etablierte Mammakarzinomzelllinien aus WAP-T Tumoren verwendet, die ebenso wie endogene WAP-T
Tumore in parallelen Experimenten untersucht werden sollten. Voraussetzung fir das Einbeziehen einer
Zelllinie in den folgenden Experimenten war dabei, dass die verwendenten Zellen die Eigenschaften der
Primartumore, wie z. B. Heterogenitat der Expression von lineage-Markern oder tumoriniziierende

Eigenschaften in syngenen Mausen, widerspiegeln.

IV.1.4 Charakterisierung und Relevanz der G-2 Zelllinie fiir das WAP-T Mausmodell

G-2 Zellen wurden aus einem undifferenzierten bi-transgenen Mammakarzinom der WAP-T1 x WAP-H22
Mauslinie etabliert, die zusatzlich zur frihen Genregion von SV40 ein mutiertes p53-Gen (mutp53**"™)
unter Kontrolle des WAP-Promotors aufweist (Heinlein, Krepulat et al. 2008; Wegwitz, Kluth et al. 2010).
Eine H&E-Farbung des Primartumors wird in Abbildung 25: Charakterisierung der G-2 Zelllinie dargestellt.
(Far Details zur Etablierung der Zelllinie siehe Wegwitz, Kluth et al. 2010). Zur Charakterisierung wurden
G-2 Zellen auf Deckglaser ausgesat und nach drei Tagen Kultivierung Immunfluoreszenzfarbungen
unterzogen (l11.2.2.5). Hierbei wurde die Expression von SV40 LT, sowie die Expression der lineage-
Marker Cytokeratin 18 und 14 analysiert. Die Ergebnisse dieses ersten in vitro Charakterisierungsschritts
werden in der Abbildung 25 dargestellt. G-2 Zellen in der Kultur weisen eine pflastersteinartige
Morphologie auf, die typisch fiir Epithelzellen in vitro ist (Abbildung 25B). Wichtig fir die
Vergleichbarkeit der Zellen mit WAP-T Tumoren ist die Expression des Transgens, der friihen SV40
Genregion. Die Farbungen zeigten, dass G-2 Zellen zwar eine heterogene, aber stabile Expression von
SV40 LT aufweisen (Abbildung 25C). Analog zu der Situation im Tumor akkumuliert Wildtyp p53
zusammen mit SV4 -LT in den Zellkernen von G-2 Zellen, was die aktive Stabilisierung und Inhibition des

Tumorsuppressors durch Bindung an SV40 LT reflektiert (Abbildung 25E). Weiterhin zeigten die

Immunfluoreszenzfarbungen, dass G-2 Zellen, wie undifferenzierte Primartumore, eine heterogene
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Expression der beiden Marker CK14 und CK18 aufweisen (Abbildung 25E, Abbildung 25F).
Interessanterweise konnte in beiden Fallen Cytokeratin negative Zellen beobachtet werden. Angesichts
der Expression des Transgens und beider Cytokeratine dhneln kultivierte G-2 Zellen den endogenen
WAP-T Tumoren (siehe Abs. IV.1.1.1). Durch Klonierungsexperimente konnte ausgeschlossen werden,
dass die beobachtete phanotypische Heterogenitdt der G-2 Zellen auf einen multiklonalen Ursprung
dieser Zellen zurlickzufiihren ist. Diese Heterogenitat ist demnach eine intrinsische Eigenschaft von G-2

Zellen.

Phasenkontrast C SV40-LT DAPI

F CK18 DAPI

Abbildung 25: Charakterisierung der G-2 Zelllinie

A: Darstellung eines H&E gefarbten, 4 um dicken Paraffinschnitts aus dem G-2 Ursprungstumor #10650-1
(Mauslinie WAP-T1 x WAP-H22). Die Aufnahme erfolgte mit dem 16x Luftobjektiv eines Zeiss Axioskop 2 (Zeiss,
Oberkochen, Deutschland), das mit einer ProgRes C12 CCD-Kamera (Jenoptik, Jena, Deutschland) versehen war. B:
Phasenkontrastaufnahme von G-2 Zellen (Passage 9) nach 3 Tagen in der Kultur. C-G: Immunfluoreszenzfarbungen
von G-2 Zellen (3 Tage auf Deckglasern kultiviert): SV40-LT in Rot (C); SV40-LT in Griin und p53 in Rot (D); CK14 in
Rot (E); CK18 in Griin (F). Die Zellen wurden mit 4% PFA fixiert und mit 1% Triton X-100 permeabilisiert. Die
Detektion erfolgte Uber fluoreszierende Alexa®- bzw. DyLight®-gekoppelte sekundédre Antikorper. Die Aufnahmen
B, C, E und F wurden mit einem Leica DMI6000B Mikroskops (10x Luftobjektiv bzw. 20x Olobjektiv, Leica, Wetzlar,
Deutschland) durchgefiihrt, wéhrend die Aufnahme D mit dem 63x Objektiv eines Laser-Konfokalmikroskops (LSM
510 Meta, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) gemacht wurden. Die Zellkerne wurden in C, E und F mit DAPI
angefarbt. MaRstdbe: A: 200 um, B: 150 um, C, E und F: 100 um, D: 40um.

Ein weiteres wichtiges Charakteristikum fiir die Analyse von Stammzelleigenschaften der G-2 Zellen ist
das Potential, Tumore nach Transplantation in syngenen Mausen zu initiieren. Um diese Eigenschaft zu
untersuchen, wurden wie im Abs 1V.1.2 beschrieben, G-2 Zellen in verschiedenen Mengen (10° bis
10" Zellen) orthotopisch in der Brustdriise #3 von WAP-T-NP8 Empfingertieren transplantiert (Abbildung

19). Die Tabelle 19 zeigt die Anzahl der transplantierten Tiere sowie die Erfolgsquote der
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Tumorinitiierung. Es stellte sich heraus, dass die Transplantation von nur 10 G-2 Zellen eine tber 80%-ige
(10 von 12 Transplantationen) Tumorwachstumserfolgsquote aufweist. G-2 Zellen enthalten also eine
hohe Anzahl tumorinitiierender Zellen und unterscheiden sich damit nicht von undifferenzierten
endogenen WAP-T Tumoren (Abbildung 23). Wie erwartet, erhdohten sich die Latenz zwischen
Transplantation und detektierbaren Tumorwachstum sowie die Schwankungen zwischen den einzelnen

Experimenten je geringer die transplantierte Zellanzahl wurde.

Tabelle 19: Tumorinitiierende Eigenschaften der G-2 Zelllinie in WAP-T-NP8 Empfangertieren

Latenz bis zum Tumorwachstum

injizierte Zellanzahl Tumore / Injektionen (in Tagen * Standardfehler des Mittelwerts)
10° 6/6 7.3+0.4
10° 6/6 16.3+6.3
10’ 5/6 23.8+10.9
10* 10/12 44.8+24.2

Fir eine gute Vergleichbarkeit mit endogenen WAP-T Tumoren sind die Charakteristika von G-2
transplantierten Tumoren entscheidend. So wurden die durch Transplantation von G-2 Zellen induzierten
Tumore beziiglich Morphologie und Cytokeratin-Expression untersucht. Dabei konnte gezeigt werden,
dass transplantierte G-2 Tumore eine Morphologie aufweisen, die der Morphologie von
undifferenzierten WAP-T Tumore sehr &hnlich ist (Abbildung 26A-Abbildung 26C). Zusatzlich weisen
Cytokeratine in G-2 Tumoren ein vergleichbares Expressionsmuster zu WAP-T Tumoren auf, d.h. eine
ubiquitdre Expression von CK8/18 mit einzelnen, aber nicht selten vorkommenden CK14 positiven
Tumorzellen. Wie fir endogene Tumore wurden Co-Farbungen von CK8/18 und CK14 mit SV40-LT
durchgefihrt, um den Tumorursprung dieser Zellen zu bestatigen (Abbildung 26E, Abbildung 26F im
Vergleich zur Abbildung 14EAbbildung 14F). Ebenso wie im WAP-T Tumor kann eine inverse Korrelation
zwischen der Expressionsintensitat von CK14 und von CK8/18 in den Zellen von G-2 Tumoren beobachtet

werden (Abbildung 26F im Vergleich zur Abbildung 14F).
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Abbildung 26: Charakterisierung von Tumoren aus transplantierten G-2 Zellen

A-C: Exemplarische H&E Farbungen von 4 um dicken Paraffinschnitten aus einem undifferenzierten WAP-T-NP8
Tumor (A) und zwei transplantierten G-2 Tumoren aus 10° Zellen (B) bzw. 10° Zellen (C) in WAP-T-NP8
Empféangertieren. Die Aufnahmen erfolgten mit dem 20x Luftobjektiv eines Zeiss Axioskop 2 (Zeiss, Oberkochen,
Deutschland), das mit einer ProgRes C12 CCD-Kamera (Jenoptik, Jena, Deutschland) versehen war. D-F: Indirekte
Immunfluoreszenzfarbungen auf 8 pm dicke, mit 4% PFA fixierte und mit 1% Triton X-100 permeabilisierte
Kryoschnitte von G-2 Tumoren (10> Zellen transplantiert). Die Antikorper wurden in folgenden Kombinationen
angewendet: CK14 mit SV40-LT (D), CK8/18 mit SV40-LT (E) und CK8/18 mit CK14 (F). Die Detektion erfolgte tber
fluoreszierende Alexa®- bzw. DylLight®-gekoppelte sekundare Antikorper. Zellkerne wurden mit DRAQS5® gefarbt.
Die Aufnahmen wurden mit dem 40x Objektiv eines Laser-Konfokalmikroskops (LSM 510 Meta, Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) gemacht. Alle mikroskopischen Darstellungen sind das Ergebnis der Rekonstruktion von z-Stapel-
Aufnahmen mithilfe des Imaris v5.0.1 Programms (Bitplane, Zirich, Schweiz). MaRstdbe: A, B und C: 200 um; D, E
und F: 50 um.

Zusammenfassend konnte durch diese Charakterisierung festgestellt werden, dass G-2 Zellen sowohl in
vitro als auch in vivo endogenen undifferenzierten WAP-T Mammakarzinomen hinsichtlich Morphologie
und lineage-Marker Expression sehr dhneln. G-2 Zellen sind somit ein relevantes Modell fir die
Untersuchung der Fragestellung, ob WAP-T Tumorstammzellen sich mit in der Literatur beschriebenen
Markern isolieren lassen. Zudem wurde beobachtet, dass selbst nach enzymatischer Dissoziierung,
Antikorpermarkierung und Sorten mittels durchflusszytometrischen Verfahren G-2 Zellen eine sehr gute
Vitalitdat aufweisen. Diese Eigenschaften machen G-2 Zellen durchaus geeignet fir
Subpopulationsanalysen. Aus diesem Grund wurden G-2 Zellen den gleichen Analysen wie WAP-T

Tumore unterzogen.
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IV.1.5 Zellpopulationen mit Tumorstammzelleigenschaften in WAP-T Tumoren

Wie in der Einleitung beschrieben, konnen Stamm- und Vorlduferzellen der normalen murinen
Brustdriise mithilfe verschiedener Oberflaichenmarker angereichert werden. Antikorper gegen
Integrin a6 (CDA49f), Intergrin 1 (CD29), Integrin B3 (CD61) und ,Heat Stable Antigen” (HSA, auch
bekannt als CD24) wurden fir diesen Zweck in verschiedenen Kombinationen erfolgreich angewendet.
Charakteristische Merkmale von Vorlaufer- und Stammzellen waren hierbei folgende Expressionsprofile:
CD24%/CD49f", CD24%/CD29"&" oder CD24"/CD61" (Shackleton, Vaillant et al. 2006; Stingl, Eirew et al.
2006; Cho, Wang et al. 2008; Vaillant, Asselin-Labat et al. 2008). Auch Tumorstammzellen konnten je
nach Mammakarzinom-Mausmodell (siehe Abs. 1.4.3) durch Anwendung einer dieser Kombinationen
angereichert werden (Shackleton, Vaillant et al. 2006; Cho, Wang et al. 2008). Ein weiterer Marker, der in
der normalen Brustdriise und in Tumoren mit Vorldaufereigenschaften in Zusammenhang gebracht wird,

ist Sca 1 (Stem Cell Antigen 1) (Welm, Tepera et al. 2002; Grange, Lanzardo et al. 2008).

Die hohe Anzahl der oben beschriebenen Phanotypen fir Stammzellen und Tumorstammzellen der
murinen Brustdrise erschwert die Entscheidung, welche Antikdrperkombination sich am besten fiir die
Isolierung von Tumorstammzellen aus WAP-T Tumoren eignet. Die Anwendung funktioneller
Eigenschaften von Vorlauferzellen als Marker fiir deren Anreicherung stellt eine elegante Alternative zu
den klassischen Oberflaichenmarker-Kombinationen dar. In den letzten Jahren wurde in diesem
Zusammenhang immer haufiger die Aktivitdt der Aldehyd-Dehydrogenase (Aldh) als funktioneller
Stamm- und Tumorstammzellmarker beschrieben (Ginestier, Hur et al. 2007; Douville, Beaulieu et al.
2008). Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit die Aldh-Aktivitdt in den Zellen von WAP-T

Mammakarzinomen untersucht und ein Zusammenhang mit Tumorstammzelleigenschaften Gberprift.

IV.1.5.1 Aldehyd-Dehydrogenase Aktivitat in WAP-T Tumoren

Um die Aktivitdit der Aldh im WAP-T Mammakarzinom-Mausmodel zu untersuchen, wurde das
Aldefluor®-Detektionskit angewendet. Das Prinzip basiert auf der Umwandlung eines ungeladenen
fluoreszierenden Substrates (BODIPY-Aminoacetataldehyde, BAAA) in ein geladenes Produkt
(BODIPY-Aminoacetate, BAA) durch die Aldh. Geladen verliert das Produkt die Fahigkeit durch die
Plasmamembran zu diffundieren, akkumuliert somit in Zellen mit hoher Aldh-Aktivitdt und erhoht
dementsprechend deren Fluoreszenz. In dieser Arbeit werden stark fluoreszierende und schwach bzw.

nicht fluoreszierende Zellen jeweils als Aldh®™®™ (Aldh") und Aldh'®" bezeichnet.

Zunachst wurde untersucht, ob WAP-T-NP8 Tumore eine AIdhbr—ZeIIpopuIation enthalten. Hierfir

wurden drei undifferenzierte WAP-T-NP8 Tumore verwendet. Die Primaérzellen wurden wie fir
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Transplantationszwecke unter sterilen Bedingungen dissoziiert, Lin* Zellen wurden entfernt (lineage-
Depletion, Abs. 111.3.2.2) und Lin" Tumorzellen wurden mit Aldefluor® gefarbt. Die Negativkontrolle fir
die Einstellungen der Sorting-Gates erfolgte durch Zugabe von Diethylaminobenzaldehyde (DEAB), ein
Inhibitor der Aldh-Aktivitdat (Abs. [I1.3.3.1). Alle drei untersuchten Tumoren enthielten eine
Aldh®-Tumorzellpopulation. Allerdings stellte diese Population je nach Tumor 6% bis 14% aller Zellen dar
und zeigte somit deutliche Schwankungen. Die Aldh™“-Zellpopulation schwankte ebenfalls und bildete
50% bis 65% der Tumormasse (Abbildung 28A). Um die Expressionsprofile und Wachstumseigenschaften
der Aldh®*- und Aldh™-Tumorzellen weiter untersuchen zu kénnen, wurden fiir die jeweiligen Tumore
beide Populationen mittels FACS getrennt (siehe Abs. 111.3.3.3). Hierbei wurde besonders darauf
geachtet, dass die Aldh™"-und AIdhb'—Sorting—Gates nicht Gberlappen (siehe Histogramm in Abbildung
28A).

Es stellte sich die Frage, ob die erhdhte Aktivitdt einer spezifischen Aldehyd-Dehydrogenase fir die
Aldefluor®-Farbung verantwortlich ist, und ob der Aldh”-Phinotyp mit CSC-Eigenschaften in den WAP-T
Tumorzellen korreliert. Die Superfamilie der Aldehyd-Dehydrogenase besteht aus 11 Subfamilien und
einer Vielzahl von Isotypen, die zelltypspezifisch unterschiedlich exprimiert werden (Sophos and Vasiliou
2003; Vasiliou 2009). In der Maus (Mus musculus) sind 20 verschiedene Aldh-Gene bekannt. Die funf
Isotypen Aldhlal, Aldhla2, Aldhla3, Aldhla7 und Aldh8al sind im Metabolismus der Retinsdure
involviert und spielen dadurch eine entscheidende Rolle in der Regulation des Gleichgewichts zwischen
Selbsterneuerung und Differenzierung von Vorlduferzellen (Evans 1988; Duester 2008; Mark, Ghyselinck
et al. 2009). Andere Aldh-Isotypen sind in diversen Prozessen wie z.B. in der Nukleinsdure-Biosynthese
(Aldh1l1, Aldh112), in der Animos&aure-Biosynthese (Aldh18al) oder in Entgiftungsmechanismen (Aldh2,
Aldh3al, Aldh4al, Aldh6al Aldh7al usw.) aktiv beteiligt (Vasiliou 2009). Somit sind nahezu alle Aldh-

Isotypen auch in fiir Tumorzellen wichtigen biologischen Prozessen involviert.

Anhand der RNA-Expressionsarraydaten, die schon fiir die Analyse der Cytokeratinexpression im 1V.1.1.3
angewendeten wurden, wurde die Anwesenheit der unterschiedlichen Isotypen in WAP-T-NP8 Tumoren
eingeschatzt. Hierfir standen Daten aus sieben differenzierten, acht undifferenzierten und drei
transplantierten Tumoren aus G-2 Zellen (im Abschnitt IV.1.4 ausfihrlich beschrieben) zur Verfiigung. Die
Analyse der Expressionsarraydaten zeigte, dass zahlreiche Aldh-Isotypen in WAP-T Tumoren exprimiert
werden: die RNA-Transkripte der Aldhla3, 111, 2, 3a2, 5al, 7al, 9al, 16al und 18al konnten in basalen
bis hohe Mengen detektiert werden, wahrend die Isotypen 3b1l und 3b2 schwach, aber detektierbar
exprimiert waren (Abbildung 27). AuRerdem wurde beobachtet, dass Transkripte der Isotypen 1al, 1a2,
1a7, 1b1l, 3al, 4al und 8al in WAP-T-NP8 Tumoren kaum vorhanden bis abwesend sind. Die Aldh3al
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wird als negativer Regulator des Zellzyklus beschrieben, was erklaren kdnnte, warum kein Transkript
dieses Gens in den schnell replizierenden WAP-T Tumorzellen nachweisbar ist (Pappa, Brown et al.
2005). AuBerdem ist ersichtlich, dass sich differenzierte und undifferenzierte WAP-T-NP8
Mammakarzinome sowie G-2 transplantierte Tumore in der Expression von Aldh-Isotypen kaum

unterscheiden.

Differenzierte endogene Undifferenzierte endogene Transplantierte
WAP-T-NP& Tumore WAP-T-NP& Tumore Tumore aus
G-2 Zellen

G1-12030-4
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Abbildung 27: Expression der verschiedenen Aldh-Isotypen in WAP-T-NP8 Tumoren und in transplantierten G-2
Tumoren (RNA-Microarray Daten)

Darstellung der Expression verschiedener Aldh-Isotypen als Heatmap. Die Expressionswerte wurden aus
RNA-Microarray Daten differenzierter (n=7) und undifferenzierter (n=8) WAP-T-NP8 Tumore sowie transplantierter
Tumore aus G-2 Zellen, einer Zelllinie, die aus einem WAP-T x WAP-mutp53-Tumor etabliert wurde, (n=3)
extrahiert. Die Ergebnisse werden in roher Fluoreszenzintensitatseinheit angezeigt. Die Tumorproben wurden einer
RNA-Extraktion mit Trifast (Peglab, Erlangen, Deutschland) unterzogen. Die Microarray Analysen erfolgten auf der
Affymetrix Mouse 430 v2.0 Plattform und wurden mit der DChip Software ausgewertet.

Anhand dieser Ergebnisse wurden PCR-Primer fir die in WAP-T Tumoren exprimierten Aldh-Isotypen

konzipiert. Die Isotypen 1l1al, 1a7 und 8al wurden trotz sehr geringer Transkriptmenge in den
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RNA-Microarrays (Abbildung 27) wegen ihrer beschriebenen Retinaldehyd-Dehydrogenase-Aktivitdt mit
einbezogen. Aldhlb1l und -3al wurden ausgeschlossen. Diese Primer (gelistet in Tabelle 20) wurden in

spateren Expressionsanalysen eingesetzt.

Fur die Expressionsanalyse wurde jeweils ein Teil der Aldh'®"- und Aldh®-Tumorzellpopulationen zur
mRNA-Aufreinigung, cDNA-Synthese und anschlieBend zur quantitativen PCR verwendet. Die
Expressionsstarke von 18 Aldh-Isotypen wurde in den Aldh™ und Aldh'®" Populationen aus WAP-T-NP8
Tumorzellen bestimmt und verglichen. Hierbei sollte ermittelt werden, welche Dehydrogenase fiir den
Aldh®-Phinotyp verantwortlich ist. Die analysierten Gene sind in Tabelle 20 aufgelistet. In diesem
Experiment wurde Hprt1 als Haushaltsgen zur Normierung der Ergebnisse angewendet. Die Expression
von Gapdh diente als endogene Kontrolle, indem gepriift wurde, ob die Expression des Transkripts nach
Normierung nicht schwankte. Jede Untersuchung wurde in Dreifach-Ansdtzen durchgefiihrt. Bei der
Auswertung dieses Experiments wurden ausschlieflich Unterschiede mit einem relativen

Expressionsunterschied (RQ) = 2 in den drei Replikaten als signifikant betrachtet.

Tabelle 20: Liste der in die Aldh-Expressionsanalysen untersuchten Gene

Aldhlal Aldhla2 Aldhla3 Aldhla7
Aldhli1 Aldhla2 Aldh2 Aldh3a2
Aldh3bl Aldh3b2 Aldh4al Aldh5al
AldhBal Aldh7al AldhBal Aldh9al

Aldhl6al Aldhigal Hprtl (Endo) Gapdh (Endo)

Fir jeden getesteten Aldh-Isotyp in den WAP-T-NP8 Tumorzellpopulationen konnte ein Produkt
detektiert werden (Abbildung 28C). Hierbei waren zwei Aldehyd-Dehydrogenasen signifikant differenziell
reguliert. Aldhla2 wurde in Aldh™-Zellen zwischen 3,5-fach und 22-fach stirker als in
Aldh™-Tumorzellen exprimiert; das Aldhl1l1-Transkript war in Aldh®-Zellen zwischen 2- und 4-fach
Uberreprisentiert. Die Aldh1a3 war in Aldh™-Zellen zwar etwas héher exprimiert als in den Aldh'™™" Zellen
(1,2fach bis 1,9fach), jedoch in keinem signifikanten MaR. Ahnlich war Aldh1al in 2 von 3 Féllen stérker
exprimiert (1,4 fach, 2,1 fach und 4,6 fach Uberreprasentiert). Zusammenfassend weisen diese
Ergebnisse darauf hin, dass die erhohte Aldh-Aktivitdit in den Aldh”-Primartumorzellen sich
hauptsichlich aus der Uberexpression der Aldh1a2 und Aldh1l1 ergibt. Dariiber hinaus sind vermutlich
Schwankungen der Expression von anderen Aldh-Isotypen wie z.B. von der fir Aldefluor® gut
beschriebenen Aldhlal oder von der Aldh1a3 fiir die Variabilitat der Aldh®- und Aldh'®*-Populationen

verantwortlich.
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Als Nachstes wurden die Tumorinitiierungseigenschaften der getesteten Aldh®*-  und
Aldh®-Primartumorzellen untersucht. Dafir wurden Zellanzahl und Vitalitdt der jeweiligen Populationen
anhand eines Aliquots mithilfe einer Trypanblau-Farbung bestimmt. SchlieRlich wurden jeweils 10* und
10% Aldh®- bzw. Aldh™*-Zellen in 20 pl Quantum-Matrigel resuspendiert und in die Brustdrise #3
jungfraulicher WAP-T-NP8 Empfangertiere injiziert. Die transplantierten Mdause wurden zweimal
wochentlich fir einen Zeitraum von bis zu 9 Monaten beobachtet. Abbildung 28B fasst die Ergebnisse
des Experiments zusammen. Im Fall des Mammakarzinoms 13031-2 war nur die Aldh®-Zellpopulation in
der Lage, mit 10* Zellen einen Tumor zu initiieren. Bei 10 transplantierten Zellen wurde kein
Mammakarzinom generiert. Bei der Tumorprobe 13070-5 konnten Aldh'®"-Zellen sowohl mit 10* als auch
mit 10% Zellen einen Tumor generieren. Jedoch war es nicht méglich mit 10° Aldh®"-Zellen einen Tumor zu
initiieren. Unabhangig von der Aldh-Aktivitat verursachten 10, nicht aber 10° Tumorzellen der Probe
13069-7b einen Tumor. Interessanterweise war die Erfolgsquote der Tumorinitiierung in diesen
Experimenten wesentlich geringer als bei den Transplantationen von seriell verdiinnten Zellen (siehe Abs
IV.1.3). Eine mogliche Begriindung ware, dass zusatzlich zur Dissoziation und Lineage-Depletion, welche
bereits Stressfaktoren fiir die Tumorzellen darstellen, die Aldefluor®-Farbung und insbesondere die
Zellsortierung die Uberlebensrate der Tumorzellen stark vermindern. Hinsichtlich der divergierenden
Ergebnisse der Transplantationsexperimente kann zudem die Aktivitdt der Aldh nicht als eindeutiger
Marker fir Tumorstammzellen oder tumorinitierende Zellen in den endogenen WAP-T

Mammakarzinomen verwendet werden.
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Abbildung 28: Eigenschaften der Aldh®"- und AIdh'°‘”-ZeIIpopuIationen aus WAP-T-NP8 Tumoren beziiglich
Tumorinitiierung und Expression von Aldh-Isotypen

A: Darstellung der Aldh™- und AIdh'°W-ZeIIpopuIationen von WAP-T-NP8 Primartumoren (n=3) als Dotplot und
Histogramm. Die Dissoziation der Primartumorzellen erfolgte durch Kollagenase-Verdau; die Primarzellen wurden
einer lineage-Depletion unterzogen (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland); anschlieBend wurden die
Zellen mit dem Aldefluor® Kit (Stemcell Technologies, Koln, Deutschland) gefarbt und die Aldh® und Aldh™"
Zellpopulationen mittels BD FACS-Aria (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) voneinander getrennt. Die
Vitalitat der Zellen wurde durch Trypanblau-Farbung geprift. B: Wachstumskurven von Tumoren aus Aldh®/Aldh""
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transplantierten Primartumorzellen; fir jeden Tumor wurden 10" und 10° Zellen der jeweiligen Populationen in 20
pl  Quantum-Matrigel (1:1) resuspendiert und in die Mammagewebe #3 der Empféngertiere injiziert.
Transplantierte Tiere wurden zweimal wodchentlich abgetastet und der Tumordurchmesser wurde fiir eine
Beobachtungszeit von maximal 9 Monaten bestimmt. C: Relativer Expressionsunterschied verschiedener Aldh-
Isotypen in den Aldh”- und Aldh®“-Zellpopulationen von undifferenzierten WAP-T-NP8 Tumoren (n=3). Die RNAs
wurden mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) extrahiert, in cDNA umgeschrieben und mittels
gPCR untersucht. Die Analysen erfolgten in einem 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster
City, USA) und wurden mit der Software SDS v1.4 ausgewertet. Jede Messung wurde als Dreieransatz durchgefiihrt
(ca. 5ng cDNA pro Messung). Die Expressionswerte der Proben wurden auf Hprtl normiert; Gapdh, ein zweites
Haushaltsgen, lief als interne Kontrolle. Die Expressionsunterschiede werden als 2% Werte dargestellt wobei
jeweils die AIdh'°W-ZeIIpopuIation als Kalibrator diente (Ct: cycle treshold). Fehlerbalken stellen
Standardabweichungen dar.

IV.1.5.2 Aldehyd-Dehydrogenase Aktivitat in G-2 Tumorzellen

Um die Limitationen des Arbeitens mit primdren Zellen zu umgehen, wurde alternativ G-2
Mammakarzinomzellen fiir die Untersuchung der Aldh-Aktivitat als Tumorstammzellmarker eingesetzt.
G-2 Zellen haben den Vorteil gegenliber primaren WAP-T Tumorzellen, dass sie eine gute Vitalitdat nach
Aldefluor®-Farbung und Durchflusszytometrieverfahren aufweisen, was sie zu einem geeigneten

Werkzeug fir die Untersuchung dieser Fragestellung macht.

Zunachst wurde die relative Expression verschiedener Aldh-Isotypen in G-2 Zellpopulationen bestimmt.
Hierfir wurden G-2 Zellen in drei unabhangigen Replikaten (Passage 24, 40 und 50) mittels Aldefluor®-
Assay gefirbt und die zwei Aldh™- und Aldh'®"-Zellpopulationen wurden durch FACS isoliert. G-2 Zellen
zeigten je nach Replikat eine AIdhbr—PopuIation von 25 bis 35% und eine AIdh'°W—PopuIation, die zwischen
13 und 30% variierte (Abbildung 29A). Die mRNAs dieser Proben wurden aufgereinigt und in cDNA
konvertiert. AnschlieRend wurde die Transkriptmenge der jeweiligen Probe durch quantitativen PCR
bestimmt. Dabei wurden dieselben Gene wie im vorangegangenen Versuch untersucht (Tabelle 20). Die
Abbildung 29C fasst die Expression von Aldh-Isotypen in G-2 Zellen zusammen. Es konnte keine
signifikante Produktamplifikation fiir die Aldh1a2, -3b2 und -8al detektiert werden (kein Signal unter 35
Zyklen). Daher wurden diese 3 Isoformen im Histogramm nicht dargestellt. Bei 14 der 15 untersuchten
Aldehyd-Dehydrogenase-Isoformen zeigte sich kein signifikanter Expressionsunterschied zwischen Alde™
und Alde™ G-2 Zellpopulationen. Allerdings konnte eine reproduzierbare 3,5 fach erhéhte Expression
der Aldhla3 in den Zellen der Alde™-Population nachgewiesen werden. Die Expression von Aldhlal,
Aldh2 und Aldh3a2 war schwach, jedoch nicht signifikant erhoht (jeweils um 0,7 bis 1,8 fach, 1,3 bis 1,9
fach und 1,4 bis 2 fach). Diese Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass Aldhla3 moglicherweise fir die
erhohte Aldh-Aktivitat der Alde™ G-2 Zellen in der Zellkultur verantwortlich ist und dass andere Aldehyd-
Dehydrogenasen zu Schwankungen oder Verstarkungen des Signals fiihren kénnen. Die komplette
Abwesenheit der Aldh1a2 in G-2 Zellen stellt einen wesentlichen Unterschied zu den Primartumorzellen

dar, bei denen dieser Isotyp am starksten differenziell reguliert ist.
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Abbildung 29: Eigenschaften der Aldh”- und Aldh'"“-Zellpopulationen aus G-2 Zellpopulationen beziiglich
Tumorinitiierung und Expression von Aldh-Isotypen

A: Darstellung der Aldh""- und AIdh'°W-PopuIationen drei verschiedener Passagen (p24, p40 und p50) von G-2 Zellen
als Dotplot und Histogramm. Die Zellen wurden mit dem Aldefluor Kit (Stemcell Technologies, KéIn, Deutschland)
gefarbt; die Aldh®- und AIdh'°W-ZeIIpopuIationen wurden mithilfe des BD FACS-Aria (BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland) voneinander getrennt. Die Vitalitdt der Zellen wurde durch Trypanblau-Farbung gepruft. B:
Wachstumskurven von Tumoren aus Aldh® und Aldh™" transplantierten G-2 Zellen (p24, p40 und p50); fur jede G-2
Passage wurden 10" und 10” Zellen der jeweiligen Populationen in 20 pl Quantum-Matrigel (1:1) resuspendiert und
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in die Mammagewebe #3 der Empféangertiere injiziert. Transplantierte Tiere wurden zweimal wdchentlich
abgetastet und gemessen fiir eine Beobachtungszeit von maximal 9 Monaten. C: RNAs aus den Aldh™- und
Aldh'°w-PopuIationen der drei G-2 Passagen (p24, p40, p50) wurden mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Deutschland) extrahiert, in cDNA umgeschrieben und mittels gPCR untersucht. Die Analysen erfolgten in einem
7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA) und wurden mit der Software SDS v1.4
ausgewertet. Jede Messung wurde als Dreieransatz durchgefiihrt (ca. 5 ng cDNA pro Messung). Die
Expressionswerte der Proben wurden auf Hprtl normiert; Gapdh, ein zweites Haushaltsgen, lief als interne
Kontrolle. Die Expressionsunterschiede werden als 2% Werte dargestellt wobei jeweils die AIdh'°W-ZeIIpopuIation
als Kalibrator diente (Ct: cycle threshold). Fehlerbalken stellen Standardabweichungen dar.

Als Nichstes wurden die Tumorinitiierungseigenschaften der G-2 Aldh'®"- und Aldh®-Zellpopulationen
der drei Passagen p24, p40 und p50 in WAP-T-NP8 Empfangertieren untersucht. Die Zellvitalitat der
durch FACS isolierten Zellen wurde durch Trypanblau Farbung bestimmt. AnschlieRend wurden 10* und
10> Zellen der jeweiligen Population in das Mammagewebe #3 von syngenen WAP-T Maiusen
transplantiert. Abbildung 29B fasst die Ergebnisse des Tumorwachstums zusammen. In allen
Experimenten erfolgte die Initiierung der Mammakarzinome durch Aldh® G-2 Zellen schneller als durch
Aldh'™" G-2 Zellen. Dieser Effekt lieR sich verstirkt nach der Transplantation von 10° Zellen beobachten.
Allerdings fiihrten alle Transplantationen unabhangig von der Anzahl der transplantierten Zellen der
jeweiligen Population (10" oder 10%) zum Tumorwachstum. Angesichts dieser Ergebnisse kdnnen sowohl
Aldh®- als auch Aldh™“-Tumorzellen selbst bei geringer Zellanzahl als tumorinitiierende Zelle dienen.
Somit war Aldefluor® erneut kein eindeutiger Marker fir Tumor-initiierende Zellen im WAP-T
Mausmodell. Weiterhin konnte mit diesem Experiment gezeigt werden, dass das Aldefluor®-Reagenz je
nach Zelltyp bzw. Wachstumsbedingungen die Aktivitdt verschiedener Aldehyd-Dehydrogenasen
(Aldh1a2, Aldh1a3 und Aldh1l1) aufdecken kann. Somit kdnnte sich die flir Mamma-CSC beschriebene

Spezifizitat von Aldefluor® als unzuverldssig erweisen.

Angesichts dieser Ergebnisse wurde anschlieBend entschieden, die Relevanz von einzelnen
Oberflachenmarkern als CSC-Marker fiir WAP-T Tumore zu untersuchen. Hierfir wurden einerseits

Immunfarbungen an Kryoschnitten und andererseits Durchflusszytometrie-Analysen durchgefihrt.
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IV.1.6 Analyse von WAP-T Tumoren auf CSC-assoziierte Oberflichenmarker:

Immunfarbungen und Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierungs-Analysen

Wie bereits im Abschnitt 1.4.3 und IV.1.5 beschrieben, wurden die Oberflaichenmarker-Kombinationen
CD24%/CD49f", CD24"/CD29"&" oder CD24*/CD61" in verschiedenen Mammakarzinom-Mausmodellen als
CSC-Marker erfolgreich angewendet. Um die Relevanz der einzelnen Marker fiir das WAP-T Mausmodell
zu prifen, wurden zunachst Kryoschnitte von drei differenzierten und drei undifferenzierten Tumoren
(Abbildung 13) mit Antikorpern spezifisch fiir CD24, CD29, CD49f, CD61 und Scal geféarbt. Die
mikroskopischen Aufnahmen wurden anschlieBend mithilfe eines Laserkonfokal-Mikroskops
durchgefiihrt. Ergdnzend wurden parallel vereinzelte Lin® Tumorzellen aus WAP-T Mammakarzinomen
mit den entsprechenden farbstoffgekoppelten Antikorpern markiert und mit Fluoreszenz-aktivierter

Zellsortierung (Fluorescence Activated Cell Sorting, FACS) analysiert (siehe Abs. 111.3.3.3).

IV.1.6.1 CD24 (Heat stable antigen)

Die Expression von Heat stable antigen (CD24) ist auf allen WAP-T Tumorzellen zu detektieren. Wahrend
Variationen der Expressionsstarke zwischen den einzelnen Zellen differenzierter Tumore zu beobachten
sind, weisen undifferenzierte Tumorzellen eine homogene Verteilung dieses Markers auf (Abbildung

30B). Die Stromastreifen, welche die Tumoren durchqueren, sind CD24 negativ.

Anhand der FACS-Analysen konnte bestatigt werden, dass unabhangig vom Tumorgrad nahezu alle
Tumorzellen (< 95%) CD24 exprimieren (in Abbildung 30A exemplarisch dargestellt und in Abbildung 30C
zusammengefasst). Die wenigen CD24 negativen Zellen sind vermutlich einer Kontamination der

Tumorzellsuspension durch Stromazellen zuzuordnen.
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Abbildung 30: Darstellung von CD24 in WAP-T-NP8 Tumoren

Die Expression und Lokalisation von CD24 wurde mittels FACS-Analysen und Immunfluoreszenz-Farbungen in
differenzierten und undifferenzierten WAP-T-NP8 Mammakarzinomen untersucht. Dissoziierte Primarzellen aus 4
differenzierten und 13 undifferenzierten Tumoren wurden mit einem PE gekoppelten anti-CD24-Antikorper gefarbt
und im BD FACS-Canto (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) analysiert. Aufnahmen und Auswertungen
wurden mit der FACS-Diva v6.1.3 Software durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind exemplarisch dargestellt (A) und
zusammengefasst (Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts) (C). Indirekte Immunfluoreszenzmarkierung (B):
ein nicht gekoppelter anti-CD24 Antikorper wurde auf 8 um dicke, mit 4% PFA fixierte und mit 1% Triton X-100
permeabilisierte Kryoschnitte angewendet. Die Detektion erfolgte liber fluoreszierende Alexa®- bzw. DyLight®-
gekoppelte sekundare Antikorper. Zellkerne wurden mit DRAQS5® gefarbt. Die Aufnahmen wurden mit dem 40x
Objektiv eines Laser-Konfokalmikroskops (LSM 510 Meta, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) durchgefiihrt. Die
mikroskopischen Darstellungen sind das Ergebnis der Rekonstruktion von z-Stapel-Aufnahmen mithilfe des Imaris
v5.0.1 Programmes (Bitplane, Zirich, Schweiz). MaRstab: 50 um.

IV.1.6.2 CD49f (Integrin a6)

Integrin a6 (CD49f) wird ubiquitdr auf WAP-T Tumorzellen detektiert (Abbildung 31B). Die Intensitat der
CD49f-Expression ist in differenzierten und undifferenzierten Tumoren vergleichbar, wobei gréRere
Variationen in undifferenzierten Tumoren vorkommen. Interessanterweise zeigen differenzierte WAP-T
Tumorzellen eine starkere CD49f-Farbung ihrer basalen Membran und weisen somit eine Polaritat auf.
Undifferenzierte Tumorzellen hingegen zeigen keine polare Expression von CD49f. Stromazellen sind

nahezu negativ fir CD49f.

In den FACS-Analysen werden durchschnittlich 55% der differenzierten Tumorzellen als CDA49f™e"
detektiert, wihrend undifferenzierte Tumore zu 65% CD49f"" Zellen enthalten (Abbildung 31A und

Abbildung 31C). Die Abweichungen der Ergebnisse zwischen Immunfarbungen auf Kryoschnitten und
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FACS-Analysen sind moglicherweise auf die Zelldissoziierungsmethode zurlickzufiihren. Denkbar ware,
dass die durch den Antikérper zu erkennenden Epithope beschadigt (Empfindlichkeit gegeniber
Trypsinverdau) bzw. unzureichend aufgedeckt wurden, was zu einem schwacheren Signal in der FACS-

Analyse flhrt.
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Abbildung 31: Darstellung von CD49f in WAP-T-NP8 Tumoren

Die Expression und Lokalisation von CD49f wurde mittels FACS-Analysen und Immunfluoreszenz-Farbungen in
differenzierten und undifferenzierten WAP-T-NP8 Mammakarzinomen untersucht. Dissoziierte Priméarzellen aus 4
differenzierten und 13 undifferenzierten Tumoren wurden mit einem FITC gekoppelten anti-CD49f-Antikorper
gefarbt und im BD FACS-Canto (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) analysiert. Aufnahmen und
Auswertungen wurden mit der FACS-Diva v6.1.3 Software durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind exemplarisch
dargestellt (A) und zusammengefasst (Mittelwerte =+ Standardfehler des Mittelwerts) (C). Indirekte
Immunfluoreszenzmarkierung (B): ein nicht gekoppelter anti-CD49f Antikorper wurde auf 8 um dicke, mit 4% PFA
fixierte und mit 1% Triton X-100 permeabilisierte Kryoschnitte angewendet. Die Detektion erfolgte Uber
fluoreszierende Alexa®- bzw. DylLight®-gekoppelte sekundare Antikorper. Zellkerne wurden mit DRAQS® gefarbt.
Die Aufnahmen wurden mit dem 40x Objektiv eines Laser-Konfokalmikroskops (LSM 510 Meta, Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) durchgefiihrt. Die mikroskopischen Darstellungen sind das Ergebnis der Rekonstruktion von z-Stapel-
Aufnahmen mithilfe des Imaris v5.0.1 Programms (Bitplane, Zurich, Schweiz). MaBstab: 50 um.

IV.1.6.3 CD29 (Integrin 1)
Integrin B1 (CD29) wird schwach bis mittelmaRig auf allen Tumorzellen detektiert (Abbildung 32B). Die

Zellen des Stromakompartiments weisen eine deutlich starkere CD29-Expression als Tumorzellen auf.

Die FACS-Analysen zeigen durchschnittlich 68% bzw. 78% CD29"&"-Zellen in jeweils differenzierten und

undifferenzierten Tumoren. Ahnlich wie fiir CD49f sind die Unterschiede zwischen den Ergebnissen der
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Immunfluoreszenz  und der Durchflusszytometrie moglicherweise auf den Einfluss der

Zelldissoziierungsmethode auf die Detektion zurickzufiihren (Abbildung 32A und Abbildung 32C).
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Abbildung 32: Darstellung von CD29 in WAP-T-NP8 Tumoren

Die Expression und Lokalisation von CD29 wurde mittels FACS-Analysen und Immunfluoreszenz-Farbungen in
differenzierten und undifferenzierten WAP-T-NP8 Mammakarzinomen untersucht. Dissoziierte Primarzellen aus 4
differenzierten und 13 undifferenzierten Tumoren wurden mit einem FITC gekoppelten anti-CD29-Antikorper
gefarbt und im BD FACS-Canto (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) analysiert. Aufnahmen und
Auswertungen wurden mit der FACS-Diva v6.1.3 Software durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind exemplarisch
dargestellt (A) und zusammengefasst (Mittelwerte * Standardfehler des Mittelwerts) (C). Indirekte
Immunfluoreszenzmarkierung (B): ein nicht gekoppelter anti-CD29 Antikérper wurde auf 8 um dicke, mit 4% PFA
fixierte und mit 1% Triton X-100 permeabilisierte Kryoschnitte angewendet. Die Detektion erfolgte (iber
fluoreszierende Alexa®- bzw. DyLight®-gekoppelte sekundare Antikorper. Zellkerne wurden mit DRAQS5® gefarbt.
Die Aufnahmen wurden mit dem 40x Objektiv eines Laser-Konfokalmikroskops (LSM 510 Meta, Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) durchgefiihrt. Die mikroskopischen Darstellungen sind das Ergebnis der Rekonstruktion von z-Stapel-
Aufnahmen mithilfe des Imaris v5.0.1 Programms (Bitplane, Zlrich, Schweiz). MaRstab: 50 um.

IV.1.6.4 CD61 (Integrin B3)
Die Immunfarbungen von Integrin B3 (CD61) in WAP-T Tumoren zeigten unabhdngig vom
Differenzierungsgrad nur ein sehr schwaches Signal. CD61 war stdrker auf Stromazellen als auf

Tumorzellen exprimiert (Abbildung 33B).

Die Ergebnisse der FACS-Analysen zeigen durchschnittlich 32% bzw. 42% CD61"¢"-Zellen in jeweils

" Tumorzellen

differenzierten und undifferenzierten Tumoren. Allerdings schwankt der Anteil der CD61
zwischen den einzelnen Lasionen hier deutlich starker als bei den drei zuvor analysierten Markern

(Abbildung 33A und Abbildung 33C).
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Abbildung 33: Darstellung von CD61 in WAP-T-NP8 Tumoren

Die Expression und Lokalisation von CD61 wurde mittels FACS-Analysen und Immunfluoreszenz-Farbungen in
differenzierten und undifferenzierten WAP-T-NP8 Mammakarzinomen untersucht. Dissoziierte Primarzellen aus 2
differenzierten und 11 undifferenzierten Tumoren wurden mit einem APC gekoppelten anti-CD61-Antikorper
gefarbt und im BD FACS-Canto (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) analysiert. Aufnahmen und
Auswertungen wurden mit der FACS-Diva v6.1.3 Software durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind exemplarisch
dargestellt (A) und zusammengefasst (Mittelwerte * Standardfehler des Mittelwerts) (C). Indirekte
Immunfluoreszenzmarkierung (B): ein nicht gekoppelter anti-CD61 Antikorper wurde auf 8 um dicke, mit 4% PFA
fixierte und mit 1% Triton X-100 permeabilisierte Kryoschnitte angewendet. Die Detektion erfolgte Uber
fluoreszierende Alexa®- bzw. DyLight®-gekoppelte sekundare Antikorper. Zellkerne wurden mit DRAQ5® gefarbt.
Die Aufnahmen wurden mit dem 40x Objektiv eines Laser-Konfokalmikroskops (LSM 510 Meta, Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) durchgefiihrt. Die mikroskopischen Darstellungen sind das Ergebnis der Rekonstruktion von z-Stapel-
Aufnahmen mithilfe des Imaris v5.0.1 Programms (Bitplane, Zurich, Schweiz). MaBstab: 50 um.

IV.1.6.5 Scal (Stem cell antigen 1)

Differenzierte und undifferenzierte Tumore zeigen deutliche Unterschiede bezlglich der Expression von
Scal. Wahrend in differenzierten Tumoren hauptsachlich Stromazellen und sehr wenige Tumorzellen
stark Scal-positiv sind, findet man in undifferenzierten Tumoren ,Inseln” von stark Scal-positiven
Tumorzellen, wahrend der Rest der Tumormasse nur schwach Scal-positiv oder Scal-negativ ist

(beispielhaft in Abbildung 34B dargestellt).

Die FACS-Analysen korrelieren dabei mit den Immunfluoreszenz-Analysen und zeigen eine deutlich

high

geringere Anzahl von Scal™"-Zellen in differenzierten (10%) vs. undifferenzierten (40%) Tumoren

(Abbildung 34A und Abbildung 34C).
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Abbildung 34: Darstellung von Scal in WAP-T-NP8 Tumoren

Die Expression und Lokalisation von Scal wurde mittels FACS-Analysen und Immunfluoreszenz-Farbungen in
differenzierten und undifferenzierten WAP-T-NP8 Mammakarzinomen untersucht. Dissoziierte Priméarzellen aus 4
differenzierten und 13 undifferenzierten Tumoren wurden mit einem APC gekoppelten anti-Scal-Antikorper
gefarbt und im BD FACS-Canto (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) analysiert. Aufnahmen und
Auswertungen wurden mit der FACS-Diva v6.1.3 Software durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind exemplarisch
dargestellt (A) und zusammengefasst (Mittelwerte +* Standardfehler des Mittelwerts) (C). Indirekte
Immunfluoreszenzmarkierung (B): ein nicht gekoppelter anti-Scal Antikorper wurde auf 8 um dicke, mit 4% PFA
fixierte und mit 1% Triton X-100 permeabilisierte Kryoschnitte angewendet. Die Detektion erfolgte (iber
fluoreszierende Alexa®- bzw. DyLight®-gekoppelte sekundadre Antikorper. Zellkerne wurden mit DRAQ5® gefarbt.
Die Aufnahmen wurden mit dem 40x Objektiv eines Laser-Konfokalmikroskops (LSM 510 Meta, Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) durchgefiihrt. Die mikroskopischen Aufnahmen sind das Ergebnis der Rekonstruktion von z-Stapel-
Aufnahmen mithilfe des Imaris v5.0.1 Programms (Bitplane, Zirich, Schweiz). MaRstab: 50 um.

Zusammengefasst zeigen die Immunfluoreszenz- und FACS-Analysen von CD24, CD29, CD49f, CD61, und
Scal, dass jeder einzelne beschriebenen Marker in WAP-T Tumoren exprimiert wird, wenn auch in
unterschiedlicher Ausprdagung. CD49f und CD29 verhalten sich dhnlich und werden beide auf den
meisten WAP-T Tumorzellen exprimiert, wahrend der Marker CD61 schwach und auf weniger als die
Halfte der Tumorzellen exprimiert wird. CD24 wird auf nahezu allen Tumorzellen exprimiert. Da Zellen
der Stromastreifen, welche die Tumore durchziehen, CD24 negativ sind, ist davon auszugehen, dass
diese Zellen die in FACS-Analysen detektierte kleine CD24-Zellpopulation bilden, und dass alle
Tumorzellen CD24 exprimieren. Somit kénnen die in der Literatur beschriebenen CSC-
Markerkombinationen CD24"/CD29"8", CD24"/CD49f", CD24"/CD61" in WAP-T Tumore auf die Expression
der einzelnen Marker CD29, CD49f und CD61 beschrankt werden. Scal hingegen zeigt eine distinkte

Verteilung, abhangig vom Tumordifferenzierungsgrad: sehr wenige differenzierte Tumorzellen waren
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Scalhigh, wahrend undifferenzierte Tumore Scal positive Zellinseln zeigten. Angesichts dieser Ergebnisse
haben potentiell alle CSC-Markerkombinationen eine Relevanz fir die Anreicherung von
Tumorstammzellen aus WAP-T Tumoren. Um ein besseres Verstdandnis der fiir CSC beschriebenen
Marker im WAP-T Mausmodell zu gewinnen, wurde deren Expression in der G-2 Zelllinie untersucht
Durch die Anwendung der G-2 Zellen stand weiterhin eine nahezu unbegrenzte Materialquelle zur
Verfigung und es bestand zusatzlich die Maoglichkeit, in vitro Untersuchungen wie z.B.
Subpopulationsanalysen durchfiihren zu kénnen, was mit primaren endogenen WAP-T Tumorzellen nicht

moglich ist.

IV.1.6.6 Verteilung einzelner CSC-assoziierter Oberflaichen-Markerkombinationen in
Zellpopulationen der G-2 Zellinie in vitro

Aufgrund der aufwendigen und schwierigen Arbeit mit WAP-T Primartumorzellen, und weil mit primaren
Zellen keinen Folgeuntersuchungen durchgefiihrt werden kdnnen, wurde die Relevanz derselben
Oberflaichenmarker anhand der G-2 Zelllinie in vitro evaluiert. Wie bei der Charakterisierung von
endogenen WAP-T Tumoren wurden G-2 Zellen FACS-Analysen unterzogen, um die Expression von CSC-
relevanten Oberflachenmarkern zu bestimmen. Die Ergebnisse dieser Analysen werden in Abbildung 35A
dargestellt. Nahezu alle G-2 Zellen (99,8%) zeigten eine hohe CD29-Expression. Hinsichtlich der
Expression von CD24 und CD49f konnten G-2 Zellen in zwei Hauptpopulationen unterteilt werden: eine
CD24"°%/CD49f*" und eine CD24"¢"/CD49f"™" Population. Zudem zeigten G-2 Zellen eine CD61""
Population, die zu Gber 95% mit der CD24"8"/CD49f"™" (iberlappte. Im Gegensatz wies die groRe
Mehrheit der Scal exprimierenden G-2 Zellen den CD24"°¥/CD49f°" Phanotyp auf.

Zusammenfassend enthalten G-2 Zellen einerseits eine CD24"&"/CD49f"8" Zellpopulation, die alle drei der
in der Literatur beschriebenen Markerkombinationen fiir CSC-Eigenschaften (CD24/CD29"e"
CD24"/CDA49f" und CD24"/CD61*) umfasst und andererseits eine CD24"°Y/CD49f°" Population, die Sca1™"

Zellen umfasst.
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Abbildung 35: Expression und Verteilung von CSC-relevanten Markern in G-2 Zellen.

A: Expression von CD24, CD29, CD49f, CD61 und Scal auf G-2 Zellen. Die Zellen wurden mit folgenden Antikorpern,
die mit Farbstoff versehen waren, gefarbt: PE-anti-CD24, APC-anti-CD29, FITC-anti-CD49f, APC-anti-CD61 und
APC-anti-Scal. AnschlieRend wurden die Zellen mithilfe eines BD FACS-Canto (BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland) analysiert. Die Expression der einzelnen Marker in den G-2 Zellen wird in den entsprechenden
Dotplots dargestellt und deren Verteilung anhand der zwei Hauptzellpopulationen CD24""/CcD49f*" und
CD24high/CD49fhigh mithilfe gestrichelte Pfeilen angegeben. B: Relativer Expressionsunterschied von SV40-LT,
Epithel-spezifischen (Krt18, Krt14, Krt7, Krt19 und Epcam) und Mesenchym-spezifischen (Vimentin und Slit3) in den
zwei G-2 Zellpopulationen CD24"°"/CD49f°" und CD24""/CD49f"¢". Die RNAs wurden mit dem RNeasy® Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Deutschland) extrahiert, in cDNA umgeschrieben und mittels qPCR untersucht. Die Analysen
erfolgten in einem 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, USA) und wurden mit der
Software SDS v1.4 ausgewertet. Jede Messung wurde als Dreieransatz durchgefiihrt (ca. 5ng cDNA pro Messung).
Die Expressionswerte der Proben wurden auf Hprtl normiert. Die Expressionsunterschiede werden als 2% Werte
dargestellt wobei jeweils die CD24high/CD49fhigh-ZeIIpopulation als Kalibrator diente (Ct: cycle treshold).
Fehlerbalken stellen Standardabweichungen dar.
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Umfangreiche Charakterisierungsvorarbeiten (u. A. im Abs. IV.1.4 dargestellt) zeigten, dass dhnlich wie
bei primdaren WAP-T Tumoren, G-2 Zellen beziglich der Expression lineage-spezifischer Marker
untereinander heterogen sind (Wegwitz, Kluth et al. 2010). Es finden sich in ein und derselben Kultur
sowohl Zellen, die epitheliale Marker exprimieren (wie z.B. EpCAM, Keratine und E-Cadherin), als auch
Zellen, die mesenchymale Marker aufweisen (wie z.B. Vimentin). Fiir weitere Charakterisierungszwecke
wurden die CD24"°%/CD49f°" und CD24"¢"/CD49f"&" Zellpopulationen mittels FACS voneinander getrennt
und die Expression bestimmter Differenzierungsmarker wurde mittels quantitativer PCR untersucht.
Hierbei dienten Krt18, Krtl14, Krt7, Krt19 und Epcam als epithelspezifische Marker wahrend Vimentin und
Slit3 als mesenchymspezifische Marker verwendet wurden. Parallel wurde die Expression von SV40-LT
untersucht. Die Ergebnisse dieser Analysen zeigten, dass die CD24"€"/CD49f""-Zellen eine signifikant
hohere Krt18-, Krtl4-, Krt7-, Krtl9- und Epcam-Expression und somit einen ausgepragteren
Epithelcharakter als CD24'°W/CD49fIOW G-2 Zellen aufweisen. Hingegen exprimieren G-2 Zellen des
CD24'°W/CD49f'°W-Phénotyps die beiden mesenchym-spezifische Marker Vimentin und Slit3 starker
(Abbildung 35B). Beziiglich SV40 LT konnten keine signifikante Expressionsunterschiede gemessen
werden. Zusammengefasst weisen G-2 Zellen in der Kultur zwei Zellpopulationen, CD24*/CD49f°* und
CD24""/CD49f™" auf, die jeweils einen ausgeprigten mesenchymalen bzw. epithelialen Phinotyp

besitzen.

IV.1.6.7 Metastabilitdt der G-2 Zellen in vitro

In den bisherigen Untersuchungen zeigte die G-2 Zelllinie sowohl in vitro als auch in vivo eine intrinsische
Heterogenitat bezliglich zellularer Phanotypen. Es stellte sich somit die Frage, ob eine bestimmte
Subpopulation von G-2 Zellen die benétigten Tumorstammzelleigenschaften, d.h. Wachstums-,
Selbsterneuerungs- und Differenzierungseigenschaften, fiir das Erhalten der Zelllinie aufweist und sich
dadurch von den anderen Zellpopulationen unterscheidet. Um diese Frage zu beantworten, wurden
zuerst G-2 Zellen Repopulationsanalysen unterzogen. Hierbei wurden zuerst G-2 Zellen mit
ausgepragtem mesenchymalen bzw. epithelialen Phinotyp, d.h. CD24"°"/CD49f°" und CD24"€"/CD49f"e"
Zellen mittels FACS voneinander getrennt und separat flr drei bzw. finf Tage kultiviert. AnschlieBend
wurden die jeweiligen Zellen erneut auf die Expression von CD24 und CD49f untersucht. Hierbei konnte
gezeigt werden, dass beide G-2 Zellpopulationen in der Lage waren, zu wachsen und Zellen mit
demselben Phanotyp sowie deren Pendants zu rekapitulieren (Abbildung 36A). Die Repopulation erfolgte
bei CD24"°%/CD49f°" Zellen etwas langsamer als bei CD24""/CD49f"®" Zellen. Auf Grund dieser
interessanten Ergebnisse wurden &ahnliche Repopulationsanalysen mit den Aldh'™™- und Aldh®-

Subpopulationen der G-2 Zelllinien durchgefiihrt. Hierbei wurde beobachtet, dass Zellen beider
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Phanotypen ebenfalls in der Lage sind, deren Pendants zu repopulieren. Dabei wies eine der
Subpopulationen (Aldh®*-Population) eine etwas langsamere Kinetik auf (Abbildung 36B). Diese
Ergebnisse stimmen mit den Transplantationsexperimenten uberein, wo Aldh™* und Aldh® G-2
Zellpopulationen mit gleicher Erfolgsquote Tumore in syngenen Mause initiierten. Dabei war ebenfalls

eine leichte Verzégerung in der Tumorinitiierungskinetik der Aldh'®"-Zellen zu sehen (siehe Abs. 1V.1.5.2).
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Abbildung 36: : Metastabilitat der G-2 Zelllinie

Repopulationsanalyse: CD24"°"/CD49f°" und CD24"®"/CD49f™" (A) bzw. Aldh'®" und Aldh® (B) G-2 Zellen wurden
mithilfe des BD FACS-Aria (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) voneinander getrennt. Jeweils wurden 5x10°
Zellen einer Subpopulation in 6 Wells ausgesat und die Zellen wurden weiter kultiviert. Nach 3 und 5 Tagen bzw.
nach 48 Stunden wurden die Zellen hinsichtlich ihrer Expression von CD24 und CD49f (A) bzw. ihrer Aldh-Aktivitat
(B) erneut analysiert. Fiir das FACS-Sorten und die Re-Analyse diente das Aldefluor Kit (Stemcell Technologies, Kéln,
Deutschland) fur die Messung der Aldh-Aktivitat.

Die beobachteten Repopulationseigenschaften der CD24"°¥/CD49f°* und CD24"®"/CD49f"e"
Subpopulationen weisen darauf hin, dass sich Zellen der G-2 Mammakarzinomzelllinie in einem
metastabilen Zustand zwischen epithelialen und mesenchymalen Phanotyp befinden (Wegwitz, Kluth et
al. 2010). Die Mechanismen, die diese Differenzierungsiibergdange ermdoglichen, werden als epitheliale-
mesenchymale Transition (EMT) bzw. mesenchymale-epitheliale Transition (MET) bezeichnet und sind
Uberaus wichtige Prozesse der Entwicklungsbiologie (Acloque, Adams et al. 2009; Kalluri 2009; Kalluri
and Weinberg 2009). Im Zusammenhang mit Tumoren ist die EMT als Bestandteil der

Metastasierungskaskade Voraussetzung flir die Aggressivitdt und Invasivitdt der Tumorzellen (Thiery



ERGEBNISSE 108

2002). Somit stellte sich als nachstes die Frage, ob die Zellen von endogenen WAP-T Tumoren sich, gleich
wie G-2 Zellen, in einem metastabilen Zustand befinden, und ob EMT- bzw. MET-Ereignisse in diesen

Tumoren beobachtet werden kénnen.

IV.1.6.8 Erweiterung des Metastabilitatskonzepts auf Tumorzellen in vivo: transplantierte G-2
und endogene WAP-T Tumore

Da G-2 Zellen aus einem WAP-T Mammakarzinom gewonnen wurden, lag die Annahme nahe, dass die in
G-2 Zellen beobachtete Metastabilitat ein allgemeines Kennzeichen von WAP-T Tumorzellen ist, welches
ebenfalls endogene Tumore aufweisen. Um diesbezliglich Hinweise zu liefern, wurden G-2 Tumore aus
Transplantationen sowie endogene differenzierte und undifferenzierte WAP-T  Tumore
Immunfluoreszenzfarbungen unterzogen. Dabei dienten Keratin 8/18 und Vimentin als Marker fur
jeweils epitheliale bzw. mesenchymale Phanotypen. Abbildung 37 stellt eine reprasentative Aufnahme
dar. Hierbei wurde festgestellt, dass undifferenzierte WAP-T Tumore sowie G-2 Tumore einige Zellen
enthalten, die sowohl Vimentin als auch Krt8/18 exprimieren (Abbildung 37: Darstellung von Vimentin
und Keratin 8/18 in G-2 und WAP-T-NP8 TumorenA und Abbildung 37B). Die gleichzeitige Expression
mesenchymaler und epithelialer Marker ist eine Eigenschaft von Zellen, die sich im Ubergang zwischen
beiden Differenzierungszustanden befinden und weist somit auf EMT- bzw. MET-Ereignisse
(Vongwiwatana, Tasanarong et al. 2005; Kokkinos, Wafai et al. 2007; Tomaskovic-Crook, Thompson et al.
2009). Im Gegensatz dazu konnten solche Zellen in differenzierten WAP-T Tumoren nicht gefunden
werden (Abbildung 37C). Um sicherzustellen, dass diese Zellen tatsachlich Tumorzellen sind, wurden Co-
Farbungen fiir Vimentin und das Transgen SV40-LT durchgefiihrt. Dabei konnte in undifferenzierten
WAP-T Tumoren sowie G-2 Tumoren bestatigt werden, dass einige Vimentin-positive Zellen das Transgen
ebenfalls exprimierten (Abbildung 38A und Abbildung 38B). Erneut zeigten differenzierte WAP-T Tumore
keine Hinweise auf EMT (Abbildung 38C).

Die Charakterisierung der G-2 Zellen hinsichtlich der in der Literatur fliir Tumorstammzellen
beschriebenen Marker konnte zeigen, dass G-2 Zellen in der Zellkultur einen plastischen Phanotyp
aufweisen, der Prozesse der EMT und MET umfasst. Zudem weisen in vivo einige Zellen in
undifferenzierten WAP-T Tumoren, analog zu Tumoren aus transplantierten G-2 Zellen, gleichzeitig
epitheliale und mesenchymale Marker auf (Wegwitz, Kluth et al. 2010). Zusammen mit der Tatsache,
dass G-2 Zellen aus einen WAP-T Mammakarzinom etabliert wurden, lassen diese Beobachtungen
vermuten, dass undifferenzierte endogene WAP-T Tumore ebenso wie G-2 Tumore Zellen in einem
metastabilen, zwischen epithelial und mesenchymal wechselnden Zustand enthalten. Interessanterweise

zeigten die Immunfluoreszenzfarbungen fur Vimentin und Cytokeratin 8/18 (Abbildung 37), dass eine
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groRe Mehrheit von Tumorzellen in G-2 und WAP-T Tumoren einen epithelialem Phanotyp aufweisen
und nur wenige Zellen den mesenchymalen Marker enthalten. Dies ist ein bemerkenswerter Unterschied
zu G-2 Zellen in der Kultur, die ungefahr zur Halfte aus Zellen mit mesenchymalen Merkmalen bestehen
(Abbildung 35). So scheint die Wachstumsumgebung eine entscheidende Rolle in der Balance zwischen
mesenchymalen und epithelialen Phanotyp der einzelnen Tumorzellpopulationen zu spielen. Diese
Annahme konnte durch ergdnzende Experimente bestatigt werden. So wurden G-2 Zellen mit
verschiedenen Konfluenzen hinsichtlich der Expression von CD49f, CD24 und Scal analysiert. Dabei
zeigte sich, dass der Anteil des mesenchyalen Phanotyps mit der Konfluenzerhéhung abnimmt.
AuBerdem zeigten Ko-Kulturexperimente, dass die Konversion von Zellen mesenchymalen Phanotyps zu
Zellen epithelialen Phanotyps erheblich beschleunigt wird, wenn sie mit deren Pendants zusammen

kultiviert werden (Wegwitz, Kluth et al. 2010).
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Abbildung 37: Darstellung von Vimentin und Keratin 8/18 in G-2 und WAP-T-NP8 Tumoren

Die Expression und Lokalisation von Vimentin (griin) und Keratin 8/18 (rot) wurde mittels indirekter
Immunfluoreszenz-Farbungen in G-2 transplantierten Tumoren (A), undifferenzierten (B) und differenzierten (C)
WAP-T-NP8 Mammakarzinomen untersucht. Die Antikdrper wurden auf 8 um dicke, mit 4% PFA fixierte und mit 1%
Triton X-100 permeabilisierte Kryoschnitte angewendet. Die Detektion erfolgte Gber fluoreszierende Alexa®- bzw.
DyLight®-gekoppelte sekundare Antikorper. Zellkerne wurden mit DRAQ5® gefarbt. Die Aufnahmen wurden mit
dem 40x Objektiv eines Laser-Konfokalmikroskops (LSM 510 Meta, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) durchgefiihrt.
Alle mikroskopischen Darstellungen sind das Ergebnis der Rekonstruktion von z-Stapel-Aufnahmen mithilfe des
Imaris v5.0.1 Programms (Bitplane, Ziirich, Schweiz). Die weiRen gestrichelten Linien stellen die Lokalisierung von
Stromastreifen dar. MaRstab: Hauptaufnahmen - 30 um; VergrofRerungen - 3 um.
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Abbildung 38: Darstellung von Vimentin und SV40 LT in G-2 und WAP-T-NP8 Tumoren

Die Expression und Lokalisation von Vimentin (griin) und SV40 LT (rot) wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz-
Farbungen in G-2 transplantierten Tumoren (A), undifferenzierten (B) und differenzierten (C) WAP-T-NP8
Mammakarzinomen untersucht. Die Antikdrper wurden auf 8 um dicke, mit 4% PFA fixierte und mit 1% Triton X-
100 permeabilisierte Kryoschnitte angewendet. Die Detektion erfolgte Uber fluoreszierende Alexa®- bzw. DyLight®-
gekoppelte sekundare Antikorper. Zellkerne wurden mit DRAQ5® gefarbt. Die Aufnahmen wurden mit dem 40x
Objektiv eines Laser-Konfokalmikroskops (LSM 510 Meta, Zeiss, Oberkochen, Deutschland) durchgefihrt. Alle
mikroskopischen Darstellungen sind das Ergebnis der Rekonstruktion von z-Stapel-Aufnahmen mithilfe des Imaris
v5.0.1 Programms (Bitplane, Ziirich, Schweiz). Die weilRen gestrichelten Linien stellen die Lokalisierung von
Stromastreifen dar. Maf3stab: Hauptaufnahmen - 30 um; VergréRBerungen - 3 um.

Die Analyse von tumorstammzellrelevanten Oberflichenmarkern in G-2 Zellen brachte neue
Erkenntnisse fiir die Suche von Tumorstammzellen in den WAP-T Tumoren. Hierbei zeigte sich, dass die
fir CSCs im Mammakarzinom beschriebenen Markerkombinationen in der G-2 Zellkultur vorhanden sind
und dass die jeweiligen Populationen in der Lage sind, ihre Pendants durch EMT- bzw. MET-Prozesse
wiederherzustellen. Weiterhin weisen die Ergebnisse darauf hin, dass endogene WAP-T Tumore wie G-2
Zellen Metastabilitat aufweisen. Angesichts dieser Fakten scheinen WAP-T Tumorstammzellen je nach
Bedingung unterschiedliche Phanotypen aufweisen zu kdnnen, was die Relevanz der Isolierung von CSCs
durch Oberflachenmarker erheblich beeintrachtigt. Diese neuen Erkenntnisse fiihren weiterhin zu der
Frage, ob das Gleichgewicht zwischen den unterschiedlichen Differenzierungszustanden der WAP-T
Tumorzellen durch Modulation von Oberflaichenmarkern zu beeinflussen ist und ob dies zur Verdanderung

der metastatischen Eigenschaften von WAP-T Zellen fiihren kann. In vitro Untersuchungen zeigten, dass
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individuelle G-2 Zellpopulationen spezifische Transkriptionsfaktoren wie Twist2 und Sox10, die in der
Literatur als potentielle Effektoren der EMT beschrieben wurden, differenziell exprimieren (Ansieau,
Bastid et al. 2008). Durch RNA-Interferenz Methoden konnte die Expression von Sox10 in G-2 Zellen
unterdrickt werden, was zu einer Erhohung der Expression von Twist2 und zur Verschiebung des
Gleichgewichts zwischen epithelialem und mesenchymalem Phadnotyp zu Gunsten des Letzteren fiihrte
(Wegwitz, Kluth et al. 2010). Diese Ergebnisse lieferten einen zuséatzlichen Beweis fiir das Auftreten von
EMT und MET in den G-2 Zellen und zeigten, dass das Gleichgewicht zwischen den verschiedenen
Subpopulationen der Zelllinie durch Modulation bestimmter Transkriptionsfaktoren beeinflusst werden

kann.

Dadurch, dass EMT und MET eine Rolle in Mechanismen der Metastasierung von Karzinomzellen spielen,
stellen Molekiile, die in der Modulation dieser Prozesse involviert sind, interessante Eingriffspunkte fir
mogliche Therapien zu Reduktion der Tumoraggressivitdt und -malignitdt dar. Nachdem bewiesen
wurde, dass die Metastabilitdt von G-2 Zellen durch Modulation von Transkriptionsfaktoren in vitro
beeinflusst werden kann, stellte sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Frage fiir weiterfiihrende
Experimente, ob die Depletion bestimmter Adhesionsmolekiile anhand vorhandener Mausmodelle zu

einem ahnlichen Phanomen in vivo fihren kann.

IV.2 Die duale Rolle von CEACAM1 in der WAP-T
Mammakarzinogenese

Exzessive Proliferation von Epithelzellen und eine intensive Angiogenese sind zwei Hauptmerkmale der
Initiation und frihen Entwicklung von epithelialen Primartumoren (Weidner 1998; Weidner 2004;
Ferrara and Kerbel 2005; Fantozzi and Christofori 2006; Kalluri and Weinberg 2009). Die darauffolgende
Fahigkeit, invasiv zu wachsen stellt die nachste Entwicklungsstufe eines malignen Karzinoms dar und
ermoglicht das Durchqueren der Basalmembran. Da bei diesem Prozess die Zellpolaritdt verloren geht
und die Zell-Zell- und Zell-Extrazelluldare Matrix (ECM)-Verbindungen unterbrochen werden, ist die EMT
eine Voraussetzung fir die Akquisition invasiver und metastatischer Eigenschaften. Die EMT wird oft im
Zusammenhang mit einem Schutz gegen Apoptose und Seneszenz der Tumorzellen beobachtet und
erleichtet damit zusatzlich die anschlieRende Zelldisseminierung (Ansieau, Bastid et al. 2008; Weinberg
2008). Nach Erreichen des Ansiedlungsortes in einem distanten Organ fiihren disseminierte Tumorzellen

eine MET durch und akquirieren somit wieder den Phanotyp des Primartumors.
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In dieser Arbeit wurde sowohl EMT als auch MET in kultivierten G-2 Zellen in vitro beobachtet. In vivo
konnten Hinweise fiir diese Prozesse in G-2 transplantierten Tumoren und in undifferenzierten
endogenen WAP-T Tumoren gefunden werden. Wahrend der Progression von Mammakarzinomen wird
ein Verlust von Adhadsionsmolekiilen hdufig in Zusammenhang mit einem Verlust der Tumorzellpolaritat
sowie mit einer verstarkten Tumorzellinvasivitdit beobachtet und korreliert mit EMT-Ereignissen.
CEACAML1 ist ein stark glykosyliertes Adhasionsprotein, das an der Oberflaiche mehrerer Zelltypen wie
myeloiden Zellen, bestimmten Endothelzellen und Drisenepithelzellen (u. a. der Brustdriise) exprimiert
wird. Eine reduzierte Expression von CEACAM1 wird in Krebszellen der entsprechenden Tumore
(Kolonkarzinom, Leberkarzinom, Blasenkarzinom, Nierenkarzinom und Mammakarzinom) haufig
beobachtet und korreliert mit einer schlechteren Prognose und einer erhdhten Invasivitat der Krankheit
(Nollau, Prall et al. 1997; Nollau, Scheller et al. 1997; Riethdorf, Lisboa et al. 1997; Bamberger, Riethdorf
et al. 1998; Oliveira-Ferrer, Tilki et al. 2004; Tilki, Irmak et al. 2006). Aus diesem Grund wird CEACAM1

haufig als Tumorsuppressor bezeichnet.

Aufgrund der oben beschriebenen Eigenschaften von CEACAM1 stellt dieses Adhdsionsmolekiil einen
interessanten Kandidaten fir die Verdanderung des Tumorzellverhaltens dar. CEACAM1 wird sowohl in
Mamma- als auch in Tumorgewebe von WAP-T Mausen exprimiert. Die Modulation von CEACAM1 in den
Tumorzellen bzw. in deren Tumormikroumgebung kdnnte Veranderungen des EMT-Zustands und somit
der Aggressivitat der Tumore verursachen. In einem von der DFG unterstltzten Forschungsprogramms
(SPP1190) wurde in Kooperation mit dem Institut fur Klinische Chemie, Universitatsklinikum Eppendorf,
(Direktor: Prof. C. Wagener) die Rolle von CEACAM1 wahrend der Tumorentwicklung in WAP-T Mausen
untersucht. Hierbei lag der Schwerpunkt auf dem Aspekt, CEACAM1 als Modulator der EMT- und MET-
Ereignisse in WAP-T Tumorzellen zu erforschen. Fir diese Zwecke wurden bitransgene Tiere durch
Kreuzung von WAP-T-NP8 Mé&usen mit CEACAM1 defizienten Mausen (Ceacam1™) generiert (Horst, Ito
et al. 2006; Leung, Turbide et al. 2006; Leung, Turbide et al. 2008). Bitransgenen Mause wurden im
Tierstall des Universitatsklinikums Eppendorf (UKE) geziichtet und anschlieBend im Tierstall des Heinrich-
Pette-Instituts fir die Beobachtungszeit bis zum Sezieren der Mause bzw. fir

Transplantationsexperimente gehalten.

Die verschiedenen Aufgaben des Projekts wurden mit unterschiedlicher Schwerpunktsetzung kooperativ
bearbeitet. Die Arbeitsgruppe von Prof. Wagener (Daniela Gerstel und Dr. Andrea Horst) beschéftigte
sich mit dem Vergleich und der Analyse primdrer endogener Tumore aus WAP-T-NP8 und
WAP-T-NP8 x Ceacam1”” Mausen, wihrend unsere Arbeitsgruppe (i) die Expression von CEACAM1 vor

und wahrend der Tumorinitiierung analysierte und (ii) anhand von Transplantationsexperimenten
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untersuchte, ob die An- bzw. Abwesenheit von CEACAM1 in WAP-T Mammakarzinomen oder in deren

Mikroumgebung einen Einfluss auf das Metastasierungspotential der Tumore ausiiben kann.

IV.2.1 Lokalisierung von CEACAML1 in der normalen Brustdriise von WAP-T Mdusen und

wahrend der Tumorentwickelung

Als Voraussetzung zum Verstandnis einer moglichen Rolle von CEACAM1 in der Tumorprogression des
WAP-T Mausmodells wurden zunéachst die Expressionsmuster von CEACAM1 in der normalen murinen
Brustdrise und in unterschiedlichen Stadien der Tumorentwicklung untersucht (Abbildung 39B). Gewebe
folgender Entwicklungsstadien wurden fir diese Untersuchungen ausgewdhlt: Mammagewebe
jungfraulicher Weibchen (16 Wochen alt), laktierende Brustdriisen (14 Tage nach Verpaarung),
Brustdrisen in verschiedene Stadien der Involution (30, 60 und 120 Tage nach Absetzen) und
Tumorgewebe (differenziert und undifferenziert). Dabei wurden jeweils die Mammagewebe #1 bis #4 in
Kryomatrix und die der #5 bis #8 in Paraffin eingebettet (Abbildung 39A). Fir jeden Zeitpunkt wurden
zwei WAP-T-NP8 und ein BALB/c Weibchen analysiert, wobei das BALB/c Tier jeweils als Referenz fiir die
normale Situation diente (Abbildung 39B).

Die in Kryomatrix eingebetteten Mammae wurden anschlieRend fiir Co-Immunfluoreszenzfarbungen auf
CD31 und CEACAM1 aufgearbeitet (Abbildung 40A). Parallel wurden Tumorgewebe von differenzierten
und undifferenzierten Tumoren mit den gleichen Antikérperkombinationen geféarbt (Abbildung 40B). Da
CEACAM1 sowohl auf Epithelzellen als auch auf Endothelzellen der Brustdriise exprimiert wird, diente
CD31 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule 1, PEACAM1) als BlutgefaBmarker zur Diskriminierung

beider Zelltypen bei diesen Untersuchungen (Horst, Ito et al. 2006).
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Abbildung 39: Untersuchte Proben fiir die Charakterisierung der CEACAM1-Expression in normalen Brustdriisen,
Tumorvorstufen und Mammakarzinomen

A: Darstellung der fir die Untersuchungen praparierten Gewebe: die Brustdrisen #1 bis #4 wurden in Kryomatrix
und #5 bis #8 in Paraffin eingebettet. B: Darstellung der verschiedenen untersuchten Entwicklungsstadien der
Brustdriise: Gewebe jungfrdulicher Weibchen (16 Wochen alt), laktierende Driise (14 Tage nach Verpaarung), Drise
wahrend der Involution (30, 60 und 120 Tage nach Absetzen) und Tumorgewebe wurden in die Studie
eingeschlossen. Das normale Gewebe wurde fir jedes Stadium aus BALB/c (n=1) und WAP-T-NP8 Weibchen (n=2)
gewonnen. Die Tumorgewebe stammten aus differenzierten (n=2) und undifferenzierten (n=2) WAP-T-NP8
Lasionen.

Immunofluoreszenzfarbungen der Mammagewebe zu unterschiedlichen Zeitpunkten zeigten keine
qualitativen Unterschiede zwischen BALB/c und WAP-T-NP8 Tieren. CEACAM1 ist sowohl auf
Endothelzellen als auch auf Epithelzellen zu detektieren (Abbildung 40A). Die Epithelzellen der
Brustdrise zeigen eine ubiquitdre CEACAM1 Expression, wobei eine graduelle Zunahme der Farbung von
der Basal- zur Luminalmembran zu beobachten ist, was die Polaritat der Zellen reflektiert. Ebenso sind
die Gefidlle des Fettgewebes zum grofiten Teil positiv fiir CEACAML1. Allerdings kann eine Abnahme der

CEACAM1-Expression aus Gefdllen in der unmittelbaren Nahe vom Driisenepithel beobachtet werden.
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Angesicht der epithelialen Natur der WAP-T Mammakarzinome lasst diese Beobachtung vermuten, dass

auch die Gefdlle in diesen Tumoren einen CEACAM1-negativen Phanotyp aufweisen werden.

In WAP-T Mammakarzinomen wird CEACAM1 auf nahezu allen Tumorzellen exprimiert (Abbildung 40B).
Dabei weisen differenzierte Tumorzellen eine dhnliche Polaritdt wie im normalen Gewebe auf. Auf der
Oberflache undifferenzierter Tumorzellen ist CEACAM1 hingegen gleichmaRig verteilt. Auf BlutgefaRen
sowohl differenzierter als auch undifferenzierter Tumore ist CEACAM1 nicht detektierbar. Diese

Beobachtung stimmt mit der von normalem Gewebe Ulberein.
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Abbildung 40: Darstellung der Expression und Lokalisierung von CEACAM1und CD31 in der Brustdriise von
WAP-T-NP8 und BALB/c Mausen in unterschiedlichen Entwicklungsstadien und in Tumoren

A: Expression und Lokalisation von CD31 und CEACAM1 mittels indirekter Immunfluoreszenz-Farbungen in
Mammageweben von WAP-T-NP8 und BALB/c Weibchen folgender Entwicklungsstadien: Gewebe jungfraulicher
Weibchen (16 Wochen alt), laktierende Driise (14 Tage nach Verpaarung) und Drise wahrend der Involution (30, 60
und 120 Tage nach Absetzen). B: Entsprechende Farbungen fiir CD31 und CEACAM1 auf WAP-T-NP8 Tumorgewebe.
Die Antikérper wurden auf 15 pm (Mammagewebe) oder 8 um (Tumorgewebe) dicke, mit 4% PFA fixierte und mit
1% Triton X-100 permeabilisierte Kryoschnitte angewendet. Die Detektion erfolgte liber fluoreszierende Alexa®-
bzw. DyLight®-gekoppelte sekundare Antikorper. Zellkerne wurden mit DRAQ5® gefarbt. Die Aufnahmen wurden
mit dem 40x Objektiv eines Laser-Konfokalmikroskops (LSM 510 Meta, Zeiss, Oberkochen, Deutschland)
durchgefiihrt. Alle mikroskopischen Darstellungen sind das Ergebnis der Rekonstruktion von z-Stapel-Aufnahmen
mithilfe des Imaris v5.0.1 Programms (Bitplane, Zirich, Schweiz). MaRstab: 50 um.
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IV.2.2 Vergleichende Analyse endogener WAP-T-NP8 und WAP-T-NP8 x Ceacam1’” Tumore

Da WAP-T Tumorzellen CEACAM1 exprimieren, wurden anschlieBend Vergleichsanalysen von endogenen
WAP-T-NP8 x Ceacam1” mit WAP-T-NP8 Tumoren durchgefiihrt. Hierbei sollte untersucht werden, ob
der Verlust von CEACAM1 in WAP-T Tumoren eine Verschiebung des EMT/MET-Gleichgewichts bewirkt
und somit einer erhdhten Invasivitat der Tumorzellen dienen kann. Dabei untersuchten unsere UKE-
Kooperationspartner Tumorwachstum, Tumorinzidenz und Anzahl von Lungenmetastasen von jeweils 9
WAP-T-NP8 und 9 WAP-T-NP8 x Ceacam1”~ Tumortieren. WAP-T-NP8 und WAP-T-NP8 x Ceacam1™”
Tumore wachsen mit dhnlicher Latenz nach Induktion und &hnlicher Kinetik. Die Tumorinzidenz ist
ebenfalls vergleichbar in Ceacam1™ und Ceacam1”” Tumortieren. Durch serielle Schnitte der Lungen
wurden die Tumortiere auf Metastasen untersucht. Basierend auf morphologischen Kriterien oder der
Expression des Transgens, dienten H&E- und SV40-LT-Farbungen der Suche nach Metastasen. In 67% der
Ceacam1” Tumortiere (n=9) konnten Lungenmetastasen entdeckt werden. Insgesamt wurden 71
Lungenmetastasen gezahlt; davon waren 64% T-Antigen positiv. Zum Vergleich wurden exemplarisch
drei WAP-T-NP8 Tumortiere analysiert. Dabei konnte keine Lungenmetastase gefunden werden
(Abbildung 41). Diese Ergebnisse korrelieren mit der Auswertung der Lungenmetastasenhdaufigkeit einer
Kohorte mit 132 WAP-T-NP8 Tumortieren, die eine Frequenz von ca. 6% Lungenmetastasen bei
WAP-T-NP8 Tieren zeigte. Somit zeigten WAP-T Tumore mit Ceacam1™” Hintergrund eine stark erhohte

Metastasierungsrate, was einen ersten Hinweis auf EMT-Ereignisse darstellt.

WAP-T-NP8 WAP-T-NP8 x Ceacam1”

Metastasen

B SVA0-LT positiv

B0 SVA0-LT negativ

Abbildung 41: Metastasierung in WAP-T-NP8 und WAP-T-NP8 x Ceacam1” Tumoren

Darstellung der prozentualen Lungenmetastasierungsrate in induzierten WAP-T-NP8 (n=3, links) und
WAP-T-NP8 x Ceacam1”" Tieren (n=9, rechts). Die Ergebnisse immunhistologischer Untersuchungen fiir SV40 LT auf
6 um dicken Paraffinschnitten der Lungenmetastasen (n=71) werden prozentual dargestellt. Diese Daten wurden
von Daniela Gerstel und Dr. Andrea Horst im Rahmen der Kooperation produziert.
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Um weitere Hinweise auf ein verstirktes EMT-Potential in WAP-T x Ceacam1”” Tumoren zu liefern,
wurden die  WAP-T-NP8 und  WAP-T-NP8 x Ceacam1’  Tumorproben  RNA-Mircroarray
Expressionsanalysen unterzogen. Diese Untersuchungen wurden auf der Affymetrix Mouse 430 v2.0
Plattform durchgefiihrt.Tabelle 21 fasst die Liste der Gene zusammen, die in den Ceacam1” Tumoren im
Vergleich zu den Ceacam1" Tumoren entweder mindestens zweifach hochreguliert oder mindestens
dreifach herunterreguliert sind. Die 7 am starksten negativ regulierten Ausgaben stehen fir das
CEACAM1-Transkript und bestatigen das Ausschalten des Gens in diesem Mausmodell. Mit einem 42,2-
fachen Expressionsunterschied ist Rsp9 (kodierend fir das ribosomale Protein S9, RSP9) das am starksten
hochregulierte Gen. RSP9 ist in der Regulation der Zellproliferation involviert und wird fiir eine korrekte
Zellteilung bendétigt. Im Zusammenhang mit Mammakarzinomen wurde zudem eine Deregulation der
RSP9-Expression bei saudi-arabischen Frauen beobachtet (Crnogorac-Jurcevic, Efthimiou et al. 2001; Bin
Amer, Magbool et al. 2008; Lindstrom and Zhang 2008). Ein weiteres stark hochreguliertes Gen kodiert
fir Dermokine (Dmkn), ein sezerniertes Protein, das in neuen Epithelien und in invasiven
Prostatakarzinomen exprimiert wird (Tagi, Matsui et al. 2010). Die biologische Funktion von Dmkn ist
bislang noch unbekannt. Interessanterweise gehort Clusterin (Clu) mit einer 2,4- bis 2,5-fach verstarkten
Expression zu den 20 Genen, die in Ceacam1” Tumoren am stérksten hochreguliert sind. Es ist bekannt,
dass Clusterin in biologischen Prozessen der Karzinogenese, der Tumorprogression und der
Metastasierung involviert ist (Shannan, Seifert et al. 2006; Flanagan, Whyte et al. 2010). Zu den
hochregulierten Genen gehort weiterhin Fgf1 (Fibroblast Growth Factor 1). FGF1 wird in der Literatur als
beglinstigender Faktor der Metastasierung und Aktivator der Expression bestimmter Matrix
Metalloproteinase (MMPs), wie z.B. MMP9 beschrieben (Lungu, Covaleda et al. 2008). Weiterhin kann
eine starkere Expression von CEACAM10 in den Ceacam1” Tumoren beobachtet werden. CEACAM10
besitzt eine grofle Homologie zu CEACAM1 und wird moglicherweise als Kompensation zum Verlust von
CEACAM1 hochreguliert. Ein weiteres Gen, das in Ceacam1” Tumoren hochreguliert wird, ist Accs1 (acyl-
CoA synthetase short-chain family member 1). Accsl wird in der Literatur in Zusammenhang mit dem
Uberleben von Leberkarzinomzellen beschrieben (Yun, Bang et al. 2009). Zusammengefasst weisen diese
Ergebnisse darauf hin, dass der Verlust von CEACAM1 in den WAP-T Tumorzellen zur verstarkten

Expression von Genen fiihrt, die Invasion und Metastasierung begiinstigen kénnen.

In der Liste der negativ regulierten Gene (Tabelle 21) sind nur wenige Kandidaten vorhanden, die als
Regulatoren der Invasion bzw. der Metastasierung von Tumorzellen beschrieben sind. Das Gen Brd4
kodiert fiir das Bromodomain Protein 4 und wird in Ceacam1”"-Tumoren 3,3-fach herunterreguliert. Die

Expression von Brd4 in murinen Mammakarzinomzellen inhibiert sowohl Invasions- als auch
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Mobilitatseigenschaften, reduziert die Expression von Matrix Metalloproteinasen, und korreliert mit dem
Uberleben und somit mit einer guten Prognose bei Brustkrebspatientinnen (Crawford, Alsarraj et al.
2008). Das poly(A) binding protein cytoplasmic 1 (Pabpc1) korreliert ebenso mit einer guten Prognose bei
Patienten mit Speiserdhrenkarzinom und wird in Ceacam1”-Tumoren 3,4-fach weniger exprimiert
(Takashima, Ishiguro et al. 2006). Das Matrin3-Gen (Matr3) gehort zur DNA-Reparatur-Maschinerie. Bei
DNA-Schaden wie z.B. Doppelstrangbriichen fiihrt die Expression von Matr3 zur Inhibition des Zellzyklus
(Salton, Lerenthal et al. 2010). Die negative Regulation von Matr3 korreliert mit der erhohten

Aggresivitat der Ceacam1”-Tumorzellen.

Als Zusammenfassung der Microarrayanalyse weisen WAP-T-NP8 x Ceacam1™-Tumore ein aggressiveres
und ein mit erhohten Invasions- und Metastasierungseigenschaften assoziiertes Expressionsprofil. Gene
wie Rsp9, Dmkn, Clu, Fgfl und Accsl, die mit einer verstarkten Aggressivitat des Tumors einhergehen,
waren in den Ceacam1”’-Tumoren iiberexprimiert, wihrend Inhibitoren der Zellteilung und Invasivitit
von Tumorzellen wie Brd4, Pabpcl und Matr3 herunterreguliert waren. Unter dem Aspekt einer
Verschiebung des EMT/MET-Gleichgewichts von Tumorzellen in den WAP-T-NP8 x Ceacam1”-Tumoren
konnten allerdings in den Microarrayanalysen nur wenige Hinweise beobachtet werden. Weder Marker
spezifisch fur Epithelzellen, noch Marker spezifisch fiir mesenchymale Zellen befanden sich unter den 40
Genen, die am starksten zwischen undifferenzierten WAP-T-NP8 und WAP-T-NP8 x Ceacam1” Tumoren
differenziell reguliert sind. Hingegen wurde FGF1 als Effektor von EMT-Prozessen beschrieben (Billottet,
Tuefferd et al. 2008). Unter anderem wird in der Literatur berichtet, dass die Expression von FGF1 die
Aktivierung von MMP9 bewirken kann, was zum Abbau von extrazelluldarer Matrix und somit erhéhter
Motilitat fihrt. Ebenso im Zusammenhang mit EMT ist Clusterin, als reguliertes Gen des TGF-B1-
Signalweges (transforming growth factor beta 1), ein durchaus interessanter Befund aus diesen Analysen
(Andarawewa, Erickson et al. 2007; Lenferink, Cantin et al. 2010). Angesichts dieser Ergebnisse kann
angenommen werden, dass die durch den Verlust von CEACAM1 verstarkte Metastasierungsrate mittels
einer zumindest nicht vollstaindigen EMT verursacht wird, was erklaren wiirde, warum
Intermediarfilamente in den komparativen Analysen nicht sichtbar differenziell reguliert werden. Um
dieser Annahme naher zu kommen, wurden als nachstes Immunmarkierungen fiir ausgewédhlte Marker,

die den aggressiveren Phanotypen der RNA-Expressionsprofile untermauern wiirden, durchgefihrt.
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Tabelle 21: Ergebnisse von RNA-Microarrays aus WAP-T-NP8 und WAP-T-NP8 x Ceacam1” Tumoren

Die Tabelle stellt die 20 hoch- (links) und herunterregulierten (rechts) Gene mit p-Werten < 0,01 in dem Vergleich
WAP-T-NP8 (n=6) vs. WAP-T-NP8 x Ceacam1”” Tumore (n=6) dar. Diese Daten wurden von Daniela Gerstel und Dr.
Andrea Horst am UKE im Rahmen der Kooperation produziert.

Probe Set ID Gene Fold change Probe Set 1D Gene Fold change
1434624 _x_al Rpsd 43.0 1452532 u_at Ceacami -10.2
1428781_at Dmkn 7.0 1427711 _a_at Ceacami E:E
1448573_a_at Ceacami 5.9 1425538 _x_at Ceacami 8.3
el S S
142HE1-‘-_at Labd 59 1427630 _x_at Ceacami 7.0
- 1450494 _x_at Ceacami -6.9
1451191_at Crabpd 8 1425675 _s_at Ceacam1 58
1450869_at Foft 26 1437432 at Semasa 45
1447112_5_at Cnit 28 1450781_at Hmga2 4.3
1410456 _at Dicar 16 1450072 at Nk 43
1454849 x_at = L 1423522_at Npm3 -39
1418626 _a_at Clu 15 1423331_a_at Purld 1.8
1433525 _at Edinra 24 1433509 _s_at Reepl -3
1437689 _x_at Clu 2.4 1424800 _at Enah -3.5
1426293 _at ZfpTH0 24 1453840 _at Pabpci 1.4
1419097 _a_at Stom 2.4 1424922_a_al Brd4 -3.3
1437458 _x_at Clu 24 1448673 _at Pyri3 3.3
1438910 _a_at Stom 23 1415903 _at Slc38al 3.2
1428737 _s_al Gramd3 23 1441272 _at Matrd -31
1417089 _a_at Clomitd 23 1454304 _at Mim1 3.1

Der Abbau der extrazelluldaren Matrix wird in zahlreichen Veroffentlichungen als ein EMT-assoziiertes
Mechanismus, der die Invasion und Metastasierung von Tumorzellen beglinstigt, beschrieben (Almholt,
Green et al. 2007; Martin, Carter et al. 2008; Rizki, Weaver et al. 2008). Basierend auf der in den RNA-
Microarrays von Ceacam1” Tumoren stirkeren Expression von FGF1 wurden Tumore aus WAP-T-NP8
und WAP-T-NP8 x Ceacam1”” Tieren immunhistochemisch einerseits auf Kollagen IV und andererseits auf
MMP9 (Matrix Metalloproteinase 9) gefarbt. Hierbei diente Kollagen IV als Marker der extrazellularen
Matrix und MMP9 als spezifisches Enzym fir den Verdau von Kollagen IV. Reprasentative Ergebnisse
dieser Untersuchungen sind in Abbildung 42A dargestellt. Es zeigte sich, dass WAP-T-NP8 Tumore ein
scharf begrenztes, intaktes Kollagen IV Netz aufweisen. In diesen Tumoren konnte keine deutliche
MMP9-Firbung beobachtet werden. Im Gegensatz dazu zeigten WAP-T-NP8 x Ceacam1”" Tumore
Anzeichen einer Degradation der extrazelluldren Matrix. Die Stromastreifen dieser Tumore wiesen
unscharfe, diffuse Kollagen IV Farbungen und ein starkes MMP9-Signal auf. So korreliert die starkere
Expression von Fgfl, beobachtet in den RNA-Expressionsanalysen (Tabelle 21), mit der intensiven
MMP9-Firbung der WAP-T-NP8 x Ceacam1”” Tumore._ Bezuiglich der extrazelluliren Matrix und Enzymen,
die fur deren Abbau verantwortlich sind, hatte also der Verlust von CEACAM1 in WAP-T Tumoren eine

starkere Ausbildung des Invasivitats- und EMT-Phanotyps zufolge.
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Ein anderer bekannter Signalweg, der EMT- und MET-Prozesse moduliert, ist der Wnt-pathway.
Besonders interessant dabei ist die Eigenschaft von CEACAM1, Uber seine intrazelluldre Domane
B-Catenin, einen der Haupteffektoren des Wnt-Signalweges, an der Plasmamembran zu binden (Leung,
Turbide et al. 2008). Durch diese Sequestrierung kann B-Catenin nicht in den Zellkern translokalisieren.
Als Folge werden die Zielgene des Wnt-Signaltransduktionsweges nicht aktiviert und dadurch eine EMT
verhindert (Thiery and Sleeman 2006; Kalluri 2009). Deshalb erschien eine Farbung von [B-Catenin
durchaus relevant, um weitere Hinweise fir EMT-Ereignisse zu sammeln. Die IHC-Farbungen (Abbildung
42B) bestatigten die Vermutung und zeigten, dass in Anwesenheit von CEACAM1 in WAP-T Tumoren
B-Catenin an der Plasmamembran von Tumorzellen lokalisiert ist, wahrend es in Ceacam1”-Tumoren im
Kern lokalisiert ist. Eine Modulation des Wnt-Signalweges und somit von EMT-Ereignissen durch Verlust

von CEACAML1 ist anzunehmen.

Ebenfalls ein Merkmal von EMT-Ereignissen ist der sequentielle Abbau von Zell-Zell-Adhdsionskomplexen
wie tight junctions (Thiery and Sleeman 2006; Andarawewa, Erickson et al. 2007). Ein bekannter
Bestandteil dieser Komplexe, ZO-1 (zonula occludens 1), wird in der friihen Phase des EMT-Prozesses
abgebaut (Lindley and Briegel 2010). Aus diesem Grund wurde die Verteilung von ZO-1 mittels
Immunfluoreszenzfarbungen auf WAP-T-NP8 und WAP-T-NP8 x Ceacam1”~ Tumoren analysiert
(Abbildung 42C). Dabei konnte beobachtet werden, dass WAP-T Tumore eine klare ZO-1-Farbung, die
wie erwartet an der Schnittstelle von Zell-Zell-Kontakten lokalisiert war, aufweisen. Hingegen konnte

keine eindeutige Farbung von ZO-1 in WAP-T-NP8 x Ceacam1” Tumoren gefunden werden.

Als Zusammenfassung der verschiedene EMT-Marker Farbungen konnte hier gezeigt werden, dass der
Verlust von CEACAM1 in WAP-T Tumoren einen verstarkten EMT-Phdnotyp verursacht, obwohl keine

Unterschiede in der Expression von Intermedidrfilamenten gefunden worden waren.
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Abbildung 42: EMT-assoziierte Marker in WAP-T-NP8 und WAP-T-NP8 x Ceacam1” Tumoren

Immunhistologie von 6 um dicken Paraffinschnitten aus WAP-T-NP8 (links) und WAP-T-NP8 x Ceacam1-/- Tumoren
(rechts). A: IHC-Farbungen fiir Kollagen IV in der oberen Zeile und MMP9 in der unteren Zeile. B: IHC-Farbungen fur
B-Catenin: Die Pfeile stellen eine membranstdandige Lokalisierung bei WAP-T-NP8 Tumoren (links) und nukledre
Lokalisierung bei WAP-T-NP8 x Ceacam1-/- Tumoren (rechts) dar. C: Immunfluoreszenzfarbungen fiir ZO-1 (grin):
Die Pfeile stellen eine membranstdndige Lokalisierung in WAP-T-NP8 Tumoren (links) dar. Die Detektion erfolgte
Uber ein fluoreszierenden Alexa®-gekoppelten sekundaren Antikérper. Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt (blau).
Die Aufnahmen erfolgten (A, B) mit dem 20x-Objektiv eines Zeiss Axioskop 2 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland), das
mit einer ProgRes C12 CCD-Kamera (Jenoptik, Jena, Deutschland) versehen war, bzw (C) mit dem 63x Olobjektiv
eines Leica DMI6000B Mikroskops (Leica, Wetzlar, Deutschland). MaRstab: A, B: 100 um; C: 40 um. Diese Daten
wurden von Daniela Gerstel und Dr. Andrea Horst im Rahmen der Kooperation produziert.
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IV.2.3 Vergleich des Metastasierungspotentials von Ceacam1™* und Ceacam1’” WAP-T-NP8

Tumorzellen nach orthotopischer Transplantation in syngenen Empfangertieren

Endogene Tumore in WAP-T-NP8 x Ceacam1” Tieren weisen einen CEACAM1 negativen Hintergrund auf,
d. h. sowohl Tumorzellen als auch Tumorumgebung exprimieren kein CEACAM1. Um die erhohte
Metastasierungsrate von Ceacam1”-Tumortieren auf den Verlust von CEACAM1 in Tumorzellen,
unabhangig vom Einfluss einer CEACAM1-negativen Umgebung, einzuschrianken, wurden weitere
Transplantationen durchgefiihrt. Hierbei sollte die Metastasierungseffizienz von CEACAM1 positiven
bzw. negativen WAP-T Tumorzellen in den Lungen von WAP-T-NP8 Empfangertieren untersucht werden.
Hierfur wurden 10° dissoziierte Priméarzellen aus WAP-T-NP8 x Ceacam1”" Tumore (n=6) und aus
WAP-T-NP8 Tumore (n=6) jeweils in ein WAP-T-NP8 Empfangertier transplantiert. Die Lungen dieser
Tiere wurden anschliefend hinsichtlich der Metastasenanzahl verglichen. Die Tabelle 22 liefert einen

Uberblick der analysierten Tiere.

Tabelle 22: Darstellung der beziiglich Lungenmetastasierung miteinander verglichenen transplantierten Tiere

Spendertiere Empfangertiere Spendertiere Empfangertiere
Ny L{n]
WAPT-Nra WAP-T-MPE - 12771 WAP-T-NP8 x CEACAM] WAP-T-MPE - 13357
13700-7 13221-7
WAP-T-NFE WAP.T-MPE x CEACAM1™®
WAP-T-MP AP-T-MP
13704-2 a- 12772 132456 W B-13311
WAP-T-NFE WAP-T-NPB x CEACAM1™ .
WAP-T-NPE - 127 AP-T-NPE -
12706-8 8-12782 132917 WAP-T-NPE - 13329
WAP-T-NPE , ko
WAP-T-NPS - 12856 WAP-T-NP3 x CEACAMI WAP-T-NPE - 13312
12776-7 13250-5a
WAP-T-NPE WAP-T-NPE - 12935 WAP-T-NP8 x CEACAM1™ WAP-T-NPS - 13358
12846-8 13314-2
WAP-T-NPE WAP-T-NP8 x CEACAM1"”
=T- . =T= =
138477 WAP-T-NPS - 12878 133677 WAP-T-MPE - 13432

Fir das Aufspiren von Metastasen wurden wie zuvor serielle Schnitte H&E und SV40 LT Farbungen
unterzogen. Nach Transplantation von Ceacam1”” Tumorzellen konnte eine Lungenmetastase entdeckt
werden (Maus #13357). Diese Metastase exprimierte das SV40 LT (Abbildung 43). Bei den mit
WAP-T-NP8 Zellen transplantierten Empfangermausen wurde keine Metastase entdeckt. Aufgrund der
geringen Anzahl der detektierten Metastasen kann aus diesem Transplantationsexperiment keine
eindeutige Aussage beziiglich erhdhter Metastasierungsrate von CEACAM1” Tumorzellen getroffen
werden. Allerdings ist auch bei dieser Untersuchung die Tendenz zu erkennen, dass
WAP-T-NP8 x Ceacam1”” Tumorzellen ein stirkeres Metastasierungspotential aufweisen als WAP-T-NP8

Tumorzellen, die CEACAM1 exprimieren.
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Abbildung 43: Histopathologie und Immunhistologie von Lungen aus transplantierten WAP-T-NP8 Tieren
Farbungen von 4 um dicken Lungen-Paraffinschnitten aus mit WAP-T-NP8 (oben) bzw. WAP-T-NP8 x Ceacam1”
(unten) primaren Tumorzellen transplantierten Tieren. Links: H&E-Farbungen; rechts: SV40 LT Farbungen. Die
Aufnahmen erfolgten mit dem 20x Objektiv eines Zeiss Axioskop 2 (Zeiss, Oberkochen, Deutschland), das mit einer
ProgRes C12 CCD-Kamera (Jenoptik, Jena, Deutschland) versehen war. MaRstab: 100 pum.

Angesichts der Metastasierungsrate der WAP-T-NP8 x Ceacam1”" Tiere (6 von 9 Tumortiere) mit
endogenem Tumorwachstum war die Metastasenanzahl in den vorliegenden
Transplantationsexperimenten (1 von 6 Tumortiere) deutlich geringer als erwartet. Eine magliche
Erklarung daflr ist, dass der Verlust von CEACAM1 in der Tumormikroumgebung ebenso wie auf
Tumorzellen eine verstdarkte Invasivitit von Tumorzellen bewirken kann. Um dieser Annahme

nachzugehen wurde als nachstes die Tumorvaskularisierung in Betracht gezogen.
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IV.2.4 Auswirkung des Verlustes von CEACAM1 auf die Qualitat von BlutgefiBe in WAP-T

Tumore

Im Zusammenhang mit Vaskularisierung von schnell replizierenden Geweben und Tumoren wurde die
Expression von CEACAM1 auf Endothelzellen mit Prozessen der Neoangiogenese assoziiert (Horst, Ito et
al. 2006). In derselben Veroffentlichung berichteten die Autoren, dass der Verlust von CEACAM1 Defekte
in der GefdaRBneubildung verursachen kann. Unter diesem Aspekt wurde in Kooperation mit der Gruppe
von Prof. Wagener die Qualitit der TumorgefiRe von WAP-T-NP8 und WAP-T-NP8 x Ceacam1” Tiere
verglichen. Zuerst wurde die Permeabilitit von BlutgefdRen analysiert, indem Ceacam1™* und Ceacam1”
Tumortieren FITC-Dextran gespritzt wurde, das durch sein hohes Molekulargewicht nicht durch
GefiBwinde diffundieren kann. Dabei wurde in Ceacam1”-Tumoren ein diffuses FITC-Dextran Signal
innerhalb aber auch auRerhalb der Vaskulatur beobachtet, wéhrend in WAP-T-NP8 Tumoren mit
Ceacam1" Hintergrund das Fluoreszenzsignal ausschlieRlich in GefiBen zu detektieren war. Diese
Beobachtung lieferte den Beweis fir eine anormale BlutgefaBpermeabilitdt in diesen Tumoren
(Abbildung 44A). Weiterhin wurde die Reifung der TumorgefdBe in den jeweiligen Tumortieren
untersucht. Ein guter Hinweis auf ausgereifte BlutgefdaRe ist die Bedeckung der Endothelzellen durch
Perizyten. NG2 (chondroitin sulfate proteoglycan 4, Cspg4) ist ein geeigneter Marker fiir die Darstellung
von Perizyten und wurde deswegen in Immunfluoreszenzmarkierung auf WAP-T-NP8 und
WAP-T-NP8 x Ceacam1”” Tumore zusammen mit CD31 co-gefirbt (Abbildung 44B). Dabei stellte sich
heraus, dass TumorgefalRe durch den Verlust von CEACAM1 eine schlechtere Perizyten-Bedeckung und

somit einen anormalen Reifungsphanotyp aufweisen.

Zusammenfassend zeigten die Vaskularisierugsanalysen, dass der Verlust von CEACAM1 bedeutende
Konsequenzen auf Permeabilitat und Reifung der Blugefalle von WAP-T Tumoren hat. Im Kontext der
erhohten Metastasierung von WAP-T-NP8 x Ceacam1” Tumoren im Vergleich zu WAP-T-NP8 Tumoren
ist es durchaus denkbar, dass Tumorzellen durch eine erhohte GefdBpermeabilitdt leichter in die
Blutbahn gelangen und somit leichter ferne Organe erreichen kdnnen. So konnte in der vorliegende
Arbeit Hinweise darauf gefunden werden, dass der Verlust von CEACAM1 eine duale Rolle in der
Metastasierung von Tumorzellen spielt: (i) einerseits werden EMT-Ereignisse in Tumorzellen gefordert
und (ii) andererseits erleichtert die verstarkte Permeabilitdt von TumorblutgefdaRen das Infiltrieren der

Tumorzellen in die Blutbahn.
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Abbildung 44: Qualitit der BlutgefiRe in WAP-T-NP8 Tumoren mit Ceacam1"* bzw. Ceacaml'/'Hintergrund.

A: Darstellung der Permeabilitit von TumorgefdRen: FITC-Dextran (50mg/ml in PBS) wurde
WAP-T-NP8 x Ceacam1” (links) und WAP-T-NP8 (rechts) Tumortieren 15 min vor Sezierung intravends injiziert. Die
Lokalisierung von FITC-Dextran und ggf. dessen Diffusion aulRerhalb der GefdRe (mit weiRen Pfeilen markiert)
wurde anschliefend an 6 um dicken Schnitten von Formalin fixierten Tumorproben analysiert. B: Darstellung der
Bedeckung von TumorblutgefdBen durch Perizyten: anti-NG2- und anti-CD31-Antikorper wurden auf 6 um dicke
Schnitte von Formalin fixierten Tumorproben angewendet. Die Detektion erfolgte Uber fluoreszierende Alexa®-
bzw. DyLight®-gekoppelte sekundare Antikorper, jeweils Rot fiir NG2 und Griin fiir CD31. A und B: Die Aufnahmen
erfolgten mithilfe eines Leica DMI6000B Mikroskops (A: 20x Objektiv, B: 40x und 63x Objektiv). Die Zellkerne
wurden mit DAPI markiert (blau). MaRstdbe: A: 100 um; B: 50 um (oben) bzw. 30 um (unten).
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Vv DISKUSSION:

Brustkrebs ist die am haufigsten diagnostizierte Krebskrankheit bei Frauen in entwickelten Landern.
Trotz eines immer besseren Verstandnis der Tumorentstehung und der Entwicklung neuer und besserer
Diagnose- und Therapiestrategien steigt weltweit die Anzahl der durch Mammakarzinome betroffenen
Patientinnen und die damit verbundene Mortalitdt (Kamangar, Dores et al. 2006; Porter 2009; Raica,
Jung et al. 2009). Eine effektivere und fir die Patienten schonendere Behandlung von Brustkrebs
erfordert die weitere Entwicklungen von Praventions- und Diagnoseverfahren, aber auch das Verstandnis
der molekularen Mechanismen der Erkrankung, die in neue Therapieverfahren einflieBen kénnten. Die
Brustkrebsforschung wird durch eine Vielzahl unterschiedlicher Histopathologien der Tumore,
unterschiedliche molekulare Profile und variierenden Uberlebensraten erschwert. Mit anderen Worten,
Brustkrebs stellt eine sehr heterogene Erkrankung sowohl auf klinischer als auch auf molekularer Ebene
dar. Genexpressionsanalysen konnten zeigen, dass sich Mammakarzinome in mindesten finf
verschiedene Subgruppen einteilen lassen, die sich hinsichtlich ihrer Prognose und Therapieresistenzen
unterscheiden: basal-like, luminal A, luminal B, HER2+/ER- und normal breast-like (Perou, Sorlie et al.
2000; Sorlie, Perou et al. 2001; Sorlie, Tibshirani et al. 2003; Sotiriou, Wirapati et al. 2006). Diese
Subtypen kénnen in den friihen, nicht invasiven Vorstufen der Krankheit, den ductal carcinoma in situ
(DCIS), bereits erkannt werden. Die Heterogenitat des Brustkrebses |dsst sich durch zwei verschiedene
und sich teilweise ergdnzende Theorien erklaren: (i) der Tumorstammzell-Theorie (cancer stem cell-
Theorie, CSC-Theorie) nach entsteht die Krankheit in epithelialen Stammzellen der Brustdriise oder
deren kommittierten Nachkommen, den Progenitor- oder Vorlduferzellen; (ii) die Theorie der klonalen
Evolution nimmt an, dass Tumorzellsubtypen durch spezifische genetische und epigenetische Ereignisse
entstehen (Polyak 2007). In letzterer Theorie wird die zelluldre Heterogenitat als Resultat eines
Wettbewerbes zwischen Tumorzellen verschiedener Phanotypen betrachtet und der Erwerb von
Resistenzen auf Therapien als Selektion von Tumorzellklonen mit Wachstumsvorteil. Bei beiden
Modellen ist eine einzelne Zelle mit multiplen akkumulierten Mutationen Ausgangspunkt fir das
Wachstum eines Tumors (Abbildung 6). In der CSC-Theorie stellen mutierte adulte Stamm- bzw.
Progenitorzellen des normalen Gewebes die Ursprungszelle der Lasion dar. Vergleicht man die
Eigenschaften normaler Gewebestamm- und Progenitorzellen mit den putativ aus diesen Zellen
entstehenden Tumorstammazellen, so ergibt sich hinsichtlich ihrer Charakteristika eine breite Homologie;
hervorzuheben ist dabei die Eigenschaft der Selbsterneuerung, der Differenzierbarkeit, die Mobilitat zu
distal gelegenen Organen sowie das Invadieren von benachbarten Geweben. Aufgrund dessen bietet das

CSC-Modell eine attraktive neue Theorie zur Erklarung des Ursprungs von Tumorstammzellen (Shipitsin,
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Campbell et al. 2007). Die CSC-Theorie erkldrt die Heterogenitdt des Brustkrebses als Ergebnis eines
anormalen Differenzierungsprogramms von Stammzellen, und die Mechanismen der Therapien-
Resistenz durch eine vererbte, intrinsische Resistenz der normalen Stammzellen. Das Verstdandnis der
Ursachen die zur Entwicklung der verschiedenen Brustkrebstypen und innerhalb derer zu
unterschiedlichen Tumorzelltypen fihrt, wird erheblich dazu beitragen, gezielte und effizientere

Therapien entwickeln zu konnen.

In den vergangenen Jahren wurden verschiedene Mausmodelle zur Erforschung des Brustkrebses
entwickelt. Dabei kamen unterschiedliche Strategien zum Einsatz, um die zu studierenden Lasionen
moglichst dhnlich der humanen Situation zu induzieren (Wagner 2004). Bei Xenograft-Modellen erfolgt
die Tumorinitiierung durch Injektion von humanen Tumorzellen in immundefiziente Empfangermause.
Andere Methoden nutzen chemische, virale oder ionisierende Behandlungen zur Induktion von murinen
Mammakarzinomen. Transgene Mausmodelle bieten eine weitere Moglichkeit den Brustkrebs zu
initiieren und zu modellieren. Das WAP-T Mausmodell wurde wegen seiner groRen Ahnlichkeit mit
humanen Lasionen als ein fir die Analyse von friihen und spaten Stadien der Brustkrebsentwicklung
geeignetes Modell beschrieben (Schulze-Garg, Lohler et al. 2000; Heinlein, Krepulat et al. 2008; Jannasch,
Dullin et al. 2009).

Ziel dieser Arbeit war es, einerseits die Relevanz der CSC-Theorie bei der Entstehung von
Mammakarzinomen in WAP-T Mdause zu untersuchen und andererseits einzuschatzen, ob es moglich ist,
Einfluss auf die Differenzierung der potentiellen Tumorstammzellen nehmen zu kdénnen. Um die
Anwesenheit von Tumorstammzellen in WAP-T Tumoren zu untersuchen wurden aufwendige
Charakterisierungsarbeiten durchgefiihrt, bei denen CSC-spezifische Eigenschaften analysiert wurden,
wie die Aufrechterhaltung der intrinsische Tumorheterogenitdt als Nachweis eines
Differenzierungspotentials, die Fahigkeit Tumore zu initiieren, und die Expression beschriebener CSC-

assoziierter Marker fir Mammakarzinome.

Die Untersuchung von Primartumorzellen ist mit verschiedenen Schwierigkeiten assoziiert, wie eine
lange Entwicklungsdauer, eine limitierte Anzahl von verfligbaren endogenen Tumoren, sowie ein
kompliziertes und zeitintensives Primarzell-Dissoziierungsverfahren. Aus diesem Grund wurden
gleichzeitig endogene WAP-T Primartumorzellen und eine bereits aus einem WAP-T Tumor etablierte
Mammakarzinomzellline, die G-2 Zelllinie, in parallelen Experimenten untersucht. Endogene,
undifferenzierte WAP-T Tumore und G-2 Zellen teilen viele Charakteristika, wie z.B. die Expression

derselben lineage-Marker oder die Fahigkeit, Tumore nach Transplantation in syngenen Mausen zu
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initiieren, die den endogenen Tumoren sehr dhnlich sind. Dies machte die G-2 Zelllinie zu einem
hervorragenden Werkzeug fir die Untersuchungen verschiedener Fragestellungen im Kontext des WAP-T
Modells. Durch die Anwendung der G-2 Zellen stand weiterhin eine nahezu unbegrenzte Materialquelle
zur Verfiigung und es bestand zusatzlich die Moglichkeit, in vitro Untersuchungen wie z.B.
Subpopulationsanalysen durchfiihren zu kénnen, was mit primaren endogenen WAP-T Tumorzellen nicht

moglich ist.

V.1 Charakteristika der WAP-T Tumore

V.1.1 Cytokeratine als geeignete lineage-spezifische Marker zur Diskriminierung

verschiedener Differenzierungsstatus in WAP-T Tumore

Folgt man der Tumorstammzelltheorie, dann liefert die zelluldre Heterogenitit bezlglich
lineage-spezifischer Marker innerhalb eines Tumors einen Hinweis auf das Differenzierungspotential,
und somit auf die Prasenz von Tumorzellen mit Stammzelleigenschaften. Dementsprechend wurde
zuerst die Heterogenitat der WAP-T Tumore untersucht. Basierend auf den in der Fachliteratur
beschriebenen Expressionsmustern wurden die Intermediarfilamente CK8/18 und CK14 jeweils als
Marker der luminalen bzw. myoepithelialen Zell-lineages ausgewahlt (Taylor-Papadimitriou, Stampfer et
al. 1989; Mikaelian, Hovick et al. 2006; Moll, Divo et al. 2008; Bocker, Hungermann et al. 2009). Die
Spezifizitat deren Expression wurden zundchst in der normalen murinen Brustdriise verifiziert. Ein
weiteres Cytokeratin, CK6, wurde aufgrund der beschriebenen Expression in unreifen Epithelzellen der
Mammae analysiert (Grimm, Seagroves et al. 2002; Li, Welm et al. 2003; Grimm, Bu et al. 2006; Moll,
Divo et al. 2008). Das Ergebnis dieser ersten Untersuchungen zeigte, dass im verwendeten Mausmodell
die Keratine 8/18 und 14 geeignet sind, um Zellen verschiedener lineage-Differenzierungen, d.h.
luminaler und basaler/myoepithelialer Herkunft zu unterscheiden. Die Lokalisierung dieser Marker ist in
Abbildung 45 schematisch dargestellt. Bezlglich der Expression von Keratin 6, lieB sich in der
Immunfluoreszenz wie erwartet keine oder nur eine geringe Anzahl positiver Zellen in normalen adulten
Mammageweben nachweisen. Diese Beobachtungen stimmen mit neuesten Publikationen Uber die
Expression von Cytokeratinen wahrend der embryonalen Entwicklung der murinen Brustdriise und im
adulten Lebenszyklus Giberein (Sun, Yuan et al. 2010). Allerdings konnten die Autoren zeigen, dass die
Unterscheidung luminaler und myoepithelialer Zellen durch CK14 und CK18 nur in der adulten Drise
moglich ist. Wahrend der Embryogenese sowie den ersten Wochen nach der Geburt wurde eine

Zellpopulation beschrieben, die sowohl CK14 als auch CK18 exprimiert. Sun et al. gelang weiterhin der
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Nachweis einer distinkten Zellpopulation ab Tag 16.5 der Embryogenese bis zu 8 Wochen nach der

Geburt, die Cytokeratin 6 zusammen mit den Cytokeratine 8 und 18 exprimiert.

Adipozyten

Fibroblasten
(Viment|n+)

Basale Lamina

Myopithelzellen
(Cytokeratin 14™)

Luminalzellen
(Cytokeratin 8/18")

Abbildung 45: Schematische Darstellung eines Duktes von einer adulten murinen Brustdriise im Querschnitt.

Die Expression von lineage-spezifischen Markern in normalem Brustdrisenepithel jungfraulicher WAP-T Mdause
werden in dieser Abbildung zusammengefasst. Zellen der luminalen Epithelschichten exprimieren Cytokeratin 8/18,
wahrend die myoepitheliale Zellschicht Cytokeratin 14 positiv ist. Beide Epithelschichten sind von einer Basallamina
umrandet, die wiederum von Vimentin positiven Fibroblasten eingekreist ist. Die kompletten Duktenstrukturen
sind in den Adipozyten des Fettpolsters (fat pad) eingebettet.

Bei den Untersuchungen von WAP-T Mammakarzinomen wurde anhand der Histomorphologie
grundsatzlich zwischen differenzierten und undifferenzierten Tumoren unterschieden (siehe Tabelle 4
und Abbildung 13). Die Expressionsanalyse der drei verschiedenen Cytokeratine in WAP-T Tumoren
zeigte, dass CK8/18 ubiquitdr und unabhangig vom Tumorgrad in den WAP-T Tumorzellen exprimiert
wird. Dieses Ergebnis war aufgrund der Konzeption des Mausmodells zu erwarten. In WAP-T Mausen
steht das Transgen, die SV40 friihe Genregion, unter Kontrolle des gewebespezifischen WAP-Promotors,
der ausschlieBlich in den sekretorischen Epithelzellen der Brustdriise wahrend der Laktation aktiv ist. In
der Maus dienen alle luminalen CK8/18 positiven Epithelzellen der Dukte und Alveoli der Sekretion von
Milchkomponenten. In WAP-T Mausen exprimieren dieselben Zellen zusatzlich zu den Milchproteinen
die drei Onkoproteine der SV40 friihe Genregion: Large-T-, small-t- und 17kT-Antigen (LT, st und 17kT).
Damit stellen diese Zellen, bzw. deren Vorlaufer, den wahrscheinlichsten Ursprung der WAP-T
Mammakarzinome dar (Burdon, Sankaran et al. 1991; Hennighausen, Westphal et al. 1991; Moll, Divo et

al. 2008).
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Anders als CK8/18 weist CK14 abhdngig vom Tumor-Differenzierungsgrad unterschiedliche
Expressionsmustern auf: wahrend nahezu alle Zellen der differenzierten WAP-T Tumore CK14 positiv
sind, zeigen nur einzelne undifferenzierte Tumorzellen eine starke CK14-Expression. Dabei korreliert die
Intensitat der Expression von CK14 und CK8/18 in den einzelnen Tumorzellen negativ, d.h., dass CK14
positive Zellen eine schwachere CK8/18 Expression aufweisen als CK14 negativen Zellen. Beziiglich CK6
zeigen WAP-T Tumorzellen noch ein anderes Expressionsmuster: einerseits ist CK6 in differenzierten
Tumoren komplett abwesend, anderseits weisen undifferenzierte Tumore, wie fir CK14, in der
Immunfluoreszenz einzelne stark positive Zellen auf, die eine schwachere CK8/18-Expression zeigen. Die
Ergebnisse der Immunfluoreszenz konnten sowohl durch Expressionsarrays als auch durch RT-qPCR fir

die jeweiligen Cytokeratine bestatigt werden.

Zusammenfassend weisen WAP-T Mammakarzinome &hnlich wie humane Mammakarzinome zwei
Ebenen der Heterogenitat auf: (i) die Mause entwickeln verschiedene Typen von invasiven Tumoren (in
dieser Arbeit vereinfacht als differenzierte und undifferenzierte Mammakarzinome bezeichnet), die
individuelle und spezifische Cytokeratin-Expressionsprofile aufweisen; (ii) eine intrinsische Heterogenitat
bezlglich der CK8/18, CK14 und CK6 Expression ldsst sich zwischen den einzelnen Tumorzellen eines
Tumors beobachten. In differenzierten WAP-T Tumoren &duflert sich diese Heterogenitat durch eine
Variation der CK8/18- und CK14-Expressionsintensitdten wahrend undifferenzierte Tumore aus einer
Mischung CK8/18""/CK147/CK6 -, CK8/18"/CK14"%"- und CK8/18"/CK6"*"-Zellen bestehen. Zusammen mit
der Expressionsstudie von Sun et al lasst diese letzte Beobachtung vermuten, dass die Initiierung
differenzierter und undifferenzierter WAP-T Tumore in unterschiedlichen Vorlduferzellen der Brustdriise
stattfindet. Die zwei distinkten und nicht (iberlappenden CK18'/CK14"/CK6 und CK18'/CK14/CK6"
Vorlauferzellpopulationen, die wahrend der Entwicklung der normalen murinen Brustdriise schon ab
dem Tag 18.5 der Embryogenese beobachtet wurden, stellen potentielle Ursprungszellen fiir die
Entwicklung von WAP-T Tumoren (Sun, Yuan et al. 2010). Unterstiitzt wird diese Annahme durch den
Nachweis bi-potenter CK8/18"-Progenitorzellen, die in der luminalen Zellschicht der adulten humanen
Brustdruse lokalisiert sind und sowohl luminale als auch myoepitheliale Zellen als Nachkommen haben
kénnen (Pechoux, Gudjonsson et al. 1999). Andere Gruppen konnten zeigen, dass die wenigen luminal
lokalisierten CK5'/CK14"-Epithelzellen bi-potente Progenitorzellen sind, die mit einer bemerkenswerten
proliferativen Aktivitdt sowohl die myoepitheliale CK14*/CK18/SMA" Zell-lineage als auch intermediire
glanduldre CK14%/CK18"/SMA™-Zellen erzeugen kdnnen (Abbildung 46). Ahnliche Beobachtungen wurden
fir die murine Brustdrise beschrieben (Bocker, Moll et al. 2002; Bocker, Hungermann et al. 2009). Die

Anwesenheit von Cytokeratin 6 wird mit hyperproliferativen Eigenschaften fiir den Ausbau der



DISKUSSION 131

Drisenstrukturen wahrend der Schwangerschaft beschrieben; witerhin gilt CK6 auch als potentieller
Stamm-/Progenitorzellmarker wahrend der Embryogenese und in der adulten Brustdriise (Grimm,
Seagroves et al. 2002; Li, Welm et al. 2003; Grimm, Bu et al. 2006). Die wenigen CK6-positiven Zellen des
reifen Mammagewebes weisen eine luminale Lokalisierung und eine Ko-Expression mit CK18 auf (Smith,
Mehrel et al. 1990). Diese Beobachtungen weisen auf die Existenz verschiedener Vorlauferzellen in den
luminalen Zellschichten des adulten Brustdriisenepithels hin, in denen das Transgen des WAP-T
Mausmodells nach Induktion exprimiert wird. Somit stellen alle diese Stamm- und Progenitorzellen

potentielle Ursprungszellen fiir die Initiierung von WAP-T Mammakarzinomen dar.

Zum Vergleich mit endogenen WAP-T Tumoren wurden G-2 Zellen in vitro (in der Zellkultur) und in vivo
(als transplantierte Tumore) beziglich der Expressionsmuster der Cytokeratine 8/18 und 14 untersucht.
Hier zeigte es sich, dass G-2 Zellen beide Marker in gleicher Weise wie endogene Tumore exprimieren.
Die in G-2 Tumoren beobachteten Expressionsmuster dhneln denen von undifferenzierten WAP-T
Tumoren, d.h. eine ubiquitdre CK8/18 Expression und einzelne verstreute CK14 positive Zellen. So weist
die G-2 Zelllinie eine Heterogenitat beziiglich der lineage-Marker auf, die wie in endogenen Tumoren auf

ein Differenzierungspotential dieser Zellen hinweist.

Progenitorzelle
(CK5/14%)

Myoepitheliales Glanduldres Zell-lineage
Zell-lineage / \ (luminal)

=<
/ Intermediére lnfermodliire\

myoepitheliale glandulare
Zelle Zelle

Myoepitheliale Glandulare Laktierende

Zelle Zelle Zelle
CK5/14
SMA CK8/18

Abbildung 46 Expression der Cytokeratine 5/14 und 8/18 in den verschiedenen Zelltypen des Mammaepithels

Die Progenitorzellen des ruhenden Mammaepithels exprimieren die basalen Cytokeratine 5/14 (CK 5/14). Im
Rahmen einer Differenzierung zur glanduldren Zelle wird die Expression von CK5/14 schrittweise herabgesetzt,
wihrend die Expression der luminalen Cytokeratine 8/18 angeschaltet wird. Bei einer Differenzierung zur
myoepithelialen Zelle wird CK5/14 weiter exprimiert, wahrend die Expression von glattmuskuldrem Aktin (smooth
muscle actin, SMA) beginnt und graduell zunimmt. (Bocker, Hungermann et al. 2009)
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Unter dem Aspekt eines Vergleichs mit der humanen Erkrankung liefert die Charakterisierung der
CK8/18-, CK14- und CK6-Expression einen weiteren Hinweis auf eine hohe Ahnlichkeit der WAP-T
Tumore mit humanen Mammakarzinomen. In den letzten 20 Jahren zeigten zahlreichen
Expressionsstudien lber Cytokeratine, dass, wie in dem vorliegenden Mausmodell nahezu alle humanen
Mammakarzinome positiv fliir CK8 und CK18 sind (Malzahn, Mitze et al. 1998; Crawford, Alsarraj et al.
2008). Die Expression von basalen Cytokeratinen wie CK14 und CK5/6 ist mit den ERB-B2-, basal-like- und
dem zum Teil Uberlappenden triple negative-Subtypen assoziiert (Lerma, Barnadas et al. 2009). Dies,
sowie entweder homogene oder heterogene Expressionsmuster konnte ebenso in den WAP-T Tumoren
beobachtet werden. Interessanterweise weisen beide ERB-B2- basal-like-Brustkrebstypen die meisten
Mutationsraten im p53-Tumorsuppressorgen mit jeweils 80% bzw. 75% der Falle auf. Diese Mutationen
verursachen einen Funktionsverlust des Tumorsuppressors, eine Situation, die in den Tumorzellen des
WAP-T Mausmodells durch Bindung des SV40-LT an p53 ebenso gegeben ist (Sorlie, Perou et al. 2006).
Zusammen mit der Expression basaler Cytokeratine zeigen WAP-T Tumore und diese humanen
Mammakarzinome damit groRe Ahnlichkeiten, was erneut die Relevanz dieses Mausmodells fiir die

Untersuchung der Biologie des humanen Brustkrebses bestatigt.

V.1.2 Tumorinitiierende Zellen in WAP-T Mammakarzinomen

WAP-T Tumore zeigen, wie auch der humane Brustkrebs, eine intrinsisch heterogene lineage-
Markerexpression, was auf Zellen mit unterschiedlichem Differenzierungspotential hinweist und somit
die Tumorstammezelltheorie unterstitzt. Nach der CSC-Theorie ist die groBe Mehrheit der Zellen eines
Tumors nicht tumorigen; nur ein kleiner Anteil der Tumorzellen weist die notwendigen Proliferations-
und Selbsterneuerungseigenschaften fiir die Initiierung, die Entwicklung und das Aufrechthalten eines
Tumors auf (Clarke 2005). Die Transplantation dieser sogenannten tumorinitiierenden Zellen (tumor
initiating cells, TICs) in addquate Empfangertiere flhrt zur Entwicklung eines Tumors, der dem Primartyp
phénotypisch gleicht und, dhnlich wie dieser, einerseits eine neue kleine TICs-Population aufweist und
andererseits heterogene, nicht tumorigene Zellenpopulationen beinhaltet. Deshalb sollte als nachstes
untersucht werden, ob sich die Tumorzell-Subpopulationen innerhalb eines WAP-T Tumors in ihren

Tumorinitiierungseigenschaften unterscheiden.

Das Abschéatzen des Anteils potentiell tumorigener Vorlauferzellen und deren Isolierung basieren in den
meisten Fallen auf spezifischen morphologischen und molekularen Profilen (z.B. Oberflachenmarker),
sowie auf der Anwendung von Verfahren, die Zellen nach Markeriung von Zelloberflichenproteinen mit

Antikorpern die Fluoreszenz aktivierte Zellsortierung (fluorescence activated cell sorting, FACS) bzw.
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magnetischen Immunosortierung selektionieren. Bei unbekannten molekularen Signaturen, wie im
vorliegenden Fall, ist die Anreicherung von Stamm- und Tumorstammzellen ein miihsames Vorhaben, bei
dem zahlreiche vermeintliche Marker getestet werden miissen. Um das zeitintensive Screening vieler
Kandidatenmarker auf daflir benétigte groRe Menge von seltenem Primarmaterial zu vermeiden,
werden Zellkultur-basierte Verfahren fir die Vermehrung und die Erhaltung von Zellen mit
Vorlaufereigenschaften in vitro entwickelt. Eine sehr verbreitete Methode ist der sogenannte spheres
forming assay (mammospheres forming assay bei Mammaepithelzellen), der auf der Kultivierung von
Zellen in Suspension und in Abwesenheit von Serum im Kulturmedium basiert (Reynolds, Tetzlaff et al.
1992; Dontu, Abdallah et al. 2003). Unter diesen Bedingungen sterben differenzierte Zellen durch
,Anoikis“ (Apoptose unter nicht adharenten Bedingungen) wahrend Zellen mit Vorlaufereigenschaften
Uberleben und multizelluldre Spharoiden bilden (Dontu and Wicha 2005). Verglichen mit den
Ursprungsgeweben weisen diese Spharen einen signifikant erhohten Anteil von Stamm- und
Vorlauferzellen auf, die Selbsterneuerungs- und Differenzierungspotential dabei erhalten. Die
Anwendung der Mammospharen-Kultivierung ermdoglichte die Anreicherung und eine relativ schnelle
Charakterisierung von normalen humanen sowie murinen Mamma-Stammzellen (Yin, Liao et al. 1994,
Dontu, Abdallah et al. 2003). Auch fiir die Untersuchung von Tumorstammazellen in Brustkrebs wurden
Mammosphéarenassays erfolgreich angewendet (Ponti, Costa et al. 2005; Grange, Lanzardo et al. 2008;

Grimshaw, Cooper et al. 2008).

Primdare WAP-T Mammakarzinomzellen lassen sich selbst bei Anwendung des Mammosphdren-
Verfahrens nur sehr schwer in vitro kultivieren. Dies erklart sich aus der Verwendung des
WAP-Promotors, der fiir die Expression des Transgens und somit fir die Tumorinitiierung und
-aufrechterhaltung verantwortlich ist. Wie von Klein et al. beschrieben, konnten auch wir beobachten,
dass der WAP-Promotor schon einigen Stunden nach Beginn der in vitro Kultivierung von primdren
WAP-T Tumorzellen ausgeschaltet wird (Klein, Guhl et al. 2005). Dieses Phanomen wird zurzeit in
unserem Labor weiter untersucht. Die Mammospharen-Kultivierung von Primartumorzellen war somit

ungeeignet fir die Analysen von tumorinitiierenden Zellen in dem WAP-T Mausmodell.

Aus diesem Grund wurden sowohl endogene WAP-T Primdrtumorzellen als auch G-2 Zellen in den
Experimenten zur Identifizierung und Charakterisierung potentieller WAP-T Tumorstammzellen mit
einbezogen. Fiir diese Untersuchungen wurde die Methode der orthotopischen Zelltransplantation in
syngenen Empfangertieren ausgewahlt. Dieses in vivo Verfahren gilt als Goldstandard fiir die Analyse der

Selbsterneuerungs- und Proliferationseigenschaften von Stamm- und Tumorstammzellen (Nakshatri,
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Srour et al. 2009; Alison, Guppy et al. 2010). Die Anwendung der G-2 Zelllinie ermdglichte hierbei, in vitro

Analysen parallel zu den Transplantationen durchzufiihren.

V.1.3 Tumorentwicklung nach orthotopischer Transplantation primdarer WAP-T Tumorzellen

in syngenen Tieren

Zur Etablierung und Optimierung des Transplantationsverfahrens von endogenen WAP-T Tumorzellen
begannen wir mit der Injektion von 10° Tumorzellen aus WAP-T-NP8 Mammakarzinomen in das
Brustdrisen-Fettpolster (mammary fat pad) von BALB/c Wildtyp-Empfangertieren. Hierbei entwickelten
allerdings nur 30% der transplantierten BALB/c Empfédngertiere einen Tumor. Weitere Transplantationen
in nicht induzierte, transgene WAP-T Empfangertiere initiierten aber Tumore mit einer 100%-igen
Erfolgsquote. Diese Beobachtung weist auf eine gegen die transplantierten Tumorzellen gerichtete
Immunantwort der BALB/c Empfangertiere hin und war nicht erwartet worden, weil sich BALB/c und
WAP-T Tiere genetisch nur durch das Transgen, d.h. die SV40 friihe Region unter Kontrolle des 1,6 Kb
Fragments des WAP-Promotors unterscheiden. Zerrahn et al. und andere zeigten, dass in Mausen mit
BALB/c Hintergrund das SV40-LT keine Immunantwort auslost, wenn SV40-transformierte BALB/c
Nierensarkom mKSA-Zellen ohne Vorimmunisierung der Tiere transplantiert werden. (Zerrahn,
Utermohlen et al. 1996; Lowe, Shearer et al. 2010; Lowe, Shearer et al. 2010). Allerdings kam es zu einer
erfolgreichen AbstoRung der injizierten mKSA-Tumorzellen nach vorheriger Behandlung der
Empfangertiere mit rekombinanten SV40-LT-Proteinen. Diese Beobachtungen machen deutlich, dass
BALB/c Tiere in der Lage sind eine effektive Immunantwort gegen das SV40-LT zu entwickeln, allerdings
nur wenn deren Immunsystem ausreichend lange vorher mit dem Antigen in Kontakt war. Erganzend
zeigten Lewis et al., dass transplantierte 4T1 BALB/c Mammakarzinom-Zellen, die mit SV40-LT als
Transgen versehen wurden (4T1.sTA-Zellen), erfolgreich abgestoBen werden, wenn die syngenen
Empfangertiere mit SV40-LT vorimmunisiert werden (Lewis, Shearer et al. 2005). Interessanterweise
beobachteten die Autoren, dass dieselben Tiere dann auch in der Lage waren, eine effektive
Immunantwort gegen die parentalen SV40-LT- negativen 4T1-Zellen zu entwickeln. Durch
Transplantation von mKSA-Zellen in vorimmunisierte Empfangertiere konnte kein Schutz gegen
parentalen 4T1-Zellen induziert werden. Diese Beobachtungen fiihren zu dem Schluss, dass wahrend der
ersten Immunantwort gegen 4T1.sTA-Zellen eine breitere Erkennung der syngenen Tumorzellen
entwickelt wird, die spater zu einem allgemeinen Schutz gegen 4T1-Zellen fihrt. Im Fall unserer
Experimente sterben viele WAP-T Tumorzellen in Folge des Vereinzelungsverfahrens. Die dadurch
entstehenden Zelltrimmer enthalten eine signifikante Menge an SV40-LT-Protein, das durch das

Immunsystem der BALB/c Empfangertiere erkannt werden kann. Da transplantierte Tumorzellen
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normalerweise mehr als zwei Wochen brauchen, um ein detektierbares Tumorwachstum zu induzieren,
konnten diese ,freien” SV40-LT-Proteine eine entscheidende Rolle bei der Immunisierung von BALB/c
Empfangertieren spielen. Die Anwendung des lineage depletion-Kits in den darauffolgenden
Experimenten ermoglichte es, eine reinere, aber nicht triimmerfreie Primartumorzellsuspension zu
erhalten. Die Erfolgsquote der Transplantationen von lin-Tumorzellen lag bei 40% in BALB/c Tieren und
erneut 100% in WAP-T Tieren. Als Vergleich zu diesen Primarzelltransplantationen ist bekannt, dass die
Tumorwachstumsquote in BALB/c Empfingertieren nach Injektion von 10° G-2 Zellen, zwischen 60 und
70% liegt. Hierbei waren die transplantierten Zellsuspensionen nahezu trimmerfrei, was die Theorie
einer Erkennung von ,freiem” SV40-LT durch das Immunsystem von transplantierten BALB/c Tieren
unterstiitzt. Bei der Ansiedlung von Tumorzellen in BALB/c Empfiangertieren ist anzunehmen, dass ein
Wettkampf zwischen Immunantwort und Tumorwachstum stattfindet. Aus den Transplantationen in
WAP-T Empfangertieren war ersichtlich, dass Primartumorzellen eine langere Latenz zwischen Injektion
und Tumorwachstum als G-2 Zellen bei selben Zellzahlen aufweisen. Bei den Transplantationen in BALB/c
Empfangertieren steht diese verlangerte Latenzzeit zu Gunsten der Entwicklung einer Immunantwort
und ist wahrscheinlich dafiir verantwortlich, dass nur 30% der mit primdar WAP-T Tumorzellen
transplantierten BALB/c Tiere Tumore entwickelten wahrend G-2 Zellen bei selben Zellzahlen eine 60 bis

70% Erfolgsquote aufweisen.

Als Konsequenz dieser Beobachtungen wurden alle darauffolgenden Transplantationen in WAP-T-NP8
Empfangertieren durchgefiihrt. Das etablierte Transplantationsverfahren in syngenen Empfangertiere
sollte es ermdglichen, verschiedene fiir CSC beschriebene Charakteristika in Primartumorzellen zu
untersuchen. So wurde als nachster Schritt in der vorliegenden Arbeit die Anzahl von Zellen mit

tumorinitiierenden Eigenschaften in WAP-T Tumoren untersucht.

V.1.4 Anteil der tumorinitiierende Zellen in WAP-T Mammakarzinomen

Zur Bestimmung der Anzahl von TICs in endogenen WAP-T Mammakarzinome wurden sechs WAP-T-NP8
Primartumore (zwei differenzierte und vier undifferenzierte) dissoziiert, einer lineage depletion
unterzogen und als serielle Verdiinnung in jeweils sechs Empfangertiere orthotopisch injiziert. Dabei
zeigte sich, dass die Anzahl von Zellen mit tumorinitiierenden Eigenschaften in WAP-T-NP8
Mammakarzinomen relativ hoch ist. Ohne Unterscheidung beziiglich Differenzierungsgrad entwickelten
alle Tiere, die mit 10® Tumorzellen transplantiert wurden, einen Tumor. Mit 100 injizierten Zellen
wuchsen 75% der Zellen aus undifferenzierten Tumoren und nur 25% der Zellen aus differenzierten

Tumoren. Drei von acht Empfangertieren, die mit nur jeweils 10 undifferenzierten Zellen transplantiert
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wurden, entwickelten einen Tumor. Zusammenfassend konnte in diesem Experiment die Frequenz von
tumorinitiierenden Zellen in WAP-T Mammakarzinomen auf ca. 1:100 in differenzierten und bis zu mehr
als 1:10 in undifferenzierten Tumoren eingeschatzt werden. Solch eine hohe Frequenz von TICs in WAP-T
Tumoren war unerwartet und steht in Kontrast zu den meisten Untersuchungen bei humanen und
murinen Mammakarzinomen. In einer berihmten Veroéffentlichung berichteten Al-Hajj et al., dass in
humanem Brustkrebs ca. nur eine von zehntausend Zellen tumorinitiierende Eigenschaften besitzt, wenn
man sie in immundefiziente, humanisierte Mause transplantiert (Al-Hajj, Wicha et al. 2003). Zahlreiche
Autoren ergdnzten diese Ergebnisse spater durch eigene Untersuchungen. So schatzte die Gruppe von
Bruchell die Haufigkeit von Brustkrebs-TICs, (ibereinstimmend mit den Beobachtungen von Al-Hajj et al,
auf weniger als 1:5000 und konnte diese Zahl durch in vitro Kultivierung von Primartumorzellen als
Mammosphéaren nur auf bis zu 1:500 steigern (Grimshaw, Cooper et al. 2008). In einer Parallelstudie
zeigten Ginestier et al., dass das Passagieren von primaren humanen Brustkrebszellen durch serielle
Xenotransplantationen zu eine Erhéhung der Frequenz von tumorinitiierenden Zellen auf bis zu 1:500 in
den entstehenden Tumoren fihrt (Ginestier, Hur et al. 2007). Die Tumorigenitat etablierter humaner
Mammakarzinom-Zelllinien wurde ebenso in Xenograft-Transplantationsmodellen untersucht. Hierbei
wurden je nach Linie sehr heterogene TIC-Frequenzen von nicht detektierbar bis zu Uber 1:500
beobachtet (Charafe-Jauffret, Ginestier et al. 2009). Dieser Vergleich macht deutlich, dass die WAP-T
Mammakarzinome mit Frequenzen von 1:100 bis 1:10 erheblich mehr TICs aufweisen als bisher in
humanen Lasionen beobachtet wurde. Eine plausible Erklarung fiir die beobachtete geringere Haufigkeit
von tumorinitiierenden Tumorzellen in humanem Brustkrebs liegt in der Detektionsmethode. In
kritischen Reviews diskutieren z.B. Adams und Strasser die Wachstumsnachteile humaner Tumorzellen
nach Transplantation in immundefiziente Mausen (Adams and Strasser 2008; Visvader and Lindeman
2008). Durch die Inkompatibilitdt von humanen Tumorzellrezeptoren mit murinen Liganden k&énnen
beispielweise liberlebens- bzw. proliferationswichtige Signalwege nicht aufrechterhalten werden und die
Besiedlung der Tumorzellen ware folglich erheblich eingeschrdankt. Mit hoher Wahrscheinlichkeit
unterscheiden sich daher Xenotransplantationen von Transplantationen in syngene Empfangertiere
bezliglich ihrer Effizienz. Unterstltzend dazu kann die Effizienz der Xenotransplantation von humanen
Tumorzellen durch Co-Transplantation mit normalen humanen Fibroblasten, die eine Quelle fir
kompatible Wachstumsfaktoren darstellen, erhéht werden (Proia and Kuperwasser 2006). Weitere
Daten zur Unterstitzung dieser Theorie lieferten Ergebnisse aus syngenen Transplantationsstudien
verschiedener Leukamie-Mausmodelle, bei denen von einer TIC-Frequenz von liber 1:10 berichtet wurde

(Kelly, Dakic et al. 2007). Ahnliche Resultate zeigt auch der Vergleich von Arbeiten an gingigen
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Mammakarzinom-Mausmodellen, bei denen die Haufigkeit der TICs in  syngenen
Transplantationsmodellen héher ist als in humanen Brustkrebs-Xenotransplantationen. Bei Modellen die
auf der Mutation des Oberflachenrezeptors BRCA1 fiir die Induktion von Mammakarzinomen basieren,

FS‘13/F5’13;p53F2’1°/F2'1°, weisen Primartumore eine TIC-Frequenz von ca. 1:1000

wie z.B. den K14cre;Brcal
nach Transplantation in syngene Mausen auf (Pajic, Kersbergen et al. 2010). Zelllinien, die aus Tumoren
des eng verwandten BrcalmlpSB”’ Mammakarzinom-Mausmodells gewonnen wurden, zeigen leicht
gesteigerte Frequenzen von 1:100 bis 1:1000 (Wright, Calcagno et al. 2008; Pajic, Kersbergen et al. 2010).
Cho et al. untersuchten in einer umfangreichen Studie die TICs-Haufigkeit in MMTV-Wntl
Mammakarzinomen und beschrieben eine Frequenz von ca. 1:2000. Ahnlich wurde die Anzahl von Zellen
mit tumorinitiierenden Eigenschaften auf 1:1000 in MMTV-neu Tumore bestimmt (Liu, Deng et al. 2007).
Mammakarzinome des p53™" Modells weisen eine TIC-Frequenz von 1:2500 bis 1:5000 auf (Zhang,
Behbod et al. 2008). Zusammenfassend zeigen die verschiedenen Mammakarzinom-Mausmodelle eine
hohere Frequenz von tumorinitiierenden Zellen als humane Lasionen, wobei diese Unterschiede wegen
den Limitationen der Xenotransplantation vorsichtig interpretiert werden sollten. Interessanterweise
zeigen alle Untersuchungen tber die TIC-Frequenzen in Mammakarzinom-Mausmodellen Verhéltnisse
zwischen 1:5000 bis 1:1000. In der vorliegenden Arbeit unterscheiden sich WAP-T Tumore von Tumoren
anderer Modelle durch eine zehn- bis hundertfach hohere TIC-Frequenz. Einige Arbeiten Uber die
SV40-vermittelte Transformation zeigen, dass die Expression von SV40-st und -LT unter bestimmten
Umstdanden die vollstindige Differenzierung von Linsen-, Muskeln- und Adipozyten-Vorlduferzellen
verhindern kann (Mahon, Chepelinsky et al. 1987; Cherington, Brown et al. 1988; Higuchi, Fockler et al.
1993; Higgins, Chatterjee et al. 1996; Higgins and Cherington 2001; Chen, Liang et al. 2004). Auch in
Epithelzellen der Brustdriise konnte ein inhibitorischer Einfluss von SV40-st auf die terminale
Differenzierung wahrend der Laktation gezeigt werden (Goetz, Tzeng et al. 2001). Angesicht dieser
Berichte ist es also durchaus denkbar, dass die Expression der SV40 , friihen” Genregion als Onkogen in
den WAP-T Mausen fir eine Anreicherung von Mammaepithelzellen mit Vorldufereigenschaften
verantwortlich ist. Somit kann zumindest partiell erklart werden, warum die in diesem Modell

entstehenden Mammakarzinome eine TIC-Frequenz aufweisen, die liber dem Durchschnitt liegt.

AnschlieBend an die Transplantationsexperimente wurden histologische Analysen durchgefiihrt. Dabei
wurde festgestellt, dass transplantierte WAP-T Tumore liberwiegend die Morphologie des Primartumors
widerspiegeln. Zusammen mit den zuvor beschriebenen Erkenntnissen zeigen WAP-T Mammakarzinome
viele beschriebene Charakteristika, die auf die Anwesenheit von Tumorstammzellen hindeuten, wie die

intrinsische molekulare Heterogenitdt und Zellpopulationen mit tumorinitiierenden Eigenschaften, die
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nach Transplantation Ladsionen verursachen, die dem Ursprungstumor morphologisch dhneln (Dalerba,

Cho et al. 2007; Visvader and Lindeman 2008).

Basierend auf Kombinationen von Oberflichenmarker und/oder funktionelle Marker werden
verschiedene Phanotypen fiir Brustkrebs-TICs in der Literatur beschrieben. Als nachster Schritt dieser
Arbeit bot sich also an, den Phanotyp der tumorinitiierenden Zellen in den WAP-T Tumoren zu

identifizieren.

V.1.5 Oberflichenmarker und Vorlaufereigenschaften in WAP-T Tumore

In den zahlreichen zuvor erwahnten Studien, die sich mit Tumorstammzellen im Brustkrebs beschaftigen,
wurden spezifische Kombinationen von Oberflichenmarkern beschrieben, die eine Anreicherung von
TICs ermoglichen. So berichteten Al-Haijj et al, dass im humanen Brustkrebs eine starke Anreicherung von
TICs durch Isolierung der Lin'/CD24'/'°W/CD44+—TumorzelIpopulation moglich ist (Al-Hajj, Wicha et al.
2003). Die Transplantation von nur 100 Lin'/CD24’/'°W/CD44+-ZeIIen war ausreichend um Tumore in
immundefizienten Mausen zu initiieren. Kombiniert mit der Aktivitat der Aldehyd-Dehydrogenase (Aldh)
sind sogar 20 humane Lin/CD247°"/CD44"/ALDH® -Brustkrebszellen ausreichend um Lisionen zu
verursachen (Ginestier, Hur et al. 2007). Ergdnzend konnten andere Autoren durch Anwendung von
CD44, CD49f und CD133 mit 50 Lin/CD44"/CD49f"&"/CD133"&"-Zellen Tumore initiieren (Meyer, Fleming
et al. 2010). Im Kontext von Mausmammakarzinomen wurden Markerkombinationen beschrieben, die
sich von denen des humanen Brustkrebses unterscheiden. Bis jetzt wurden verschiedene Phanotypen fir
murine Mammakarzinom-TICs beschrieben. Lin'/CD24*/CD49f*-Tumorzellen des
Kl4cre;Brcal™ ¥/ 13,p53F10/F210  \1ausmodells  besitzen tumorinitiierende  Eigenschaften  (Pajic,
Kersbergen et al. 2010). Im eng verwandten Brcal®;p53*;MMTV-Cre Modell sowie in P53™'"- und
MMTV-Wntl Méausen weisen tumorigene Zellen den Lin’/CD24"¢"/CD29""-Phanotyp auf (Shackleton,
Vaillant et al. 2006; Vassilopoulos, Wang et al. 2008). Interessanterweise wurden TICs des MMTV-Wnt1
MaCa in einer parallelen Studie als Lin//CD24"/CD49f"/Thy1" identifiziert (Cho, Wang et al. 2008). Eine
zusatzliche Ebene der Komplexitdt brachte die Beobachtung von Vaillant et al., in der MMTV-Wnt1 TICs
als Lin/CD24"/CD61"-Zellen beschrieben wurden (Vaillant, Asselin-Labat et al. 2008). Angesicht dieser
drei Studien liegt die Annahme nah, dass die flir MMTV-Wnt1 Tumore beschriebenen tumorinitiierenden
Zellen ein und dieselbe Population darstellen, die einen lin//CD24"/CD29"/CD49f'/CD61"/Thy1*-Phinotyp
aufweist. Ein weiterer fir tumorinitiierende Zellen beschriebener Phanotyp wurde von Grange et al
beschrieben. Hierbei identifizierten die Autoren in BALB/c-neuT Mammakarzinomen eine

Scal*-Zellpopulation mit erhéhter Tumorigenitit (Grange, Lanzardo et al. 2008). Zusammenfassend
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wurden in murinen Mammakarzinomen mindestens vier verschiedene Hauptphdnotypen fiir TICs

beschrieben: Lin/CD24%/CD49f", Lin"/CD24"¢"/CD29"", Lin//CD24*/CD61* und Lin/Scal’.

Um die WAP-T Mammakarzinome mit den publizierten Daten zu vergleichen, wurden Tumore mithilfe
von Immunfluoreszenz-Farbungen auf Kryoschnitten und FACS-Analysen von dissoziierten Primarzellen

flr die Expression der Oberflachenmarker CD24, CD29, CD49f, CD61 und Scal charakterisiert.

Unabhangig von ihrem Differenzierungsgrad exprimieren lber 95% der WAP-T Tumorzellen den
Oberflachenmarker CD24. Wenn CD24 negative Stromazellen, die durch lineage depletion nicht entfernt
wurden, bericksichtigt werden, kann man davon ausgehen, dass alle WAP-T Tumorzellen CD24 positiv
sind. Wie im Abschnitt V.1.1 bereits diskutiert, ist die Expression des Transgens durch die Aktivitdt des
WAP-Promotors auf Epithelzellen beschrankt. Da die Expression von CD24 in der normalen murinen

hiEh £ijr

Brustdriise spezifisch fir Epithelzellen ist (CD24"" fir myoepitheliale/basale Zellen und CD24
luminale Zellen), refelektiert die starke Positivitdt der WAP-T Tumorzellen fir CD24 das Set-up des
Mausmodells (Thiery and Sleeman 2006). Angesichts dieses Ergebnisses kann im WAP-T MaCa davon
ausgegangen werden, dass die in der Literatur beschriebenen Markerkombinationen Lin/CD24%/CD29",
Lin/CD24%/CD49f" und Lin /CD24"/CD61" jeweils auf die Expression der einzelnen Integrine, CD29, CD49f

und CD61, eingeschrankt werden kénnen.

In FACS-Analysen wurden CD29, CD49f, CD61 und Scal auf einer variablen aber relativ hohen Zellzahl in
WAP-T Tumoren detektiert. Undifferenzierte Tumore weisen ca. 80% CD29 positive Zellen, ca. 60%
CDA49f positive Zellen, ca. 40% CD61 positive Zellen und ca. 40% Scal positive Zellen auf. Differenzierte
Tumore weisen hingegen eine etwas geringere Expression dieser Marker mit ca. 70% CD29 positive
Zellen, ca. 50% CDA49f positive Zellen, ca. 30% CD61 positive Zellen und ca. 10% Scal positive Zellen auf.
Diese relativ hohen Zahlen korrelieren gut mit der hohen TIC-Frequenz in WAP-T Tumoren. Die starker
ausgepragten tumorinitiierenden Eigenschaften von undifferenzierten WAP-T Tumorzellen im Vergleich

zu differenzierten Tumorzellen korreliert mit einer etwas héheren Expression dieser Marker.

V.1.6 Oberflaichenmarker und Vorldufereigenschaften von G-2 Zellen

Da alle untersuchten Marker in WAP-T Tumoren vorhanden und potentiell relevant sind, erfordert die
Identifizierung und Charakterisierung potentieller Tumorstammzellen in endogenen Tumoren eine
Untersuchung der tumorinitiierenden  Eigenschaften jeder einzelnen  Lin/CD24"/CD49f'-,
Lin/CD24"8"/CD29"¢"-, Lin/CD24*/CD61*- und Lin/Scal’- Tumorzellpopulation, sowie von deren

Pendants anhand von Transplantationsexperimenten. Um diese sehr aufwendigen und zeitintensiven
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invivo Untersuchungen zu vermeiden, wurde als Nachstes die Relevanz der potentiellen
CSC-Markerkombinationen in G-2 Zellen in vitro analysiert. Die Untersuchungen zeigten, dass G-2 Zellen
in der Kultur in Analogie zu Primérzellen der Tumore alle untersuchten Marker exprimieren und zwei
Hauptpopulationen aufweisen: eine CD24"/CD49f"-Population, die die CD61"-Zellen beinhaltet, und eine
CD24°/CD49f -Population, die die Scal’-Zellen beinhaltet. Alle G-2 Zellen exprimieren CD29. In G-2
Zellkultur Gberlappen also die CD24%/CD49"-, CD24"/CD29"- und CD24"/CD61"-Zellpopulationen, die laut
Literatur mit Tumorstammzellen angereichert sind (Shackleton, Vaillant et al. 2006; Vaillant, Asselin-
Labat et al. 2008; Vassilopoulos, Wang et al. 2008; Pajic, Kersbergen et al. 2010). Auf der andere Seite
weist die CD24/CD49f-Population der G-2 Zelllinie einen signifikanten Anteil von Scal*-Zellen auf, die

ebenso mit einem CSC assoziierten Phanotyp assoziiert wurden (Grange, Lanzardo et al. 2008).

Der CSC-Theorie nach induzieren Tumorstammzellen die zelluldre Heterogenitat eines Tumorgewebes
bzw. einer Tumorzelllinie in Kultur durch irreversible, epigenetisch getriebene Differenzierungsprozesse,
die nicht-tumorigene, differenzierte Tochterzellen produzieren (Al-Hajj, Becker et al. 2004). Da die G-2
Zelllinie anhand der Marker CD24 und CD49f zwei distinkte Subpopulationen aufweist, lag die Annahme
nahe, dass entsprechend der Tumorstammzelltheorie nur eine der beiden Subpopulationen Tumorzellen
mit Vorlaufereigenschaften enthalt. Um dies zu bestatigen, wurden durch Repopulationsexperimente die
CSC-Eigenschaften, d.h. die Selbsterneuerungs-, Proliferations- und Differenzierungseigenschaften der
beiden G-2 Subpopulationen gegeniibergestellt. Uberraschenderweise konnte gezeigt werden, dass
sowohl isolierte CD24"/CD49f"- als auch CD24/CD49f-Zellen in der Lage sind, zu proliferieren und die
urspriingliche Heterogenitat der G-2 Zellen wiederherzustellen; so wurden schon nach wenigen Tagen
die entsprechenden Pendants regeneriert. Mithilfe von Expressionsanalysen wurde aulerdem gezeigt,
dass CD24"/CD49f'-Zellen einen ausgeprigten epithelialen Charakter aufweisen, wiahrend
CD24°/CD49f-Zellen einen mehr mesenchymalen Phédnotyp haben. Diese beiden entscheidenden
Beobachtungen fiihrten zu der Schlussfolgerung, dass G-2 Zellen in der Lage sind, bidirektionale
Transitionen zwischen epitheliale und mesenchymale Phanotypen durchzufiihren (Wegwitz, Kluth et al.
2010). In der Literatur werden diese Prozesse als epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) bzw.

mesenchymale-epitheliale Transition (MET) bezeichnet.

Wahrend der Embryogenese stellen EMT und MET Uberaus wichtige und streng regulierte Prozesse dar
(Acloque, Adams et al. 2009; Kalluri 2009; Kalluri and Weinberg 2009). Beispielsweise wird der Aufbau
von Endoderm und Mesoderm durch eine EMT in Zellen des Ektoderms ermoglicht, gefolgt von einer
Migration und ggf. einer Riickkehr zum epithelialen Phanotyp durch MET (Micalizzi, Farabaugh et al.
2010). Die EMT ermoglicht Epithelzellen die Flexibilitdt zwischen verschiedenen Phénotypen zu
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konvertieren, die wahrend der Entwicklung fiir eine korrekte Organmorphogenese bendétigt wird.
(Duncan, Andrew et al. 1999). Im Kontext der Brustdriise werden EMT-Vorgdnge in verschiedenen
Stadien der Entwicklung durchgefiihrt. So ist die Verzweigung und Elongation des Duktennetzes wahrend
der Pubertat und der Schwangerschaft mit einer sogenannten epithelialen Plastizitat, die EMT- und MET-
Prozesse erfordert, assoziiert (Sternlicht 2006; Micalizzi, Farabaugh et al. 2010). Der Verlauf eines EMT-
Prozess beginnt mit dem Verlust der apikal-basalen Polaritdt von Epithelzellen durch den Abbau von
tight junctions, gefolgt von der Degradation der Basalmembran und das Ersetzen von Adhasionsmlekiile
wie z.B. E-Cadherin oder spezifischen Integrinen durch andere Oberflachenproteine mit reduzierten
Adhéasionseigenschaften wie z.B. N-Cadherin (Kalluri and Weinberg 2009). Das Zytoskelett erfahrt ebenso
einen kompletten Umbau, bei dem Aktinfasern durch stress fibers (Aktin-Myosin-Polymere) und
Cytokeratine- durch Vimentin-Filamente ersetzt werden. Diese dramatischen Veranderungen fiihren zur
Remodellierung der pflastersteinartigen zu einer mehr spindelartigen Morphologie und dem Erwerb von

Motilitat (Abbildung 47).

Bei Tumoren wird EMT grundsatzlich mit einer schlechteren Prognose, Resistenz gegeniiber
Chemotherapeutika und einer verstiarkten Metastasierung assoziiert. Die Transition von einem
epithelialen zu einem mesenchymalen Phanotyp ist der Mechanismus, der es Zellen eines Primartumors
ermoglicht, das sie umgebene Gewebe zu invadieren, ferne Organe zu erreichen und zu besiedeln. Durch
anschlieRende MET-Prozesse erwerben diese disseminierte Tumorzellen wieder den epithelialen
Phanotyp, um Metastasen zu bilden (Thiery 2002; Cardiff 2010). Zusatzlich verknipft eine steigende
Anzahl von Publikationen den EMT-Prozess mit dem Erwerb von Stammzelleigenschaften (Ansieau,

Bastid et al. 2008; Kurrey, Jalgaonkar et al. 2009; Wellner, Schubert et al. 2009; Martin and Cano 2010).

In der G-2 Zellkultur scheinen Prozesse der EMT und MET fiir deren zelluldre Heterogenitat
mitverantwortlich zu sein. Weiterhin sind diese Prozesse dafiir verantwortlich, dass in G-2 Zellen kein
eindeutiger Phanotyp einer Tumorstammzelle definiert werden konnte, da sowohl Zellen mit
ausgepragtem mesenchymalem Phanotyp als auch Zellen mit epithelialen Merkmalen die urspriingliche
Heterogenitat der G-2 Zellkultur wiederherstellen kénnen, wenn sie einzeln kultiviert werden. So weisen
beide Subpopulationen mit mesenchymalem und epithelialem Phanotyp die in der CSC-Theorie
beschriebenen Eigenschaften einer Tumorstammzelle, d.h. Proliferation-, Selbsterneuerung- und

Differenzierungspotential, auf.
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Abbildung 47: EMT und epitheliale Plastizitat

Wahrend einer EMT verlieren Epithelzellen ihre apikal-basale Polaritat. Tight Junctions, die typischerweise fir das
Erhalten der apikal-basalen Polaritat verantwortlich sind, werden langsam abgebaut. Dies fiihrt zu einer Mischung
apikaler und basallateraler Membranproteine. Adhasionskomplexe und gap junctions werden ebenfalls abgebaut.
Dann werden epithelspezifische (griin) Integrine durch Integrine spezifisch fir die extrazellulare Matrix (blau) und
E-Cadherin durch N-Cadherin ersetzt. Eine Remodelierung des Aktin-Zytoskeletts findet statt, wobei stress fibers an
der Stelle des Zellvorsprungs akkumulieren. Die Cytokeratin-Intermediarfilamente werden durch Vimentin ersetzt.
AnschlieRend wird die Basalmembran an der Invasionsstelle verdaut, was das Eindringen der Zelle im umgebenen
Stroma ermoglicht (Micalizzi, Farabaugh et al. 2010).

V.1.7 Aldh-Aktivitat und CSC-Eigenschaften in WAP-T Tumoren und G-2 Zellen

Die Aktivitidt der Aldehyd-Dehydrogenase (Aldh) bietet eine auf funktionellen zelluldren Eigenschaften
basierende Alternative fir die Isolierung von Stamm- und Tumorstammzellen. Fir den humanen
Brustkrebs wird die Aktivitdit der Aldehyd-Dehydrogenase 1 als Marker fir Tumorzellen mit

Vorlaufereigenschaften, erhdhter Metastasierungsrate und schlechter Uberlebensprognose beschrieben
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(Ginestier, Hur et al. 2007; Charafe-Jauffret, Ginestier et al. 2010). Ahnlich wie in primdren humanen
Tumoren wurde die Aldh-Aktivitdt in humanen MaCa-Zelllinien ebenfalls erfolgreich als Marker fiir die
Anreicherung von TICs angewendet (Charafe-Jauffret, Ginestier et al. 2009; Ginestier, Wicinski et al.
2009). Um das vorliegende Mausmodell mit der humanen Situation vergleichen zu kénnen, wurden
zuerst primare undifferenzierte WAP-T Tumore (n=3) mithilfe des Aldefluor®-Kits gefarbt und durch
durchflusszytometrische Verfahren analysiert. So konnte eine zwischen 6,4% und 14,1% umfassende
Aldh®-Tumorzellpopulation beobachtete werden. Lineage-negative Aldh'- und Aldh”-Tumorzellen
wurden jeweils transplantiert und Expressionsanalysen unterzogen. RT-qPCRs fiir verschiedene Aldehyd-
Dehydrogenase zeigten, dass Aldh®-Tumorzellen die Aldhla2 und Aldh1l1 mehr als zweifach stérker als
Aldh'™"-Zellen exprimieren. Dies lasst vermuten, dass diese beiden Isotypen fiir den AIdhbr—Phénotyp in
den WAP-T Mammakarzinomen verantwortlich sind. Interessanterweise konnte durch Transplantation
von Aldh®-Tumorzellen keine signifikante Anreicherung von TICs gegeniiber Aldh™¥-Zellen beobachtet

werden.

Dissoziation und Durchflusszytometrie sind zwei Verfahren, die Primartumorzellen schadigen und somit
einen signifikanten Einfluss auf die Detektion von Tumorstammzellen haben kénnen. Um auszuschlieRen,
dass diese Problematik das Ergebnis des Aldh-Assays beeinflusst hatte, wurden G-2 Zellen denselben
Analysen unterzogen. G-2 Zellen weisen eine hervorragende Vitalitat nach Dissoziation und FACS auf.
Anders als in Primdrtumoren zeigen G-2 Zellen eine zwischen 30% und 35% aller Zellen umfassende
Alde™-Population, die eine stirkere Aldhla3-Expression als in der Aldh'®*-Population aufweist. In vivo

low

initiieren Alde™-G-2 Zellen etwas schneller Tumore als Alde""-Zellen, allerdings konnten beide

Populationen sowohl mit 10* als auch 10” transplantierten Zellen Tumore induzieren. In parallelen in

low

vitro Repopulationsanalysen konnten ebenso Alde™ sowie Alde™™ G-2 Zellen proliferieren und die
urspriingliche Heterogenitat der G-2 Zell wiederherstellen. Bereits wenige Tage nach FACS-Sortierung

wurden die entsprechenden Pendants erneut regeneriert.

Zusammenfassend machen die in vitro und in vivo Untersuchungen der G-2 Zellen bezlglich Aldh-
Aktivitat deutlich, dass sowohl die Alde™ wie auch die Alde®" Zellpopulationen Proliferation-,
Selbsterneuerung- und Differenzierungspotential aufweisen, also Eigenschaften, die als
CSC-Eigenschaften beschriebenen sind. Die parallel analysierten endogene WAP-T Tumoren zeigten
anhand von in vivo Transplantationsexperimente, dass sowohl Aldh® als auch Aldh'®" Primartumorzellen

tumorigen sind und somit den Eigenschaften der G-2 Zelllinie dhneln.
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V.1.8 Konzepte der Tumorstammzellmetastabilitat und des ,, Tumorzellsystems*

Die Ergebnisse der Untersuchungen von Oberflichenmarkern und des funktionellen Markers
Aldh-Aktivitat fir die Isolierung von Tumorstammazellen zeigten in beiden Falle, dass G-2 Zellen zwischen
den in der Literatur fir CSC-Eigenschaften beschriebenen Phinotypen (CD24"/CD49f" bzw. Aldh®) und
deren Pendants (CD24/CD49f bzw. Aldh®*) schwanken kénnen. So kénnen G-2 Tumorstammzellen nicht
als einzelne Entitdit mit festem Phadnotyp definiert werden sondern eher als heterogenes
homoostatisches ,, Tumorzellsystem” (cancer cell system, CCS), dessen Zusammensetzung durch Zell-Zell-
Kontakte und humorale Signale reguliert wird. Die Fahigkeit der G-2 Zellen, epitheliale und
mesenchymale Differenzierungsstadien aufzuweisen und ggf. die Komplementarfraktion regenerieren zu
kénnen ist mit dem von Ford und Thompson vorgeschlagenen Konzept der epithelial-mesenchymalen
Plastizitat (EMP) kompatibel, auch wenn in dem vorliegenden Fall nur eine partielle EMT stattfindet.
Somit eignet sich der Begriff der Metastabilitdt, der von uns und ebenso von Micalizzi et al definiert
wurde, bedeutend besser fiir die Beschreibung des G-2 Zellsystems (Micalizzi, Farabaugh et al. 2010).
Das Konzept der Metastabilitdt von Tumorzellen und von Tumorzellsystemen bietet eine Alternative zur
Weiterentwicklung des klassischen CSC-Konzeptes, in dem Tumorstammzellen nicht mehr einen einzigen
spezifischen Phanotyp aufweisen, wie es Dalerba und Clarke postuliert haben, sondern als Zellen, die
eine Reihe von Phanotypen annehmen konnen, definiert werden (Dalerba, Cho et al. 2007). Durch
Analysen eines weiteren Markers, des Thyl-Oberflaichenproteins, konnte in unserem Labor gezeigt
werden, dass das G-2 CCS mindestens drei verschiedenen metastabilen Differenzierungsstadien
aufweist: der CD24%/Scal®"//Thyl ,quasi-epitheliale“ Phinotyp, der CD24°“/Scal"®"/Thy1
intermedidre” Phianotyp und der CD24"°"/Sca1""/Thy1™"  quasi-mesenchymale” Phinotyp (Wegwitz,
Kluth et al. 2010). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Balance zwischen den verschiedenen
Differenzierungsstadien durch Modulation der Expression bestimmter Transkriptionsfaktoren beeinflusst
werden kann. Die in vitro Depletion des Transkriptionsfaktors Sox10 durch shRNA-vermittelte Reduktion
resultierte beispielsweise in der Hochregulation des Transkriptionsfaktors Twist2, der von Ansieau et al
mit dem Prozess der EMT assoziiert wurde (Ansieau, Bastid et al. 2008). Als Konsequenz der Depletion
verschiebt sich das Gleichgewicht zwischen den Differenzierungsstadien der G-2 Zellen zu Gunsten der
CD24"°"/Sca1"®"/Thy1"€"-Zellpopulation und somit des ,quasi-mesenchymalen” Phinotyps (Wegwitz,
Kluth et al. 2010). Abbildung 48 gibt eine schematische Darstellung des G-2 Tumorzellsystems.
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Abbildung 48: Schematische Darstellung des G-2 Tumorzellsystems

Das G-2 Tumorzellsystem (cancer cell system, CCS) besteht aus mindestens drei unterschiedlichen
Differenzierungsstadien, die durch spezifische Markerkombinationen definiert werden: (i) der ,quasi-epitheliale”
Phénotyp zeichnet sich durch die Expression epithelialer Marker (wie z.B. CD24, CD49f, CD61 und EpCAM) und die
Abwesenheit von Scal und Thyl aus; (ii) der ,intermedidre” Phanotyp weist eine geringe bis vernachlassigbare
Menge epithelialer Marker, keine Thyl- und eine starke Scal-Expression auf; (iii) der ,,quasi-mesenchymale”
Phanotyp zeichnet sich durch die Abwesenheit epithelialer Marker und die starke Expression von Scal und Thyl
aus. Alle drei Phanotypen weisen eine starke Expression von CD44 und CD29 sowie eine variable Menge an SV40-LT
auf, die mit dem Verlust des epithelialen Charakters abnimmt. Das komplette Ausschalten von SV40-LT durch den
Verlust von epithelialen Transkriptionsfaktoren fiihrt zu einer irreversiblen mesenchymalen Differenzierung. Eine
irreversible epitheliale Differenzierung konnte bis jetzt nicht beobachtet aber auch nicht ausgeschlossen werden.
Die Balance zwischen den verschiedenen Differenzierungsstatus der G-2 Zellen wird durch Transkriptionsfaktoren
(z.B. Sox10 und Twist2), Zell-Zell-Kontakten und autokrinen/parakrinen Signalen gesteuert. Die kreisférmigen Pfeile
stellen Selbsterneuerungseigenschaften dar. Die Dicke der Pfeile flr Differenzierungsvorgange stellt die Haufigkeit
der auftretenden Transitionen dar (Wegwitz, Kluth et al. 2010).

In einer vor kurzem erschienenen Veroffentlichung berichtet die Gruppe um Vonderhaar, dass humane
Brustkrebs-Zelllinien dhnlich wie das G-2 Zellsystem Metastabilitdt zeigen (Meyer, Fleming et al. 2010).
Dabei zeigten die Autoren, dass CD44+/CD24'°W/'—ZeIIen, die den von Al-Hajj et al als CSC-assoziierten
Phanotyp aufweisen, und CD44*/CD24"-Zellen jeweils ein ausgepragtes mesenchymales bzw. epitheliales
Profil haben und dass beide Zellpopulationen fahig sind, deren Pendants zu repopulieren, wenn sie nach
Isolierung weiterkultiviert werden. In Xenotransplantationen zeigten beide Zellpopulationen dhnlichen
tumorinitiierenden Eigenschaften. Diese Publikation beweist, dass das Konzept der Metastabilitdt von
Tumorzellen sich nicht nur auf das WAP-T Mausmodell beschrankt, sondern dass diese Eigenschaften in

der humanen Situation ebenso giiltig und relevant sind.
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Da G-2 Zellen aus einem WAP-T Tumor gewonnen wurde, liegt die Annahme nahe, dass die Zellen
endogener WAP-T Mammakarzinome sich ebenfalls in einem metastabilen Zustand befinden. Hinweise
dafiir konnten durch Immunofluoreszenz-Farbungen geliefert werden, die zeigten, dass sowohl
transplantierte G-2 Tumore als auch undifferenzierte endogene WAP-T Tumore Zellen beinhalten, die
gleichzeitig epitheliale Keratine und mesenchymales Vimentin exprimieren. Unterstiitzt von Berichten
anderer Autoren lasst sich dieses Phdanomen so interpretieren, dass diese Zellen sich in einem
Ubergangsstatus zwischen epithelialen und mesenchymalen Phianotyp befinden. (Vongwiwatana,
Tasanarong et al. 2005; Kokkinos, Wafai et al. 2007; Tomaskovic-Crook, Thompson et al. 2009).
Erganzend beobachteten Morel et al, dass das Einfligen von SV40-LT und -st in immortalisierte humane
CD44*/CD24*-Mammaepithelzellen zur Entstehung einer kleinen CD44*/CD24"°"-Zellenpopulation fiihrt
und assoziierten dieses Phdanomen mit EMT-Ereignissen (Ansieau, Bastid et al. 2008). Diese Ergebnisse
sprechen daher fiir die Existenz eines EMT-Prozesses in den WAP-T Mammakarzinomzellen. Der
Nachweis des tumoralen Ursprungs dieser Zellen gelang durch die gleichzeitige Detektion von SV40-LT
und Vimentin in einzelnen Zellen transplantierter G-2 und undifferenzierter endogene WAP-T Tumore.

Interessanterweise konnten keine EMT-Ereignisse in differenzierten WAP-T Tumoren detektiert werden.

Der klassischen CSC-Theorie nach reprasentieren Tumorstammzellen nur einen kleinen Anteil der Lasion.
Sie sind durch spezifische Markerexpression charakterisiert und vor allem verantwortlich fir das
Aufrechterhalten und die Aggressivitdt der Lasionen (Dalerba, Cho et al. 2007). Entsprechend wurde also
postuliert, dass spezifisch gegen Tumorstammzellmerkmale gerichtete Therapien effizienter zu einem
Rezidiv-freien Eliminieren der Krankheit fihren als allgemein krebsspezifische Medikamente (Huff,
Matsui et al. 2006). Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Metastabilitit von Tumorzellen
hinsichtlich ihres Phanotyps bringt eine zusatzliche Ebene der Komplexitdt ein, da Tumorzellen mit
Vorlaufereigenschaften in einem System gleichzeitig verschiedene Charakteristika aufweisen kénnen,
ohne ihre Tumorigenitdt und somit ihr Potential, Rezidive zu verursachen, zu verlieren. In solchen
Tumorzellsystemen wird es moglicherweise notwendig sein, Einfluss auf dem metastabilen Zustand der
Tumorzellen auszuiiben, um alle Tumorstammzellen der Lasion mit geeigneten Therapeutika behandeln

zu kénnen.

V.2 Die duale Rolle von CEACAM1 in WAP-T Tumoren

Wie zuvor erwadhnt, ist es moglich, das Gleichgewicht zwischen den verschiedenen
Differenzierungszustanden von G-2 Zellen in vitro durch Modulation von Sox10 zu beeinflussen. Dies

bedeutet, dass es prinzipiell moglich sein muss, dieses Gleichgewicht auch in WAP-T Tumoren durch
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veranderte Expression von Faktoren in Richtung eines verstarkten EMT-Phanotyps zu verdandern. Um
eine solche Modulation in vivo zu untersuchen, wurde in Kooperation mit der Gruppe von Herrn Prof.
Wagener eine Abwandlung des WAP-T Mausmodells hergestellt, in dem der EMT-Zustand von
Mammakarzinomzellen gegeniiber den parentalen WAP-T Tumorzellen beeinflusst wurde. In Zellen, die
eine EMT durchfiihren, kommt es zu einer Downregulation der Expression epithelspezifischer
Adhéasionsmolekiile. Das bekannteste Beispiel im Falle des Brustkrebses ist der Verlust von E-Cadherin,
einem Adhasionsmolekil das an der Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten und Zellpolaritaten in den
Epithelien beteiligt ist (Abbildung 47). Verschiedene Studien zeigten zudem, dass der Verlust von E-
Cadherin selbst zur Induktion einer EMT durch Re-Lokalisierung von B-Catenin, einem Signalmolekdls des
Whnt-Pathways, im Nukleus verursachen kann (Thiery 2002; Zheng, Lyons et al. 2009; Chao, Shepard et al.
2010). Der Wnt-Pathway ist ausfiihrlich beschriebener Signaltransduktionsweg fir die Regulation von
EMT-Prozessen (Kalluri and Weinberg 2009). Wie E-Cadherin ist auch CEACAM1 ein Adhasionsmolekiil,
das durch homophile Bindungen in Zell-Zell-Kontakten involviert ist und fiir eine Lokalisierung von B-
Catenin an der Plasmamembran durch direkte Interaktion sorgt (Jin, Li et al. 2008). Zahlreiche
Veroffentlichungen berichten iber den Verlust von CEACAM1 wahrend der Entwicklung verschiedener
Karzinome (wie z.B. Kolonkarzinom, Leberkarzinom, Blasenkarzinom, Nierenkarzinom und
Mammakarzinom). Dieser Verlust korreliert mit einer schlechteren Prognose und einer erhdhten
Invasivitat der Erkrankung (Nollau, Prall et al. 1997; Nollau, Scheller et al. 1997; Riethdorf, Lisboa et al.
1997; Bamberger, Riethdorf et al. 1998; Oliveira-Ferrer, Tilki et al. 2004; Tilki, Irmak et al. 2006). In der
vorliegenden Arbeit wurde daher die Auswirkung des Verlustes von CEACAM1 auf den EMT-Status sowie
auf die Metastasierungseigenschaften des WAP-T Tumorzellsystems untersucht. Fir diesen Zweck
wurden in Kooperation mit der Gruppe von Herrn Prof. Wagener bi-transgene WAP-T-NP8 x Ceacam1”

Mause generiert.

V.2.1 Metastatische Eigenschaften von Ceacam1”-Tumorzellen in dem WAP-T Mausmodell

Um die Verdnderung des CEACAM1-Verlustes auf WAP-T Tumorzellen in vivo zu bestimmen, wurden
induzierte WAP-T-NP8 und WAP-T-NP8 x Ceacam1” Méuse hinsichtlich Tumorinzidenz und
Metastasierungen in der Lunge untersucht. Hierbei stellte sich heraus, dass beide Mausmodelle dhnliche
Eigenschaften bezliglich Latenz nach Induktion, Tumorinzidenz und Tumorwachstumskinetik aufweisen
(Manuskript in Vorbereitung, Gerstel et al.). Interessanterweise wiesen 67% der Ceacam1”-Tumorméuse
Lungenmetastasen und somit eine erheblich hohere Metastasierungsrate als mono-transgene WAP-T
Mause auf, bei denen in der vorliegenden Studie keine Metastasen gefunden wurden und die allgemein

eine Inzidenz von ca. 6% aufweisen. Um sicherzustellen, dass der beobachtete Phanotyp auf den Verlust
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von CEACAML1 in den Tumorzellen und nicht in deren Mikroumgebung zurtickzufiihren ist, wurden in der
vorliegenden Arbeit Transplantationsexperimente vorgenommen. Dabei konnte eine Lungenmetastase
in Empfangertieren (n=6), die mit Ceacam1”-Tumorzellen transplantiert wurden, entdeckt werden,
wihrend die Transplantation von Ceacam"-Tumorzellen (n=6) keine Metastase verursachte. Die
Beobachtungen einer verstarkten Metastasierungsrate in endogenen und transplantierten
Ceacam1”-Tumoren stimmen mit den Veroffentlichungen Uberein, die Gber eine Korrelation zwischen
dem Verlust von CEACAM1 auf Zellen verschiedener Karzinomtypen und einer erhéhten Invasivitat
berichten (Nollau, Prall et al. 1997; Nollau, Scheller et al. 1997; Riethdorf, Lisboa et al. 1997; Bamberger,
Riethdorf et al. 1998; Oliveira-Ferrer, Tilki et al. 2004; Tilki, Irmak et al. 2006; Shinozuka, Uzawa et al.
2009). Zudem zeigt der Vergleich zwischen WAP-T-NP8 und WAP-T-NP8 x Ceacam1” Tumormausen, dass
der Verlust von CEACAML1 nicht nur eine Konsequenz in der Tumorprogression darstellt, sondern eine
aktive Rolle im Metastasierungsprozess spielt. Somit wird die Annahme unterstitzt, dass der Verlust von
CEACAM1 zu einer Verschiebung des metastabilen Zustandes von Tumorzellen fiihrt. Um dieses Postulat
zu untermauern, wurden Expressionsarrays von WAP-T-NP8 und WAP-T-NP8 x Ceacam1”" Tumoren
analysiert. Ubereinstimmend mit der starken Lungenmetastasierungsrate stellte es sich hierbei heraus,
dass im Vergleich zu CEACAM1-positiven Tumoren die CEACAM1-negativen Mammakarzinome ein
aggressiveres Expressionsprofil mit Merkmale fiir erhéhte Invasions- und Metastasierungseigenschaften
aufweisen. Von den bekannten Effektoren von EMT-Prozessen, die in Ceacam1’-Mammakarzinome
hochreguliert waren, stellt die Hochregulation von Fgfl (fibroblast growth factor 1) einen durchaus
interessanten Befund dar. Unter anderem wird in der Literatur berichtet, dass FGF1 die Aktivierung von
Matrix Metalloproteinasen wie MMP9 bewirken kann, was zum Abbau von extrazellularer Matrix und
somit erhohter Motilitat fuhrt (Billottet, Tuefferd et al. 2008). Als Bestatigung wurde durch IHC-
Farbungen eine massive Expression von MMP9 sowie der daraus resultierende Abbau des
MMP9-Substrats Kollagen IV in Ceacaml’/’-, nicht aber in Ceacam“'-Tumoren detektiert. Zusatzlich zu der
Modulation von Fgf1, gehorte vor allem Clusterin (CLU) zu den am starksten hoch regulierten Genen in
WAP-T-NP8 x Ceacam1”” Tumoren. Clusterin, auch bekannt als Apolipoprotein J, ist ein Plasmaprotein,
das im Kontext von Brustkrebs unter anderem mit Invasivitat, migratorischen Eigenschaften, einer
erhéhten Uberlebensfihigkeit der Tumorzellen und Metastasierung assoziiert war (Redondo, Tellez et al.
2009). Weiterhin zeigte ein neuer Bericht von Lenferink et al., dass CLU als positiver Effektor der EMT
unter Kontrolle des TGFB-Signalwegs dient (Lenferink, Cantin et al. 2010). Andere berichteten, dass die
Reduktion von CLU in Lungenkarzinomzellen zur Induktion des gegensatzlichen MET-Prozesses fihrt

(Andarawewa, Erickson et al. 2007).
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Die Lokalisierung des B-Catenin Molekiils, einen Haupteffektor des Wnt-Signalwegs, an der
Plasmamembran von Zellen wurde mit dem epithelialen Phdnotyp assoziiert. In Epithelzellen, die eine
EMT durchfiihren, relokalisiert das B-Catenin in den Zellkernen bei gleichzeitigem Verlust des
epithelialen Charakters und dem Gewinn mesenchymaler Merkmale (Kalluri and Weinberg 2009;
Schmalhofer, Brabletz et al. 2009). Da beschrieben wurde, dass die intrazellularen Domé&ne von
CEACAM1 das B-Catenin binden und dessen Lokalisierung somit kontrollieren kann, lag die Annahme
nah, dass der Verlust von CEACAM1 in WAP-T Tumorzellen eine Modulation des EMT-Status bewirkt
(Leung, Turbide et al. 2008). Als Bestatigung wurden IHC-Farbungen fiir B-Catenin durchgefiihrt. Dabei
konnte beobachtet werden, dass B-Catenin in WAP-T-NP8 Tumoren an der Plasmamembran der
Tumorzellen lokalisiert ist, wahrend WAP-T-NP8 x Ceacam1”” Tumorenzellen eine Farbung im Nukleus
aufweisen (Manuskript in Vorbereitung, Gerstel et al.). Die Lokalisierung von B-Catenin im Zellkern ist ein
ausfiihrlich beschriebenes Merkmal von EMT-Ereignissen und beweist somit, dass der Verlust von
CEACAM1 eine Verstarkung der mesenchymalen Merkmale von WAP-T Tumoren bewirken kann (Cadigan

and Peifer 2009).

Zusammen weisen die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass der Verlust von CEACAM1 und die
dadurch folgende Kernlokalisierung von B-Catenin sowie die verstarkte Expression von Clusterin, Fgfl
und MMP9 zu erh6hten EMT-Ereignissen innerhalb des WAP-T Tumorzellsystems fiihrt, was wiederrum

eine starkere Metastasierungsrate der Tumorzellen verursacht.

Interessanterweise konnte in den Expressionsarrays keine Veranderung der Transkriptmenge von
mesenchymalen Markern wie Vimentin oder epithelialen Markern wie Cytokeratine in den
Expressionsprofilen von WAP-T-NP8 und WAP-T-NP8 x Ceacam1” Tumoren detektiert werden. In
weiteren RT-gPCR-Analysen und Immunofluoreszenz-Farbungen, konnte ebenfalls kein Unterschied
zwischen mono- und bi-transgenen Tumoren hinsichtlich dieser Marker beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt). Es konnte lediglich eine deutliche Abnahme von ZO-1 (zonula occludens 1), ein Bestandteil des
tight junction-Proteinkomplexes, in Farbungen von Tumoren mit Ceacaml"/"—Hintergrund gezeigt werden
(Manuskript in Vorbereitung, Gerstel et al.). Der Verlust von ZO-1 korreliert mit dem Verlust des
epithelialen Charakters und wurde im Kontext von EMT bereits haufig beschrieben (Thiery and Sleeman
2006; Andarawewa, Erickson et al. 2007). In neusten Veroffentlichungen wurde beschrieben, dass der
EMT-Prozess von humanen Mammaepithelzellen in drei Phasen unterteilt werden kann: die
Induktionsphase, die Aufrechterhaltungsphase und die Dedifferenzierungsphase (Lindley and Briegel
2010). Dabei zeigten die Autoren, dass der Verlust von ZO-1 zu friihen Ereignissen der Induktionsphase

gehort. Zusammen mit dem friiher erwahnten Konzept einer partiellen EMT weisen diese Daten darauf



DISKUSSION 150

hin, dass der Verlust von CEACAM1 in WAP-T Tumorzellen eine nicht vollstandige EMT verursacht, die

aber ausreichend ist, um die Metastasierungseigenschaften von WAP-T Tumoren zu verstarken.

V.2.2 Einfluss des Verlustes von CEACAM1 auf die TumorgefaRqualitit

Angesichts der Metastasierungsrate der WAP-T-NP8 x Ceacam1”” Tiere (6 von 9 Tumortiere) mit
endogenem Tumorwachstum korrelierte zwar die Metastasenanzahl der Transplantationsexperimenten
von Ceacam1”-Tumorzellen in Ceacam1"-Empfingertiere (1 von 6 Tumortiere), wies aber eine deutlich
geringer Frequenz als erwartet auf. CEACAM1 ist als positiver Regulator der Neoangiogenese bekannt
(Horst, Ito et al. 2006). Es ist also moglich, dass der Verlust von CEACAM1 in der Tumormikroumgebung
endogener Ceacam1”-Tumore auch dazu beitrigt, die Invasivitit von Tumorzellen zu erhéhen. Um
dieser Annahme nachzugehen wurden die Konsequenzen eines Verlustes von CEACAM1 in der

Tumorvaskularisierung von WAP-T Mammakarzinome in Betracht gezogen.

BlutgefaBe von WAP-T Mammakarzinomen sind CEACAM1-negativ, wahrend GefaRe der Tumorkapsel
und Tumorumgebung positiv fir CEACAM1 sind. Trotz Abwesenheit von CEACAM1 auf TumorgefaRe in
WAP-T Mammakarzinomen fiihrte die Depletion des Ceacaml1-Gens zu einer allgemein schlechteren
Qualitat der TumorblutgefaBe. Anhand von NG2-Farbungen, ein Marker fiir Perizyten, konnte zuerst
gezeigt werden, dass BlutgefiRe von Ceacam1” Tumoren sehr schlecht bzw. gar nicht von Perizyten
bedeckt sind. Dies konnte in WAP-T Tumore mit Ceacam1"'-Hintergrung nicht beobachtet werden. Die
Interaktion von Perizyten und Endothelzellen ist sehr wichtig fiir eine korrekte Reifung beider Zelltypen
und die Abwesenheit einer Perizytenbedeckung wurde als Zeichen von schlechter GefdRreifung
beschrieben (Bergers and Song 2005). Huang et al. berichteten zudem, dass transplantierte
Gehirntumore in NG2 negativen Empfangertiere ebenso wie in WAP-T-NP8 x Ceacam1”” Tumoren eine
mangelhafte Perizytenbedeckung aufweisen. In diesem Modell war die Abwesenheit von Perizyten mit
einer verstarkten Permeabilitdt der Tumorgefale fiir FITC-Dextran und eine stark erhdohte Hypoxie
innerhalb der Tumore assoziiert (Huang, You et al. 2010). In dem Fall von WAP-T Mammakarzinomen
verursachte der Verlust von CEACAM1 auch eine signifikant erhdhte Permeabilitdt der Blutgefdlle fir

FITC-Dextran.

Der Verlust von CEACAM1 resultiert in einer Verschlechterung der Qualitat von WAP-T
Tumorblutgefdlen, da eine korrekte Reifung der Endothelzellen verhindert wird. Eine Vielzahl von
Veroffentlichungen berichten, dass eine erhdhte GefaBpermeabilitat das Eindringen von Tumorzellen in
der Blutbahn und somit die Metastasenbildung begiinstigt (Fukumura and Jain 2007; Kumar, Ning et al.

2008). Ubereinstimmend zeigten Xian et al., dass eine Verbesserung der Perizytenbedeckung von
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TumorblutgefdlRe eine Reduktion der Metastasierungsrate bewirkt (Xian, Hakansson et al. 2006). Es ist
also anzunehmen, dass die Verschlechterung der TumorgefiRqualitit in WAP-T-NP8 x Ceacam1”

Tumoren einen Beitrag zur erhdhten Metastasierungsrate leistet.

Zusatzlich liefert der Bericht von Huang et al. im Zusammenhang mit EMT-Prozessen eine interessante
Beobachtung. Hierbei zeigten Tumoren mit mangelhafter Perizytenbedeckung und verstarkter
GefalRpermeabilitdt eine gesteigerte Hypoxie (Huang, You et al. 2010). Nun ist es bekannt, dass Hypoxie
EMT-Prozesse in Tumorzellen, u. A. Mammakarzinomzellen, induzieren kénnen (Lundgren, Nordenskjold
et al. 2009; Chen, Imanaka et al. 2010; Louie, Nik et al. 2010). Es ist also durchaus denkbar, dass der
Verlust von CEACAM1 in der Tumormikroumgebung eine Verstdarkung der EMT-Ereignisse in WAP-T
Tumorzellen bewirken kann, indem durch verschlechterte der TumorgefaRqualitdt eine Hypoxie

verursacht wird.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, das der Verlust von CEACAM1 wahrend der WAP-T
Mammakarzinogenese eine duale Rolle beziiglich der Metastasierungseigenschaften der Tumorzellen
bewirkt: (i) die Abwesenheit von CEACAM1 auf den Tumorzellen beglinstigt EMT-Ereignisse und
verschiebt somit deren metastabilen Zustand zugunsten einer erhéhten Invasivitat; (ii) der Verlust von
CEACAM1 in der Tumormikroumgebung verursacht eine Verschlechterung der BlutgefaRqualitat.
Dadurch wird ein vereinfachtes Eindringen der Tumorzellen in der Blutbahn erméglicht sowie vermutlich

auch EMT-Ereignisse durch erhéhte Hypoxie verstarkt.
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V.3 Fazit und Ausblick

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit der Tumorstammzelltheorie im WAP-T Mausmodells der
Mammakarzinogenese. In vielen Aspekten erfiillen WAP-T Tumorzellen die Kriterien, die fir CSC
beschrieben wurden. So konnte hier gezeigt werden, dass WAP-T Tumorzellen untereinander hinsichtlich
des Differenzierungsstatus heterogen sind und somit Differenzierungspotential besitzen. Weiterhin
konnte durch das in dieser Arbeit etablierte Transplantationsverfahren bewiesen werden, dass WAP-T
Tumore Zellen mit tumorinitiierenden Eigenschaften aufweisen und dass diese TICs mit einer Frequenz
von einer Zelle in zehn Tumorzellen bis eine Zelle in hundert Tumorzellen vorkommen. Zudem wurde
beobachtet, dass transplantierte Tumore den Phanotyp des Primartumors rekapitulierten, was ebenfalls

ein beschriebenes Charakteristikum fir Tumorstammzellen ist.

Auf der Suche nach fiir WAP-T CSC spezifischen Markerkombinationen konnte gezeigt werden, dass G-2
Zellen, die aus einem WAP-T Mammakarzinom etabliert wurde, einen metastabilen Zustand zwischen
mindestens drei verschiedenen Differenzierungsstatus in vitro aufweisen, und dass diese Eigenschaft
durch EMT- und MET-Prozesse ermoglicht wird. Die Metastabilitdtseigenschaften verleihen G-2 Zellen
die Fahigkeit, verschiedene Phanotypen aufzuweisen und dabei Selbsterneuerungs-, Differenzierungs-
und Tumorinitiierungseigenschaften zu erhalten. Hinweise auf Metastabilitdt in endogenen WAP-T
Tumoren in vivo konnten ebenfalls in transplantierten G-2 Tumoren beobachtet werden.
Dementsprechend kdnnen Tumorstammzellen der WAP-T Tumore nicht klassisch als einzelne Entitat mit
gut charakterisiertem Phanotyp, sondern vielmehr als homdostatisches heterogenes , Tumorzellsystem*

definiert werden.

Diese Erkenntnisse fordern eine Verfeinerung der klassischen Definition einer Tumorstammzelle und
haben dramatische Konsequenzen auf das Konzept CSC-spezifischer Therapien. Tumore mit metastabilen
Eigenschaften besitzen Zellen mit verschiedenen Phanotypen beziglich Oberflachen- oder funktionellen
Marker, die aber alle tumorinitiierenden Fahigkeiten besitzen und ggf. deren Pendants repopulieren
kénnen. Die durch spezifische Therapeutika gezielte Eliminierung einzelner Tumorzellpopulationen
basierend auf deren Phanotyp hatte in diesem Fall nur einen partiellen Effekt, da die restlichen
Populationen des Tumorzellsystems, die von der Behandlung nicht betroffen waren, nach einiger Zeit die
urspriingliche Zellzusammensetzung des Tumors wiederhergestellt haben werden. So sollte bei der
Entwicklung von Therapien bedacht werden, dass entweder alle Bestandteile des tumorigenen
Tumorzellsystems gleichzeitig eliminiert werden, was voraussetzt, dass das CCS ausfihrlich bekannt ist,
oder dass Mitteln entwickelt werden, die einen Einfluss auf den Differenzierunsstatus aller tumorigenen
Zellpopulationen des Systems ermoglicht, so dass anschlieRend nur noch Tumorzellen eines einzelnen

Phanotyps zu Behandeln bleiben.
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Zudem ist das Konzept des Tumorzellsystems und Metastabilitat von Tumorzellen im Zusammenhang mit
Prozessen der Metastasenbildung durchaus relevant. Es wird in der Literatur breit akzeptiert, dass das
Erwerben eines mesenchymalen Phanotyps durch EMT einer der ersten Schritt der
Metastasierungskaskade von Karzinomzellen darstellt und die Motilitat sowie Invasivitat der Tumorzellen
fordert (Kalluri 2009; Thiery, Acloque et al. 2009; van der Pluijm 2010). Das Durchfiihren einer MET am
Besiedlungsort gehort zu den spaten Ereignissen der Metastasierungskaskade. Durch den Riickerwerb
eines epithelialen Phanotyps werden Metastasen gebildet, welche die urspriingliche Heterogenitat des
Primartumors widerspiegelt (Chaffer, Thompson et al. 2007; Tsuji, Ibaragi et al. 2009; van der Pluijm
2010). Die Metastabilitdtseigenschaften von disseminierenden Tumorzellen stellen also eine
Voraussetzung fiir die Besiedlung von distalen Organen und die Bildung von Primartumor-dhnlichen
Metastasen dar. Zudem wird vermutet, dass die Bildung eines Tumorzellsystems am Ort der
Tumorzellbesiedlung fiir die darauf folgende Metastasenbildung ebenfalls absolut notwendig ist (Polyak
and Weinberg 2009). So kdnnten Therapeutika, die die Metastabilitdtseigenschaften von Tumorzellen

beeintrachtigen konnen, die Metastasierung von Tumorzellen verringern.

Nachdem in unserem Labor eine Verschiebung des metastabilen Zustandes von G-2 Zellen in vitro durch
RNA-Interferenz-Methoden gezeigt wurde, wurde in der vorliegenden Arbeit die Effektivitdt eines
Einflusses auf WAP-T Tumorzellen in vivo durch Anwendung transgener Tiere mit ausgeknockten
Ceacam1-Gen untersucht. Dabei konnte eine duale Rolle von CEACAM1 in der Tumorprogression
beschrieben werden: (i) durch den Verlust von CEACAM1 in WAP-T Tumorzellen wird ein aggressiverer
und EMT-ausgepragter Phianotyp der Tumorzellen verursacht. Unter anderem ist die sequestrierende
Funktion von CEACAM1 auf B-Catenin, der EMT-ausldsende Effekt von FGF1 sowie die Uberexpression
von Clusterin als positiver Effektor der EMT unter Kontrolle des TGFB-Signalwegs in der Modulation des
Tumorzellenphanotyps involviert. (ii) Den Verlust von CEACAM1 in der Tumormikroumgebung verursacht
eine Verschlechterung der TumorgefaRqualitat. Die dadurch entstehende erhéhte GefaRpermeabilitat
erleichtert das Eindringen von Tumorzellen in der Blutbahn. Parallel ist anzunehmen, dass eine geringe
TumorgefdBqualitat eine verstarkte Hypoxie im Tumor verursacht, was wiederum EMT-Ereignisse von

Tumorzellen und eine darauffolgende Metastasierung beglinstigen kann.

Dieses Beispiel hervorhebt, wie wichtig die genaue Charakterisierung von Tumorzellsystemen und der
Mechanismen ist, die. fiir das Aufrechterhalten der verschiedenen Subpopulationen in ihrer Beziehungen
untereinander verantwortlich sind. Ohne dieses Verstdandnis wird die Entwicklung wirksamer Therapien
schwierig sein. Dabei erweist sich das in der vorliegenden Arbeit vorgestellte WAP-T Mammakarzinom-
Mausmodell als ein hervorragendes Werkzeug, um Tumorzellsysteme zu studieren und neue

Therapienstrategien zu entwickeln.
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Vil ANHANG

VIl.1 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

Abb. Abbildung

Abs. Abschnitt

Accsl Acyl-CoA synthetase short-chain family member 1
Aldh Aldehyd-Dehydrogenase

AML Akute myeloische Leukamie

APC Allophycocyanin

B Belgien

BAA BODIPY-Aminoacetate

BAAA BODIPY-Aminoacetataldehyde

BGP Bilidres Glykoprotein

BMP Bone morphogenetic protein

BODIPY boron-dipyrromethene

bp Basenpaar

Brd4 Bromodomain Protein 4

BSA Bovines Serumalbumin

bzw. Beziehungsweise

ca. Zirka (circa)

CCs Tumorzellsystem (cancer cell system)
CD Cluster of Differentiation

cDNA Copy DNA

CEA Carcinoembrionic antigen

CEACAM1 Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1
CH Schweiz

CK Cytokeratin

CLSM Konfokale-Laser-Scan-Mikroskopie (confocal laser scanning microscopy)
CLU Clusterin

CML Chronische myeloische Leukdmie
CscC Tumorstammezelle (cancer stem cell)
Cspgd Chondroitin sulfate proteoglycan 4
d.h. Das heifdt

DAPI 4,6 Diamidino-2-phenylidol

DCIS duktale in situ Karzinome (ductal carcinoma in situ)
DE Deutschland

DEAB Diethylaminobenzaldehyd

DEPC Diethylpyrocarbonat

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dmkn Dermokine

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

DNase Desoxyribonuklease

DNase Deoxyribonuclease
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Abkiirzung Bedeutung

dNTPs Desoxynukleotide

DRAQS 1,5-bis{[2-(di-methylamino) ethyl]amino}-4, 8-dihydroxyanthracene-9,10-dione
DTT Dithiothreitol

ECM Extrazelluldarer Matrix

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EMP Epithelial-mesenchymale Plastizitat

EMT Epitheliale-mesenchymale Transition

Engl. Englisch

EpCAM Epithelial cell adhesion molecule

et al et alii

FACS Fluorescence Activated Cell Sorting

FCS Fotales Kalberserum (fetal calf serum)

FGF1 Fibroblast growth factor 1

FITC Fluorescein isothiocyanate

FR Frankreich

FSC Forward scatter

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GB Grolbritannien

GFP Green Fluorescent Protein

ggf. Gegebenenfalls

GPI Glykosylphosphatidylinositol

H&E Hamalaun und Eosin

HEPES (N-2-Hydroxyethyl)-piperazin-N’(2-ethansulfonsaure)
HMW High molecular weight

HPRT1 Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1

HSA Heat stable protein

HSC Hamatopoetischen Stammzellen (hematopoietic stem cells)
IDC Invasive duktale Karzinome

IgG Immunglobulin G

IHC Immunhistochemie

ILC Invasive lobuldre Karzinome

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

Krt Keratin

lat. Latein

LCMV Lymphozytaren Choriomeningitis Virus (Lymphocytic Choriomeningitis Virus)
LCMV-NP LCMV- Nukleokapsidprotein

lin Lineage

LSC Leukemic stem cells

LSM Laser-Scan-Mikroskopie (laser scanning microscopy)
MaCa Mammakarzinom (mammary carcinoma)

Matr3 Matrin 3

MEC Mammaepithelizellen (mammary epithelial cells)
MET Mesenchymale-Epitheliale Transition

MMP Matrix-Metalloproteinase

MMTV Mouse mammary tumor virus

mMRNA Messenger RNA
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Abkiirzung Bedeutung

NSCLC non-small cell lung cancer

Orient. Orientierung

Pabpci Poly(A) binding protein cytoplasmic 1

PBS Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung (Phosphate buffered saline)
PCR Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
PE Phycoerythrin

PEACAM1 Platelet endothelial cell adhesion molecule 1
PFA Paraformaldehyd

Pos. Position

PP2A Protein Phosphatase 2

qPCR Quantitativen PCR

RNA Ribonukleinsadure

RNase Ribonuklease

RSP9 Ribosomale Protein S9

RT Raumtemperatur

RT-PCR Reverse Transkriptase-PCR (Reverse transcription PCR)
Scal Stem cell antigen 1

SDS Natriumdodecylsulfat

SiRNA Small interfering RNA

Slit3 Slit homolog 3 protein

SMA Smooth muscle actin

SP Side population

SSC Sideward scatter

SVv40 Simian Virus 40

SV40-17kT Simian-Virus 40 17kT antigen

SVA40-LT Simian-Virus 40 large T antigen

SV40-st Simian-Virus 40 small T antigen

Tab. Tabelle

TAE Tris-Acetat-EDTA

TBE Tris-Borat-EDTA

TE Tris-EDTA

TEB Teminal end buds

TGF-B Transforming growth factor beta

Thyl Thymocyte differentiation antigen 1

TIC Tumorinitiierende Zelle(tumor initiating cells)
Tris Trishydroxymethylaminomethan

u.A. Unter Anderem

USA Vereinigten Staaten von Amerika (united states of america)
VEGF Vascular endothelial growth factor

Vim Vimentin

WAP Whey acidic protein

z.B. Zum Beispiel

Z0-1

Zonula Occludens 1
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viz  Sicherheitstechnischedaten

VII.2.1 Verzeichnis der Gefahrensymbole

Brandfoérdernd
Atzend
Leichtentziindlich
Giftig

Sehr giftig
Gesundheitsschadlich
Reizend
Umweltgefahrlich

VIl.2.2 Verzeichnis der R- und S- Sdtze

VII.2.2.1Gefahrenhinweise (R-Satze)

R8
R 10
R11
R 20
R 22
R 24
R 25
R 26
R 28
R 32
R34
R 35
R 36
R37
R 38
R 40
R 43
R 45
R 46
R 61
R 62
R 66
R 67
R 68

Feuergefahr bei Berlihrung mit brennbaren Stoffen
Entziindlich

Leichtentziindlich

Gesundheitsschadlich beim Einatmen

Gesundheitsschadlich beim Verschlucken

Giftig bei Berihrung mit der Haut

Giftig beim Verschlucken

Sehr giftig beim Einatmen

Sehr giftig beim Verschlucken

Entwickelt bei Berithrung mit Sdure sehr giftige Gase
Verursacht Verdtzungen

Verursacht schwere Veratzungen

Reizt die Augen

Reizt die Atmungsorgane

Reizt die Haut

Verdacht auf krebserzeugende Wirkung

Sensibilisierung durch Hautkontakt moglich

Kann Krebs erzeugen

Kann vererbbare Schaden verursachen

Kann das Kind im Mutterleib schadigen

Kann moglicherweise die Fortpflanzungsfahigkeit beeintrachtigen
Wiederholter Kontakt kann zu sproder oder rissiger Haut flihren
Dampfe kénnen Schlafrigkeit und Benommenheit verursachen
Irreversibler Schaden moglich
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Vil.2.2.2

Vii.2.2.3

Kombination der R-Satze

R 20/21 Gesundheitsschadlich beim Einatmen und bei Berliihrung mit der Haut

R 20/22 Gesundheitsschadlich beim Einatmen und Verschlucken

R20/21/22 Gesundheitsschadlich beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung mit der Haut
R21/22 Gesundheitsschadlich bei Bertihrung mit der Haut und beim Verschlucken

R 23/24/25 Giftig beim Einatmen, Verschlucken und Beriihrung mit der Haut

R 24/25 Giftig bei Berihrung mit der Haut und beim Verschlucken

R 36/38 Reizt die Augen und die Haut

R36/37/38 Reizt die Augen, Atmungsorgane und die Haut

R 39/23/24/25 Giftig: ernste Gefahr irreversiblen Schadens durch Einatmen, Berlihrung

mit der Haut und durch Verschlucken

R42/43 Sensibilisierung durch Einatmen und Hautkontakt moglich

R 48/20/22 Gesundheitsschadlich: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer
Exposition durch Einatmen und durch Verschlucken

R 48/23/24/25 Giftig: Gefahr ernster Gesundheitsschaden bei langerer Exposition durch
Einatmen, Berihrung mit der Haut und durch Verschlucken

R 50/53 Sehr giftig fir Wasserorganismen, kann in Gewassern langerfristig schadliche
Wirkungen haben

R51/53 Giftig fir Wasserorganismen, kann in Gewassern langerfristig schadliche
Wirkungen haben

Sicherheitsratschlage (S-Satze)

S3 Kihl aufbewahren

S7 Behilter dicht geschlossen halten

S9 Behilter an einem gut gelifteten Ort aufbewahren

S16 Von Ziindquellen fernhalten - nicht rauchen

S22 Staub nicht einatmen

$23.2 Dampf nicht einatmen

S24 BerlUthrung mit der Haut vermeiden

S 26 Bei Berlihrung mit den Augen griindlich mit Wasser abspiilen und Arzt
konsultieren

§28.1 Bei Berlihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser

$28.2 Bei Berlihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Wasser und Seife

$28.6 Bei Berlihrung mit der Haut sofort abwaschen mit viel Polyethylenglycol 400 und
anschlieRende Reinigung mit viel Wasser

S 36 Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung tragen

S 37 Geeignete Schutzhandschuhe tragen

S45 Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn moglich, dieses Etikett
vorzeigen)

S53 Exposition vermeiden - vor Gebrauch bes. Anweisungen einholen

S 60 Dieser Stoff und sein Behalter sind als gefahrlicher Abfall zu entsorgen
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S6l Freisetzung in die Umwelt vermeiden. Besondere Anweisungen

einholen/Sicherheitsdatenblatt zu Rate ziehen

VIl.2.2.4 Kombination der S-Satze

S 24/25
S36/37
S36/37/39

Berlihrung mit den Augen und der Haut vermeiden

Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen

S37/39

tragen

VIl.2.3 Gefahrenstoffe

Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzkleidung tragen
Bei der Arbeit geeignete Schutzkleidung, Schutzhandschuhe und

Bei der Arbeit geeignete Schutzhandschuhe und Schutzbrille/Gesichtsschutz

Die folgende Liste beinhaltet samtliche Verbindungen und Losungsmittel, mit denen wahrend dieser

Arbeit

umgegangen wurde.

Die Gefahrstoffe

sind, soweit vorhanden,

Gefahrensymbolen, R- und S-Satzen versehen worden.

mit den jeweiligen

Substanzname Gefahrensymbol R-Satze S-Satze
2-Mercaptoethanol T,N R 22-24-34-51/53 S 26-36/37/39-45-
2-Propanol F, Xi R 11-36-67 S 7-16-24-26
Aceton F, Xi R 11-36-66-67 $9-16-26
Chloroform Xn R 22-38-40-48/20/22 S36/37
Dithiothreitol Xn R 22-36/38 S24/25

EosinY Xi R 36 S 22-26
Essigsdaure 100 % C R 10-35 S 23.2-26-45
Ethanol F R11 S7-16
Ethidiumbromid T+ R 22-26-36/37/38-68 S 26-28.2-36/37
Formaldehyd 37% T R 23/24/25-34-40-43 S 26-36/37/39-45-51
Isoamylalkohol Xn R 10-20 $24/25

Methanol F, T R 11-23/24/25-39/23/24/25 S 7-16-36/37-45
Natriumazid T+ N R 28-32-50/53 S 28.1-45-60-61
Natriumdodecylsulfat Xn R 21/22-36/37/38 S 26-36/37
Natriumhydroxid C R 35 S 26-37/39-45
Phenol T R 24/25-34 S 28.6-45
Salzsdure 37 % C R 34-37 S 26-36/37/39-45
Triton X-100 Xn R 22-41 S 24-26-39
Trypanblau T R 45 S$53-45
Wasserstoffperoxid 30 % C R 34 S 3-26-36/37/39-45
Xylol Xn R 10-20/21-38 S25
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