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1. Abklrzungsverzeichnis:

BRAF B-rapidly accelereated fibrosarcoma
CAM Cell adhesion molecule

CTLA Cytotoxic T-lymphocyte antigen
DPBS Dulbecco’s phosphate buffered saline
dsRNA Doppelstrang RNA

FCS Fetal calf serum

HA Hyaluronsdure

HAS Hyaluronsaure-Synthase

HPA Helix pomatia Agglutinin

ICAM Intercellular adhesion molecule

IFN Interferon

IL Interleukin

ML-I Mistellektin-I

NONO-NSAID Nitric oxide (NO)-releasing nonsteroidal anti-inflammation drugs

PBS Phosphate buffered saline
RHAMM Receptor for HA-mediated mobility
RISC RNA-induced silencing complex
RNAI RNA-Interferenz

SshRNA small hairpin RNA

SRK Signal regulated kinase

uv ultraviolett

VCAM Vascular cell adhesion molecule



2. Fragestellung
Vorangegangene Arbeiten unserer Arbeitsgruppe haben nachgewiesen, dass die Expression
der Zelladhasionsmolekile CEACAML1 und L1 im malignen Melanom positiv mit einer

nachfolgenden Metastasierung assoziiert sind (Thies et al., 2002 a, b).

Ziel dieser Arbeit ist es, die funktionelle Bedeutung von CEACAML1 und L1 bei der Adhé&sion
an das GeféBRendothel weiter zu kléaren. Hierzu soll das Adhasionsverhalten verschiedener,
bereits auf ihre Glykokonjugatexpression und auf das jeweilige metastatische Potenzial hin
charakterisierter humaner Melanomzelllinien mittels Zellflussversuchen untersucht werden.
Die Kapillaren im Zellflussversuch werden mit P-Selektin und E-Selektin sowie mit
Hyaluronsdure beschichtet und das Adhéasionsverhalten unter unterschiedlichen
Scherstressbedingungen  computergestutzt  analysiert.  Des  Weiteren  soll  das
Adhasionsverhalten von CEACAM1- und L1- Doppel-knockdown Zelllinien untersucht

werden .
Im Speziellen soll geklart werden:

1. Sind Zellen des malignen Melanoms unter Scherstress in der Lage autonom an
Oberflachenmolekiilen des Endothels anzuhaften?

2. Welche qualitative Wirkung auf die Adhésion haben E-Selektin, P-Selektin und
Hyaluronsdure auf humane Melanomzellen unter verschiedenen
Scherstressbedingungen?

3. Gibt es quantitative Unterschiede in der Wirkung von E-Selektin, P-Selektin und
Hyaluronsdure auf das Adhésionsverhalten?

4. Welche Unterschiede im Adhésionsverhalten gibt es zwischen den einzelnen
Zelllinien? Korreliert dies mit der jeweiligen Expression von Glykokonjugaten?

5. Wie wirkt sich die Herunterregulation von L1 und CEACAML1 (Doppel-Knock-down)

in der Zelllinie FEMX-I im Vergleich zur unveranderten Zelllinie aus?



3. Einleitung

3.1. Das maligne Melanom

Das maligne Melanom ist ein bosartiger Tumor der pigmentproduzierenden Melanozyten.
Aufgrund seines aggressiven Wachstums, seiner ausgepragten Metastasierungstendenz, seines
héufigen Auftretens und seiner sehr schlechten Prognose ist das maligne Melanom
Gegenstand der aktuellen dermatologischen Onkologie. Die Inzidenz fir das maligne
Melanom verdoppelt sich ungeféhr alle 10 Jahre (Lens und Dawis, 2004; Jemal et al., 2004;
Cole et al, 1996). Das gilt insbesondere fir stark sonnenexponierte hellhdutige
Bevolkerungsgruppen (Marks und Kopf 1995). Neben UV-Strahlung werden andere
Risikofaktoren diskutiert. So konnte gezeigt werden, dass immunulogische Faktoren
(aggressive Verlaufe bei immunsupprimierten Patienten) sich auf die Tumorausbreitung
auswirken (Garbe et al., 2007).

3.2. Prognose

Der wichtigste Einzelfaktor fir die Prognose des malignen Melanoms ist die vertikale
Tumordicke nach Breslow gemessen in Millimetern. Bei einer Tumordicke unter 0,75 mm
wird das Metastasierungsrisiko als gering eingestuft. Bei Patienten mit Tumordicken tber 1,5
mm erwartet man ein hohes Metastasierungsrisiko. Die Prognose gilt allgemein als
verschlechtert, wenn sich im Primartumor Ulzerationen zeigen. Des Weiteren haben die
Anzahl der befallenen Lymphknoten, die Tumorlokalisation und das Geschlecht Einfluss auf
die Prognose. Patienten mit drei oder mehr befallenen Lymphknoten haben eine signifikant
schlechtere Prognose als solche mit nur einem befallenen Lymphknoten. Zusétzlich gilt das
Vorhandensein ~ von  Mikrometastasen in  regiondren  Wa&chterlymphkoten  als
prognosebestimmend fiir die rezidivfreie Uberlebenszeit nach operativer Exzisionsbiopsie.
Patienten mit Melanomen am oberen Stamm, am Hals oder am behaarten Kopf und an den
Oberarmen haben eine schlechtere Prognose. Manner haben eine signifikant ungunstigere
Prognose als Frauen (Gershenwald et al., 1999). Klinische Studien haben ergeben, dass die
Heraufregulation bzw. Neoexpression der Glycoconjugate CEACAMI1, L1 sowie die
Neoexpression HPA- und MLI- bindender Kohlenhydratreste in den Tumorzellen maligner
Melanome bedeutende Marker fir eine friihzeitige Metastasierung sind (Thies et al., 2002;
Thies et al., 2001, Thies et al., 2007).



3.3. Therapie

Das maligne Melanom ist im fortgeschrittenen Krankheitsstadium durch seine ausgeprégte
Therapieresistenz  gekennzeichnet. Die Therapie bei fehlenden Lymphknoten- oder
Fernmetastasen besteht in der Exzision des Primartumors. Als Therapieoption beim
metastasierten malignen Melanom steht die Chemo- beziehungsweise Strahlentherapie zur
Verfligung, wobei die Strahlentherapie als Primérbehandlung nur bei inoperablen Befunden
indiziert ist (Garbe et al., 2008). Es konnte gezeigt werden, dass durch Interferon-a-
Monotherapie das Sterberisiko nach funf Jahren um 3% gesenkt wurde. Diese Verlangerung
des rezidivfreien Uberlebens wird als gering erachtet. Chemotherapeutika werden im Sinne
einer Polychemoimmuntherapie mit Zytokinen (IFN bzw. IL2) kombiniert eingesetzt. Das
fuhrt im Vergleich zur Monotherapie zu erhohten Remissionsraten, erhoht aber nicht die
Gesamtiberlebenszeit der Patienten (Eton et al., 2002). Zum Einsatz kommt diese Therapie
daher nur unter palliativen Aspekten, wie der Minderung tumorbedingter Symptome. Die
Therapieresistenz und die steigende Inzidenz des malignen Melanoms machen deutlich, wie
wichtig es ist, jeden Teilschritt der Metastasierung zu erforschen, um auf diesen Grundlagen

neue rationale Therapieansatze zu finden.

Neue Hoffnungstréager auf dem Gebiet der Melanomtherapie sind die seit 2011 zugelassenen
Medikamente Vemurafenib, welches in den Signaltransduktionsweg der BRAFV600E-Kinase
eingreift und Ipilimumab, welches immunmodulierend wirkt. Vemurafenib blockiert das
Enzym BRAF-V600E-Kinase. Die mutierte BRAF-V600E-Kinase induziert eine exzessive
Zellteilung. Die Rate an mutierten BRAF-V600E-Kinasen beim malignen Melanom liegt bei
bei 56% (Sosman et al., 2012). Durch eine Vemurafenib-Therapie konnten Remissionen
erzielt werden, die jedoch nicht anhaltend sind. Behandelte Patienten profitieren kurzfristig
sehr stark von einer Vemurafenib-Behandlung. Jedoch schlie3t sich nach einer starken
Remission und einer stady-state-Phase von 3-8 Monaten eine extreme Tumorprogression an.
Die mittlere Uberlebenszeit der BRAF-V600-Kinase positiven Melanompatienten steigt durch
eine Vemurafenib — Therapie von 5-8 auf 16 Monate (Sosman et al., 2012; Chapman et al.,
2011). Ipilimumab bindet an das Antigen 4 auf zytotoxischen T-Lymphozyten (CTLA-4).
CTLA-4 sorgt bei aktivierten Lymphozyten fir eine Bremsung der klonalen Expansion.
Durch den CTLA-4-Antikorper wird die Immunreaktion gegen die Zellen des malignen
Melanoms aufrecht erhalten. Die mediane Uberlebenszeit von Patienten mit malignen
Melanom steigt unter Ipilimumab-Therapie um 4-8 Monate (Hodi et al., 2010). Allerdings
folgt auch hier nach kurzfristigen Remissionen eine erneute Tumorprogression. Zusatzlich ist

die Therapie von starken Nebenwirkungen begleitet (Fellner, 2012). Ein langerfristiger
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therapeutischer Erfolg konnte eventuell erzielt werden, indem die Tumorzellen an der
Extravasation gehindert wirden oder zumindest die Extravasation verlangsamt wirde. Dann
kénnten die Tumorzellen im Blut mit gezielter zytotoxischer Therapie vernichtet werden.

Dies ist der experimentelle Ansatz, der in dieser Arbeit verfolgt wird.

3.4. Basismechanismen der Metastasierung

Die Metastasierungskaskade lauft in sequentiell aufeinanderfolgenden Teilschritten ab,
beginnend mit der Loslosung einzelner Tumorzellen von der primdren Tumormasse, der
Tumorzelldissoziation. Darauf folgt die Tumorinvasion in das umgebende Wirtsbindegewebe.
Es folgt die Intravasation und der damit verbundene Uberlebenskampf mit den Abwehrzellen
des Blutes und der Verteilung im gesamten Blutstrom. Der nachste Schritt ist das Anheften
der Tumorzellen an das GeféRendothel, sowie die Extravasation. Jeder diese Teilschritte muss
erfolgreich abgeschlossen sein, damit der nachfolgende Schritt durchlaufen werden kann
(Hunter et al., 2008).

Adhasion

Die Adhasion der Tumorzellen an das GefaRendothel ist ein bedeutender Schritt in der
Metastasierungskaskade. Es ist Gegenstand der onkologischen Forschung, die verschiedenen
Adhasions-Molekile auf Endothelzellen und Zellen des malignen Melanoms zu
charakterisieren. Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass E- und P- Selektine an dem
Prozess beteiligt sind. (Ludwig et al., 2004; Ma et al., 2000). Zudem wurde auf der
Oberflache verschiedener Melanomzelllinien das VLA-4 Integrin (o4P;) nachgewiesen
(Johnson et al., 1999). VLA-4 bindet an das vascular cell adhaesion molecule-1 (VCAM-1).
VCAM-1 gehort zur Immunglobulin Superfamilie. Es wird durch Entziindung induziert an der
Oberflache von GeféaRendothelien exprimiert (Hemler, 1990; Dagia et al., 2003).
Lymphozyten exprimieren auf ihrer Oberflache VLA-4. Sie kdnnen im entziindlichen Gewebe
an VCAM-1 haften, das an der Oberflache des GeféalRendothels exprimiert wird (Springer
1995). Es konnte nachgewiesen werden, dass die Interaktion von VLA-4 und VCAM-1 das
Einwandern von humanen Melanomzellen durch entziindlich aktiviertes Endothel erleichtert
(Klemke et al., 2007). Melanomzellen sind des Weiteren in der Lage, sich mit Hilfe von
Granulozyten aus dem Blutstrom heraus an das Endothel zu heften. Melanomzellen bilden an
ihrer Oberflache das intercellular adhesion molecule (ICAM-1), welches an B,-Integrine auf

der Oberflache von Granulozyten haftet. Die Granulozyten haben Selektinliganden, mit denen
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sie in der Lage sind, an die, in entzlindlichen Geféallendothel exprimierten Selektine zu binden
(Liang et al., 2005; Slattery et al., 2003). Studien von Liang und Kollegen (2008) zu Folge
unterscheiden sich die Adhasionsmechanismen des malignen Melanoms bei verschiedenen
Scherkraften. Bei geringen (0,6 dyn/cm?) Scherkraften wird die Adhasion tiber die Bindung
von VLA-4 auf der Oberfliche der Melanomzellen und der ICAM-1 auf dem Endothel
erreicht. Bei hoheren Scherkréaften (2 dyn/cm?) ist diese Bindung nicht stark genug. Eine
Adhésion wird dann tber Granulozyten erreicht, deren f,-Integrine und Selektin-Liganden an
der Oberflache von entziindlichem Endothel haften. Bei diesem Mechanismus kommt es zu
einer Adhésion zwischen ICAM-1 auf der Melanomzelle und B,-Integrin auf den
Granulozyten (Liang et al., 2008).

3.5. Die Zelladhasionsmolekiile CEACAM1 und L1

Die Expression der Zelladhdsionsmolekile CEACAM1 und L1 Korreliert mit der
Metastasierung in verschiedenen hochaggressiven Tumorentitdten wie dem Kolonkarzinom,
dem Ovarialkarzinom, dem Mammakarzinom und dem Melanom (Schroder et al., 2010;
Siesser und Meness 2009, Schafer und Altevogt 2010, Laak et al., 2002, Luo et al., 1999,
Thies et al., 2002 a, b). Sie haben sich als Marker in der Bewertung des
Metastasierungsrisikos erwiesen. CEACAM1 und L1 werden in benignen melanocytaren
Névi nicht exprimiert. Es ist daher anzunehmen, dass sie funktional an der Metastasierung des

malignen Melanoms beteiligt sind (Thies et al., 2002 a, b).

CEACAML1 ist ein Molekll der CEA-Genfamilie des CD66 Clusters hochglykosylierter
Adhasionsmolekiile, die der Immunglobulin-Superfamilie angehtéren (Thompson et al., 1991).
Das Molekulargewicht von CEACAML1 wird zu mindestens 35% durch die Glykosylierung
bestimmt. CEACAML1 wird im Gastrointestinaltrakt, in der Niere, der Zervix uteri, im
Endometrium und der Blase exprimiert (Prall et al., 1996). Seine Expression findet sich
hauptsachlich auf Granulozyten. Es wird nachweislich nur auf Lymphozyten bei T-Zell-
Leukdamien und auf stimulierten T-Lymphozyten exprimiert (Hanenberg et al., 1994; Kamerer
et al., 1998). In einer Reihe von epithelialen Tumoren wurde CEACAM1 eine
tumorsuppressive Rolle zugeschrieben (Izzi et al., 1999). Eine herunterregulierte Expression
von CEACAM1 konnte beim Mammakarziniom (Riethdorf et al., 1997), beim kolorektalen

Karzinom (Neumaier et al. 1993), sowie beim Prostatakarzinom (Luo et al., 1999)
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nachgewiesen werden. Zudem konnte eine CEACAM1-Expression in Primartumoren und in
Metastasen von malignen Melanomen gezeigt werden. Es besteht ein signifikant positiver
Zusammenhang zwischen der Expression von CEACAM1 und dem Risiko der
Metastasierung beim malignen Melanom (Thies et al., 2002 a). Anhand von Melanomzellen,
bei denen das Molekil CEACAML1 herunterreguliert wurde, soll in dieser Arbeit geklart
werden, ob das erhOhte Metastasierungsrisiko mit dem Adhé&sionsverhalten der

Melanomzellen assoziiert ist.

Das Zelladhasionsmolekil L1 gehort ebenfalls zur Immunglobulin-Superfamilie (Moos et al.,
1988). Es reguliert Zellkommunikationsmechanismen im zentralen und peripheren
Nervensystem (Kowitz et al., 1993; Martini, 1994). L1 vermittelt sowohl homotypische als
auch heterotypische Zelladhésion (Kadmon et al., 1990 a, b; Grumet et al., 1993; Grumet und
Edelmann, 1988). Die Expression von L1 wurde nicht nur in Nervengewebe sondern auch auf
Lymphozyten, Granulozyten und Epithelzellen des Intestinal- und Urogenitaltraktes
beschrieben (Kowitz et al.,, 1992; Kujat et al.,1995; Thor et al., 1987). In einem
Melanommodell in immundefizienten Mausen konnte gezeigt werden, dass humane
Melanomzelllinien L1 exprimieren und die Expression von L1 als Marker fir das
Metastasierungsrisiko herangezogen werden kann (Thies et al., 2007). Des Weiteren konnte
gezeigt werden, dass die humane Mellanomzelllinie K1735-M1 L1 exprimiert und in der
Lunge disseminiert, wahrend die Melanomzelllinie K1735-C116, die L1 nicht exprimiert,
nicht in der Lunge disseminiert (Linnemann et al., 1989). L1 konnte in Primé&rtumoren und in
Metastasen von malignen Melanomen nachgewiesen werden. Es besteht ein positiv
signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von L1 und dem Risiko der
Metastasierung vom malignen Melanom (Thies et al., 2002 b). Die vorliegende Arbeit soll
klaren, ob die Zelladh&sionsmolekile CEACAM1 und L1 funktionell an dem Prozess der
Extravasation beteiligt sind und welche Liganden/Molekiile bei diesem Prozess mdgliche

Bindungspartner sind.
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3.6. Selektine

Selektine sind Zelladhdsionsmolekiile, die kalzium-abhange Zell-zu-Zell-Interaktionen
zwischen Leukozyten, Thrombozyten und Endothelzellen vermitteln. (Sobolev et al., 2009;
Renkonen et al., 2002; Kim et al., 1999; Frenette et al., 1996; Mayadas et al., 1993)Die
Selektinfamilie besteht aus drei selektinen, ndmlich E-, P- und L-Selektin. E- und P- Selektine
werden im Endothel von Blutgefdien exprimiert, wahrend L-Selektin in Lymphozyten
exprimiert wird. P-Selektin wird in Vesikeln gespeichert und nach Stimulation innerhalb von
Sekunden in die Zellmembran eingebaut. E-Selektin wird nach Aktivierung durch Zytokine
im Rahmen einer Entziindungsreaktion exprimiert, wobei nach 4-6 Stunden der Einbau in die
Zellmembran erfolgt. E- und P-Selektine vermitteln die Extravasation von Lymphozyten bei
Entzlindungsreaktionen. Tumorzellen kodnnen diesen Extravasationsweg ebenfalls nutzen
(Bird et al., 1997). Deshalb soll tberprift werden, inwieweit die Mdglichkeit besteht, Uber die
Selektine in den Metastasierungsprozess einzugreifen. Selektine werden von drei eng
miteinander verbundenen Genen innerhalb von 300 kb auf Chromosom 1 bei Mensch und
Maus kodiert (McEver et al., 1995; Olofsson et al. 1994; Watson et al., 1990). Fir die
Selektine sind in unterschiedlichen  Tumorentitditen wichtige Rollen in  der
Metastasierungskaskade nachgewiesen worden (Barthel et al., 2007). Im Maus-Modell konnte
gezeigt werden, dass E- und P-Selektin defiziente Mé&use, denen subkutan Zellen des
Kolonkarzinoms gespritzt wurden, weniger und kleinere Metastasen ausbildeten als die
Wildtyp-Méause (Kohler et al.,, 2010). In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob

Melanomzellen unter Scherstress an E-, und P-Selektine binden.

3.7. Hyaluronsaure

Hyaluronsaure (HA) ist ein Glycosaminglycan. HA ist ein wichtiger integraler Bestandteil der
extrazellularen Matrix und kommt ubiquitér in fast allen Gewebearten vor. HA wird von drei
speziellen HA-Synthasen in integralen Membranproteinen synthetisiert; HAS1, HAS2 und
HAS3. Die HAs werden mittels ABC-Transporter aus der Zelle gebracht (Schulz et al., 2007).
Auf HA findet man drei Rezeptoren; CD44, Receptor for HA-mediated mobility (RHAMM)
und ICAM-1 (Hiramitsu et al., 2006). HA ist als wichtiger Bestandteil der Extrazelluldren
Matrix an vielen Prozessen der Tumorprogression, der Neoangiogenese und der
Metastasierung von Tumoren beteiligt, wie auch z.B. der Extravasation und der
Tumorzellmigration (Toole, 2004). Versuche, bei denen die Hyaluronsdure-Produktion

biochemisch beeinflusst wurde, zeigen, dass es einen Zusammenhang gibt zwischen dem
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metastatischen Potenzial und der Hyaluronsdureproduktion beim Mammakarzinom, dem
Kolonkarzinom und dem Fibrosarkom (Itano et al., 1999; Kosaki et al., 1999; Li und Heldin,
2001; Liu et al., 2001; Jacobsen et al., 2002). Eine reduzierte Hyaluronséureproduktion fuhrt
beim Melanom zu einer reduzierten Adhéasion, Lokomotion und Lebermetastasierung (Kudo
et al., 2004; Yoshihara et al., 2005; Nakazawa et al., 2006). Daher soll auch die Adhé&sion von

Zellen des malignen Melanoms an HA unter Scherstress untersucht werden.
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4. Material und Methoden

4.1. Zellinien
In dieser Arbeit wurden die drei humanen malignen Melanomzelllinien FemX-I, LOX und
MV 3 verwendet.

Die hochmetastatische Zelllinie FemX-I weist eine starke CEACAM1-Expression und eine
schwache Expression von L1 auf. Die Zelllinie LOX hat eine geringe L1-Expression und
exprimiert CEACAML nicht (Thies et al., 2007).

Die Zelllinie MV3 weist eine schwache L1-Expression auf. CECAM1 wird nicht exprimiert.
Im Vergleich zu den anderen beiden Zelllinien hat MV3 das geringste
Metastasierungspotenzial.

FemX-I LOX MV3

L1-Expression + + +

CEACAML1-Expression | +++ - -

Metastasierungspotenzial | +++ ++ m

Tab.1l: Zusammenfassende Charakterisierung der verwendeten humanen malignen Melanomzelllinien.
Tabelle modifiziert nach Thies et al., 2007.

4.1.1. CEACAM1” und L1 Knockdown der Zelllinie FemX-I

Die FemX-1- CEACAM” und FemX-1 L1 Knockdownzelllinien wurden uns
freundlicherweise von Herrn Dr. D. Wicklein zur Verfiigung gestellt. Eine genaue
Beschreibung der Methodik des Knockdown-Vorgangs findet sich in Wicklein D (2012).

4.2 \Versuchsaufbau

Zellflussversuche

Die Charakterisierung vom Adhdasionsverhalten unterschiedlicher hdmatogener humaner

Melanomzelllinien setzt einen Versuchsaufbau voraus, bei dem Melanomzellen unter

dynamischen Bedingungen beobachtet werden konnen. Bei dem vorliegenden
14




Versuchsaufbau konnten physiologische Scherstressbedingungen simuliert werden. Diese
entsprachen denen, die in postkapillaren Venolen herrschen (Koutsiaris et al., 2007).
Zusétzlich war es moglich, die Interaktionen zwischen den Zellen und dem

GeféaBwandendothel sehr genau zu beobachten und zu quantifizieren.

Fur die Simulation von Kapillaren wurden IBIDI Microslides IV (ibidi GmbH, D-82152
Martinsried, Germany) verwendet. Diese zeichneten sich dadurch aus, dass sie offene
Microkapillarrohrchen besaBen, die einen rechteckigen Querschnitt von 0,4 * 3,8 mm und
eine L&nge von 50 mm aufwiesen. Die Microslides wurden mit unterschiedlich beschichteten
Kapillarréhrchen angeboten. Fir die Beschichtung mit E- und P-Selektinen wurde die
ibiTreat-Beschichtung gewahlt. Fir die Beschichtung mit Hyaloronat erwies sich eine Poly-
Lysin-Beschichtung am geeignetsten. Die Microkapillarrohrchen wurden auf einem
Kunststoffobjekttrdger aufgebracht.

Um die Zellsuspensionen durch die Kapillaren zu perfundieren, wurde eine Perfusorpumpe
(kdScientific (Holliston, Massachusetts, USA), Model 100 Series) verwendet. Sie erlaubte mit
unterschiedlichen Flussraten verschiedene Scherkréafte zu simulieren. Sie erzeugte in den
Kapillaren eine streng laminare Stromung. Mit Hilfe eines inversen Mikroskops (Zeiss
Axiovert 200, Zeiss, Oberkochen, Germany) konnte der Flussvorgang am
Computerbildschirm verfolgt werden.
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Abbildung 1: Versuchsaufbau zur Durchfihrung der computergestiitzen Analyse des

Adhasionsverhaltens der Melanomzellen. Abbildung modifiziert nach Richter et al., 2011.

4.2.1. Berechnung und Einstellung physiologischer Scherkréfte

Die physiologischen Scherkrafte variieren im menschlichen Kérper von 2,8 dyn/cm? in
groRlumigen postkapillaren Venulen bis zu 95,5 dyn/cm? in kleineren Kapillaren. Der
Mittelwert fiir die physiologische Scherkraft liegt bei 15,4 dyn/cm? (Koutsiaris et al., 2007).
Da das maligne Melanom sowohl in GeféaRRabschnitten des Niederdrucksystems als auch in
Gebieten mit hoheren Scherkraften metastasiert, wie zum Beispiel im Gehirn, wurden

Scherkrafte von 3,95 dyn/cm? bis 23,84 dyn/cm? in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Um mit dem Modell moglichst genau klinische/physiologische Vorgdnge widerzuspiegeln,
wurden in den Kapillaren physiologische Scherkréfte eingestellt. In vivo kénnen Scherkrafte
anhand von Zentralgeschwindigkeit und Gefaldurchmesser mit Hilfe des Hagen-
Poiseuillschen Gesetztes berechnet werden. Um diese gewilinschten Scherkréfte mit der
Perfusorpumpe einzustellen, wurden die Scherkrafte anhand der Navier-Stokes-Gleichung in

Flussraten umgerechnet.
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d: Flussrate

b: Kapillarbreite

h: Kapillarhthe

Die entsprechenden Werte fir Kapillarh6he und Kapillarbreite wurden vom Hersteller

ubernommen. Von dem Nahrmedium (RPMI 1640, GIBCO) wurde angenommen, dass es
dynxs

eine Viskositdat von n = 0.01 bei 22°C hat. In den vorliegenden Versuchen wurde mit

cm?
den Flussraten 10,00 ml/min, 18,5 ml/min und 60,4 ml/min gearbeitet. Die entsprechenden
Scherkréfte sind in Tabelle 2 aufgefihrt.

Flussrate in ml/min Scherkraft in dyn/cm?
10 3,95

18,5 7,30

60,4 23,84

Tab.2: Ubersicht Uber die verwendeten Scherkrafte in den Zellflussversuchen.

4.3. Zellkultur
Fir die Zellflussversuche wurden die humanen Melanomzelllinien FemX-1, LOX, MV3,
sowie die FemX-1 Doppel-Knock-Down-Varianten FemX-1 CEACAM1™ und FemX-I L1

verwendet.

Die Zelllinien wurden in RPMI 1640 — Medium + L-Glutamin (GIBCO Invitrogen, Carlsbad,
Kalifornien, USA) mit 10% fetalem Kalberserum (FCS) und Penicillin/Streptomycin in einer
befeuchteten Atmosphére bei 37° C und 5% CO, kultiviert.

17



Fur die Verwendung im Versuch wurden die Zellen mit DPBS gespult und fir 9 Minuten mit
5 ml Cell Dissociation Buffer (IBCO, Invitrogen) inkubiert, damit sie vom
Kulturflaschenboden entnommen werden konnten. Mit Hilfe einer Zentrifuge wurden die
Zellen vom Cell Dissociation Buffer getrennt und mit 5 ml Medium resuspendiert.
AnschlieBend wurden die Zellen manuell gezahlt, um zu gewahrleisten, dass in jedem
Versuch eine konstante Anzahl von 130.000 Zellen pro milliliter Medium vorhanden war. Die
bereits durch die Z&hlung ermittelte Menge an Zellsuspension wurde daraufhin mit 40 ml
Né&hrmedium vermischt. Diese Menge wurde auf die bereits vorinkubierte (mit Medium)

Perfusorspritze aufgezogen.

4.3.1. Detektion von Mykoplasmen-Kontamination in der Zellkultur

Zur Uberpriifung der Zellkultur auf Kontamination durch Mykoplasmen wurde das
VenorGeM®. Mykoplasmen-Detektionskit (Minerva Biolabs GmbH, Berlin, Deutschland),
auf Basis der Polymerase-Kettenreaktion, eingesetzt. Der Test ist zum Nachweis der
typischerweise als Kontamination in Zellkulturen auftretenden Mykoplasmenspezies geeignet
und wurde entsprechend der Angaben des Herstellers durchgefihrt. Vor Beginn der Versuche
wurden die Zelllinien auf Mykoplasmenbefall getestet. Alle Zelllinien, die in unseren

Versuchen verwendet wurden, waren frei von Mykoplasmen.

4.4. Beschichtung der Microslides mit rekombinanten humanen E-, P-Selektin und
Hyaluronsaure

Zur Beschichtung der Kandle wurden rekombinantes humanes E— und P— Selektin Fc-
Chimere (R&D Systems) jeweils zum einen auf 5 pg/ml (E-Selektin) zum anderen auf 50
ug/ml (P-Selektin) mit DPBS (GIBCO, Invitrogen) verdlnnt.

Die Microslides wurden daraufhin mit jeweils 25 ul der Selektinldsung gefullt und fiir

mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Fur die Kontrolle wurden unspezifische Bindungsstellen in den Kapillaren mit 10% FCS —
Losung fir ebenfalls mindestens 30 Minuten inkubiert. Damit wurde pro Versuch jede
Tumorzelllinie durch drei beschichtete Kapillaren perfundiert, jeweils eine mit E- und P-
Selektin- und eine mit FCS- Beschichtung.
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Zur Beschichtung der Kanéle mit Hyaloronat wurden IBIDI-p-Slides (L-Lysin-Beschichtung)
verwendet. Die Hyaloronséure (Hyaloronic acid sodium, Salt from Rooster Comb, Sigma —
Aldrich Chemie GmbH, Sternheim Deutschland) wurde 1 mg/ml in PBS gelOst. Fir die
Kontrolle wurde BSA (Bovine Serum albumin, pH 7,0, PAA Labratories GmbH Basching,
Osterreich) einprozentig in PBS geldst. Beides wurde in die Kapillare pipettiert (40 pl pro
Kapillare) und Gber Nacht bei 37°C und 5% CO2 inkubiert.

4.5. Veruchsdurchfiihrung

Die Perfusorspritze mit der Zellsuspension (S.17) wurde in die Versuchsanordnung
eingebracht. Zunédchst wurde die Flussrate von 10,0 [ml/min] an der Perfusorpumpe
eingestellt, dann wurde im zweiten Durchlauf die Flussrate von 18,5 [ml/min] eingestellt,
anschlieBend wurde die Flussrate von 60,4 [ml/min] eingestellt. Die Beobachtungen, die am
Mikroskop gemacht wurden, wurden notiert. Daraufhin wurde das Bild, das im Mikroskop
entstand und auf den Computer in Echtzeit Gibertragen wurde, fur 1,5 min aufgezeichnet. Ein
Versuch bestand aus der Untersuchung des Adhésionsverhaltens einer Zelllinie in
Kombination mit den drei Beschichtungen und den drei unterschiedlichen Flussraten. Jeder

Versuch wurde sechs Mal unabhangig voneinander wiederholt.

4.6. Dokumentation

Die Zellflussversuche konnten nicht wéhrend der Durchfuhrung quantitativ ausgewertet
werden, da die Flussgeschwindigkeiten zu hoch und die spater noch erlduterten Ergebnisse
wie Zellrollen oder Tethering, ein wiederholtes ruckartiges Adhérieren und wieder Losreil3en
von Zellen an den Kapillarwénden, im zur Verfligung stehenden Blickfeld zu kurz zu sehen
waren. Durchfiihrung und Auswertung wurden daher getrennt voneinander vorgenommen und
die Rollvorgange selbst wurden vorerst digital (Caplmage, Dr. Zeintl, Heidelberg)

aufgenommen und gespeichert.

An die rdumliche Auflésung der Darstellung wurde dabei keine hohe Anforderung gestellt, da
keine morphologischen Strukturen untersucht wurden. Vielmehr war ein grof3es Bildfeld zur
Untersuchung einer mdglichst langen Wegstrecke und eine hohe zeitliche Auflésung von
mindestens 25 Bildern pro Sekunde (fps) notwendig, um Rollvorgdnge und Tethering

wirklichkeitstreu abzubilden.
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Kontrolle Mit E-Selektin-Beschichtung

Abbildung 2: Bildfeld der Kamera wéhrend der Versuche. Die Kontrolle (a) zeigt Zellen als unscharfe
weille Flecken. Die Zellen adhérierten nicht, sondern flossen ungebremst durch das Bildfeld. Bei E-Selektin-
Beschichtung (b) waren an der Oberfléche haftende Zellen als scharfe weil3e Punkte zu erkennen. Sie hafteten an

der Oberflache der Microslides.

Bei den Versuchen wurde eine Analogkamera verwendet (Sony, CX-77CE CCD-Video-
Kamera), die mit ihrem 2/3"" Chip und einer Aufnahmefrequenz von 25 fps den Anforderung
an ein moglichst grofRes Bildfeld entsprach. Die Kamera (bertrug die Bilder direkt an einen
DVD-Video-Recorder (Panasonic, LQ-MDB8O00E). Erst danach wurde das analoge Signal tiber
einen Framedriver (Frame Grabber Board Imagination PXC 200) digitalisiert und stand fur

weitere Auswertungen am Computer zur Verfugung.

4.7. Auswertung

Die Auswertung wurde in zwei Teile gegliedert. Zum einen wurden die Ergebnisse auf das
unterschiedliche Adhé&sionsverhalten der Tumorzellen bei verschiedenen Beschichtungen und
Scherkréften hin untersucht. Zum anderen wurden die einzelnen Zelllinien vergleichend

untersucht. Qualitativ wurde das Adhé&sionsverhalten folgendermalien bewertet:

1. Feste ,,Adhasion* wurde als bewegungsloses Verharren einer Zelle am Kapillarboden
fiir wenigstens 10 Sekunden definiert.

2. Spezifisches selektinvermitteltes ,,Zellrollen® wurde als Rollgeschwindigkeit v=
0,001 — 0,015 mml/s definiert. Zwischen dem spezifischen selektinvermittelten und
dem unspezifischen stromungsvermittelten Rollen kann leicht durch Variation der

Scherkrafte unterschieden werden. Bei 0,55 dyn/cm? tritt ein h&ufiges Zellrollen auch
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in der Kontrollkapillare auf, welches jedoch durch Erhéhung der Scherkrafte auf 5,0
dyn/cm? vollig verschwindet und sich damit als unspezifisches stromungsvermitteltes
Rollen ausweist. Das selektinvermittelte Rollen st langsamer als das
strémungsvermittelte, tritt jedoch erst bei physiologischen Scherkraften > 1dyn/cm?
auf und schlielt sich nach Steigerung der Scherkréfte an die feste Adhérenz der
Tumorzelle an den Untergrund bei unphysiologisch niedrigen Scherkraften an
(Dimitroff, 2004).

3. ,,Tethering* definiert einen Bewegungszustand, der sich auf dem Bildschirm als
wiederholtes ruckartiges Adhérieren und wieder LosreiBen von Zellen am
Kapillarboden darstellt. Die Bewegungsgeschwindigkeit liegt beim Tethering immer
héher als beim Rollen. Es liegt stets eine Geschwindigkeit von v < 0.015 mm/s vor.
Das Tethering stellt sich in den unten beschriebenen Line-Shift-Diagrammen dar (S.
21).

Die Auswertung wurde mit dem Computerprogramm Caplmage (Dr. Zeintl, Heidelberg,
Deutschland) vorgenommen. Um die Geschwindigkeiten flieRender Zellen zu messen, wurden
bei diesem Programm Line-Shift-Diagramme erstellt. Hierbei wurde in jedem Bildfeld, eine
Hilfslinie in Richtung des Zellflusses von dem Punkt, an dem eine Zelle das erste Mal im
Bildfeld auftaucht, bis zum Punkt ihres Verschwindens gezogen. Daraufhin wurde die
Aufnahme abgespielt und die gerade betrachtete Zelle lief entlang der Hilfslinie durch das
Bildfeld. Gleichzeitig wurde das Line-Shift-Diagramm erstellt, dessen x-Achse die
Untersuchungszeit oder Lange der Aufnahme, hier 1,5 Minuten, und die y-Achse die Lange
der untersuchten Strecke (L&nge der Hilfslinie oder des Bildfeldes) darstellte. Das Programm
setzte nun zeitlich aufeinander folgende Abbildungen der Lange der Hilfslinien und der Breite
eines Bildpunktes nebeneinander. Da die Kamera 25 Bilder pro Sekunde erzeugte, deckten
2250 nebeneinander gesetzte Bildpunkte den Untersuchungszeitraum von 1,5 Minuten ab.
Eine Zelle, die sich zum Zeitpunkt t = 0 am Anfang der Hilfslinie befand, erzeugte an deren
Anfang eine Weillfarbung. Bewegte sich die Zelle geradlinig gleichférmig weiter, wanderte
auch die WeiRfarbung Richtung Ende der Hilfslinie. Setzte man nun die Hilfslinien in
zeitlicher Abfolge nebeneinander, so ergab die WeiRfarbungen eine Gerade, die mit einer
bestimmten Steigung diagonal durch das Line-Shift-Diagramm verlduft. Die Steigung der
Geraden représentiert dabei mit v = s/t die Geschwindigkeit der erfassten Zelle. Eine Zelle,
die im Verlauf der Beobachtung fest adhérierte, erzeugte in dem Diagramm eine horizontale

Linie. Ein Tethering stellte sich im Diagramm als treppenformiger Graph dar, wobei die
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Steigung dieser Bewegung sehr viel steiler war als bei Zellen, die eine Rollbewegung

durchfihrten.

Zellrollen

_

Tethering

Adhasion

Abbildung 3: Line-Shift-Diagramme. Dargestellt sind die fir die drei Bewegungszusténde typischen
Bilddarstellungen der Zellbewegungen. Zu erkennen an einem Graphen mit relativ geringer Steigung
fur das Zellrollen, einem treppenférmigen Graphen mit groBer Steigung fir das Tethering und einer
horzontalen Linie fiir die Adhéasion.

Um jede einzelne Zelle zu erfassen, die im Bildfeld erscheint, wurde nicht nur eine einzige,
sondern ein Gitter von 55 gleichmaRig tber das Bildfeld verteilter Hilfslinien erzeugt, sodass
pro Versuch 55 Line-Shift-Diagramme erzeugt wurden. In den Line-Shift-Diagrammen lieR

sich jede einzelne Zelle z&hlen und einem der drei Bewegungszustande zuordnen.

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Computerprogramms GraphPadPrism,
Version 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, California, USA) durchgefiihrt. Untersucht

wurden:

1) Unterschiede bezuglich des Adhéasionsverhaltens der verschiedenen Zelllinien auf
jeweils P- und E-Selektin und Hyaluronsaure,
2) unterschiede des Adhdsionsverhaltens der Zelllinien bei unterschiedlichen

Scherkraften,
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3) der Einfluss des Knockdown der Adhasionsmolekile CEACAM1 und L1 in der
Zelllinie FemX-1, durchgefiihrt im Vergleich zur Ursprungszelllinie FemX-1.

Ob sich statistisch signifikante Unterschiede im Adhéasionsverhalten der verschiedenen
Zelllinien zeigten, wurde mit Hilfe des one way ANOVA mit nachfolgendem Dunn’s Post-

Test ermittelt. P-Werte < 0.05 galten als statistisch signifikant.
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5. Ergebnisse

5.1. Einfluss der Scherkréfte

Zunachst wurde untersucht, ob unterschiedliche Scherkrafte sich auf das Adhé&sionsverhalten
der Melanomzellen auswirken. In den meisten Féllen zeigten sich bei steigender Scherkraft
signifikant weniger positive Ereignisse der unterschiedlichen Bewegungszustdnde. Diese

Versuchsreihe wurde mit der E-Selektin Beschichtung durchgefiihrt.

©
M

Anzahl Zellen
Anzahl Zellen

L

3,95 7,30 23,83 3,95 7,30 23,84 3,95 7,30 23,84
Scherkrafte [dynjcm '] b Scherkrafte [dyn/cm ] Cc Scherkrafte [dyn/cm?]

Abbildung 4: Einfluss der Scherkrafte auf das Andéasionsverhalten der Zelllinie FemX-I.
Bewegungszustande a) Adhésion b) Tethering und c¢) Zellrollen. Den Bewegungszustand Adhdsion erreichen
signifikant mehr Zellen bei einer Scherkraft von 3,95 [dyn/cm?] als bei den Scherkraften 7,30 [dyn/cm?] und
23,83 [dyn/cm?]. Bei den Bewegungszustinden Tethering und Zellrollen hatte die Scherkraft keinen

signifikanten Einfluss auf die Anzahl der Zellen.

Die Adhasion der Zelllinie FemX-I sank signifikant mit steigender Scherkraft (3,95 [dyn/cm?]
vs. 7,30 [dyn/cm?], p = 0,0063; 3.95 [dyn/cm?] vs. 23,83 [dyn/cm?], p = 0,0029) (a). Bei den
Bewegungszustédnden Tethering (b) und Zellrollen (c) bestand kein quantitativ zu erfassender

signifikanter Unterschied im Adhé&sionsverhalten bei unterschiedlichen Scherkréften.

24



161

144

12+

Anzahl Zellen
IS
Anzahl Zellen

Anzahl Zellen

o N & o o

B

3,95 7,30 23,84 3,95 7,30 23,84 3,95 7.30 23.84
a Scherkrafte [dyn/ch] b Scherkrafte [dyn/cmz] C Scherkrafte [dyn/cmz]

Abbildung 5: Einfluss der Scherkréfte auf das Andhésionsverhalten der Zelllinie LOX. Betrachtet wurden
die Bewegungszustdnde a) Adhésion b) Zellrollen und c) Tethering. Den Bewegungszustand Tethering
erreichten signifikant mehr Zellen bei einer Scherkraft von 3,95 [dyn/cm?] als bei der Scherkraft 23,83 [dyn/cm?]
(c). Bei dem Bewegungszustand Adhdsion hatte die Scherkraft keinen signifikanten Einfluss auf das
Adhésionsverhalten (a). Bei dem Bewegungszustand Zellrollen nahm die Adhésion mit steigender Scherkraft
kontinuierlich signifikant ab (b). Den Bewegungszustand Tethering erreichten bei einer Scherkraft von 23,84

[dyn/cm?] signifikant mehr Zellen als bei der Scherkraft von 3,95 [dyn/cm?] (b).

Bei der Zelllinie LOX hatten steigende Scherkréfte keinen signifikanten Einfluss auf die
Adhéasion (P-Werte firr 3,95 [dyn/cm?] vs 7,30 [dyn/cm?] = 0,6109; 3,95 [dyn/cm?] vs 23,84
[dyn/cm?] = 0,756). Die Zelllinie LOX zeigte signifikant mehr Zellrollen bei einer Scherkraft
von 3,95 [dyn/cm?] als bei 7,30 [dyn/cm?] (p = 0,0103) und signifikant mehr Zellrollen bei
7,30 [dyn/cm?] als bei 23,84 [dyn/cm?] (p = 0,0452). Es erreichten signifikant mehr Zellen
den Bewegungszustand Tethering nach der Steigerung der Scherkraft von 3,95 [dyn/cm?] auf
23,84 [dyn/cm?], (p = 0,0134) (c).
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Abbildung 6: Einfluss der Scherkrafte auf das Andhasionsverhalten der Zelllinie MV3. Betrachtet wurden
die Bewegungszustande a) Zellrollen und b) Tethering. Den Bewegungszustand Adhasion erreichte keine Zelle
der Zelllinie MV3. Den Bewegungszustand Zellrollen erreichten signifikant mehr Zellen bei einer Scherkraft
von 3,95 [dyn/cm?] als bei 23,84[dyn/cm?] (a). Die Scherkraft hat keinen signifikanten Einfluss auf das
Tethering der Zelllinie MV3 (b).

Die Zelllinie MV3 zeigte bei keiner Scherkraft die Aktion Adhésion an E-Selektin-
Beschichtung. MV3-Zellen erreichten bei der Scherkraft 3,95 [dyn/cm?] signifikant haufiger
den Bewegungszustand Zellrollen als bei 23,84 [dyn/cm?] (p = 0,0237). Bei dem
Bewegungszustand Tethering hatte die Scherkraft keinen signifikanten Einfluss auf das
Adhéasionsverhalten, (p = 0,1136 fur den Vergleich 3,95 [dyn/cm?] mit 7,30 [dyn/cm?] und
23,84 [dyn/cm?]).

5.2. Zelllinien FemX-I, LOX und MV3 im Vergleich
AnschlieRend wurden die Zelllinien FemX-I, LOX und MV3 miteinander verglichen.
Zunachst wurden die Anzahl der Zellen verglichen, die den Bewegungszustand Adhasion

erreichten.
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Abbildung 7: Adhéasion auf E-Selektin: Zelllinien im Vergleich. Die Graphen zeigen die Ergebnisse bei
Scherkraften von a) 3,95 [dyn/cm?], b) 7,30 [dyn/cm?] und c) 23,84 [dyn/cm?]. Zellen der Zelllinie FemX-I
erreichten bei allen drei Scherkréften signifikant haufiger den Bewegungszustand Adhasion als Zellen der
Zelllinien LOX uns MV3. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Zellinien LOX und
MV3.

Die Zellen der Zelllinie FemX-1 adhérierten signifikant haufiger an E-Selektin als Zellen der
Zelllinien LOX (p = 0,0021) und MV3 (p = 0,0015) bei einer Scherkraft von 3,95 [dyn/cm?].
Zwischen den Ergebnissen aus LOX uns MV3 bestanden keine signifikanten Unterschiede

(@).

Die Zellen der Zelllinie FemX-I adhérierten signifikant haufiger als Zellen der Zelllinien
LOX (p = 0,0236) und MV3 (p = 0,0078) bei einer Scherkraft von 7,30 [dyn/cm?]. Zwischen
den Ergebnissen aus LOX uns MV3 bestanden keine signifikanten Unterschiede (b).

Auch bei einer Scherkraft von 23,84 [dyn/cm?] adhérierten die Zellen der Zelllinie FemX-I
signifikant haufiger als Zellen der Zelllinien LOX (p = 0,0493) und MV3 (p = 0,0493) bei
einer Scherkraft von. Zwischen den Ergebnissen aus LOX uns MV3 bestanden keine
signifikanten Unterschiede (c).

AnschlieBend wurden fiir jede einzelne Zelllinie jeweils die Ergebnisse aus a), b), und c)
addiert, um die Summe aller Adhé&sionszustande jeder Zelllinie bei jedem Scherstress

vergleichen zu kénnen.
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Abbildung 8: Zelllinien im Vergleich. Es wurden die positiven Ergebnisse aus dem Bewegungszustand
Adhasion bei den drei Scherkraften 3,95 [dyn/cm?], 7,30 [dyn/cm?] und 23,84 [dyn/cm?] summiert. Zellen der
Zelllinie FemX-I adhdérierten signifikant hédufiger als Zellen der Zelllinien LOX und MV3. LOX-Zellen
adhérierten signifikant haufiger als MV 3-Zellen.

Die Zellen der Zelllinie FemX-1 adharierten signifikant haufiger als Zellen der Zelllinie LOX
(p = 0,0009) und Zellen der Zelllinie MV3 (p = 0,0006). Zellen der Zelllinie LOX adharierten
signifikant haufiger als Zellen der Zelllinie MV3 (p = 0,0219).

AnschlieBend wurde die Summe aller drei unterschiedlichen adhésiven Qualitaten als

,,Gesamtadhasion* fiir jede Zelllinie berechnet und verglichen.
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Abbildung 9: Summe der drei Adhasionszustdnde (Gesamtadhésion) der Unterschiedlichen Zelllinien. Der
Graph zeigt die Summe der Bewegungszustdnde Adhdsion, Zellrollen und Tethering und den drei Scherkréften
3,95 [dyn/cm?], 7,30 [dyn/cm?] und 23,84 [dyn/cm?] bei E-Selektin-Beschichtung. Zellen der Zelllinie FemX-I
adhdrierten signifikant hdufiger als Zellen der Zelllinie MV3. Die Zelllinie LOX wies signifikant mehr

Gesamtadhésion als die Zelllinie MV 3 auf.

Die Zellen der Zelllinie FemX-I adhérierten in der Summation der drei Adh&sionszustédnde
signifikant haufiger als Zellen der Zelllinie MV3(p = 0,0019). Zellen der Zelllinie LOX
adhérierten signifikant haufiger als Zellen der Zelllinie MV3 (p = 0.0004). Zwischen FemX-I
und LOX bestand gerade kein signifikanter Unterschied (p = 0,0513). Tendenziell weist die
Zelllinie LOX aber eine deutlich geringere Adhasion auf als FemX-I, die jedoch knapp keine

Signifikanz erreicht.

5.3 FemX - Knockdown Zelllinien
Quantitative Erfassung des Adhé&sionsverhaltens von FemX-I im Vergleich zu den FemX-
Zelllinien mit (a.) CEACAM (-/-) Knockdown und (b.) mit L1(-/-) Knockdown:
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Abbildung 10: Einfluss von CEACAM1 und L1 Knockdown (-/-) auf die Gesamtadhasion bei der
Scherkraft 3,95 [dyn/cm?]. Es wurden die positiven Ergebnisse aus Adhasion, Zellrollen und Tethering bei E—
Selektin-Beschichtung summiert. Es bestand ein signifikanter Unterschied im Adhé&sionsverhalten zwischen den
Zelllinien FemX-1 und der Zelllinie FemX L1 (-/-).

Das Adhasionsverhalten der vier Zelllinien wurde miteinander verglichen, indem die Summe
aus Adhasion, Rolling und Tethering gebildet wurde. Es zeigte sich bei einer Scherkraft von
3,95 [dyn/cm] und E-Selektin-Beschichtung ein signifikanter Unterschied zwischen FemX-I
und FemX L1(-/-) (p = 0,0079). Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der
Kontrollzelllinie FemX LucC1 und der Ursprungszelllinie (p = 0,2963).
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Abbildung 11: Einfluss von CEACAML1 und L1 Knockdown (-/-) auf die Gesamtadhéasion bei der
Scherkraft 7,30 [dyn/cm?]. Es wurden die positiven Ergebnisse aus Adhésion, Zellrollen und Tethering bei der
Scherkraft 7,30 [dyn/cm?] und E-Selektin-Beschichtung summiert. Es bestanden keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Zellen.
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Bei der Betrachtung der vier Zelllinien und aller positiver Ergebnisse, dass heilit Adhé&sion,
Rolling und Tethering, zeigten sich bei einer Scherkraft von 7,30 [dyn/cm] und E-Selektin-

Beschichtung keine signifikanten Unterschiede zwischen den Zelllinien.

22 M

20 M

18"

16"

14 = —

129

109

|

Anzahl Zellen

Fem X-I Fem X LucCl1l Fem X Ceacam (-/-) Fem X L1(-/-)

Zellinie

Abbildung 12: Einfluss von CEACAM1 und L1 Knockdown (-/-) auf die Gesamtadhasion bei der
Scherkraft 23,84 [dyn/cm?]. Es wurden die positiven Ergebnisse aus Adhasion, Zellrollen und Tethering bei der
Scherkraft 23,84[dyn/cm?] und E—Selektin-Beschichtung summiert. FemX L1 (-/-) zeigte signifikant weniger

Adhésion als die Ursprungszellen.

Bei der Betrachtung der vier Zelllinien und aller positiver Ereignisse, dass heil3t Adhésion,
Rolling und Tethering zeigte sich, dass bei einer Scherkraft von 23,84 [dyn/cm?] und E-
Selektin-Beschichtung FemX L1(-/-) Zellen signifikant weniger adhé&rierten als FemX-I-
Zellen (p = 0,0011).
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Abbildung 13: Einfluss von CEACAM1 und L1 Knockdown (-/-) auf die Gesamtadhasion bei der
Summation der Scherkréafte. Es wurden die positiven Ergebnisse aus Adhésion, Zellrollen und Tethering bei
den Scherkraften 3,95 [dyn/cm?], 7,30 [dyn/cm?] und 23,84 [dyn/cm?] bei E-Selektin-Beschichtung summiert.

Die Zelllinie FemX L1 (-/-) adhérierte signifikant weniger als die Ursprungszellinie.

Die Analyse aus der Summe positiver Ereignisse aus allen Versuchen ergab, dass das
Adhasionsverhalten der Zelllinie FemX L1(-/-) signifikant geringer ist als das der
Ursprungszelllinie FemX-1 (p = 0,0061).

5.4. P-Selektin
Keine der untersuchten Zelllinien zeigte an P-Selektin bei keiner der drei verschiedenen

Scherkréfte irgendeine Form der Adhésion.

5.5. Vergleich Hyaluronsaure- und E-Selektin Beschichtung
Die Versuche mit Hyaluronsdure — Beschichtungen wurden vergleichend analysiert mit den
Ergebnissen aus den Versuchen mit E-Selektin — Beschichtung. Betrachtet wurde der

Bewegungszustand Adhasion bei einer Scherkraft von 3,95 [dyn/cm?]
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Abbildung 14: Vergleichende Untersuchung der Adhéasion von Melanomzellen an E-Selektin und
Hyaluronsaure. Der Graph zeigt die Zelllinien FemX-I, Lox und MV3 im Vergleich. Analysiert wurde der
Bewegungszustand Adhésion bei E-Selektin-Beschichtung im Vergleich zu Hyaluronsaure-Beschichtung bei
einer Scherkraft von 3,95 [dyn/cm?]. Zellen der Zelllinie MV3 erreichten als einzige den Bewegungszustand

Adhésion auf Hyaluronsaure.

MV3 war im Vergleich zu den anderen Zelllinien die einzige, die signifikant an
Hyaluronsdure adhérierte. Im Vergleich hafteten MV3 Zellen signifikant starker an
Hyaluronsdure als an E-Selektin (p = 0,0010). FemX-1 Zellen hingegen adharierten

signifikant starker an E-Selektin als an Hyaluronsaure (p = 0,0015).

Nach Erhéhung der Scherkraft auf 7,30 [dyn/cm?] zeigten sich folgende Ergebnisse:
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Abbildung 15: Vergleichende Untersuchung der Adhéasion von Melanomzellen an E-Selektin und
Hyaluronsdure. Der Graph zeigt die Zelllinien FemX-I, Lox und MV3 im Vergleich. Analysiert wurde der
Bewegungszustand Adhésion bei E-Selektin-Beschichtung im Vergleich zu Hyaluronsaure-Beschichtung bei
einer Scherkraft von 7,30 [dyn/cm?]. Die Zelllinie MV/3 adharierte signifikant haufiger an Hyaluronséure als an

E-Selektin. Die Zelllinien FemX-1 und LOX adhérierten an E-Selektin, nicht aber an Hyaluronséure.

Die MV3-Zellen adharierten bei einer Scherkraft von 7,30 [dyn/cm?] signifikant haufiger an
Hyaluronsdure als an E-Selektin (p = 0,0138). Die LOX- und FemX-I- Zellen adharierten
nicht auf Hyaluronsdure und nur gering auf E-Selektin. Die Unterschiede sind nicht

signifikant.
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FemX-I LOX | MV3 | Fem-X | FemX FemX
Luc C1 | Ceacam (-/-) | L1 (-/-)

Metastatisches
Potenzial +++ ++ + n.T n.T n.T
L1 Expression + + + + + -
CEACAM1
Expression +++ - - +++ - +++
Adhasion E-Selektin
3,95 [dyn/cm’] 4+ + - +++ ++ +
Adhésion E-Selektin
7,30 [dyn/cm?] ++ ++ + ++ ++ +
Adhésion E-Selektin
23,84 [dyn/cm?] + + - + + +
Adhdsion
Hyaluronsdure

- - +++ |- - -

Tab. 3: Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse zur Charakterisierung der untersuchten Zellinien.

n.T.= noch nicht abschlielend im Tierversuch getestet.
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6. Diskussion

Das malignen Melanom weist weltweit eine steigende Inzidenz auf (Freise und Schadendorf
2009). Bei eingetretener Fernmetastasierung ist die Prognose fiir den Patienten fast immer
infaust, da bestehende Therapien die mediane Uberlebensdauer der Patienten nicht
entscheidend verlangern konnen oder nach kurzer Remissionsdauer extrem progressive
Verlaufe nach sich ziehen (Fellner, 2012). Daher ist es wichtig, die molekularen
Mechanismen einzelner Schritte der Metastasierung weitergehend zu untersuchen, um aus

diesen Ergebnissen neue Therapiestrategien erarbeiten zu kénnen.

Einer der Metastasen-limitierenden Teilschritte der Metastasierungskaskade ist die
Extravasation (McCathy et al., 1991). Ziel dieser Arbeit war es daher, die Mechanismen der
Adhésion der Melanomzellen an das Gefédllendothel genauer zu untersuchen, um
Rickschlisse ziehen zu kénnen, welches wichtige Adhasionsmolekule fur diesen Teilschritt
sind. Nur durch das Anheften der Zellen an das Endothel ist das maligne Melanom in der
Lage, den Blutstrom zu verlassen, um eine Fernmetastase zu bilden. Koénnte man
therapeutisch die Adhdsion der Melanomzellen verhindern, so wirden sie im Blutstrom
verbleiben und vom Immunsystem der Patienten, beziehungsweise durch gezielte
Therapeutika, eliminiert werden konnen. Die Metastasierungskaskade ware damit

unterbrochen.

6.1. Einfluss der Scherkréafte

Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass Zellen des malignen Melanoms bei Scherkréften
von 3,95 [dyn/cm?], wie sie in postkapillaren Venolen herrschen, bis hin zu 20,84 [dyn/cm?],
wie sie zum Beispiel in Gefalien des zentralen Nervensystems herrschen, in der Lage sind am
Geféallendothel zu haften. Mit steigender Scherkraft verringerte sich die Zahl der FemX-1 -
Zellen, die fest am Kapillarréhrchen hafteten- also Adhésion durchfiihren. Bei E-Selektin —
Beschichtung und einer Scherkraft von 7,95 [dyn/cm?] hafteten noch 18% der Tumorzellen,
wahrend bei 20,84 [dyn/cm?] nur noch 8,3% der Tumorzellen hafteten, verglichen mit der
Scherkraft 3,95 [dyn/cm?]. Wir haben bewusst relativ hohe Scherkrafte untersucht, weil
maligne Melanome nicht nur beispielsweise in die Leber metastasieren, wo im Parenchym
sehr geringe Scherkrafte herrschen, sondern unter anderem auch in das ZNS, in dem hohere
Scherkréfte vorhanden sind. Zusétzlich konnten wir nachweisen, dass Melanomzellen
selbststandig in der Lage sind, unter Scherstress an das E-Selektin des Geféaliendothels zu

haften und auch bei héheren Scherkraften (mehr als 2 dyn/cm?) nicht grundsatzlich auf die
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Hilfe von Granulozyten und deren Selektin-Liganden angewiesen sind, wie es von Liang et al.
(2008) beschrieben wurde.

Dies zeigt, dass Zellen des malignen Melanoms praktisch im ganzen Korper an das
GeféaRendothel anhaften, aus dem BlutgefaR extravadieren und Fernmetastasen bilden kénnen.
Dies entspricht der klinischen Erfahrung. Das in dieser Arbeit erstellte Zellflussmodell

spiegelt somit gut die klinische Situation wider.

6.2. Adhésion an E- und P-Selektin: FemX-1, LOX und MV3 im Vergleich

Die Ergebnisse aus dieser Versuchsreihe zeigen, dass die Zellen der drei Zelllinien FemX-I,
LOX und MV3 an E-Selektin adhé&rieren, wohingegen bei keinem der Versuche mit P-
Selektin beschichteten Microslides ein messhares Adhé&sionsverhalten registriert werden
konnte. Daraus lasst sich schlieBen, dass Melanomzellen das an der Oberflache von
Endothelzellen exprimierte E-Selektin, nutzen kénnen um autonom aus dem Blutgefal zu
extravadieren. Dies stellt einen mdglichen therapeutischen Ansatz dar, denn E-Selektin wird
vermehrt in Entziindungsarealen exprimiert. Cheng und Kollegen (2012) haben bereits
ausfuhrlich die Effekte von NONO-NSAID (nitric oxide (NOv¢)-releasing nonsteroidal anti-
inflammatory drugs) und NSAID (non-steroidal anti-inflammatory drugs) auf das
Adhasionsverhalten von malignen Melanomen beschrieben. NONO-NSAID’s hemmen
demnach den B-1-Integrin vermittelten Adhdsionsweg der Melanomzellen via ICAM1
(Cheng et al., 2012). Ebenso hemmen die NSAID die Expression von E-Selektin (Zhoul et al.,
2005). Eine gezielte therapeutische Hemmung der Entzindungsreaktion kénnte genutzt
werden, um das metastatische Potenzial der Melonmzellen herabzusetzen. Auch in anderen
Karzinomen der Haut (Spinaliom) konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit

entziindungshemmenden Medikamenten erfolgreich antimetastatisch eingesetzt werden kann.

Eine Bindung an P-Selektin spielt fiur die Metastasierung dieser drei Melanomzelllinien

(gewonnen aus humanen Lymphknoten- und Organmetastasen) keine Rolle.

Das Adhasionsverhalten der getesteten Zelllinien FemX-I, Lox und MV3 ist quantitativ und
qualitativ sehr unterschiedlich und charakteristisch. Zellen der Zelllinie FemX-1 adhérierten
signifikant haufiger bei einer Scherkraft von 3,95 [dyn/cm?] an E-Selektin beschichteten

Microslides als Zellen der Zelllinien LOX. LOX adhérierten im Vergleich zu FemX-I nur
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7,69% so haufig (Abbildung 6a), beziehungsweise 15,85% so haufig bei der Scherkraft 7,30
[dyn/cm?] (Abbildung 6b). Bei der Scherkraft 23,84 [dyn/cm?] zeigte nur FemX-1 Adhésion.
MV3 zeigte bei keinem der Versuche Adhasion. Noch deutlichere Ergebnisse lieferte die
Summation der Ergebnisse aus den Versuchen mit unterschiedlichen Scherkraften. Addiert
man die Zellen, die bei 3,95 [dyn/cm?], bei 7,30 [dyn/cm?] und bei 23,84[dyn/cm?] den
Bewegungszustand Adhéasion erreichten, verringert sich die Zahl der adhdrierenden LOX-
Zellen auf 5,49% im Vergleich zu den FemX-I-Zellen. Insgesamt zeigte also FemX-1 bei allen
Scherkraften die starkste Adhéasion. Der Zustand Adhésion ist die qualitativ starkste Form der
Interaktion zwischen bewegten Zellen und dem Endothel unter Flussbedingungen. Er ist der
letzte Schritt vor der aktiven Extravasation (Hunter et al., 2008). Wir konnten zeigen, dass
Zellen der Zellllinie FemX-I auch bei sehr hohen Scherkréften in der Lage sind, autonom am
GeféaRendothel zu haften. FemX-I wurde in vorangegangenen Arbeiten im Mausmodell auf
sein metastatisches Potenzial untersucht. Nach subkutaner Injektion von Tumorzellen und
spaterer Exzision des Primartumors, bildeten sich solide Fernmetastasen unter anderem in der
Leber, in der Nierenkapsel, im Bindegewebe des Mediastinums, dem abdominalen
Fettgewebe, im Gehirn, in Lymphknoten und in der Lunge der Méause (Thies et al., 2009). Die
Zelllinie  FemX-1 wies in den vergleichenden Tierversuchen das hdchste
Metastasierungspotenzial auf (Thies et al., 2007). In den vorliegenden Zellflussversuchen
zeigte diese Zelllinie auch den hochsten Grad der Adhdsion. Hieraus lasst sich schlie3en,
dass die besonders groRe Fahigkeit der FemX-1-Zellen zur Adhasion an das Geféaliendothel
ihnen also einen grolRen Metastasierungsvorteil verschafft. Des Weiteren unterstiitzten diese
Ergebnisse die Hypothese, dass die Extravasation eine der metastasenbestimmenden Schritte

der Metastasierung ist.

Auch in den grof3en quantitativen Unterschieden des Adhdasionsverhaltens der Zelllinien MV3
und LOX sehen wir die Ergebnisse aus den Tiermodellversuchen bestatigt (Thies et al., 2007).
FemX-I hatte hier das grolte, LOX etwas weniger, MV3 das geringste metastatische
Potenzial. Lungenmetastasen wurden von allen drei Zelllinien gebildet. Dieses Ergebnis
bestatigt sich in unseren Versuchen. Bei der Betrachtung der Summe der Ergebnisse bei
unterschiedlichen Scherkraften und den drei Bewegungszustanden (Abbildung 8) zeigte sich,
dass FemX-I, LOX und MV3 Adhé&sionsverhalten zeigten. Die Unterschiede zwischen den
Zelllinien sind deutlich geringer als bei den isolierten Betrachtungen. Zwischen LOX und
FemX-1 besteht kein signifikanter Unterschied im Adhé&sionsverhalten. Daraus lasst sich
folgern, dass das hohere metastatische Potenzial der Zelllinie FemX-I aus dessen Fahigkeit

stammt, auch bei sehr hohen Scherkraften fest am GefaRendothel zu haften. Dazu sind LOX
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und MV3 nicht in der Lage. MV3 und LOX interagierten nur bei geringeren Scherkraften mit
den beschichteten Mikroslides.

6.3. FemX - Knockdownzelllinien

Um die Hypothese vorheriger Arbeiten unserer Arbeitsgruppe aufzugreifen, die Expression
der Zelladh&sionsmolekilen CEACAM1 und L1 unterstitze funktionell die Metastasierung,
wurden in dieser Arbeit vergleichend zu den normalen FemX-I Zellen auch Zellen auf ihr
Adhésionsverhalten untersucht, bei denen die Expression von CEACAM1 und L1 genetisch
herrunterreguliert wurde. Dazu wurde die Zelllinie FemX-1 verwendet, die ein sehr hohes

metastatisches Potenzial hat.

FemX L1", bei denen das Zelladhasionsmolekiil L1 herunterreguliert wurde, zeigte eine
signifikant geringere Adhéasion an E-Selektin als die Ursprungszelllinie FemX-1. Dies zeigte
sich bei der Summation aller Adhé&sionszustande an E-Selektin, sowohl bei der geringsten
Scherkraft von 3,95 [dyn/cm?] als auch bei der starksten Scherkraft von 23,84 [dyn/cm?].
Kontrollen zeigten, dass dies nicht an dem Einbringen des Vektors (RNAi-Ready pSIREN-
RetroQ) lag. Es bestanden keine signifikanten Unterschiede im Adhésionsverhalten zwischen
den Ursprungszellen der Zelllinie FemX-1 und der Kontrollzelllinie FemX LucC1. Die zu
erkennende leichte Verringerung des Adhé&sionsverhaltens der Kontrollzelllinie im Vergleich
zur Ursprungszelllinie erklért sich durch die Verwendung von Puromycin zur Selektion der

genveranderten Zellen in der Zellkultur (Wicklein, 2012).

Wir konnten durch die vorliegenden Versuche somit nachweisen, dass fir die E-Selektin
vermittelte Adhé&sion von Zellen des malignen Melanoms am GeféalRendothel unter Scherstress
das Zelladhdsionsmolekul L1 eine entscheidende Rolle spielt. Folglich besitzt L1
Bindungsstellen fiir E-Selektin, welche fur das Adhéasionsverhalten von Melanomzellen im
Gefallendothel von entscheidender Bedeutung sind. L1 wurde in vorangegangenen Arbeiten
als Marker fur die Prognose des malignen Melanoms charakterisiert. L1 ist an vielen weiteren
Teilschritten der Metastasierungskaskade beteiligt. Es ist beschrieben worden, dass L1 die
Integrin-gesteuerte Migration von Melanomzellen erleichtert (Fogel et al., 2003). Gleiches
gilt fur die transepitheliale Migration von Melanomzellen Uber avp3-Integrine (Hubbe et al.,
1993). Es ist bewiesen worden, dass L1 die Signal-regulated-kinase (SRK) aktiviert und somit
die Expression verschiedener Genprodukte induziert, die die Beweglichkeit, die Invasivitat

und das Wachstum der Zellen erhéhen. Diese Genprodukte sind avp3-Integrine, kleine
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GTPasen und Proteinasen (Gavert et al., 2005). L1 ist folglich in der Metastasierungskaskade
ein funktionell sehr zentrales Molekiil.

CEACAML1 scheint dagegen bei der Selektin-vermittelten Adhdsion von FemX-I-Zellen an
das GefdRendothel eine geringere Rolle zu spielen. Das besonders hohe
Metastasierungspotenzial der Zelllinie FemX-I kann nicht aus dem CEACAM1-vermittelten
Adhasionsverhalten unter Scherstress erklart werden. Das Adhésionsverhalten der Zelllinie
FemX-CEACAM1™ unterschied sich namlich nicht signifikant von der Ursprungszellline
FemX-1 und der Kontrollzelllinie FemX-LucC1 (Abbildungen 9-12). CEACAML vermittelt in
der Metastasierungskaskade und im Wachstum des Primartumors sehr viele Teilschritte. Es ist
eine erhohte Expression von CEACAML an der Invasionsfront von invasiv wachsenden
Tumoren nachgewiesen worden. An dieser Stelle vermittelt CEACAML heterotrophe
Interaktion mit Matrixproteinen. Dadurch verbessert CEACAML1 die Fahigkeit der Melanome
zu invasivem Wachstum und zur Migration (Ebrahimnejad et al., 2004). CEACAML besitzt
die Fahigkeit Angiogenesefaktoren zu bilden, sodass die Neoangiogenese von Blut- und
Lymphgefalien in die Metastase erleichtert wird (Garbe et al., 2007, Bogenrieder and Herlyn,
2003). CEACAML hat des Weiteren Einfluss auf die Immunabwehr. Melanomzellen, die
CEACAML1 auf ihrer Oberflache exprimieren, sind in der Lage, dem Angriff durch NK-Zellen
zu entkommen (Markel et al., 2006). Auch wenn wir durch diese Arbeit keine direkte
Verbindung zwischen CEACAML1 und der Adhasion am Endothel als Teilschritt der
Metastasierungskaskade nachweisen konnten, ist gezeigt worden, dass CEACAML an
diversen anderen Schritten der Metastasierung funktionell beteiligt ist und sich daraus sein
prognostischer Wert fur das maligne Melanom ergibt, der aber vermutlich nicht durch

Adhasion an das Endothel Uber Selektine bedingt ist.

6.4. Adhéasionsverhalten von Melanomzellen an Hyaluronsaure

Die Ergebnisse unserer Versuche zeigen, dass Zellen der Zelllinie MV3 an Hyaluronsdure
beschichteten Oberflachen haften. Bei der Scherkraft 3,95 [dyn/cm?] erreichten Zellen der
Zelllinie MV3 Adhésion. An E-Selektin beschichteten Microslides hafteten die MV3-Zellen
nicht, wohingegen sie an Hyaluronsdure Adhé&sion durchfiihrten (Abbildung 13). MV3-Zellen
zeigten auch bei hoheren Scherkraften von 7,30 [dyn/cm?] die qualitativ starkste Form des
Anhaftens, Adhasion (Abbildung 14). Die Zelllinien FemX-I und LOX hafteten nicht an
Hyaluronséure. Bei der Scherkraft 23,84 [dyn/cm?] adharierte keine der drei Zelllinien mehr

an Hyaluronséure. Dies zeigt, dass Hyaluronsdure in sehr viel geringerem Male als E-
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Selektin die Adhasion von Melanomzellen und zwar sowohl quantitativ als auch qualitativ

vermittelt.

Die von uns verwendeten Zelllinien wurden in vorangegangenen Versuchen auf die
Expression von HPA und ML-I bindenden Glykokonjugaten sowie auf die Expression von
CEACAM1und L1 hin untersucht. MV3 weist sehr viele ML-I Bindungsstellen auf, mehr als
FemX-1 und LOX. Die MV3-Zellen erkennen Uber die ML-1-Molekiile Galaktosereste (Thies
et al., 2008), die in Hyaluronsdure enthalten sind. Dies erklart das Adhdsionsverhalten von
MV3-Zellen an Hyaluronséure.

Hyaluronsdure ist ein wichtiges Molekil der extrazelluldaren Matrix. Es ist sehr verbreitet im
gesamten menschlichen Korper und ist an vielen Teilschritten der Metastasierungskaskade
beteiligt (Toole, 2004). Auch der Zelllinie MV3 konnte ein hohes Metastasierungspotenzial
nachgewiesen worden. Unsere Versuche konnten zeigen, dass Hyaluronsdaure ebenfalls an
dem Teilschritt der Adh&sion am Geféaliendothel beteiligt ist. Dies unterstitzt die These, dass

Hyaluronsaure funktionell beteiligt ist an der Metastasierung des malignen Melanoms.

Mit den Ergebnissen unserer Arbeit konnten wir zeigen, dass die Adhésion als Teilschritt in
der Metastasierungskaskade vermutlich sehr wichtig ist und sehr eng mit dem
Metastasierungspotenzial korreliert ist. Wir haben nachgewiesen, dass mit steigender
Scherkraft quantitativ weniger Melanomzellen adhérierten, aber selbst bei sehr hohen
Scherkréften einzelne Zellen aus dem Blutstrom gebremst werden und adhé&rieren kénnen.
Das maligne Melanom ist also auch bei hohen Scherkréften in der Lage, direkt (ohne die
Mithilfe von Granulozyten) an das Gefallendothel zu adharieren. Zudem konnte gezeigt
werden, dass das durch entzindlichen Reiz im GefélRendothel exprimiertes E-Selektin
funktionell am Adhé&sionsprozess beteiligt ist. Des Weiteren konnten wir nachweisen, dass das
Zelladhasionsmolekil L1 funktionell die Adh&sion an das E-Selektin des Endothels
vermittelt. Wir haben nachgewiesen, dass Hyaluronsdure an der Adhé&sion von

Melanomzellen an das GefaRendothel beteiligt ist.

Unsere Untersuchungsergebnisse beweisen die Beteiligung von L1 und E-Selektin an dem
aullerordentlich wichtigen Teilschritt der Extravasation. Ein mdglicher therapeutischer
Ansatz, der sich aus diesen Ergebnissen ergibt, ist demnach die medikamentdse
Entzindungshemmung, um eine Expression von E-Selektin im Geféaliendothel zu verringern.

Ein weiterer Ansatz konnte ein zielgerichteter L1-Antikorper sein, da das
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Zelladhésionsmolekil L1 maRgeblich an der Adhdsion beteiligt ist. Diese neuen
Maoglichkeiten fur Therapieansdtze konnten in dem hier erarbeiteten klinisch relevanten
Zellflussmodell untersucht werden.
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7. Zusammenfassung
Die Adhdsion von Tumorzellen an das GefaRendothel und die nachfolgende Extravasation gilt
als ein entscheidender Teilschritt der hdmatogenen Metastasierung des malignen Melanoms.

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob Melanomzellen in der Lage sind, unter
Scherstress an Molekiile des GefaRendothels zu haften. Zusétzlich wurde untersucht, ob die
Zelladhésionsmolekile CEACAM1 und L1, welche beide positiv. mit der
Melanommetastasierung in klinischen Studien korreliert sind, funktionell an diesem Prozess

beteiligt sind.

Das Adhésionsverhalten dreier verschiedener Melanomzelllinien (FemX-I, LOX und MV3),
mit unterschiedlichem metastatischen Potenzial und unterschiedlich starker Expression von
CEACAML1 und L1 wurde in einem Zellflussmodell analysiert und mittels one-way ANOVA
und nachfolgendem Dunn’s Post-Test vergleichend ausgewertet. Fir jede Zelllinie wurden die
drei Adhasionszustande Rollen, Tethering und Adhasion an jeweils E- und P-Selektin und
Hyaluronsaure bei unterschiedlichen Scherkréften (3,95 — 23,84 dyn/cm?) untersucht. Fir die
Zellinine FemX-1 wurden CEACAML1- und L1-Knockdown-Zelllinien hergestellt und ihr

entsprechendes Adhasionsverhalten mit dem der Ursprungszelllinie verglichen.

Die statistischen Analysen zeigten, dass alle drei Zelllinien an E-Selektin adharieren. Mit
steigender Scherkraft nahm die Adhésion qualitativ und quantitativ ab (p = 0,0029). FemX-I
adhdrierte am stérksten, gefolgt von LOX und MV3. Die L1-Knockdownzellen adhérierten
signifikant (p = 0,0079) weniger an E-Selektin als die Ursprungszelllinie. Zwischen
CEACAM1-Knockdownzellen und der Ursprungszelllinie konnte kein signifikanter
Unterschied im Adhasionsverhalten festgestellt werden. Die MV3-Zellen hafteten signifikant
an Hyaluronséure (p = 0,0010), wohingegen fir Lox und FemX-I Zellen keinerlei Adhé&sion

an Hyaluronséure nachweisbar war. Ebenso fand sich keine Adhésion an P-Selektin.

Das gefundene adhdasive Potenzial der Zelllinien korrespondiert mit dem metastatischen
Potenzial dieser Zellinien in vivo. Diese Ergebnisse unterstreichen somit, welche wichtige
Rolle die Adhasion der Tumorzellen an das Geféaliendothel bei der Metastasierung spielten.
L1 vermittelt hierbei die Adhésion der Melanomzellen an das im Gefallendothel exprimierte
E-Selektin. Die vorliegenden Ergebnissen bieten somit die Grundlage fur neue rationelle
Therapieansatze, die in dem hier erarbeiteten Kklinisch relevanten ZellfluBmodell

weiterfiihrend untersucht werden konnen.
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