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1 Einleitung

1.1 Anatomie der weiblichen Brust

Die Mamma setzt sich zusammen aus funktionsbestimmendem Driisengewebe und formge-
bendem Bindegewebe. 12-15 Einzelmilchdriisen (Lobi glandulae mammariae) und jeweils ein
Milchgang (Ducus lactiferi) bilden den Driisenapparat, welcher in der Brustwarze (Papilla

mammaria) miindet. Abbildung 1.1 zeigt schematisch den Aufbau der Mamma.
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Abbildung 1.1: Anatomie der weiblichen Brustdriise, Duale Reihe Anatomie, 2. Auflage, S.1176

Dieser Aufbau findet sich sowohl bei Ménnern als auch bei Frauen, wobei die weibliche Brust
sich im Laufe der geschlechtlichen Entwicklung, bedingt durch die Wirkung von Sexualhor-
monen, starker verandert. Eingeteilt wird die Mamma in vier Quadranten. Etwa 55% aller
Mammakarzinome sind im oberen, dufieren Quadranten lokalisiert, nur etwa 5% im unteren,

inneren.



1.2 Das Mammakarzinom

Das Mammakarzinom ist die haufigste maligne Erkrankung der Frau. Unterschieden werden
duktale Karzinome, welche vom Gewebe der Milchgénge ausgehen und lobuldre Karzinome,
die vom Gewebe der Brustdriisenléppchen ausgehen. Dariiber hinaus gibt es seltenere Karzino-
me wie z.B. das tubuldre, das papilldare, das medulldre, das muzinése oder gemischte Tumore.
Prozentual machen duktale Karzinome etwa 80% der Falle aus. Histopathologisch lassen sich
Karzinome in invasive und nichtinvasive (DCIS: duktales Carcinoma in situ bzw. LCIS: lobu-

lares Carcinoma in situ) aufteilen (Breckwoldt et al., 2007).

1.2.1 Wachstum und Metastasierung des Mammakarzinoms

Das Wachstum eines Mammakarzinoms kann von schnell bis sehr langsam (iiber einen Zeit-
raum von 10-20 Jahren) variieren. Zu tasten ist eine Verhédrtung ab einer Gréfse von etwa einem
Zentimeter Durchmesser. Hat ein Karzinom eine Grofe von zwei Zentimetern erreicht, liegt
die Wahrscheinlichkeit, dass noch eine zweite Lokalisation vorliegt, bei 25%. Man spricht von
einem multifokalen Geschehen, wenn sich dieser zweite Karzinomherd im gleichen Quadran-
ten bildet und von multizentrischem Geschehen, wenn sich der zweite Herd in einem anderen
Quadranten bildet. Die Metastasierung kann schon bei einem geringen Tumordurchmesser er-
folgen, wobei zunéchst iiberwiegend Lymphknoten im axillaren Lymphabflussgebiet betroffen
sind. Darauf folgend sind héufige Metastasierungsorte Knochen, Lunge, Pleura und Gehirn
(Breckwoldt et al., 2007).

1.2.2 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Die folgenden Daten beziehen sich ausschlieflich auf Deutschland und stammen aus dem Be-
richt des Robert Koch-Institutes zum Thema Krebs in Deutschland von 2007/2008. Das Le-
benszeitrisiko an Brustkrebs zu erkranken liegt bei 9,2% was bedeutet, dass etwa jede elfte
Frau im Laufe ihres Lebens erkrankt. Mit etwa 72000 Neuerkrankungen pro Jahr ist Brust-
krebs die mit Abstand héufigste Krebserkrankung der Frau. Die Haufigkeit von Brustkrebs
unter allen Krebsarten betragt wie in Abbildung 1.2 zu sehen etwa 32% und zeigt zusétzlich

prozentual die haufigsten Krebssterbefille (etwa 17%).
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Abbildung 1.2: Prozentualer Anteil der hdufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuer-
krankungen in Deutschland 2008 (ohne melanotischen Hautkrebs) Quelle: Krebs in Deutsch-
land 2007,/2008, RKI.

Mit einem mittleren Erkrankungsalter von 62,5 Jahren erkranken schon relativ junge Frauen.
Das Risiko zu erkranken ist jedoch sehr abhéngig vom Alter und steigt im héheren Alter stark
an. Wie in Abbildung 1.3 zu sehen, betrigt die Inzidenz (das neue Auftreten von Brustkrebs)
pro 100000 Frauen gleichen Alters im Zeitraum eines Jahres bei 38-jdhrigen etwa 51, wihrend
sie bei 80-jdhrigen bei etwa 272 liegt (Gesundheitsberichterstattung des Bundes, 2006).
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Abbildung 1.3: Schitzung der altersabhéngigen Inzidenz pro 100.000 Frauen fiir Brustkrebs
in Deutschland 2002, Quelle: GEKID, RKI: Krebs in Deutschland

1.2.3 Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines Mammakarzinoms

Als vorrangige Risikofaktoren gelten ein hohes Alter (>60 Jahre), endokrine Faktoren wie
eine frithe Menarche (<12 Jahre), keine oder spéte (>30 Jahre) Graviditét, der Zustand nach
vorangegangenem LCIS, DCIS oder Mammakarzinom, der Zustand nach atypischer duktaler
Hyperplasie (ADH) und der Zustand nach zahlreichen Mamma-Biopsien. Dariiber hinaus gibt
es noch zahlreiche weitere Risikodeterminanten, die das Risiko zu erkranken positiv oder nega-
tiv beeinflussen kénnen. So beeinflussen z.B. Hormonsubstitution, Alkoholkonsum, Rauchen,
Ubergewicht und das Vorliegen eines Diabetes mellitus das Risiko negativ, wihrend aktive
Bewegung und Stillen positiven Einfluss haben. Ein geringer Anteil der Brustkrebsfille (etwa
5%) ist auf eine familidre, genetische Pradisposition zuriickzufithren. Vorrangig ist hier das
Tragen einer Mutation im BRCA-1-Gen zu nennen, wodurch héufig schon Erkrankungen vor
dem 40. Lebensjahr auftreten und ein Lebenszeitrisiko von 80% vorliegt (Breckwoldt et al.,
2007).



1.2.4 Charakterisierung eines Mammakarzinoms

Bevor eine Therapie begonnen werden kann, wird ein Karzinom zunéchst anhand mehrerer

Stanzbiopsien eingeteilt. Wichtig dabei sind folgende Faktoren:
1. Die Typisierung des Karzinoms (duktal, lobulér etc.)
2. Das Grading des Tumors
3. Ostrogenrezeptorstatus (ER-positiv oder ER-negativ)
4. Progesteronrezeptorstatus (PR-positiv oder PR-negativ)
5. HER2/neu-Status

Dariiber hinaus ist das aktuelle Ausmafs der Metastasierung (Staging) fiir die Therapie von Be-
deutung. Jiingste Untersuchungen fiihrten zu einer weiterentwickelten Einteilung des Mamm-
akarzinoms basierend zusétzlich auf der Expression des Proliferationsmarkers Ki-67. So ergibt
sich die Einteilung, laut Goldhirsch et al. (2011), in 5 verschiedene Untergruppen, welche in
Abbildung 1.4 dargestellt sind.

Intrinsic Subtype (1) Clinico-pathologic definition Notes
Luminal A ‘Luminal A’ This cut-point for Ki-67 labelling index was established by comparison
ER and/or PgR positive(76) with PAMS50 intrinsic subtyping (7). Local quality control of Ki-67
HERZ2 negative (77) staining is important.
Ki-67 low (<14%)’
Luminal B~ ‘Luminal B (HER2 negative)’ Genes indicative of higher proliferation are markers of poor prognosis in multiple
ER and/or PgR positive genetic assays (78). If reliable Ki-67 measurement is not available, some alternative
HER2 negative assessment of tumor proliferation such as grade may be used to distinguish
Ki-67 high between ‘Luminal A’ and “Luminal B (HER2 negative)’.
‘Luminal B (HER2 positive)’ Both endocrine and anti-HER2 therapy may be indicated.
ER and/or PgR positive
Any Ki-67

HER2 over-expressed or amplified

Erb-B2 overexpression  ‘HER2 positive (non luminal)’
HER2 over-expressed or amplified
ER and PgR absent

‘Basal-like’ ‘Triple negative (ductal)’ Approximately 80% overlap between ‘triple negative’ and intrinsic ‘basal-like’ subtype
ER and PgR absent but ‘triple negative’ also includes some special histological types such as (typical)
HER2 negative medullary and adenoid cystic carcinoma with low risks of distant recurrence.

Staining for basal keratins (79) although shown to aid selection of true
basal-like tumors, is considered insufficiently reproducible for general use.

“This cut-point is derived from comparison with gene array data as a prognostic factor [7]. Optimal cut-points in Ki-67 labelling index for prediction of
efficacy of endocrine or cytotoxic therapy may vary.

“Some cases over-express both luminal and HER2 genes.

Abbildung 1.4: Einteilung des Mammakarzinoms in intrinsische Subtypen nach Goldhirsch et
al. (2011)



Diese Einteilung richtet sich nach dem Ansprechen auf eine mogliche Therapie. So haben z.B.
Studien gezeigt, dass Tumore vom Luminal A-Typ nur schlecht auf eine Chemotherapie anspre-
chen. Als Konsequenz kann bei Patientinnen, die einen Luminal A-Typ-Tumor aufweisen, auf
eine Chemotherapie verzichtet und intensiv mit einer endokrinen Therapie behandelt werden
(Goldhirsch et al., 2011). Basal-like-Tumore bzw. Triple-negative-Karzinome, welche weder
eine Her-2/neu- noch eine ER- oder PR-Expression aufweisen, gelten als high-risk-Tumore
mit sehr schlechter Prognose. Die Prognose fiir eine Karzinomerkrankung wird oft anhand
des Overall Survivals (OAS) und des riickfallfreien Intervalls (RFS: recurrance free survival
oder auch DFS: disease free survival) gestellt. Das Overall Survival gibt die Zeit an, zwischen
der Erstdiagnose einer Erkrankung bzw. dem Beginn einer Therapie und dem Versterben des
Patienten, wahrend das riickfallfreie Intervall angibt, wie lange ein Patient im Durchschnitt

nach einer Behandlung ohne Progression der Erkrankung lebt.

1.2.5 Therapie des Mammakarzinoms

Im Zuge der personalisierten Therapie wird ein Karzinom, ausgehend von der Einteilung der
Karzinome nach intrinsischem Subtyp, gezielt so behandelt, dass es bestmoglich auf die The-
rapie anspricht. Zur Verfiigung stehen die lokale Operation des Tumorherdes mit entweder
totaler Mastektomie oder brusterhaltender Operation. Schon intraoperativ kann die erste Be-
strahlung des verbleibenden Gewebes um den exzidierten Tumor erfolgen, anschliefend wird
die komplette Mamma in mehreren Sitzungen bestrahlt, wobei eine Studie von Whelan et al.
(2010) zeigen konnte, dass auch Patientinnen, die 16 statt 25 Bestrahlungssitzungen hatten,
fast identische Daten hinsichtlich des rezidivfreien Intervalls zeigten. Liegt ein HER2/neu-
positiver Tumor vor, sollte mittels Trastuzumab (Herceptin®)), einem Antikorper gegen den
HER2 /neu-Rezeptor, therapiert werden. Abhéngig vom Hormonrezeptorstatus wird eine endo-
krine Therapie, z.B. mit dem Ostrogenrezeptor-Hemmer Tamoxifen, angewandt. Ob Patienten
zusétzlich chemotherapeutisch, z.B. mit dem Zytostatikum Cisplatin, behandelt werden, hangt
vom erwarteten Ansprechen des Tumors auf die Therapie ab. Je nachdem welcher Karzinom-
Subtyp vorliegt, wird in unterschiedlichen Kombinationen dieser Therapiemdoglichkeiten be-
handelt. Fiir Patientinnen, die an einem Hormonrezeptor-positiven Karzinom erkrankt sind,
welcher im frithen Stadium mit nicht metastasiertem Karzinom erkannt wurde, gibt es die
Moglichkeit das Ansprechen auf eine neoadjuvante Chemotherapie mittels des Oncotype DX-
Testes zu ermitteln. Dieser Gentest charakterisiert ein Mammakarzinom anhand von 21 ver-
schiedenen, prognostisch relevanten Genen. Untersucht wird eine Gewebeprobe des Tumors
neben dem ER-Rezeptorstatus auch auf den HER2 /neu-Rezeptorstatus, auf Gene, die die In-
vasivitat beeinflussen und auf Proliferationsmarker. Wird bei diesem Test eine gute Prognose

ermittelt, kann von einer fiir die Patientin anstrengenden und nicht effizienten Chemotherapie



abgesehen werden. Abbildung 1.5 nach Goldhirsch et al. (2011) gibt einen Uberblick dariiber,

welche Therapieoptionen bei welchem Karzinom-Subtyp angewandt werden.

‘Luminal A”

‘Luminal B (HER2 negative)’

‘Luminal B (HER2 positive)’

‘HER2 positive (non luminal)’

‘Triple negative (ductal)’

“Special histological types"
A. Endocrine responsive

B. Endocrine nonresponsive

Endocrine therapy alone

Endocrine * cytotoxic therapy

Cytotoxics + anti-HER2 + endocrine therapy

Cytotoxics + anti-HER2

Cytotoxics

Endocrine therapy

Cytotoxics

Few require cytotoxics (e.g. high nodal status or
other indicator of risk: see text).

Inclusion and type of cytotoxics may depend on
level of endocrine receptor expression,
perceived risk and patient preference.

No data are available to support the omission of
cytotoxics in this group.
Patients at very low risk (e.g. pTla and node

negative) may be observed without
systemic adjuvant treatment.

Medullary and adenoid cystic carcinomas may
not require any adjuvant cytotoxics (if node
negative).

“Special histological types: Endocrine responsive (cribriform, tubular, and mucinous); Endocrine nonresponsive (apocrine, medullary, adenoid cystic and

metaplastic).

Abbildung 1.5: Therapie ausgehend vom Subtyp des Mammakarzinoms nach Goldhirsch et al.

(2011)



1.3 Adhasionsmolekiile

1.3.1 Einteilung der Adhasionsmolekiile

Adhésionsmolekiile (CAM: cell adhesion molecule) spielen eine wichtige Rolle im Organismus.
Uber Ligand-Rezeptor-Bindungen zwischen zwei Zellen oder einer Zelle und der sie umgeben-
den Zell-Matrix, haben sie einen Einfluss auf die physiologische Entwicklung und Funktion von
Geweben und Organen, sowie auf die Interaktion von Zellen untereinander und ihren Bezug
zur Umgebung (Ofori-Acquah und King, 2008).

Es gibt vier Hauptgruppen von Adhésionsmolekiilen:
1. Integrine
2. Cadherine
3. Selektine

4. Ig-Superfamilie

1.3.2 Adhasionsmolekiile der Ig-Superfamilie

Die Ig-Superfamilie (Immunglobulin-Superfamilie) bildet mit iiber 765 verschiedenen Protei-
nen eine der groften Proteingruppen im Korper des Menschen (Wong et al., 2012). Adhésions-
molekiile der Ig-Superfamilie sind dadurch gekennzeichnet, dass sie eine oder mehrere Kopien
einer Immunglobulin-Sequenz besitzen. Bei membranstdndigen Proteinen ist diese extrazellu-
lar gelegene Sequenz iiber einen transmembrandsen und einen intrazellulédr gelegenen Teil mit
dem Zellinneren verbunden, woriiber eine Kommunikation mit dem Inneren der Zelle statt-
finden kann. I[g-CAMs arbeiten Calcium-unabhéngig und kénnen meist sowohl homophile als
auch heterophile Bindungen eingehen. Es kommen neben membranstindigen Ig-CAMs auch

cytoplasmatische Formen vor.

1.3.3 Bedeutung von Adhasionsmolekiilen bei Karzinomzellen

Eine Zelle muss, wie von Hanahan und Weinberg (2000) beschrieben und von Colotta et al.

(2009) ergénzt, 7 Kriterien erfiillen, damit von einer malignen Zelle gesprochen werden kann.



Dazu gehoren:
1. ausreichende Menge an Wachstumssignalen
2. herabgesetztes Ansprechen auf Anti-Wachstums-Signale
3. Umgehung von Apoptose (programmierter Zelltod)
4. unendliches Replikationspotential
5. anhaltende Angiogenese (Gefiafsneubildung)
6. Gewebeinvasion und Metastasierung
7. karzinomgebundene Entziindung
Abbildung 1.6 zeigt diese 7 Kennzeichen grafisch veranschaulicht.

Self-sufficiency in
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anti-growth signals

Evading
apoptosis

Inflammatory
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& metastasis

Limitless
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potential

Abbildung 1.6: 7 Kennzeichen einer Karzinomzelle nach Colotta et al. (2009)

Bei jedem dieser Schritte spielen Adhésionsmolekiile eine Rolle (Weidle et al., 2010).



1.4 Der Metastasierungsvorgang

1.4.1 Ablauf der Metastasierung

Durch den Metastasierungsprozess kommt es zum Absiedeln und Proliferieren von malignen
Zellen potentiell an jede andere Lokalisation des Korpers, ausgehend vom Priméartumor unter
Umgehung des Immunsystems. Nach der von Stephen Paget (1889) erstmals vorgestellten seed
and soil-Theorie sind verschiedene Schritte fiir diesen Prozess notwendig, die in einer bestimm-
ten Reihenfolge stattfinden miissen. Zunéchst findet ein lokales Wachstum des Primértumors
statt, welcher in der Anfangsphase bei kleinem Durchmesser nur durch Diffusion ernédhrt wer-
den kann. Mit zunehmender Gréfse kommt es, angeregt durch von den Zellen des Priméartumors
sezernierten Angiogenesefaktoren, zu Geféfneubildungen innerhalb des Tumors, wodurch die
Versorgung mit Néhrstoffen iiber die Blutzufuhr ermdéglicht wird. Dadurch erhélt der Tumor
ein eigenes Gefifnetz. Dieses besitzt, da es sehr schnell gebildet wurde, sehr diinne, instabile
Gefifiwinde. Nach Uberqueren der endothelialen Basalmembran, kann es zum Einbruch des
Tumors ins Gefiafisystem kommen. Bei diesem Schritt, der Invasion der Tumorzelle, konnen
Zellen sowohl in die Blutbahn als auch in die Lymphbahn gelangen. In einer zum Blutkreislauf
gehorenden Kapillare gelangen die Tumorzellen ausgehend vom Primértumor in die Zirkula-
tion und damit in den Rest des Korpers. Wird eine Tumorzelle im Laufe der Zirkulation nicht
vom Immunsystem als solche erkannt und somit abgebaut, kann es an geeigneter Stelle zur
Adhéasion der Tumorzelle an Gefafiwéinde kommen. Nach erneutem Durchbrechen der endothe-
lialen Basalmembran, kommt es zur Extravasation der Tumorzelle und an neuer Lokalisation,
bei einer gilinstigen Mikroumgebung, zur Proliferation und Bildung eines Tochtergeschwulstes.

Diese Schritte der Metastasierung sind in Abbildung 1.7 grafisch dargestellt.
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Abbildung 1.7: Hauptschritte der Metastasierung nach Isaiah J. Fidler (2003)

1.4.2 Die Rolle von Ig-CAMs bei der Metastasierung

Um die Bedeutung von Adhésionsmolekiilen fiir den Metastasierungsprozess zu beschreiben,
wird im folgenden der Einfluss von Adhésionsmolekiilen der Ig-Superfamilie auf die einzelnen
Schritte der Metastasierung aufgezeigt.

Ein Charakteristikum von Karzinomzellen ist die Fahigkeit zur Umgehung der Apoptose. In
verschiedenen Studien wurde herausgefunden, dass eine unterschiedliche Expression von Ad-
hésionsmolekiilen der Ig-Superfamilie Einfluss auf die Apoptoseneigung einer Zelle und die
damit verbundenen anti-apoptotischen Signale hat. So zeigten z.B. Hein et al. (2010), dass
eine verminderte ALCAM-Expression in MDA-shALCAM-Zellen zu einer Verminderung der
Apoptosehdufigkeit fiihrt. Gleichzeitig wurde herausgefunden, dass bei einer verminderten
ALCAM-Expression auch eine Herabregulierung von Proteinen (z.B. VEGF-A) stattfindet,
die wichtig fiir die in Primdrtumoren stattfindende Angiogenese sind. Damit die Mdoglichkeit
einer Intravasation gegeben ist, gilt die Degradierung der extrazellularen Matrix durch die
Karzinomzelle als weiterer wichtiger Schritt. Hier spielen Matrix Metalloproteinasen (MMPs),

deren Aktivitdt durch Zell-Zell-Kontakte beeinflusst wird, eine grofse Rolle. Der Zusammen-
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hang zwischen Zell-Zell-Kontakten, bzw. ALCAM-Zellmatrix-Kontakten als Voraussetzung fiir
die Aktivierung von MMP-2 in Melanomzellen, konnte in einer Studie von van Lunter et al.
(2005) gezeigt werden. Hinsichtlich der Invasivitéit konnte mit Hilfe von Invasionsassays nach-
gewiesen werden, dass durch ein Herabregulieren von ALCAM in MDA shALCAM-Zellen eine
80-90 prozentige Reduktion der Invasivitit dieser Zellen erreicht wird (Hein et al., 2010). Um
wieder aus dem Geféafsystem herauszufinden, muss eine Metastase an Endothelzellen anhaften.
Glinskii et al. (2005) konnten zeigen, dass dafiir unter anderem eine Interaktion von Adhési-
onsmolekiilen mit Galektin-3, einem auch auf Endothelzellen vorkommenden Proteinrezeptor,
verantwortlich ist, wobei Adhésionsmolekiile der Ig-Superfamilie als Liganden fiir diesen dienen
konnen (Wong et al., 2012).

1.5 ALCAM/CD166

1.5.1 Der Aufbau von ALCAM/CD166/MEMD

ALCAM (Acitvated Leucocyte Cell Adhesion Molecule) wurde zuerst in einer Arbeit von
Bowen et al. (1995) als CD6-Ligand beschrieben und charakterisiert. Seinen Namen erhielt es,
da es unter anderem auf aktivierten T- und B-Lymphozyten sowie Monozyten zu finden ist.
Das Gen fiir ALCAM ist auf Chromosom 3 (3q13.1q13.2) lokalisiert. Exprimiert wird ALCAM
von Zellen vieler unterschiedlicher Gewebearten, wie z.B. neuronalen Zellen, mesenchymalen
Stammzellen, Stromazellen im Knochenmark und Osteoblasten (Weidle et al., 2010). ALCAM
kann sowohl zytoplasmatisch als auch in einer membranstandigen Form vorliegen. Als Mitglied
der Ig-Superfamilie ist (membranstindiges) ALCAM aufgebaut aus 5 Immunglobulinartigen
Doménen — 2 V-Typ Doménen und 3 C2-Typ Doménen (VVC2C2C2) — mit einer Gesamtmasse
von (glykosyliert) 100 — 105 kDa bzw. unglykosyliert 69 kDa. Die extrazellulire Doméne
besteht aus 500 Aminoséuren, der transmembrandse Teil aus 22 Aminosduren und der kurze
intrazellulér gelegene zytoplasmatische Teil aus 34 Aminosduren. Abbildung 1.8 nach Weidle
et al. (2010) zeigt den Aufbau von ALCAM.
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Abbildung 1.8: Aufbau von ALCAM nach Weidle et al. (2010)

1.5.2 Die Funktion von ALCAM

ALCAM kann sowohl homotypische Bindungen (zwischen ALCAM-ALCAM), als auch hetero-
typische Bindungen, z.B. zwischen ALCAM-CD6 (Bowen et al., 1995) oder ALCAM-L1CAM
(Dippel et al., 2012), eingehen. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass ALCAM durch Inter-
aktion mit dem CD6-Rezeptor bei T-Zell-Proliferation, laut Zimmermann et al. (2005) sogar
essentiell, mitwirkt. Dariiber hinaus hat ALCAM eine stabilisierende Wirkung bei immunolo-
gischen Synapsen, ist an T-Zell-Aktivierung sowie bei transendothelialer Monozytenmigration
(Ofori-Acquah und King, 2008) und vielen embryonalen Entwicklungsprozessen beteiligt. Auch
in hoch proliferativen Geweben wird ALCAM gefunden, wie z.B. in hdmatopoietischen Pro-
genitorzellen oder im Wachstumshorn von Neuronen, wodurch ALCAM an der embryonalen

Entwicklung des Encephalons mitwirkt (Swart, 2002).

1.5.3 Der prognostische Einfluss von ALCAM auf Karzinome unter-

schiedlicher Genese

In verschiedenen Studien wurde ALCAM in Zusammenhang mit unterschiedlichen Karzino-

marten (z.B. im Melanom, Prostatakarzinom, Mammakarzinom, Kolorektalem Karzinom, Oso-

13



phaguskarzinom (Ofori-Acquah und King, 2008), sowie Ovarialkarzinom und Pakreastumoren
etc.) untersucht, mit teilweise widerspriichlichen Ergebnissen. In einer Studie von Kristiansen
et al. (2004) z.B. wird zytoplasmatisches ALCAM zusammen mit CD24 als prognostischer Mar-
ker beim Prostatakarzinom vorgeschlagen, da Patienten mit Karzinomen, die sowohl CD24-
als auch ALCAM-negativ sind, ein signifikant lingeres PSA-freies Intervall zeigen (75 Monate
vs. 46 Monate). Fiir das maligne Melanom konnten van Kempen et al. (2000) zeigen, dass ein
hoheres Clark Level und ein vertikaler Durchmesser von > 1,5 mm mit einer hoheren ALCAM-
Expression korrelieren. In einer Studie von Mezzanzanica et al. (2008) konnte ein Unterschied
zwischen zytoplasmatischem und membranstiandigem ALCAM festgestellt werden. Durch eine
zu Beginn des Metastasierungsprozesses auftretende Internalisierung von membranstandigem
ALCAM steigt die Menge an zytoplasmatischem ALCAM in Ovarialtumoren mit héherem
Grading. Umgekehrt kann in 67% der Ovarialkarzinom-Proben im Vergleich zu normalem
Ovarialepithel ein vermindertes Auftreten von membranstéindigem ALCAM gemessen werden
und zusétzlich ein schlechteres Overall Survival (OAS) bei Patienten mit hoherer Konzentra-
tion an zytoplasmatischem ALCAM. Immunhistochemisch wurde hinsichtlich der Bedeutung
von ALCAM bei Pankreaskarzinomen in einer Studie von Kahlert et al. (2009) eine positive
Korrelation der Menge membranstéindigen ALCAMs und eines schlechteren OAS, sowie eines
kiirzeren, riickfallfreien Intervalls gezeigt.

Im Mausmodell konnten Wiiger et al. (2010) zeigen, dass Versuchstiere, die zuvor mit der
Kolonkarzinomlinie HCT 116 behandelt worden waren, nach mehrmaliger Injektion eines
ALCAM-Antikérpers (scFv173 single-chain antibody) ein geringeres Tumorwachstum zeigten,

was auf einen Einfluss von ALCAM auf das Wachstum von Priméartumoren hinweist.

1.5.4 Die Bedeutung von ALCAM beim Mammakarzinom

Es wurden bereits verschiedene Studien zum Einfluss von ALCAM auf die Malignitétsent-
wicklung bei Brustkrebs durchgefiihrt, mit zum Teil widerspriichlichen Ergebnissen. Anhand
immunhistochemischer Farbung wurde in einer Studie von Burkhardt et al. (2006) ein nega-
tiver Einfluss von ALCAM auf das Overall Survival und die Krankheitsprogression gemessen.
Als Parameter wurde zusétzlich das rezidivfreie Intervall herangezogen. Es gab keinen Un-
terschied zwischen membransténdigem und zytoplasmatischem ALCAM. Mit dem gleichen
Antikorper, jedoch in einer anderen Konzentration und mit einer etwas anderen immunhi-
stochemischen Methode, konnten Davies et al. (2008) in einer Studie dieses Ergebnis nicht
bestatigen. Es zeigte sich, dass Tumore von Patientinnen, die Skelett-Metastasen entwickelt
hatten, im Vergleich zu gesunden Patientinnen die geringste ALCAM-Expression aufwiesen
und die ALCAM-RNA-Konzentration mit steigendem Grading und schlechterer Prognose ab-

nahm. Aus der gleichen Forschungsgruppe wurde in einer Studie von King et al. (2004) eben-
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falls herausgefunden, dass ALCAM einen eher positiven Effekt auf die Sterblichkeit hat, da
eine geringere ALCAM-RNA-Menge mit vermehrten Metastasen, einem héheren Tumorgrad,
einem schlechteren TNM-Status und einem schlechten Outcome korreliert. Tumore von Pa-
tientinnen mit Lymphknotenmetastasen hatten weniger ALCAM-RNA als Tumore von Pa-
tientinnen ohne Metastasen. Jezierska et al. bestétigten dieses Ergebnis in einer Studie vom
Juli 2006 und stellten die Hypothese auf, ALCAM kénne als Tumorsupressor dienen. Die
ALCAM /MMP-2-Relation ist signifikant niedriger in hochgradigen Tumoren, die gleichzeitig
eine hohe MMP-2-Expression zeigen. Eine hohe MMP-2-Expression ist mit einer schlechten
Prognose assoziiert. In einer weiteren experimentellen Studie von 2006 zeigten Jezierska et
al. einen Zusammenhang zwischen ALCAM und dem Vorhandensein von Ostrogenen. Bei
Karzinomzellen, die einen Ostrogenrezeptor besitzen (z.B. MCF-7-Zellen), konnte ein An-
stieg der ALCAM-Expression nach einer Behandlung mit 17-5-Estradiol und ein Abfall der
ALCAM-Expression nach einer Behandlung mit einem anti-Ostrogen (4-OH-TAM) gemessen
werden. Bei Karzinomzellen ohne Ostrogenrezeptor zeigte eine solche Behandlung keine Ver-
anderung. Mammakarzinomzellen, die vermehrt ALCAM exprimieren, zeigten in dieser Studie
weniger Apoptoseneigung. Ein Anstieg der ALCAM-Expression ging mit einer verminderten
MMP-2-Expression einher und war gleichzeitig mit einer hohen Konzentration des Apoptos-
einhibitors BCL-2 verbunden. Dieses Ergebnis konnte in einer Studie von Hein et al. (2010)
nicht bestétigt werden. Hier zeigte sich nach einer Behandlung mit dem Toxin Camtothecin
eine vermehrte Apoptoseneigung bei Zellen, die mehr ALCAM exprimierten. Im Gegensatz
zu anderen Studien konnte hier immunhistochemisch nachgewiesen werden, dass eine hohe
ALCAM-Protein-Expression beim duktalen Mammakarzinom mit einer vermehrten Metasta-
sierung, insbesondere ins Knochenmark, und somit einer schlechteren Prognose einhergeht.
Gemessen wurde an einem Kollektiv von 347 Patientinnen. Es wurde keine Unterscheidung
zwischen zytoplasmatischem und membranstiandigem ALCAM vorgenommen. Im Hinblick auf
das Ansprechen auf eine adjuvante Chemotherapie zeigt sich ein prognostischer Vorteil fiir
Frauen, deren Tumore eine hohe ALCAM-mRNA-Expression besitzen. Werden diese Frauen
jedoch nicht chemotherapeutisch behandelt, scheint ALCAM einen eher prognostisch ungiins-
tigen Einfluss zu haben (Ihnen et al., 2008). Bei einer weiteren Studie von IThnen et al. (2010)
wurden auf mRNA-Ebene Daten erhoben und eine Kombination von Osteopontin (OPN) und
ALCAM als potentiell prognostischer Faktor in high-risk-Mammakarzinomen (Her2/neu- und
ER-negativ) vorgeschlagen. Tumore mit einem hohen Osteopontin-Proteinlevel besitzen eine
schlechte Prognose. Zusammen mit ALCAM kann nochmal zwischen diesen high-risk-Tumoren
unterschieden werden. Die schlechteste Prognose hatten Tumore, die ER- und Her2-negativ
waren und eine hohe Expression von OPN und eine geringe Expression von ALCAM zeig-
ten. Die gleiche Arbeitsgruppe konnte zudem zeigen, dass Tumore mit einer hohen ALCAM-
Expression im Vergleich zu allen anderen Metastasen im Zuge des homing (gewebespezifische

Metastasierung) iiberdurchschnittlich hdufig Hautmetastasen aufweisen (Ihnen et al., 2011).
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Zur Einteilung und besseren Beurteilung der Prognose, oder das Ansprechen eines Mammakar-
zinoms auf eine bestimmte Therapie, wird weitreichend geforscht, wobei die Bedeutung von
auf molekularer Ebene wirkenden Proteinen in Zuge der personalisierten Medizin besonders
eingehend betrachtet wird. Trotz der beschriebenen Bedeutung von ALCAM bei der Entwick-
lung und der Prognose von unterschiedlichen Tumoren konnte bisher nicht abschliefsend geklart
werden, welchen Einfluss ALCAM als Adhésionsmolekiil auf molekularer Ebene im Metasta-
sierungsvorgang hat. In der vorliegenden Arbeit soll daher der Einfluss des Adhésionsmolekiils
ALCAM auf die Adhésionseigenschaften von Mammakarzinomzellen untersucht werden. Hier-
fiir wird mit Hilfe von stabil transfizierten Zellklonen der Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-231,
welche eine unterschiedliche ALCAM-Expression aufweisen, das Adhésionsverhalten dieser Zel-
len in statischen Versuchen an Proteinen der extrazellularen Matrix untersucht. Anschliefsend
wird das Adhésionsverhalten dieser Zellen im dynamischen Durchflussversuch an E-Selektin

sowie an Endothelzellen beurteilt.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellbiologisches Material

2.1.1 Verwendete Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Versuche mit zwei verschiedenen Adenokarzinom-
Zelllinien durchgefiihrt, welche urspriinglich von der ATCC (American Type Culture Collec-
tion) zur Verfliigung gestellt und 2009 zuletzt von der DSMZ Braunschweig authentifiziert
wurden. Die Zellen der Zelllinie MCF-7 stammen aus dem Pleurapunktat einer 69-jéahrigen
amerikanischen Patientin, bei der ein metastasiertes Adenokarzinom der Mamma diagnosti-
ziert wurde. Sie sind Ostrogenrezeptor- und Progesteronrezeptor-positiv und zeigen bei Wes-
tern Blot-Versuchen eine niedrige ALCAM-Konzentration (Hein et al., 2010).

In Abbildung 2.1 sind MCF-7-Zellen in einer 100er Vergrofserung zu sehen.
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Abbildung 2.1: MCF-7-Zellen, 100er Vergroferung

Die Zelllinie MDA-MB-231 entstammt dem Pleurapunktat einer 51-jéhrigen Patientin mit me-
tastasiertem Adenokarzinom. Diese Zelllinie ist Ostrogenrezeptor-negativ und zeigte in Wes-
tern Blott-Versuchen hohe ALCAM-Konzentration (Hein et al., 2010). Neben den Ursprungs-
zelllinien wurden stabil transfizierte Zellklone verwendet, welche bereits in einer vorherigen
Arbeit beschrieben und fiir die Versuche zur Verfiigung gestellt wurden (Hein et al., 2010).
Um MCF-7-Zellen mit erhéhter ALCAM-Expression zu generieren, wurde der OmicsLink ORF
Expressions Klon EX-H0002-M02 der Firma Gene Copoeia transfiziert, welcher die gesamte
Lange des ALCAM-ORF (open reading frame) enthélt. Stabil transfizierte Zellen (im folgenden
MCF-7-ALC1-3 genannt) wurden mit G418 selektiert. MDA-MB-231 Zellen mit verminderter
ALCAM-Expression wurden mit Hilfe eines pSilcencer 3.1-H1 puro Vektors der Firma App-
lied Biosystems/Ambion generiert. Stabil transfizierte Zellklone (im folgenden MDA-shALC
#9 bzw. MDA-shALC #14 genannt) wurden mit Puromycin selektiert. Zur Negativ-Kontrolle
(im folgenden MCF-NC bzw. MDA-NC genannt) dienten stabil mit einem Kontrollvektor
EX-EGFP-MO2 (GeneCopoeia; fiir MCF-7) bzw. dem pSilencer 3.1-H1 puro negativ control
Vektor (Ambion; fiir MDA-MB-231) transfizierte Zellen. Abbildung 2.2 zeigt Zellen der Linie
MDA-shALC #14 in einer 100er Vergroferung.

18



Abbildung 2.2: MDA-shALC #14, 100er Vergroferung

Weiterhin wurden, um die Adhésionsfiahigkeit der zuvor beschriebenen Karzinomzellen an
Endothelzellen zu testen, HPMEC (Human Pulmonary Microvascular Endothelial Cells) der
Firma PromoCell verwendet. Abbildung 2.3 zeigt HPMEC bei einer 100er Vergroferung.

Abbildung 2.3: HPMEC, 100er Vergrofserung



2.1.2 Allgemeine Zellkultur

Um eine Kontamination der eukaryontischen Tumorzellen, z.B. durch Bakterien, zu vermeiden,
wurde jede Arbeit unter einer sterilen Werkbank durchgefiihrt. Die Zellen wurden je nach
Bedarf in Zellkulturflaschen der Grofe T25 cm? oder T75 cm? kultiviert. Kultiviert wurden
die Zellen im Brutschrank bei einer Temperatur von 37 °C und bei mit 5% CO2 angereicherter

Luft. Ein Austausch des Kulturmediums fand alle zwei bis drei Tage statt.

Verwendete Kulturmedien:

Kulturmedium fiir MCF-T:

Dulbecco’s Modified Essential Medium + L-Glutamin (DMEM)
HAM'’s F-12 Nutrient Mixture

Fotales Kélberserum (FCS) 10%

Penicillin /Streptomycin 1% 10000 U/ml / 10000 pg/ml (Stammlésung)

humanes Insulin 10 pg/ml

Kulturmedium fiir MDA-MB-231:

Dulbecco’s Modified Essential Medium + L-Glutamin (DMEM)
HAM'’s F-12 Nutrient Mixture

Fotales Kélberserum (FCS) 10%

Penicillin /Streptomycin 1% 10000 U/ml / 10000 pg/ml (Stammlésung)

Zusammengesetzt waren die Medien der Karzinomzellen aus DMEM /HAM’s F-12 (PAA La-
boratories GmbH) im Verhéltnis 1:1, 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin (GIBCO;
Stammlosung: 10000 U/ml / 10000 pg/ml). Das Kulturmedium der MCF-7-Zellen enthielt
zusétzlich 0,1% Insulin (Sigma-Aldrich; Stammlosung: 10 mg/ml). Das Medium der Endothel-
zellen setzte sich zusammen aus einem Basismedium (PromoCell) und einem Supplementmix

(10%, PromoCell). Auf die Verwendung von Penicillin und Streptomycin wurde verzichtet.

Kulturmedium fiir Endothelzellen (HPMEC):

Endothelzellbasismedium

Supplementmix 10%

2.1.3 Passagieren der Zelllinien

Zum Passagieren einer Karzinom-Zelllinie wurden die Zellen bei einer Konfluenz von 70-90%
zunéchst mit angewdrmtem PBS gewaschen, darauthin mit Trypsin/EDTA (GIBCO; 0,05%
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Trypsin: 0,5 g/L; EDTA: 0,2 g/L) versetzt und bis zum Ablésen der Zellen auf einer Warme-
platte (37°C) inkubiert. Anschlieflend wurden sie mit frischem, angewérmten Medium (Ver-
héltnis Trypsin:Ndhrmedium: 1:10) resuspendiert und in ausreichender Verdiinnung auf frische
T25- bzw. T75-Kulturflaschen verteilt. Die Endothelzellen wurden ebenfalls bei einer Konflu-
enz von 70-90% mit angewdrmtem PBS gewaschen, darauthin jedoch mit Accumax (PAA) ver-
setzt auf der Warmeplatte inkubiert. Die abgelsten Zellen wurden mit frischem angewarmten
Medium (Verhéltnis Accumax:Nahrmedium: 1:10) resuspendiert, zentrifugiert (1100 RPM, 3

min, RT) und anschliefend in der gewiinschten Verdiinnung auf Kulturflaschen verteilt.

2.1.4 Cryokonservierung der Zellen

Zum Einfrieren der Zellen wurden die Flaschen zunédchst mit PBS gewaschen, mit Trypsin
abgelost und anschliefend abzentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen
mit einem auf Eis gekiihlten und mit 10% DMSO (Sigma-Aldrich) versetzten FCS resuspen-
diert und im Anschluss umgehend in Cryordhrchen iiberfithrt. Diese wurden sofort in einer
mit Isopropanol gefiillten Cryobox bei -80°C gelagert. Nach mindestens 24 Stunden wurden
die Zellen zur langfristigen Lagerung in fliissigem Stickstoff eingefroren. Zum Auftauen eines
Cryordhrchens, wurde dieses aus dem fliissigen Stickstoff genommen und moglichst rasch im
37°C warmen Wasserbad aufgetaut. Die aufgetaute Zellsuspension wurde in zehn Milliliter an-
gewdarmtem Kulturmedium resuspendiert und, um das DMSO zu entfernen, zentrifugiert (1100
RPM, 7 min, RT). Nach erneuter Resuspension mit frischem Medium, wurden die Zellen in

Kulturflaschen iiberfithrt und im Warmeschrank untergebracht.

2.1.5 Zahlen und Einstellen von Zellzahlen

Um fiir die Versuche eine moglichst gleiche Anzahl an Zellen pro Volumeneinheit zu verwenden,
wurden die Zellen fiir jeden Versuch gezéhlt und auf die richtige Zahl eingestellt. Zum Zahlen
wurde eine Zahlkammer von Neubauer verwendet. Auf die leicht angefeuchtete Oberseite der
quadratischen Felder dieser Kammer wird ein geschliffenes Deckplattchen geschoben. Fiir das
Zahlen wurden die benoétigten Zellen, dhnlich wie beim Passagieren, abgelost und zehn Mi-
kroliter dieser Zellsuspension mit zehn Mikroliter Trypanblau (0,05%) gemischt. Der Farbstoff
dient zum Anféarben abgestorbener Zellen. Auf die Neubauer Zahlkammer wurden je Objekt-
tragerhélfte zehn Mikroliter angeférbter Suspension aufgetragen, welche durch Kapillarkrifte
unter dem aufliegenden Deckplattchen auf dem Zéhlraster verteilt wurde. Lichtmikroskopisch
konnte die Zellzahl pro Milliliter Zellsuspension durch Auszéhlen der Zellen und Bilden des

Mittelwertes in den acht Quadraten ermittelt werden. Um die jeweils gewilinschte Zellzahl in
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den einzelnen Suspensionen einstellen zu kénnen, wurde zunéchst ein Verdiinnungsfaktor mit

folgender Formel berechnet:

gewiinschte Zellzahl
MW Zellenx2+10% /ml

Verdiinnungsfaktor =

Anschliefsend wurde ausgerechnet, wie die Ausgangszellsuspension verdiinnt werden muss, um

die gewiinschte Zellzahl zu erhalten.

Voo _Ausgangsvolumen
gewiinscht — Verdiinnungsfaktor

2.2 ELISA Adhasions-Versuche

Paraformaldehydlésung 0,2 M 10 1:
284,2 g Na2HPO4

aqua dest.
pH 7,2-74

gepufferte 4% Paraformaldehydlosung 11:
100 ml 37% Formaldehydlosung

500 ml 0,2 M Phosphatpuffer

400 ml aqua dest.

Mit den ELISA Adhésions-Versuchen wurde die Adhésionsfahigkeit der Tumorzellen an be-
stimmte Proteine der extrazellularen Matrix in statischem Versuchsaufbau untersucht. Die zu
untersuchenden Proteine der extrazelluldren Matrix wurden je nach gewiinschter Konzentrati-
on verdiinnt. Von jeder Proteinverdiinnung wurden 50 ul in eine Vertiefung einer unbeschich-
teten 96- Well-Platte (Falcon) pipettiert. Je Zelllinie und Protein wurden drei Vertiefungen pro
Versuch beschichtet. Als Negativ-Kontrolle dienten pro Zelllinie zwei Wells, welche nicht mit
Protein beschichtet, ansonsten aber gleich behandelt wurden wie die restlichen. Die beschich-
tete 96- Well-Platte wurde iiber Nacht inkubiert, sodass sich die Proteine an den Wanden und
am Boden der Wells absetzen konnten. Die im einzelnen getesteten Proteine sind in Tabelle
2.1 aufgefiihrt.
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Tabelle 2.1: die fiir ELISA Adhasions-Versuche verwendeten Proteine

Protein Hersteller Konzentration Anzahl der Anzahl der
in pug/pl Versuche mit Versuche mit
MCEF-7-Zellen MDA-MB-231-
Zellen

Kollagen 1 Roche 0,02 4 3
Kollagen 4 Sigma-Aldrich 0,02 5 3
Vitronektin R&D Systems 0,02 3 2
Laminin Sigma-Aldrich 0,1 2 2
Fibronektin R&D Systems/ | 0,4 2 7

Harbor

Bio-Products

Am darauf folgenden Tag wurden die Zellen wie zuvor beschrieben bei 70-80% Konfluenz
mit Accumax abgelost. Nach zweimaligem Waschen der proteinbeschichteten Wells und der
Negativ-Kontroll- Wells mit PBS wurden pro Well 100 ul Zellsuspension (eingestellt auf 100000
Zellen/100 pl) pipettiert und 20 Minuten im Brutschrank inkubiert. Nach der Inkubation
wurden die Zellsuspensionen abpipettiert und die Wells erneut mit PBS gewaschen, sodass
nur noch die an den Proteinen haftenden Zellen in den Wells verblieben. Diese wurden 30
Minuten mit je 50 pl/ Well einer Paraformaldehydlosung (4%) bei Raumtemperatur fixiert.
Der anschliefende Féarbeschritt wurde mit je 50 ul/ Well einer Kristall-violett-Losung (Sigma-
Aldrich) (0,1%) fiir 15 Minuten ebenfalls bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Behandlung
mit je 100ul einer Triton X-100-Losung (5%) diente dem Abstoppen der Farbreaktion. Die
photometrische Messung erfolgte anschliefsend bei einer Wellenlénge von 540 nm (Tecan Sun-
riseTM).

2.3 Durchflussversuch

Im Durchflussversuch soll unter dynamischen Bedingungen die Situation in einer physiolo-
gischen postkapilldren Venole simuliert werden. So ist es moglich unter anderem die Inter-
aktion von Zellen mit Adhésionsproteinen wie z.B. E-Selektin oder auch mit anderen Zel-

len, z.B. Endothelzellen, darzustellen. Mit Hilfe einer am Mikroskop angebrachten Kamera
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kann wahrend des Durchflussversuches genau beobachtet werden, wie Zellen mit verschiede-
nen Substanzen interagieren. Das benutzte Zellflussgeréit wurde von der Arbeitsgruppe Prof.
Dr. Udo Schumacher (Institut fiir Anatomie, UKE Hamburg) zur Verfiigung gestellt. Als Ka-
pillarmodell wurden Kunststoff-u-Slides vom Typ VI der Firma IBIDI verwendet, welche eine
Kapillargrofe von 0,4x3,8 mm und ein Fassungsvermogen von 30 ul haben.

Um die Interaktion der Zellen mit E-Selektin im Zellfluss zu testen, wurde rekombinantes
humanes E-Selektin (R&D Systems) mit PBS auf eine Konzentration von 5 ug/ml verdiinnt,
und davon je 30 ul in einen u-Slide-Kanal pipettiert. Zur Kontrolle unspezifischer Bindungen
wurde zuséitzlich FCS (10%) so eingesetzt, dass eine Halfte der p-Slide-Kanéle mit E-Selektin,
die andere Hilfte jedoch mit FCS beschichtet war. Um ein Absetzen der Proteine zu errei-
chen, wurden die p-Slides fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Jede Zelllinie wurde
pro Versuch durch eine mit E-Selektin beschichtete und eine mit FCS beschichtete Kapillare
perfundiert.

Durch die Beschichtung der Kapillaren mit humanen Lungenendothelzellen kann die Physiolo-
gie eines Blutgefifses nachgestellt und die Interaktion der malignen Zellen mit physiologischem
Gewebe beobachtet werden. Fiir einen Durchflussversuch mit Endothelzellen wurden ca. 48
Stunden vor Versuchsbeginn ein bis zwei 80-90% konfluente T75-Kulturflaschen mit Endothel-
zellen mit Accumax abgelost. Die Endothelzellen wurden mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer
auf 800000 Zellen/ml eingestellt und pro Kapillare 100 pl Zellsuspension einpipettiert. Nach
24 Stunden Inkubation bei 37°C wurde das Kulturmedium vorsichtig aus jeder Kapillare ab-
genommen und durch 100 pl frisches Medium ersetzt.

Am Versuchstag waren ca. 80-95% der Kapillaroberfliche mit Endothelzellen bewachsen. Vier
Stunden vor Versuchsstart wurde das Medium in den Kapillaren erneut ersetzt. Hierbei wurde
in eine Halfte der Kapillaren normales Nahrmedium pipettiert. Die andere Hélfte der Ka-
pillaren wurde mit je 100 pul Medium gefiillt, welches mit TNF-a (10 ng/ml) angereichert
war. Durch TNF-a Aktivierung zeigen Endothelzellen eine vermehrte Expression von Ober-
flaichenproteinen, wie es auch in physiologischen Blutgeféafen der Fall ist. Um den Blutfluss
im Venolenmodell nachzustellen, wurde eine Perfuserpumpe eingesetzt, bei der iibergangslos
verschiedene Geschwindigkeiten eingestellt werden kénnen, welche zu unterschiedlichen Scher-
kréaften in den Kapillaren fithren. Am Versuchstag wurden je Tumorzelllinie ein bis zwei 80-90%
konfluente T75er Kulturflaschen abgesaugt und mit Accumax gelst. Die Suspensionen wurde
mit der Neubauer Zéhlkammer auf 100000 Zellen/ml eingestellt. Mit Hilfe der Perfuserpum-
pe wurden die Kapillaren perfundiert, sodass eine bestimmte Flieligeschwindigkeit entstand
(Einheit: ml/h), welcher bestimmte Scherkrifte (Einheit dyn/cm?) zugeordnet werden kénnen.
Aufgrund der Anordnung und Form der Kapillaren konnte ein streng laminarer Fluss erzeugt

werden.
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Die Formel zum Umrechnen des Volumenflusses (ml/min) in Scherkréfte lautet:

dyn ml

Alle Messungen wurden zunéchst bei einer Flussrate von 16,8 ml/h und darauf folgend im
gleichen Versuch bei 8,4 ml/h erhoben. Das Bild der Kapillare mit haftenden Zellen wurde 2
Minuten lang aufgezeichnet. Es wurde je Versuch und Kapillare an zwei verschiedenen Stellen
gemessen. Bereits beim Versuch wurde darauf geachtet, ob und wie viele Zellen in einem
bestimmten Areal im beschichteten Slide-Kanal hafteten. Das eingestellte Areal wurde im
mittleren Bereich der Kapillare gesucht, da hier am ehesten laminare Stromung herrscht.
Abbildungen 2.4 und 2.5 zeigen beispielhaft das Anhaften von MCF-7- bzw. MDA-MB-231-
Zellen in Kapillaren mit unterschiedlicher Beschichtung jeweils bei einer Flussgeschwindigkeit
von 8,4 ml/h.

Abbildung 2.4: haftende MDA-MB-231-Zellen an einer mit E-Selektin beschichteten Kapillare
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Abbildung 2.5: haftende MCF-7-Zellen an mit Endothelzellen ausgekleideter Kapillare

Zur Auswertung diente das Programm capimage (Dr. Zeintl; Heidelberg). Das Programm teilt
das Blickfeld in 55 gleich grofe, vertikale Streifen (Kanile) auf. Bleibt eine Zelle in einem dieser
55 Kanéle haften, leuchtet sie auf und kann so identifiziert werden. Pro Sekunde erzeugt das
Programm 25 Bilder (3000 Bilder/2 min), welche in der Auswertung horizontal miteinander
verkniipft werden, sodass eine haftende Zelle als hell aufleuchtende, horizontale Linie sichtbar

wird.

2.4 Western Blot-Verfahren

2.4.1 Proteinextraktion aus Zellen

Lyse-Puffer:

RIPA-Puffer

Proteaseinhibitor (Sigma Verdiinnung 1:100)
Phosphataseinhibitor (Calbiochem Verdiinnung 1:50)

RIPA-Puffer:

Tris-HCL (7,5 mg/ml pH 7,4)
NaCl (9 mg/ml)

102,51% 100 mM EDTA

aqua dest.
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Alle Arbeitsschritte fiir die Proteinextraktion fanden auf Eis statt. Zunéchst wurde eine ausrei-
chende Menge Lysepuffer hergestellt. Je eine konfluente T75-Kulturflasche wurde mit einem
Milliliter Lysepuffer benetzt und die Kulturflasche in eine mit Eis gefiillte Schale gesetzt.
Anschlieffend wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers vom Flaschenboden geschabt.
Die dadurch entstandene Suspension aus Zelltrimmern und Lyse-Puffer wurde in ein 1,5 ml-
Eppendorf Gefiaf iiberfiihrt, 30 Minuten auf Eis gelagert und wahrenddessen mehrmals auf
dem Vortex homogenisiert. Das Eppendorf Gefif wurde fiinf Minuten bei 13000RPM zen-
trifugiert. Anschliefend wurde der Uberstand vorsichtig abpipettiert, in ein neues Eppendorf
Gefal tiberfithrt und bei -20°C gelagert.

2.4.2 Konzentrationsbestimmung der extrahierten Proteine

Die Konzentrationsbestimmung fand mit Hilfe der Bicinchoninséure-Methode (BCA-Methode)
statt. Dabei reagieren zweiwertige Kupferionen mit Proteinen zu einwertigen Kupferionen. Mit
der Bicinchoninséure zusammen zeigt sich ein violetter Farbstoff, welcher bei 562 nm Wellen-
lange photometrisch gemessen werden kann. Anhand einer vorher durch BSA-Proteinstandards
hergestellten Eichgerade bekannter Konzentrationen konnte die Proteinkonzentration berech-

net werden.

2.4.3 Western Blot-Versuch

Rezepte:

10 x Anodenpuffer 1 I:
242,28 g Tris (Trizma-Base)
aqua dest.

HCL

pH 8,9

Anodenpuffer fiir die Anodenkammer 4 1:
400 ml 10 x Anodenpuffer

aqua dest.

10 x Kathodenpuffer 1 I:
121,14 g Tris (Trizma-Base)
179,2 g Tricine

aqua dest.

HCL

pH 8,25
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Kathodenpuffer fiir die Kathodenkammer 250 ml:
25 ml 10 x Kathodenpuffer
2,5 ml 10% SDS

aqua dest

10% SDS-Losung 100 ml:
10 g Sodiumdodecylsulfat-Natriumsalz

aqua dest.

3 x Gelpuffer 500 ml:

181,7 g Tris (Trizma-Base) 3M
aqua dest.

HCL

pH 8,45

15 ml SDS (10%)

0,5 M Trispuffer pH 6,8 10 ml:
6,05 g Tris

aqua dest.

HCL

pH 6,8

Pcsb1-Proteinpuffer 100 ml:
10 ml 0,5 M Trispuffer pH 6,8
10 ml 10% SDS

10 g Saccharose

aqua dest.

Pcsb2-Gellade-Denaturierungspuffer 10 ml:

1 g Saccharose

1 ml 0,5 M Trispuffer pH 6,8
4 ml 10

1-2 mg Bromphenolblau

3,5 ml aqua dest.

1,5 ml beta-Mercaptoethanol

10% Ammoniumpersulfat-Losung (APS) 10 ml:

1 g Ammoniumpersulfat

10 ml aqua dest.
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10 x Transferpuffer 1 1:
121,41 g Tris (Trizma Base)
144,89 g Glycerin

aqua dest.

Transferpuffer fiir die Blotting-Kammer 5,5 1:

450 ml 10 x Transferpuffer

aqua dest.

10xTBS 11

24,22 g Tris (Trizma-Base)
80,06 g NaCL

aqua dest.

HCL

pH 7.6

10 % TWEEN 20 50 ml:
5 ¢ TWEEN 20

aqua dest.

TBST-Waschpuffer 1 1:
100 ml 10 x TBS
5 ml 10% TWEEN 20

aqua dest.

Trenngel:

2 g 87% Glycerin

5 ml 3 x Gelpuffer mit SDS
3,75 ml 40% AA/BAA
4,25 ml aqua dest.

75 ul APS 10%

7,5 ul TEMED

Sammelgel:

0,75 ml 40% AA/BAA

1,55 ml 3 x Gelpuffer mit SDS
3,95 ml aqua dest.

75 ul APS 10%

7,5 ul TEMED
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Blockingreagenz 5% 100 ml:

5 g Milchpulver
100 ml TBST

Blockingreagenz 1,5% 100 ml:
1,5 g Milchpulver
100 ml TBST

Das Western Blot-Verfahren wird dafiir benutzt, Proteine nach ihrer Gréfse und Ladung auf
einer SDS-page aufzutragen und anschliefsend beim eigentlichen Blotten auf einer Membran zu
detektieren. Im ersten Arbeitsschritt wurde ein Polyacrylamidgel aus einem zehn-prozentigen
Trenngel und einem zwolf-prozentigen Sammelgel mit zehn Taschen zusammengesetzt. An-
schliefend wurden die aus der Proteinextraktion vorbereiteten Proteine mit Pbsb1l und Pbsb2
auf 20 pl eingestellt und in die Taschen des Polyacrylamidgels pipettiert. Nachdem das Gel in
die Westernblotkammer {iberfiihrt worden war, wurde diese mit zwei verschiedenen Elektro-
lytlosungen (einem Kathodenpuffer und einem Anodenpuffer) getrennt voneinander befiillt.
Durch Anlegen einer Spannung wurden die Proteine der Zellextrakte nun entsprechend ihrer
Groke und Ladung im Gel aufgetrennt (150 V). Zum Abschétzen der Grofe der einzelnen
Proteine, wurde zusétzlich ein Molekulargewichtsmarker (Thermo Scientific 10 kDa-260 kDa)
aufgetragen. Im néchsten Arbeitsschritt, dem Blotting, wurden die elektrophoretisch aufge-
trennten Proteine auf eine Membran iibertragen, sodass sie im Anschluss daran detektiert
werden konnten. Hierzu wurde die Membran zunéchst in Methanol hydratisiert, dann in de-
stilliertem Wasser gespiilt, in Transferpuffer geschwenkt und anschliefsend luftblasenfrei auf das
Gel aufgelegt. Befestigt zwischen in Transferpuffer geschwenktem Blottingpapier und Schwam-
men wurde das Gel mit aufliegender Membran in eine Blottingkammer gestellt, welche mit
Transferpuffer gefiillt wurde.

Um unspezifischen Bindungen vorzubeugen, wurde die fiir den néachsten Tag bendtigte Blot-
tingmembran in Blockreagenz 5% bei 4°C gelagert. Zur Proteindetektion wurde ein Immu-
noblot durchgefiihrt, wobei bestimmte Priméar-Antikérper spezifisch an den auf der Membran
haftenden Proteinen binden. Diese Primar-Antikorper konnen in einem zweiten Schritt mit ei-
nem an den Fe-Teil des Primér-Antikorpers bindenden Sekundéar-Antikorper detektiert werden.
Als Primér-Antikorper wurde ein monoklonaler Mausantikérper gegen humanes ALCAM (No-
vocast; 1:4000) eingesetzt. Um nicht gebundene Antikorper zu entfernen, wurde die Membran
nach einer Stunde Inkubation mit dem Priméar-Antikorper mehrmals mit TBST gewaschen.
Anschliefsend wurde der Sekundér-Antikérper (Santa Cruz Biotechnology; anti-mouse; 1:3000)
mit auf die Membran gegeben. Beide Antikorper wurden mit 1,5% Blockingreagenz verdiinnt.

Nach Inkubation von einer Stunde wurde der mehrmalige Waschvorgang mit TBST wieder-
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holt. Die Detektion fand im Anschluss mit Hilfe einer Chemilumineszenz-Reaktion statt, wobei
freigesetztes Licht auf einem Rontgenfilm detektiert werden kann. Fiir diesen Vorgang wurde
das Chemilumineszenz-Kit Super Signal von Pierce benutzt, von dem die beiden vorhande-
nen Losungen im Verhéltnis 1:1 gemischt und auf die Membran aufgetragen wurden. Nach
fiinf-miniitiger Inkubation wurde die Membran mit einer Folie umbhiillt und in eine Réntgen-
filmkassette iiberfiithrt. In einer Dunkelkammer wurde auf die Membran in der Kassette ein
Rontgenfilm gelegt, die Kassette verschlossen und, abhéngig von der erwarteten Intensitéat der
Lichtreaktion, mehrere Sekunden gewartet, bis der Film belichtet war. Abschliefsend wurde

der Film maschinell entwickelt.

2.4.4 Reblot-Verfahren

Um sicher zu gehen, dass die Proteinproben, welche auf die verschiedenen Geltaschen auf-
getragen wurden, gleiche Proteinmengen enthielten, wurde ein Reblot durchgefiihrt. Hierfiir
wurden zunéchst von der zuvor mit anti-ALCAM detektierten Membran die Primér- und
Sekundér-Antikorper entfernt. Dazu wurde die Membran im ersten Schritt mit einer 1:10
verdiinnten Reblot plus mild solution von Millipore und anschliefend zwei mal mit Blockin-
greagenz (5% Milchpulver in TBST) gewaschen. Daraufthin konnte eine zweite Detektion statt-
finden, wobei ebenfalls mit einem Primér- und einem Sekundér-Antikorper gearbeitet wurde.
Als Primér-Antikorper wurde ein monoklonaler Mausantikorper gegen HSC 70 (Santacruz;
1:100000) eingesetzt. Bei dem Sekundéar-Antikorper handelte es sich erneut um einen gegen

Maus-IgG gerichteten Ziegenantikorper (Santacruz 1:8000).

2.5 Durchflusszytometrie

FACS-Puffer 2 500 ml:
2,5 ml Na-Acid (10%)
500 ml PBS (Mg+/Ca+)
5 g FCS

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren, um Zellen anhand ihrer Form, Struktur oder Far-
bung zu analysieren. Hierfiir werden in einem Versuch meist mehrere Tausend Zellen iiber
eine feine Glaskapillare in ein Durchflusszytometer gesaugt und an einem Laserstrahl vorbei
gefiihrt. Das dabei an den Zellen gebrochene Licht wird von dem Geréat detektiert, ausgewertet
und in sogenannten Dot-Plot-Diagrammen grafisch dargestellt. In dieser Diagrammform ent-
spricht ein Punkt jeweils einer Zelle. Bei den Dot-Plot-Diagrammen wird das Licht, welches
seitlich im 90° Winkel von den Zellen gestreut wird (Side Scatter, SCC), gegen das Licht,

welches in einem flachen Winkel streut (Forward Scatter, FSC) aufgetragen. Die Intensitét
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von FSC ist hierbei abhédngig von der Grofe einer Zelle, wihrend das SCC abhéngig ist von
der Granularitit, Grofse und duferen Form einer Zelle. Zusétzlich zu den bereits genannten
Eigenschaften kann eine Zelle, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist, anhand der
Intensitit der Fluoreszenz detektiert werden. Ist dieser Fluoreszenzfarbstoff an einen Anti-
koérper gebunden, erlaubt diese Methode den quantitativen Nachweis bestimmter zelluldrer
Oberflachenproteine. Hierfiir wird zunéchst ein oberflachlich gelegenes Protein spezifisch mit
einem Primér-Antikérper gebunden. An diesen bindet in einem zweiten Schritt ein mit einem
Fluoreszenzfarbstoff versehener Sekundér-Antikoérper. Durch den Einsatz verschiedener Filter
am FACS-Gerit konnen unterschiedlich farbig fluoreszierende Sekundér-Antikorper eingesetzt
werden. Nachfolgend kann eine quantitative Aussage iiber den Proteingehalt der Zellen getrof-
fen werden, indem man z.B. in Form eines Histogramms die Zellzahl gegen die Intensitét der
Fluoreszenz graphisch auftragt. Untersucht wurden die Zellen der Linie MDA-MB-231, jeweils
die Ursprungs-Zelllinien, die Negativ-Kontrolle (MDA-NC), sowie die bereits beschriebenen
Zellklone (MDA-shALC # 9, MDA-shALC # 14). Als sekundérer Fluoreszenz-Antikorper
wurde ein polyklonaler anti-mouse Ziegenantikorper gekoppelt mit FITC (Fluorescein Isothio-
cyanate) (DAKO; 1:100) eingesetzt. Bei jedem Versuch wurde ebenfalls eine Isotypkontrolle
mitgefiihrt, um das Ausmafl unspezifischer Bindungen an die untersuchten Zellen zu zeigen.
Um zwischen dem Anteil an vitalen und nicht vitalen Zellen zu unterscheiden, wurde jede
Probe vor der Messung mit Propidiumiodid angefarbt. Dieser Farbstoff wird stédrker von nicht
vitalen Zellen aufgenommen, sodass eine grofere Farbintensitdt bei diesen Zellen gemessen
werden kann. So gelingt es, die beiden Zellsorten getrennt voneinander zu betrachten. Unter-
sucht wurden in dieser Arbeit das Vorhandensein der Kohlenhydratstrukturen Sialyl-Lewis X
(Cd 15-s, E-Selektin-Ligand) und Sialyl-Lewis A (CA 19-9, E- und P-Selektin Ligand) sowie
ALCAM. Tabelle 2.2 zeigt einen Uberblick der verwendeten Antikorper.

Tabelle 2.2: Verwendete FACS-Antikorper

Primér-Ak Hersteller Sekundar-Ak Fluorochrom Isotyp
CD15s B&D Systems Goat anti-mouse | FITC 1:100 Mouse-IgM
0,2ug/ml 1:100
CA19-9 Abcam Goat anti-mouse | FITC 1:100 Mouse-IgM
0,2ug/ml 1:100
ALCAM R&D Systems Goat anti-mouse | FITC 1:100 Mouse-IgG1
0,5ug/ml 0,5g/ml

Die Zellen wurden zunéchst mit PBS gewaschen, mit Accumax geldst, auf 200000 Zellen/ Facs-
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Rohrchen eingestellt und zentrifugiert. Nach wiederholtem Waschen mit jeweils 500 pl PBS und
erneutem Zentrifugieren, wurden die Zellen 20 Minuten im Dunkeln bei 4°C mit dem Primér-
Antikorper inkubiert. Anschliefsend wurden erneut 500 pl PBS je Rohrchen hinzugefiigt und
zentrifugiert. Nach vorsichtigem Absaugen des Uberstandes inkubierten die Zellen, #hnlich wie
beim Primér-Antikorper, 20 Minuten lang im Dunkeln bei 4°C mit dem Sekundér-Antikorper
und wurden gleichzeitig mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC gefarbt. Nach erneutem Waschen
mit PBS und Hinzufiigen von fiinf Mikroliter Propidiumbromid fanden die Messungen statt.
Gemessen wurde am Durchflusszytometer FACS Calibur System der Firma Becton Dickinson.

Die Auswertung fand mit dem Programm Cell Quest Pro (Becton Dickinson) statt.

2.6 Statistische Auswertung

Von allen ELISA Adhésions-Versuchen und Durchflussversuchen wurden iiberwiegend min-
destens drei voneinander unabhéingige Versuche durchgefiihrt. Die statistische Auswertung
fand mit Hilfe des Statistik-Programms SPSS (Statistical Package for Social Sciences, Version
21) statt. Alle Versuche wurden mittels Oneway-Anova, einem Signifikanz-Wert von 0,05 und

einem 95%-Intervall ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswahl der Zelllinien

In einer vorangegangenen Arbeit wurden MCF-7-Zellen stabil mit ALCAM transfiziert und
charakterisiert (Hein et al., 2010). Diese Zellen (MCF-7-ALC1-3) zeigten im Western Blot-
Versuch reproduzierbar eine Hochregulierung von ALCAM. Ebenso wurden MDA-MB-231-
Zellen mit Hilfe von shRNA stabil transfiziert, sodass eine Herabregulierung von ALCAM
stattfand (MDA-shALC #9 ; MDA-shALC #14). Als Negativ-Kontrolle dienten stabil mit
einem Kontrollvektor transfizierte Zellen (MCF-NC und MDA-NC). Diese transfizierten Zellen
wurden fiir die vorliegende Arbeit zur Verfiigung gestellt. Eine erneute Kontrolle des ALCAM-
Expressionsverhéaltnisses wurde mittels Western Blot durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich das
erwartete Ergebnis. Der Klon MCF-7-ALC1-3 sowie die Linien MDA-MB-231 und MDA-NC
zeigen im Western Blot eine hohere ALCAM-Konzentration im Vergleich zu den anderen
Zelllinien (Siehe Abbildung 3.1).

MCF-7

MCF-MNC
MCF-¥-ALC1-3
MDA-MB 231
MDA-MNC
MDA-shALC #9
MDA-shALC #14

Anti-ALCAM

Anti-HSC-70

Abbildung 3.1: Western Blot-Analyse zu ALCAM
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3.2 ELISA Adhasions-Versuche

Die extrazellulare Matrix spielt fiir die Physiologie eines Gewebes eine grofte Rolle. Proteine
der extrazellularen Matrix wirken unterstiitzend bei der Formgebung einer Zelle bzw. eines
Gewebes. Dariiber hinaus sind sie an der Kommunikation zwischen verschiedenen Zelltypen be-
teiligt und wirken iiber verschiedene Signalkaskaden auf das Uberleben und die Differenzierung
einer Zelle (Joyce und Pollard, 2009). Der Kontakt zwischen Karzinomzellen und Proteinen
der extrazelluldren Matrix ist auch bei der Metastasierung wichtig. Sowohl bei der Invasion ins
Geféftbett, als auch bei der Evasion aus dem Geféfibett interagiert eine Karzinomzelle mit der
sie umgebenden Matrix. Hierbei ist insbesondere die Degradierung dieser Matrix durch Ma-
trixmetalloproteinasen (z.B. MMP-2) von Bedeutung fiir die Metastasierung (van Lunter et al.,
2005). Mit den ELISA Adhésions-Versuchen wurde das Adhésionsverhalten der verschiedenen
Zelllinien an Proteinen der extrazelluliren Matrix unter statischen Bedingungen untersucht.
Um festzustellen, ob es einen Unterschied im Adhé&sionsverhalten der Zellen gibt, wurden die
gemessenen Extinktionswerte der Zellklone mit den Extinktionswerten der jeweiligen Negativ-
Kontrolle verglichen. Untersucht wurde das Adhésionsverhalten an Kollagen 1, Kollagen 4,
Vitronektin und Laminin. Zusétzlich wurde das Adhésionsverhalten von MDA-MB-231-Zellen

an Fibronektin ermittelt. Gemessen wurde bei einer Wellenlénge von 540 nm.

3.2.1 Keine signifikanten Unterschiede im Adhéasionsverhalten von

MCF-7-Zellen an Proteinen der Extrazellularmatrix

Im ELISA-Versuch mit Zellen der Linie MCF-7 zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwi-
schen dem Adhésionsverhalten der Ursprungslinie, der Negativ-Kontrolle (MCF-NC) und des
Klons (MCF-7-ALC1-3) mit vermehrter ALCAM-Expression. Auch eine Tendenz zu einem
stéarkeren oder schwicheren Haften der Zellklone konnte nicht festgestellt werden. Die Abbil-
dungen 3.2, 3.3, 3.4 und 3.5 zeigen die Extinktion beim Adhésions-Versuch der MCF-7-Zellen
an Kollagen 1 (0,02 ug/pl], Kollagen 4 [0,02 ug/pl], Vitronektin [0,02 pg/ul] und Laminin [0,1

pg/ .
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Abbildung 3.2: Extinktion gemessen bei 540 nm beim ELISA Adhésions-Versuch von MCF-
Zellen an Kollagen 1
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Abbildung 3.3: Extinktion gemessen bei 540 nm beim ELISA Adhésions-Versuch von MCF-
Zellen an Kollagen 4

36



Vitronektin [0,02pgipl]

1,200 8
(o]
1,000

E

5

3 800 g g
2 o 8
| =

2 oo g

-

(=

= 8 g o
- 8

400

2001

ja[ali] T T T
MCF-7 MCF-NC MCF-7-ALC1-3

Zelllinie

Abbildung 3.4: Extinktion gemessen bei 540 nm beim ELISA Adhésions-Versuch von MCF-

Zellen an Vitronektin

Laminin [0,1pglul]

400

aoaw O
(o))

300

2007

Extinktion bei 540nm

100

000 T T T
MCF-7 MCF-NC MCF-T-ALC1-3

Zelllinie

Abbildung 3.5: Extinktion gemessen bei 540 nm beim ELISA Adhésions-Versuch von MCF-

Zellen an Laminin
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3.2.2 Unterschiede im Adhasionsverhalten von Zellen der Linie
MDA-MB-231 an Proteinen der Extrazellularmatrix

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der ELISA-Versuche mit MCF-7-Zellen zeigten sich bei den
Versuchen mit Zellen der Linie MDA-MB-231 statistisch signifikante Unterschiede im Adhé-
sionsverhalten an Proteinen der extrazelluliren Matrix. Im Versuch mit Kollagen 1 hafteten
sowohl der Klon MDA-shALC #14 (p=0,0002) als auch der Klon MDA-shALC #9 (p=0,032)
im Vergleich mit der als Referenz gewéhlten Negativ-Kontrolle MDA-NC signifikant stérker.
Signifikante Abweichungen sind in den folgenden Abbildungen mit einem Sternchen markiert.
In Abbildung 3.6 ist die Extinktion bei dem Adhésionsversuch von MDA-Zellen an Kollagen
110,02 pg/pl] zu sehen. Tabelle 3.1 zeigt die relative Extinktion, gemessen beim Adhésions-

Versuch an Kollagen 1, gemittelt aus drei voneinander unabhéngigen Versuchen.

Kollagen 1 [0,02uglpl]

2,000 | * p=0 0002
[ ~p=0p32
o]

g 15007 s}
| =
3 o
] o]
. 6 Q § :
2 1 po0
: g 8 B 8
bl

e

=]

500+

000 T | T T
MDA-MB-231 MDA-NE MDA-shALC #9 MDA-ShALC #14

Zelllinie

Abbildung 3.6: Extinktion gemessen bei 540 nm beim ELISA Adhésions-Versuch von MDA-
MB-Zellen an Kollagen 1
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Tabelle 3.1: Relative Extinktion der MDA-Zellklone gemittelt aus drei unabhéngigen Versu-

chen beim ELISA Adhésions-Versuch an Kollagen 1 (0,2 ug/ul]

Zelllinie Relative Anhaftung der Klone (in Prozent) | Standardabweichung (in Prozent)
MDA-NC 100 0

MDA-shALC #9 115,87 9,27

MDA-shALC #14 148,37 62,79

Im Versuch mit Kollagen 4 zeigte sich kein statistisch signifkanter Unterschied zwischen Zel-
len der Linien MDA-shALC #14, MDA-shALC #9 und MDA-NC. In Abbildung 3.7 ist die
Extinktion beim Versuch von MDA-Zellen an Kollagen 4 (0,02 ug/ul] gezeigt.
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Abbildung 3.7: Extinktion gemessen bei 540 nm beim ELISA Adhésions-Versuch von MDA-

MB-Zellen an Kollagen 4

Unerwarteterweise zeigte der Versuch an Vitronektin eine Signifikanz hinsichtlich des Bin-
dungsverhaltens beider Klone, wobei der Klon MDA-shALC #9 (p<0,001) signifikant haufiger,
der Klon MDA-shALC #14 (p=0,0002) im Vergleich mit Zellen der Linie MDA-NC signifikant
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seltener gebunden hat. Dieses Ergebnis ist in Abbildung 3.8 grafisch dargestellt. Beim Versuch
an Laminin zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem Bindungsverhal-
ten von Zellen der Linie MDA-shALC #9 (p=0,018) und Zellen der Linie MDA-NC. Zellen der
Linie MDA-shALC #9 hafteten haufiger an Laminin. Dieser Unterschied lésst sich nicht fiir
Zellen der Linie MDA-shALC #14 und der Negativ-Kontrolle feststellen, wobei beachtet wer-
den muss, dass die Ergebnisse zwischen den einzelnen Versuchen stark variierten. Abbildung
3.9 zeigt die Extinktion beim Adhésions-Versuch von MDA-Zellen an Laminin [0,1 pg/ul]. In
den Tabellen 3.2 und 3.3 sind die relativen Extinktionen der Versuche an Vitronektin und

Laminin zu sehen.
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Abbildung 3.8: Extinktion gemessen bei 540 nm beim ELISA Adhésions-Versuch von MDA-
MB-Zellen an Vitronektin

Tabelle 3.2: Relative Extinktion der MDA-Zellklone gemittelt aus drei unabhéngigen Versu-
chen beim ELISA Adhésions-Versuch an Vitronektin [0,2 ug/pul]

Zelllinie Relative Anhaftung der Klone (in Prozent) | Standardabweichung (in Prozent)
MDA-NC 100 0
MDA-shALC #9 136,14 59,06
MDA-shALC #14 58,85 0,91
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Abbildung 3.9: Extinktion gemessen bei 540 nm beim ELISA Adhésions-Versuch von MDA-

MB-Zellen an Laminin

Tabelle 3.3: Relative Extinktion der MDA-Zellklone gemittelt aus zwei unabhéngigen Versu-
chen beim ELISA Adhésions-Versuch an Laminin (0,2 pg/ul]

Zelllinie Relative Anhaftung der Klone (in Prozent) | Standardabweichung (in Prozent)
MDA-NC 100 0
MDA-shALC #9 171 47,15
MDA-shALC #14 126,88 99,83

An Fibronektin zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen dem Bindungsverhalten der
einzelnen MDA-Zelllinien (siehe Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.10: Extinktion gemessen bei 540 nm beim ELISA Adhésions-Versuch von MDA-
MB-Zellen an Fibronektin

Die vorliegenden Daten der ELISA Adhésions-Versuche sprechen fiir eine erhéhte Adhéasions-
fahigkeit von MDA-MB-231-Zellen mit verminderter ALCAM-Expression an Proteinen der

extrazellularen Matrix.
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3.3 Durchflussversuche

Im Gegensatz zum statischen Versuchsaufbau der ELISA Adhésions-Versuche wurde in den
Durchflussversuchen das Adhésionsverhalten der Zellklone mit unterschiedlicher ALCAM-
Expression unter dynamischen Bedingungen beobachtet. Die ausgewéahlte Flussgeschwindigkeit
erzeugte Scherkrifte von 15 bzw. 30 dyn/cm?, was einem Fluss, der in einer Kapillare, bzw.
in einer postkapilliren Venole herrscht, entspricht (Papaioannou und Stefanadis, 2005). Fiir
die Extravasation von Karzinomzellen aus dem Blutfluss heraus findet zunéchst eine locke-
re und reversible Adhésion an auf Endothelzellen exprimiertem E-Selektin statt, welche die
Flussgeschwindigkeit der Karzinomzellen vermindert. Im Folgenden wird iiber verschiedene
Adhésionsmolekiile, unter anderem Integrine und Ig-CAMs, eine stidrkere Bindung zwischen
dem Endothel und einer Karzinomzelle hergestellt. Unter dem Einfluss des Zytokins TNF-a,
was z.B. bei Entziindungsprozessen sezerniert wird, findet eine physiologische Aktivierung von
Endothelzellen statt, welche dadurch eine vermehrte Expression von Adhésionsmolekiilen wie
z.B. E-Selektin, auf der Oberflache aufweisen. Die héchste Expression dieser Molekiile kann
zwei bis sechs Stunden nach einer Aktivierung mit TNF-a gemessen werden (Barthel et al.,
2007). In den Durchflussversuchen wurden die eingesetzten humanen Lungenendothelzellen
vor dem Versuch fiir vier Stunden mit TNF-« aktiviert.

Untersucht wurde zundchst das Adhésionsverhalten der verschiedenen Zellen an E-Selektin und
darauf folgend in weiteren Versuchen das Adhésionsverhalten an aktivierten Endothelzellen.
Als Negativ-Kontrolle dieser Versuche dienten einerseits (bei den Versuchen mit E-Selektin)
mit FCS beschichtete Kapillaren und andererseits (bei den Versuchen mit Endothelzellen) mit
Endothelzellen ausgekleidete Kapillaren, welche nicht mit TNF-« aktiviert wurden. Die Daten
dieser Negativ-Kontrolle zeigten keine oder eine sehr geringe Anzahl an haftenden Zellen an
FCS und an nicht aktivierten Endothelzellen und sind im Folgenden nicht aufgefiihrt. Ge-
messen wurde pro Versuch iiber einen Zeitraum von zwei Minuten. Bei den Versuchen mit
Endothelzellen wurde pro Versuchaufbau hintereinander an zwei verschiedenen Stellen in der

Kapillare gemessen.

3.3.1 Keine signifikanten Unterschiede im Adhéasionsverhalten von
MCF-7-Zellen an E-Selektin und Endothelzellen im dynami-

schen Flussmodell

Sowohl bei einer Flussgeschwindigkeit von 16,8 ml/h als auch bei einer Flussgeschwindigkeit
von 8,4 ml/h zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen dem Adhésionsverhalten der
einzelnen MCF-7-Zelllinien. Abbildungen 3.11 und 3.12 zeigen die Anzahl der haftenden Zellen
an E-Selektin [5 ug/ml| bei einer Geschwindigkeit von 16,8 ml/h und einer Geschwindigkeit
von 8,4 ml/h.
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Abbildung 3.11: Anzahl der haftenden Zellen beim Durchflussversuch von MCF-Zellen an E-
Selektin bei einer Flussgeschwindigkeit von 16,8 ml/h; die verschiedenen Symbole geben die

Werte der zusammengehorenden Versuche wieder.

E-Selektin [Spg/mli] 8,4mllh

o]

50—
=
2
N A i
5 A
5 40— 5
&
=
=
i o
| =
< ]

20

0 T T T
MCF-7 MCF-NC MCF-7-ALC1-3
Zelllinie

Abbildung 3.12: Anzahl der haftenden Zellen beim Durchflussversuch von MCF-Zellen an E-
Selektin bei einer Flussgeschwindigkeit von 84 ml/h; die verschiedenen Symbole geben die

Werte der zusammengehorenden Versuche wieder.
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Beim Durchflussversuch der Zelllinie MCF-7 an aktivierten Endothelzellen zeigte sich eben-
falls weder bei einer Geschwindigkeit von 16,8 ml/h noch bei einer Geschwindigkeit von 8,4
ml/h ein signifikanter Unterschied zwischen dem Bindungsverhalten von MCF-7-ALC1-3 und
der Negativ-Kontrolle MCF-NC. Grafisch dargestellt sind diese Ergebnisse in den Abbildun-
gen 3.13 (bei einer Geschwindigkeit von 16,8 ml/h) und 3.14 (bei einer Geschwindigkeit von
8,4 ml/h). In den folgenden Grafiken symbolisiert das Rautensymbol den Umstand, dass bei

verschiedenen Versuchen eine gleiche Anzahl von haftenden Zellen gezéhlt wurde.
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Abbildung 3.13: Anzahl der haftenden Zellen beim Durchflussversuch von MCF-Zellen an
aktivierten Endothelzellen bei einer Flussgeschwindigkeit von 16,8 ml/h; die verschiedenen

Symbole geben die Werte der zusammengehorenden Versuche wieder.
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Abbildung 3.14: Anzahl der haftenden Zellen beim Durchflussversuch von MCF-Zellen an akti-
vierten Endothelzellen bei einer Flussgeschwindigkeit von 8,4 ml/h; die verschiedenen Symbole

geben die Werte der zusammengehoérenden Versuche wieder.

3.3.2 Zellen der Linie MDA-MB-231 zeigen signifikante Unterschiede
im Adhéasionsverhalten an E-Selektin und Endothelzellen im

dynamischen Flussversuch

Bei einer Geschwindigkeit von 16,8 ml/h war ein signifikanter Unterschied zwischen der An-
zahl haftender MDA-shALC #14 Zellen, die eine geringe ALCAM-Expression aufweisen, und
MDA-NC Zellen zu sehen (p=0,038). Demnach hafteten Zellen der Linie MDA-shALC #14
signifikant seltener an E-Selektin. MDA-shALC #9 zeigte keinen signifikanten Unterschied
im Adhésionsverhalten verglichen mit Zellen der Linie MDA-NC, jedoch eine Tendenz dazu,
ebenfalls seltener an E-Selektin zu haften. Abbildung 3.15 zeigt das unterschiedliche Bin-
dungsverhalten der MDA-Zellen an E-Selektin [5 pg/ml| bei einer Geschwindigkeit von 16,8
ml/h. Tabelle 3.4 gibt das bei diesem Versuch gemessene relative Anhaften, welches aus drei

unabhéngigen Versuchen gemittelt wurde, wieder.
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Abbildung 3.15: Anzahl der haftenden Zellen beim Durchflussversuch von MDA-MB-Zellen an
E-Selektin bei einer Flussgeschwindigkeit von 16,8 ml/h; die verschiedenen Symbole geben die

Werte der zusammengehorenden Versuche wieder.

Tabelle 3.4: Relatives Anhaften der MDA-MB-Zellklone gemittelt aus drei unabhéngigen Ver-
suchen beim Durchflussversuch an E-Selektin |5 pg/ml| bei einer Flussgeschwindigkeit von
16,8 ml/h

Zelllinie Relative Anhaftung der Klone (in Prozent) | Standardabweichung (in Prozent)
MDA-NC 100 0

MDA-shALC #9 30,71 20,5

MDA-shALC #14 17,07 17,51
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Bei dem gleichen Versuchsaufbau mit reduzierter Geschwindigkeit (bei 8,4 ml/h) war kein
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Zelllinien zu erkennen. Dieses Ergebnis ist in
Abbildung 3.16 dargestellt.
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Abbildung 3.16: Anzahl der haftenden Zellen beim Durchflussversuch von MDA-MB-Zellen an
E-Selektin bei einer Flussgeschwindigkeit von 8,4 ml/h; die verschiedenen Symbole geben die

Werte der zusammengehorenden Versuche wieder.

An aktivierten Endothelzellen zeigte sich bei einer Geschwindigkeit von 16,8 ml/h kein si-
gnifikanter Unterschied hinsichtlich des Bindungsverhaltens der verschiedenen MDA-MB-231
Zelllinien. Tendenziell haben beide Klone mit reduzierter ALCAM-Expression jedoch etwas
seltener an den aktivierten Endothelzellen gehaftet (Siehe Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17: Anzahl der haftenden Zellen beim Durchflussversuch von MDA-MB-Zellen
an aktivierten Endothelzellen bei einer Flussgeschwindigkeit von 16,8 ml/h; die verschiedenen

Symbole geben die Werte der zusammengehorenden Versuche wieder.

Bei einer reduzierten Geschwindigkeit von 8,4 ml/h hafteten beide Klone signifikant seltener
(MDA-shALC #9 (p=0,002) und MDA-shALC #14 (p=0,017)) an den aktivierten Endothel-
zellen als die Negativ-Kontrolle MDA-NC (siehe Abbildung 3.18). Tabelle 3.5 zeigt das relative
Anhaften gemessen beim Versuch an aktivierten Endothelzellen mit einer Flussgeschwindigkeit
von 8,4 ml/h.

49



aktivierte Endothelzellen 8,4ml/h

| * p=0017
] b oo
o
A
5
= 8
20
@ & N |
% 8 o
&
s A A
= A
: B8
=
= 10 O
< A
0 T T T T
MDA-MB-231 MDA-MNC MDA-shALC #2 MDA-shALC #14

Zelllinie

Abbildung 3.18: Anzahl der haftenden Zellen beim Durchflussversuch von MDA-MB-Zellen
an aktivierten Endothelzellen bei einer Flussgeschwindigkeit von 8,4 ml/h; die verschiedenen

Symbole geben die Werte der zusammengehorenden Versuche wieder.

Tabelle 3.5: Relatives Anhaften der Zellklone gemittelt aus drei unabhéngigen Versuchen beim

Durchflussversuch an aktivierten Endothelzellen bei einer Flussgeschwindigkeit von 8,4 ml/h

Zelllinie Relative Anhaftung der Klone (in Prozent) | Standardabweichung (in Prozent)
MDA-NC 100 0
MDA-shALC #9 57,94 15,63
MDA-shALC #14 70,01 15,25

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen unter dynamischen Bedingungen am ehesten ein reduziertes
Bindungsverhalten von MDA-MB-231-Zellen, welche vermindert ALCAM exprimieren.
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3.4 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der FACS-Versuche wurden die verschiedenen MDA-MB-231-Zelllinien hinsichtlich
der Expression von ALCAM sowie den Kohlenhydrat-Strukturen Sialyl-Lewis X (CD15-s) und
Sialyl-Lewis A (CA19-9) untersucht. Liganden, welche Kohlenhydrat-Strukturen wie Sialyl-
Lewis X oder Sialyl-Lewis A aufweisen, scheinen héufiger an Selektine (z.B. E-Selektin) zu
binden als nicht glykosylierte Strukturen (Barthel et al., 2007). Die FACS-Versuche zeigten
eine unterschiedliche ALCAM-Expression und bestétigten die Ergebnisse der Western Blot-
Versuche. MDA-MB-231 und MDA-NC zeigten eine hohere ALCAM-Expression. Dieses Er-
gebnis ist exemplarisch anhand der Negativ-Kontrolle und der Linie MDA-shALC #9 in Ab-
bildung 3.19 zu sehen. Die Linie MDA-shALC #14 zeigte eine vergleichbare Herabregulierung
von ALCAM im FACS-Versuch wie die Linie MDA-shALC #9.
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Abbildung 3.19: Im FACS-Versuch gemessene ALCAM-Expression exemplarisch bei MDA-NC
(obere Grafik) und MDA-shALC #9 (untere Grafik)
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Bei keiner der MDA-Zelllinien konnte eine Kohlenhydrat-Struktur vom Typ Sialyl-Lewis X
(CD15s) festgestellt werden. Kohlenhydrat-Strukturen vom Typ Sialyl-Lewis A (CA19-9) wur-
den ausschlieflich auf Zellen der Ursprungslinie MDA-MB-231, sowie MDA-shALC #9 gefun-
den, wobei dieses Ergebnis fiir MDA-MB-231 nicht reproduzierbar war. Abbildung 3.20 zeigt
exemplarisch die gemessenen Werte von CA19-9, CD15s und dem Isotyp IgM bei Zellen der
Linien MDA-NC und MDA-shALC #9. Bei Zellen der Linie MDA-shALCM #14 wurde re-
produzierbar keine Expression von CA19-9 bzw. CD15s gefunden.
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Abbildung 3.20: Im FACS-Versuch gemessene Expression der Glykosylierungen CA19-9 und

CD15s exemplarisch bei MDA-NC (obere Grafik), MDA-shALC #9 (mittlere Grafik) und
MDA-shALC #14 (untere Graphik)
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4 Diskussion

4.1 Der Einfluss des Adhasionsmolekiils ALCAM auf die

Adhasionseigenschaften von Mammakarzinomzellen

Obwohl bisher in verschiedenen Arbeiten eine Beteiligung von ALCAM an der Entwicklung
und dem Verhalten verschiedener Karzinome gezeigt werden konnte, ist noch nicht abschlie-
fend gekldrt worden, welche Rolle es in seiner Eigenschaft als Adhésionsmolekiil hinsichtlich
der Metastasierung einnimmt.

Adhésionsmolekiile spielen in der Entwicklung eines Karzinoms eine entscheidende Rolle. Im
Primértumor adhérieren Karzinomzellen nicht nur aneinander, sondern stellen auch durch
Adhésion eine Verbindung zu dem sie umgebenden Gewebe her. Im Zuge der hdmatogenen
Metastasierung spielt die Adhésion einer Karzinomzelle insbesondere dann eine Rolle, wenn
diese, ausgehend von der Blutbahn, an den das Gefafbett auskleidenden Endothelzellen haf-
tet.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Adhéasionsmolekiils ALCAM auf die Adha-
sionsfiahigkeit von Mammakarzinomzellen untersucht. Hierfiir wurden Zellklone der Zelllinien
MCF-7 und MDA-MB-231 verwendet, die eine erhohte (MCF-7-ALC1-3) bzw. verminderte
(MDA-shALC #9; MDA-shALC #14) ALCAM-Expression aufweisen. Die unterschiedliche
ALCAM-Expression konnte im Western Blot reproduzierbar nachgewiesen werden (siehe Ab-
bildung 3.1).

Die Adhésionsfahigkeit der verschiedenen Zellen wurde zunéchst mit Hilfe von statischen ELI-
SA Adhésions-Versuchen an Proteinen der extrazelluldren Matrix (ECM) untersucht. Hierbei
wurden die Proteine Kollagen 1, Kollagen 4, Vitronektin, Laminin und Fibronektin betrach-
tet. Darauthin wurde in einem dynamischen Flussmodell die Adhésionsfahigkeit der Zellen am
Protein E-Selektin sowie an Endothelzellen untersucht. Hierfiir wurde im Modell eine Blut-
kapillare mit Hilfe von Kunststoff-u-slides nachgestellt. Diese Kapillaren wurden entweder
mit E-Selektin oder mit Endothelzellen beschichtet. Mit Hilfe einer Pumpe wurde im Ver-
suchsaufbau ein Fluss erzeugt und dadurch eine Karzinom-Zellsuspension durch das Modell
perfundiert. Die Anzahl der haftenden Zellen wurde wéhrend des Perfusionsvorganges mittels

Kameraaufzeichnung dokumentiert.
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4.2 Der Einfluss von ALCAM auf das Adhasionsverhalten
von Karzinomzellen an Proteinen der extrazellularen

Matrix

Proteine der extrazelluliren Matrix haben innerhalb eines Gewebeverbandes viele Funktionen.
Sie sind an der Kommunikation von unterschiedlichen Zellen und Zelltypen beteiligt, helfen
bei der Stabilisierung eines Gewebes und wirken als Teil von Signalkaskaden unterstiitzend auf
das Uberleben und die Differenzierung von Zellen ein (Joyce und Pollard, 2009). Damit eine
Karzinomzelle bei der Invasion und der Evasion aus dem Geféafibett einer Kapillare tiber die
Basalmembran von Endothelzellen gelangen kann, muss sie zunéchst mit der extrazelluldren
Matrix dieser barrierebildenden Zellen interagieren.

Im ELISA-Versuch wurde beurteilt, wie gut die unterschiedlichen Zelllinien an den ECM-
Proteine Kollagen 1, Kollagen 4, Vitronektin, Laminin und Fibronektin haften. Es wurde kein
Unterschied im Adhésionsverhalten der verschiedenen MCF-7-Zellen an Proteinen der extrazel-
luldren Matrix gefunden. Allerdings konnte ein signifikanter Unterschied im Adhésions-Versuch
an Kollagen 1 zwischen MDA-NC-Zellen und den beiden Klonen mit verminderter ALCAM-
Expression MDA-shALC#9 bzw. MDA-shALC #14 beobachtet werden. Beide Klone hafteten
stiarker an Kollagen 1. Bei den Adhésions-Versuchen an Kollagen 4 zeigte sich kein unter-
schiedliches Adhésionsverhalten zwischen den einzelnen MDA-Zelllinien. Uberraschend wurde
bei dem Adhésions-Versuch an Vitronektin ein signifikanter Unterschied fiir beide Klone im
Vergleich zur Negativ-Kontrolle gefunden, jedoch haftete der Klon MDA-shALC #9 signifikant
stiarker und der Klon MDA-shALC #14 signifikant schwicher an Vitronektin. Dieses Ergebnis
ist nicht mit einem Einfluss von ALCAM zu erklédren. Eine mogliche Erklarung fiir diese Un-
terschiede kann im Transfektionsvorgang gesehen werden, bei dem auf DNA Ebene mit Hilfe
eines silencer-Plasmids die Expression von ALCAM reguliert wurde. Je nachdem, an welcher
Lokalisation im Genom der Zellen dieses Plasmid integriert wurde, kénnten moglicherweise
fiir die Bindung an Vitronektin wichtige Sequenzen unterschiedlich beeinflusst worden sein.
Bei dem Adhésions-Versuch an Laminin wurde ein Unterschied zwischen dem Adhésionsver-
halten von Zellen der Linie MDA-shALC #9 und der Negativ-Kontrolle MDA-NC gefunden.
Die Zellen des Klons MDA-shALC #9 hafteten signifikant stirker an Laminin. Es wurde kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen dem Klon MDA-shALC #14 und der Negativ-
Kontrolle gefunden, wobei zwischen den einzelnen Versuchen beim Klon MDA-shALC #14
sehr unterschiedliche Extinktionswerte gemessen wurden (siehe Abbildung 3.9). Auch bei dem
Adhésionsversuch an Fibronektin lief sich kein Unterschied zwischen den Zelllinien ermitteln.
Insgesamt jedoch scheint eine geringere ALCAM-Expression zu einer erhohten Adhésionsfa-
higkeit der MDA-MB-231-Zellen an Proteinen der extrazellularen Matrix zu fiithren.

Die Zelllinie MDA-MB-231 wurde als ER-negativ, PR-negativ und nur gering Her2/neu-
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exprimierend charakterisiert (Subik et al., 2010). In eine Studie von Ihnen et al. (2010)
wurden Patientinnen, die an einem Mammakarzinom erkrankt waren und keine Chemothe-
rapie erhalten hatten in vier verschiedene Gruppen aufgeteilt. Diese Gruppen unterschieden
sich in ihrer Her2/neu-Expression, der ER-Expression der Osteopontin-Expression sowie der
ALCAM-Expression. Es zeigte sich, dass Patientinnen, die an einem Tumor erkrankt wa-
ren, welcher die Eigenschaften einer geringen Her2/neu-Expression, ER-Negativitét, einer ho-
hen Osteopontin-Expression und einer niedrigen ALCAM-Expression aufwies, eine schlechtere
Prognose hatten als Patientinnen, deren Tumore die gleichen Eigenschaften, jedoch eine ho-
he ALCAM-Expression aufwiesen. Die schlechtere Prognose wurde anhand eines verkiirzten
riickfallfreien Intervalls und eines verkiirzten Owverall Survival gemessen. Ein Zusammenhang
zwischen diesen Beobachtungen und den Ergebnissen der ELISA Adhésions-Versuche der vor-
liegenden Arbeit ist moglich. Dadurch, dass MDA-shALC #9 und MDA-shALC #14 Zellen
mit vermindert exprimiertem ALCAM besser an Proteinen der extrazellularen Matrix hafte-
ten, kann vermutet werden, dass das Herabregulieren von ALCAM moglicherweise zu einer

schneller stattfindenden Metastasierung fiihrt.

4.3 Der Einfluss von ALCAM auf das Adhasionsverhalten
von Karzinomzellen im dynamischen Flussmodell an

E-Selektin und humanen Endothelzellen

Um aus dem Blutfluss heraus an Endothelzellen zu haften, ist bei Karzinomzellen, dhnlich wie
bei Zellen des Immunsystems, eine erste Interaktion mit E-Selektin nétig (Sundd et al., 2011).
Diese durch die auf die Zellen wirkenden Scherkréfte beeinflusste Interaktion wird als tethering
bezeichnet und stellt zunédchst eine lockere und reversible Verbindung zwischen Endothelzelle
und Karzinomzelle her, sodass letztere verlangsamt wird. Das tethering der Karzinomzellen
konnte beim Durchflussversuch an E-Selektin wihrend der Kameraaufzeichnung verfolgt wer-
den, indem Zellen, die im Blickfeld des Mikroskops hafteten, zumeist nicht fest hangen blieben,
sondern iiber die Flache zu rollen schienen. Im Vergleich dazu wurde wiahrend des Adhésions-
Versuchs an mit Endothelzellen ausgkleideten Kapillaren deutlich weniger tethering beobach-
tet. Die erste Interaktion mit E-Selektin findet bei der Adhésion von Zellen an Endothelzellen
gefolgt von einer festeren Bindung statt, welche hauptséachlich iiber Integrine und Ig-CAMS
vermittelt wird (Schroder et al., 2010). Bei den Versuchen an Endothelzellen wurde weniger
tethering beobachtet, da es hier nachfolgend auf die Bindung zwischen E-Selektin und den
Karzinomzellen auch zu festeren Bindungen kommen konnte. Bei diesen Versuchen wurde
nicht zwischen tethering und festem Haften einer Zelle unterschieden. Die Durchflussversuche

wurden bei zwei verschiedenen Geschwindigkeiten durchgefiihrt, die beide den Fluss in einer
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Kapillare bzw. einer postkapilldren Venole nachstellten.

Wenn es zur Metastasierung bzw. zur Evasion einer Karzinomzelle aus dem Gefaftbett kommt,
so findet dieser Schritt meist aufgrund des geringen Durchmessers des Geféfses in einer post-
kapillaren Venole statt, da hier eine Karzinomzelle am ehesten haften kann. Jedoch ist zu
beachten, dass bei Fernmetastasen nicht nur mechanische Faktoren eine Rolle fiir die Loka-
lisation der Metastasierung spielen, sondern dass auch Eigenschaften, die sich je nach Organ
unterscheiden, z.B. die Zusammensetzung von Proteinen auf der Oberfliche der Endothelzel-
len, wichtig sind (Fidler, 2003). Aufgrund dessen sind Metastasen mancher Karzinome haufiger
in bestimmten Organen zu finden als im Rest des Korpers. Dieser Umstand wird als homing,
als organspezifische Metastasierung bezeichnet. Metastasen des Mammakarzinoms sind z.B.
haufig in Knochen, Lunge, Pleura und Gehirn zu finden. Die Durchflussversuche in der vor-
liegenden Arbeit wurden durchgehend an humanen Lungenendothelzellen durchgefiihrt. Im
Durchflussversuch mit MCF-7-Zellen war weder bei den Versuchen mit E-Selektin noch bei
den Versuchen mit Endothelzellen ein signifikanter Unterschied zwischen dem Klon MCF-7-
ALCI1-3, welcher verstarkt ALCAM exprimiert, und der Negativ-Kontrolle MCF-NC nach-
zuweisen. Die Adhésions-Versuche mit MDA-MB-231 Zellen an E-Selektin zeigten bei einer
Flussgeschwindigkeit von 16,8 ml/h ein statistisch signifikant selteneres Haften von Zellen der
Linie MDA-shALC #14 und ebenfalls eine Tendenz zu einem selteneren Haften von Zellen der
Linie MDA-shALC #9 an E-Selektin im Vergleich zur Negativ-Kontrolle MDA-NC. Bei einer
Flussgeschwindigkeit von 8,4 ml/h konnte kein Unterschied zwischen den einzelnen Zelllinien
festgestellt werden. Moglicherweise sind die Ergebnisse der Durchflussversuche an E-Selektin
bei einer Geschwindigkeit von 16,8 ml/h klarer, da hier die fiir die Adhésion an E-Selektin
unterstiitzenden Scherkréfte grofer sind.

Fiir die Versuche an Endothelzellen wurden diese mit Hilfe des Zytokins TNF-a aktiviert,
welches grofen Einfluss auf die Entwicklung, Proliferation, und Reaktion einer Zelle auf die
Umwelt hat (Hehlgans und Pfeffer, 2005). Eine maximale Expression von E-Selektin ist bei
einer Aktivierung mit TNF-« nach zwei bis sechs Stunden erreicht (Barthel et al., 2007), was
vermuten lasst, dass auch andere fiir die Adhésion wichtige Molekiile in diesem Zeitfenster ver-
mehrt exprimiert werden. Bei den Versuchen der vorliegenden Arbeit dauerte die Aktivierung
mit TNF-« insgesamt vier Stunden. Endothelzellen, welche nicht mit TNF-« aktiviert wurden,
dienten als Negativ-Kontrolle fiir diesen Versuch. An ihnen hafteten keine bzw. im Vergleich
mit den Versuchen an aktivierten Endothelzellen weniger Karzinomzellen. Bei dem Adhésions-
Versuch zwischen aktivierten Endothelzellen und MDA-MB-231-Zellen zeigte sich bei einer
Geschwindigkeit von 8,4 ml/h ein signifikant selteneres Haften beider Zellklone (MDA-shALC
#9 und MDA-shALC #14) und bei einer Geschwindigkeit von 16,8 ml/h eine Tendenz zu
einem selteneren Haften beider Zellklone im Vergleich mit der Negativ-Kontrolle MDA-NC.
Demnach lésst sich bei MDA-MB-231 Zellen eine Tendenz dahingehend sehen, dass Zellen mit
verminderter ALCAM-Expression eine reduzierte Adhésionsfahigkeit im physiologischen Blut-
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fluss sowohl initial an E-Selektin, als auch an Endothelzellen haben. Die vorliegenden Daten
zeigen jedoch erneut, dass die Adhésion an Endothelzellen nicht von einem einzelnen Protein
ausgeht, sondern ein Zusammenspiel verschiedener Bindungspartner ist.

Neben dem insbesondere auf aktivierten Endothelzellen gefundenem E-Selektin dient auch AL-
CAM als Bindungspartner fiir ALCAM-exprimierende Zellen. In einer Arbeit von Dippel et al.
(2012) wurde nachgewiesen, dass ALCAM unabhéngig von der Aktivierung auf Endothelzellen
exprimiert wird. In dieser Arbeit wurde herausgefunden, dass L1-CAM ein Bindungspartner
fiir eine heterotypische Bindung zwischen ALCAM und L1-CAM ist. Ausgehend von der Be-
obachtung, welche bei Weidle et al. (2010) beschrieben wurde, dass ALCAM homotypische
Bindungen mit ALCAM eingehen kann, ist zu vermuten, dass auch eine homotypische Inter-
aktion von ALCAM auf Endothelzellen sowie Tumorzellen stattfindet. Diese Vermutung passt
ebenfalls zu der Beobachtung, dass Zellen, welche vermehrt ALCAM exprimieren, besser an
Endothelzellen haften.

Als Ligand fiir E-Selektin dienen, wie in einer Arbeit von Barthel et al. (2007) zusammenge-
fasst, viele verschiedene Oberflichenstrukturen, wie z.B. CD43, HCELL (hematopoietic cell E-
and L-selectin-Ligand; eine glycosylierte Form von CD44), E-Selektin-Ligand-1, CLA (cuta-
neous lymphocyte-associated antigene, eine glycosylierte Form vom P-Selektin Glycoprotein-
Ligand-1 (PSGL-1)) und verschiedene Glykolipide. Was viele dieser Strukturen gemeinsam
haben, ist eine Glykosylierung, haufig mit der Kohlenhydrat-Struktur Sialyl-Lewis X, woriiber
die Interaktion zwischen E-Selektin und dem Liganden stattfindet. Um glykosylierte Bindungs-
partnern auf den MDA-MB-231-Karzinomzellen zu finden, wurde mittels FACS-Analyse nach
den Kohlenhydrat-Strukturen Sialyl-Lewis X und Sialyl-Lewis A, gesucht. Selektine binden
héufiger an glykosylierte Liganden von Karzinomzellen, was mit einer schlechteren Prognose
bei Karzinomen mit einer hohen Expression von glykosylierten Liganden einhergeht (Barthel
et al., 2007). Die Zellen zeigten keine Sialyl-Lewis X Glykosylierung und eine mdoglicherwei-
se erhohte Sialyl-Lewis A Glykosylierung bei den Linien MDA-MB-231 und MDA-shALC
#9. Dieses Ergebnis war jedoch nicht reproduzierbar und schien nicht mit einer ALCAM-
Expression im Zusammenhang zu stehen.

Im Zellflussversuch wurde beobachtet, dass Zellen beider Zelllinien héufig stark aneinander haf-
tende Zellverbénde bildeten, welche als solche und nicht als einzelne Zellen unter der Kamera
gesehen wurden. Ein méglicher Einfluss von ALCAM in seiner Funktion als Adhésionsmolekiil
auf die Bildung solcher Zellverbéande wurde bereits von Wong et al. (2012) beschrieben. Durch
diesen Zusammenhalt von Karzinomzellen in Zellverbédnden gibt es einen Teil von Zellen im In-
neren dieses Verbandes, der einen gewissen Schutz vor dem Erkennen und dem nachfolgenden
Abbau durch das Immunsystem geniefst, sodass diese Zellen im Zuge der Metastasierung leich-
ter in die Peripherie gelangen und Tochtergeschwulste bilden kénnen. In einer Publikation von
King et al. (2010) wurde im Tiermodell unter dem Mikroskop beobachtet, wie viele Karzinom-

zellen an Endothelzellen in einer Rattenlunge hafteten. Als Karzinom-Zelllinie diente unter
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anderem die Zelllinie MDA-MB-231. Um den Einfluss von ALCAM zu untersuchen, wurde
hierbei verglichen, ob der Einsatz eines blockierenden Antikdérpers gegen ALCAM einen Un-
terschied im Adhésionsverhalten hervorruft. Ein signifikant selteneres Binden konnte beim
Einsatz des anti-ALCAM Antikorpers festgestellt werden, jedoch nur bei der Adhésion von
Metastasenverbanden, nicht aber beim Adhésionsverhalten einzelner Zellen. In der vorliegen-
den Arbeit wurde die Adhésion von einzelnen Zellen untersucht. Das grundlegende Ergebnis,
dass Zellen mit einer verminderten ALCAM-Expression eine verminderte Adhésionsfahigkeit
zeigen, wurde bestétigt, jedoch konnte dieses Ergebnis, im Gegensatz zu der Arbeit von King
et al., bei einzelnen Karzinomzellen gezeigt werden.

Beim Vorgang der Metastasierung ist einer der ersten Schritte das Ablosen von Tumorzellen
aus dem Primértumor. Dieses Ablosen ist assoziiert mit einer Reduktion von Adhésionsmole-
kiilen, was zu einer geringeren interzellularen Adhésion fiithrt (Joyce und Pollard, 2009). Auch
hier konnte eine verminderte ALCAM-Expression eine Rolle spielen.

Bei der Frage, welche Zellen metastasieren kénnen, spielen mehrere Faktoren eine Rolle. Von
allen Zellen, die sich aus einem Priméartumor l6sen, bilden nur etwa 0,01% eine Metastase
(Fidler, 2003). Faktoren wie Anoikis, durch den Verlust von Zell-Matrix-Kontakt getriggerte
Apoptose, mechanisch destruierende Scherkrifte im Blutfluss und immunologische Reaktionen
reduzieren die Anzahl der freigesetzten Tumorzellen (Wong et al., 2012).

Das Potential einer Zelle zu metastasieren héngt unter anderem von ihrer Apoptoseneigung,
ihrer Motilitdt und ihrer Invasivitdt ab. In einer Studie von Hein et al. (2010) konnte ge-
zeigt werden, dass Zellen, die vermehrt ALCAM exprimieren, eine reduzierte Motilitat, eine
erhohte Apoptoseneigung sowie ein erhohtes Invasionspotential besitzen. Die erhchte Adhé-
sionsfiahigkeit, welche sich bei den Durchflussversuchen der vorliegenden Arbeit im Versuch
mit MDA-MB-231-Zellen zeigte, lésst sich gut mit einem erhchten Invasionspotential dieser
Zellen vereinbaren. Die Zelllinien MDA-MB-231 und MDA-NC, welche viel ALCAM exprimie-
ren, hafteten im Durchflussversuch héaufiger sowohl an E-Selektin als auch an Endothelzellen.
In der Studie von Hein et al. (2010) wurde zusétzlich immunhistochemisch eine Korrelation
zwischen einer hohen ALCAM-Konzentration und einem verkiirzten riickfallfreien Intervall
und Overall Survival gezeigt, die moglicherweise auf die erhéhte Invasivitat, welche durch eine
hohe ALCAM-Expression ausgelost wird, zuriickzufiihren ist. Die erhdhte Apoptoseneigung
von Karzinomzellen, welche mit einer hohen ALCAM-Expression korreliert, konnte fiir das
Ansprechen von ALCAM-positiven Karzinomen auf eine Chemotherapie mit verantwortlich
sein. In einer Studie von Thnen et al. (2008) zeigte sich bei chemotherapeutisch behandel-
ten Patientinnen, welche Tumore mit einer hohen ALCAM-mRNA-Expression aufwiesen im

Vergleich zu Patientinnen mit der gleichen Behandlung, deren Tumore jedoch eine niedrige
ALCAM-mRNA-Expression zeigten ein langeres DFS und OAS.
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4.4 Unterschiede bei der Adhasion an Proteine der extra-

zellularen Matrix und an Endothelzellen

Im ELISA-Versuch hafteten die Klone MDA-shALC #9 und MDA-shALC #14, welche eine
geringere ALCAM-Expression aufweisen, tendenziell stéarker an Proteinen der extrazellulé-
ren Matrix. Die gleichen Klone hafteten im Durchflussversuch schwécher an E-Selektin bzw.
an FEndothelzellen. Untersucht wurden in beiden Versuchen unterschiedliche Liganden. Der
Mechanismus, mit dem Karzinomzellen an Proteine der extrazellularen Matrix binden, unter-
scheidet sich stark von der Adhésion an Endothelzellen.

Im ELISA Adhésions-Versuch wurde das Bindungsverhalten der Zellen unter statischen Be-
dingungen untersucht, welche modellhaft sind und nur geringe Ahnlichkeit zu den physiologi-
schen Bedingungen im Korper eines Menschen aufweisen. In der Adhésionskaskade bei einer
Metastasierung spielen Ig-CAMs eher spéter eine Rolle, wenn es darum geht, den initialen
Kontakt an Endothelzellen unter dem Einfluss von Scherkréften zu stabilisieren (Schroder et
al., 2010). Unter statischen Bedingungen kommt dieser Eigenschaft keine besondere Bedeu-
tung zu und hat keinen Einfluss auf die Anzahl der haftenden Zellen, da die Adhésion hier
nicht durch Scherkréfte beeinflusst wird. Im Durchflussversuch hingegen wurden dynamische
Bedingungen geschaffen, welche, obwohl immer noch modellhaft, eine grofere Ahnlichkeit zur
Physiologie eines Korpers darstellen. Alle Versuche, die in dieser Arbeit durchgefiihrt wurden,
fanden unter in vitro Bedingungen statt. Aufbauend auf den Ergebnissen der Versuche mit
MDA-MB-231-Zellen kénnte in vivo, im Mausmodell, untersucht werden, ob sich der beob-
achtete Unterschied zwischen den Zellen mit unterschiedlicher ALCAM-Expression bestéatigen

lasst.
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4.5 Unterschiedliche Ergebnisse zwischen den Zelllinien
MDA-MB-231 und MCF-7

Zellen der Zelllinien MDA-MB-231 und MCF-7 weisen unterschiedliche Eigenschaften auf. Die
Zelllinie MDA-MB-231 vom basalen Subtyp, also mit fehlender ER- und PR-Expression sowie
schlechterer Differenzierung wurde in der Literatur als aggressiv und metastasierend beschrie-
ben, wihrend die ER-positive Zelllinie MCF-7 weniger aggressiv auftritt (Subik et al., 2010).
Die verschiedenen Zellklone wurden in einer Arbeit von Hein et al. (2010) etabliert und charak-
terisiert. Um Unterschiede der Zellen auf molekularer Ebene festzustellen, wurden microarray
Daten erhoben. Darin zeigte sich, dass die Zellen teilweise eine sehr unterschiedliche Expression
von bestimmten Genen aufweisen. So war beispielsweise bei Zellen der Linien MDA-shALC #9
und MDA-shALC #14 gleichzeitig mit der ALCAM-Expression auch die Expression anderer
Adhésionsmolekiile wie CEACAMG6 oder L1-CAM herabreguliert. Dass L1-CAM als Adha-
sionsmolekiil die Adhésionsfahigkeit von Mammakarzinomzellen verstarkt, wurde bereits in
einer Arbeit von Dippel et al. (2012) herausgefunden. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
weisen darauf hin, dass die Bedeutung von ALCAM hinsichtlich der Adhésionsfahigkeit einer
Karzinomzelle sehr zelltypabhéngig ist, da zwar bei Zellen der Linie MCF-7 keine signifikanten
Unterschiede im Adhésionsverhalten festzustellen waren, jedoch sehr wohl bei Zellen der Linie
MDA-MB-231.

Um eine prognostische Relevanz von ALCAM abschliefsend zu kldren, sollte ausgehend von
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit insbesondere fiir MDA-MB-Zellen ein Zusammen-
hang zwischen dem Zusammenspiel von ALCAM mit anderen Adhésionsmolekiilen untersucht

werden.
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5 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Adhésionsmolekiils ALCAM auf das Adha-
sionsverhalten von Mammakarzinomzellen untersucht.

Ein relevanter prognostischer Einfluss von ALCAM konnte in verschiedenen Studien nicht nur
beim Mammkarzinom, sondern auch bei vielen anderen Karzinomarten gezeigt werden.
Adhasionsmolekiile spielen bei mehreren Schritten der Entstehung und der Metastasierung ei-
nes Karzinoms eine wichtige Rolle. Molekiile der Ig-Superfamilie, zu welcher ALCAM gehort,
stabilisieren im Zuge der Metastasierung die Verbindung zwischen Endothelzellen und Karzi-
nomzellen, wobei die Extravasation einer Karzinomzelle aus dem Gefiafbett Ahnlichkeiten mit
der Leukozytenemigration zeigt. Fiir die Versuche wurden zwei verschiedene Mammakarzinom-
zelllinien (MCF-7 und MDA-MB-231) sowie deren Zellklone verwendet, welche nach stabiler
Transfektion eine unterschiedliche ALCAM-Expression aufwiesen.

Untersucht wurde zum einen das Adhésionsverhalten der Karzinomzellen im statischen ELISA-
Versuch an Proteinen der extrazelluldren Matrix und zum anderen im dynamischen Durchfluss-
Versuch an E-Selektin sowie an Endothelzellen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen darauf hin, dass die Bedeutung von ALCAM
sehr zelltypabhéngig ist. Wahrend fiir Zellen der Linie MCF-7 kein signifikanter Unterschied
im Adhésionsverhalten festgestellt wurde, zeigten sich an Proteinen der extrazelluldren Matrix
eine tendenziell erhhte Adhéasionsfahigkeit von MDA-MB-Zellen mit verminderter ALCAM-
Expression. Im Durchflussversuch fiihrte eine verminderte ALCAM-Expression zur Reduktion
der Adhéasionsfahigkeit bei MDA-MB-Zellen sowohl an E-Selektin als auch an Endothelzellen.
Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die Bedeutung von ALCAM auf die Adhésionsfahig-
keit von Mammakarzinomzellen nicht abschlieffend gekldrt werden konnte. Aufbauend auf den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit sollten Versuche durchgefithrt werden, um beispielswei-
se ein Zusammenspiel verschiedener Adhésionsmolekiile hinsichtlich der Bedeutung fiir den

Metastasierungsvorgang und einer prognostischen Relevanz zu untersuchen.
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