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1 Einleitung

1 Einleitung

Daten des Statistischen Bundesamts, des deutschen Krebsregisters und des Robert Koch-
Instituts (Stand 2018) zeigen, dass allein in Deutschland derzeit etwa 4 Millionen Menschen
leben, die entweder aktuell an einer malignen Tumorerkrankung leiden oder eine solche
Erkrankung im Laufe ihres Lebens bereits iiberlebt haben. Seit 1970 hat sich die Inzidenz
der Krebsneuerkrankungen nahezu verdoppelt. Darunter ist das Mammakarzinom der
hiufigste maligne Tumor der Frau mit einem Anteil von etwa einem Drittel der
Krebsneudiagnosen bei Frauen. Das Pankreaskarzinom ist bei Frauen der sechsthédufigste
und bei Minnern der zehnthdufigste maligne Tumor und weist mit einer 5-
Jahresiiberlebensrate von knapp 10% eine sehr schlechte Prognose auf. Insgesamt sind
Krebserkrankungen fiir etwa ein Viertel aller Todesfélle in Deutschland verantwortlich. Die
Entstehung von Krebs ist ein multifaktorielles Geschehen. Eine bedeutende Rolle neben
genetischen, demographischen und biographischen Faktoren spielt dabei nicht zuletzt das
Mikromilieu des Tumors selbst. Krebszellen werden von ihrem Umfeld beeinflusst und
beeinflussen wiederum ithr Umfeld. Die extrazelluldire Matrix (EZM) ist ein wichtiger
Bestandteil dieses Mikromilieus. Sie beeinflusst die Biomechanik und Zellphysiologie

gesunder sowie maligner Zellen (He et al. 2016).

1.1 Interaktionen zwischen Tumorzellen und Tumor-assoziierter
extrazellularer Matrix

Die EZM ist ein komplexes Netzwerk, das unter anderem aus einer groflen Vielzahl an
unterschiedlichen Proteinen, Glykoproteinen, Proteoglykanen und Polysacchariden mit
verschiedenen physikalischen, biochemischen und biomechanischen Eigenschaften besteht
(Ozbek et al. 2010). Entsprechend vielfdltig sind ihre physiologischen Funktionen, die
beispielsweise die Formgebung von Geweben, die Abgrenzung unterschiedlicher Gewebe,
Speicherfunktion fiir Wasser und Zytokine, Elastizitdt, direkte und indirekte
Signaltransduktion, Verankerung von Zellen, Polarititsvorgabe und Bildung von
Migrationspfaden fiir Zellen und Beeinflussung der Wundheilung umfassen.
Diese Eigenschaften der EZM sind allerdings keinesfalls unabhéngig voneinander zu
betrachten, sondern beeinflussen sich vielmehr gegenseitig: Wenn beispielsweise die
Steifigkeit der EZM erhoht wird, wie es unter anderem bei pathologischen Prozessen der

Fall ist, so dndern sich ihre biomechanischen Eigenschaften. Dadurch wird die Homdostase
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1 Einleitung

des Gewebes verdndert, was eine Tumorprogression begiinstigt (Yu et al. 2011). Die EZM
ist eine dynamische Struktur, die konstant abgebaut, umgebaut und reorganisiert wird und
dabei die angrenzenden Zellen beeinflusst und umgekehrt von diesen beeinflusst wird
(Hynes 2009). Diese Umbauprozesse werden streng reguliert, z. B. mithilfe von
Metalloproteinasen (MMPs), welche auf Transkriptions- und Translationsebene, aber auch
posttranslational modifiziert und reguliert werden kdnnen. Dies ermdglicht eine Anpassung
an Krankheitsprozesse wie Verletzungen, Entziindungen und Infektionen (Page-McCaw et
al. 2007). So sind MMPs in der Lage, u. a. mit Urokinase-Typ Plasminogen-Aktivator (uPA)
Wachstumsfaktoren zu aktivieren, die die vermehrte Einwanderung und Proliferation von
Fibroblasten bewirken und so die Zusammensetzung der EZM beeinflussen (Zimowska et
al. 2013). Versagen diese Regulationsmechanismen im Rahmen von Alterungs- oder
Krankheitsprozessen, verdandern sich die Eigenschaften der EZM (Butcher et al. 2009). Eine
Dysregulation und Desorganisation der EZM ist Folge solcher Prozesse und kann zur
Fibrose des betroffenen Gewebes fithren (Frantz et al. 2010). Dadurch erhoht sich das Risiko
fiir eine Tumorentstehung und -progression, indem die EZM-regulierenden Enzyme u. a.
durch Tumor-assoziierte Fibroblasten beeinflusst werden (Bhowmick et al. 2004).
Beispielsweise bei Mammakarzinomen sind fibrotische Foci mit einer schlechten Prognose
vergesellschaftet (Hasebe et al. 2002). Dariiber hinaus verstirkt eine vermehrte
Kollageneinlagerung und eine erhdhte Steifheit der EZM den Integrin-Signalweg und kann
so die Widerstandsfahigkeit von Tumorzellen gegen apoptotische Einfliisse erhohen und die
Proliferationsrate der Zellen steigern (Paszek et al. 2005). Die Organisation und Struktur
der EZM spielt eine wichtige Rolle bei der Migration von Zellen: Wéhrend linear
angeordnete Kollagenbiindel die Migration begiinstigen, schrinkt ein dichtes Netzwerk von
Kollagenbiindeln die Migration ein, sofern keine MMPs exprimiert werden (Egeblad et al.
2010a). Tumorzellen konnen an radidr ausgerichteten Kollagenbiindeln leichter invadieren
und sind sogar in der Lage, die Ausrichtung der Kollagenfasern zu beeinflussen (Provenzano
et al. 2006). Im Tumorgewebe sind die Kollagenfasern eher linear und somit steifer, was eine
hohere Steifheit der EZM bewirkt und Einfluss auf die Migration von Zellen nimmt (Zaman
et al. 2006). Mithilfe von intravitaler Bildgebung konnte gezeigt werden, dass sowohl
Tumorzellen als auch Leukozyten entlang dieser Kollagenbiindel in kollagenreichen
Regionen migrieren kdnnen (Condeelis und Segall 2003). Dabei migrieren Fibroblasten
durch die EZM weg von Bereichen hoher oder niedriger Steitheit zu EZM-Bereichen mit
intermediérer Steitheit (Park et al. 2016). In vitro fiihrt eine erhohte Steitheit der EZM zu

einer vermehrten Migration von MDA-MB-231-Mammakarzinomzellen (McLane und
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1 Einleitung

Ligon 2016). Die EZM spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Regulation von
Stammzellnischen (Raymond et al. 2009). Ein Verlust der EZM (Yamashita et al. 2005) oder
eine Reduktion der EZM-Rezeptor-Integrine (Frye et al. 2003) beziehungsweise von EZM-
Komponenten wie u. a. Tenascin C (Garcion et al. 2004) reduzieren die Anzahl an
Stammzellen in der betroffenen Nische. EZM-Rezeptoren verankern die Stammzellen in
threr Nische, wo sie parakrin durch Nischenzellen beeinflusst werden, um ihre
Stammzellfunktionen aufrechtzuerhalten (Li und Xie 2005). Das sensible Gleichgewicht aus
Selbsterneuerung und Differenzierung von Stammzellen zu gewebespezifischen Zellen
unterliegt strengen Regulationsmechanismen, welche bei Versagen zu tumorinitiierenden
Zellen, sogenannten Krebsstammzellen, fithren konnten (Peiris-Pages et al. 2016). In der
physiologischen Strukturgebung von Geweben, insbesondere bei epithelialen Organen, gibt
die EZM den Zellen Polaritét vor, welche von entscheidender Bedeutung fiir deren normale
Funktion ist und deren Dysfunktion eine Tumorgenese beglinstigt (Ghajar und Bissell 2008).
Ein Verlust dieser Strukturvorgabe fithrt zu einer eingeschrankten Funktion der
Basalmembran und beglinstigt epithelial-mesenchymale Transition (EMT) und vereinfacht
so die Infiltration durch Krebszellen (Radisky und Radisky 2010). Die EMT ist entscheidend
in der Tumorprogression, da Tumorzellen, die einen mesenchymalen Phéanotyp aufweisen,
eher zur Bildung von Metastasen neigen (Ye et al. 2017). Brustkrebszellen gering
differenzierter Tumore, die EMT durchlaufen und Metastasen bilden, zeigen eine erhdhte
Expression von u. a. CD44 und haben eine schlechtere Prognose (Scimeca et al. 2016). In
der Tumorprogression spielt die EZM eine entscheidende Rolle bei der Vaskularisierung von
Tumorgewebe: EZM-Komponenten spielen eine Rolle bei der Migration von Endothelzellen
und folglich bei der Bildung neuer Blutgefdfle (Sweet et al. 2012). Die dabei um die
Tumorgefile enstehende Basalmembran ist allerdings pordser als bei gesunden Gefdflen
(Hashizume et al. 2000), was eine Metastasierung von Tumorzellen bewirken kénnte und
gleichzeitig eine Einwanderung von Immunzellen ermdéglicht (Ruoslahti 2002). Obwohl die
Immunantwort die Tumorprogression bekdmpfen sollte, konnte gezeigt werden, dass oftmals
Immunzellen im Zuge der Krankheitsprogression von Tumorzellen rekrutiert werden und
ein inflammatorisches Milieu schaffen, das eine Tumorprogression bewirken kann
(Coussens und Werb 2002). Schreitet die Erkrankung weiter fort, ist eine Vielzahl von
malignen Tumoren in der Lage, Metastasen zu bilden. Um dies zu erreichen, bedarf es nicht
nur einer lokalen Krebsstammzellnische am Ort des Primarius, die konstant fiir Nachschub
an Tumorzellen sorgt, sondern auch einer sogenannten metastatischen Nische in einem

entfernten Gewebe, wo die Metastase wichst und die es den Tumorzellen ermdéglicht, dort
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zu liberleben, zu proliferieren und zu expandieren (Psaila und Lyden 2009). Krebszellen sind
in der Lage, mithilfe von u. a. himatopoetischen Progenitorzellen entfernte Gewebe zu
modifizieren und so vor der Metastasierung eine pridmetastatische Nische zu schaffen
(McAllister und Weinberg 2010). Dies kann beispielsweise erreicht werden, indem
Krebszellen des Primarius Osteopontin produzieren, das Granulin-exprimierende
hidmatopoietische Progenitorzellen rekrutiert, welche wiederum die Funktionen von entfernt
gelegenen Fibroblasten deregulieren (Elkabets et al. 2011). EZM-Komponenten konnen die
Metastasierung auch direkt beeinflussen: Hyaluronan und sein Rezeptor CD44 férdern den
CXCRA4-Signalweg und seinen Liganden SDF1 (Avigdor et al. 2004), was eine spezifische
Metastasierung von Tumorzellen in den Knochen zur Folge haben kann (Jones et al. 2006).
In der Therapie von Tumorerkrankungen spielen nicht nur zellulire Abwehrmechanismen,
sondern auch das Mikromilieu im Tumorgewebe - und somit die EZM - eine wichtige Rolle
bei der Wirksamkeit der Therapie und Resistenz gegen die Therapeutika (Egeblad et al.
2010b). Beispielsweise korreliert eine vermehrte Expression von Typ-I-Kollagen bei
Pankreaskarzinomen mit erhdhter Chemoresistenz (Armstrong et al. 2004). Umgekehrt kann
eine Verminderung der tumorassoziierten Fibroblasten und der EZM zu einer verbesserten
Aufnahme von Chemotherapeutika im Tumorgewebe fithren (Loeffler et al. 2006). Eine
Behandlung von Tumorgewebe mit Typ-I-Kollagenase vermindert den interstitiellen Druck
und bewirkt so eine bessere Wirkstoffautnhahme von Chemotherapie ins Zielgewebe (Gade
et al. 2009). Bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs konnte gezeigt
werden, dass eine erhohte Expression von Hyaluronan und seinem Rezeptor CD44 mit einer
vermehrten Resistenz der Tumorzellen gegeniiber Chemotherapeutika korreliert
(Bourguignon et al. 2017). Inwiefern eine Modulation der EZM die Tumortherapie und die
Prognose verbessern kann, ist Gegenstand aktueller Forschung. Zusammenfassend zeigt
sich, dass eine normale Zusammensetzung und Funktion der EZM wichtig fiir die
Aufrechterhaltung physiologischer Prozesse ist und eine Dysregulation der EZM mit
verdnderter Struktur und Funktion ein Mikromilieu schafft, welches die Tumorgenese, -

progression, -invasion und Metastasierung beglinstigen kann.
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1.2 EZM-relevante Proteine

1.2.1 EpCAM (CD326)

Das Epithelial Cellular Adhesion Molecule EpCAM (andere Bezeichnungen u. a. CD326,
17-1A Antigen oder TACSTDI1 [tumor-associated calcium signal transducer 1]) wurde
erstmals 1979 als Oberflachenantigen bei Kolonkarzinomen beschrieben (Herlyn et al.
1979). Seitdem konnte EpCAM bei einer Vielzahl von Karzinomen nachgewiesen werden,
was seine Bedeutung in Diagnostik und Therapie von malignen Tumorerkrankungen
unterstreicht (Baeuerle und Gires 2007). Molekularbiologisch handelt es sich bei EpCAM
um ein 40 kDa schweres membranstindiges Glykoprotein, das nicht nur in Tumorzellen,
sondern auch in gesunden Epithelien (mit Ausnahme von Plattenepithel) vorkommt (Balzar
et al. 1999). AuBlerdem findet es sich in normalen Stammzellen, aber auch in
Krebsstammzellen. Demnach wird ihm eine Rolle in der Tumorgenese zugesprochen (Imrich
et al. 2012). Es besteht aus einer extrazelluliren Doméne aus 224 Aminosauren, die EGF-
und Thyroglobulin-dhnliche Abschnitte enthilt, sowie einer kurzen, nur aus 23 Aminoséuren
bestehenden intrazelluldren Doméne (Armstrong und Eck 2003). Durch Proteolyse werden
die beiden Doménen gespalten und dann als EpEX (extrazellulédr) und EpICD (intrazellulér)
bezeichnet (Denzel et al. 2009). EpICD wird nach Proteolyse in den Zellkern transloziert
und wirkt dort als Teil eines an der Transkription beteiligten Komplexes, der bei
immunodefizienten Miusen onkogen wirkt (Maetzel et al. 2009). Mithilfe der EpEX-
Doménen schafft EpCAM schwache homophile Zell-Zell-Kontakte (Litvinov et al. 1994).
Andererseits schwicht es die E-Cadherin-vermittelte Zelladhésion, indem es die Verbindung
zwischen alpha-Catenin und F-Aktin 16st. So wird eine Migration und Metastasierung der
Tumorzellen begiinstigt (Winter et al. 2003). Bei Mammakarzinomzellen fiihrt eine N-
Glykierung von EpCAM zu einer verminderten Adhédsion der Tumorzellen untereinander
(Xue Liu et al. 2017). Eine Herabregulation von EpCAM wird mit EMT in Verbindung
gebracht (Santisteban et al. 2009). Brustkrebszellen, die EMT durchlaufen, zeigen eine stark
verminderte Expression von EpCAM bei gleichzeitig erhohter Expression von
Stammzellmarkern und vermehrter Tendenz zur Metastasenbildung (Hyun et al. 2016).
Dabei hemmt eine erhohte Expression von EpCAM den ERK-Signalweg und vermindert so
die Migration und Invasion von Tumorzellen (Sankpal et al. 2017). Es konnte gezeigt
werden, dass in vitro die Expression von EpCAM von der Konfluenz der Zellen in
Monolayer-Zellkultur abhdngt. Eng aneinander liegende Zellen exprimieren EpCAM starker

als separierte Zellen (Sterzynska et al. 2012). Insgesamt unterscheidet sich die Rolle von
5
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EpCAM in der Tumorprogression zwischen verschiedenen Tumorentititen: In klarzelligen
Nierenkarzinomen und Schilddriisenkarzinomen korreliert eine starke Expression mit einer
besseren Prognose, wihrend in vielen anderen Karzinomtypen wie u. a. Brustkrebs eine
Uberexpression von EpCAM mit einer schlechten Prognose einhergeht (van der Gun et al.
2010). Es konnte gezeigt werden, dass EpCAM in vielen primiren und metastasierten
Mammakarzinomen tiiberexprimiert wird (teils um das Hundertfache im Vergleich zu
gesundem Brustgewebe). Ein ,,Silencing® (Stilllegung) des EpCAM-Gens vermindert
Proliferation und Migration von Mammakarzinomzellen (Osta et al. 2004). Eine Analyse der
EpCAM-Expression bei 1715 Patientinnen mit lymphatisch metastasiertem Brustkrebs
zeigte ein signifikant vermindertes Langzeitiiberleben bei Uberexpression von EpCAM
(Spizzo et al. 2011). Eine weitere Studie zeigt eine schlechte Prognose auch fiir Patientinnen
mit nicht lymphatisch metastasiertem Brustkrebs bei EpCAM-Uberexpression (Schmidt et
al. 2008). EpCAM wird ebenfalls auf im Blut zirkulierenden Tumorzellen gefunden. Zur
Identifizierung solcher zirkulierenden Tumorzellen (CTC) konnen Antikorper genutzt
werden, die sich gegen EpCAM richten (Mostert et al. 2009). Bei Patientinnen mit EpCAM-
positiven Mammakarzinomen konnen zur Frithdiagnostik vor Metastasierung Blutproben
auf EpCAM-positive CTCs untersucht werden (Schneck et al. 2015). Auch bei
Pankreaskarzinomen bedingt eine hohe EpCAM-Expression ein kiirzeres progressionsfreies
Uberleben (Fong et al. 2008). Eine EpCAM-basierte Immuntherapie mit dem Maus-
Antikorper Edrecolomab (Riethmiiller et al. 1994) zeigte allerdings keinen Vorteil gegeniiber
konventionellen Therapieschemata bei Patienten mit Kolonkarzinom im Stadium III (Punt
et al. 2002). Eine Kombination aus Adecatumumab, einem monoklonalen humanen
EpCAM-Antikorper, und Docetaxel bei Patientinnen mit therapierefraktdrem Brustkrebs
zeigte jedoch eine klinische Besserung in 63% der Fille bei EpCAM-positiven Tumoren
(Schmidt et al. 2012). Catumaxomab, ein trifunktionaler Antikérper mit u. a. EpCAM als
Zielstruktur, ist zur Behandlung von Patienten mit malignem Aszites bei EpCAM-positiven

Malignomen auf dem europdischen Markt zugelassen (Zhang et al. 2017).

1.2.2 CD44

Bei CD44 (alternativ u. a. Hermes-Antigen, homing cell adhesion molecule oder HUTCH-
1) handelt es sich um ein transmembranes Glykoprotein, welches durch das CD44-Gen auf
Chromosom 11 kodiert wird (Spring et al. 1988). Die Genprodukte werden alternativ

gespleilit und so entstehen CD44-Isoformen mit unterschiedlichen Funktionen (Erb et al.
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2014). Die Standard-Isoform von CD44 wird auf einer Vielzahl von Zellen gefunden (Misra
et al. 2011), wihrend CD44v vor allem auf Zellen im Kontext einer Entziindungsreaktion
oder auf Tumorzellen exprimiert wird (Ponta et al. 2003). CD44 nimmt Funktionen in
sowohl physiologischen als auch pathologischen Prozessen wahr: Urspriinglich wurde CD44
als Hyaluronan-Rezeptor und Homing-Rezeptor fiir Lymphozyten entdeckt (Naor et al.
1997). CD44 iibernimmt auBerdem Funktionen in Zelladhésion, Angiogenese, Entziindung
und Tumorentstehung (Nagano und Saya 2004). Bei Pankreaskarzinomen korreliert eine
hohe Expression von CD44v mit vermehrter Metastasierung und schlechterer Prognose,
wihrend eine Inhibition von CD44v in Ratten zu einem verminderten Tumorwachstum und
geringerer Ausbildung von Metastasen fithrt (Matzke-Ogi et al. 2016). Auch bei
Mammakarzinomen korreliert eine hohe CD44-Expression mit einer vermehrten Bildung
von Metastasen (Senbanjo und Chellaiah 2017). CD44 kommt ebenfalls eine Rolle in EMT
zu: Mesenchymale Marker wie TWIST1 (Li und Zhou 2011) und SLUG (Bhat-Nakshatri et
al. 2010) sind positiv mit vermehrter Expression von CD44 korreliert. AuBlerdem fordert
CD44 die EMT, indem es mesenchymale Marker herauf- und epitheliale Marker
herunterreguliert, so z. B. beim Pankreaskarzinom (Jiang et al. 2015). Eine hohe CD44-
Expression geht mit einer verminderten Expression von E-Cadherin und vermehrten
Expression von Vimentin und Stammzellmarkern einher (Fabregat et al. 2016). Klinische
Bedeutung gewinnt CD44 unter anderem dadurch, dass es die Widerstandsfahigkeit von
Krebszellen gegen Therapeutika erh6ht: CD44-positive/CD24-negative Krebsstammzellen
von Mammakarzinomen sprechen schlechter auf Chemotherapie, Radiotherapie oder
Hormontherapie an als CD44-negative, stirker differenzierte Krebszellen (Nicolini et al.
2011). CD44 ist ein vielversprechender prognostischer Marker fiir viele solide Tumoren wie
z. B. Brustkrebs (Brown et al. 2011). Es konnte gezeigt werden, dass die Expression des
Isotyps CD44v6 positiv mit dem Grad der Lymphknoten-Metastasierung bei Brustkrebs
korreliert (Wu et al. 2015). CD44 stellt sich dariiber hinaus als moglicher Angriffspunkt fiir
neue, molekulare Therapien dar. Der Abbau von CD44 von der Zelloberfliche von MCF-7
Brustkrebszellen durch einen monoklonalen Antikorper konnte die Zellmigration und
Invasion der Krebszellen signifikant senken (Uchino et al. 2010). Ein ,,Silencing® von CD44
in Blasenkarzinomzellen konnte die Angiogenese sowie die Migration und Invasion der
Tumorzellen vermindern (Yu et al. 2014). Eine Blockade von CD44 durch Antikorper in
Kombination mit Chemo- und Radiotherapiefiihrt bei einer Vielzahl von Tumoren zu einer

verlangsamten Tumorprogression mit geringerer Metastasierung (Thapa und Wilson 2016).
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1.2.3 Lysyloxidase

Lysyloxidase (Lox) und die zur gleichen Familie gehdrigen Lox-like-enzymes 1-4 (Loxl 1-
4) sind kupferabhéngige Aminooxidasen, die eine wichtige Rolle in der Vernetzung von
Kollagen und Elastin, Remodellierung der EZM und der Tumorprogression und
Metastasierung spielen (Mayorca-Guiliani und Erler 2013).Wéhrend das C-terminale Ende
sich zwischen den einzelnen Mitgliedern der Lox-Familie kaum unterscheidet, variiert das
N-terminale Ende stark: LoxI-1 verfiigt iber eine Prolin-reiche Sequenz; Loxl 2-4 beinhalten
Scavenger Receptor Cystein-reiche Doménen (Lucero und Kagan 2006). Die Rolle, die Lox
in der Remodellierung der EZM spielt, legt auch seine pathophysiologische Bedeutung nahe:
Es konnte gezeigt werden, dass eine hohe Expression von Lox mit der Fibrosierung
verschiedener menschlicher Gewebe einhergeht, so z. B. Leberfibrose, Adriamycin-
induzierte Nierenfibrose und Fibrosierung von Arterien (Méki 2009). LOX ist in der Lage,
Kollagenfibrillen zu vernetzen und in der EZM auszurichten, was einen direkten Einfluss
auf die Tumorgenese durch Alteration der EZM bewirken kann (Grossman et al. 2016). Ein
Mangel an Lox wirkt sich fatal auf die Entwicklung der bindegewebigen Strukturen des
Respirationstraktes, Kreislaufsystems und der Haut aus: Lox-defiziente Miuse zeigen
Defekte in der Vernetzung von Kollagen und Elastin, welche schon bei Geburt zum
Multiorganversagen und frithen Tod der Tiere fiihrten (Méki et al. 2005). Lox und LoxI-2
induzieren EMT und verstirken die Invasion von Tumorzellen (Cano et al. 2012). Auferdem
wird Lox durch den Hypoxie-induzierten Faktor 1 (HIF-1), der unter hypoxischen
Bedingungen, wie sie u. a. hdufig in Tumorgeweben vorherrschen, exprimiert wird, induziert
(Erler et al. 2006). Lox erhoht dann die Steifigkeit der EZM und bewirkt so einen Verlust
des epithelialen Phénotyps von Tumorzellen, welche daraufhin einen invasiven Phénotyp
zeigen und Metastasen bilden (Levental et al. 2009). Umgekehrt induziert Lox auch eine
erhohte Expression von HIF-1, was so eine gegenseitige Potenzierung des tumorigenen
Effektes bewirkt (Pez et al. 2011). Eine Inhibierung von LoxI-2 reduziert signifikant die
Anzahl an Tumorzellen, die durch die EZM migrieren (Brekhman und Neufeld 2009) und
bewirkt eine verminderte Aktivierung von Fibroblasten und Endothelzellen sowie eine
geringere Produktion von Wachstumsfaktoren und Zytokinen (Barry-Hamilton et al. 2010).
Durch Herunterregulation von Lox wird Kollagen vermindert vernetzt und so die
Tumorprogression verzogert (Gao et al. 2010). Es konnte gezeigt werden, dass eine
Inaktivierung von Lox die durch TGF-beta-1 gesteuerte EMT bei Brustkrebszellen

beeintrichtig, was eine Funktion von Lox als Mediator zwischen Mechanotransduktion und
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dem TGF-beta-Signalweg nahelegt (Taylor et al. 2011). Die Inhibition des TGF-beta-
Signalwegs durch Lox bewirkt iiber HTRA1 und Matrillin2 eine vermehrte Bindung von
EGFR an der Oberfldache von Tumorzellen und erzeugt so eine vermehrte Tumorproliferation
(Tang et al. 2017). Lox wird stirker in invasiven als in nicht-invasiven Brusttumoren
exprimiert (Kirschmann et al. 1999) und in Fernmetastasen von invasiven Brusttumoren ist
die Lox-Expression hoher als in den Primértumoren (Payne et al. 2005). Eine hohe
Expression von Lox bei hormonnegativen Mammakarzinomen korreliert mit einer
vermehrten ossdren Metastasierung (Cox et al. 2016). Eine hohe Expression von Lox kann
als ungiinstiger prognostischer Marker z. B. bei Patienten mit nicht-kleinzelligem
Lungenkrebs (Liu et al. 2014), Magenkarzinom nach kurativ intendierter Operation (Zhang
et al. 2013), Adenokarzinom der Lunge (Wilgus et al. 2011) und Plattenepithelkarzinom im
Kopf-Hals-Bereich (Le et al. 2009) gewertet werden.

1.2.4 Collagen Triple Helix Repeat Containing 1 (CTHRC1)

Collagen Triple Helix Repeat Containing 1 (CTHRC1) ist ein Protein, welches eine Rolle in
der Morphogenese, der Knochenbildung und dem Remodelling von GefdBlen spielt:
CTHRC1 wird beispielsweise in verletzen Arterien exprimiert und ist involviert beim
Remodelling der Adventitia, indem es Zellmigration induziert und die Kollagensynthese
durch Fibroblasten inhibiert (Pyagay et al. 2005). Es kommt in einer Vielzahl solider
Tumoren des Menschen vor und spielt eine Rolle in der Invasion von Tumorzellen und im
Prozess der Metastasierung (Tang et al. 2006). Vor allem in Pankreaskarzinomen wird
CTHRC1 stark exprimiert. Hier korreliert eine Uberexpression mit einer verstirkten
Invasion und Metastasierung, wéhrend ein ,,Silencing® von CTHRC1 die Ausbreitung der
Tumoren vermindert (Park et al. 2013). Ein Knockout von CTHRC1 in Glioblastomzellen
bewirkt eine verringerte Migration und Proliferation der Tumorzellen (Jiang et al. 2017).
Eine hohe Expression von CTHRCI1 in Pankreaskarzinomen korreliert mit einer frithen
Metastasierung und einer stark reduzierten Lebenserwartung bei Patienten mit CHTRCI1 -
positivem Bauchspeicheldriisenkrebs (Liu et al. 2016). Fiir Brustkrebs konnte gezeigt
werden, dass CTHRC1 im Vergleich zu gesundem Brustgewebe im Tumorgewebe stirker
exprimiert wird und das Risiko fiir Knochenmetastasen mit hoher Expression von CTHRC1
steigt (Kharaishvili et al. 2011). Die Induktion von CTHRCI erfolgt unter anderem tiber den
TGF-beta-Signalweg (Jiang et al. 2016). Dariiber hinaus gilt CTHRCI als prognostischer

Marker fiir einen schlechten Krankheitsverlauf bei Patienten mit gastrointestinalen
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Stromatumoren (Ma et al. 2014), nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinomen (Ke et al. 2014),

Kolonkarzinomen (Kim et al. 2014) und Magenkarzinomen (Gu et al. 2014).

1.3 Immundefiziente Nacktmduse mit transplantierten humanen
Karzinomzellen als in vivo Tumormodelle

Die Komplexitit, die die Interaktion von Tumorgeweben mit ihrer Umgebung birgt, kann
nicht allein durch in-vitro-Versuche abgebildet werden. Viele Einfliisse und Interaktionen
sind bis dato nicht hinreichend verstanden und nur ein in-vivo-Modell erlaubt es, die
Wechselwirkungen zwischen Tumor und EZM abzubilden. Ein solches Tiermodell sollte
dhnliche Bedingungen bieten, wie sie auch bei der Entstehung von Tumoren im Menschen
herrschen, um eine Ubertragung der Erkenntnisse auf klinische Zusammenhinge zu
ermoglichen. In der priklinischen onkologischen Forschung werden dazu unter anderem
NMRI-Foxnlnu/nu Nacktméiuse fiir in-vivo-Versuche genutzt. Das FOXN1-Gen spielt eine
entscheidende Rolle in der Entwicklung des Thymus als auch der Korperbehaarung dieser
Maiuse (Flanagan 1966). Ohne Thymus weisen diese Méuse eine Immuninsuffizienz auf.
Diese Immunschwiche kann genutzt werden, um den Maéausen humane Tumorzellen
orthotop, d. h. in das jeweilige Organ, dem der Primartumor entstammt (z. B. Zellen eines
humanen Brusttumors in die Brustdriise der Maus), zu transplantieren, ohne dass das

Immunsystem der Maus in der Lage wire, den Tumor zu bekdmpfen (Kubota 1994).

1.4 Optische Bildgebung mit Nahinfrarot-Fluoreszenz-gekoppelten
Antikorpern und ihre Rolle in der Tumordiagnostik und -therapie

In der préklinischen Forschung kann eine nicht-invasive Darstellung von Prozessen im
lebenden Organismus mithilfe von optischer Bildgebung mit Nahinfrarot-Fluoreszenz
erfolgen (Hilderbrand und Weissleder 2010). Geréte zur optischen Bildgebung messen dabei
die Emission von Photonen, die durch Fluoreszenz oder Biolumineszenz z. B. durch
Nabhinfrarot-Fluoreszenz-Proben (NIRF-Proben) emittiert werden (Miiller et al. 2013).
Dabei werden fluoreszierende Proben eingesetzt, welche Licht im Nahinfrarot-Bereich (650
— 900 nm) emittieren. In diesem Bereich ist sowohl die Autofluoreszenz des Gewebes als
auch die Fluoreszenz-Extinktion besonders gering, was ein deutlicheres Signal mit
minimaler Hintergrund-Interferenz erzeugt (Wiirth et al. 2011). Bei den fluoreszierenden

Proben handelt es sich u. a. um gegen bestimmte Epitope gerichtete Antikorper, die mit
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Fluorophoren konjugiert sind (Cheng und Cheng 2012). Diese NIRF-Proben sind sowohl in
der Lage, physiologische Prozesse als auch pathologische Prozesse, u. a. in der Tumorgenese
und -progression, darzustellen (Armentero et al. 2013). Beispielhaft sind sie in der Lage,
eine Verdanderung des pH-Werts (Fan et al. 2012), Hypoxie (Xu et al. 2013) sowie Apoptose
und Nekrose (Thakur et al. 2012) abzubilden. Potentielle klinische Anwendungsbereiche von
Nahinfrarot-Fluoreszenz-basierten Methoden sind die Diagnostik von Tumorerkrankungen,
die Verbesserung intraoperativer Bildgebung zur genaueren Resektion von Tumorgewebe
und die zielgerichtete Tumortherapie. Mit dieser Methode kann im Nahinfrarot-Spektrum
spezifisch zwischen Tumorgewebe und gesundem Gewebe unterschieden werden (Luo et al.
2011). Beispielsweise ist das Fluorophor Indocyaningriin in der Lage, Tumorzellen eines
hepatozelluldren Karzinoms (Morita et al. 2013) oder hepatischer Metastasen eines
kolorektalen Karzinoms (van der Vorst et al. 2012) von gesundem Lebergewebe
abzugrenzen, was eine genauere intraoperative Lokalisation der Tumormasse ermoglicht.
Dieses Prinzip hilft letztlich bei einer praziseren Resektion von Tumorgewebe mit exakter
gewdhlten Resektionsrandern und somit einer Minimierung des Risikos einer inkompletten
Resektion (Schaafsma et al. 2011), was wiederum das Risiko eines lokalen Rezidivs
vermindert (Pleijhuis et al. 2009). Die sogenannte die photodynamische Therapie (PTD)
sowie die photothermale Therapie (PTT) stellen =zielgerichtete antikorperbasierte
Therapieansdtze in Kombination mit Infrarot-Lasertechnik dar. Bei der PTD tragen die
spezifisch im Tumorgewebe akkumulierenden Antikorper sogenannte Photosensitizer, die
bei Bestrahlung mit (meistens) Infrarotlicht freie Radikale generieren, welche die
Tumorzellen schidigen (Yuan et al. 2013). Aullerdem sorgt eine so initiierte lokale
Inflammation ebenfalls fiir ein Absterben von Tumorgewebe (Qian et al. 2012). Bei der PTT
werden diese an tumorproteinspezifische Antikdrper gekoppelten Photosensitizer durch die
Bestrahlung mit Infrarotlicht so stark erhitzt, dass das Tumorgewebe lokal thermisch
geschidigt wird (Lai und Chen 2013). Bei der Chemotherapie von Krebserkrankungen stellt
die fehlende Selektivitit der Therapeutika, einhergehend mit systemischen
Nebenwirkungen, eine groBe Hiirde dar. Ein Ziel antikorperbasierter Therapie ist es,
Chemotherapie selektiv an das Tumorgewebe zu transportieren und somit die lokale
Wirksamkeit der Therapeutika zu erhohen, wihrend gleichzeitig die systemischen
Nebenwirkungen minimiert werden (Ganesh et al. 2013). Gegen spezifische Tumorproteine
gerichtete Antikorper konnten eine vielversprechende Funktion in Diagnostik (in
Kombination mit NIRF-Proben) und Therapie (u. a. in Kombination mit Chemo- oder

Radiotherapeutika) von Krebserkrankungen erfiillen. Das Potential gegen Tumorantigene
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gerichteter NIRF-Antikorper in der Diagnostik von Krebserkrankungen konnte bereits durch

zahlreiche Studien verdeutlicht werden, so z. B. bei Ovarialkarzinomen (Xu et al. 2012),

Plattenepithelkarzinomen der Haut (Day et al. 2013) und Brustkrebs (Gong et al. 2012).

1.5

Ziel der vorliegenden Arbeit

Ziel dieser Arbeit war demnach:

1. Den Expressionstatus der EZM-relevanten Proteine EpCAM, Lox und CTHRCI in

verschiedenen Karzinomen (Mamma und Pankreas) mit unterschiedlicher
Aggressivitidt und Invasionstendenz zu erheben, miteinander zu vergleichen und
Zusammenhdnge zwischen dem Verhalten maligner Zellen und dem

Expressionsstatus EZM-relevanter Proteine zu identifizieren.

. NIRF-Proben sowohol in vitro als auch in vivo zu evaluieren, indem verschiedene

Antikorper und Farbstoffkonjugate in vitro hinsichtlich ihrer spezifischen Bindung
an Karzinomzellen und in vivo in Bezug auf ihre Biodistribution im Tumormodell in

Nacktméusen verglichen wurden.

Die Anderungen im Expressionsverhalten des EZM-relevanten Proteins EpCAM in
Mammakarzinomzellen unter dem Einfluss von Chemotherapie in vitro zu
untersuchen, um Unterschiede im Expressionsstatus nach erfolgter Chemotherapie
zu identifizieren, welche Einfluss auf die Wirksamkeit einer potentiellen

begleitenden Antikorpertherapie haben konnten.

Das Invasionsverhalten von Mammakarzinomzellen in vitro unter dem Einfluss von
Chemotherapie anhand eines neuen dreidimensionalen Tumorzellsphédroid-Modells
zu erheben, um Aussagen iiber eine mogliche Anderung der Invasivitit von
Tumorzellen nach Chemotherapie treffen zu konnen, die mit konventionellen

zweidimensionalen Modellen in vitro nicht mdglich sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Im Folgenden werden alle verwendeten Gerdte, Utensilien, Chemikalien und deren

Hersteller aufgefiihrt.
2.1.1 Gerate
Geriit Hersteller Standort des Herstellers
Absorptionsfilter (Inhalationsnarkose) VetEquip Livermore, CA, USA
VaporGuard
Autoklav HST 32/25 Zirbus Burladingen, Deutschland
Blotting Chamber Criterion Vertical Bio-Rad Hercules, CA, USA
Electrophoresis Cell
Cytospin Shandon 4 Thermo Waltham, MA, USA
Fisher
Scientific
Elektrophorese E734 Consort Ottawa, Ontario, Kanada
Stromversorgung
Fluoreszenz-Imager ImageQuant LAS 4000 GE Chalfont St Giles,
mini Healthcare Vereinigtes Konigreich
Fluoreszenz-Mikroskop Leica DM1000 Leica Wetzlar, Deutschland
Formalin Dispenser Brand Wertheim, Deutschland
Gel Documentation BDA Digital Biometra Gottingen, Deutschland
Gelektrophorese-Kammer Compact M Biometra Gottingen, Deutschland
Horizontal
Inkubator BBD6220 Thermo Waltham, MA, USA
Fisher
Scientific
IVIS Spectrum IVISSPE PerkinElmer Waltham, MA, USA
Kamera AxioCam Erc 5s Carl Zeiss AG Oberkochen, Deutschland
(Mikroskop Zellkultur)
Kamera Leica DC 100 Leica Wetzlar, Deutschland
(Mikroskop Labor)
Kamera Leica DFC 350 FX Leica Wetzlar, Deutschland
(Fluoreszenzmikroskop)
Kleintierwaage CP4235 Sartorius Gottingen, Deutschland
Kryostat CM 1950 Leica Wetzlar, Deutschland
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Laborschiittler Rocky Schiitt Gottingen, Deutschland
Labortechnik
Magnetriihrer RH Basic IKA Staufen, Deutschland
Labortechnik
Microm HM340E Thermo Waltham, MA, USA
Fisher
Scientific
Mikroskop (Labor) Axioskop 2 Carl Zeiss AG Oberkochen, Deutschland
Mikroskop (Zellkultur) Zeiss Primo Vert Carl Zeiss AG Oberkochen, Deutschland
Multipette plus Eppendorf Hamburg, Deutschland
Narkose-Einheit XGI-8 Gas-Anaesthesia PerkinElmer Waltham, MA, USA
System
Optix MX2 GE Chalfont St Giles,
Healthcare Vereinigtes Konigreich
Photometer Tristar LB 941 Berthold Giitersloh, Deutschland
Technologies
Pipetus Hirschmann  Eberstadt, Deutschland
Reinstwassersystem Milli-Q Direct Merck Darmstadt, Deutschland
Millipore
Schiittelwasserbad GFL 1083 GFL Burgwedel, Deutschland
Gesellschaft
fiir
Labortechnik
GmbH
Spectrophotometer NanoDrop ND-1000 Thermo Waltham, MA, USA
Fisher
Scientific
SterilGARD Hood Class 2 Type A/B3 The Baker Sanford, ME, USA
Company,
Inc.
Thermocycler T3000 Biometra Gottingen, Deutschland
Wirmeplatte OTS 40 Medite Burgdorf, Deutschland
Zentrifuge Heraeus Multifuge Thermo Waltham, MA, USA
Zihlkammer Neubauer-Kammer LO - Lancing, Vereinigtes
Laboroptik ~ Konigreich
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Augensalbe Bepanthen Bayer AG  Leverkusen, Deutschland
Blotting Marker Glow Writer Diversified West Chester, PA, USA
Biotech
Facs-Tubes (5ml) Sarstedt Niimbrecht, Deutschland
Flexiperms Sarstedt Niimbrecht, Deutschland
Isofluran Forene B506 AbbVie Ludwigshafen, Deutschland
Kaniilen Sterican 0,45 x 12 mm Braun Kronberg im Taunus,
Deutschland
KryoTube Vials (1,5 ml) Thermo Waltham, MA, USA
Fisher
Scientific
Mikroreaktionsgefa3e (0,5; 1,5; 2 ml) Eppendorf Hamburg, Deutschland
Mikrotiterplatten Falcon Corning Omnilab Bremen, Deutschland
Multipettenspitzen, steril (1;5 ml) Eppendorf Hamburg, Deutschland
Mundschutz Farstar Barsbiittel, Deutschland
Medical
Nitrozellulose Amersham Protran Blotting GE Chalfont St Giles, Vereinigtes
Membran Healtcare = Konigreich
Objekttrager Superfrost Plus Thermo Waltham, MA, USA
Fisher
Scientific
Pipetten Eppendorf Hamburg, Deutschland
(0,5-10u1,10-100pl1, 100-1000pu1)
Pipettenspitzen SafeSeal SurPhob Biozym Wien, Osterreich
Pipetten, serologisch (5;10;25;50 ml) Sarstedt Niimbrecht, Deutschland
Zellkulturflaschen (25; 75; 175 ml) Sarstedt Niimbrecht, Deutschland
2.1.3 Chemikalien
3-Amino-9-Ethylcarbazol Sigma- St. Louis, MO, USA
Aldrich
5-Fluoruracil Medac Wedel, Deutschland
Aceton Th. Geyer  Renningen, Deutschland
Acrylamid/Bisacrylamid 30% AppliChem Darmstadt, Deutschland
Agarose peqlab Erlangen, Deutschland
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Ammoniumpersulfat Sigma- St. Louis, MO, USA
Aldrich
Antikorper-Diluent Dako Hamburg, Deutschland
Aquatex Merck Darmstadt, Deutschland
Beta-Mercaptoethanol Sigma- St. Louis, MO, USA
Aldrich
Bromphenolblau Sigma- St. Louis, MO, USA
Aldrich
Coomassie Brillant Blue Bio-Rad Hercules, CA, USA
Cyclophosphamid Endoxan Baxter, IL, USA
Dapi Sigma- St. Louis, MO, USA
Aldrich
Depex Mounting Medium Sigma- St. Louis, MO, USA
Aldrich
Doxorubicin CellPharma Hannover, Deutschland
DMSO Sigma- St. Louis, MO, USA
Aldrich
EDTA Sigma- St. Louis, MO, USA
Aldrich
Eosin Merck Darmstadt, Deutschland
Ethanol Merck Darmstadt, Deutschland
FBS Life Tech- Carlsbad, CA, USA
nologies
Gel Red Nucleic Acid Biotium Hayward, CA, USA
Glutamin Merck Darmstadt, Deutschland
Glycerin Merck Darmstadt, Deutschland
Glycin AppliChem Darmstadt, Deutschland
Héamalaun Merck Darmstadt, Deutschland
Insulin Thermo Waltham, MA, USA
Fisher
Scientific
Isopropanol Merck Darmstadt, Deutschland
Kodan Tinktur Forte Schiilke & Noderstedt, Deutschland
Mayr
GmbH
Luminata Forte HRP Merck Darmstadt, Deutschland
Lysepuffer NP40 Thermo Waltham, MA, USA
Fisher
Scientific
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Meliseptol Braun Kronberg im Taunus,
Deutschland

Metamizol Zentiva Frankfurt, Deutschland

Methanol Merck Darmstadt, Deutschland

Milchpulver Merck Darmstadt, Deutschland

Mowiol Merck Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid Carl Roth  Karlsruhe, Deutschland

Natronlauge Merck Darmstadt, Deutschland

Paraftin Stisse Guxhagen, Deutschland

PBS Thermo Waltham, MA, USA
Fisher
Scientific

Phosphatase-Inhibitor Sigma- St. Louis, MO, USA
Aldrich

Ponceau-S Sigma- St. Louis, MO, USA
Aldrich

Protease-Inhibitor Roche Basel, Schweiz

Re-Blot Plus Mild Merck Darmstadt, Deutschland

Salzsdure Merck Darmstadt, Deutschland

Sea Block Dako Hamburg, Deutschland

SDS AppliChem Darmstadt, Deutschland

Target Retrieval Solution (pH6; pH9) Dako Hamburg, Deutschland

Temed Sigma- St. Louis, MO, USA
Aldrich

Tris Carl Roth  Karlsruhe, Deutschland

Tween 20 AppliChem Darmstadt, Deutschland

Wasserstoffperoxid Sigma- St. Louis, MO, USA
Aldrich

Xylol Merck Darmstadt, Deutschland

2.1.4 Kits

BCA-Test Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA

Proliferations-Assay

Cell Titer AQueous One 96

Promega,
Mannheim, Deutschland

RNA-Extraktion

RNeasy Micro Kit

Qiagen,
Venlo, Niederlande
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RT-PCR-Kit OneStep RT-PCR Qiagen,
Venlo, Niederlande
Sphéroid-Assay Cultrex 96 Well 3D BME Trevigen,
Cell Invasion Assay Gaithersburg, MD, USA

2.1.5 Langenstandards

DNA 1 kb DNA-Leiter Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland
Protein Rainbow Marker GE Healtcare,
Chalfont St Giles, Vereinigtes
Konigreich
Magic Marker Thermo Fisher Scientific,

2.1.6 Software

Waltham, MA, USA

Software Anwendungsgebiet
Adobe Photoshop C2 Bildbearbeitung
Adobe, Mountain View, CA, USA

BioDocAnalyze Gel-Dokumentation
Analytik-Jena, Jena, Deutschland

Image J Bildanalyse
National Institute of Health, Bethesda, MD,

USA

Leica Application Suite Advanced Bilddokumentation

Fluorescence
Leica, Wetzlar, Deutschland

(Fluoreszenzmikroskopie)

Optiview Optix MX2 Auswertung

GE Healthcare, Chalfont St Giles, Vereinigtes

Koénigreich

Microsoft Excel 2007 Statistik

Microsoft, Redmond, WA, USA

Mikrowin 2000 Photometer-Anwendungssoftware

Mikrotek Laborsysteme, Overath,
Deutschland

Prism 6
GraphPad, La Jolla, CA, USA

Statistik

Zen 2012 (blue edition)

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

Bilddokumentation (Zellkultur)
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2.1.7 Primarantikorper

Antikorper Eigenschaften Quelle
Anti-CD44-Cy5.5 Maus, monoklonoal Miltenyi Biotec
Bergisch Gladbach,
Deutschland
Anti-CD44-Vio680 Maus, monoklonal Miltenyi Biotec
Bergisch Gladbach,
Deutschland
Anti-CTHRCI1 (ungekoppelt) Kaninchen, polyklonal Abcam,
Milton, Vereinigtes
Konigreich
Anti-EpCAM (ungekoppelt) Maus Isotyp IgG1, Klon Miltenyi Biotec
HEA-125, monoklonal Bergisch Gladbach,
Deutschland
Anti-EpCAM (ungekoppelt) Maus Isotyp IgG1, Klon 323- Abcam,
A3, monoklonal Milton, Vereinigtes
Konigreich
Anti-EpCAM-Cy5.5 Maus Isotyp IgG1, Klon Miltenyi Biotec
HEA-125, monoklonal Bergisch Gladbach,
Deutschland
Anti-EpCAM-Vio680 Maus Isotyp IgG1, Klon Miltenyi Biotec
HEA-125, monoklonal Bergisch Gladbach,
Deutschland
Anti-Lox (ungekoppelt) Maus, monoklonal Miltenyi Biotec
Bergisch Gladbach,
Deutschland
Anti-Lox (ungekoppelt) Maus Isotyp 1gG2, Santa Cruz,
monoklonal Dallas, TX, USA
Anti-Lox-Cy5.5 Maus, monoklonal Miltenyi Biotec
Bergisch Gladbach,
Deutschland
Anti-Vimentin Maus, monoklonal, Klon 3B4 Dako,
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2.1.8 Sekundarantikorper

Antikorper Eigenschaften Quelle
Goat-anti-Mouse HRPO-konjugiert Bio-Rad
Hercules, CA, USA
Goat-anti-Rabbit HRPO-konjugiert Nichirei,
Tokio, Japan
Protein-G AlexaFluor-488-konjugiert LifeTechnologies,
Darmstadt, Deutschland
Rabbit-anti-Rat HRPO-konjugiert, polyklonal Dako

Hamburg, Deutschland

2.1.9 Verwendete Zelllinien

Mammakarzinome:

SkBr3:
Zellen eines humanen invasiv duktalen Karzinoms mit epithelialer Morphologie, die in
immundefizienten Méusen in der Lage sind, undifferenzierte Tumore zu erzeugen mit gering

invasivem Wachstum. Die Zellen entstammen einem malignen Pleuraerguss, p53-mutiert.

T47D
Zellen eines humanen invasiv duktalen Karzinoms mit epithelialer Morphologie, die in
immundefizienten Maiusen undifferenzierte Tumore erzeugen mit gering invasivem

Wachstum. Die Zellen entstammen einem malignen Pleuraerguss, pS3-mutiert.

MCEF-7
Zellen eines humanen invasiv duktalen Karzinoms mit epithelialer Morphologie, die in
immundefizienten Maiusen undifferenzierte Tumore erzeugen mit médlBig invasivem

Wachstum. Die Zellen entstammen einem malignen Pleuraerguss, p53-Wildtyp.

MDA-MB-231
Zellen eines humanen invasiv duktalen Karzinoms mit epithelialer Morphologie, die in
immundefizienten Maiusen undifferenzierte Tumore erzeugen mit stark invasivem

Wachstum. Die Zellen entstammen einem malignen Pleuraerguss, p53-mutiert.
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BT474
Zellen eines humanen invasiv duktalen Karzinoms mit epithelialer Morphologie, die in
immundefizienten Maiusen undifferenzierte Tumore erzeugen mit wenig invasivem

Wachstum. Die Zellen entstammen einem Primértumor, pS3-mutiert.

Pankreaskarzinome:

BxPC-3
Zellen eines humanen muzinbildenden Adenokarzinom des Pankreas mit epithelialer
Morphologie, die in immundefizienten Méausen undifferenzierte Tumore erzeugen mit mafig

invasivem Wachstum. Die Zellen entstammen einem Primértumor.

Aspcl

Zellen eines humanen Adenokarzinom des Pankreas, die aus malignem Aszites gewonnen
wurden und in immundefizienten Mausen undifferenzierte Tumoren erzeugen mit invasivem
Wachstum. Die Zellen sind in der Lage, unter anderem CEA (karzinoembryonales Antigen)

und Muzin zu bilden.

Capan-1
Zellen eines humanen Adenokarzinoms des Pankreas, die aus einer Lebermetastase
gewonnen wurden und in immundefizienten Médusen undifferenzierte Tumore erzeugen mit

mifBig invasivem Wachstum. Die Zellen sind in der Lage, Muzin zu bilden.

PancTu-I-CBRL

Zellen eines humanen Adenokarzinoms des Pankreas. Die Zellen wurden mit Click Beetle
Red Luciferase (CBRL), einem Luciferin-spaltenden Enzym, transfiziert, mit dem
beispielsweise Glithwiirmchen Biolumineszenz erzeugen. Dies dient der spezifischen

Darstellung von Tumorzellen mit Biolumineszenz-Detektoren wie dem IVIS.

Alle Zellen wurden erworben von American Type Culture Collection (ATCC), Manassas,
VA, USA. Fiir vergleichende histologische Schnitte der Pankreaskarzinome wurden
ebenfalls Tumoren der Zelllinien Capan-1 und Pancl (Quelle ebenfalls ATCC) verwendet.
Diese Proben wurden mit freundlicher Genehmigung von Mara Saccomano (AG Alves, MPI

fiir experimentelle Medizin, Gottingen) bereitgestellt.
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2.1.10 Medien fiir die Zellkultur

Die fiir die Kultivierung eukaryotischer Zellen verwendeten Medien wurden kauflich
erworben (s.u.) und vor Gebrauch je nach entsprechender Zelllinie mit FBS, Glutamin
und/oder Insulin versetzt. Den Medien wurden keine Antibiotika hinzugesetzt, um das
Verhalten der Tumorzellen nicht zu beeinflussen. Folgende Medien wurden fiir die

Kultivierung verwendet:

Bezeichnung Zusammensetzung Zelllinie
DME-Vollmedium 10% FBS in DME- MCEF-7
(Lonza, Basel, Schweiz) Vollmedium MDA-MB-231

1% L-Glutamin

RPMI 10% FBS in RPMI Aspcl
(Thermo Fisher Scientific 1% L-Glutamin BxPC-3
Waltham, MA, USA) PancTu-I-CBRL
15% FBS in RPMI SKBR3
1% L-Glutamin T47D
5 mg bovines Insulin (0.2
U/ml)
20% FBS in RPMI BT474

1% L-Glutamin
5 mg bovines Insulin (0.2
U/ml)
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2.2 Methoden

2.2.1 Arbeiten mit eukaryotischen Zellen

2.2.1.1 Kultivierung adhdrent wachsender Zellen

Die Kultivierung der Mamma- und Pankreastumor-Zelllinien erfolgte im Brutschrank unter
standardisierten Bedingungen bei 37 °C, 5% COz und 95% relativer Luftfeuchtigkeit. Alle
Arbeiten an den Zellen wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilwerkbank mit
sterilem Material durchgefiihrt. Die Zellen wurden als Monolayer-Kulturen in sterilen
Kulturflaschen kultiviert und mit entsprechendem Medium und den entsprechenden
Zusétzen gendhrt. In Abhéngigkeit von der Zell-spezifischen individuellen Teilungsrate
wurden die Zellen etwa 1-2 Mal pro Woche bei etwa 75-90% Konfluenz passagiert und,
ebenfalls in Abhédngigkeit von der Teilungsrate, im Verhéltnis 1:8 (schnelle Teilungsrate),
1:4 (mittlere Teilungsrate) und 1:2 (langsame Teilungsrate) umgesetzt. Um die Zellen zu
passagieren, wurde zundchst einmalig mit PBS (phosphate-buffered saline) gewaschen, und
anschlieBend wurden die Zellen mit einer 1% EDTA (Ethylendiamin-tetra-Acetat) in PBS-
Losung fiir 10 Minuten im Brutschrank inkubiert. Das Ablosen der Zellen wurde unter dem
Mikroskop gepriift und letzte adhdrente Zellverbidnde durch Klopfen geldst. Die Zelllosung
wurde mit entsprechendem Medium auf 10 ml aufgefiillt und in 15 ml Falcons tiberfiihrt, die
bei 800 x g und 19°C fiir 5 Minuten zentrifugiert wurden. AnschlieBend wurde der Uberstand
bis auf das Zellpellett abgesaugt, die Zellen wurden resuspendiert und im gewiinschten

Verhéltnis in neue Kulturflaschen umgesetzt.

2.2.1.2 Kryokonservierung von Zellen

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryovals auf Eis zur Zellkultur transportiert und
anschlieBend im Schiittelwasserbad bei 37 °C schnell aufgetaut, um die Zellen nicht langer
als notig dem Einfriermedium (10% DMSO in FBS) auszusetzen. Die Zellsuspension wurde
mit 10 ml des entsprechenden Mediums aufgenommen, mit 800 x g bei 19 °C fiir 5 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand bis auf das Pellett abgesaugt. Die Zellen wurden im
gewiinschten Volumen des entsprechenden Mediums aufgenommen und in Kulturflaschen
tiberfiihrt. Zellen mit niedriger Passagezahl (maximal vierte Passage) wurden nach
Kultivierung wieder eingefroren. Dazu wurde das Medium vollstindig abgesaugt, die
Flasche mit PBS gespiilt und die Zellen mit 1% EDTA in PBS bei 37 °C fiir 10 Minuten im

Brutschrank inkubiert, um sie abzulosen. AnschlieBend wurde das Volumen mit Medium auf
23



2 Material und Methoden

10 ml aufgefiillt und die Suspension bei 800 x g und 4 °C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt, das Pellett mit 1,5 ml Einfriermedium resuspendiert, in
Kryovals iiberfiihrt und in einem Isopropan-isolierten Behélter auf -80 °C gekiihlt und dann
kurzfristig bei — 80 °C oder langfristig bei — 150 °C gelagert.

2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit einer Neubauer-Zéhlkammer. Zwischen
Zahlkammer und einem Deckglas befindet sich ein definiertes Volumen einer
Zellsuspension, mit dem die Gesamtzellzahl errechnet werden kann. Zunédchst wurde das
Medium aus den Kulturflaschen abgesaugt, die Zellen einmalig mit PBS gespiilt und
anschlieBen mit 1% EDTA in PBS bei 37 °C fiir 10 Minuten im Brutschrank abgelost. Die
Zellsuspension wurde mit entsprechendem Medium auf ein Volumen von 10 ml aufgefiillt
und sofort wurde mit einer Pipette ein definiertes Volumen entnommen und zwischen
Deckglas und Zahlkammer gegeben. Die Kammer besteht aus neun Quadraten, die jeweils
1 mm? groB} sind. Bei einer Tiefe von 0,1 mm ergibt sich so ein Volumen von 0,1 ul. Die
Quadrate in den Ecken der Kammer beinhalten jeweils 16 kleinere Quadrate zum Zéhlen der
Zellen. Es wurde dabei besonders darauf geachtet, dass Zellen, die sich auf den Linien
zwischen den kleinen Quadraten befinden, nicht doppelt gezdhlt wurden. Um das zu
gewihrleisten, wurden pro Quadrat nur die Linien links und unten vom Betrachter aus mit
in die Zdhlung einbezogen. Alle vier Eckquadrate wurden ausgezihlt und die Gesamtzahl
durch vier dividiert, um ein moglichst valides Zéhlergebnis zu erhalten. AnschlieBend wurde

die Zahl mit 104 multipliziert, um die Zellzahl pro ml zu ermitteln.

2.2.1.4 Erstellung von Trockenpelletts in Zellkultur (fiir Protein- und RNA-
Extraktion)

Das Medium wurde vollstindig abgesaugt, die Kulturflasche mit PBS gespiilt und die Zellen
mit 1% EDTA in PBS bei 37 °C fiir 10 Minuten im Brutschrank inkubiert, um sie abzuldsen.
Die Suspension wurde mit PBS auf 10 ml aufgefiillt und bei 800 x g und 4 °C fiir 5 Minuten
zentrifugiert. Die folgenden Arbeiten erfolgten auf Eis. Der Uberstand wurde vollstindig bis

auf das Pellett abgesaugt und die Pelletts in Eppendorf Cups bei — 80 °C gelagert.
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2.2.1.5 Praparation von Zellen fiir tierexperimentelle Arbeiten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden humane Mamma- und Pankreaskarzinomzellen orthotop
oder subkutan in immundefiziente Nacktmiuse implantiert. Die zur Implantation
vorgesehenen Zellen wurden, wie unter 2.2.1.1 beschrieben, kultiviert und einen Tag vor
Implantation verdiinnt ausgesit, um ein exponentielles Wachstum bei Implantation zu
gewihrleisten. Am Tag der Implantation wurden die Zellen, wie bereits beschrieben, mit 1%
EDTA in PBS abgelost und die Zellzahl, wie unter 2.2.1.3 beschrieben, bestimmt. Die
erforderliche Zellzahl wurde resuspendiert und in sterile Eppendorf-Reaktionsgefife
tiberfiihrt, bei 800 x g und 19 °C fiir 5 Minuten zentrifugiert, und der Uberstand wurde bis
auf das Pellett entfernt. Die Zellen wurden in einem definierten Volumen von sterilem PBS

aufgenommen und innerhalb von 30 Minuten mittels Injektion implantiert.

2.2.1.6 Aussahen von Zellen auf Objekttriger mittels Flexiperms

Die Flexiperms wurden jeweils 15 Minuten in zundchst 70% Ethanol,100% Ethanol und
zuletzt destilliertem Wasser sterilisiert. Das Medium wurde vollstdndig abgesaugt und die
Kulturflaschen einmalig mit PBS gespiilt. Die Zellen wurden mit 1% EDTA in PBS bei 37
°C fiir 10 Minuten im Brutschrank abgeldst, mit entsprechendem Medium auf 10ml Volumen
aufgefiillt, und wie unter 2.2.1.3 beschrieben, gezidhlt. AnschlieBend wurde bei 800 x g und
19 °C fiir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand bis auf das Pellett abgesaugt. Die Zellen
wurden mit einem definierten Volumen resuspendiert, sodass 10”6 Zellen pro ml Suspension
vorlagen. Die Objekttrager wurden in sterilen Petrischalen platziert, und die sterilen
Flexiperms wurden durch Druck mit einer Pinzette luftdicht auf den Objekttragern platziert.
Sowohl die Petrischale als auch die Objekttrager wurden mit Zellart und Zellzahl sowie den
fiir etwaige Farbungen (siehe 2.2.1.7) verwendeten NIRF-Proben beschriftet. Pro Kammer
der Flexiperms wurden 250 pl Medium fiir die entsprechenden Zellen vorgelegt. Es wurden
pro Kammer 10"5 Zellen (entspricht 100 ul der Zellsuspension) ausgesit. Der gesamte
Ansatz wurde iiber Nacht bei 37 °C im Brutschrank gelagert, um ein Anhaften der Zellen
auf den Objekttrigern zu gewdhrleisten. Fiir jedes Experiment wurde ein Schema
angefertigt, in dem eingesehen werden konnte, in welcher Kammer sich welche Zellen bzw.

welche NIRF-Proben befanden.
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2.2.1.7 Farbung der in Flexiperms ausgesahten Zellen mittels Fluorophor-
gekoppelter Antikorper

Die mittels Flexiperms auf Objekttragern ausgesdhten und adhédrent angewachsenen Zellen
(siche 2.2.1.6) wurden mit NIRF-Proben angefarbt. Nach einem vorher definierten Schema
wurden die Kammern der Flexiperms in Gruppen eingeteilt. Diese bestanden aus den NIRF-
Proben, einer Kontrollgruppe, der nur Medium und keinerlei Antikdrper zugesetzt wurde
und einer Kontrollgruppe, der 1gG-Vio747 zugesetzt wurde, um etwaige unspezifische
Bindungen zu erkennen. Die Arbeit mit NIRF-Proben erfolgte stets verdunkelt. Dazu wurde
zundchst das Medium vollstindig aus den Kammern der Flexiperms abgesaugt. Um nicht
versehentlich die Zellen mit zu entfernen, wurden die Objekttriger leicht gekippt und die
Glaspipette zum Absaugen in den untersten Rand der Kammer gehalten, ohne mit ihr den
Boden zu beriihren. Die NIRF-Proben wurden auf 5 pg/ml in Medium verdiinnt und zu den
entsprechenden Gruppen gegeben. Der Ansatz wurde fiir eine Stunde bei 37 °C im
Brutschrank inkubiert. Darauthin wurde das Medium vollstindig abgesaugt und die
Kammern wurden dreimalig mit PBS gewaschen. Die Flexiperms wurden vorsichtig mit
einer Pinzette von den Objekttrigern gelost. Die Objekttriger wurden mit
100ul/Objekttrager Mowiol, welches mit 2 mg/ml DAPI (1,6ul Dapi/ml Mowiol) versetzt
wurde, eingedeckelt. Luftblasen zwischen Objekttriger und Deckglas wurden durch
vorsichtiges Driicken mit einer Pinzette entfernt. Die Objekttrager wurden bei 4 °C und
verdunkelt gelagert. Die optische Begutachtung der Farbung erfolgte mit dem Leica
DM1000 Fluoreszenzmikroskop. Fotografisch festgehalten wurden die Ergebnisse mit der
aufmontierten Leica DFC 350 FX Kamera. Die Arbeit erfolgte stets verdunkelt. Der
Farbstoff DAPI, der zum Anfirben der Zellkerne genutzt wurde, besitzt ein
Emissionssmaximum bei kurzer Wellenldnge (461 nm, blau). Das ermdglicht eine
gleichzeitige Farbung mit Fluoreszenzfarbstoffen, die im langwelligen Bereich emittieren,
ohne dass es zu Signaliiberschneidungen kommt. Eingesetzt wurden hierfiir Cy5.5- und
Vio680-gekoppelte Antikorper. Um Hintergrundrauschen zu eliminieren, wurde fiir Dapi ein
Schwellenwert BG (background) 100 und fiir alle anderen Farbstoffe ein Schwellenwert BG
250 festgesetzt. Generell wurde darauf geachtet, das Signal so rein wie mdglich zu belassen,
jedoch musste, abhingig von der Stirke des Signals, in gewissem Malle mit
Signalverstirkung (Binning und Gain) gearbeitet werden. Binning fasst mehrere signalarme
Bildpunkte zu einem signalstérkeren Pixel zusammen. Dadurch &ndert sich die Aufldsung
des Bildes und die durch Binning optimierte Sequenz erscheint unschirfer. Gain verstéirkt

das Signal, indem die Sensitivitdt der optischen Detektoren erhéht wird. Die Bildqualitét
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wird dadurch im Normalfall nicht beeintrachtigt. Es wurde besonders darauf geachtet, fiir
alle Proben einer Versuchsreihe die gleichen Einstellungen (Background, Gain, Binning,
Belichtungszeit) zu wéhlen, um eine optimale Vergleichbarkeit der Proben untereinander zu
gewihrleisten. Bei allen in dieser Arbeit gezeigten Bildern, die mit dieser Technik

aufgenommen wurden, werden jeweils diese Einstellungen angegeben.

2.2.1.8 Tumorzell-Proliferationsassay (2-dimensional) mit Promega Cell Titer
Aqueous One 96 unter Einfluss von Chemotherapie nach CAF-Schema

Fiir die Bestimmung des Proliferationsverhaltens der Tumorzellen unter Einfluss von
Chemotherapie wurden drei geeignete Zelllinien ausgewéhlt: MDA-MB-231, MCF-7 und
BT474 (alle Zelllinien entstammen Mammakarzinomen). Die Wahl fiel auf exakt diese drei
Zelllinien, da es sich bei MDA-MB-231 um eine schnell und invasiv wachsende, bei MCF-
7 um eine wenig invasive und bei BT474 um eine nicht-invasive Zelllinie handelt und so
Unterschiede im Verhalten der Mammakarzinomzellen unter Chemotherapie antizipiert
werden konnten. Innerhalb jeder Zelllinie wurden Wells Gruppen zugeteilt. Eine Gruppe
erhielt keinerlei Chemotherapie und wurde als Kontrolle verwendet. Eine Gruppe erhielt
iiber 72 Stunden, eine iiber 48 Stunden und eine liber 24 Stunden Chemotherapie. Die
Chemotherapie bestand aus Cyclophosphamid (2 pg/Well), Adriamycin (0,2 pg/Well) und
5-Fluoruracil (1 pg/Well). Die Zellen wurden am ersten Tag des Experiments in eine flat-
bottom-96-Well-Mikrotiterplatte ausgesit. Dazu wurde das Medium vollstindig abgesaugt,
die Zellen einmalig mit PBS gewaschen und anschliefend mit 1% EDTA in PBS bei 37 °C
fiir 10 Minuten im Brutschrank abgelost. Die Zellsuspension wurde mit Medium auf ein
Volumen von 10 ml aufgefiillt und die Zellen wurden gezéhlt. Die Zielzellzahl pro Well
wurde auf 10000 Zellen festgelegt. Pro Well der Mikrotiterplatte wurden 250 pl des
entsprechenden Mediums vorgelegt und die 10000 Zellen ausgesét. Die Zellen wurden iiber
Nacht bei 37 °C im Brutschrank gelagert, um adhérent an den Boden der Mikrotiterplatte
anwachsen zu konnen. Am zweiten Tag erhielt die 72-Stunden-Gruppe die Chemotherapie
gemil CAF-Schema. Am dritten Tag wurde ein Mediumwechsel in allen Wells
durchgefiihrt, die keine Chemotherapie erhalten hatten (d. h. Kontrolle, 48-Stunden-Gruppe
und 24-Stunden-Gruppe, nicht die 72-Stunden-Gruppe). Anschlieend erhielt die 48-
Stunden-Gruppe die Chemotherapie, und am vierten Tag erhielt letztlich die 24-Stunden-
Gruppe die Chemotherapie. Am fiinften Tag konnte die Proliferationsaktivitét aller Zellen in
allen Wells gleichzeitig bestimmt werden. Dazu wurde das Proliferationsassay Cell Titer

Aqueous One 96 von Promega verwendet. Das Kit misst die Proliferationsaktivitit lebender
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Zellen durch Reduktion von [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-
(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] (MTS) zu einem chromogenen Formazan. Das Medium mit
Chemotherapie und das Medium der Kontrollgruppe wurde vollstindig abgesaugt und durch
100 ul/Well frisches Medium ersetzt. 20 ul des Cell Titer Aqueous One 96 Reagenz wurden
pro Well hinzugesetzt. Dabei wurde stets verdunkelt gearbeitet, um ein vorzeitiges
Ausbleichen des Farbstoffs zu verhindern. Die Mikrotiterplatte wurde fiir 2 Stunden bei 37
°C im Brutschrank mit dem Cell Titer Aqueous One 96 Reagenz inkubiert, und anschlieBend
wurde die Extinktion in einem Photometer bei 490 nm bestimmt, um Riickschlusse auf das
Proliferationsverhalten der Zellen zu erhalten. Die Daten wurden statistisch mit GraphPad

Prism 6 ausgewertet.

2.2.1.9 Praparation von Zellen fiir die Lichtmikroskopie mittels Cytospin

Zellen des zuvor beschriebenen Tumorzell-Proliferationsassay, die nicht mit dem Promega
Cell Titer Aqueous One 96 untersucht wurden, wurden mithilfe der Cytospin-Technik auf
Objektrager transferriert, um in einem Folgeversuch mit Antikorpern gefiarbt zu werden.
Dazu wurde den Zellen 20 pl/Well 1% EDTA in PBS hinzugefiigt und fiir 10 Minuten bei
37 °C im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden jeweils 50 pl PBS in die Wells
gegeben und die Zellen in sterile Eppendorf-Mikroreaktionsgefdf3e liberfiihrt. Dabei wurde
pro Well ein Eppendorf-Mikroreaktionsgefd3 verwendet. Diese wurden bei 800 x g und 19
°C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Da die Zellen sedimentiert am Boden der Gefdf3e vorlagen,
konnte der Uberstand vorsichtig dekantiert werden. Die Zellen wurden mit 100 ul PBS
resuspendiert.

Die Cytospins erfolgten mit der Shandon 4 Cytospin Zentrifuge. Dazu wurden Objekttrager
mit dem Namen der Zelllinie und ihrer Zugehorigkeit zu einer vorher festgelegten
Untergruppe beschriftet. Die Objekttrager wurden in die Metall-Halterungen eingefasst,
sodass die Beschriftung nach auBen, also von der Klammer weg, zeigte. Uber den
Objektragern wurde jeweils ein Filterpapier platziert. Dartiber wurde letztlich der Trichter
platziert und die Klammer der Halterung fest verschlossen. Es wurde besonders darauf
geachtet, dass alle Einzelteile deckungsgleich am unteren Ende der Halterung lagen, sodass
die Zellsuspension nicht auslaufen konnte. Die Halterungen wurden in der Zentrifuge
platziert, sodass die Trichter nach oben zeigten und mit der Zellsuspension aus den
Eppendorf-MikroreaktionsgefdBen befiillt werden konnten. Es wurde bei 800 x g und
Raumtemperatur fiir 5 Minuten zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Objekttrager aus den
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Halterungen entfernt und iiber Nacht bei Raumtemperatur luftgetrocknet. Am néchsten Tag
wurden die Zellen auf den Objekttragern mit — 20 °C kaltem Aceton fiir 10 Minuten fixiert.

Die Objekttrager wurden bis zur Verwendung in Folgeversuchen bei — 20 °C gelagert.

2.2.1.10 Tumorzell-Invasionsassay (3-dimensional) mit Cultrex 96 Well Spheroid
BME Cell Invasion Assay unter Einfluss von Chemotherapie nach CAF-Schema

Es wurde das Cultrex 96 Well Spheroid BME Cell Invasion Assay verwendet. Das Kit enthélt
eine round-bottom-96-Well-Mikrotiterplatte, ein Reagenz zur Formation von Zell-
Sphéroiden (10x Spheroid Formation ECM) und eine Invasionsmatrix. Das Kit wurde bis
zur Verwendung bei — 80 °C gelagert. Zunichst werden Zellen in der Spheroid Formation
ECM in der 96-Well-Mikrotiterplatte ausgeséht. AnschlieBend formieren sich die Zellen zu
einem dreidimensionalen Sphéroid. Das Sphdroid wird dann von der Invasionsmatrix
eingeschlossen, und die Zellen werden durch Attractants (FBS in Medium) zur Invasion
durch die Matrix angeregt. Die Zelllinien wurden in Untergruppen eingeteilt. Es wurden
zwei Kontrollgruppen und drei Versuchsgruppen festgelegt: Die Kontrollgruppen erhielten
allesamt keine Chemotherapie. Die erste Kontrollgruppe erhielt Attractants (Medium und
FBS), aber keine Invasionsmatrix. Die zweite Kontrollgruppe erhielt sowohl Attractants als
auch Invasionsmatrix. Die Versuchsgruppen erhielten allesamt Chemotherapie nach CAF-
Schema. Die Chemotherapie bestand aus Cyclophosphamid (2 pg/Well), Doxorubicin (=
Adriamycin, 0,2 pg/Well) und 5-Fluoruracil (1 pg/Well), wie unter 2.2.1.8. Die erste
Versuchsgruppe stand 72 Stunden unter dem Einfluss der Chemotherapie, die zweite 48
Stunden und die dritte 24 Stunden. Die Chemotherapie wurde so verabreicht, dass die
Zeitintervalle gemeinsam am letzten Tag beendet wurden. Es wurde wie folgt vorgegangen:
Zunichst wurde die 10x Spheroid Formation ECM {iber Nacht bei 4 °C auf Eis aufgetaut.
Am Vorbereitungstag (Tag 0) wurde das Medium aus den Kulturflaschen der verwendeten
Zellen vollstindig abgesaugt, die Zellen mit PBS gespiilt und mit 1% EDTA in PBS fiir 10
Minuten bei 37 °C im Brutschrank abgeldst. Die Zellsuspension wurde mit Medium auf 10
ml Volumen aufgefiillt, die Zellen gezdhlt und anschlieBend bei 800 x g und 19 °C fiir 5
Minuten zentrifugiert. Die Zellen wurden so mit Medium resuspendiert, dass eine
Konzentration von 1076 Zellen/ml vorlag. Pro Well wurden 5000 Zellen ausgesit, d. h. 5 ul
der Zellsuspension wurden pro Well verwendet. Fiir jede Zelllinie wurde ein Gemisch aus

der Spheroid Formation ECM, der Zellsuspension und dem entsprechenden Medium erstellt:
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Reagenz Volumen pro Well

10x Spheroid Formation ECM S5ul

Medium 45ul - X =45pul — 5ul =40ul
Zellsuspension X=5ul

Total 50ul

Die gewliinschte Menge wurde in Eppendorf-Mikroreaktionsgefdalen gemischt und mittels
Vortex verriihrt. AnschlieBend wurden jeweils 50 ul pro Well verteilt. Die Mikrotiterplatte
wurde daraufhin bei 300 x g und 19 °C fiir 3 Minuten zentrifugiert und anschlieend tiber 3
Niéchte bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, damit sich die Zellsphiroide bilden konnten.
Am dritten Tag wurde die Mikrotiterplatte fiir 15 Minuten auf Eis gekiihlt und die weiteren
Arbeiten an diesem Versuchstag wurden ebenfalls auf Eis durchgefiihrt. Pro Well wurden
50ul der Invasionsmatrix (4 °C) blasenfrei hinzugegeben (Ausnahme erste Kontrollgruppe)
und zwar so, dass diese oberhalb des Fliissigkeitsspiegels lag. Anschlieend wurde die
Mikrotiterplatte bei 300 x g und 4 °C fiir 5 Minuten zentrifugiert, sodass die Invasionsmatrix
in den Wells nach unten und somit um die Sphéroide gedriickt wurde. Ebenfalls noch am
dritten Versuchstag wurde Versuchsgruppe 1 die Chemotherapie nach CAF-Schema
verabreicht. An Versuchstag 4 erhielt Versuchsgruppe 2 und an Versuchstag 5 erhielt
Versuchsgruppe 3 die Chemotherapie nach CAF-Schema. Das Wachsen der Sphéroide und
der Einfluss der Chemotherapie wurden an den Versuchstagen 3 (vor Hinzufiigen der
Invasionsmatrix und des Mediums mit bzw. ohne chemoattractants), 4, 5 und 6 fotografisch

festgehalten. Die Auswertung der Bilder erfolgte mittels Imagel.

2.2.2 Methoden zur Gewinnung und Vervielfaltigung von Nukleinsiduren

2.2.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellen

Die gewonnenen Zellpelletts wurden weiter fiir die Extraktion von Gesamt-RNA und
Gesamt-Protein verwendet. Zur Isolierung von Gesamt-RNA wurde das Rneasy Micro Kit
von Qiagen, sowie ausschlielich Pipettenspitzen mit Filter verwendet. Die Zellen (maximal
1 x 10~7) wurden mit 350 pl Puffer RLT, der pro ml 10 ul beta-Mercaptoethanol enthielt,
mechanisch mithilfe einer sterilen Injektionsnadel auf einer 1 ml Spritze homogenisiert. Das
Lysat wurde auf QiaShredder-Columns gegeben und bei 10.000 x g und 10 °C kurzzeitig
zentrifugiert. Die QiaShredder-Column wurde verworfen und der Durchfluss wurde auf

gDNA-Eliminator-Columns gegeben, die bei 10.000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert
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wurden. Erneut wurde die Column verworfen und dem Durchfluss wurden nun jeweils 350l
RNAse-freier 70% Ethanol zugesetzt. Die Suspension wurde auf Rneasy-Spin-Columns
gegeben und fiir 15 Sekunden bei 10.000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert.
Anschlieend wurde der Durchfluss verworfen und der Column wurden 700ul (Verhéltnis
zu Probe 1:1) Puffer RW1 hinzugesetzt. Nach erneutem Zentrifugieren wurde wieder der
Durchfluss verworfen und der Probe wurden 500u1 RPE-Puffer hinzugesetzt. Wieder wurde
zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Die Columns wurden nun in 2 ml Collection
Tubes platziert und fiir 5 Minuten bei 13.000 x g und Raumtemperatur mit geéffnetem
Deckel trocken zentrifugiert. Zur Elution der RNA wurden die Columns in 1,5 ml Collection
Tubes platziert und die Membran der Columns wurde mit 14 pl Rnase-freiem Wasser
benetzt. Es wurde fiir eine Minute bei 13.000 x g und Raumtemperatur zentrifugiert und
anschlieBend wie zuvor 8 pul Rnase-freies Wasser hinzugegeben. Nach erneutem
Zentrifugieren wurden die Proben sofort auf Eis platziert und nach dem Messen der RNA-

Konzentration (sieche unten) kurzzeitig bei — 20 °C und langerfristig bei —80 °C gelagert.

2.2.2.2 Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mithilfe des Photometers NanoDrop. Nach
Bestimmung der Nullwerte durch eine Probe destillierten Wassers wurde das
Absorptionsmaximum der gemessenen Nukleinsduren (bei 260 nm) bestimmt und
gleichzeitig etwaige Verunreinigungen durch Proteine (bei 280 nm) und/oder Salze (bei 230
nm) detektiert. Zur Berechnung der Nukleinsdurekonzentration wurde folgende Formel

verwendet:

C [ug/ul] = (E260 - E320) xfxc
E = Extinktion
f = Verdiinnungsfaktor

¢ = nukleinsédurespezifischer Koeffizient (fiir RNA ¢ = 0.04 pg/ul)

Der Quotient Exe0/E2sgo 1st ein MaB fiir die Reinheit der RNA und sollte etwa 2.0 + 0.2

betragen.

2.2.2.3 Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Die isolierte RNA aus den kultivierten Tumorzelllinien wurde in der RT-PCR weiter genutzt.

Die Arbeiten erfolgten stets auf Eis und alle Proben wurde vor Versuchsbeginn langsam bei
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4 °C auf Eis aufgetaut. Fiir die RT-PCRs wurden das Qiagen OneStep Kit verwendet. Alle
eingesetzten Materialen waren frei von Rnase. Gemidll dem Protokoll des OneStep Kits

wurde ein Reaktionsansatz erstellt:

80 ul Rnase/Dnase-freies HO

30 pl Puffer (5x)

3 ul ANTPs (10 mM)

3 ul Rnase Out

9 ul Primer (sense, 10 pmol/ul)

9 ul Primer (antisense, 10 pmol/pl)
6 ul Enzym-Mix (Taqg-Polymerase)

Jeweils 14 pl dieses Reaktionsansatzen wurde in sterile Eppendorf-Mikroreaktionsgefafe
gegeben. Je 1 pl der entsprechenden RNA (etwa 1pg/ul) wurde hinzugefiigt sowie eine
Kontrollprobe mit 1 pl H>O statt RNA.Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei 50
°C erfolgte eine einmalige Denaturierung bei 95 °C fiir 15 Minuten. Je nach Protokoll wurde

der folgende Zyklus 30 — 35 mal durchlaufen:

Denaturierung 30 Sekunden bei 94 °C
Anlagerung 30 Sekunden bei 54 °C (HPRT), 58 °C (EpCAM) oder 66 °C (Lox)
Synthese 60 Sekunden bei 72 °C

Das Reaktionsprogramm wurde zur Vervollstandigung der Doppelstrangsynthese mit einer
letzten Inkubation bei 72 °C fiir 10 Minuten beendet. Die Reaktion wurde mit jeweils 3 pl
6x PP-Puffer, der Ficoll, Tris-EDTA und Bromphenolblau enthielt, gestoppt. Die RT-PCR-
Produkte konnten anschliefend auf ein 1-2 %-iges Agarosegel aufgetragen und anhand ihrer

Fragmentgrofe identifiziert werden.

2.2.2.4 Elektrophorese von DNA in Agarosegelen

Zur optischen Begutachtung wurden die RT-PCR-Produkte auf ein 1-2 %-iges Agarosegel
(1-2 g Agarose in 0,5x TBE-Puffer versetzt mit 10 pl GelRed) aufgetragen. Die
Elektrophorese wurde bei einer Spannung von 100 V iiber einen Zeitraum von 60-90
Minuten durchgefiihrt. Zur Beurteilung der BandengréBe wurde ein DNA-Léngenstandard
von 1 kb verwendet. AnschlieBend wurden die Banden unter UV-Licht (Standard
Transilluminator bei 302 nm oder 312 nm) sichtbar gemacht und fotografisch als nativ,

schwarz-weill und schwarz-wei3-invert festgehalten.
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TBE-Puffer (5x) 54g Tris
27,5 g Borsdure
20 ml EDTA (0,5 M, pH 8)

auf ein Volumen von 1 | auffiillen mit H,O bidest.

2.2.3 Proteinanalytische-Methoden

2.2.3.1 Isolierung von Gesamt-Protein aus Zellen

Die, wie unter 2.2.1.4 beschrieben, gewonnenen Zellpelletts wurden ebenfalls zur Isolierung

von Gesamt-Protein verwendet. Zur Lyse der Zellen wurde den Pelletts 200-300 pl

Lysepuffer zugesetzt.
Lysepufter 5ml Cell Lysis Buffer NP40
> Tablette ~ Protease-Inhibitor
50 ul Phosphatase-Inhibitor Cocktail 2

Die Zellpelletts wurden 30 Minuten lang bei 4 °C auf Eis mit dem Lysepuffer inkubiert und
alle 10 Minuten mittels Vortex durchmischt. AnschlieBend wurde die Suspension in sterile
Eppendorf-Mikroreaktionsgefdfe tiberfithrt und bei 13.000 x g und 4 °C fiir 16 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in sterile Eppendorf-MikroreaktionsgefiBe transferriert

und bei — 80 °C gelagert.

2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde ein Bicinchoninséure-Test mit dem Pierce
BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) durchgefiihrt. Als Standard-Eichgerade
diente die Absorption von 20 — 2000 pg/ml BSA (2 mg/ml). Die Proben wurden 1:5 mit
destilliertem H»O verdiinnt. Das Working Reagent des Pierce Kits wurde gemil den
Herstellerangaben erstellt: 1 Teil Reagent B + 49 Teile Reagent A. Pro Well der
Mikrotiterplatte wurden 200 pl des Working Reagents hinzugefiigt und fiir 30 Minuten bei
37 °C im Brutschrank inkubiert. Die Messung erfolgte photometrisch mit dem Tristar LB
941 (Berthold Technologies) bei einer Absorption von 590 nm. Die Auswertung der Daten
erfolgte mit Mikrowin 2000 und Microsoft Excel.
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2.2.3.2 Western-Blot-Analyse

Trenngel (10%) Sammelgel (5%)
Acrylamid/Bisacryla 4 ml Acrylamid/Bisacryla 0,83 ml
mid (30%) mid (30%)
Trenngelpuffer 3ml Sammelgelpuffer 1,25 ml
H>O bidest. 4,93 ml H>O bidest. 2,892 ml
Ammoniumpersulfat 48 ul Ammoniumpersulfat 20 pul
TEMED 15,6 pl TEMED 8 ul
Trenngelpuffer Tris Base (1,5 M)

0,2% SDS

auffillen mit H,O bidest. Auf 250 ml
mit HCL auf pH 8,8 titrieren

Sammelgelpuffer Tris Séure (1,5 M)
0,2% SDS
auffiillen mit H,O bidest. Auf 250 ml
mit NaOH auf pH 6,8 titrieren

TBST (10x) Tris Base (20 mM)
NacCl (150 mM)
0,1% Tween 20
mit HCL auf pH 7,6 titrieren
auffiillen mit H>O bidest. Auf 1000 ml

Transferpufter (10x) Tris Base (250 mM)
Glycin (1,92 M)
0,1 % SDS
15% Methanol
auftiillen mit H>O bidest. Auf 1000 ml

Elektrophoresepuffer (10x) Tris Base (500 mM)
Glycin (1,92 M)
0,1 % SDS
mit HCL auf pH 8,3 titrieren
auffiillen mit H>O bidest. Auf 1000 ml

Die Gelektrophorese der gewonnenen Proteine erfolgte in einem 10%-igen SDS-
Polyacrylamidgel unter Verwendung der Gelektrophorese-Apparatur Criterion Vertical (Bio-
Rad, CA, USA). Das Trenngel wurde wéhrend der Polymerisation mit Isopropanol
tiberschichtet, welches anschlieBend sorgfiltig mit Aqua bidest entfernt wurde. Das
Sammelgel wurde dariiber gegossen und die Kédmme blasenfrei eingesteckt. Die Gele
wurden bis zur vollstindigen Aushértung mit Frischhaltefolie umwickelt und tiber Nacht bei
4 °C gelagert. Die Proteinlysate wurden im Verhiltnis 1:1 mit 2x Laemmli-Puffer versetzt

und bei 96 °C fur 5 Minuten denaturiert.
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Laemmli-Puffer (2x) Tris Séure (100 mM)
10% Beta-Mercaptoethanol
4% SDS
20% Glycerol
0,05% Bromphenolblau

Nun wurde das Gel mit den Proben beladen, indem ein Proteinlysat (30 pg) pro Tasche
aufgetragen wurde. Zum spiteren Vergleich der Banden wurden Protein-
Molekulargewichtsstandards (7,5 pul Rainbow Marker, 1 ul Magic Marker) mitgefiihrt. Der
Gellauf erfolgte bei einer Spannung von 120 V und einer Stromstédrke von 40 mA {iber einen
Zeitraum von etwa 90-120 Minuten. Dabei wurde die gesamte Apparatur in einer Styropor-
Box auf Eis gekiihlt. Sobald die Bromphenolblau-Bande das untere Ende des Gels erreicht
hatte, wurde der Gellauf beendet. Der Transfer der Proteine vom Gel auf eine Nitrozellulose-
Membran erfolgte mittels Nass-Blot-Verfahren in einer Criterion Blotkammer. Dazu wurde
zunichst eine Plastikwanne mit gekiihltem Transferpuffer gefiillt. Es wurden pro Blot sechs
Filterpapiere zurechtgeschnitten. Die Filterpapiere, die Blotting-Rahmen und deren
Schwimme sowie die Membran wurden in den Transferpuffer gelegt. Nun wurde die
schwarze Seite der Blotting-Rahmen nach unten gedreht, dariiber ein Schwamm und dariiber
drei Filterpapiere gelegt. Auf das nun oberste Filterpapier wurde vorsichtig das Gel
aufgebracht. Dariiber wurde die Membran gelegt und erneut mit drei Filterpapieren bedeckt.
Um etwaige Luftbleinschliisse zu entfernen, wurde nun vorsichtig mit einer Glaspipette iiber
die Membran gestrichen. Letztlich wurde ein weiterer Schwamm hinzugefiigt und der
Rahmen geschlossen. Diese wurden mit ihrer schwarzen Seite zur ebenfalls schwarzen Seite
der Box (Kathode) in der Blotkammer platziert. Die Kammer wurde mit gekiihltem
Transferpufter gefiillt und wie auch die Gelektrophorese-Kammer zuvor in einer Styropor-
Box auf Eis gehalten. Der Blot erfolgte bei einer Spannung von 100 V und einer Stromstéirke
von 300 mA iiber einen Zeitraum von 180 Minuten. Nach 90 Minuten wurde gekiihlter
Transferpuffer nachgefiillt, die Kiihlkassetten ausgetauscht sowie gegebenenfalls Eis
nachgefiillt. Um den Erfolg des Blots nachzuweisen, wurde die Membran reversibel mit

Ponceau S gefarbt, fotografiert und anschlieBend mit Aqua bidest gespiilt.

Ponceau S 2 g/l Ponceau S in 2% Trichloressigséure
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Die Membran wurde anschlieBend mit 5 % Skim Milk Powder in TBST fiir 45 Minuten
geblockt. Die jeweiligen Antikdrper wurden in 5ml 1% Skim Milk Powder in TBST
verdiinnt. Die Inkubation erfolgte bei 4 °C iiber Nacht auf einem Drehspie. Am nichsten
Tag wurde die Membran dreimal fiir 15 Minuten in TBST auf dem Kippschiittler gespiilt.
Nun wurde der Sekundérantikdrper in 1% Skim Milk Powder in TBST verdiinnt und fiir eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Es wurde erneut dreimal fiir 15 Minuten in TBST
gewaschen.

Die Detektion erfolgte mit dem ImageQuant LAS 4000 mini. Dazu wurden die sichtbaren
Banden seitlich mittels Glow Writer markiert und die Membran mit 600 pl Luminata Forte
Western HRP Substrat benetzt. Die Daten wurden in Form von Rohdaten (Precision-Foto, 2
Sekunden Belichtung) und als Fotoreihe (Increment, 20 Sekunden Intervalldauer)

festgehalten.

2.2.3.4 FACS-Analyse

Die Zellen wurden mit 1% EDTA in PBS bei 37 °C fiir 10 Minuten im Brutschrank abgelost
und mit PBS auf ein Volumen von 10 ml aufgefiillt und die Zellzahl bestimmt. Es wurde bei
800 x g und 4 °C fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand bis auf das Pellett abgesaugt
und die Zellen mit einem definierten Volumen resuspendiert, sodass 1076 Zellen pro ml
Suspension vorlagen. Pro FACS-R6hrchen wurde eine Zellzahl von 5 x 1075 Zellen gewihlt,
was einem Volumen von 500 pl Zellsuspension entsprach. Die nicht bendtigte Suspension
wurde in neue Kulturflaschen tiberfiihrt und wieder bei 37 °C kultiviert. Die Zellen in den
FACS-Ro6hrchen wurden 60 Minuten auf Eis mit 2% steril filtriertem BSA in PBS blockiert
(Mischverhiltnis Suspension zu 2% BSA in PBS 1:1). Gleichzeitig wurden die verwendeten
Antikorper auf 10 pg/ml in 2% sterilem BSA in PBS verdiinnt. Die FACS-R6hrchen wurden
anschlieBend bei 800 x g und 4 °C fiir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand dekantiert.
Die Zellen wurden mit den Priméirantikorpern fiir 60 Minuten auf Eis inkubiert. Sollte der
Primdrantikérper direkt an ein Fluorophor gekoppelt sein, so wurden die Zellen
lichtundurchldssig abgedeckt. AnschlieBend wurden die Zellen dreimalig mit PBS
gewaschen, dazwischen wurde wie zuvor zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Waren
die Primdrantikorper nicht direkt an ein Fluorophor gekoppelt, so wurde ein fluoreszenter
Sekundérantikorper (Protein G-Alexa488) hinzugefiigt und erneut 60 Minuten (verdunkelt)
auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden erneut dreimal mit PBS gewaschen. Letztlich wurden

die Zellen mit 350 pl PBS resuspendiert. Die Durchflusszytometrie wurde mit dem
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FACSAria Cell Sorter und FACSDiva Software durchgefiihrt und mittels FlowJo Software
(v.7.6.5) ausgewertet.

2.2.4 Tierexperimentelle Methoden

2.2.4.1 Tiermodell

Weibliche und ménnliche immunodefiziente (athymische) Nacktmiuse (NMRI-Foxn1™v/™)
wurden zundchst bei Charles River (Sulzfeld, Deutschland) kéuflich erworben. Die Zucht
der Tiere erfolgte im Tierstall des Universitédtsklinikums Gottingen. Die im Rahmen dieser
Dissertation durchgefiihrten Tierversuche sind unter der Tierversuchsnummer 33.9-42502-

04-14/1511 eingetragen und genchmigt.

2.2.4.2 Injektion humaner Karzinomzellen in immunodefiziente Nacktmduse

Die Zellen wurden, wie beschrieben, kultiviert, und gezahlt. Pro Injektion erhielten die Tiere
eine Zellzahl von ca. 1 x 1076 Zellen suspendiert in sterilem PBS. Die Injektion erfolgte
entweder orthotop oder subkutan. Mammakarzinomzellen wurden demnach orthotop nur bei
Weibchen in die Brustdriisen transplantiert. Fir die Transplantation von
Pankreaskarzinomzellen spielte das Geschlecht der Nacktméuse keine Rolle. Dazu wurden
die Méuse mit einem Gemisch aus Ketamin und Xylazin intraperitoneal narkotisiert. Es
wurden pro Gramm Korpergewicht 0,015 mg Xylazin und 0,075 mg Ketamin verabreicht.
Die narkotisierten Mduse wurden in Riickenlage auf einer mit einem sterilen Tuch
abgedeckten Warmeplatte (39 °C) platziert. Die Haut wurde sorgféltig mit Kodan forte
desinfiziert.

Zur orthotopen Implantation von Mammakarzinomzellen wurde die Haut iiber dem rechten,
vierten Mamma-Komplex mittels Hautschnitt eréffnet, der Mamma-Komplex vorsichtig frei
pripariert und die Zellen injiziert. Dabei wurde darauf geachtet, dass die Zellen tatséchlich
nur an der Injektionsstelle auf Mausgewebe treffen und nicht seitlich auslaufen. Einige
humane Mammakarzinomzellen entwickeln sich im Nacktmausmodell besser, wenn zuvor
ein Ostrogen-Pellet implantiert wurde. Miuse, denen BT474 injiziert werden sollte, erhielten
zwei Wochen vor Injektion der Tumorzellen nuchal subcutan ein Ostrogenpellett, um ein
besseres Anwachsen der Tumorzellen zu gewihrleisten. Die Implantation von
Pankreaskarzinomzellen erfolgte per Hautschnitt kaudal des Sternums und anschlieender
Er6ffnung der Peritonealhohle. Das Pankreas wurde frei prapariert und die Tumorzellen
injiziert. Fiir den Zeitraum der Operation wurden die Augen der Méuse mit Bepanthen
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Augensalbe behandelt, um ein Austrocknen zu verhindern. Postoperativ verblieben die
Kifige flir etwa 30-60 Minuten auf einer Warmeplatte (39 °C), um ein Auskiihlen der Tiere
in der Aufwachphase nach Narkose zu verhindern. In den Tagen nach der Operation wurde
etwa alle zwei bis drei Tage das Gewicht und der Allgemeinzustand der Tiere dokumentiert
und die Wunden begutachtet. Um Schmerzen vorzubeugen, wurde das Trinkwasser mit 750
ul Metamizol (Novalgin; Ratiopharm, Ulm, Deutschland) in einer 250-ml-Trinkflasche

versetzt.

2.2.4.3 Sektion

Die Totung der Tiere erfolgte mit Kohlenstoffmonoxid in einem speziell praparierten Kéfig.
Unmittelbar vor der anschlieBenden Sektion wurde zur Sicherheit noch eine zervikale
Dislokation durchgefiihrt. Die getdteten Tiere wurden in Riickenlage auf einem sterilen Tuch
platziert. Die Sektion erfolgte mit sterilem Sektionsbesteck. Zundchst wurde die Haut zu
beiden Seiten des Korpers abgeklappt. Bei Mammakarzinom-implantierten Mausen erfolgte
nun die Priparation des Tumors in der rechten Flanke. Als néchstes wurde das Peritoneum
eroffnet und die Leber in toto entnommen. Bei Pankreaskarzinom-implantierten Mausen
wurde nun, in Abhédngigkeit von der Invasivitit des Tumors, das Pankreas gegebenenfalls
mit angrenzenden (Teil-)Strukturen entnommen. Dariliberhinaus wurden standardméBig
Magen, Nieren inklusive Nebennieren und Milz entfernt und auf potentielle
Makrometastasen untersucht. AbschlieBend wurde der Thorax erdffnet, Herz und Lunge
entnommen und die Lunge mittels trachealer Injektion von 4% Formalin in PBS expandiert.

Die Tumoren wurden in 4% Formalin in PBS fixiert.

2.2.4.4 Organpraparation

Die bei Sektion entnommenen Organe und die Primédrtumoren wurden iiber Nacht in 4%
Formalin in PBS fixiert. Fiir spitere histologische Untersuchungen wurden die Gewebe wie
folgt préapariert und in Tissue-Tek-Kassetten ausgegossen. Die makroskopischen Befunde
beziehungsweise die Schnittflichen wurden dabei jeweils nach unten eingebettet.
Die Gewebe wurden fiir 30 Minuten unter flieBendem Leitungswasser gewéssert und iiber

Nacht maschinell in einem Entwésserungsgerit dehydriert.
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Schema der maschinellen Entwésserung

3x 60 Minuten 75% Ethanol
2x 90 Minuten 96% Ethanol
3x 75 Minuten 100% Ethanol
2x 120 Minuten Xylol

AnschlieBend wurden die Préparate in Paraffin eingebettet und bei Raumtemperatur
ausgehirtet. Das Anfertigen von Gewebeschnitten aus in Paraffin eingebetteten Proben
erfolgte mithilfe eines Rotationsmikrotoms. Dazu wurden die Paraffinblocke in eine
Halterung des Rotationsmikrotoms gespannt und mit einer Schnittdicke von 2 pm auf

Superfrost Plus Objekttriger libertragen.

2.2.5 Histochemie und Immunhistochemie

2.2.5.1 Entparaffinierung

Die in Paraffin eingebetteten Gewebeschnitte wurden vor jeder Farbung entparaffiniert.
Dazu wurden sie zunéchst fiir 30 Minuten bei 60 °C erwirmt, sodass die Gewebe besser an
den Objekttragern haften blieben. Die Entparaffinierung erfolgte in einer absteigenden

Alkoholreihe nach dem folgendem Schema:

7 Minuten Xylol

7 Minuten Xylol

5 Minuten Propanol

5 Minuten 98% Ethanol
5 Minuten 75% Ethanol
5 Minuten 60% Ethanol
5 Minuten H>O bidest.

2.2.5.2 Hamalaun-Eosin-Fiarbung

Zunichst wurden die entparaffinierten Gewebeschnitte fiir 5 Minuten in Himalaun gefarbt,
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anschlieBend mit entmineralisiertem Wasser gespiilt und 5 Minuten unter flieBendem, kalten

Leitungswasser gebliut. Darauthin wurden sie fiir 5 Minuten in Eosin (5 g Eosin auf 500 ml

Aqua dest. 1-2 Tropfen Essigsdure) gefarbt und in einer aufsteigenden Alkoholreihe

dehydriert:

Wenige Sekunden
Wenige Sekunden
Wenige Sekunden

5 Minuten

5 Minuten

5 Minuten

5 Minuten

H>O bidest.
60% Ethanol
75% Ethanol
98% Ethanol
Propanol
Xylol

Xylol

Abschliefend wurden die Gewebeschnitte mit Depex Mounting Medium eingedeckelt.

2.2.5.3 CTHRC1-Farbung

Die Gewebeschnitte wurden entparaffiniert. Es erfolgte eine erste Vorbehandlung in Target

Retrieval Solution (pH 6) 1:10 in H2O bidest. Die Schnitte wurden in TRS fiir 20 Minuten

in Wasserdampf auf 96 °C erwédrmt und anschliefend fiir 5 Minuten in H>O bidest auf Eis

auf Raumtemperatur gekiihlt. AnschlieSend erfolgte ein Waschschritt in Tris (pH 7,6) fiir 5

Minuten bei Raumtemperatur.

Tris pH 7,6

6,1 g Tris Base
9,0 g NaCl
mit H>O bidest auf 1 1 auffiillen

mit Salzsdure auf pH 7,6 titrieren

Die zweite Vorbehandlung erfolgte mit 3%-igem Wasserstoffperoxid (100 pl pro

Gewebeschnitt) fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur in einer luftdicht verschlossenen

Feuchtkammer. Es folgten drei Waschschritte mit Tris auf dem Laborschwenker.

Die dritte und letzte Vorbehandlung wurde mit Sea Block (100 ul pro Gewebeschnitt) fiir 20
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Minuten bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer durchgefiihrt. Die Schnitte wurden jetzt
nicht mit Tris gewaschen. Anschliefend wurde der CTHRCI1-Antikorper (Ratte) 1:400 in
Antikorper-Diluent verdiinnt und je 100 pl der Verdiinnung pro Gewebeschnitt
hinzugegeben und tiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die
Objekttrager zunichst erneut dreimalig in Tris gewaschen und anschlieBend mit dem
Briickenantikorper Goat-anti-Rabbit (Nichirei; 100 pl pro Gewebeschnitt) behandelt und fiir
eine Stunde in der Feuchtkammer inkubiert. Es folgten drei weitere Waschschritte in Tris.
Als Farbsubstrat wurde 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC) verwendet, in welchem die Schnitte

fiir eine halbe Stunde bei Raumtemperatur auf dem Laborschwenker inkubiert wurden.

AEC-Substrat (60 ml) 39 ml Losung 1
(1,36 g Natriumacetat Trihydrat, Merck auf
100 ml H2O bidest)

17 ml Lésung 11
(0,549 ml Eisessig auf 100 ml H>O bidest)

4 ml Losung 111
(400 mg 3-Amino-9-Ethylcarbazol auf 100

ml Dimethylformamide)

Die Losung wurde 30 Minuten vor Benutzung filtriert, und unmittelbar vor Gebrauch
wurden ihr 60 pl 30% Wasserstoffperoxid hinzugesetzt. AnschlieBend wurden die
Gewebeschnitte fiir 5 Minuten in H>O bidest gespiilt. Die Gegenfarbung erfolgte mit
Héamalaun. Dazu wurden die Schnitte fiir etwa 10 Sekunden in Hdmalaun getaucht, in
entmineralisiertem Wasser abgespiilt und anschliefend fiir 5 Minuten unter flieBendem,
kalten Leitungswasser gebldut. Letztlich wurden die Gewebeschnitte mit Aquatex Mounting

Medium eingedeckelt.

2.2.5.4 EpCAM-Farbung

Die Farbung erfolgte nach dem prinzipiellen Schema der CTHRCI-Férbung.
Die erste Vorbehandlung entfiel jedoch komplett, und es wurde direkt mit der zweiten
Vorbehandlung mit 3% Wasserstoffperoxid begonnen, an welche sich die dritte
Vorbehandlung mit Sea Block anschloss. Der EpCAM-Antikorper (Maus; Santa Cruz)

wurde 1:100 in Antikorper-Diluent verdiinnt und ebenfalls bei 4 °C iiber Nacht inkubiert.
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Der verwendete Briickenantikorper war in diesem Falle goat-anti-mouse (Bio-Rad; 100 pl
pro Gewebeschnitt). Als Farbsubstrat wurde ebenfalls AEC verwendet, die Gegenfarbung
erfolgte mit Hédmalaun und die Schnitte wurden mit Aquatex Mounting Medium

eingedeckelt.

2.2.5.5 Lox-Farbung

Die Farbung erfolgte nach dem prinzipiellen Schema der CTHRCI1-Farbung. Die erste
Vorbehandlung erfolgte mit TRS pH9 im Steamer bei 96 °C fiir 20 Minuten. Die zweite
Vorbehandlung ebenfalls mit 3%-igem Wasserstoffperoxid und die dritte Vorbehandlung
ebenfalls mit Sea Block. Der Lox-Antikorper (Maus) wurde 1:100 in Antikérper-Diluent
verdiinnt und ebenfalls bei 4 °C {iber Nacht inkubiert. Der verwendete Briickenantikorper
war in diesem Falle goat-anti-mouse (Bio-Rad; 100 pl pro Gewebeschnitt). Als Farbsubstrat
wurde ebenfalls AEC verwendet, die Gegenfarbung erfolgte mit Himalaun und die Schnitte

wurden mit Aquatex Mounting Medium eingedeckelt.

2.2.5.6 Vimentin-Fiarbung

Die Férbung erfolgte nach dem prinzipiellen Schema der CTHRCI-Féarbung. Die erste
Vorbehandlung erfolgte mit TRS pH6 im Steamer bei 96 °C fiir 20 Minuten. Die zweite
Vorbehandlung ebenfalls mit 3%-igem Wasserstoffperoxid und die dritte Vorbehandlung
ebenfalls mit Sea Block. Der Vimentin-Antikorper (Maus; Dako) wurde 1:500 in Antikorper-
Diluent verdiinnt und ebenfalls bei 4 °C iiber Nacht inkubiert. Der verwendete
Briickenantikérper war in diesem Falle Goat-anti-Mouse (Bio-Rad; 100 pl pro
Gewebeschnitt). Als Farbsubstrat wurde ebenfalls AEC verwendet, die Gegenfarbung

erfolgte mit Himalaun und die Schnitte wurden mit Aquatex eingedeckelt.

2.2.5.7 Farbungen von Cytospins

Die Cytospins wurden mit 0,3% Wasserstoffperoxid in Methanol fiir 10 Minuten bei
Raumtemperatur vorbehandelt und anschlieBend dreimalig in Tris gewaschen. Eine zweite
Vorbehandlung mit Sea Block (100 pl pro Objekttrdager) erfolgte ohne anschlieBenden
Waschschritt. Die Antikorper gegen EpCAM (Maus; Santa Cruz; 0,5 pl auf 100 pl) und Lox
(Maus; Miltenyi Biotec; 1 ul auf 100 ul) wurden beide in Antikorper-Diluent verdiinnt. Pro

Objekttrager wurden 100 pl einer Antikdrperverdiinnung aufgetragen, sodass letztlich auf
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einem Objekttriger immer nur entweder EpCAM oder Lox gefarbt wurde. Als
Briickenantikorper wurde Goat-anti-Mouse (Dako, 100 pul pro Gewebeschnitt) verwendet.
Als Farbsubstrat diente wieder AEC. Die Gegenfarbung erfolgte mit Himalaun und die

Schnitte wurden mit Aquatex eingedeckelt.

2.2.6 Methoden zur optischen Bildgebung

2.2.6.1 Fluoreszenz-Messungen von NIRF-Antikérpern im Tumormausmodell
mittels Optix MX 2

Sobald die implantierten Tumore im Nacktmausmodell auf eine verwertbare GrofBle
angewachsen waren (2-6 Wochen, abhingig von der verwendeten Zelllinie), wurde den
Maéusen eine NIRF-Probe sowie ein ebenfalls IgG-Vio747 als Kontrolle iiber die
Schwanzvene appliziert. Die Mause wurden iiber einen definierten Zeitraum in definierten
Zeitintervallen mithilfe des Optix MX2 gemessen und anschlieBend getdtet und seziert. Das
Optix MX2 ist ein System zur optischen Bildgebung, das mit einem Laser einer definierten
Wellenlidnge eine NIRF-Probe anregt und das emittierte Fluoreszenzsignal mithilfe einer
hochsensiblen Kamera detektiert. Es nutzt dabei im Gegensatz zur traditionellen ,,Continous
Wave*“-Methode, bei der nicht zwischen Absorption und Streuung unterschieden werden
kann, die sog. ,,Time-Domain“-Methode. Dabei werden hochfrequente Lichtimpulse
ausgesendet, die die fluoreszente Probe anregen. Die dadurch emittierten Photonen werden
anhand ihrer time-of-flight von dem System detektiert. Die Verteilung dieser time-of-flight-
Daten (auch als temporal point spread function bezeichnet) wird genutzt, um Absorption und
Streuung zu unterscheiden. So entsteht ein rdumlich hoch aufgelostes Bild, bei dem ein
Signal von einer Fluoreszenzprobe klar von einem bereinigten Hintergrund abgegrenzt
werden kann. Dazu wurde vor einer Messreihe fiir jede Maus ein sog. Prescan-Wert ermittelt.
Das bedeutet, dass die Méuse einmalig noch vor Applikation der NIRF-Probe im Optix MX2
gemessen wurden, um spédter Riickschliisse tiber die tatsédchliche Signalintensitit zu erhalten.
Vor und wiéhrend jeder Messung wurden die Mduse mittels Inhalationsnarkose durch
Isofluran narkotisiert. Die zu untersuchende Maus wurde in eine an die Narkose-Einheit
angeschlossene Box gesetzt und erhielt 1 I/min Sauerstoff und 1 I/min Atemluft. Die Narkose
wurde eingeleitet mit 5% Isofluran in Atemluft und, sobald die Maus das Bewusstsein
verloren hatte, auf 2,5% Isofluran in Atemluft reduziert. Die Maus wurde dann ins Optix
MX2 transferiert, die Narkose dorthin umgeleitet, die Schnauze des Tieres in die Atemmaske

gelegt und die GliedmaBen mit Leukosilk Klebestreifen auf dem Tisch des Systems fixiert.
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Die Augen der Méuse wurden mittels Bepanthen Augensalbe vor Austrocknung geschiitzt.
Die Farbstoffe Cy5.5 und Vio680 wurden mit einer Emissionswellenlédnge von 670 nm und
der Farbstoff Vio747 (Kontrolle) mit einer Emissionswellenldnge von 730 nm gemessen. Flir
jeden Scan wurde eine region of interest (kurz: ROI) festgelegt. Scans wurden ventral, von
der Tumorregion und bei manchem Mammakarzinom-implantierten Mausen (wenn der
Tumor sehr weit in der Flanke angewachsen war) auch seitlich durchgefiihrt. Fiir einen
ventralen Scan wurde eine ROI {iber den gesamten Rumpf der Maus gewéhlt, wobei
lediglich Schwanz, GliedmaBen und Kopf ausgespart wurden. Es wurde mit einer
Integrationszeit von 0,2 Sekunden und einer rdumlichen Auflésung von 1,5 mm gemessen.
Bei Tumorscans wurde die ROI etwas breiter als die sichtbare (Mamma/subkutan) oder
erwartete (Pankreas, mittels Vorab-Scan ermittelte Region) gelegt und bei einer
Integrationszeit von einer Sekunde und einer rdumlichen Aufldsung von einem mm
gemessen, um noch hoher aufgeldste Bilder zu erhalten. Seitliche Scans wurden generell
genau wie Tumorscans behandelt. Die Intensitéit des anregenden Lasers wurde mithilfe der
»power-automation“-Funktion des Optix MX2 bestimmt. Generell gilt, dass ein starkes
Signal des Fluorophors nur eine niedrige Leistung des Lasers benétigt. Reichert sich also
viel Fluorophor-gekoppelter Antikorper beispielsweise in Leber (ventraler Scan) oder Tumor
(Tumorscan) an, so wihlt die power-automation-Funktion eine niedrigere Laserintensitit, da
der Photonendetektor des Systems zu starke Signalintensiédten der Fluoreszenzproben nicht
korrekt integrieren kann. Dabei wurde eine Intensitit von 250 pW als Maximalwert
festgelegt. Die 1gG-Vio747-Kontrolle wurde aufgrund ihres immer schwachen Signals
standardmifig mit dem Maximalwert von 250 pW gemessen. Die anderen Farbstoffe
konnten entsprechend ihrer Zeitkinetik mit zum Teil deutlich niedrigeren Werten gemessen
werden. Die so ermittelten Daten wurden mithilfe der gerdtespezifischen Software Optiview
ausgewertet. Dabei wurden die einzelnen Scans einer definierten ROI bei einer definierten
Emissionswellenlédnge (z. B. ventraler Scan bei 670 nm) nach ihrer zeitlichen Abfolge
sortiert. Die zur Bestimmung der Signalintensitit erforderlichen, signalstarken Areale (Leber
im ventralen Scan, Tumor im seitlichen und Tumorscan) markiert und die Daten durch das
Programm erhoben. Um eine einheitliche Skalierung zu gewéhrleisten, wurde bei den
jeweiligen Tumorscans der Tiere der ventrale Scan mit dem stirksten Signal in die
Auswertung einbezogen. Die so erhaltenen statistischen Daten zum zeitlichen Ablauf der
Signalintensitdt in den verschiedenen Arealen bei verschiedenen Wellenldngen wurden

mittels Excel ausgewertet und grafisch dargestellt.
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2.2.6.2 Fluoreszenz- und Biolumineszenz-Messungen im Tumormausmodell
mittels IVIS

Analog zu dem zuvor vorgestellten Optix MX2 ist das IVIS Spectrum ebenfalls ein System
zur préklinischen optischen Bildgebung. Neben Fluoreszenz-Messungen ist das IVIS
auBerdem in der Lage, Biolumineszenz zu messen. Letzteres wurde fiir Tumore der Zelllinie
PancTu-I-CBRL angewendet. Diese Zellen waren (vom Hersteller) mit Click Beetle Red
Luciferase transfiziert worden. Den Méusen wurde vor der jeweiligen Biolumineszenz-
Bestimmung Luciferin intravends appliziert. Die Menge an Luciferin richtete sich nach dem
Korpergewicht der Maus. Als Faustregel wurde ein Volumen in ul aufgezogen, dass dem
dreifachen des Korpergewichts der Maus entsprach (Beispiel: 30 g Korpergewicht ergibt 90
ul Luciferin). 5 Minuten nach Applikation wurden die Biolumineszenz bestimmt. Die
Narkose wurde dabei eingeleitet und aufrechterhalten sowie im Optix MX2. Die Messungen
erfolgten je am letzten Versuchstag. AnschlieBend wurden die Mause getotet und seziert. Es
erfolgte ein Biolumineszenz-Scan ex vivo mit eréffnetem Abdomen, um das Pankreas ohne

Weichteilmantel besser darstellen zu konnen.
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3 Ergebnisse

3.1 Expressionsstatus EZM relevanter Proteine in Zellkultur und
Tumorgewebeschnitten

Im ersten Schritt wurden ausgewéhlte Zelllinien von humanen Mamma- und
Pankreaskarzinomen hinsichtlich ihres Expressionsstatus fiir die EZM-relevanten Proteine
EpCAM und Lox untersucht. Die dafiir ausgewihlten Karzinomzellen unterscheiden sich in
threr Aggressivitit bzw. ihrem Invasionverhalten. Unter den ausgewdhlten
Mammakarzinomen waren Zellen der Linie MDA-MB-231 die aggressivsten mit einem
mikroskopisch sichtbar hohen Potential zur Invasion gesunden Gewebes. BT474-Zellen
hingegen zeigten kaum Invasivitit.

Die Zellen der Mammakarzinome T47D, SkBr3 und MCF-7 zeigten eine intermediére
Invasivitit. Unter den Pankreaskarzinomen waren die Zellen der Linie Aspcl eher invasiv
im Vergleich zu den weniger invasiven Linien BxPC-3 und Capan-1. Die
Pankreaskarzinomzellen der Linie PancTu-I-CBRL wurden zusétzlich ausgewéhlt, da sie mit
Click beetle red luciferase (CBRL), einem Luciferin-spaltenden Enzym transfiziert waren,
welches in Biolumineszenz sichtbar gemacht werden konnte. Dies dient der spezifischen

Darstellung von Tumorzellen mit Biolumineszenz-Detektoren wie dem IVIS (siehe 3.3.5).

3.1.1 RNA-Expression von EpCAM und LOX in den kultivierten Zelllinien mittels

RT-PCR
EpCAM
SKBR3 MCF-7 BT474 Aspcl Capan-1
e g SN ey gy - — 506/517 bp
T47D MDA Bxpc3 H20 PancTu-I-
MB CBRL
231
HPRT
Skbr3 MCE-7 BT474 Bxpc3 =
1! Xpc Capan-1 220 bp
v e e e e T ey g— — — 200 bp
T47D MDA Aspcl H20 Panc-Tu-I-
MB CBRL
231

Abb. 3.1.1.1 RT-PCR zum Nachweis von EpCAM in Mamma- und Pankreaskarzinomzellen
Aus in vitro kultivierten Zellen der Mamma- und Pankreaskarzinome wurde RNA isoliert und mittels RT-PCR fiir EpCAM
amplifiziert. Oben: RT-PCR fiir EpCAM. Unten: Kontrolle mit HPRT. Das Amplifikat bei EpCAM zeigt Banden in Hohe
der Leiter bei 506/517 Basenpaaren. Es sind Expressionsunterschiede zu erkennen: Das Amplifikat zeigt sich stark bei
MCF-7, BT474, BxPC-3 und PancTu-I-CBRL, moderat bei T47D, MDA-MB-231, Aspcl und SkBr3 sowie schwach bei

Capan-1. 1 Kb DNA-Leiter. Reprisentative Bilder, n=3
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Abb.3.1.1.1 zeigt eine reprisentative RT-PCR fiir EpCAM mit RNA aus in vitro kultivierten
Zellen der Mamma- und Pankreaskarzinome. Das erwartete Amplifikat zeigte sich in der
Gelektrophorese etwa auf Hohe der 506/517-Doppelbande der 1 Kb DNA-Leiter. Fiir
EpCAM errechnete sich theoretisch ein Wert von 527 Basenpaaren, weswegen hier davon
ausgegangen werden kann, dass es sich bei dem Produkt um EpCAM-kodierende DNA
handelte. Als interne Qualitdtskontrolle wurde eine PCR fiir Hypoxanthin-Guanin-
Phosphoribosyltransferase (HPRT) mit denselben RNA-Proben durchgefiihrt, um
sicherzustellen, dass die Ausgangskonzentrationen an RNA zwischen den Zelllinien gleich
waren. Als Kontrolle wurde DNA- und RNA-freies Wasser verwendet. Die EpCAM-
Expression der verwendeten Karzinomzelllinien auf RNA-Ebene wies deutliche
Unterschiede auf, welche in Tab.3.1.1.1 zusammengefasst werden. EpCAM wird auf RNA-
Ebene vor allem stark bei MCF-7, BT474, BxPC-3 und PancTu-I-CBRL exprimiert.
Hingegen zeigten MDA-MB-231, Aspcl, SkBr3 nur eine mittelgradige und Capan-1 nur
eine geringe Expression von EpCAM auf RNA-Ebene.

Lox
Skbr3 MCEF-7 BT474 Aspcl Capan-1
506/517 bp
- -——
T47D MDA Bxpc3 H20 Panc-Tu-I-
MB CBRL
231
HPRT
Skbr3 MCEFE-7 BT474 Bxpc3 Capan-1 220 bp
e Ry oy g W e gy g— — — 200 bp
T47D MDA Aspcl H20 Panc-Tu-I-
MB CBRL
231

Abb. 3.1.1.2 RT-PCR zum Nachweis von Lox in Mamma- und Pankreaskarzinomzellen
Aus in vitro kultivierten Zellen der Mamma- und Pankreaskarzinome wurde RNA isoliert und mittels RT-PCR fiir Lox
amplifiziert. Oben: RT-PCR fiir Lox. Unten: Kontrolle mit HPRT. Das Amplifikat bei Lox zeigt Banden knapp unterhalb
der 506/517 Bande der Leiter. Besonders stark zeigt es sich bei MDA-MB-231, Moderat bei T47D und schwach bei BT474
und MCF-7. Bei den weiteren Proben ist kein Amplifikat nachweisbar. 1 kb DNA-Leiter. Reprisentative Bilder, n=3

Abb. 3.1.1.2 zeigt eine reprasentative RT-PCR fiir Lox mit RNA aus in vitro kultivierten
Zellen der Mamma- und Pankreaskarzinome. Das erwartete Amplifikat zeigte sich in der
Gelektrophorese etwas unterhalb der 506/517-Doppelbande der 1 Kb DNA-Leiter. Fiir Lox
errechnete sich theoretisch ein Wert von 492 Basenpaaren. Somit kann auch hier davon
ausgegangen werden, dass es sich bei dem entstandenen Produkt um Lox-kodierende DNA

handelte. Auch hier sind Unterschiede festzustellen, die in Tabelle 3.1.1 zusammengefasst
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sind. Die stirkste Expression von Lox auf RNA-Ebene erfolgt bet MDA-MB-231. T47D,
BT474 und MCF-7 wiesen eine mittelgradige bis schwache Lox-Expression auf. Die Zellen
der Pankreaskarzinome zeigten in vitro keine Expression von Lox auf RNA-Ebene. Es

erfolgte ebenfalls eine Kontrolle mit HPRT.

Tab. 3.1.1.1 Expression von EpCAM und Lox auf RNA-Ebene in in vitro kultivierten Karzinomzellen

Mammakarzinome Lox EpCAM
MDA-MB-231 +++ ++
T47D ++ ++
BT474 + -+
MCEF-7 + L+
SkBr3 - L
Pankreaskarzinome

BxPC-3 - Lt
Aspcl - G+
Capan-1 - n
PancTu-I-CBRL - Gt
Kontrolle

Wasser (DNA-/RNA-fret) - -

3.1.2 Proteinexpression von EpCAM und LOX in den kultivierten Zelllinien
mittels Western-Blot-Analyse

Ranciwls Bxpc3 Aspct Magic BT474 MDAMB231  MCF-7 T47D skbr3
CBRL Marker
I 52 kDA
.-
38 kDa

Abb. 3.1.2.1 Western-Blot-Analyse und SDS-Gelektrophorese zum Nachweis von EpCAM in Mamma- und
Pankreaskarzinomzellen

Aus in vitro kultivierten Zellen der gezeigten Mamma- und Pankreaskarzinome wurde Protein isoliert. Western-Blot-
Analyse in Verbindung mit gegen EpCAM gerichtetem Antikorper zur Darstellung der Expression von EpCAM auf
Proteinebene. Die Banden liegen unterhalb der 52kDA-Bande der Leiter. Die Intensitdt der Banden weist Unterschiede auf:
stark bei Aspcl und PancTu-I-CBRL; moderat fiir T47D und MCF-7; schwach fiir BxPC-3 und BT474; Kaum bzw. keine
Bande ist bei SkBr3 und MDA-MB-231 zu erkennen. 12-225kDA Leiter. Reprisentatives Bild, n=3

48




3 Ergebnisse

Abb. 3.1.2.1 zeigt eine Western-Blot-Analyse mit dem gegen EpCAM gerichteten
Antikorper (Maus Isotyp IgG1, Klon 323-A3, monoclonal, Abcam, UK). EpCAM besitzt ein
Molekulargewicht von etwa 40 kDa. Das erwartete Protein wurde unterhalb der 52kDA
Bande der Leiter nachgewiesen. Die Expression von EpCAM auf Proteinebene aus in vitro
kultivierten Karzinomzellen zeigte ebenfalls deutliche Unterschiede der Zelllinien
untereinander. Am stdrksten wurde EpCAM auf Proteinebene bei Aspcl und nachfolgend
bei PancTu-I-CBRL exprimiert. Eine moderate Expression von EpCAM auf Proteinebene
zeigten MCF-7 und T47D, eine geringe zeigte sich bei BxPC-3 und BT474. MDA-MB-231
zeigte auf Proteinebene keine Expression von EpCAM (siehe Tab. 3.1.2).

PancTu-I- Bxpc3 Aspcl Magic BT474 MDAMB231 MCF-7 T47D Skbr3
CBRL Marker
38 kDa

Abb. 3.1.2.2 Western-Blot-Analyse und SDS-Gelektrophorese zum Nachweis von Lox in Mamma- und
Pankreaskarzinomzellen

Aus in vitro kultivierten Zellen der gezeigten Mamma- und Pankreaskarzinome wurde Protein isoliert. Western-Blot-
Analyse in Verbindung mit gegen Lox gerichteten Antikorpern zur Darstellung der Expression von Lox auf Proteinebene.
Gezeigt ist eine reprisentative Aufnahme (n=7). Bei demselben Proteinisolat, das auch fiir den Nachweis von EpCAM aus
in vitro kultivierten Karzinomzellen verwendet wurde, konnte Lox auf Proteinebene nicht nachgewiesen werden. Es wurden
zwei verschiedene, ungekoppelte, gegen Lox gerichtete Antikdrper verwendet (aLox, Miltenyi Biotec, DE und aLox, Santa

Cruz, Dallas, USA). Der Versuch wurde sieben Mal mit gleichem Ergebnis wiederholt. 12-225 kDA Leiter

Abb. 3.1.1.2 zeigt eine Western-Blot-Analyse zum Nachweis von Lox auf Proteinebene. Bei
einem errechneten Molekulargewicht von ca. 32 kDa ist Lox in Nihe der 38 kDa Bande der
Leiter zu erwarten. Zum Nachweis von Lox auf Proteineben wurde dasselbe Proteinisolat
wie zum Nachweis von EpCAM aus in vitro kultivierten Karzinomzellen verwendet. Lox
konnte dabei auf Proteinebene in keiner der untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden
(siche Tab. 3.1.2). Dieser Nachweis wurde mehrfach unter Modifizierung der Variablen
(Antikorper, Membran, Spannung, Stromstirke, Laufzeit) mit gleichem Ergebnis
wiederholt.

Dazu wurden zwei verschiedene, gegen Lox gerichtete, ungekoppelte Antikorper verwendet
(aLox, Miltenyi Biotec, DE und aLox, Santa Cruz, Dallas, USA), ohne dass Lox

nachgewiesen wurde.
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Tab. 3.1.2 Expression von EpCAM und Lox auf Proteinebene in in vitro kultivierten Karzinomzellen

Mammakarzinome Lox EpCAM
MDA-MB-231 - -

T47D - ++
BT474 - -+
MCF-7 - ++
SkBr3 - (+)
Pankreaskarzinome

BxPC-3 - +
Aspcl - H+H(+)
Capan-1 - +
PancTu-I-CBRL - -+
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3.1.3 Validierung der Proteinexpression von EpCAM und LOX in den
Mammakarzinomzelllinien mittels FACS-Analyse
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Abb. 3.1.3.1 FACS-Analyse der Proteinexpression von EpCAM und Lox in Mammakarzinomzellen mittels gegen

EpCAM bzw. Lox gerichteter Primérantikorper und Protein-G-Alexa-488 als Sekundérantikorper

A: BT474, B: MCF-7, C: MDA-MB-231, D: SkBr3, E: T47D. Eine verstarkte Intensitdt des Signals fiir den Farbstoff
Alexa-488 findet sich fiir den gegen EpCAM gerichteten Antikorper (griiner Graph) vor allem bei BT474 und T47D,
moderat bei SkBr3 und schwach bei MCF-7; kein nachweisbares Signal bei MDA-MB-231. Ein Anstieg der
Signalintensitét von Alexa-488 ist fiir den gegen Lox gerichteten Antikorper (orangener Graph) bei keiner der Zelllinien

nachweisbar. Eine Leerkontrolle (roter Graph) sowie eine Kontrolle mit Protein G (blauer Graph) sind dargestellt. n=4

Abb. 3.1.3.1 zeigt die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Analyse der ausgewahlten
Zelllinien der Mammakarzinome sowohl auf ihre EpCAM- als auch Lox-Expression. Von
jeder der ausgewdhlten Zellinien wurden vier Proben untersucht. Als Primérantikorper
wurden entsprechend ein ungekoppelter EpCAM-Antikorper beziehungsweise ein
ungekoppelter Lox-Antikorper verwendet. Als Sekundérantikérper kam Alexa-488-
gekoppeltes Protein G zum Einsatz. Eine Kontrolle wurde nur mit dem Sekundérantikdrper

(blauer Graph) behandelt, um unspezifische Bindungen auszuschlieBen. Eine weitere
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Kontrolle wurde ohne Antikorper (roter Graph) inkubiert. Die auf EpCAM (griiner Graph)
bzw. Lox (orangener Graph) untersuchten Proben wurden entsprechend Protokoll mit
Primér- und Sekundirantikérper behandelt. Die starkste Expression fiir EpCAM lieB3 sich fiir
T47D und BT474 zeigen. Eine moderate Expression lag bei SkBr3, eine schwache bei MCF-
7 und keine Expression bei MDA-MB-231 vor. Lox konnte auch mittels FACS-Analyse auf
Proteinebene nicht nachgewiesen werden (siehe Tab. 3.1.3.1). Dies bestétigt die Ergebnisse

der Western Blots (siche Kapitel 3.1.2)

Tab. 3.1.3.1 Expression von EpCAM und Lox anhand durchflusszytometrischer Analysen

Zelllinie Expressionstatus

EpCAM Lox
T47D +++ -
BT474 +++ -
SkBr3 ++ -
MCEF-7 + -
MDA-MB-231 - -

3.2 Vergleich der Expressionsmuster von CTHRC1, EpCAM und LOX in
Pankreastumor-Gewebeschnitten

Im Folgenden wurden histologische Tumorschnitte von Pankreaskarzinomen verschiedener
Zelllinien hinsichtlich ihrer Expression der EZM-relevanten Proteine EpCAM und Lox
sowie des Pankreaskarzinom-Markers CTHRCI1  verglichen. Dazu  wurden
immhistochemische Farbungen mit entsprechenden gegen diese Proteine gerichteten
Antikorpern durchgefiihrt.

Humane Xenografts der Zelllinien Aspcl, Pancl, BxPC-3, Capan-1 und PancTu-I-CBRL
wurden aus Nacktmausmodellen gewonnen. Ebenfalls wurde das Pankreas einer gesunden
Maus immunhistochemisch fiir die EZM-relevanten Proteine EpCAM und Lox sowie
CTHRC1 untersucht, um die Expression im gesunden Gewebe und Tumorgewebe

miteinander zu vergleichen.
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3.2.1 Orthotopes Pankreaskarzinom im Nacktmausmodell: Aspc1

C: Lo - N . R D: imentin
Abb. 3.2.1 Immunhistochemischer Nachweis der EZM-relevanten Proteine in primédren Aspcl-
Pankreaskarzinomen im Nacktmausmodell Gezeigt sind représentative Bilder zentraler Tumorareale von Aspcl-
Tumoren. Immunhistochemische Farbungen auf A: CTHRCI, B: EpCAM, C: Lox und D: Vimentin zur Darstellung
bindegewebigen Stromas. Die roten Pfeile weisen auf Tumorzellnester, die gesundes Gewebe (griine Pfeile) infiltrieren,
v.a. zu erkennen bei (A) CTHCR1 und (B) EpCAM. Die Lox-Farbung der Tumorzellen (C) ist sehr stark. Die Aspcl-Zellen
werden auch in der Vimentin-Farbung mit angefarbt (D). Vereinzelt sind Immunzellen bei (B) EpCAM (orangener Pfeil)
zu erkennen, die an der Grenze zwischen Tumorgewebe und gesundem Pankreasgewebe akkumulieren. Bar = 100 pm, n =
2.

Abb. 3.2.1 zeigt reprisentative Bilder immunhistochemischer Farbungen zentraler Bereiche
von Aspcl-Tumoren, teils angrenzend an gesundes Pankreas. Zunéchst fallen Aspcl-Tumore
durch ihr aggressives Infiltrationsmuster auf. Es ldsst sich eine Infiltration gesunden
Gewebes (griner Pfeil) Tumorzellen (roter Pfeil) erkennen, v.a. (B). Zellen des
Immunsystems sind ebenfalls zu erkennen (orangener Pfeil, B). Die EZM-relevanten
Proteine, EpCAM und Lox sowie CTHRCI, wurden stark von Aspcl-Tumorzellen

exprimiert. Die Tumoren lassen ebenfalls fiir Vimentin eine intensive Farbung erkennen.
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3.2.2 Orthotopes Pankreaskarzinom im Nacktmausmodell: Panc1

C: Lox

Abb. 3.2.2 Immunhistochemischer Nachweis der EZM-relevanten Proteine in primiren Pancl-
Pankreaskarzinomen im Nacktmausmodell Gezeigt sind représentative Bilder zentraler Tumorareale von Pancl-
Tumoren. Immunhistochemische Féarbungen auf A: CTHRCI, B: EpCAM, C: Lox und D: Vimentin zur Darstellung
bindegewebigen Stromas.Pancl zeigte ein wenig invasives Wachstum und war von einer bindegewebigen Kapsel umgeben
v.a. bei (A) CTHRC1 und (D) Vimentin zu erkennen. Die griinen Pfeile weisen auf gesundes Pankreasgewebe, die roten
Pfeile auf Tumorzellen. Die Féarbung der Tumorzellen fiir CTHRC1 und Lox waren stark, die Farbung fiir EpCAM nur
schwach (vereinzelte EpCAM-positive Tumorzellen durch den roten Pfeil in B) gekennzeichnet). Die Tumorzellen wiesen

ebenfalls eine starke Farbung fiir Vimentin auf (D). Bar = 100 pm, n = 2.

Abb. 3.2.2. zeigt reprasentative Bilder immunhistochemischer Féarbungen zentraler Bereiche
von Pancl-Tumoren. Tumorzellen (roter Pfeil) beziehungsweise, soweit im jeweiligen
Schnitt vorhanden, gesundes Pankreas (griiner Pfeil) sind zu erkennen. Die Pancl-Tumoren
waren deutlich abgekapselt und zeigten ein lokal verdringendes Wachstum statt ein
invasives Wachstums wie bei Aspcl. CTHRC1 (A) und Lox (C) wurden beide stark in
Panc1-Zellen exprimiert, EpCAM (B) hingegen nur dezent.
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3.2.3 Orthotopes Pankreaskarzinom im Nacktmausmodell: BxPC-3

L2

Shea W igerastiseals : -
S e 4 . 1 >
C: Lox D: Vimentin

Abb. 3.2.3 Immunhistochemischer Nachweis der EZM-relevanten Proteine in primiren BxPC-3-
Pankreaskarzinomen im Nacktmausmodell Gezeigt sind représentative Bilder zentraler Tumorareale von BxPC-3-
Tumoren. Immunhistochemische Féarbungen auf A: CTHRCI1, B: EpCAM, C: Lox und D: Vimentin zur Darstellung
bindegewebigen Stromas. Es ldsst sich in den Fiarbungen fiir CTHRCI (A), EpCAM (B) und Vimentin (D) klar eine
Invasionsfront von Tumorzellen (rote Pfeile) mit angrenzendem gesundem Pankreasgewebe (griine Pfeile) erkennen. Die
Féarbungen der Tumorzellen fiir CTHRCI1 (A) und Lox (C) fielen stark positiv aus, EpCAM (B) hingegen nur schwach
positiv. Die Tumorzell-Konglomerate waren von bindegewebigen Septen (lila Pfeil) durchzogen; die Tumorzellen selbst

zeigten keine Vimentin-Farbung (D). Bar = 100 pm, n="2.

Abb. 3.2.3 zeigt reprisentative Bilder immunhistochemischer Farbungen zentraler Bereiche
von BxPC-3-Tumoren. Die einzelnen Tumorzellnester (rote Pfeile) wurden von
Bindegewebsstralen durchzogen, am besten zu sehen in der Férbung fiir Vimentin (D,
violetter Pfeil). CTHRCI1 (A) und Lox (C) wurden stark von den Tumorzellen exprimiert,
EpCAM (B) nur schwach. Insgesamt zeigte sich BxPC-3 als maédBig invasives
Pankreaskarzinom. Es zeigte eine Tendenz zur Infiltration von gesundem Gewebe, die

jedoch nicht so diffus erschien wie bei Aspcl.
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3.2.4 Orthotopes Pankreaskarzinom im Nacktmausmodell: Capan-1
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bb. 3.2.4 Immunhistochemischer Nachweis der EZM-relevanten Proteine in primiren Capan-1-
Pankreaskarzinomen im Nacktmausmodell Gezeigt sind reprisentative Bilder zentraler Tumorareale von Capan-1-
Tumoren. Immunhistochemische Féarbungen auf A: CTHRCI, B: EpCAM, C: Lox und D: Vimentin zur Darstellung
bindegewebigen Stromas.Die griinen Pfeile weisen diesmal auf nekrotische Areale des Tumors, die fiir Capan-1
kennzeichnend waren. Gesundes Gewebe war in den Schnitten der vorliegenden Proben kaum vorhanden. Capan-1-
Tumorzellen wuchsen in driisigen Zellverbénden (rote Pfeile) und wurden von reichlich Bindegewebe (violette Pfeile, A,
D) umgeben. Auch hier wurden Lox (C) und CTHRC1 (A) stark und EpCAM (B) schwach von den Tumorzellen exprimiert.
EpCAM lag vor allem an den Grenzzonen zwischen den driisigen Tumoranteilen und dem bindegewebigen Stroma

(dunkelrote Pfeile, B). Bar = 100 um, n = 2.

Abb. 3.2.4 zeigt reprasentative Bilder immunhistochemischer Farbungen zentraler Bereiche
von Capan-1 Tumoren mit auffallenden Nekrosen (griine Pfeile) zentral in den driisenartigen
Tumorzellnestern (rote Pfeile). Letztere wurden wie im Fall von BxPC-3 (s.0.) von
Bindegewebsstralen durchzogen. CTHRC1 (A) sowie Lox (C) wurden stark von den
Tumorzellen exprimiert, EpCAM hingegen nur schwach, war aber deutlich an der Grenze

zwischen Tumorzellnestern und Bindegewebsstralen zu erkennen (dunkelrote Pfeile, B).
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3.2.5 Orthotopes Pankreaskarzinom im Nacktmausmodell: PancTu-I-CBRL

Lox

Abb. 3.2.5 Immunhistochemischer Nachweis der EZM-relevanten Proteine in primédren PancTu-I-CBRL-
Pankreaskarzinomen im Nacktmausmodell Gezeigt sind reprasentative Bilder zentraler Tumorareale von PancTu-I-
CBRL-Tumoren. Immunhistochemische Farbungen auf A: CTHRC1, B: EpCAM, C: Lox und D: Vimentin zur Darstellung
bindegewebigen Stromas. In den vorliegenden Proben fand sich keinerlei gesundes Pankreasgewebe mehr. Die Farbung
der Tumorzellen fiir Lox (C) fiel stark aus, CTHRC1 (A) moderat, EpCAM (B) schwach. Einzelne Tumorzellen zeigten
EpCAM an Zell-Zell-Kontakten (dunkelrote Pfeile, B). Erneut zeigten sich in der Vimentin-Farbung (D)
Bindegewebsstraen (violette Pfeile), die die Tumorzellnester (rote Pfeile) durchziehen (in den anderen Abbildungen

schwer abgrenzbar). Bar = 100 pm, n = 2.

Abb. 3.2.5 zeigt reprasentative Bilder immunhistochemischer Farbungen zentraler Bereiche
von PancTu-I-CBRL-Tumoren. Die Tumorzellen férben sich fiir CTHRC1 (A) moderat, fiir
Lox (C) stark an. Die Fiarbung der Tumorzellen fiir EpCAM (B) ist schwach. PancTu-I-
CBRL zeigte ein infiltrierendes Wachstum mit einzelnen Bindegewebsstralen (D) zwischen

Tumorzellkonglomeraten.
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3.2.6 Murines Modell: Pankreas einer tumorfreien Maus

RCl - B: EpCAM

C: Lox

Abb. 3.2.6 Immunhistochemischer Nachweis der EZM-relevanten Proteine im Pankreas einer tumorfreien Maus
Gezeigt sind reprisentative Bilder eines tumorfreien Pankreas einer gesunden Maus. Immunhistochemische Farbungen auf
A: CTHRCI, B: EpCAM und C: Lox. Keine der drei Farbungen liel immunhistochemisch eine Expression der EZM-

relevanten Proteine in dem MaB, wie sie bei den zuvor gezeigten Tumoren vorlag, erkennen. Lediglich die Farbung der

Pankreaszellen auf EpCAM (B) zeigte eine dezente Féarbung. n=1

Abb. 3.2.6 zeigt repriasentative Bilder immunhistochemischer Farbungen des gesunden
Pankreas einer Nacktmaus ohne Tumor auf CTHRC1 (A), EpCAM (B) und Lox (C).
CTHRCI1 und Lox waren histochemisch nicht nachweisbar, EpCAM konnte in geringem

Mal nachgewiesen werden.
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3.2.7 Vergleich der Expression von EpCAM, Lox wund CTHRC1 in
immunhistochemischen Firbungen von Pankreastumoren

Es konnte gezeigt werden, dass in allen untersuchten Karzinomlinien die EZM-relevanten
Proteine EpCAM und Lox sowie der Pankreaskarzinom-spezifische Marker CTHRCI

exprimiert wurden.

Orthotopes Expression von Expression von Lox | Expression von

Tumormodell EpCAM in in Tumorzellen CTHRC1 in
Tumorzellen Tumorzellen

Aspcl +++ +++ ++

Pancl + +++ +++

BxPC-3 + ++ 4+

Capan-1 + ++ ++

PancTu-I-CBRL + +++ ++

Gesundes Maus- () - -

Pankreas

Tab. 3.2.7.1

Vergleich der Intensititen der histochemischen Fiirbungen in den ausgewiihlten Pankreaskarzinomen

Tab. 3.2.7.1 zeigt zusammenfassend, dass die immunhistochemischen Farbungen fiir die
EZM-relevanten Proteine eine starke Expression von EpCAM nur in den Tumorzellen des
Modells Aspcl, starke Expression von Lox in den Tumorzellen der Modelle Aspcl, Pancl
und PancTu-I-CBRL sowie eine starke Expression von CTHRCI1 in den Tumorzellen der
Modelle Pancl, BxPC-3 und PancTu-I-CBRL ergaben. Das gesunde Pankreas einer
tumorfreien Maus zeigte keine Férbung fiir Lox und CTHRCI und eine sehr schwache
Férbung fiir EpCAM.

Morphologisch imponierten die Karzinome der Zelllinien BxPC-3, Capan-1 und PancTu-I-
CBRL durch ein bindegewebsreiches Stroma (vergleiche Abb. 3.2.3, Abb. 3.2.4 und Abb.
3.2.5). Die Tumorzellen der orthotopen Mausmodelle in vivo lassen sich
immunhistochemisch teils stark fiir Lox anfarben, wihrend Lox auf Proteinebene in vitro

nicht nachweisbar war (siehe Kapitel 3.1.2 und 3.1.3).
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3.3 Vergleich des Bindungsverhaltens von NIRF-Proben in vitro
und in vivo

Das Bindungsverhalten der NIRF-Proben wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie in vitro
sowie im Nacktmaus-Xenograft-Modell mittels optischer Bildgebung mit dem Optix MX2
in vivo untersucht. Die NIRF-Proben bestanden aus jeweils einem Antikorper gegen EpCAM
bzw. gegen Lox und fiir in vivo Versuche zusitzlich einem Antikorper gegen CD44 sowie
einem konjugierten Fluorophor, Cy5.5 oder Vio680. Bei Cy5.5 handelt es sich um ein
etabliertes Cyanin-Fluorophor, das Anwendung u. a. in der optischen Bildgebung findet.
Vi0680 ist ein sich in der Entwicklung befindliches Fluorophor (Miltenyi Biotec), das mit

Cy5.5 verglichen werden sollte. Beide werden mit einer Wellenldnge von 670nm angeregt.

3.3.1 Nachweis der Integritat der NIRF-Proben mittels eines Coomassie-
Brillant-Blau-gefirbten Polyacrylamid-Gels

Bevor In-vitro- oder In-vivo-Versuche durchgefiihrt wurden, musste sichergestellt werden,
dass die NIRF-Proben auf Proteinebene intakt waren. Dazu wurden aEpCAM-CyS5.5,
aEpCAM-Vi0680, aLox-Cy5.5, aLox-Vio680, aCD44-Cy5.5 und als Kontrolle IgG-Vio680
und IgG-Cy5.5 auf einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und mithilfe von Coomassie-
Brillant-Blau angefédrbt. Abb. 3.3.1 zeigt, dass alle NIRF-Proben jeweils eine Bande bzw.
aLox-Cy5.5 und aLox-Vio680 je drei Banden in Hohe der Immunglobuline zwischen 76
kDa und 52 kDa bildeten. Eine Fraktionierung oder Denaturierung der NIRF-Proben lag

somit nicht vor.

19G- 1gG- aCD44- acCD44- aEpCAM- aEpCAM-  alLox- aLox-
Vio680 Cy5.5 Vio680 Cy5.5 Vio680 Cy5.5 Vio680 Cy5.5

Abb. 3.3.1 Nachweis der Integritit der NIRF-Proben

Dargestellt ist eine Coomassie-Brillant-Blau-Féarbung der auf einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennten NIRF-Proben sowie
mit Cy5.5 bzw. Vio680 konjugiertem IgG als Kontrolle. Alle NIRF-Proben bildeten jeweils eine bzw. aLox-Vio680 und
aLox-Cy5.5 jeweils drei Banden in Hohe der IgG-Kontrollen zwischen 76 kDa und 52 kDa. Eine Fraktionierung oder

Denaturierung der NIRF-Proben lag somit nicht vor.
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3.3.2 aEpCAM-Vio680 in verschiedenen Konzentrationen bindet in vitro
spezifisch membranstindiges EpCAM auf EpCAM-positiven Mamma-
karzinomzellen

Zur Evaluation des Bindungsverhaltens von aEpCAM-Vio680 in vitro in Abhingigkeit von
der verwendeten Konzentration wurden Zellen der Mammakarzinome mit unterschiedlichen
Konzentrationen der NIRF-Probe inkubiert. Zellen der Mammakarzinome BT474, MCF-7,
SkBr3 und T47D sind gemdll den Ergebnissen von RT-PCR, Western Blot und FACS-
Analyse EpCAM-positiv. MDA-MB-231-Zellen zeigten sich in RT-PCR moderat EpCAM-
positiv, auf Proteinebene in Western Blot und Durchflusszytometrie jedoch EpCAM-negativ
und wurden als Negativ-Kontrolle mitgefiihrt. Abb. 3.3.2 zeigt reprisentative Bilder der
aEpCAM-Vio680-gefarbten Mammakarzinomzellen. Die Zellen wurden auf Objekttrigern
in Flexiperms fiir jeweils eine Stunde mit vier verschiedenen Konzentrationen (5 pg/ml, 10
pg/ml, 15 pg/ml, 20 pg/ml) der NIRF-Probe inkubiert und anschlieBend mittels
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Als Kernfarbung wurde DAPI verwendet (blau). Das
Fluorophor Vio680 (magenta) wurde bei einer Anregungswellenldnge von 670 nm erfasst.
BT474-, MCF-7-, SkBr3- und T47D-Zellen zeigten bei jeder der gewihlten Konzentrationen
von aEpCAM-Vio680 eine intensive Farbung im Vergleich zu MDA-MB-231-Zellen,
welche unabhéngig von der Konzentration von aEpCAM-Vio680 ungeférbt blieben. Somit
kann gefolgert werden, dass nur EpCAM-positive Zellen durch aEpCAM-Vi0680 geférbt
werden. MCF-7- und BT474-Zellen lassen eine geringe Steigerung der Intensitdt der
Farbung bei graduell steigender Konzentration von aEpCAM-Vio680 erkennen, bei SkBr3-
und T47D-Zellen blieb die Intensitit der Farbung anndhrend gleich. Dabei wurde
membranstindiges EpCAM im Sinne einer Aufsittigung bei MCF-7- und BT474-Zellen
starker durch die NIRF-Probe gebunden, was zu einer intensiveren Féarbung fiihrte. Vor allem
die jeweiligen VergroBerungen (Bild im Bild, untere Reihe) zeigen die Bindung von
aEpCAM-Vio680 an membranstidndiges EpCAM auf den EpCAM-positiven Tumorzellen.
Dieser Versuch wurde ebenfalls sowohl fiir alLox-Vio680 als auch fiir aLox-Cy5.5
durchgefiihrt. Dabei konnte an in vitro kultivierten Tumorzellen keine Bindung von aLox-

Vio680 oder aLox-Cy5.5 erkannt werden (Ergebnisse nicht gezeigt).

61



3 Ergebnisse
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Abb. 3.3.2 aEpCAM-Vio680 in steigendender Konzentration bindet spezifisch membranstindiges EpCAM auf

Mammakarzinomzellen unter dem Fluoreszenzmikroskop

Dargestellt sind reprasentative Bilder von Zellen flinf verschiedener Mammakarzinomlinien (BT474, MCF-7, MDA-MB-
231, SkBr3 und T47D), die jeweils fiir eine Stunde mit aEpCAM-Vio680 inkubiert wurden. Dabei wurde graduell die
Konzentration der NIRF-Probe von 5 pg/ml in Fiinfer-Schritten bis auf maximal 20 pg/ml gesteigert (links vertikal
angezeigt). aEpCAM-Vio680 in magentarot; Kernfirbung mit DAPI (blau). Die Aufnahmen von aEpCAM-Vio680
erfolgten bei einer Anregungswellenldnge von 670 nm. Die Intensitit der Farbung war stark fiir BT474-, MCF-7-, SkBr3-
und T47D-Zellen im Vergleich zu nicht gefarbten MDA-MB-231-Zellen als Negativ-Kontrolle. aEpCAM-Vio680 bindet
demnach nur an EpCAM-positive Zellen. Nur MCF-7- sowie BT474-Zellen zeigen eine intensivere Farbung bei steigender
Konzentration der NIRF-Probe. Dabei zeigten sich die Zell-Zell-Grenzen bei steigender Konzentration stérker geférbt
durch eine vermehrte Bindung membranstindigen EpCAMs durch die NIRF-Probe. Bei MDA-MB-231-Zellen lésst sich
unabhéngig von der Konzentration der NIRF-Probe keine Farbung erkennen. Untere Reihe, Bild im Bild: Vergroferung
der jeweiligen Bildausschnitte durch weille Pfeile markiert. tEpCAM-Vio680 bindet membranstindiges EpCAM. n =3
pro Gruppe. Aufnahmetechnik: Dapi: Binning 0, Belichtungszeit 40 ms, Gain 5,0 Background 100; 670nm-Laser: Binning
2x2, Belichtungszeit 2000 ms Gain 8,0 Background 250
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3.3.3 Langere Inkubationszeit von aEpCAM-Vio680 auf EpCAM-positiven
Mammakarzinomzellen in vitro fithrt zu vermehrter Bindung an
membranstindiges EpCAM

Zur Bestimmung der maximalen Zellmembran-Akkumulation von aEpCAM-Vio680 iiber
die Zeit wurde die NIRF-Probe anschlie3end auf Zellen der Mammakarzinome SkBr3, T47D
und MDA-MB-231 (als Negativ-Kontrolle) iiber einen Zeitraum von insgesamt 24 Stunden
mit einer Konzentration von 5 pg/ml inkubiert. Aufnhahmen erfolgten nach zwei, vier, sechs
und 24 Stunden. Abb. 3.3.3 zeigt repréisentative Bilder. Zellen der EpCAM-positiven
Mammakarzinome SkBr3 und T47D zeigten mit zunehmender Inkubationsdauer eine
stirkere Farbung durch eine vermehrte Bindung von oEpCAM-Vio680 (magenta) an
EpCAM-positive Tumorzellen. MDA-MB-231-Zellen als Negativ-Kontrolle blieben iiber
den gesamten Beobachtungszeitraum ungefirbt. oEpCAM-Vio680 bindet spezifisch

membranstidndiges EpCAM (siehe untere Reihe, VergroBBerungen).

Zusammenfassend lieB sich in 3.3.2. und 3.3.3. zeigen, dass aEpCAM-Vi0680:

1) Membranstindiges EpCAM in vitro spezifisch bindet

2) Keine Bindung an EpCAM-negativen Zellen (MDA-MB-231) erfolgt

3) Eine vermehrte Bindung von aEpCAM-Vio680 an membranstindiges EpCAM mit
zunehmender Inkubationszeit in vitro erfolgt

4) Eine steigende Konzentration von aEpCAM-Vio680 in vitro nur bei MCF-7 und
BT474 zu einer vermehrten Bindung an membranstindiges EpCAM fiihrte

63



3 Ergebnisse

t SkBr3 T47D MDA-MB-231

Abb. 3.3.3 Vermehrte Bindung von a EpCAM-Vi0680 auf Mammakarzinomzellen unter dem Fluoreszenzmikroskop
iiber die Zeit

Dargestellt sind reprisentative Bilder von Zellen dreier verschiedener Mammakarzinomlinien (SkBr3, T47D und MDA-
MB-231), die jeweils einmalig mit 5 pg/ml aEpCAM-Vio680 iiber einen Zeitraum von insgesamt 24 Stunden auf
Objekttragern in Flexiperms inkubiert wurden. Aufhahmen erfolgten nach zwei, vier, sechs und 24 Stunden (links vertikal
angezeigt). aEpCAM-Vio680 in magenta, Kernfairbung mit Dapi (blau). Die Aufnahmen von aEpCAM-Vio680 erfolgten
bei einer Anregungswellenldnge von 670 nm. Mit ldngerer Inkubationsdauer zeigte sich eine verstiarkte Férbung der
EpCAM-positiven SkBr3- und T47D-Zellen. EpCAM-negative MDA-MB-231-Zellen zeigten zu keinem Messzeitpunkt
eine Farbung. Untere Reihe, Bild im Bild: VergroBerung der jeweiligen Bildausschnitte durch weile Pfeile markiert.
aEpCAM-Vio680 bindet spezifisch membranstindiges EpCAM. n = 3 pro Gruppe. Aufnahmetechnik: Dapi: Binning 0,
Belichtungszeit 50 ms, Gain 1,0 Background 100; 670 nm-Laser: Binning 2x2, Belichtungszeit 1000 ms, Gain 5,0
Background 250 (Diese Aufnahmen diirfen hinsichtlich ihrer Intensitét bei 670 nm nicht mit Abb. 3.3.2 verglichen werden,

da hier andere Einstellungen der Kamera verwendet wurden!)
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3.3.4 Bindungsverhalten der NIRF-Proben aEpCAM-Vio680, aEpCAM-
Cy5.5 und aLOX-Cy5.5 in vivo iiber die Zeit

Zur Evaluation des Bindungsverhaltens der NIRF-Proben an Tumorzellen in vivo wurden
MDA-MB-231-Zellen (starke Expression von Lox, schwache Expression von EpCAM) und
BT474-Zellen (starke Expression von EpCAM, schwache Expression von Lox)
immundefizienten Nacktméusen entweder orthotop oder subkutan transplantiert. Bei
Transplantation von MDA-MB-231-Zellen entstanden etwa nach 2-3 Wochen
makroskopisch sichtbare Xenografts. Bei BT474 erfolgte eine zusétzliche Transplantation
eines Ostrogen-Pellets nuchal. Makroskopisch sichtbare Xenografts entstanden nach etwa 3-
4 Wochen.

Zu Beginn des Messzeitraums wurde den tumortragenden Nacktméusen jeweils eine NIRF-
Probe und gleichzeitig zur Kontrolle 1gG-Vio747 injiziert. Die Fluoreszenzsignale der
NIRF-Proben und der IgG-Kontrolle wurden mithilfe des Optix MX2 erfasst. Dazu nutzt das
Gerdt einen Laser einer vorher definierten Wellenlidnge, um die Fluorophore anzuregen und
detektiert so deren Verteilung im Organismus (Biodistribution). Dabei wurden alle NIRF-
Proben bei einer Anregungswellenldnge von 670 nm erfasst. Direkt im Anschluss wurde der
Laser auf 730 nm umgestellt, um die IgG-Vio747-Kontrolle zu erfassen. Somit kommt es

nicht zu Uberschneidungen der Signale der NIRF-Proben und der Kontrollen.

3.3.4.1 Bindungsverhalten von adEpCAM-Cy5.5 und aEpCAM-Vio680 in vivo im
Vergleich

Zunichst wurde das Bindungsverhaltens an Tumorzellen in vivo zwischen aEpCAM-Cy5.5
und aEpCAM-Vio680 miteinander verglichen. Dabei wurde untersucht, wie sich das neu
entwickelte Fluorophor Vio680 vom etablierten Cy5.5 hinsichtlich seiner zeitlichen
Bindungskinetik und Signalintensitit im Xenograft unterscheidet. Vier Nacktmdiuse
erhielten MDA-MB-231-Xenografts. Den Tieren wurde 25 ug aEpCAM-Cy5.5 oder 25 pg
aEpCAM- Vio680 und zusitzlich jeweils 25 pg IgG-Vio747 als Kontrolle injiziert.
Messungen erfolgten vor Injektion der NIRF-Proben (Pre), direkt nach Injektion (0-Stunden-
Wert, Oh) und anschlieBend zwei, vier, sechs, 24, 48 bis einschlieBlich 72 Stunden nach
Injektion. Zum jeweiligen Zeitpunkt erfolgte pro Tier jeweils eine Messung des gesamten
Rumpfes der Maus von ventral (Ventralscan), sowie eine hochauflosende Messung des
Tumorareals (Tumorscan). Diese Messungen erfolgten bei demselben Tier jeweils einmal
bei einer Anregungswellenlinge von 670 nm zur Erfassung der NIRF-Proben und

anschliefend bei 730 nm zur Erfassung der 1gG-Vio747-Kontrolle. Die Skalierung der
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gezeigten Bilder pro Abbildung ist jeweils zueinander normalisiert (rot = starkes Signal,

violett = schwaches Signal der Proben).

MDA-MB-231-Xenografts mit MDA-MB-231-Xenografts mit
25 pg aEpCAM-Cy5.5 bei 670 nm 25 ng aEpCAM-Vio680 bei 670 nm

A) Ventralscans
Pre Oh 2h 4h 6h 24h 48h 72h Pre Oh 2h 4h 6h 24h 48h 72h

B) Tumorscans
Pre Oh 2h 4h 6h 24h 48h 72h Pre Oh 2h 4h 6h 24h 48h 72h

C) Grafische Darstellung der Bindungskinetik der NIRF-Proben uber die Zeit
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Abb. 3.3.4.1.1 Bindungsverhalten von aEpCAM-CyS5.5 und ¢ EpCAM-Vi0680 im MDA-MB-231-Xenograft-Modell
itber die Zeit Gezeigt sind représentative Bilder. Xenografts orthotop in der Brustdriise am Rumpf rechts unten der Méuse.
Linke Hilfte: 25ug oEpCAM-Cy5.5 in athymischer Nacktmaus (n=2); Rechte Hilfte: 25 pg aEpCAM-Vio680 in
athymischer Nacktmaus (n=2). A): Ventralscans bei 670 nm mit Optix MX2 des gesamten Rumpfes der jeweiligen Maus.
Starkes Signal der Leber; B): Hochauflosender Scan bei 670 nm mit Optix MX2 der Tumorregion. Schwaches Signal aus
dem Tumor. Bar (jeweils links im Scan): Intensitdt des gemessenen Signals, rot = starkes Signal, violett = schwaches
Signal). Die Skalen aller gezeigten Scans sind zueinander normalisiert. Pre = Prescan, Messung vor Injektion der NIRF-
Proben, wurde von folgenden Scans abgezogen. C): Die Abszisse gibt die Zeit in Stunden an (h), die Ordinate zeigt die
gemessene Signalintensitét in Normalized Counts (nc). Die einzelnen Messzeitpunkte sind durch Rechtecke markiert. Das
Signal der Leber (blauer Graph) iiberstieg sowohl fiir aEpCAM-Cy5.5 als auch fiir tcEpCAM-Vio680 zu jeder Zeit das
Tumorsignal (roter Graph). Es erreichte seinen hochsten Wert fiir tEpCAM-Cy5.5 bei etwa 4-6 Stunden und fiir tEpCAM-
Vio680 bei etwa 2 Stunden und fiel dann kontinuierlich ab. Das Tumorsignal blieb fiir beide Farbstoffe wihrend des

Messzeitraums in etwa konstant niedrig.
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MDA-MB-231-Xenografts mit MDA-MB-231-Xenografts mit
25 ng IgG-Vio747 bei 730 nm 25 ng IgG-Vio747 bei 730 nm

A) Ventralscans
Pre Oh 2h 4h 6h 24h 48h 72h Pre Oh 2h 4h 6h 24h 48h 72h

B) Tumorscans
Pre Oh 2h 4h 6h 24h 48h 72h Pre Oh 2h 4h 6h 24h 48h 72h

C) Grafische Darstellung der Bindungskinetik der IgG-Kontrolle liber die Zeit
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Abb. 3.3.4.1.2 Bindungsverhalten der Kontrolle IgG-Vio747 in MDA-MB-231-Xenograft-Modellen iiber die Zeit

h
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Gezeigt sind dieselben Méuse wie in Abb. 3.3.4.1.1 zur selben Zeit. Die Wellenlénge des Lasers wurde von 670 nm auf
730 nm gedndert, um die Kontrolle IgG-Vio747 sichtbar zu machen. Diese Messungen erfolgten zum jeweiligen Zeitpunkt
direkt im Anschluss zu den in Abb.3.3.4.1.1 dargestellten Messungen. Gezeigt sind représentative Bilder. Xenografts
orthotop in der Brustdriise am Rumpf rechts unten der Méuse. Beide Halften: jeweils 25 ng IgG-Vio747 A): Ventralscan
bei 730 nm mit Optix MX2 des gesamten Rumpfes der jeweiligen Maus, schwaches Signal der Leber, moderates Signal
der Blase; B): Hochauflésender Tumorscan bei 730 nm mit Optix MX2 der Tumorregion. Kein Signal im Tumor. Bar
(jeweils links im Scan): Intensitdt des gemessenen Signals, rot = starkes Signal, violett = schwaches Signal) Die Skalen
aller gezeigten Scans sind zueinander normalisiert. Pre = Prescan, Messung vor Injektion der NIRF-Proben, wurde von
folgenden Scans abgezogen. C): Die Abszisse gibt die Zeit in Stunden (h) an, die Ordinate zeigt die gemessene
Signalintensitét in Normalized Counts (nc). Die einzelnen Messzeitpunkte sind durch Rechtecke markiert. Die Average
Normalized Counts lagen deutlich unter denen der verglichenen NIRF-Proben aEpCAM-Cy5.5 und aEpCAM-Vio680
(Vgl. Abb.3.3.4.1.1C). Somit kann gefolgert werden, dass die NIRF-Proben stirker als die IgG-Kontrolle im jeweiligen
Messbereich akkumuliert. Das Lebersignal iiberstieg auch hier zu jedem Zeitpunkt das Tumorsignal, welches ebenfalls im

zeitlichen Verlauf konstant niedrig blieb. n=4
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Abb. 3.3.4.1.1 zeigt, dass sowohl aEpCAM-Cy5.5 als auch aEpCAM-Vio680 stark in der
Leber und wenig in den MDA-MB-231-Xenografts (MDA-MB-231 ist nur schwach positiv
fiir EpCAM) akkumulierten. Die gesamte Signalintensitidt der NIRF-Proben gemessen an
Normalized Counts (nc) war deutlich hoher als die der IgG-Kontrolle (Vgl. Abb.3.3.4.1.1C
und Abb. 3.3.4.1.2C) Somit akkumulieren die NIRF-Proben starker in Leber und Tumor als
die IgG-Kontrolle. Bei beiden NIRF-Proben war direkt nach intravendser Applikation ein
Signal in der Leber zu erkennen. Fiir beide NIRF-Proben galt, dass die Anreicherung im
Tumor langsam erfolgte. Zu keinem Zeitpunkt war die Stirke des Fluoreszenzsignals in der
Tumorregion hoher als die des Signals aus der Leber. Dabei erreichte die Kontrolle IgG-
Vio747 in der Tumorregion eine Signalintensitét von etwa 50 nc. tEpCAM-Cy5.5 erreichte
etwa 500 nc und aEpCAM-Vio680 etwa 200-250 nc in der Tumorregion. Somit ist das
Fluoreszenzsignal im Tumor, das durch das konventionelle Fluorophor CyS5.5 erzeugt wird
etwa doppelt so stark wie das Signal von Vio680. Abb, 3.3.4.1.3 zeigt diesen Sachverhalt
anhand eines direkten Vergleichs der Signalintensititen aus Leber und Tumor. Das
Maximum an Signalintensitit in der Leber wurde von aEpCAM-Cy5.5 (griin, Lebersignal =
dunkelgriin, Tumorsignal = hellgriin) bei 4-6 Stunden und von aEpCAM-Vi0680 (orange,
Lebersignal = dunkles orange, Tumorsignal = helles orange) bei etwa 2 Stunden erreicht.
Das Lebersignal von aEpCAM-Vio680 stagnierte filir zwei Tage bei etwa 2000 nc bevor es
abfiel. Bei aEpCAM-Cy5.5 fiel das Lebersignal nach Erreichen seines Maximus direkt
kontinuierlich ab. Fiir beide NIRF-Proben fiel es innerhalb des Messzeitraumes allerdings

nicht unter das Tumorsignal.
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Abb. 3.3.4.1.3 Direkter Vergleich des Bindungsverhalten von cEpCAM-Cy5.5 und cEpCAM-Vio680 im mit MDA-MB-
231-Xenograft-Modell iiber die Zeit

Zusammenfassung von Abb.3.3.4.1.1C und Abb.3.3.4.1.2C. Die Abszisse gibt die Zeit in Stunden (h) an, die Ordinate zeigt
die gemessene Signalintensitit in Normalized Counts (nc). Die einzelnen Messzeitpunkte sind durch Rechtecke markiert.
Beide NIRF-Proben akkumulierten rasch nach Injektion in der Leber. Das Lebersignal fiir aEpCAM-Cy5.5 (dunkelgriin)
sowie flir tEpCAM-Vio680 (dunkles Orange) war zu jedem Zeitpunkt stérker als die korrespondierenden Tumorsignale. Dabei
lag die maximale Signalintensitét in der Leber fiir tEpCAM-CyS5.5 bei 4-6 Stunden und fiir tcEpCAM-Vio680 bei 2 Stunden.
Die Intensititen der Tumorsignale waren im zeitlichen Verlauf nahezu konstant niedrig, wobei aEpCAM-Cy5.5 (hellgriin)

eine hohere Intensitét als aEpCAM-Vio680 (helles Orange) erreichte.

Anschliefend wurde die Bindungskinetik von aEpCAM-Vi0680 in vivo in einem Xenograft-
Modell mit orthotop implantierten BT474-Zellen (stark positiv fiir EpCAM) untersucht. Die
eingesetzte Menge NIRF-Probe wurde von 25 pg auf 40 pg erhéht, um zu evaluieren, ob
eine Sittigung der Leber moglich ist und so die Signalintensitdt im Tumor erhoht werden
kann. Der Beobachtungszeitraum wurde von 72h auf 96h erweitert, um ein eventuelles

Ansteigen des Tumorsignals liber das Lebersignal hinaus zu detektieren.
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BT474-Xenografts mit
40 pg aEpCAM-Vio680 bei 670 nm

A) Ventralscans

Pre Oh 2h 4h

B) Tumorscans
Pre Oh 2h
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Abb. 3.3.4.14 Bindungsverhalten von a EpCAM-Vio680 in BT474-Xenograft-Modell iiber die Zeit
Gezeigt sind représentative Bilder. Xenografts orthotop in Brustdriise am Rumpf rechts unten der Méuse. 40 ng aEpCAM-
Vio680 in BT474-Xenograft-Modell (n=2). A): Ventralscan bei 670 nm mit Optix MX2 des gesamten Rumpfes der Maus,
starkes Signal der Leber; B): Hochaufldsender Tumorscan bei 670 nm mit Optix MX2 der Tumorregion, schwaches bis
moderates Tumorsignal. Bar (jeweils links im Scan): Intensitdt des gemessenen Signals, rot = starkes Signal, violett =
schwaches Signal) Die Skalen aller gezeigten Scans sind zueinander normalisiert. Pre = Prescan, Messung vor Injektion
der NIRF-Proben, wurde von folgenden Scans abgezogen. C): Die Abszisse gibt die Zeit in Stunden an (h), die Ordinate
zeigt die gemessene Signalintensitdt in Normalized Counts (nc). Die einzelnen Messzeitpunkte sind durch Rechtecke
markiert. Das Lebersignal (blauer Graph) ist zu jedem Zeitpunkt hoher als das Tumorsignal (roter Graph). aEpCAM-
Vio680 erreicht auch bei BT474-Xenografts seine maximale Signalintensitit in der Leber bei 2-4 Stunden. Die
Signalintensitét in der Leber bei 40 pg der NIRF-Probe liegt dabei etwa 500 nc hoher als bei 25 pg aEpCAM-Vio680 im
MDA-MB-231-Xenograft-Modell (vergleiche Abb. 3.3.4.1.1). tEpCAM-Vio680 erzeugt jedoch auch bei stark EpCAM-

positiven BT474-Xenografts zu keinem Zeitpunkt ein Tumorsignal, das das Lebersignal iiberschreitet.
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BT474-Xenografts mit
25 ng IgGVio747 bei 730 nm

A) Ventralscans
Pre Oh 2h 4h 6h 24h 48h 72h  96h

B) Tumorscans
Pre Oh 2h 24h  48h 72h  96h

C) Grafische Darstellung der Bindungskinetik der IgG-Kontrolle liber die Zeit
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Abb. 3.3.4.1.5 Bindungsverhalten der Kontrolle IgG-Vio747 im BT474-Xenograft-Modell iiber die Zeit
Gezeigt ist dieselbe Maus wie in Abb. 3.3.4.1.4 zur selben Zeit. Die Wellenlédnge des Lasers wurde von 670 nm auf 730 nm
gedndert, um die Kontrolle IgG-Vio747 sichtbar zu machen. Diese Messungen erfolgten zum jeweiligen Zeitpunkt direkt
im Anschluss zu den in Abb.3.3.4.1.4 dargestellten Messungen. Gezeigt sind reprasentative Bilder (n=2). Xenografts
orthotop in der Brustdriise am Rumpf rechts unten der Méuse. Es wurden 25 pg IgG-Vio747 injiziert. A): Ventralscan bei
730 nm mit Optix MX2 des gesamten Rumpfes der Maus; Moderate Anreicherung in der Leber, starke Anreicherung in der
Harnblase B): Hochauflgsender Tumorscan bei 730 nm mit Optix MX2 der Tumorregion; keine Anreicherung von IgG-
Vio747 im Tumor (falsch positiver Wert durch Anschnitt der Harnblase bei 4h). Bar (jeweils links im Scan): Intensitit des
gemessenen Signals, rot = starkes Signal, violett = schwaches Signal). Die Skalen aller gezeigten Scans sind zueinander
normalisiert. Pre = Prescan, Messung vor Injektion der NIRF-Proben, wurde von folgenden Scans abgezogen. C): Die
Abszisse gibt die Zeit in Stunden (h) an, die Ordinate zeigt die gemessene Signalintensitit in Normalized Counts (nc). Die
einzelnen Messzeitpunkte sind durch Rechtecke markiert. Die Normalized Counts lagen deutlich unter denen fiir tEpCAM-
Vio680. Somit kann gefolgert werden, dass auch beim BT474-Xenograft-Modell die NIRF-Probe EpCAM-Vio680

spezifisch im Tumor akkumuliert, wahrend die Kontrolle IgGvio747 keine Akkumulation im Tumor zeigt.
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Abb. 3.3.4.1.5 zeigt, dass aEpCAM-Vio680 auch im BT474-Xenograft-Modell spezifisch
im Tumor bindet, da IgG-Vio747 im Tumor nicht detektiert werden konnte.
Vergleicht man die Bindungskinetik von aEpCAM-Vio680 im BT474-Xenograft-Modell
(Abb. 3.3.4.1.4) mit dem MDA-MB-231-Xenograft-Modell (Abb. 3.3.4.1.1) iiber die Zeit,
so ldsst sich fiir beide Modelle feststellen, dass die NIRF-Probe rasch in der Leber
akkumulierte (Oh-Wert). Das Maximum an Signalintensitdt lag dort fiir cEpCAM-Vio680
unabhingig vom Tumormodell und der eingesetzten Antikdrpermenge bei 2-4 Stunden und
fiel dann erst langsam im Verlauf von Tagen ab. Die Signalintensitit im Tumor war bei
aEpCAM-Vi0680 unabhingig vom Tumormodell niedriger als in der Leber und iiberschritt
diese zu keinem Zeitpunkt. Eine Aufsittigung der Leber durch eine groBere Menge injizierter

NIRF-Probe zugunsten erhohter Signalintensitit im Tumor war nicht mdglich.

3.3.4.2 Nachweis von Lox in vivo mittels aLox-Cy5.5 in BT474- und MDA-MB-
231-Xenografts

Wie bisher gezeigt werden konnte, exprimieren die untersuchten Mammakarzinomzellen
Lox in vitro nicht auf Proteinebene (Vgl. 3.1.2, 3.1.3 und 3.3.3). In den untersuchten
Pankreaskarzinomzellen konnte Lox immunhistochemisch nachgewiesen werden (Vgl. 3.2).
Um Lox auch in Mammakarzinomzellen in vivo nachzuweisen, wurde Nacktmausen mit
BT474- (Vgl. 3.1.1, schwach positiv fiir Lox in RT-PCR) bzw. MDA-MB-231-Xenografts
(stark positiv fiir Lox in RT-PCR) je 25 pg aLox-Cy5.5 injiziert. Es wurde wie oben IgG-

Vio747 als Kontrolle verwendet.
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MDA-MB-231-Xenografts mit BT474-Xenografts mit
25 pg aLox-Cy5.5 bei 670 nm 25 pg aLox-Cy5.5 bei 670 nm

A) Ventralscans
rc Oh 2h 4h 6h 24h 48h 72h 96h Pre Oh 2h 4h 6h 24h 48h 72h 96h

C) Grafische Darstellung der Bindungskinetik der NIRF-Probe tiber die Zeit
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Abb.3.3.4.2.1

Bindungsverhalten von aLox-CyS5.5 in MDA-MB-231-Xenografts bzw. in BT474-Xenografts iiber die Zeit
Gezeigt sind représentative Bilder. Xenografts orthotop in der Brustdriise am Rumpf rechts unten der Mause. Linke Halfte:
25ug aLox-CyS5.5 in athymischer Nacktmaus mit MDA-MB-231-Xenograft (n=2); Rechte Hilfte: 25 pg aLox-CyS5.5 in
athymischer Nacktmaus mit BT474-Xenograft (n=2). A): Ventralscans bei 670 nm mit Optix MX2 des gesamten Rumpfes
der jeweiligen Maus; B): Hochaufldsender Scan bei 670 nm mit Optix MX2 der Tumorregion. Bar (jeweils links im Scan):
Intensitét des gemessenen Signals, rot = starkes Signal, violett = schwaches Signal). Die Skalen aller gezeigten Scans sind
zueinander normalisiert. Pre = Prescan, Messung vor Injektion der NIRF-Proben, wurde von folgenden Scans abgezogen.
C): Die Abszisse gibt die Zeit in Stunden an (h), die Ordinate zeigt die gemessene Signalintensitét in Normalized Counts
(nc). Die einzelnen Messzeitpunkte sind durch Rechtecke markiert. Das Lebersignal erreichte sowohl im MDA-MB-231-
Modell als auch im BT474-Modell sein Maximum bei 4-6 Stunden. Das Tumorsignal stieg zunéchst an und hielt sich dann
in beiden Tumormodellen nach 24 Stunden nahezu konstant. Im Falle der stark Lox-exprimierenden MDA-MB-231-
Tumore iiberstieg das Tumorsignal nach 24 Stunden das Lebersignal und hielt sich fiir den iibrigen Messzeitraum bei etwa
1700-2000 nc. Bei den schwach Lox-exprimierenden BT474 war dies zu keinem Zeitpunkt der Fall. Die Intensitét des
Tumorsignals bei BT474-Xenografts lag bei hochstens etwa 600 nc. Lox konnte demnach in vivo stark in MDA-MB-231-
Xenografts und schwach in BT474-Xenografts nachgewiesen. Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen der RT-
PCR (Vgl. 3.1.1).
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MDA-MB-231-Xenografts mit BT474-Xenografts mit
25 ng IgG-Vio747 bei 730 nm 25 ng IgG-Vio747 bei 730 nm

A) Ventralscans

Oh 2h 4h 6h 24h 48h 72h 96h Pre Oh 2h 4h 6h 24h 48h 72h 96h

C) Grafische Darstellung der Bindungkinetik der NIRF-Probe uber die Zeit
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Abb. 3.3.4.2.2 Bindungsverhalten von IgG-Vio747 in MDA-MB-231-Xenografts (links) bzw. BT474-Xenografts

(rechts) iiber die Zeit zur Kontrolle

Gezeigt sind dieselben Méuse wie in Abb. 3.3.4.2.1 zur selben Zeit. Die Wellenlédnge des Lasers wurde von 670 nm auf
730 nm gedndert, um die Kontrolle IgG-Vio747 sichtbar zu machen. Diese Messungen erfolgten zum jeweiligen Zeitpunkt
direkt im Anschluss zu den in Abb.3.3.4.2.1 dargestellten Messungen. Gezeigt sind représentative Bilder (n=2 pro Gruppe).
Xenografts orthotop in der Brustdriise am Rumpf rechts unten der Mause. Es wurden 25 pg IgG-Vio747 injiziert. A):
Ventralscan bei 730 nm mit Optix MX2 des gesamten Rumpfes der Maus; Moderate Anreicherung in der Leber, starke
Anreicherung in der Harnblase in beiden Modellen B): Hochauflosender Tumorscan bei 730 nm mit Optix MX2 der
Tumorregion; keine Anreicherung von IgG-Vio747 in beiden Tumormodellen. Bar (jeweils links im Scan): Intensitdt des
gemessenen Signals, rot = starkes Signal, violett = schwaches Signal). Die Skalen aller gezeigten Scans sind zueinander
normalisiert. Pre = Prescan, Messung vor Injektion der NIRF-Proben, wurde von folgenden Scans abgezogen. C): Die
Abszisse gibt die Zeit in Stunden (h) an, die Ordinate zeigt die gemessene Signalintensitit in Normalized Counts (nc). Die
einzelnen Messzeitpunkte sind durch Rechtecke markiert. Mit etwa 50 nc lag die Signalintensitit der IgG-Kontrolle in
beiden Tumormodellen deutlich unter der Signalintensitdt von aLox-Cy5.5. Somit ist die Bindung von aLox-Cy5.5 in

beiden Tumormodellen spezifisch.

Abb. 3.3.4.2.1 zeigt, dass Lox in vivo in Mammakarzinomzellen mit alLox-Cy5.5
nachweisbar ist. Dabei liegt die maximale Signalintensitit von aLox-Cy5.5 im Tumor bei
MDA-MB-231-Xenografts bei etwa 2000 nc und bei BT474-Xenografts bei etwa 500 nc.

Die IgG-Vio747-Kontrolle erreicht im Tumor maximal nur 50 nc in beiden Tumormodellen
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(Abb. 3.3.4.2.2). Somit ist die Bindung von aLox-Cy5.5 an Lox-exprimierende Tumorzellen
spezifisch. Abb.3.3.4.2.1C zeigt, dass die Intensitdt des Tumorsignals von aLox-CyS5.5 in
MDA-MB-231-Xenografts ab 24 Stunden die Intensitit des Lebersignals iiberschreitet. Fiir
aEpCAM-Cy5.5 und aEpCAM-Vio680 war dies in keinem Tumormodell der Fall (Vgl.
3.3.4.1). Das Lebersignal erreichte in beiden Tumormodellen sein Maximum nach 4-6

Stunden, was mit dEpCAM-Cy5.5 und aEpCAM-Vi0680 vergleichbar ist.

3.3.5 Analyse der Biodistribution der verwendeten Antikérper und
Fluorophore

Wie Kapitel 3.3.4 gezeigt hat, akkumulieren NIRF-Proben in hohem Maf} in der Leber.
AuBer bei aLox-Cy5.5 in MDA-MB-231-Xenografts (Abb.3.3.4.2.1) lag die Signalintensitit
der NIRF-Proben in der Leber immer tiber der Signalintensitét der NIRF-Proben im Tumor.
Nun wurde die Verteilung der NIRF-Proben in Leber bzw. Tumorgewebe systematisch
untersucht, um einen Index zur Biodistribution der NIRF-Proben zu erstellen. Es sollte
herausgearbeitet werden, ob es Abhingigkeiten zwischen der Biodistribution der NIRF-
Proben und dem Tumormodell (Mammakarzinom oder Pankreaskarzinom), dem
Transplantionsbereich (orthotop oder subkutan) und der jeweiligen NIRF-Probe gibt. Dabei
erwies sich als problematisch, dass die anatomische Nédhe des Pankreas zur Leber bei
orthotop transplantierten Pankreaskarzinomzellen zu Signaliiberscheidungen der NIRF-
Proben in Tumor und Leber fiihrt. Im subkutanen Pankreaskarzinommodell bzw. im
Mammakarzinommodell unabhédngig vom Transplantionsort liegen Tumor und Leber weit
genug auseinander, sodass es nicht zu Signaliiberschneidungen kommt. Diese Problematik
macht eine Analyse der Bindungskinetik in lebernahen Tumoren wie dem orthotopen
Pankreaskarzinom mittels NIRF-Proben in der optischen Bildgebung bei tumortragenden
Nacktméusen unmoglich.

Abb.3.3.5.1.1 veranschaulicht die dargestellte Problematik. Gezeigt sind reprédsentative
Bilder zweier tumortragender Nacktméuse mit PancTu-I-CBRL-Xenografts im IVIS. Das
IVIS detektiert dhnlich wie das Optix MX2 die Fluoreszenzsignale (Flu) von NIRF-Proben.
Zusitzlich detektiert das IVIS {iber einen anderen Kanal Biolumineszenz (BL). PancTu-I-
CBRL-Zellen exprimieren Luciferase. Dieses Enzym spaltet Luciferin, welches vor der
Messung injiziert wurde, und erzeugt so ein Signal, das mithilfe der Biolumineszenz-Kamera
des IVIS detektiert werden kann. Der Maus in A) wurden 40 pg aEpCAM-Cy35.5 intravends
injiziert. Der Maus in B) wurde 25 pg aCD44-CyS5.5 injiziert. aCD44-Cy5.5 wurde in

Versuchen der Arbeitsgruppe (nicht gezeigt, unverdffentlicht) zur optischen Bildgebung im
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PancTu-I-CBRL-Tumormodell etabliert. Die Overlays in vivo bzw. ex vivo zeigen
gleichzeitig Fluoreszenz- und Biolumineszenzsignale. Durch die Aufnahme der NIRF-
Proben in die Leber war es allein mithilfe der Fluoreszenz-Kamera nicht méglich, den Tumor
zu lokalisieren, da das Signal der NIRF-Proben in Leber und Tumor verschmolzen und somit
eine Abgrenzung der beiden nicht mdglich war. Nur durch Hinzuschalten des
Biolumineszenzsignals der Luciferase-exprimierenden PancTu-I-CBRL Zellen (siche
Overlay) war eine Abgrenzung zwischen Tumor und Leber moglich.

A) B)

Flu BL  Overlay Overlay Flu BL Overlay Overlay
in vivo ex vivo in vivo ex vivo

Abb. 3.3.5.1.1 Uberlagerung Fluoreszenzsignale der NIRF-Proben aus Tumor und Leber im orthotopen PancTu-I-

CBRL-Xenograft-Modell 96 Stunden nach Injektion

Gezeigt sind reprisentative Bilder zweier Nacktméause mit orthotopen PancTu-I-CBRL-Pankreaskarzinom-Xenografts im
IVIS. Die Messung erfolgte 96h nach Injektion von 40 pg aEpCAM-Cy5.5 (A) bzw. 25 pg aCD44-Cy5.5 (B) in
Fluoreszenz (Flu) zur Detektion des Signals der NIRF-Proben. Mittels Fluoreszenz alleine ist keine Unterscheidung der
Signale der NIRF-Proben aus der Leber bzw. aus den orthotopen Pankreaskarzinom-Xenografts zu erkennen. Da PancTU-
I-CBRL-Zellen Luciferase exprimieren, konnen die Tumorzellen nach Injektion von Luciferin mit der Biolumineszenz-
Kamera (BL) des IVIS detektiert werden. Die Overlays zeigen gleichzeitig Biolumineszenz- und Fluoreszenzsignale. Dabei
wird deutlich, dass sich das Biolumineszenz-Signal der PancTu-I-CBRL-Zellen mit dem Signal der NIRF-Proben aus Leber
und Tumor iiberschneidet. Ohne das Biolumineszenzsignal wire eine Differenzierung von Tumorgewebe und Leber im

orthotopen Pankreaskarzinommodell mittels NIRF-Proben in Fluoreszenz-Bildgebung alleine nicht moglich.

Um Abhingigkeiten der jeweiligen NIRF-Probe beziiglich der Bindungskinetik in Tumor
und Leber zu identifizieren, wurde aEpCAM-Cy5.5 und aCD44-Cy5.5 im subkutanen
PancTu-I-CBRL-Xenograft-Modell miteinander verglichen (Gleiches Xenograft-Modell,
unterschiedliche NIRF-Probe). Der Transplantionsort war eine subkutane Stelle am Rumpf
der Méuse in hinreichender Entfernung zur Leber. Als Kontrolle wurde gleichzeitig 1gG-
Vio747 injiziert. Dieser wies die Bindung der NIRF-Proben als spezifisch aus (Bilder nicht
gezeigt). Abb.3.3.5.1.2 zeigt, dass im selben Tumormodell mit subkutanen PancTu-I-CBRL-
Xenografts beide NIRF-Proben, aEpCAM-Cy5.5 und aCD44-Cy5.5, das Maximum ihrer
Signalintensitét in der Leber bei 4-6 Stunden erreichen. Fiir beide NIRF-Proben gilt, dass

das Signal aus dem Tumor das Lebersignal zu keinem Zeitpunkt {iberschreitet.
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A) aEpCAM-CyS5.5 in subkutanem PancTu-I-CBRL-Xenograft
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Abb. 3.3.5.1.2 Vergleich des Bindungsverhaltens von cEpCAM-Cy5.5 und aCD44-Cy5.5 in vivo in
subkutanen PancTu-I-CBRL-Xenografts iiber die Zeit
Gezeigt sind repréisentative Bilder. Dargestellt sind Ventralscans gesamten Rumpfes der tumortragenden Nacktmiuse mit

PancTu-I-CBRL-Xenografts bei 670nm mit dem Optix MX 2 zur Detektion des Signals der NIRF-Proben iiber die Zeit.
A): 40pg aEpCAM-CyS5.5 (n=4) B): 25ug aCD44-Cy5.5 (n=4). Bar: Intensitdt des gemessenen Signals, rot = starkes
Signal, violett = schwaches Signal). Die Skalen aller gezeigten Scans sind zueinander normalisiert. Prescan: Messung vor
Injektion der NIRF-Proben, wurde von folgenden Scans abgezogen. Foto, Mitte: Der gelbe Pfeil zeigt jeweils auf den
subkutanen Tumor im Sektionspréparat. Koordinatensysteme, rechts: Die Abszisse gibt die Zeit in Stunden (h) an. Die
Ordinate zeigt die Signalintensitét in Normalized Counts (nc). Das Lebersignal (blauer Graph) tiberstieg zu jedem Zeitpunkt
das Tumorsignal (roter Graph) und hatte sein Maximum bei etwa 4-6 Stunden unabhingig von der verwendeten NIRF-

Probe.

Um Abhéngigkeiten des Tumormodells (Mammakarzinom bzw. Pankreaskarzinom) und des
Transplantionsmodus (orthotop bzw. subkutan) auf die Bindungskinetik der NIRF-Proben

zu identifizieren, wurden vier verschiedene Xenograft-Modelle untersucht:

A) MDA-MB-231 Mammakarzinom Orthotop transplantiert
B) PancTu-I-CBRL Pankreaskarzinom Subkutan transplantiert
C) PancTu-I-CBRL Pankreaskarzinom Orthotop transplantiert
D) Apscl Pankreaskarzinom Orthotop transplantiert

Dabei wurde jeweils die gleiche NIRF-Probe aEpCAM-Cy5.5 in allen Modellen verwendet
(Gleiche NIRF-Probe, unterschiedliche Xenografts). Abb.3.3.5.1.3 zeigt reprédsentative
Bilder der Bindungskinetik von aEpCAM-Cy5.5 in den vier verschiedenen Xenograft-
Modellen. Die gezeigten Daten sind alle zueinander normalisiert. aEpCAM-Cy5.5
akkumuliert unabhingig vom Xenograft-Modell rasch nach Injektion in der Leber und
erreicht dort seine maximale Signalintensitit nach 4-6 Stunden. Fiir die Leber-fernen
Tumoren, A) und B), tiberschreitet das Signal der NIRF-Probe aus dem Tumor zu keinem

Zeitpunkt das Signal aus der Leber. Fiir die orthotopen Pankreastumoren ldsst sich, wie zuvor
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beschrieben, das Signal aus dem Tumor nicht von dem aus der Leber differenzieren. Dadurch
konnten die gemessenen Normalized Counts fiir C) und D) statistisch nicht korrekt

ausgewertet werden, was sich in den Graphen der Tumorsignale (rot, C und D) zeigt.

A) 0EpCAM-CyS5.5 in orthotopem MDA-MB-231-Xenograft
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Abb. 3.3.5.1.3 Vergleich der Bindungskinetik von aEpCAM-Cy5.5 in vier verschiedenen Xenograft-Modellen
Gezeigt sind reprisentative Bilder. Ventralscans des gesamten Rumpfes der tumortragenden Nacktméause, denen jeweils 40
ng aEpCAM-Cy5.5 injiziert wurde. Aufnahmen mit Optix MX2 bei 670nm iiber 96 Stunden. A) orthotopes MDA -MB-
231-Xenograft (n=4) B) subkutanes PancTu-I-CBRL-Xenograft (n=4) C) orthotopes PancTu-I-CBRL-Xenograft (n=2) D)
orthotopes Aspcl-Xenograft (n=2) Bar: Intensitét des gemessenen Signals, rot = starkes Signal, violett = schwaches Signal).
Die Skalen aller gezeigten Scans sind zueinander normalisiert. Prescan: Messung vor Injektion der NIRF-Proben, wurde
von folgenden Scans abgezogen. Foto, Mitte: Der gelbe Pfeil zeigt jeweils auf den subkutanen Tumor im Sektionspréiparat.
Koordinatensysteme, rechts: Die Abszisse gibt die Zeit in Stunden (h) an. Die Ordinate zeigt die Signalintensitét in
Normalized Counts (nc). Fiir A) und B) gilt: Die NIRF-Probe cEpCAM-Cy5.5 akkumuliert rasch nach Injektion in der
Leber und erreichte seine maximale Signalintensitét dort nach 4-6 Stunden. Das Signal aus dem Tumor {iberschritt zu
keinem Zeitpunkt das Lebersignal. C) und D): Die anatomische Néhe der orthotopen Pankreaskarzinom-Xenografts zur

Leber machte bei beiden orthotopen Modellen eine Trennung zwischen Lebersignal und Tumorsignal unmdglich.
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Zusammenfassend lieB3 sich zeigen, dass alle untersuchten NIRF-Proben unabhéngig vom
gewidhlten Tumormodell (Mamma- oder Pankreaskarzinom), Transplantationsmodus
(orthotop oder subkutan) und der injizierten Menge rasch in der Leber akkumulieren und
dort ihr maximales Signal nach 4-6 Stunden erreichen. Abb. 3.3.5.1.4 zeigt den zeitlichen
Verlauf der Fluoreszenzsignale der NIRF-Proben in der Leber in allen verwendeten
Tumormodellen. Auch eine Variation des konjugierten Fluorophors, Vio680 oder Cy5.5,
anderte die Aufnahme der NIRF-Proben in die Leber nicht (Vgl. 3.3.4.1). Die Applikation
einer groBBeren Menge der NIRF-Proben liel zwar die Signalintensitdt insgesamt steigen,
dadurch konnte aber keine Séttigung der Leber zugunsten einer hdheren Signalintensitét im

Tumorareal erreicht werden.
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Abb. 3.3.5.1.4 Zeitlicher Verlauf des Lebersignals von NIRF-Proben in allen untersuchten Tumormodellen

Die Grafik fasst die bisher gezeigten Ergebnisse zur Bindungskinetik fiir cEpCAM-Cy5.5 bzw. aEpCAM-Vio680 und
aCD44-Cy5.5 bzw. aCD44-Vio680 zusammen. Die Abszisse gibt die Zeit in Stunden (h) an, die Ordinate zeigt die
Signalintensitét in Normalized counts (nc). Unabhédngig vom verwendeten Antikorper (adEpCAM oder aCD44), dem
konjugierten Fluorophor (Cy5.5 oder Vio680), dem zugrundeliegenden Tumormodell (Mamma- oder Pankreaskarzinom),
der verwendeten Karzinomzelllinie oder dem Transplantationsmodus (orthotop bzw. subkutan) erreichte die
Signalintensitét der NIRF-Proben in der Leber immer bei 4-6 Stunden ihr Maximum und fiel dann kontinuierlich iiber den

Beobachtungszeitraum ab.

Basierend auf den Daten zur Verteilung der NIRF-Proben zwischen Tumor und Leber wurde
ein Index erstellt, der anzeigt, wieviel Prozent der jeweiligen NIRF-Probe zu einem
bestimmten Zeitpunkt in Leber bzw. im Tumor vorliegen. Die Biodistribution der NIRF-
Proben wurde so zum Zeitpunkt der maximalen Signalintensitit in der Leber und der
maximalen Signalintensitit im Tumorgewebe rechnerisch bestimmt. Dazu diente folgende

Formel:
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A
A+B 100% =x%

A: Signalintensitdt der NIRF-Probe im Tumor in nc — Prescan des Tumorareals in nc
B: Signalintensitdt der NIRF-Probe in der Leber in nc — Prescan der Leber in nc
A+B: Gesamtes Signal der NIRF-Probe in einer tumortragenden Nacktmaus in nc
X: prozentualer Anteil des Signals der NIRF-Probe im Tumor am gesamten Signal

1-X: prozentualer Anteil des Signals der NIRF-Probe in der Leber am gesamten Signal

Die maximale Signalintensitit von Tumorgewebe und Leber wurde jeweils durch
Subtrahieren des Prescan-Wertes bereinigt, um Hintergrundrauschen zu eliminieren. Die
Summe aus der maximalen Signalintensitit der NIRF-Probe in der Leber und des
Tumorgewebes zu einem definierten Zeitpunkt ergibt die totale Signalintensitit der NIRF-
Probe im Versuchstier. Der Quotient aus Signalintensitit des Tumors und totaler
Signalintensitét ergibt dann den prozentualen Anteil der Signalintensitdt des Tumors an der
totalen Signalintensitdt. Abb. 3.3.5.1.5 zeigt die Biodistribution der NIRF-Proben aEpCAM-
Cy5.5 und aCD44-Cy5.5. Die Signalintensitdt der NIRF-Proben in der Leber war jederzeit
hoher als die der NIRF-Proben im Tumorgewebe, selbst zum Zeitpunkt des stdrksten
Tumorsignals. Zum Zeitpunkt des stirksten Lebersignals, 4-6 Stunden nach intravendser
Injektion der NIRF-Proben, akkumulierten 90% der NIRF-Proben in der Leber. Zum
Zeitpunkt des stirksten Tumorsignals akkumulierten etwa 22-28% der NIRF-Proben im
Tumorgewebe. Dies galt, wie zuvor gezeigt, unabhingig von hier genutzten Tumormodellen,

Art der Implantation oder den genutzten NIRF-Proben.
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Biodistribution von aEpCAM-Cy5.5
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Abb. 3.3.5.1.5 Biodistribution von aEpCAM-Cy5.5 und aCD44-CyS5.5 im Vergleich

Die Grafik zeigt die Verteilung von aEpCAM-Cy5.5 (oben) und aCD44-CyS.5 (unten) entweder im orthotopen
Mammakarzinommodell oder im subkutanen Pankreaskarzinommodell zum Zeitpunkt des maximalen Lebersignals (4-6
Stunden nach intravendser Applikation der NIRF-Proben) und zum Zeitpunkt des maximalen Tumorsignals (24 Stunden
nach Applikation). Es ist zu erkennen, dass das Signal der NIRF-Proben in der Leber stets hoher war als das Signal im
Tumor, auch zu dem Zeitpunkt, an dem das Tumorsignal seine maximale Intensitdt erreicht hatte. Zum Zeitpunkt der
maximalen Signalintensitét der NIRF-Proben in der Leber akkumulierten dort mindestens 90% der NIRF-Proben und nur
maximal 10% im Tumor. Zum Zeitpunkt der maximalen Signalintensitdt der NIRF-Proben im Tumor akkumulierten dort

maximal 22-28% der NIRF-Proben.
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3.4 Invasionsverhalten und EpCAM-Expression von
Mammakarzinomzellen in vitro unter Einfluss von
Chemotherapie

3.4.1 Chemotherapie hemmt die Proliferation von MDA-MB-231, BT474
und MCF-7 und reduziert die Zahl vitaler Tumorzellen in 2D-
Zellkultur

Um das Wachstum und den EpCAM-Expressionsstatus von Mammakarzinomzellen in vitro
in einer 2D-Zellkultur unter Einfluss von Chemotherapie zu beobachten, wurden drei
Zelllinien ausgewdhlt, die sich in ihrer Teilungsrate und EpCAM-Expression auf
Proteinebene unterscheiden: MDA-MB-231-Zellen (hohe Teilungsrate, keine EpCAM-
Expression), MCF-7-Zellen (mittlere Teilungsrate, mittlere EpCAM-Expression) und
BT474-Zellen (niedrige Teilungsrate, hohe EpCAM-Expression). Diese Karzinomzellen
wurden in Wells ausgesiht. Jeweils eine Gruppe erhielt Chemotherapie nach CAF-Schema
(s.u.) iiber 24 Stunden, eine iiber 48 Stunden, eine liber 72 Stunden. Eine Kontrollgruppe
blieb unbehandelt. AnschlieBend wurde die Zahl vitaler Zellen pro Well bestimmt. Die
Chemotherapie erfolgte mit Cyclophosphamid (2ug/Well), Adriamycin (0,2pg/Well) und 5-
Fluoruracil (1png/Well) und wurde einmalig pro Well verabreicht. Abb. 3.4.1.1 zeigt, dass
Karzinomzellen mit einer hohen Teilungsrate (MDA-MB-231 > MCF-7 > BT474) initial
hohere Zahlen vitaler Zellen erreichten, allerdings auch durch die in den Zellzyklus-
eingreifende CAF-Chemotherapie stirker beeinflusst wurden. Das zeigte sich vor allem im
Vergleich zwischen den unbehandelten Kontrollen von MDA-MB-231-Zellen (A, blau) und
MDA-MB-231-Zellen, die iiber 72 Stunden mit Chemotherapie behandelt wurden (A, gelb,
CAF-72h). Die Zahl vitaler MDA-MB-231-Karzinomzellen war nach vollen 72 Stunden
Inkubation mit CAF-Chemotherapie um etwa die Hilfte reduziert im Vergleich zur
Kontrolle. Bei den langsam wachsenden BT474 (C) war dies nicht der Fall, da die Zellen
den Zellzyklus langsamer durchschreiten (Verdopplungszeit etwa 90 Stunden) und somit der
CAF-Chemotherapie weniger Moglichkeit zur Wirkungsentfaltung gaben. MCF-7 (B) nahm
eine Zwischenstellung mit einer moderaten Teilungsrate ein und zeigte wie MDA-MB-231
eine Reduktion vitaler Karzinomzellen um die Haélfte der Zahl nach 72h CAF-
Chemotherapie. Der Versuch wurde dreimal wiederholt und lieferte jedes Mal das gleiche
Ergebnis. In 2D-Zellkultur bewirkt eine Chemotherapie nach CAF-Schema in der gewihlten
Dosierung in allen drei Karzinomzelllinien eine Reduktion der Anzahl vitaler Zellen, die mit

steigender Inkubationsdauer zunimmt.
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Abb. 3.4.1.1 Reduktion der Anzahl vitaler Karzinomzellen der Mammakarzinomzelllinien BT474, MCF-7 und
MDA-MB-231 durch CAF-Chemotherapie iiber die Zeit in 2D Zellkultur

Die Grafiken zeigen schematisch die Reduktion vitaler Tumorzellen durch CAF-Chemotherapie {iiber einen
Beobachtungszeitraum von 72 Stunden in absoluten Zellzahlen gemittelt aus dreimaligem Durchfiihren des Versuchs. A:
MDA-MB-231, B: MCF-7, C: BT474. Dabei erhielt jeweils eine Gruppe CAF-Chemotherapie einmalig mit einer
Einwirkzeit von 24 Stunden (orange) bzw. 48 Stunden (grau) bzw. 72 Stunden (gelb). Jeweils eine nicht mit CAF-
Chemotherapie behandelte Kontrollgruppe (blau) wurde zum Ende des Beobachtungszeitraums von 72 Stunden ausgezéhlt.
Alle drei Modelle zeigten einen Verlust vitaler Tumorzellen durch die CAF-Chemotherapie iiber den
Beobachtungszeitraum. Die Anzahl vitaler Tumorzellen wurde nach 72 Stunden Inkubation mit CAF-Chemotherapie in

allen drei Zelllinien um etwa die Hélfte reduziert im Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe nach 72 Stunden. n=3

3.4.2 Einfluss von CAF-Chemotherapie auf die Expression von EpCAM in
MDA-MB-231-, BT474- und MCF-7-Zellen iiber die Zeit
Die verbliebenen vitalen Karzinomzellen aus dem vorherigen Versuch wurden aus den Wells
mittels Cytospin auf Objekttriger libertragen und immhistochemisch auf EpCAM bzw. Lox
gefdrbt. Dazu wurde ein ungekoppelter EpCAM-Antikorper (Maus, Klon 323-A3, Abcam)
sowie AEC als Farbsubstrat verwendet. Die Gegenfiarbung der Zellen erfolgte mit
Hémalaun. Abb. 3.4.2.1 zeigt reprisentative Aufnahmen der Farbung von BT474-Zellen.
Diese wuchsen in Zellhaufen, in welchen EpCAM stark exprimiert wurde. Die Intensitét der
EpCAM-Fiarbung auf BT474-Mammakarzinomzellen nahm mit der Dauer der
Chemotherapie zu. Wihrend die Kontrollgruppe eine schwache bis moderate Féarbung zeigte
(A), war eine graduelle Steigerung der Intensitét der Farbung mit steigender Einwirkzeit der

CAF-Chemotherapie nach 24 (B), 48 (C) und 72 (D) Stunden zu erkennen.
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Abb. 3.4.2.1 Expressionsverhalten fiir EpCAM von BT474-Mammakarzinomzellen unter dem Einfluss von CAF-

Chemotherapie iiber die Zeit

Gezeigt sind reprasentative Bilder vitaler BT474-Mammakarzinomzellen aus Versuchen unter Kapitel 3.4.1. IHC mit einem
ungekoppelten EpCAM-Antikdrper, AEC-Farbsubstrat und Gegenfarbung durch Hémalaun. A: Kontrolle ohne
Chemotherapie; B: CAF-Chemotherapie einmalig gegeben und iiber 24 Stunden eingewirkt; C: CAF-Chemotherapie
einmalig gegeben und iiber 48 Stunden eingewirkt; D: CAF-Chemotherapie einmalig gegeben und iiber 72 Stunden
eingewirkt. Bild im Bild: 40-fache VergroBerung. Die schwarzen Pfeile zeigen auf den Ausschnitt, der vergroBert wurde.
Die Intensitit der Farbung fiir EpCAM bei BT474-Mammakarzinomzellen nahm bei Gabe von CAF-Chemotherapie iiber
die Zeit graduell zu. Die Kontrollgruppe (A) zeigte eine schwache bis moderate Farbung. Der griine Pfeil weist
exemplarisch auf Zell-Zell-Kontakte, an denen EpCAM stark exprimiert wird. Die Gruppen unter Chemotherapie-Einfluss
(B, C, D) lieBen eine Steigerung der Expression von EpCAM in Abhéngigkeit von der Einwirkzeit der CAF-Chemotherapie
bei BT474-Tumorzellen erkennen. Der griine Pfeil in der vergroferten Abbildung bei A zeigt auf Zell-Zell-Kontakte mit
starker Anfarbung fiir EpCAM. Bar:100 pm; n=3
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Abb. 3.4.2.2 zeigt die Ergebnisse der Farbung von MCF-7-Zellen auf EpCAM. Auch MCF-
7-Tumorzellen zeigten eine Féarbung fiir EpCAM. Dabei fiel auf, dass nicht alle Zellen
angefarbt wurden. Es gab Zellgruppen, die in Kontakt mit ihren Nachbarzellen eine Farbung
fiir EpCAM zeigten, wihrend andere Zellgruppen dieses Verhalten nicht zeigten. Es zeigte
sich im Vergleich der Untergruppen, dass die EpCAM-Expression von der Konfluenz der
Zellen abhing. Vor allem nach 72 Stunden Einwirkzeit der CAF-Chemotherapie als nur noch
wenige vitale MCF-7-Zellen verblieben waren und dementsprechend die Konfluenz des
Zellrasens gering war mit nur wenigen Zell-Zell-Kontakten, war die Farbung fir EpCAM

schwach.
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e

C: CAF- Chemotheraple iiber 48 h D: CAF-Chemotherapie iiber 72 h
Abb. 3.4.2.2 Expressionsverhalten fiir EpCAM von MCF-7-Mammakarzinomzellen unter dem Einfluss von CAF-

Chemotherapie iiber die Zeit

Gezeigt sind repréasentative Bilder vitaler MCF-7-Mammakarzinomzellen aus Versuchen unter Kapitel 3.4.1. IHC mit
einem ungekoppelten EpCAM-Antikorper, AEC-Farbsubstrat und Gegenfarbung durch Hémalaun. A: Kontrolle ohne
Chemotherapie; B: CAF-Chemotherapie einmalig gegeben und iiber 24 Stunden eingewirkt; C: CAF-Chemotherapie
einmalig gegeben und iiber 48 Stunden eingewirkt; D: CAF-Chemotherapie einmalig gegeben und iiber 72 Stunden
eingewirkt. Bild im Bild: 40-fache Vergro6Berung. Die schwarzen Pfeile zeigen auf den Ausschnitt, der vergroBert wurde.
MCEF-7-Tumorzellen zeigten eine Farbung fiir EpCAM, die im Vergleich zu BT474-Tumorzellen schwécher ausfiel. Bei
MCF-7-Tumorzellen zeigten nur einzelne Zellverbénde eine Farbung fiir EpCAM, wihrend andere ungefarbt blieben. War
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der Zellrasen dicht (A, B) entstanden mehr Zell-Zell-Kontakte und somit mehr zeigten mehr Tumorzellen eine Farbung fiir
EpCAM. Die griinen Pfeile weisen exemplarisch auf Zell-Zell-Kontakte, an denen EpCAM stark exprimiert wird. Bei
aufgelockertem Zellrasen (C) durch das Absterben von Tumorzellen unter Chemotherapie iiber die Zeit nahmen auch die
Zell-Zell-Kontakte, an denen eine EpCAM-Firbung entstehen konnte, ab; bei ginzlichem Verlust eines konfluierenden
Zellrasens (D) zeigte sich nur noch eine geringe Farbung fiir EpCAM. Die Zellen erschienen hier lytisch, das Muster der
EpCAM-Firbung war nicht mehr an Zell-Zell-Kontakten zu erkennen. Bar:100 um, n=3

Abb. 3.4.2.3 zeigt die Farbung von MDA-MB-231-Mammakarzinomzellen fiir EpCAM.
MDA-MB-231-Tumorzellen dienten hier als Kontrolle, da sie nur eine sehr schwache
Expression von EpCAM aufwiesen. Eine Farbung fiir EpCAM lieB sich nur an sehr wenigen
Stellen erkennen (beispielsweise VergroBerung in B und C). Wie bei MCF-7-Tumorzellen
nahm auch hier im Verlauf durch das Einwirken der CAF-Chemotherapie die Konfluenz des

Zellrasens graduell ab. Bei D sind nach 72 Stunden lytische Tumorzellen mit pyknotischen

Zellkernen zu erkennen.
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C CAF- Chemotheraple uber 48 h D: CAF Chemotheraple iiber 72 h
Abb. 3.4.2.3 Expressionsverhalten fiir EpCAM von MDA-MB-231-Mammakarzinomzellen unter dem Einfluss von

CAF-Chemotherapie iiber die Zeit

Gezeigt sind représentative Bilder vitaler MDA-MB-231-Mammakarzinomzellen aus Versuchen unter Kapitel 3.4.1 IHC
mit einem ungekoppelten EpCAM-Antikérper, AEC-Farbsubstrat und Gegenféarbung durch Hiamalaun. A: Kontrolle ohne
Chemotherapie; B: CAF-Chemotherapie einmalig gegeben und iiber 24 Stunden eingewirkt; C: CAF-Chemotherapie
einmalig gegeben und iiber 48 Stunden eingewirkt; D: CAF-Chemotherapie einmalig gegeben und iiber 72 Stunden
eingewirkt. Bild im Bild: 40-fache Vergroferung. Die schwarzen Pfeile zeigen auf den Ausschnitt, der vergroBert wurde.
MDA-MB-231-Tumorzellen zeigten keine Férbungen fiir EpCAM (VergroBerung in B und C). Mit langerer Einwirkzeit
der CAF-Chemotherapie nahm die Konfluenz des Zellrasens graduell ab. Bei D sind lytische Tumorzellen zu erkennen.

Bar: 100 pm, n=3

87



3 Ergebnisse

3.4.3 CAF-Chemotherapie stimuliert das Invasionsverhalten von
Mammakarzinomzellen in 3D-Zellkultur

Wie aus der klinischen Praxis bekannt ist, wachsen Tumore iz vivo in dreidimensionalen statt
zweidimensionalen Formationen. Um den Einfluss von Chemotherapie auf Zellen der
Mammakarzinome MDA-MB-231, MCF-7 und BT474 dreidimensional zu beobachten und
mit dem zweidimensionalen Modell zu vergleichen, wurden Zellen dieser Zelllinien im
Cultrex 96 Well Spheroid BME Cell Invasion Assay kultiviert und unter dem Mikroskop
fotografiert.

Die Tumorzellen wurden dazu in eine dem Assay beiliegende Sphiroid-bildende Kollagen-
Matrix eingefasst und von einer ebenfalls dem Assay entstammenden Invasionsmatrix
umgeben. Innerhalb von drei Tagen formten die Tumorzellen dreidimensionale Sphéroide.
Am vierten Tag wurde den Wells Medium und FBS hinzugefiigt, um die Zellen zur Invasion
durch die Matrix zu stimulieren und somit eine Invasion in vitalem Gewebe nachzuahmen.
Pro Zelllinie erhielten jeweils drei Gruppen CAF-Chemotherapie mit einer Inkubationszeit
iiber 24 (C), 48 (D) bzw. 72 (E) Stunden (s.u.). Als Kontrollen diente eine Gruppe ohne
Chemotherapie (B) sowie eine Gruppe ohne Invasionsmatrix (A). Gemessen wurde die
maximale Ausdehnung der Ausldufer der Tumorzellsphdroide (schwarze Linien in
Abb.3.4.3.1-3.4.1.3) sowie die Kernfliche des Sphéroids (rote Linien in Abb.3.4.3.1-
3.4.1.3). Abb. 3.43.1 zeigt reprasentative Bilder der Tumorzellsphdroide der
Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231. MDA-MB-231-Tumorzellen zeigten ein stark
invasives Verhalten. Nur ein Fehlen der Invasionsmatrix (A) verhinderte die Ausbildung von
Auslaufern bet MDA-MB-231-Sphéroiden. Die Chemotherapie war weder in der Lage, das
Sphiroid in seiner Gesamtgrofle zu verkleinern, noch die Invasion der Tumorzellen durch
die Matrix zu unterbinden. Abb. 3.4.3.3 zeigt représentative Bilder der Tumorzellsphiroide
der Mammakarzinomzelllinie MCF-7. MCF-7-Tumorzellsphidroide bildeten weniger
Ausléaufer als MDA-MB-231-Sphéroide. Auch bei MCF-7-Tumorzellsphiroiden war die
Chemotherapie nach CAF-Schema nicht in der Lage, die Sphéroide zu verkleinern oder die
Ausbildung von Ausldufern zu verhindern. Abb. 3.4.3.5 zeigt reprdsentative Bilder der
Tumorzellsphdroide der Mammakarzinomzelllinie BT474. Eine Bildung von Ausldufern der
Tumorzellsphéroide war hier nicht zu beobachten. Nach Gabe von CAF-Chemotherapie liber
einen Zeitraum von 48 bzw. 72 Stunden verloren die BT474-Tumorzellsphéroide ihre

gleichmafBige kugelférmige Oberfléache.
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Abb. 3.4.3.1 Einfluss von CAF-Chemotherapie auf das Wachstum von MDA-MB-231-Tumorzellsphéroiden und die

Ausbildung von Zellausliufern iiber die Zeit

Die Abbildung zeigt représentative Aufnahmen von MDA-MB-231-Tumorzellsphéroiden in einer kollagenhaltigen Matrix
zu verschiedenen Zeiten. Den Sphéroiden wurde teilweise (B-E) eine Invasionsmatrix zugesetzt, die als Leitstruktur fiir die
Ausbildung von Zellausldufern dienen sollte. Alle Gruppen (A-E) erhielten an Tag 4 Medium und FBS (Attractants), um
ein Wachstum von Zellausldufern durch die Invasionmatrix zu stimulieren. Die griinen Pfeile zeigen die Einwirkdauer der
einmalig gegebenen CAF-Chemotherapie an. Die roten Linien zeigen die Kernflichen der Tumorzellsphiroide. Die
schwarzen Linien zeigen die maximale Ausdehnung der Zellausldufer der Tumorzellsphéroide. A: Kontrollgruppe ohne
Chemotherapie und ohne Invasionsmatrix. Die Invasiontendenz war minimal ohne Leitstruktur. B: Kontrollgruppe ohne
Chemotherapie, aber mit Invasionsmatrix. Die Sphéroide bildeten Zellauslaufer. C: CAF-Chemotherapie iiber die letzten
24 Stunden, D: Chemotherapie iiber die letzten 48 Stunden, E: Chemotherapie iiber die letzten 72 Stunden; C-E: Die CAF-
Chemotherapie war nicht in der Lage, ein Wachstum des Sphédroidkerns oder die Ausbildung von Zellausldufern zu
verhindern. Nach Gabe von Chemotherapie dnderte sich das Verhiltnis von Zellausldufern zu Kernfldche zugunsten der

Zellausldufer (siche Abb. 3.4.3.4). n=3
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Abb. 3.4.3.2 Einfluss von CAF-Chemotherapie auf das Wachstum von MCF-7-Tumorzellsphiiroiden und die

Ausbildung von Zellausliufern iiber die Zeit

Die Abbildung zeigt reprasentative Aufnahmen von MCF-7-Tumorzellsphéroiden in einer kollagenhaltigen Matrix zu
verschiedenen Zeiten. Den Sphiroiden wurde teilweise (B-E) eine Invasionsmatrix zugesetzt, die als Leitstruktur fiir die
Ausbildung von Zellausldufern dienen sollte. Alle Gruppen (A-E) erhielten an Tag 4 Medium und FBS (Attractants), um
ein Wachstum von Zellausldufern durch die Invasionmatrix zu stimulieren. Die griinen Pfeile zeigen die Einwirkdauer der
einmalig gegebenen CAF-Chemotherapie an. Die roten Linien zeigen die Kernflichen der Tumorzellsphiroide. Die
schwarzen Linien zeigen die maximale Ausdehnung der Zellausldaufer der Tumorzellsphiroide. A: Kontrollgruppe ohne
Chemotherapie und ohne Invasionsmatrix. Die Invasiontendenz war minimal ohne Leitstruktur. B: Kontrollgruppe ohne
Chemotherapie, aber mit Invasionsmatrix. Die Sphéroide bildeten Zellausldufer. Im Vergleich mit MDA-MB-231-
Tumorzellsphéroiden (Abb. 3.4.3.1) war die Invasionstendenz von MCF-7-Zellen geringer. C: CAF-Chemotherapie iiber
die letzten 24 Stunden, D: Chemotherapie iiber die letzten 48 Stunden, E: Chemotherapie iiber die letzten 72 Stunden; C-
E: Die CAF-Chemotherapie war nicht in der Lage, ein Wachstum des Sphédroidkerns oder die Ausbildung von
Zellausldufern zu verhindern. Nach Gabe von Chemotherapie dnderte sich das Verhiltnis von Zellausldufern zu Kernflache

zugunsten der Zellausldufer so wie bei MDA-MB-231-Sphéroiden (siche Abb. 3.4.3.5). n=3
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Abb. 3.4.3.3 Einfluss von CAF-Chemotherapie auf das Wachstum von BT474-Tumorzellsphiiroiden und die

Ausbildung von Zellauslidufern iiber die Zeit

Die Abbildung zeigt repriasentative Aufnahmen von BT474-Tumorzellsphiroiden in einer kollagenhaltigen Matrix zu
verschiedenen Zeiten. Den Sphéaroiden wurde teilweise (B-E) eine Invasionsmatrix zugesetzt, die als Leitstruktur fiir die
Ausbildung von Zellausldufern dienen sollte. Alle Gruppen (A-E) erhielten an Tag 4 Medium und FBS (Attractants), um
ein Wachstum von Zellausldufern durch die Invasionmatrix zu stimulieren. Die griinen Pfeile zeigen die Einwirkdauer der
einmalig gegebenen CAF-Chemotherapie an. BT474 zeigte keine Invasionstendenz und wurde als Negativkontrolle
verwendet. A: Kontrollgruppe ohne Chemotherapie und ohne Invasionsmatrix. B: Kontrollgruppe ohne Chemotherapie,
aber mit Invasionsmatrix. C: CAF-Chemotherapie iiber die letzten 24 Stunden, D: Chemotherapie iiber die letzten 48
Stunden, E: Chemotherapie iiber die letzten 72 Stunden; A-E: Es lieB sich bei keinem der Tumorzellsphiroide eine
Invasionstendenz beobachten. Demnach wurde hier auf einen Vergleich der Verhéltnisse zwischen Invasionsfldche und
Kernflache verzichtet. Nach lingerem Einwirken von CAF-Chemotherapie (D, Tag 6; E Tage 5 und 6) verloren die BT474-
Sphéroide ihre gleichméBige runde Oberfléche. n=3

Die maximale Ausdehnung der Ausléufer der Tumorzellsphéroide (schwarze Linien) wurde
in ein Verhiltnis zur Kernfliche der Sphidroide (rote Linien) gesetzt, um einen

Invasionsindex zu ermitteln. Damit l4sst sich darstellen, wie invasiv die Tumorzellen vom
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urspriinglichen Sphéroid aus die kollagenhaltige Matrix infiltrierten. Zur Berechnung wurde
ein Quotient aus der Gesamtfliche, die durch dem Sphiroid zugehdrige Zellen gebildet

wurde, und der Kernfliche des Sphiroids bestimmt:

A(gesamt) / A(Kernfliche) = Invasionsindex

Dabei bedeutet ein Wert von 1, dass die Ausdehnung des Sphéroids gleich stark ansteigt wie
sein Kern wichst bzw. dass keine Auslaufer der Tumorzellsphiroide gebildet werden. Ein
Wert tliber 1 bedeutet, dass die Ausdehnung des Sphiroids mittels Auslédufern starker steigt
als der Kern des Sphéroids selbst wichst, d. h. dass die Tumorzellen eine vermehrte
Invasionstendenz durch die Matrix zeigen. Da die Gesamtfliche des Sphdroids niemals
kleiner als sein Kern sein kann, sind Werte unter 1 nicht moglich. Abb.3.4.3.4 zeigt die
Invasionindices  der  MDA-MB-231-Tumorzellsphdroide =~ zu den  jeweiligen
Messzeitpunkten. Es konnte gezeigt werden, dass die Steigung der Graphen und damit der
Invasionsindex nach Gabe von CAF-Chemotherapie zunahm (Abb. 3.4.3.4, rote Késten).
Dabei gilt es zu beachten, dass die gezeigten Werte Verhéltnisse und nicht absolute Grof3en
darstellen. Aufgetragen sind die Verhiltnisse der Gesamtfliche der Sphéroide zu den
Sphéroidkernen (Invasionsindex). In der Datentabelle ist dieser Effekt ersichtlich, indem
man den Unterschied der Invasionsindices vor Chemotherapie und unmittelbar nach Gabe
der Chemotherapie vergleicht (links und rechts der roten Grenze). Bei 24 Stunden
Chemotherapie ergibt sich eine Anderung des Invasionsindex um 1,06 von 2,27 auf 3,33;
bei 48 Stunden um 0,51 von ehemals konstanten 1,51 auf 2,02; bei 72 Stunden um 0,62 von
1,51 auf 2,13. Die groBiten Differenzen der Invasionsindices zeigten sich also jeweils direkt
nach Gabe der Chemotherapie. So gro3e Differenzen der Indices zwischen den einzelnen
Messzeitpunkten waren sowohl vor der Gabe von Chemotherapie als auch nach lingerem
Einwirken der Therapie in den jeweiligen Reihen nicht zu beobachten. Abb.3.4.3.5 zeigt die
Invasionindices der MCF-7-Tumorzellsphiroide zu den jeweiligen Messzeitpunkten. Auch
bei MCF-7-Sphéroiden zeigten sich die groten Differenzen zwischen den Invasionsindices
direkt nach Gabe von Chemotherapie. Fiir die MCF-7-Tumorzellsphiroide ergaben sich die
folgenden Differenzen: Bei 24 Stunden Chemotherapie ergibt sich eine Anderung des
Invasionsindex von 1.52 um 0,28 auf 1,8. Bei 48 Stunden Inkubationszeit steigt der
Invasionsindex von 1,43 um 0,314 auf 1,744, bei 72 Stunden von 1,36 um 0,31 auf 1,67.
Differenzen der Invasionsindices &hnlicher Gréfe waren sowohl vor der Gabe von

Chemotherapie als auch nach langerem Einwirken der CAF-Chemotherapie in den
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entsprechenden Datenreihen nicht mehr zu beobachten. Da BT474-Tumorzellsphéroide
keine Zellausldufer bildeten, konnte kein Invasionsindex gebildet werden.
Zusammenfassend zeigte sich fiir MDA-MB-231- sowie MCF-7-Zellen, dass die Gabe von
CAF-Chemotherapie in derselben Dosis, die in 2D-Zellkultur die Anzahl vitaler
Tumorzellen signifikant reduzieren konnte, in 3D-Zellkultur nicht in der Lage war, das
Wachstum der Sphéroide zu hemmen oder die Ausbildung von Zellausldufern durch die
kollagenhaltige Matrix zu verhindern. Im Gegenteil: Die Auswertung der Invasionsindices
vor und nach Gabe der Chemotherapie zeigt anhand der Differenzen zwischen den Indices,
dass die Invasionstendenz von MDA-MB-231- und MCF-7-Zellen durch die CAF-Therapie
zunimmt. Lediglich das Fehlen der Invasionsmatrix verhinderte eine Ausbildung von
Zellausldufern der Sphiroide. Das unterstreicht die Wichtigkeit von kollagenen

Leitstrukturen bei der Gewebeinvasion von Tumorzellen.

MDAMB231

Ratio Gesamtflache zu Kern
-
n

Tag 3 Tag 4 Tag 5 Tag6
— chne Invasionsmatrix 14 1,62 1,55 1,55
ohne Chemotherzpie 1,54 1,77 25 31
— 24 Chemotherapie 1,49
—48h Chemotherapie 151
e 72 Chemotherapie 151

Abb. 3.4.3.4 Verhiiltnis der Gesamtausbreitung der Tumorzellsphéroide mittels Zellausléiufern zur Kernfliche von
MDA-MB-231-Tumorzellsphiiroiden (Invasionsindex) unter Einfluss von CAF-Chemotherapie iiber die Zeit
Die Grafik zeigt die Invasionsindices von MDA-MB-231-Tumorzellsphiroiden zu den jeweiligen Messzeitpunkten. Dabei
ist wichtig zu beachten, dass es hier um die Anderung von Verhiltnissen statt um absolutes GroBenwachstum geht. Die
Datentabelle gibt diese Relationen numerisch wieder. Ohne Invasionsmatrix (orange) &dndert sich das Verhéltnis zwischen
Gesamtausbreitung und Kernflache nur gering, d. h. die Sphéroide ohne Invasionsmatrix zeigten kaum Tendenz zur Bildung
von Zellausldufern. Ohne Chemotherapie (griin) stieg der Invasionsindex kontinuierlich an, d. h. die Sphéroide bildeten
Zellauslaufer. Mit Chemotherapie iiber 24 Stunden (dunkelblau), 48 Stunden (violett) und 72 Stunden (tiirkis) kam es
ebenfalls zu einem Anstieg des Invasionsindex und somit zu einer Bildung von Invasionsstralen. Dabei zeigte sich, dass
die Differenzen der Invasionsindices zu den jeweiligen Messzeitpunkten dann am groften waren, wenn gerade
Chemotherapie gegeben wurde (Inkubationszeit der Chemotherapie durch rote Késten in Datentabelle gezeigt). Die Gabe
von CAF-Chemotherapie bewirkte bei MDA-MB-231-Tumorzellsphédroiden also eine vermehrte Ausbildung von

Zellauslaufern der Sphéroide. n=3
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Abb. 3.4.3.5 Verhiltnis der Gesamtausbreitung der Invasionfliiche der Tumorzellsphéiroide zur Kernfliche fiir
MCF-7-Tumorzellsphiroiden (Invasionsindex) unter Einfluss von CAF-Chemotherapie iiber die Zeit
Die Grafik zeigt die Invasionsindices von MCF-7-Tumorzellsphidroiden zu den jeweiligen Messzeitpunkten. Die
Datentabelle gibt diese Relationen numerisch wieder. Ohne Invasionsmatrix (orange) &ndert sich auch hier der
Invasionsindex zwischen Gesamtausbreitung und Kernflache nur gering, d. h. die Sphiroide ohne Invasionsmatrix zeigten
kaum Tendenz zur Bildung von Zellauslédufern. Ohne Chemotherapie (griin) stieg der Invasionsindex kontinuierlich an bis
er bei 1,66 stagnierte, d. h. die Sphéroide bildeten Zellauslédufer. Mit Chemotherapie iiber 24 Stunden (dunkelblau), 48
Stunden (violett) und 72 Stunden (tiirkis) kam es ebenfalls zu einem Anstieg des Invasionsindex und somit zu einer Bildung
von Zellausldufern. Dabei zeigte sich auch hier, dass die Differenzen der Invasionsindices zu den jeweiligen
Messzeitpunkten dann am grofiten waren, wenn gerade Chemotherapie gegeben wurde (Inkubationszeit der Chemotherapie
durch rote Késten in Datentabelle gezeigt). Die Gabe von CAF-Chemotherapie bewirkte bei MCF-7-Tumorzellsphéiroiden
also eine vermehrte Ausbildung von Tumorzellausldufern wie schon bei MDA-MB-231-Tumorzellsphéroiden beobachtet

wurde. n=3
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4 Diskussion

4.1 Expression von EZM-relevanten Proteinen in Pankreaskarzinomen
mittels Inmunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung auf die EZM-relevanten Proteine EpCAM, Lox und
CTHRCI1 sowie auf Vimentin zeigte deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen
Pankreaskarzinomen auf (Vgl. Tab. 3.2.8.1). Dabei korrelierte eine hohe Expression von Lox
und CTHRCI1 mit der Invasivitit der Tumoren. So zeigten die stark invasiven Aspcl-
Tumoren eine starke Expression aller untersuchten EZM-relevanten Proteine sowie von
Vimentin, was Riickschliisse auf einen eher mesenchymalen Phénotyp des Tumors zulésst.
Ebenfalls PancTu-I-CBRL-Tumoren zeigten mit einer hohen Expression von Lox und
CTHRCI eine starke Invasivitit, allerdings bei schwacher Expression von EpCAM. Mit
einer moderaten Expression von Lox und CTHRCI1 sowie einer schwachen Expression von
EpCAM zeigten BxPC-3-Tumoren nur eine geringe Invasivitit. Sie bildeten
Tumorzellnester, welche von Vimentin-positiven Bindegewebsstra3en durchzogen wurden.
Ein &dhnliches Wachstumsmuster weisen Capan-1-Tumoren auf. Sie bildeten ebenfalls
Tumorzellnester, allerdings mit nekrotischem Kern, die von Vimentin-positiven
Bindegewebststralen umgeben waren. Lox und CTHRC1 wurden moderat exprimiert,
EpCAM nur schwach und vor allem an den Grenzen der Tumorzellnester zum umliegenden
Bindegewebe. Pancl-Tumoren zeigten im Kontrast zu den anderen untersuchten
Tumormodellen trotz hoher Expression von Lox und CTHRCI1 und geringer EpCAM-
Expression kaum invasives Tumorwachstum. Es kann also festgehalten werden, dass bei den
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Pankreastumoren eine hohe Expression von Lox und
CTHRC1 bis auf Pancl-Tumoren eine hohe Invasionstendenz und Migration der
Tumorzellen in umliegendes gesundes Pankeasgewebe und Gewebe der angrenzenden
Nachbarorgane bedingte. Eine dhnliche Korrelation kann fiir die Expression von EpCAM
nicht gefunden werden, da invasive Tumoren gleichsam eine starke Expression (z. B. Aspcl)
oder eine schwache (z. B. PancTu-I-CBRL) aufweisen konnten. Park konnte zeigen, dass
eine hohe Expression von CTHRCI in Pankreaskarzinomen mit einer starken Migration von
Tumorzellen und einer vermehrten Metastasierung einhergeht (Park et al. 2013). Eine hohe
Expression von Lox korreliert mit einer starken Invasivitit von Pankreaskarzinomen durch
EMT (Cano et al. 2012). Eine Herabregulation von Lox resultiert in einer verminderten
Vernetzung von Bindegewebsfasern und hemmt so eine Tumorprogression (Gao et al. 2010).

Eine verminderte Expression des Zelladhdsionsmolekiils EpCAM bewirkt ebenfalls eine
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EMT (Santisteban et al. 2009). Van der Gun konnte allerdings darstellen, dass eine hohe
Expression von EpCAM einerseits mit einer guten, andererseits aber ebenfalls mit einer
schlechten Prognose in Abhingigkeit von der vorliegenden Tumorentitét einhergehen kann
(van der Gun et al. 2010). Der dargestellte Unterschied in der Expression von EpCAM
zwischen Aspcl und Panc-Tu-I unterstreicht die Aussage van der Guns. Eine hohe
Expression von EpCAM im Falle von Aspcl geht mit einer stirkeren Invasion und Migration
einher. Allerdings zeigt auch Panc-Tu-I mit einer schwachen EpCAM-Expression ebenfalls
starke Tendenz zu Invasion und Migration. Die quantitative Expression von EpCAM auch
in derselben Tumorentitit vermag also keine definitive Aussage iiber das Invasionsverhalten
zu treffen. Fiir Capan-1 konnte Stefani zeigen, dass die Adhésion an die EZM iiber Zytokine
moduliert wird (Stefani et al. 1999). Die im Rahmen dieser Arbeit beobachtete vermehrte
Expression von EpCAM an den Grenzen zwischen Capan-1-Tumorzellnestern und EZM
konnte Ausdruck dessen sein. Fiir Panc1 konnte Stdhle im Vergleich mit BxPC-3 in vitro im
Transwell-Migrationsassay eine fiinffach hohere Motilitdt der Tumorzellen nachweisen, die
eher als singuldre Zellen statt als Zellverband migrieren (Stdhle et al. 2003). Bei den im
Rahmen dieser Arbeit untersuchten Pancl-Tumoren ex vivo konnte allerdings keine

Invasionstendenz nachgewiesen werden.

4.2.1 Evaluation der Bindungskinetik von aEpCAM-Vio680 in vitro

Die NIRF-Probe aEpCAM-Vio680 bindet spezifisch in unterschiedlichen Konzentrationen
an die Oberfliche von EpCAM-positiven Mammakarzinomzellen. Eine Steigerung der
Konzentration der NIRF-Probe tiber 5 pg/ml triagt dabei nicht wesentlich zu einer besseren
Farbung von membranstindigem EpCAM bei. Eine ldngere Inkubationszeit jedoch fiihrt zu
einer vermehrten Bindung an membranstindiges EpCAM. Dabei hingt diese
Membranfiarbung fiir EpCAM von der Konfluenz der Zellen ab: Ein dichter Zellrasen zeigt
mehr membranstdndige Fluoreszenz durch vermehrte Bindung der NIRF-Probe an
membranstindiges EpCAM als ein lockerer Zellrasen. Diese Beobachtung machte auch
Sterzynska: In der Nahinfrarot-Bildgebung in vitro konnte Sterzynska ebenfalls zeigen, dass
EpCAM in Monolayer-Zellkulturen starker exprimiert wird, wenn der Zellrasen eine hohe
Konfluenz aufweist und es demnach viele Zell-Zell-Kontakte gibt (Sterzynska et al. 2012).
Diese Annahme erscheint durchaus sinnvoll, da eine der Hauptfunktion der extrazelluldren
Domine EpCAMs die Verankerung von Zellen aneinander in Epithelverbdnden ist (Litvinov

et al. 1994).
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4.2.2 Lox kann in in vitro Kultivierten Mammakarzinomzellen auf
Proteinebene nicht nachgewiesen werden

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass trotz vorhandener Expression auf
RNA-Ebene (Abb.3.1.1.2) eine Lox-Expression auf Proteinebene weder mittels Western
Blot (Kap. 3.1.2) noch mittels Durchflusszytometrie (Abb. 3.1.3.1) oder Nahinfrarot-
Fluoreszenz-Bildgebung (Kap. 3.3) in in vitro kultivierten Karzinomzellen nachgewiesen
werden konnte. Besonders die auf RNA-Ebene stark Lox-exprimierenden MDA-MB-231-
Zellen hitten eine entsprechende Expression auf Proteinebene erwarten lassen. Diese
Ergebnisse waren auch unter Variation aller relevanten Variablen (Antikorper,
Versuchsbedingungen, Versuchsaufbau) reproduzierbar. Die Immunhistochemie an
Pankreastumorschnitten und die Untersuchungen zu alLox-Cy5.5 in vivo zeigen, dass Lox
von den untersuchten Tumorzellen durchaus exprimiert wird und die NIRF-Probe in vivo
spezifisch im Tumorgewebe bindet. Die Zusammenschau der hier vorgestellten Ergebnisse
lasst den Schluss zu, dass Lox in vitro ohne EZM, die die Tumorzellen umgibt, auf
Proteinebene gar nicht exprimiert wird. Den Zellen in Monolayer-Zellkultur, die fiir die
gezeigten Versuche in vitro kultiviert wurden, wurde nur ihr jeweiliges Nahrmedium ohne
EZM oder Kollagen hinzugefiigt. Es stellt sich die Frage, warum eine Tumorzelle ein Enzym
auf Proteinebene ausbilden sollte, das Einfluss auf die Vernetzung von Kollagen nimmt und
die EZM moduliert (Mayorca-Guiliani und Erler 2013), wenn ein solches Mikromilieu gar
nicht vorliegt und die Zelle selbst kein Kollagen produziert. Diese Diskrepanz im
Expressionsverhalten von Lox in Zellkultur im Vergleich mit der Immunhistochemie der
Pankreas- und Mammakarzinome im Nacktmausmodell zeigt die Grenze zwischen In-vitro-
und /n-vivo-Modellen in der Tumorforschung. Eine Moglichkeit, diesen Sachverhalt genauer
zu untersuchen, wire ein Versuchsansatz, der neben Lox-positiven Karzinomzellen (z. B.
MDA-MB-231) ebenfalls extrazellulire Matrix und Tumor-assoziierte Fibroblasten
beinhaltet. Pickup und Kollegen konnten zeigen, dass vom Stroma gebildete Lysyloxidase
bei TGF-B-defizienten Médusen mit Mammakarzinomen zu verstirkter Metastasierung fiihrte
(Pickup et al. 2013). Dabei waren aktivierte Fibroblasten in der Tumorumgebung die primére
Quelle fiir Lox. Durch die Gabe von TGF-3 konnten diese Fibroblasten zu einer gesteigerten
Lox-Expression stimuliert werden. Diese Beobachtung von Pickup legt ein enges
Zusammenspiel zwischen Tumorzellen und Tumor-assoziierten Fibroblasten beziiglich der
Expression von Lox nahe. Zu diesem Schluss kommen auch Barker und Kollegen. Sie
konnten zeigen, dass Lox-L2 direkt Fibroblasten im Stroma aktivieren kann und in vitro dazu

in der Lage ist, Fibroblasten zu einer Migration durch eine Kollagenmatrix zu stimulieren
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und dariiber hinaus die Fibroblasten anregt, die Steifheit der EZM zu erhdhen. Sie folgern,
dass eine Inhibierung von Lox-L2 nicht nur die Tumorzellinvasion hemmt, sondern
auBlerdem die Aktivierung von gesunden Gewebszellen im Gewebe um den Tumor reduziert

(Barker et al. 2013).

4.3 Evaluation der Bindungskinetik der NIRF-Proben in vivo

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten NIRF-Proben aEpCAM-CyS5.5, aEpCAM-
Vio680, aLox-Cy5.5 und aCD44-Cy5.5 binden alle spezifisch an ihre jeweiligen
Zielantigene an Mamma- bzw. Pankreaskarzinomzellen in vivo. Alle NIRF-Proben wurden
stark in der Leber metabolisiert. Daraus resultierte bei lebernahen Tumoren eine
Uberschneidung des Fluoreszenzsignals der NIRF-Proben in Tumor und Leber, sodass beide
Signale nicht voneinander zu trennen waren. Insgesamt zeigten alle NIRF-Proben,
unabhéngig von ihrem konjugierten Fluorophor (Vio680 oder Cy5.5) oder ihrem Zielantigen
(EpCAM, Lox, CD44) sowie dem verwendeten Tumormodell (Mamma- oder
Pankreaskarzinom) und Implantationsmodus (orthotop oder subkutan) eine &hnliche
Biodistribution zwischen Leber und Tumor iiber die Zeit. Alle NIRF-Proben wurden nach
intravendser Injektion schnell in die Leber aufgenommen und erreichten dort ihr maximales
Fluoreszenzsignal nach etwa vier bis sechs Stunden. Alle NIRF-Proben akkumulierten
langsam im Tumorgewebe, bis nach etwa 24 Stunden ein Fluoreszenzsignal erreicht wurde,
welches fiir den restlichen Beobachtungszeitraum nahezu konstant blieb. Auf3er bei alLox-
Cy5.5 in den stark Lox-positiven MDA-MB-231-Tumoren konnte bei keiner anderen NIRF-
Probe das Fluoreszenzsignal der NIRF-Proben im Tumorgewebe iiber den
Beobachtungszeitraum das Fluoreszenzsignal der in der Leber akkumulierten NIRF-Proben
iiberschreiten. Eine Steigerung der applizierten Menge der jeweiligen NIRF-Probe erreichte
keine Aufsdttigung der Leber zugunsten eines verstirkten Fluoreszenzsignals im
Tumorgewebe. Ein Grofteil der Menge der applizierten NIRF-Proben erreicht also gar nicht
erst das Tumorgewebe und kann dort demnach weder fiir diagnostische noch therapeutische
Zwecke genutzt werden. Somit sind NIRF-Proben, die in der Leber metabolisiert werden,
fiir die optische Bildgebung von intrabdominellen Tumoren in Lebernéhe ungeeignet, sofern
die NIRF-Proben wie die hier verwendeten ein konstantes Fluoreszenzsignal bei Anregung
durch einen Laser abgeben. Ogawa und Kollegen adressierten dieses Problem, indem sie
eine NIRF-Probe entwickelten, die erst durch Proteolyse im Zielgewebe aktiviert wurde
(Ogawa et al. 2009). Sie konjugierten Trastuzumab, einen Antikorper gegen den epidermalen
Wachstumsfaktor HER2/neu, mit Cy5.5 oder Alexa680. Die konjugierten Fluorophore der
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NIRF-Probe wurden erst dann aktiviert, sobald der Antikdrper sein Substrat gebunden und
der Komplex in die Tumorzellen internalisiert wurde. Das Fluoreszenzsignal der NIRF-
Proben konnte dementsprechend nur dann detektiert werden, wenn die NIRF-Probe das
Zielgewebe erreicht hatte. Inwiefern dieser Mechanismus auf andere Antikorper iibertragbar
ist, ist fraglich. Die Praktikabilitit dieser Methode ist abhingig von der Expression des
Zielantigens der NIRF-Probe. EpCAM beispielsweise findet sich aufler seiner
Uberexpression in diversen Tumoren auch in nahezu allen physiologischen
Epithelverbanden (Schnell et al. 2013). Eine entsprechende auto-aktivierende aEpCAM-
NIRF-Probe wiirde somit auch Fluoreszenzsignale in gesundem Gewebe erzeugen. Vasquez
und Kollegen untersuchten die Biodistribution verschiedener Proben, die zur optischen
Bildgebung genutzt werden, auf ihre Akkumulation in verschiedenen Geweben (Vasquez et
al. 2011). Dabei konjugierten sie Nahinfrarot-Fluorophore an Immunglobuline, 20-50 nm
kleine Nanopartikel und einen niedermolekularen Integrin-Antagonist. Nanopartikel und
Immunglobuline akkumulierten in Leber und Niere. Der niedermolekulare Integrin-
Antagonist wurde schnell renal eliminiert und zeigte dementsprechend frith ein
Fluoreszenzsignal in der Harnblase. Daraus kann gefolgert werden, dass die Struktur und
GroBBe der NIRF-Probe Einfluss auf die Elimination nimmt. Eine entsprechende Anpassung
des Eliminationsmodus kdnnte demnach interferierende Signale minimieren. So kdnnte man
bei der gezielten Suche nach einem Pankreastumor ein kleines spezifisches Substrat an das
verwendete Fluorophor konjugieren, um eine eher renale als hepatische Elimination zu
gewihrleisten. Die EZM-relevanten Proteine EpCAM, Lox und CD44 konnen auch fiir
therapeutische Zwecke genutzt werden. Im Rahmen der photodynamischen Therapie (PDT)
werden NIRF-Proben genutzt, die spezifisch im Tumor akkumulieren, und mit einem Laser
angeregt, sodass sie Sauerstoffradikale bilden, die zur Apoptose von Krebszellen fithren
konnen (Hamblin 2018). Bei dreifach negativem Brustkrebs konnte eine PDT mit einer
Kombination aus NIRF-Proben gegen EpCAM, EGFR und Chondroitinsulfat-Proteoglycan
4 (CSPG4) die therapeutische Effektivitit einer Chemotherapie um 40% steigern (Amoury
et al. 2016). Schmidt und Kollegen konnten fiir therapierefraktire Mammakarzinome eine
klinische Besserung durch eine Kombination aus Docetaxel und dem EpCAM-Antikdrper
Adecatumumab in iiber der Hélfte der Félle zeigen (Schmidt et al. 2012). Im April 2009
erhielt Catumaxomab, ein bivalenter Antikorper gegen EpCAM und CD3, seine Zulassung
in Europa zur Behandlung von malignem Aszites bei EpCAM-positiven Karzinomen
(Seimetz et al. 2010). Liao und Kollegen konnten die Therapieeffektivitdt von Leukovorin,

Irinotecan und 5-Fluoruracil bei Kolonkarzinomen sowie von Gemcitabine bei
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Pankreaskarzinomen durch einen EpCAM-Antikdrper im Mausmodell steigern und so die
effektive Uberlebenszeit der Miuse verlingern (Liao et al. 2015). CD44 bietet ebenfalls ein
Ziel fiur Antikorper-basierte Krebstherapie (Heider et al. 2004). Uchino und Kollegen
konnten eine signifikante Minderung der Migration und Invasion von Tumorzellen durch
den Einsatz eines gegen CD44 gerichteten Antikdrpers nachweisen (Uchino et al. 2010). Jin
und Kollegen behandelten an akuter myeloischer Leukédmie erkrankte SCID-Méiuse mit
einem CD44-Antikorper und berichten iiber ein vermindertes Wiederauftreten von
Leukédmiezellen nach Therapie. Sie folgern, dass CD44 eine Schliisselrolle in der Funktion
der Stammzellnische von Krebszellen einnimmt (Jin et al. 2006). Letztlich bietet auch die
Therapie mit Lox-Antikdrpern eine neue Moglichkeit der zielgerichteten Tumortherapie
(Ricciuti et al. 2017). Gorogh und Kollegen testeten den Effekt einer Antikorpertherapie
gegen Lox-L4 bei Lox-L4-liberexprimierenden  Plattenepithelkarzinomen des
Kopfhalsbereichs in SCID-Méusen und berichten, dass 12 von 15 Maiusen mit einem

signifikant reduzierten Tumorwachstum ansprachen (Gorogh et al. 2016).

4.4 Einfluss von Chemotherapie auf das Invasionsverhalten von
Mammakarzinomen in 2D- und 3D-Zellkultur wund den
Expressionsstatus von EpCAM

Es konnte gezeigt werden, dass Chemotherapie nach CAF-Schema auf Zellen der drei
untersuchten Mammakarzinome MDA-MB-231, MCF-7 und BT474 in 2D-Zellkultur
zytoreduktiv wirksam war. Auftillig dabei sind die Unterschiede zwischen den schnell
proliferierenden Zellen (MDA-MB-231 und MCF-7) und langsam proliferierenden Zellen
(BT474). Die Chemotherapie bewirkt bet MDA-MB-231 und MCF-7 einen schnellen Abfall
der Zellzahl, der auch durch die hohe Proliferationsrate in 2D-Zellkultur nicht kompensiert
werden kann. Bei beiden Zelllinien waren nach 72 Stunden Inkubationszeit nur noch etwa
50% vitale Zellen vorhanden. Bei BT474 hingegen ist der Abfall der Zellzahl weniger stark
und der Anteil der iiberlebenden Zellen am Ende des Beobachtungszeitraums noch deutlich
tiber 50% der Ausgangszellzahl. Dieser Effekt liegt womdglich daran, dass die CAF-
Chemotherapie in den Zellzyklus eingreift und dieser bei BT474-Zellen langsamer
durchschritten wird als bei den schneller proliferierenden MDA-MB-231- und MCF-7-
Zellen. Immunhistochemische Féarbungen auf EpCAM an den mit CAF-Chemotherapie
behandelten Mammakarzinomzellen zeigten zwischen den einzelnen Zelllinien deutliche

Unterschiede. Bei BT474 nahm die EpCAM-Expression mit der Inkubationszeit der
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Chemotherapie zu. Wahrend die Kontrolle ohne Chemotherapie zwar wie erwartet stark
EpCAM exprimiert, ldsst sich fiir die chemotherapierten Zellen eine graduelle Steigerung
der Expression mit zunehmender Inkubationszeit erkennen (Abb. 3.4.2.1). Diese Steigerung
der EpCAM-Expression unter Einwirkung von Chemotherapie konnte als Mechanismus
gewertet werden, um den Zellverband zu stabilisieren. Litvinov konnte zeigen, dass EpCAM
homophile Zell-Zell-Kontakte kniipft (Litvinov et al. 1994). Moglicherweise exprimieren
die BT474-Zellen vermehrt EpCAM, um auf den Stress der Chemotherapie zu reagieren,
indem sie die Adhésion der Zellen im Zellverbund erhéhen, da sie keine Moglichkeit haben,
der Noxe durch Migration zu entgehen. Bei MCF-7-Zellen zeigt sich erneut, dass die
Expression von EpCAM von der Konfluenz der Zellen im Monolayer abhéngt. Je dichter die
Zellen liegen, desto stirker wird EpCAM an den Zellgrenzen exprimiert und je weniger
konfluent die Zellen sind, z. B. nach Gabe von Chemotherapie, die die Zellzahl reduziert
und den Monolayer ausdiinnt, desto weniger stark zeigt sich die EpCAM-Férbung. Dabei
fiel auf, dass selbst bei hoher Konfluenz einzelne Zellgruppen stark EpCAM-positiv sind,
wihrend andere benachbarte Zellgruppen kein EpCAM exprimieren. Diese Beobachtung
weist auf die Heterogenitit von Tumorgeweben hin. Selbst einzelne Zellen derselben
Tumorzelllinie konnen sich im Verbund anders als Nachbarzellen verhalten. Bei ohnehin
niedriger Expression von EpCAM zeigten MDA-MB-231-Zellen keine weitere Steigerung
der Expression im Verlauf. Mehrere immunhistochemische Farbungen der CAF-behandelten
Karzinomzellen auf Lox wurden zwar durchgefiihrt, erbrachten aber wie erwartet in vitro
keinen Nachweis von Lox. Eine zweidimensionale Zellkultur ist nicht in der Lage, in vitro
die Bedingungen optimal abzubilden, denen Tumorzellen im lebendigen Organismus
ausgesetzt sind, da sie einerseits den Zellen nur eine Ausbreitung im Monolayer ermoglicht,
andererseits wichtige Einfliisse der Tumorumgebung, so z. B. der extrazelluldren Matrix, auf
die Tumorzellen entfallen (Bielecka et al. 2016). Um in vitro dennoch mdglichst die
Gegebenheiten einer Tumorumgebung, wie sie im lebendigen Organismus vorherrscht, zu
simulieren, empfiehlt sich die Nutzung von dreidimensionalen Ansédtzen zur Kultivierung
von Tumorzellen, mdglichst unter gleichzeitigem Einsatz von Komponenten der
extrazelluliren Matrix. In der Evaluation von Tumortherapeutika eignen sich besonders
Tumorzellsphéroide, eine realititsnahe Simulation von Tumorgewebe und Tumorumgebung
zu erzeugen (Chatzinikolaidou 2016). Im Rahmen dieser Arbeit wurden Tumorzellsphiroide
der Mammakarzinome MDA-MB-231, MCF-7 und BT474 kultiviert, um den Einfluss von
Chemotherapie auf das Invasionsverhalten dieser Tumorzellen in 3D-Zellkultur zu

untersuchen. Um das Invasionsverhalten mathematisch zu charakterisieren wurde ein
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Invasionsindex erstellt, der die gesamte Ausdehnung des Tumorzellsphiroids in Relation zu
der Kernfliche des Sphiroids darstellt. Die Sphéroide wurden ebenfalls mit Chemotherapie
nach CAF-Schema in derselben Dosierung behandelt. Wahrend zuvor in zweidimensionaler
Monolayer-Zellkultur allerdings eine deutliche Zytoreduktion bis zu etwa 50% der
Ausgangszellzahl durch die Chemotherapie erzielt werden konnte, so zeigte sich in
dreidimensionaler Sphéroid-Zellkultur quantitativ kein zytoreduktiver Effekt. Die schnell
proliferierenden Zelllinien MDA-MB-231 und MCF-7 wuchsen auch unter Chemotherapie,
lediglich die BT474-Sphiroide wurden nach ldngerer Inkubationszeit in ihrer Morphologie
verandert. Es fiel auf, dass MDA-MB-231- Tumorzellsphiroide eine hohe Invasionstendenz
mit Ausbildung von Tumorzellausldufern zeigten und diese Eigenschaft nur durch einen
Mangel an Kollagen-haltiger Invasionsmatrix beschrinkt wurde. Daraus kann gefolgert
werden, dass kollagene Leitstrukturen der EZM eine wichtige Rolle bei der Tumorinvasion
spielen. MCF-7-Tumorzellsphiroide bildeten spérlicher als MDA-MB-231-Zellen
Tumorzellauslédufer, BT474-Sphiroide bildeten keinerlei Tumorzellausldufer. Es fiel auf,
dass unmittelbar nach Gabe von Chemotherapie sowohl bei MDA-MB-231- als auch bei
MCF-7-Sphiroiden die Anzahl und Reichweite der Tumorzellausldufer zunahm, was sich in
einem erhohten Invasionsindex bzw. in einer steileren Steigung der Indexgraphen darstellt
(Abb. 3.4.3.5). Vor allem bei MCF-7-Sphéroiden scheint die Gabe von Chemotherapie die
Invasionstendenz iiberhaupt erst zu beglinstigen (Abb.3.4.3.2). Wihrend die Kontrollen nur
wenige kurze Tumorzellausldufer ausbildeten, zeigten die Sphéroide unter Einfluss von
Chemotherapie eine deutlich erhdhte Anzahl von Tumorzellausldufern kurzer und mittlerer
Lange. Dementsprechend ist davon auszugehen, dass die Chemotherapie nach CAF-Schema
eine Selektion von Tumorzellen bewirkt: Wenig invasive Zellen werden abgetdtet und
widerstandsfahigere, aggressive Tumorzellen proliferieren. Somit &ndert das
Tumorzellsphdroid unter Chemotherapie seine Eigenschaften zu einem noch invasiveren
Phénotyp bei ohnehin invasiven Tumorzellen wie MDA-MB-231 und MCF-7. Bei Zellen,
die von vornherein nicht invasiv sind wie BT474, lisst sich dieser Effekt nicht -beobachten.
Jannasch und Kollegen untersuchten maligne Brusttumore aus G-2-Mammakarzinomzellen,
die orthotop WAP-T-(whey acidic protein T)-Mausen implantiert und mit Chemotherapie
nach CAF-Schema behandelt wurden, auf Verdnderungen im Phénotyp der Tumoren nach
Therapie bzw. bei einem Riickfall der Tumorerkrankung (Jannasch et al. 2015). Die CAF-
Chemotherapie fiihrte in vivo zwar zu einer signifikanten Reduktion der Tumorlast,
allerdings kam es etwa 20 Tage nach erfolgter Therapie zu einem Riickfall, der mit einem

eher mesenchymalen Phinotyp und vermehrten disseminierten Tumorzellen im Organismus
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einherging. Diese Ergebnisse fiihrten die Autoren auf eine verstirkte epithelial-
mesenchymale-Transition nach Chemotherapie zuriick, welche sich durch eine vermehrte
Vimentin-Expression und eine verminderte E-Cadherin-Expression in CAF-behandelten
Tumorgeweben im Vergleich zu Kontrollen zeigte. Ein eher durch EMT-bedingter
mesenchymaler Phénotyp bei epithelialen Tumoren geht mit einer hoheren Aggressivitdt und
schlechteren Prognose einher (Taube et al. 2010). Die Ausbildung von Tumorzellausldufern
sowohl bei den hier gezeigten MDA-MB-231- als auch MCF-7-Sphéroiden konnte nur durch
das Fehlen von einer Kollagen-haltigen EZM (Invasionsmatrix) verhindert werden kann.
Eine erhohte Steifheit der kollagenen Matrix begiinstigt die Tumorinitiation und -
progression bei Brustkrebs (Provenzano et al. 2008) und eine Reorganisation der EZM
erhoht die Invasivitdt von Tumorzellen (Provenzano et al. 2006). Diese Erkenntnisse haben
klinisch groe Bedeutung, da sie zu dem Verstindnis eines Riickfalls von
Krebserkrankungen nach Chemotherapie beitragen konnen. EMT in Tumoren kann
Krebszellen Stammzelleigenschaften verleihen und somit ein kontinuierliches Wachstum
des Tumors gewdhrleisten (Mani et al. 2008). Symmans und Kollegen konnten zeigen, dass
die Prognose von Brustkrebs-Patientinnen, die mit CAF-Chemotherapie behandelt wurden,
direkt von der nach Therapie verbliebenen Tumorzelllast (residual cancer burden, RCB)
abhingig ist (Symmans et al. 2007). Patientinnen mit niedriger RCB zeigten wenige
Riickfille und insgesamt ein langes krebsfreies Uberleben. Eine extensive Resterkrankung
(hohe RCB) nach Chemotherapie korrelierte mit einer schlechten Prognose bei 5-Jahres-
Riickfallraten von etwa 40% trotz Chemo- und Hormontherapie. Wenn nun davon
ausgegangen werden kann, wie Jannasch und Kollegen in vivo zeigten, dass nach CAF-
Chemotherapie mehr EMT im Tumorgewebe stattfindet und wie im Rahmen dieser Arbeit
dreidimensional in vitro gezeigt wurde, dass eine Selektion von aggressiveren Tumorzellen
durch Chemotherapie stattfindet, dann zeigt sich darin ein Ansatz zum Verstindnis von
Riickféllen bei Tumorerkrankungen. Somit bestiinden Mammakarzinome nach erfolgter
Chemotherapie, sofern die Tumorzellen nicht beseitigt werden konnten, aus aggressiveren,
invasiveren Zellen, die einen Riickfall begiinstigen wiirden. Das unterstreicht die
Wichtigkeit multimodaler Therapiekonzepte in der Krebstherapie, z. B. im Falle von
Brustkrebs durch Operation, Bestrahlung, Chemotherapie, Hormontherapie und

Antikorpertherapie.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Expressionsstatus EZM-relevanter Proteine (EpCAM,
Lox, CD44 und CTHRC1) in Mamma- und Pankreaskarzinomen erhoben und NIRF-Proben
in vitro und in vivo hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften evaluiert. Zusatzlich wurde das
Invasionverhalten von Mammakarzinomzellen im 3D-Sphéaroid-Modell unter Einfluss von
Chemotherapie  beobachtet. =~ Anhand  immunhistochemischer  Férbungen  von
Pankreaskarzinomen wurde gezeigt, dass alle untersuchten Tumoren CTHRC1 moderat bis
stark exprimierten. Eine gleichzeitige hohe Expression von Lox bedingte einen invasiven
Phinotyp, wihrend die EpCAM-Expression keine Aussage liber die Invasivitit der
Karzinomzellen erlaubte. Obwohl Lox-kodierende RNA in in vitro kultivierten Mamma- und
Pankreaskarzinomzellen nachgewiesen wurde und Lox auch in vivo nachweisbar war,
zeigten dieselben Zellen sowohl im Western Blot, der Durchflusszytometrie als auch der
optischen Bildgebung mit NIRF-Proben in vitro keine Expression von Lox auf Proteinebene.
In vitro zeigten die aEpCAM-NIRF-Proben eine spezifische Bindung an EpCAM-positive
Mammakarzinomzellen. Eine lédngere Inkubationszeit verstirkte diese Bindungen
quantitativ. /n vivo zeigten alle NIRF-Proben eine dhnliche Biodistribution: Ein Grofteil der
NIRF-Proben akkumulierte in der Leber, wihrend nur ein kleiner Teil im Tumorgewebe
akkumulierte. Mit Ausnahme von aLox-Cy5.5 in MDA-MB-231 war das Signal der NIRF-
Proben in der Leber jederzeit stirker als das der NIRF-Proben im Tumorgewebe. Die
maximale Signalintensitit gemessen in Normalized Counts der NIRF-Proben in der Leber
wurde nach vier bis sechs Stunden erreicht und fiel dann kontinuierlich iiber den
Beobachtungszeitraum ab. Im Tumorgewebe erreichten sie nach 24 Stunden eine
Signalintensitét, die im zeitlichen Verlauf nahezu konstant blieb. Je hoher die verwendete
Menge an NIRF-Probe, desto hoher die Signalintensitit. Eine Sattigung der Leber zugunsten
einer verstirkten Signalintensitdt der NIRF-Proben im Tumorgewebe war nicht moglich.
Daraus ergab sich die Problematik der Detektion von intrabdominellen lebernahen Tumoren
mittels NIRF-Proben bei gleichzeitiger starker Aufnahme der NIRF-Proben in die Leber mit
resultierendem Fluoreszenzsignal der Leber, welches das Tumorsignal maskiert. Dabei war
die Aufnahme der NIRF-Proben in die Leber unabhéngig vom gewihlten Tumormodell, dem
Implantationsmodus, der NIRF-Probe und dem konjugierten Fluorophor. Untersuchungen
zum Invasionsverhalten von Mammakarzinomzellen unter Chemotherapie in vitro zeigten,
dass CAF-Chemotherapie im zweidimensionalen Modell die Anzahl vitaler Tumorzellen

nach 72 Stunden etwa halbiert, wihrend im dreidimensionalen Sphéaroidmodell eine solche
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Wirksamkeit der Therapie bei gleicher Dosierung nicht erreicht wurde. Unter Einfluss von
Chemotherapie wurde die EpCAM-Expression bei stark EpCAM-exprimierenden Zellen
weiter gesteigert, sofern die Zellen hinreichend Zell-Zell-Kontakte ausbildeten. Im
dreidimensionalen Sphéroidmodell reagierten Tumorzellsphédroide invasiv wachsender
Mammakarzinome auf die Gabe von CAF-Chemotherapie mit einem verstirkten Ausbilden
von Tumorzellausldufern durch eine kollagenhaltige Matrix. Die Gabe der CAF-

Chemotherapie bewirkte also eine Steigerung der Invasivitit dieser Tumorzellspharoide.
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