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Kurzfassung

Trotz intensiver Forschung weist das humane Mammakarzinom seit Jahren bei Frauen weltweit
die hochste Inzidenz und Mortalitat auf. Besonders die Bildung von Metastasen resultiert in einer
hohen Anzahl an Todesfallen.

Ein erster zentraler Schritt wéhrend der Metastasierung ist die lokale Zerstérung der
Basalmembran, gefolgt von der Transmigration invasiver Zellen in umliegendes Gewebe. Dieser
Prozess ist in vivo schwierig zu visualisieren, weshalb die genauen Mechanismen der Invasion von
tumorigenen Zellen durch eine Basalmembran noch nicht genau verstanden sind. Besonders der
Einfluss von mechanobiologischen, invasionsférdernden Faktoren in der Wechselwirkung mit
bekannten biochemischen Einflissen wurde bisher kaum in in vivo relevanten Zell- oder

Tiermodellen untersucht.

Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit der Einfluss zytoskelettaler Verédnderungen in 3D
Brustsphéroiden auf den Invasionsprozess analysiert. Vergleichbar zu den Strukturen der
weiblichen Brust werden Brustsphéroide aus der Zelllinie MCF10A ebenfalls von einer endogen
produzierten Basalmembran mit definierter mechanischer Stabilitdt umgeben, anhand derer die
Prozesse, die zu einer Basalmembran-Invasion fiihren, beobachtet werden kénnen. Durch die pro-
invasive Stimulation mittels des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF), der haufig Gberexprimiert
in Brusttumoren vorliegt, und einer tumorassoziierten Versteifung der extrazellularen Matrix
(EZM) konnte die Invasionsdynamik der eigentlich benignen Brustdrusensphéroide analysiert
werden. Unter Anwendung eines Invasionsassays wurde eine Steigerung der Invasion in Folge der
tumorassoziierten Stimuli gezeigt, die durch eine Forderung der kontraktilen Zellkrafte und durch

eine Erhohung der Zellfortsatze bzw. der Stressfaserdichte verursacht wurde.

Die aktinbasierten Zellfortsatze als funktionelle Briicke zwischen einem proteolytischen und
einem kraftabhangigen Invasionsmechanismus wurden als entscheidender Faktor in diesem
Invasionsprozess definiert. Mittels hochauflésender konfokaler Laserscanning Mikroskopie
konnten Basalmembran durchspannende und aktinbasierte Mikrospikes identifiziert werden. Diese
wurden in Abhéangigkeit von EGF und der Versteifung der EZM ausgebildet. Im Zuge der
malignen Transition eines gesunden Azinus, der Mikrospikes als Mechanosensoren zur
Wahrnehmung (Mechanosensing) der EZM-Steifigkeit ausbildet, zu einem invasiven Phénotyp,
verdnderte sich die Funktionalitat der Mikrospikes. Unter dem Einfluss pro-invasiver Stimuli

resultierte die verstarkte Ausbildung der Mikrospikes in einem mechanischen Basalmembran-



Stress, der durch die Weitung der Poren in der Basalmembran zur Invasion beitrug. Erst nach der
Transmigration urspriinglich azinarer Zellen bildeten invasive Zellen elongierte und proteolytisch

aktive Fortsatze aus.

Zusétzlich wurde durch die Anwendung der Lebendzell-Zugkraftmikroskopie die Entstehung von
Zugkraft-induziertem Basalmembran-Stress charakterisiert. Die basale Zellschicht pra-invasiver
azinarer Zellen bildete an der Kontaktflache zur umliegenden EZM Mikrospikes aus, die Uber
Fokaladh&sionen mit der EZM verbunden waren. Ausgehend von diesen Mikrospikes konnte ein
Wechsel zu kontraktilen Aktin-Stressfasern visualisiert werden, die eine Nicht-Muskel-Myosin 11
vermittelte kraftinduzierte Basalmembran-Zerstérung verursachten. Diese EMT ahnliche
zytoskelettale Reorganisation als Antwort auf eine tumorigene Veranderung der Mikroumgebung

wurde als kritischer Mechanismus in der Tumorprogression identifiziert.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit ein neuartiges 3D Zellkulturmodell etabliert, um die
invasionsfordernde Wirkung von EGF-Rezeptor (EGFR)-Signalwegen zu verstehen. Uber die
spezifische Aktivierung von onkogenem hRas, einem zentralen Protein in EGFR-Signalkaskaden,
konnte eine eindeutige funktionelle Beziehung zwischen einer hRas Uberaktivierung und einer
erhdhten zelluldaren Invasion nachgewiesen werden. Trotz hRas bedingter zytoskelettaler
Verdnderungen basierte die hohere Invasion nicht auf erhdhten Zugkréften, sondern auf einer
graduellen Schwéchung der Basalmembran. Diese ist hochstwahrscheinlich auf eine fehlregulierte
Erneuerung der Basalmembran durch eine gesteigerte Zellproliferation und eine stérkere koharente
Zellbewegung innerhalb des Brustdrisenspharoids zurtickzufiihren. Hinzukommend kdnnte eine
erhdhte Mikrospike- und Myosin X-Aktivitat die BM-Schwéachung fordern.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit die Wechselwirkung von EGFR-Signalwegen und einer
invasionsfordernden Basalmembran-Schwachung in eigentlich nicht invasiven, benignen
Brustdriisenepithelien gezeigt werden. Dementsprechend trégt diese Arbeit zu einem besseren

Verstandnis der mechanobiologisch regulierten Zellinvasion im humanen Mammakarzinom bei.
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Abkirzungsverzeichnis Vil

Abkulrzungsverzeichnis

°C Grad Celcius

2D zweidimensional

3D dreidimensional

AKT Proteinkinase B

AP Alkalische Phosphatase

BCA Bicinchoninsdure

BCIP 5-Brom-4-Chlor-3-indoxylphosphat

BCSC Brustkrebs-Stammzellen (engl. Breast cancer stem cells)

BM Basalmembran (engl. basement membrane)

BSA Bovines Serum Albumin

CO2 Kohlenstoffdioxid

d.h. das heil3t

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinséure

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-carbodiimid

EGF(R) epidermaler Wachstumsfaktor(-rezeptor) (engl.: epidermal growth factor)
EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’ N’-tetraessigsaure

EHS Engelbreth-Holm-Swarm

engl. englisch

ERISM elastische  Resonator-Interferenz-Stress-Mikroskopie  (engl.:  elastic

resonator interference stress microcopy)

ERK engl. extracellular-signal regulated kinases

EtOH Ethanol

EZM extrazellulare Matrix

FA Fokaladhésion(en)

fJ Femtojoule

h Stunden (engl.: hours)

H20 Wasser

HD Hemidesmosom(en)

hd-BM hoch entwickelte Basalmembran (engl.: highly developed BM)
Her epidermaler Wachstumsfaktor(-rezeptor) (engl.: epidermal growth factor)
hRas engl. harvey rat sarcoma virus
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Id-BM

LDS
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LSM
MAPK oder MEK
MES

min

MIP
(PMLC(K)

MMP
MS
MT
mTor
n.s
NBT
NHS
OHT
PDMS
PI3K
Raf
RalA
RFP
RhoA
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RT
SDS
SF
TFM
TKS5
u.a.
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engl. Hotspot(s)

Immunfluoreszenz
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engl. mitogen-activated protein kinase
2-(N-Morpholino)ethansulfonséure
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maximale Intensitatsprojektion (engl.: maximum intensity projection)
(phosphorylierte) Myosin-leichte-Kette(-Kinase) (engl. Myosin light chain
kinase)

Matrix-Metalloprotease(n)

Mikrospike(s)

engl. membrane type

engl. mammalian target of rapamycin

nicht signifikant

Nitroblautetrazoliumchlorid
N-Hydroxysulfosuccinimid Natriumsalz
4-Hydroxytamoxifen

Polydimethylsiloxan

Phosphoinositid-3-Kinase

engl. rapidly accelerated fibrosarcoma

engl. Ras-related protein

Rot fluoreszierendes Protein

engl. Ras homolog family member A

Runden pro Minute

Raumtemperatur

Sodiumdodecylsulfat

Stressfaser(n)

Zugkraftmikroskopie (engl.: traction force microsopy)
engl. tyrosine kinase substrate with 5 SH3 domains
unter anderem

Wildtyp

[VIII]
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1 Einleitung

1.1 Das humane Mammakarzinom — Epidemiologie und Klassifikation

Das humane Mammakarzinom ist weltweit die am h&ufigsten diagnostizierte Krebsart bei Frauen.
Im Jahr 2020 wurden insgesamt 9,2 Millionen neue Krebsfalle diagnostiziert, von denen 24,5 %
bei Frauen auf das humane Mammakarzinom entfielen [1]. Trotz deutlicher Fortschritte in der
frihen Detektion von Brustkrebs, die zu einer Reduktion von ca. 38 % der Todesrate gefuhrt haben
[2], starben im Jahr 2020 ca. 682.000 Frauen weltweit an Brustkrebs. Obwohl die Zahlen fiir die
Inzidenz und die Todesraten weltweit deutlichen Schwankungen unterliegen, ist das
Mammakarzinom in 159 von 185 untersuchten L&ndern die fihrende Tumorentitat in Bezug auf
die Haufigkeit und die Sterblichkeit (Abbildung 1) [1].

Inzidenz bei Frauen

Brust (159)

Gebiirmutterhals (23) Kiiiie nichts
Leber (1) - Daten |:| zutreffend
Lunge (1)

Schilddriise (1)

Abbildung 1: Weltweite Verbreitung des humanen Mammakarzinoms. Dargestellt ist die am
haufigsten auftretende Tumorentitat bei Frauen flr 185 analysierte Lander weltweit. Die Inzidenzen fir das
humane Mammakarzinom sind in 159 Landern fiihrend (Hautkrebs, fihrend in Australien und Neuseeland,
wurde nicht bericksichtigt). Verandert nach [1], Originaldaten von der Weltgesundheitsorganisation
(WHO) und dem GLOBOCAN Report der internationalen Agentur fur Krebsforschung, 2020.

Das Risiko von Frauen an Brustkrebs zu erkranken steigt mit zunehmendem Alter. Die
Wahrscheinlichkeit eines Brusttumors bis zu einem Alter von 75 Jahren betrégt ca. 4 - 7 %,

wohingegen weltweit die Wahrscheinlichkeit vor dem 40. Lebensalter zu erkranken bei ca. 0,4 %

[1]
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liegt. [3, 4]. Allerdings steigt das Risiko in einem jlingeren Alter zu erkranken durch den modernen
und westlichen Lebenswandel in vielen Teilen der Welt deutlich an. Die hdchsten Zahlen liegen
in Australien, Westeuropa und Nordamerika vor. Aber auch in &rmeren Léndern stiegen die
Inzidenzen und auch die Sterblichkeit zuletzt stark an [1]. Eine schwache medizinische
Infrastruktur beispielsweise kann zu deutlich gesteigerten Werten, selbst bei jingeren Frauen,
fihren. In Bereichen von Afrika oder dem mittleren Osten liegt der Anteil der unter 40-jahrigen
Patientinnen bei ca. 20 % [5, 6]. Zum Vergleich, in einem hochentwickelten Land wie Deutschland
befindet sich dieser Wert bei ca. 6 % [7].

Allgemein gelten ein langer Zeitraum von Hormonschwankungen, beispielsweise ausgeldst durch
eine spate letzte Regeblutung, Kinderlosigkeit oder ein hohes Alter bei der Geburt des ersten
Kindes, als Risikofaktoren [8]. Als weitere Risikofaktoren sind Ubergewicht, Bewegungsmangel
nach den Wechseljahren, Hormontherapien (z.B. zur Schwangerschaftsverhiitung) sowie ein
erhdhter Alkohol- und Tabakkonsum bekannt [9, 10]. AuRerdem kdnnen auch genetische
Ursachen eine Pradisposition fur Brustkrebs beglnstigen. Beispielsweise kénnen Keimbahn-
Mutationen in Tumorsuppressorgenen wie BRCA1 und BRCA2 (engl. breast cancer gene 1/2)
auftreten. Allerdings ist die Bedeutung genetischer Ursachen mit 5 - 10 % als auslésender Faktor
fur die Entstehung eines humanen Mammakarzinoms im Vergleich zu den lebensstilabhédngigen

auleren Faktoren mit 90 - 95 % vergleichsweise gering [11].

Trotzdem ist die Betrachtung der genetischen Aspekte beim humanen Mammakarzinom von
grolRer Bedeutung, da zwischen den einzelnen intrinsischen Subtypen (Luminal A bzw. B, Her2
(engl. human epidermal growth factor receptor 2) positiv, Basal) eine hohe genetische
Heterogenitat vorliegt (Abbildung 2). Aus diesem Grund wird Brustkrebs eher als Sammlung von
Krankheiten und nicht als Einzelkrankheit betrachtet. Dementsprechend sind auch die
Krankheitsverldufe, die Behandlungen und die Prognosen fiir diese Subtypen sehr unterschiedlich
(Abbildung 2) [12].

Ein wichtiger prognostischer Marker ist die Aktivitat des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors
(EGFR), der beispielsweise im Her2 Subtyp (15 — 20 % aller Brustkrebsfalle) tiberexprimiert wird
und tber PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) sowie Ras-Protein Signalkaskaden die Zellmigration

und das Tumorwachstum fordert [13].

[2]



1.1 Das humane Mammakarzinom — Epidemiologie und Klassifikation

intrinsische Subtypen des
Schlechtare humanen Mammakarzinoms Descare

Prognose Prognose

Luminal B

Luminal A

Abbildung 2: Behandlungsprognosen in Abhangigkeit der intrinsischen Subtypen bei Brustkrebs.
Visualisierung der intrinsischen  Subtypen des humanen Mammakarzinoms und deren
Behandlungsprognosen. Die Diagnose eines Karzinoms des Typs Luminal A hat die beste
Behandlungschance, wéhrend der basale Subtyp mit den schlechtesten Behandlungs- und
Uberlebenschancen assoziiert ist. Verandert nach [14].

Die Invasion durch die Basalmembran (BM) ist ein zentraler Schritt in allen Subtypen wahrend
der Tumorentstehung und Metastasierung, da erst die Bildung von Metastasen als Hauptfaktor fur
Brustkrebs bedingte Todesfélle gilt. Dementsprechend sind 90 % der Todesfalle auf Metastasen
in Folge der Invasion durch die BM zurlckzufuhren [15]. Die BM-Invasion ist nicht durch die
genetische Zusammensetzung gesteuert. Alle Subtypen, unabhangig davon welche molekularen
Eigenschaften diese aufweisen, missen vor der Metastasierung die BM passieren. Ansonsten
kénnen sich die Tumorzellen nicht im Korper ausbreiten, was die Uberlebenschancen deutlich
steigern wirde [4]. Infolgedessen gilt der Prozess der BM-Zerstérung als ein typisches Merkmal
von malignen Tumoren [16].

Folglich mussen die zellularen Mechanismen und Regelkreise der BM-Zerstérung und BM-
Invasion weitergehend untersucht und erforscht werden. Als Grundlage fur das Verstandnis dieser
Prozesse werden im Folgenden zunéachst die Anatomie der weiblichen Brust und der Aufbau sowie
die Funktion der BM erklért.
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1.2 Anatomie der weiblichen Brust

Die weibliche Brust ist eine komplexe endokrine Drise zur Produktion von Milch [17]. Im
Vergleich zu anderen Organen ist die Entwicklung nicht nach der Embryogenese abgeschlossen,
sondern wird postnatal fortgesetzt. Der Abschluss der Entwicklung wird erst im Verlauf einer
Schwangerschaft erreicht [18, 19].

Gebildet wird die weibliche Brust aus unterschiedlichen Gewebetypen. Das Driisengewebe,
welches die funktionellen Strukturen zur Milchproduktion beinhaltet, ist eingebettet in subkutanes
Fett- und Bindegewebe. Lokalisiert ist die Brust im Bereich der dritten bis zur siebten Rippe und
vom Brustbein bis zur Achselhdhle. Zwischen der Rippe und der Brust befindet sich hinter dem
Drusengewebe der Brustmuskel (Abbildung 3A) [20].

Von auflen nach innen betrachtet, befindet sich &ulerlich sichtbar die Brustwarze (Papilla
mammae), umgeben von dem Brustwarzenhof (Aerola Mammae) und dem Drusenkdrper,
eingelassen in eine brustumgebende Hautschicht. Innerhalb des Fettgewebes befinden sich ca.
15 - 20 tubuloalveolédre Einzeldriisen (Lobi) mit jeweils einzelnen Driisenlappchen (Lobuli). Die
Einzeldrisen, bekannt als intralobuldrer Bereich, und die daran angeschlossenen Milchgéange
(Ductus lactiferi und Sinus lactiferi), der extralobulédre Bereich, ergeben zusammen die terminale
duktulo-lobulére Einheit (TDLE) (Abbildung 3B und C) [18]. Innerhalb dieser TDLE und eines
Lobulus befinden sich die kleinsten funktionellen Strukturen der weiblichen Brust, die
sogenannten Azini (Abbildung 3B schwarze Box, C VergroRerung). Dabei handelt es sich um die
Milch produzierenden und sekretierenden Einheiten. Diese bestehen aus einem innen gelegenen
Drisenepithel (polarisierte luminale Zellen) und einer Schicht aus kontraktilen Myoepithelzellen.
Die epitheliale Zellschicht ist mit der apikalen Seite zum innen befindlichen Lumen gerichtet und
die basale Seite zur BM [21]. Beide Zellschichten werden von der BM umgeben, die dem Azinus
strukturelle Stabilitat verleiht und diesen von den umgebenden Zellen und Gewebe separiert
(Abbildung 4A) [22].
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Abbildung 3: Anatomie der weiblichen Brust. (A) Schematische Darstellung der weiblichen Brust.
Umgeben von einer Hautschicht und eingebettet in das subkutane Fettgewebe befinden sich die
funktionellen und Milch produzierenden Strukturen der Brustdriise. VVon der Papilla Mammae ausgehend
liegen die Sinus Lactiferi und Ductus Lactiferi vor, die in den terminalen duktulo-lobuléren Einheiten
(TDLE) enden. Diese setzen sich aus einer Vielzahl an Lobuli zusammen, die wiederum einzelne Lobi
bilden. (B) Zeichnung einer TDLE, die zusammen einen Lobulus ergibt. Die schwarze Box markiert einen
einzelnen Azinus (C) Querschnitt eines Brustlobulus gefarbt mit Hematoxylin und Eosin (Zellkerne
erscheinen violett). Der Kreis und die VVergroRerung zeigen einen einzelnen Azinus innerhalb des Lobulus.
Verdndert nach [21, 23, 24].

Neben der BM verleihen den Brustepithelsphéroiden Zell-Zell-Kontakte und Zell-Matrix-
Kontakte ihre strukturelle Stabilitat (Abbildung 4A und B). Zwischen den Zellen, vor allem bei
der basal polarisierten Epithelzellschicht, liegen die Zonula occludens (engl. tight junctions) sowie
die auf Cadherinen und Cateninen basierenden Adharenzverbindungen vor. Diese sind mit dem
Aktin-Zytoskelett verbunden. Zusétzlich sind die Intermediarfilamente der Zellen Gber
Desmosomen miteinander verkniipft [25, 26]. Die &ulerste Zellschicht ist an der basalen Zellseite
uber Hemidesmosomen und Fokaladh&sionen (FA) mit der BM und der umliegenden EZM
verbunden. Hemidesmosomen sind intrazelluldr an Intermedidrfilamente gekoppelt [25]. FA
hingegen sind Uber mechanosensitive Proteine wie Vinculin und Talin an das Aktin-Zytoskelett

gekoppelt [27].
[5]
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Abbildung 4: Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte bei epithelialen Brustsphéroiden. (A)
Schematische Darstellung der kleinsten funktionellen Einheit der Brustdriise (Azinus). Markiert sind das
Lumen, die polarisierte basale Zellschicht, sowie die kontraktile Myoepithelschicht und die umgebende
Basalmembran (BM). Zusétzlich sind Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen exemplarisch
eingezeichnet. (B) Die detaillierte Betrachtung zweier benachbarter basaler und polarisierter azinarer Zellen
zeigt die vorhandenen Zell-Zell- (Adharenzverbindungen, Desmosomen, Zonula occludens (engl. tight
junctions)) und Zell-Matrix-Kontakte (Fokaladh&sionen, Hemidesmosomen). Die Proteine (bei FA z.B.
mechanosensitive Proteine wie Vinculin oder Talin), die an der Bildung dieser Kontaktstrukturen teilhaben,
sind entweder mit dem Aktin-Zytoskelett oder Intermedidrfilamenten verbunden. Verandert nach [21, 28].

1.3 Aufbau und Funktion der Basalmembran

Die BM besteht hauptsachlich aus Kollagen 1V, Lamininen, Nidogen und Heperansulfat-
Proteoglykanen (Abbildung 5) [29]. Der prozentual grofite Anteil liegt mit ca. 50 % bei Kollagen
IV [30]. Insgesamt sind ca. 50 verschiedene Molekiile als Bestandteile der BM beschrieben. lhre
Funktion besteht hauptséchlich in der Trennung der Epithelzellen von der extrazelluldren Matrix
(EZM) [31]. Die Formation der BM beginnt mit der Sekretion der Komponenten durch Epithel-,
Endothel- und Muskelzellen. Diese Komponenten werden anschlieBend in den extrazelluldren
Raum transportiert. Dort werden die Bestandteile zu einem Multiproteinnetzwerk
zusammengefugt [32].

Laminine, wie z.B. das Laminin-5 (332) [33], befinden sich Uber die Bindung an Integrine

vermehrt an der epithelialen Seite der BM. Uber die Bindung der Laminine an Zelloberflachen

[6]
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wird ein selbststdndiger Assemblierungsprozess der BM gestartet, der aus mehreren
aufeinanderfolgenden Schritten besteht [34]. Laminine dienen als Bindungsstelle fir weitere
Proteine wie zum Beispiel Nidogen und Proteoglykan-Proteinen, die als Adapterproteine eine
Verbindung zwischen den Lamininen und dem Kollagen IV herstellen [35]. Die strukturelle
Stabilitdt der BM entsteht durch die kovalente Quervernetzung des Kollagen 1V mittels
Disulfidbriicken [36]. Eine Degradation des Kollagen IV resultiert dementsprechend in einer
Zerstorung der BM [33]. Aullerdem korreliert die Dicke der Kollagen 1V Schicht mit der
Widerstandsfahigkeit gegentiber azinaren Kraften [37].

Extrazelluldre Matrix (EZM)

i

Kollagen I Kollagen IV

%

Nidogen Proteoglykane

M

Integrin Laminin

Epithelzellen

Abbildung 5: Aufbau der Basalmembran. Schematische Darstellung der Komponenten und der Struktur
der BM. In der &uReren Epithelschicht sind Integrine verankert, die an Laminine gebunden sind. Die
Laminine sind mit weiteren Komponenten der BM verkniipft, wodurch ein stabiles Netzwerk entsteht.
Dieses Netzwerk besteht unter anderem aus Nidogen, verschiedenen Proteoglykanen sowie Kollagen 1V
und trennt die Epithelzellen von der extrazelluldren Matrix (EZM). Verandert nach [38].

Insgesamt entsteht so eine ca. 100 — 300 nm dicke spezialisierte EZM, die Organe von Geweben
trennt und diese Strukturen stabilisiert [39]. Zusatzlich dient die BM als Diffusionsbarriere.
Experimentell wurden bei der BM der Hornhaut des Auges Poren in einer Grof3e von ca. 50 nm
detektiert, sodass nur kleinere Makromolekiile die BM passiv passieren konnen [40]. Fir
Brustgewebe wurde mittels des Zellkulturmodells dreidimensionaler MCF10A Azini eine
Porengrofie von ca. 9 nm ermittelt [37]. Somit ist die BM auch eine nattrlich physikalische
Barriere fur Krebszellen [41].

Abgesehen von der Barrierefunktion ist die BM an vielen elementar wichtigen Prozessen fur die
Zell- und Gewebehomoostase beteiligt. So ist die BM wichtig fur das Zellwachstum und die
Differenzierung. Wahrend der frihen Morphogenese von Sphdaroiden koordiniert die neu

sekretierte BM die epitheliale Gewebeorganisation. Dies geschieht tber die Organisation von
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Proteinen, die fir die Polarisation wichtig sind, und Uber die Lokalisation von
Adhésionsmolekilen entlang der Membran. AuBerdem ist die BM in Prozesse wie die
Zelladhé&sion und -migration involviert. Die BM bietet eine adhé&sive Oberflache fir Zellen, die
funktionell Gber Integrine an das Aktin-Zytoskelett angebunden sind. Unter anderem durch die
Bindung an das Aktin-Zytoskelett ist die BM uber mechanische Interaktionen mit den Zellen und
der EZM an der Aktivierung und Weiterleitung von intrazelluldren Signalkaskaden bzw. der
Signalwahrnehmung beteiligt [16, 29]. Aber auch an der biochemischen Regulation der
Signalweiterleitung ist die BM involviert. Die Degradation der BM mit einer daraus folgenden
Freisetzung von BM Fragmenten kann Signalwege aktivieren. In Mausen resultierte die
Fragmentierung von Kollagen IV durch MMP9 (Matrix-Metalloprotease 9) in einem
beschleunigten Tumorwachstum [42], in embryonischen Stammzellen fiihrten Laminin-111
Fragmente zur epithelialen-mesenchymalen-Transition [43].

Die Bedeutung der BM wird anhand der Betrachtung einer moglichen pathologischen BM-
Entwicklung und —Differenzierung deutlich. Beispielsweise kann die Bildung einer funktionellen
BM als Folge genetischer Verdnderungen (Mutationen) gestort sein, was bereits in einem
embryonalen Stadium zum Tode fuhren kann. Mausembryos mit einer Mutation in der yl
Untereinheit, die in vielen Lamininen vertreten ist, Uberlebten nicht langer als 5,5 Tage nach dem
Koitus [44].

Nicht-lethale Mutationen mit einer fehlerhaften oder einer strukturveranderten BM resultieren in
stark beeintrachtigenden Krankheitsbildern durch beispielsweise Defekte im Gehirn, den Augen
oder Muskeln [30, 45-47]. Wéhrend der Tumorprogression fuhren unter anderem Veranderungen
der BM-Zusammensetzung oder der BM-Struktur sowie eine reduzierte BM-Synthese zur
Invasion von Krebszellen durch die BM und ermdglichen die Metastasierung [48]. Um diesen
Prozess der Zelltransmigration von Tumorzellen durch die BM besser zu verstehen, werden

maoglichst in vivo dhnliche Modelle fiir die Analyse des Invasionsvorganges benétigt.

1.4 Das MCF10A Brustdrisenepithelmodell

Zur Untersuchung der normalen Brustdriisenmorphogenese hat sich das Zellkulturmodell der
Zelllinie  MCF10A etabliert [49]. MCF10A Zellen sind eine nicht-transformierte und
immortalisierte  humane Brustepithel-Zelllinie, die keine malignen oder tumorigenen
Eigenschaften aufweist [50]. Uber die Anpassung der EZM-Steifigkeit, die Veranderung der BM-

[8]
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Widerstandsfahigkeit oder Uber eine onkogene EGF-Stimulation kann eine irreversible BM-
Zerstérung mit dadurch induzierter Zellinvasion simuliert werden [33]. Dies ermdglicht die
Analyse der Tumorentstehung und des Prozesses der Transmigration von Tumorzellen durch die
BM in einem in vivo dhnlichen Zellkulturmodell.

Obwohl es eine Vielzahl (>100) verschiedener Brustkrebs- und Brustzelllinien gibt, weisen nur
wenige die Eigenschaft auf in vivo &hnlich in dreidimensionalen (3D) Strukturen zu wachsen [21,
51]. Die Kultivierung von basoapikal polarisierten Brustsphéroiden mit einer intakten BM ist der
Grundstein fir die Erforschung der Mechanismen der BM-Invasion. Ein kritischer Schritt der
Forschung in 2D-Modellen ist der Transfer von Ergebnissen aus der Kultivierung von
Zellmonolagen in komplexere 3D- oder Tiermodelle. Aufgrund der in Monolagen nicht
vorhandenen BM und EZM fehlen wichtige Parameter, die die Regulation und die Polarisation der
Zellen entscheidend beeinflussen konnen [52]. So waren 95 % der pré-klinisch effektiven
Wirkstoffe unwirksam in der ersten klinischen Testphase [53]. Daher ist die Verwendung von 3D
Zellmodellen in der Grundlagenforschung und der klinischen Forschung von groRer Bedeutung,
um die natirliche Zellumgebung bestmdglich zu imitieren [54].

Erstmalig beschrieben wurde das Modell 2003 von Debnath und Kollegen [55]. In der klassischen
Kultivierung auf einem planaren Plastiksubstrat wachsen die Zellen zu einer einschichtigen
Zellmonolage zusammen. Dabei bildet diese bei hoherer Konfluenz ein typisches

kopfsteinpflaster-artiges Wachstumsmuster aus (Abbildung 6A und B) [55].

Abbildung 6: Kultivierung von MCF10A Zellen in vitro. (A und B) MCF10A Zellen auf einem planaren
Zellkulturplastik-Substrat in unterschiedlichen Konfluenzstadien. (A) Im subkonfluenten Zustand liegen
die Zellen teilweise noch einzeln und langlich vor, (B) wéhrend in einem héheren Konfluenzstadium das
typische kopfsteinpflaster-artige Erscheinungsbild entsteht. (© Unter definierten
Kultivierungsbedingungen in einer EHS Matrix bilden sich multizellulare und in vivo &hnliche 3D
Strukturen aus (Durchlicht-Aufnahme). (D und E) Die représentativen Querschnitte einer
Immunfluoreszensféarbung gegen Aktin, Kollagen 1V und die Zellkerne eines 11 Tage alten Azinus (auf
Glas) zeigt die zelluldre Organisation in einem Azinus (D) und die Zunahme der Kollagen IV Schichtdicke
mit zunehmender Kultivierungsdauer (E) (konfokale Aufnahmen). E veréndert nach [33].
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1.4 Das MCF10A Brustdriusenepithelmodell

In 3D hingegen bilden die Zellen ausdifferenzierte Azini, die vergleichbar mit den in vivo
Strukturen der weiblichen Brust sind (Abbildung 7C und D) [37, 55]. Md&glich ist dies unter
anderem durch die Kultivierung der Zellen in einer Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Matrix. Das
EHS Gel stellt eine aufgereinigte, l6sliche und basalmembranartige Matrix dar, isoliert und
aufgereinigt aus murinen EHS-Tumoren. Enthalten sind viele typische Proteine der BM, wie zum
Beispiel Laminine, Kollagen v und Heperansulfat-Proteoglykane. Unter
Standardkulturbedingungen bei 37 °C bildet das gelartige Proteingemisch ein stabiles Hydrogel
aus [56]. Dieses Hydrogel entspricht mit einer Vielzahl an typischen BM Proteinen einer
naturlichen biologisch aktiven Zellumgebung [57].

Uber die Interaktion mit dieser Zellumgebung kann ausgehend von einer einzelnen Zelle ein
basoapikal polarisierter Spharoid mit einer BM entstehen (Abbildung 7). Dazu proliferieren die
Einzelzellen zundchst und ab Tag 5-8 entstehen zwei verschiedene Subpopulationen von Zellen
innerhalb des Azinus: eine polarisierte basale Zellschicht, die einen direkten Kontakt zur EZM hat,
und kaum polarisierte luminale Zellen. Nach der Bildung dieser basoapikal polarisierten basalen
Zellschicht und einer konstant umgebenden sekretierten BM entsteht ein Lumen, weil die
innenliegenden luminalen Zellen apoptotisch werden [55]. Entscheidend fur die Lumenbildung ist
die Entfernung von EGF aus dem Medium ab dem neunten Kultivierungstag, um eine
fortwahrende Proliferation zu unterbinden. Die BM, sekretiert von den basalen Epithelzellen, reift
uber die Zeit und gewinnt an Stabilitat (Abbildung 6E und Abbildung 7) [37]. Die BM-Dicke von
Azini mit einer gering entwickelten BM (Id-BM) liegt bei ca. 230 nm, wahrend eine gereifte, hoch
entwickelte BM bei ca. 660 nm liegt [58].

Auf Grund der morphologischen Eigenschaften und der Ahnlichkeit zu in vivo vorkommenden
Azini (vgl. Abbildung 3) eignet sich das Zellmodell der MCF10A Brustdriisensphéaroide, um die
kleinste funktionelle Einheit der Brust unter physiologisch relevanten Bedingungen zu
untersuchen. Einzig die myoepitheliale Zellschicht fehlt in diesem Modell. Dennoch ist es mdglich
die Interaktion der Epithelzellen mit der BM zu analysieren, wodurch dieses Modell in der
Brustkrebsforschung von groRer Bedeutung ist. Trotz der nicht-tumorigenen Eigenschaften dieser
Zelllinie ist es moglich diese biomechanisch und biochemisch so zu regulieren und zu
manipulieren, dass MCF10A Azini ein invasives Verhalten entwickeln [59, 60]. So zeigten
MCF10A Azini, die zun&chst fir 14 Tage in einem weichen Hydrogel kultiviert wurden, in einem
Hydrogel mit einer tumorahnlichen Steifigkeit eine erhdhte Proliferation und einen invasiven
Phanotyp [59]. Klos und Kollegen demonstrierten eine lokale Zerstérung des Laminins-5 durch
die Stimulation mit Tetradecanoylphorbol-Acetat (TPA) und die Aktivierung der

Rezeptorproteinkinase C, die ebenfalls die Invasion fordert [60].
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1.5 Die maligne Transition bei Brustdriisensphéroiden fuhrt zur lokalen BM-Zerstérung und Zellinvasion
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Abbildung 7: Entwicklung und basoapikale Polarisation von MCF10A Brustspharoiden in einem
EHS Hydrogel. Dargestellt ist die dreidimensionale zeitliche Differenzierung in einer EHS-Gelmatrix.
Ausgehend von einer Zelle entstehen multizelluldre Strukturen mit einer konstant umgebenden
Basalmembran. Zusatzlich angegeben sind die Kultivierungsbedingungen in Bezug auf die Verwendung
des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF). Durch die EGF-Depletion entsteht ein Lumen. Die BM wird
durch die Sekretion von der basoapikal polarisierten Zellschicht mit zunehmender Zeit dicker.
Unterschieden wurde zwischen Azini mit einer gering entwickelten BM (Id-BM Azini, 10/11 Tage alt) und
Azini mit einer hoch entwickelten BM (hd-BM, 21 Tage alt). Verandert nach [37].

1.5 Die maligne Transition bei Brustdrisensphéroiden fihrt zur lokalen BM-Zerstérung

und Zellinvasion

Der Prozess der Zellinvasion durch eine BM ist ein mehrstufiger Prozess mit vielen involvierten
Faktoren, die die Tumorprogression bis hin zur Invasion und Metastasierung unterstutzen.
Waihrend dieses Vorgangs verandert sich auch die BM sowie die umliegende EZM und die
intrazelluldren Signalkaskaden [61].

Schematisch ist der gesamte VVorgang von einem gesunden Azinus mit einer intakten BM Uber ein
duktales Karzinom in situ (DCIS) bis zu einem invasiven Tumor in der Abbildung 8 dargestellt.
Ein Azinus mit intakter BM und Lumen befindet sich in einem physiologischen Zustand
(Gewebehomoostase) (Abbildung 8 - Links). Dieses Gleichgewicht wird durch die Entstehung
eines Tumors gestért. Ein Tumor kann durch genetische oder epigenetische Faktoren initiiert
werden und resultiert in einem unkontrollierten Zellwachstum der Tumorzellen [62]. Obwohl die

BM als physikalische Barriere, zu diesem Zeitpunkt der Tumorprogression (DCIS) noch intakt ist,
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1.5 Die maligne Transition bei Brustdriisensphéaroiden fuhrt zur lokalen BM-Zerstdrung und Zellinvasion

beginnen pro-invasive Prozesse innerhalb und auBerhalb des Azinus. Zum einen fiihrt die
zunehmende Tumormasse im Inneren des Azinus (im Lumen, innerhalb der myoepithelialen und
der basalen epithelialen Zellschicht) zu einem ansteigenden Druck auf die BM, zum anderen
sekretieren die Tumorzellen verschiedene Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel EGF, die zu
einer autokrinen Aktivierung des umliegenden Gewebes fiihren [63, 64]. Diese Aktivierung von
Fibroblasten fiihrt zu einer Verhartung der den Azinus umgebenden EZM, da aktivierte
Fibroblasten EZM-Bestandteile zur Wundheilung sekretieren [65]. AuRBerdem wird der Tumor an
einer verdnderten Expression von Zytokinen und Wachstumsfaktoren erkannt, sodass
inflammatorische Zellen wie Makrophagen und Lymphozyten rekrutiert werden, die an die
tumorassoziierten Antigene binden [66]. Weiterhin resultieren diese Prozesse in einer
Strukturveranderung innerhalb der BM (Abbildung 8 - Mitte). Einerseits tritt hierbei eine
reduzierte Neusynthese der BM auf, andererseits wird die strukturelle Zusammensetzung der BM
veréndert Diese Veranderung gilt als friihe pathologische Signatur humaner Mammakarzinome
[48].

Die Verhéartung der EZM, die Verédnderungen der BM und die zunehmende Tumormasse innerhalb
des Azinus erhohen die physikalischen Krafte, die auf den Azinus bzw. die BM wirken.
Grundsétzlich sind Zellen in Geweben Kraften wie (hydrostatischen) Driicken, Zugkréften,
Scherungen, Kompressionen und Dehnung ausgesetzt (z.B. durch die Laktation oder in einem
pathologischen Kontext durch die Tumormasse). Diese Einflisse sind im humanen
Mammakarzinom bereits als erhéht charakterisiert worden. [64, 67].

Auf die Veranderungen der BM und EZM reagieren die Zellen innerhalb des Azinus. In Folge der
Wahrnehmung Uber mechanosensorische Rezeptoren modifizieren die Zellen ihr Aktin-
Zytoskelett und ihre Genregulation [64]. Infolgedessen durchlaufen die Zellen eine epitheliale-
mesenchymale-Transition (EMT), ein Prozess bei dem Zell-Zell-Kontakte und
Adhésionskomplexe zwischen Zellen und der Matrix (z.B. Fokaladhdsionen) abgebaut werden.
Dadurch bilden die Zellen einen mesenchymalen Phénotyp aus, der eine erhéhte Zellmotilitat und
Migrationsfahigkeit beglinstigt [68, 69]. Zusatzlich kdnnen die Zellen wahrend der EMT-Prozesse
vermehrt MMP produzieren, die zur proteolytischen Degradation der BM und EZM beitragen [70].
In Summe fuhren diese Prozesse zu lokalen BM-Zerstérungen. Durch diese BM-freien Bereiche
konnen Tumorzellen den urspringlichen Azinus verlassen und benachbartes Gewebe oder die
BlutgefaRe infiltrieren. Ab dem Moment der Transmigration von Tumorzellen durch die BM

handelt es sich um einen invasiven Tumor (Abbildung 8 - Rechts).
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Abbildung 8: BM-Veranderung wahrend der Zellinvasion bei Brustdrisenspharoiden. Schematische
Darstellung der Transition von einem homgostatischen Azinus hin zu einem invasiven Tumor. Beispielhaft
abgebildet ist ein Azinus mit Lumen und ausdifferenziert strukturierter BM (links). Die Entstehung eines
DCIS flihrt zur Hyperproliferation von Tumorzellen innerhalb des Azinus und einer
inflammationsbedingten Verhartung der EZM (Mitte oben). Zusatzliche strukturelle Verdnderungen in der
BM (Mitte unten) resultieren in lokalen BM-Zerstorungen, sodass die Tumorzellen in das umliegende
Gewebe migrieren kdnnen. Verandert nach [48, 61].

Zusammenfassend sind sowohl eine gesteigerte Expression von Wachstumsfaktoren und
Zytokinen, die gesteigerte Bildung von MMP, die tumorbedingte Versteifung der EZM, als auch
eine unter anderem EMT bedingte erhdhte zytoskeletale Kontraktion als proinvasive Faktoren
beschrieben [71]. Im Folgenden sollen die in dieser Arbeit relevanten invasiven Stimuli

detaillierter betrachtet werden.

1.5.1 Die invasionsfordernde Wirkung von EGF-Signalkaskaden und MMP-Aktivierung

Die biochemische Stimulation von Brustdriisenepithelien ist ein wichtiger Faktor im
Invasionsprozess. Besonders hervorzuheben im humanen Mammakarzinom ist hierbei die
Wirkung des Wachstumsfaktors EGF (epidermaler Wachstumsfaktor). EGF wird von

umliegenden  Zellen  produziert und  sekretiert und bindet an  epidermale
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Wachstumsfaktorrezeptoren [72]. Zur EGF-Rezeptorfamilie (Tyrosin-Rezeptoren aus der ErbB
Klassifikation) gehoren die Rezeptoren ErbB1l/EGFR, ErbB2/HER2, ErbB3/HER3 und
ErbB4/HER4 [73]. Uber diese Rezeptoren werden eine Vielzahl intrazellularer Signalwege
reguliert, die die DNA-Synthese, die Zellproliferation und die Gewebedifferenzierung
beeinflussen [74, 75].

Auf Grund der diversen und fundamentalen Wirkung von EGF hat eine Dysregulation dieser
Signalwege einen bedeutenden Einfluss auf die zellularen Prozesse. Eine Uberexpression von EGF
fordert unter anderem die Tumorprogression. Ursachen hierfir sind beispielsweise die Erhéhung
der Zellmigration, die vermehrte Zellablésung von der EZM und eine Forderung der Ausbildung
eines mesenchymalen Phanotyps (gezeigt fur humane Epidermoid-Zellen mit einer EGF-
Uberexpression) [76]. In 27 % aller Mammakarzinome liegt eine Uberexpression der EGF-
Rezeptoren vor [72] und ist zudem mit schlechteren Uberlebensprognosen assoziiert [76].

Die Bedeutung von EGF zeigt sich ebenfalls fiir die Differenzierung des vorgestellten MCF10A
Azinus. Hier nimmt EGF Einfluss auf die basoapikale Polarisation und die BM-Formation [55]
(vgl. Abschnitt 1.4).

Uber die Stimulation des ERK/MAPK Signalwegs aktiviert EGF zudem die MMP-Genexpression.
Sowohl die membrangebundene MT1-MMP (engl. membrane type 1-MMP oder MMP14) als auch
die sekretierte MMP9 werden iber EGF aktiviert [77]. Grundsétzlich handelt es sich bei MMP um
Peptidasen, die eine Vielzahl an Prozessen (z.B. Angiogenese, Remodellierung des normalen
Bindegewebes, Wundheilung) regulieren, aber in einem pathologischen Kontext durch die
proteolytische Degradation der BM und der EZM als invasionsfordernde Faktoren gelten [78].
Zusatzlich konnen MMP als Stimulator fir den EMT Prozess im humanen Mammakarzinom
fungieren. Dies wurde anhand eines Mausmodells fur MMP3 (ber die Erh6hung der Expression
von Raclb fur Brustkrebszellen demonstriert [79].

Vergleichend zu EGF ist auch die Expression von vielen MMP in Brustkrebs deutlich erhéht und
korreliert je nach Art der MMP mit schlechteren Prognosen des Krankheitsverlaufes [80, 81]. In
humanen Tumoren sind viele MMP dereguliert, wie die I6slichen MMP1, MMP3 ,MMP7 und
MMP9 sowie die Membran gebundene MT1-MMP [82]. Allerdings ist der therapeutische Nutzen
dieses Wissens bisher gering, da MMP-Inhibitoren in klinischen Phasen meist aufgrund von
mangelnder Wirkung in vivo oder zu hoher Toxizitat auf das gesunde Gewebe keine Zulassung
erhielten [83].
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1.5.2 Die invasionsférdernde Wirkung der EZM-Versteifung auf kontraktile Zellkrafte

Auch mechanische Faktoren in Form physikalischer Kréfte oder die Beschaffenheit des
umliegenden Gewebes nehmen konstant Einfluss auf die intrazellularen Mechanismen und kénnen
die Invasivitat von Brustdrisenspharoiden regulieren.

Die EZM-Steifigkeit hat einen groRen Einfluss auf das zellulare Verhalten und fordert die
Entstehung eines malignen Phanotyps in epithelialen Brustzellen. Jedes Gewebe hat im
physiologischen Zustand eine charakteristische Steifigkeit, die zum Teil durch die Komposition
und Organisation der EZM bestimmt wird. Das humane Brustgewebe ist mit ca. 170 Pa sehr weich.
Diese Steifigkeit kann mittels einer EHS-Matrix, wie es in der 3D Zellkultur von Brustsphéaroiden
verwendet wird, imitiert werden (ca. 180 Pa) [84]. Im Falle einer malignen Transformation erhoht
sich die Steifigkeit in dem entsprechenden Bereich der weiblichen Brust bis zu einer Steifigkeit
von ca. 12 kPa [85]. Dementsprechend gilt die pathologische EZM-Versteifung, aber auch
naturlich auftretendes dichtes Brustgewebe, als Risikofaktor bei der Tumorentwicklung [86, 87].
Diese EZM-Veranderungen werden von den Zellen wahrgenommen. Dies geschieht tber das
Prinzip der mechanosensorischen Wahrnehmung (engl. Mechanosensing) der EZM [88, 89]. Eine
Verhartung des Gewebes wird Uber mechanosensorische Proteine in FA, wie beispielsweise
Vinculin und Talin, detektiert. FA sind Proteinkomplexe, die einerseits eine Ubertragung von
Aktomyosin vermittelten Kréften auf die EZM ermdglichen, aber auch eine Verbindung zwischen
der EZM und interzelluldren Strukturen darstellen. Aus diesem Grund sind FA an der
Signalerkennung entscheidend beteiligt [27, 90]. Von FA ausgehend werden externe mechanische
Reize in intrazelluldre biochemische Signale umgewandelt (Mechanotransduktion) [91]. Diese Art
der Signalweiterleitung eines externen Reizes in intrazelluldre Signale wird im englischen als
outside-in signalling beschrieben [92]. Daraus resultiert unter anderem eine verdnderte
Proteinexpression [93]. Eine Vielzahl steifigkeitsinduzierter Effekte wurde von Martino und
Kollegen zusammengefasst [94]. Dazu zéhlen u.a. eine proliferationssteigernde Wirkung, die
Beeinflussung der Migration und eine verénderte Lokalisation von Proteinen infolge von EZM-
Modifikationen. So werden z.B. Paxillin, YAP (engl. yes-associated protein) und B-Catenin bei
mechanischem Stress zum Zellkern transportiert. Aul3erdem flihrt eine EZM-Verhartung zu einer
Aktivierung von MMP14 bei Bauchspeicheldriisenkrebs [95].

Zusétzlich kommt es zu zytoskelettalen Veranderungen. Uber die Polymerisation von Aktin
entstehen Strukturen wie Filopodien und Stressfasern, die die Migration und die Kontraktilitat
einer Zelle Uber den Aktomyosin-Komplex beeinflussen [64]. Dadurch entstehen zelluldre

Zugkréfte, wobei Zellen auf einem harteren Substrat invasionsfordernde starkere Kréfte generieren
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1.6 Aufbau des Aktin-Zytoskeletts fur die Aktomyosin vermittelte Zellkontraktion

als in einer weicheren EZM-Umgebung. In diesem Fall werden zelluléare Informationen (z.B. eine
Veranderung der Zellaktivitat und der Zellspannung) auf die EZM (bertragen (engl. inside-out
signalling). Dies geschieht u.a. durch die Regulierung von Integrinen und die Induktion von
Signalwegen, die beispielsweise zu einer erhohten FA-Bildung und Zellkontraktion fiihren [92].
Dieser Prozess nimmt Einfluss auf die Zellmigration wahrend der Tumorprogression, da sich
Zellen in die Richtung des steifen Substrates bewegen. Dieses als Durotaxis bekanntes Phdnomen
fordert folglich im pathologischen Kontext die Invasion durch die BM und die Metastasierung,
wenn die umliegende EZM tumorbedingt verhértet [96, 97].

Bevor die zytoskelettalen Veranderungen besonders im Hinblick auf die Zellfortsatzbildung und
die Funktion dieser Fortsatzstrukturen in einem gesunden Gewebe und in einer Tumorumgebung
detailliert vorgestellt werden, soll die oben erwahnte Aktin-Polymerisierung und Myosin Il

vermittelte Kontraktion erlautert werden.

1.6  Aufbau des Aktin-Zytoskeletts flir die Aktomyosin vermittelte Zellkontraktion

1.6.1 Die Aktin-Polymerisierung zum Aufbau von kontraktilen Stressfasern

Aktin ist in jeder eukaryotischen Zelle vorhanden und macht mengenmaRig bis zu 20 % des
Gesamtproteinvolumens einer einzelnen Zelle aus. Filamentdoses Aktin entsteht durch die
Polymerisierung globuldren Aktins (G-Aktin). Durch Zusammenlagerung von G-Aktin kénnen
sich helikale Aktin-Filamente, sogenanntes F-Aktin, ausbilden [98].

Fur die Polymerisierung unter in vitro Bedingungen binden initial drei Aktin-Monomere
(Nukleation) an dessen Enden weitere ATP-G-Aktin-Molekile binden kénnen. Hierbei entsteht F-
Aktin mit einem Plus-Ende, wo u.a. durch Profilin neue ATP-reiche G-Aktin Molekiile eingebaut
werden [99]. Durch den Einbau der Monomere findet eine Hydrolyse von ATP zu ADP und P;
statt. Hierbei kommt es zu einer Konformationsanderung, die das F-Aktin destabilisiert. Dadurch
verringert sich die Bindungsstarke zu benachbarten Aktin-Monomeren und G-Aktin kann wieder
dissoziieren. Dieser Vorgang tritt vermehrt am Minus-Ende auf, sodass es dort zur Verklrzung
des F-Aktins durch die Depolymerisierung kommt. Bei der Depolymerisierung ist die Dissoziation
der ADP-G-Molekule schneller als die Anlagerung von neuem ATP-G-Molekilen. Die
dissoziierten ADP-G-Molekule kénnen jedoch wieder ATP einbauen und kénnten im Zuge der

Polymerisierung am Plus-Ende wieder eingebaut werden [100]. Dieser Prozess der
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Polymerisierung und Depolymerisierung wird durch eine Vielzahl Aktin bindender Proteine
reguliert wie z.B. Profilin, Cofilin, Formin, GTPasen und Aktin-Regulatoren (Ena/Vasp oder Arp
2/3 (engl. actin related protein 2/3 complex)) [101, 102]. Dies ermdglicht einen standigen Auf-
und Abbau verschiedenster Aktin-Strukturen fur die Zelle. Unter der Plasmamembran der Zellen
wird so das kortikale Aktin-Netzwerk ausgebildet, das der Zelle ihre Form gibt und diese
stabilisiert. Durch die Bindung von Filamin kann sich ein kortikales Netzwerk ausbilden [103].
AuRerdem kénnen durch die Bindelung anti-paralleler Aktin-Filamente Stressfasern gebildet
werden, die von a-Actinin Kreuzvernetzt und stabilisiert werden. Die Bildung von Stressfasern ist
entscheidend fir die Zellmigration und die daraus resultierenden Zellkrafte auf das unterliegende
Substrat [104].

1.6.2 Die Myosin 11 vermittelte Kontraktion von SF resultiert in zellularen Zugkréaften

Fur die Entstehung von Zellkraften wird Myosin 11 in die Aktin-Stressfasern eingelagert, welches
sich entlang der Fasern bewegt und diese verschiebt [105]. Diese Verschiebung entsteht durch die
Bindung von Myosin an Aktin und durch die Hydrolyse von ATP zu ADP und P;i. Durch die
Hydrolyse von ATP bindet die Kopfdomane von Myosin Il in einem Winkel von 90° an das Aktin.
Erstin Folge der Abspaltung des entstandenen Pi kommt es durch die freigesetzte Energie zu einem
Kraftschlag, weil das Myosin-Kopfchen in einen 50° Winkel zurtickklappt. Durch den Kraftschlag
kommt es zur Bewegung der Aktinfasern. AbschlieBend bindet ein neues ATP und das F-Aktin
|6st sich vom Myosin 11 [106].

Die Regulation dieses Prozesses, also die Phosphorylierung von Myaosin |1, wird tber die Myosin-
leichte-Ketten-Kinase (MLCK) gewadhrleistet (Abbildung 9A). MLCK phosphoryliert die
Aminosauren Serin und Threonin (Ser-19 und Thr-18) der MLC (Myosin-leichte-Kette). Dies
resultiert in einer Anderung der Tertidrstruktur von Myosin 1l, die den oben beschriebenen
Kraftschlag mit folgender Kontraktion und einer Erhohung der zelluldaren Spannung verursacht.
Zur Relaxation dephosphoryliert die MLC-Phosphatase (MLCP) die MLC [107].

Die MLCP-AKtivitat wird zudem von der RhoA GTPase reguliert. Uber die Rho-Kinase (Rock)
wird die MLCP mittels Phosphorylierung inhibiert. Dadurch liegt eine erhohte MLC-

Phosphorylierung vor, die zu einer dauerhaft hohen zellularen Spannung fuhrt [108].

Uber die Verbindung des Aktin-Zytoskeletts mit Fokaladhasionen und folglich der umliegenden
EZM kann diese Kontraktion (Zugkraft), die auf das unterliegende Substrat Gbertragen wird,

detektiert werden. AuRerdem flhrt diese Kontraktion, die aus einem Zusammenspiel aus dem
[17]



1.7 Aufbau und Funktion aktinbasierter Zellfortsatze

Abbau von Zell-Matrix-Kontakten (Fokaladhdsionen) an einer Seite der Zelle und dem Neuaufbau
von Fokaladhasionen an der Migrationsfront besteht, zu einer Fortbewegung der Zelle (Abbildung
9B) [109]. Fur die Neuausbildung von Fokaladh&sionen sind aktinbasierte Zellfortsatze
entscheidend [110].
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Abbildung 9: Die MLC regulierte Kontraktion von Myosin Il fordert die Zellmigration. (A)
Schematische Darstellung der MLC regulierten Myosin I1-Phosphorylierung. Diese Phosphorylierung
resultiert in einer Kontraktion der Aktin-Stressfasern. (B) Diese Kontraktion ist notwendig fur die
Zellmigration, ein VVorgang, der durch den Abbau und die Neubildung von Zell-Matrix-Kontakten bestimmt
wird. Verandert nach [107, 109].

Fir die Messung der kontraktilen Krafte wird die Zugkraftmikroskopie angewandt, die auch in
dieser Arbeit zur Detektion invasionsrelevanter Zellkréfte eingesetzt wurde. Diese Methode
basiert auf der Arbeit von Harris und Kollegen und dem Nachweis, dass Fibroblasten das
unterliegende Substrat deformieren, wenn die Zelle kontrahiert [111]. Um diese
Substratdeformation qualitativ zu beschreiben, werden heutzutage Zellen auf elastischen
Substraten geringer Steifigkeit kultiviert und die Oberflache dieser Substrate beispielsweise mit
fluoreszierenden Mikrokigelchen strukturiert. Durch mikroskopische Ansatze lassen sich so die

Substratdeformationen verfolgen und quantitativ auswerten [112] (vgl. Abschnitt 2.13).

1.7 Aufbau und Funktion aktinbasierter Zellfortsatze

Zu einem spéateren Zeitpunkt der Zellmigration und der Transmigration durch eine BM bilden sich
die oben beschriebenen Stressfasern zur Fortbewegung und Kraftiibertragung (Abbildung 10). In
einem ersten Schritt miissen Zellen zundchst einen Kontakt zu der umgebenden Matrix herstellen.
Dazu bildet die Zelle aktinbasierte Zellfortsatze aus, die Uber Integrine eine initiale Adhasion

schaffen. Uber den Transport von Fokaladhasionsproteinen (z.B. Talin und Paxillin) und die
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Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts konnen ausgereifte Fokaladhasionen entstehen [113]
(Abbildung 10).

Die Zellfortsdtze selber entstehen unter der Beteiligung zahlreicher Proteine, die teilweise
kontrovers diskutiert werden im Hinblick auf ihre Aktivitat in diesem Prozess [113]. Eindeutig
beschrieben ist die Funktion von Arp2/3, der an bestehende Aktinfilamente bindet und die Bildung
neuer Aktinfilamente in einem Winkel von 70° zum bestehenden Filament initiiert. Dadurch
entstehen flachige Zellauslaufer, hadufig Lamellipodium genannt (Abbildung 10). Dieser Schritt
wird unterstutzt durch die Bindung von Faktoren wie CapZ (engl. capping protein), WASP (engl.
Wiskott—Aldrich syndrome protein) und den WAVE Komplex. AuRerdem fordern Formin, Profilin
und VASP die Elongation der Aktinfilamente [114, 115].

In Bezug auf fingerartige Filopodien, die aus dem Aktin-Netzwerk der Lamellipodien entstehen
konnten, ist zusatzlich das Formin Dia2 (engl. diaphanous-related formin-2) beschrieben. Dia2 ist
an der Nukleation unverzweigter Aktin-Filamente beteiligt, sodass die fingerartige Struktur
entsteht [113]. Zur Elongation und Stabilisierung des Filopodiums transportiert Myosin X die
beschriebenen Proteine als auch Fokaladhésionsproteine entlang der Aktinfilamente zur Spitze des
Fortsatzes [116] (Abbildung 10).

Aufgrund unterschiedlicher Funktionen und diverser morphologischer Erscheinungen gibt es
verschiedene Bezeichnungen fir diese zellularen Ausstiilpungen. Allerdings ist die Nomenklatur
in dieser Hinsicht nicht eindeutig und wird in der Literatur unterschiedlich verwendet [117]. Einer
Definition von Gould und Courtneidge zufolge lassen sich Zellfortsatze in Podosomen,
Invadopodien und Pseudopodien unterteilen. Letztgenannte Pseudopodien sind definiert als
fingerartige Filopodien oder flach ausgebreitete Lamellipodien (Abbildung 10) [118]. Wahrend
die Begriffe Pseudopodien (meist Filopodien) oder Podosomen oftmals bei gesunden Zellen
verwendet werden, wird die Bezeichnung Invadopodien mit Tumorzellen und Invasion assoziiert
[119].

Ungeachtet der genauen Definition werden den fingerartigen/ fadenférmigen Podosomen oder
Filopodien eine Vielzahl elementarer Funktionen in physiologischen Prozessen zugeschrieben.
Filopodien sind entscheidend fiir die Zellfortbewegung und die Ausbildung von Fokaladh&sionen
und Zell-Zell-Kontakten. AuBerdem sind Filopodien Uber den Transport von Integrinen und
Rezeptoren an deren Spitze wichtig fur die Wahrnehmung der umliegenden EZM (engl. Sensing)
[120, 121].
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Arp2/3

Myosin X ’
F-Aktin f 2

4/0

Nukleus
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...................................

Fokaladhaswn (FA)

Abbildung 10: Bildung von aktinnbasierten Zell(fortsatz)strukturen. Schematische Darstellung einer
migrierenden Einzelzelle zur Visualisierung von aktinbasierten Zellstrukturen. Einerseits bilden sich
kontraktile Aktin-Stressfasern aus, die Uber FA an die EZM gebunden sind. Andererseits sind aktinbasierte
Zellfortsatze, wie beispielsweise breitgefacherte Lamellipodien oder fingerartige Filopodien, abgebildet.
Diese entstehen durch die verzweigte Aktin-Polymerisierung ber Arp 2/3 (grau und blau: bestehende und
neu gebildete Aktin-Filamente zur Fortsatzelongation wund -stabilisation/ pink: deutet die
Depolymerisierung der Aktin-Filamente an). Myosin X transportiert Cargo-Proteine wie FA-Proteine zur
Spitze des Filopodiums. Verandert nach [122].

Die Zellantwort auf die verdnderten EZM-Reize (Topografie, Steifigkeit oder Zellkréfte) wird tiber
die Kontraktion des Aktomyosin-Komplexes reguliert [123]. Stressfasern sind wie oben
beschrieben (vgl. Abschnitt 0) durch Myosin Il fir eine Zellkontraktion und die Entstehung von
Zellkraften verantwortlich [124]. Bei gleichzeitigem Kontakt der Zelle Uber FA an die EZM kann
sich die Zelle fortbewegen und ubertragt die Zellkréfte auf die EZM. Auch Filopodien selbst (iben
Krafte auf die umliegende EZM aus [125]. Diese Prozesse sind die fir Gewebebildung und -
erneuerung elementar. AulRerdem ist die Zellmigration entlang und durch eine EZM bei gesunden
Zellen fr die Immunantwort wichtig [126]. Im Gegensatz dazu stehen pathologische Prozesse wie
die Tumorprogression. Durch eine lokale BM-Zerstérung konnen invasive Zellen durch die BM
transmigrieren und folglich eine Metastasierung auslosen. In diesem tumorassoziierten Kontext
werden fir die Zellfortsatze oftmals die Begriffe invasive Filopodien, Filopodium-artige

Strukturen oder Invadopodien verwendet.
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1.7.1 Invasionsférdernde Zellfortsatze (Invadopodien)

Die mit Krebszellen assoziierten Invadopodien sind malgeblich an dem Prozess der BM oder
EZM-Invasion beteiligt. Einerseits sind diese Strukturen, wie fir Filopodien beschrieben, an dem
Mechanosensing der EZM und der Ausbildung von Kontaktstrukturen zur EZM beteiligt,
andererseits bauen Invadopodien die EZM auch proteolytisch ab. Durch die Beteiligung von MMP
ermoglichen Invadopodien eine lokale Degradation der Matrix und eine folgende Zellmigration.
AuRerdem produzieren Invadopodien auf die EZM wirkende zelluldre Kréfte. Diese wurden als
vertikale Zellkrafte beschrieben, die die EZM durch die Polymerisierung der Aktinstrukturen
eindriicken kdnnen [127]. Dadurch sind diese Strukturen in zwei wichtige Aspekte, die zur BM-
und EZM-Invasion beitragen, involviert: Die biochemisch regulierte proteolytische Degradation
und die invasionsfordernde kraftvermittelte Invasion. Im Umkehrschluss wird die
Invadopodienbildung durch pro-invasive Einflisse wie eine zunehmende Matrixsteifigkeit,
steigende Zellkrafte und Wachstumsfaktoren wie EGF gesteigert [128, 129]. Auch der
Transkriptionsfaktor Twistl, der eigentlich den EMT-Prozesse induziert, kann uber die Expression
von PDGFRa die Invadopodienbildung fordern [130].

Weiterhin konnte die MMP-Aktivitat die Invadopodienbildung stimulieren. In Kopf-Hals-
Karzinomen korrelierte eine Uberexpression von Kortaktin mit erhéhten MMP2 und 9 Werten,
sowie einem verstarkten Transport von MT1-MMP. Die Fragmente der EZM-Degradation durch
die MMP férdern die Bildung neuer Invadopodien [131].

Nachgewiesen wurden invadopodiale Strukturen bisher in humanen Krebszelllinien, aber auch in
vivo z.B. in C. elegans, in der Ratte und bei Zebrafischen [132, 133]. Vergleichbar zu Filopodien
entstehen Invadopodien ebenfalls durch die Polymerisierung und Elongation von F-Aktin. Im
Durchmesser betragt die Grof3e 0,05 — 1 um bei einer Lange von ca. 5 - 10 um (Filopodien werden
mit ca. 5 — 35 um gefunden) [134, 135].

Invadopodien konnen sehr heterogen in ihrer Form und Funktion sein. Oftmals enthalten diese
membrangebundene Proteasen wie MT1-MMP (MMP14) [136] in Kombination mit typischen
Aktin-Regulatoren, die auch bei Filopodien beteiligt sind (vgl. Abschnitt 1.7 Aufbau bei
Filopodien). Neben MT1-MMP sind TKS5 und Kortaktin spezifische Marker fur Invadopodien
(Abbildung 11) [137, 138]. Zu Beginn der Invadopodienbildung lagern sich WASP, Arp2/3 und
Cofilin an einen Aktin-Kortaktin Komplex. Dieser Komplex wird durch Tks5 stabilisiert und in
der Membran verankert. Zusatzlich kann Mena an den Komplex binden, welches Kortaktin
phosphoryliert und so die Bildung von Invadopodien fordert. Im Anschluss kann die Nukleation

beginnen, um die Fortsatzstruktur auszubilden. Fascin und Formin stabilisieren die Aktin-
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1.7 Aufbau und Funktion aktinbasierter Zellfortsatze

Filamente. Entlang des elongierten Invadopodiums wird MT1-MMP zur Matrixdegradation
transportiert [135, 139]. Dieser Prozess wird ber RhoA und Cdc42 reguliert. Zusatzlich werden
I6sliche MMP2 und MMP9 sekretiert [139]. Der Transport dieser Proteine konnte wie bei
Filopodien uber Myosin X stattfinden. Schoumacher und Kollegen haben Myosin X in
Invadopodien von MDA-MB-435 Zellen nachgewiesen [140].

Fokaladhision

Kortaktin/ TKS5

Myosin X mir FA-
Proteinen
Fokaladhision

Fascin

degradierte Matrix
16sliche MMP (MMP2 und 9)

membrangebundenes
MMP (MT1-MMP)

Formin

Abbildung 11: Struktur eines Invadopodiums.Schematische Darstellung der Formation eines
Invadopodiums. Abgebildet ist eine Zelle, die Uber FA an eine Matrix gebunden ist und mittels
Invadopodium die Matrix durchdringt (oben). Die VergréRerung des Invadopodiums (unten) zeigt eine
Vielzahl an involvierten Proteinen und Strukturen. Abgebildet sind typische Aktin bindende Proteine wie
Arp2/3, WASP, Fascin und Formin, die die Invadopodium-Bildung initiieren bzw. elongieren. Zusétzlich
sind spezifische Invadopium-Markerproteine wie Tks5 und Kortaktin, die den initialen Aktin-Komplex
stabilisieren, und MT1-MMP angegeben. MT1-MMP und sekretierte MMP degradieren die Matrix.
Verandert nach [139].
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1.8 Das Proto-Onkogen hRas im humanen Mammakarzinom

Von der nicht-tumorigenen MCF10A Zelllinie wurden verschiedene Zellvarianten hergestellt, um
invasionsrelevante Aspekte im humanen Mammakarzinom weitergehend zu untersuchen. In einem
ersten Schritt wurde hierfur der Wildtyp der Zelllinie mit dem Proto-Onkogen hRas (engl. Harvey
Rat sarcoma virus) transformiert, woraus die pra-maligne Variante MCF10AT1 entstand [141].
Durch die Injektion der MCF10AT1 als Xenograft in Mdusen konnten duktale Karzinome in situ
hergestellt werden, aus denen die Zelllinie MCF10DCIS.com isoliert werden konnte [142]
AuRerdem konnten noch invasivere Zelllinien hergestellt werden, wie die MCF10CA1 Zellen, die
bei einer Transplantation in immungeschwachte M&use zu 100 % Tumore ausbildeten [143].
Eine zentrale Rolle bei der malignen Transformation der MCF10A Zelllinie nimmt
dementsprechend das verwendete Onkogen hRas ein. Bei hRas handelt es sich allgemein um eine
GTPase. In der Ras Proteinfamilie ist hRas neben nRas und kRas das meist untersuchte Onkogen
[144]. Funktionell sind Ras Proteine GTPasen, die an der Weiterleitung extrazellulérer Signale in
intrazelluldren Signalkaskaden beteiligt sind. Die GTPase fungiert dabei durch den Wechsel
zwischen einem aktiven GTP gebundenen Zustand zu einem inaktivem GDP gebundenen Zustand
als molekularer Schalter [145]. Dieser Wechsel wird reguliert durch GTPase-Aktivierungsproteine
(GAP) und Guanin-Nucleotid-Austauschfaktoren (GEF, engl. Guanin-nucleotide-exchange)
(Abbildung 12).

GTP

\GEF

GDP Eip s

£~ ~
- Ras - Ras

Inaktiv U Aktiv

\ GAP

Abbildung 12: Ras-Aktivierungszyklus. Schematische Darstellung der zwei Zustdnde von GTPasen. In
einem inaktiven Zustand hat Ras GDP gebunden. Ein Austausch von GDP zu GTP durch die Guanin-
Nucleotid-Austauschfaktoren (GEF) tberfuhrt Ras in einen aktiven Zustand. GAP dephosphoryliert Ras-
GTP wieder zu Ras-GDP. Veréndert nach [146].
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Ras-Gene und im speziellen auch hRas sind in vielen Tumoren mutiert [147]. So variiert die Quote
fiir die Frequenz von Ras-Mutationen bei Krebs zwischen 10 und 30 % [148]. Ras-Mutationen im
humanen Mammakarzinom sind deutlich seltener, allerdings konnte eine tumorférdernde Ras-
Uberexpression bzw. -Hyperaktivitat in einer Vielzahl an Brusttumoren nachgewiesen werden
[149]. Diese Hyperaktivitat von Ras kann durch eine Dysregulation der EGF-Sekretion und der
daraus folgenden gesteigerten EGFR-Stimulation ausgeldst werden. Gleiches erfolgt durch
Mutationen in Tyrosin-Rezeptoren, Ras-GTP-Regulatoren bzw. in Ras nachgeschalteten
Signalwegsproteinen [150].

Dementsprechend ist die Ras Expression bei Brustkrebstumoren bereits als Marker fiur die
Tumoraggressivitat beschrieben [151]. Zudem kénnen Mutationen sowie die Expression von Ras-
Proteinen zu einer hoheren Resistenz gegenlber Wirkstoffen fiihren, was fiir kRas in
Lungenkarzinomen und fiir hRas in Kopf-Hals Tumorzellen gezeigt werden konnte [152, 153]. Da
zusétzlich Ras-Proteine lange als nicht adressierbar fiir gezielte Therapien galten, da keine
geeignete Bindungstasche fir Wirkstoffe gefunden wurde und Ras eine hohe Affinitdt zu dem
natlrlichen Bindungspartner GTP hat, ist die Erforschung dieser Signalwege in Bezug auf
invasionsrelevante Aspekte bei Brustkrebs von groRer Bedeutung [154]. Zwar gibt es inzwischen
einige Wirkstoffe, die direkt gegen hRas oder gegen hRas nachgeschalteten Zielmolekiile gerichtet
sind, doch sind diese oft mit grolRen Nebenwirkungen verbunden, da z.B. auch nicht maligne und
physiologisch wichtige Ras-Signalwege attackiert werden [155].

Die Aktivierung von hRas und zwei wichtige Signalkaskaden sind in der Abbildung 13A
schematisch dargestellt. Uber extrazellulare Stimuli, wie beispielsweise EGF, wird der Ras — PI3K
(engl. Phosphoinositide 3-kinases) - AKT (Proteinkinase B) - mTOR (engl. mechanistic target of
rapamycin) Signalweg aktiviert, der die Proteinsynthese (z.B. von EMT-Proteinen) sowie die
Zellproliferation und Migration erhoht. Weiterhin kann aktiviertes hRas tiber die Bindung an die
Raf-Kinase (engl. rapidly accelerated fibrosarcoma) die MEK (engl. mitogen-activated protein
kinase) — ERK (engl. extracellular signal-regulated kinases) Signalkaskade starten. Dies verdndert
die Genregulation im Nukleus und fuhrt zu einer erhéhten Proliferation und der Induktion der
EMT. AuRerdem wird das Uberleben der Zellen durch die Umgehung der Apoptose gesteigert
[145]. Aufgrund dieser invasionsfordernden Eigenschaften wird hRas mit einer hoheren

Aggressivitat bei Brusttumoren assoziiert [156, 157].

Neben den beschriebenen Signalkaskaden wirkt sich eine hRas-Aktivierung bzw. Uberexpression
auch auf die mechanischen Eigenschaften von Zellen aus. Matthews und Kollegen konnten zeigen,

dass die hRas-Aktivierung die Zellmorphologie wahrend der Zellteilung beeinflusst und sich
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1.8 Das Proto-Onkogen hRas im humanen Mammakarzinom

Zellen selbst in einer tumorbedingt eingeengten Umgebung besser teilen konnten (Abbildung 13B).
Dies lag an einer Versteifung der Zellen wahrend der Mitose, sodass die Zellen sich auch in einer
verhérteten EZM zur Zellteilung abrunden konnten. Diese Eigenschaft unterstitzt die
unkontrollierte Vermehrung und Verbreitung von Tumorzellen. [158].

Weiterhin kann hRas (ber nachgeschaltete Proteine oder Wechselwirkungen mit anderen
Signalkaskaden die Organisation des Aktin-Zytoskeletts verdndern und somit auch die
Zellmigration fordern. Eines dieser nachgeschalteten Proteine (Rho) wird beispielsweise fur die
Formation von aktinbasierten Stressfasern bendtigt [159]. Rho, welches eigentlich durch andere
Signalwege aktiviert wird, wird ebenfalls durch die Ras-Aktivitat indirekt reguliert [160]. Auch
mit aktinbasierten Zellfortsdtzen wurde Ras bereits assoziiert. Die Ras-Aktivitat induziert Gber die
Ras bezogene GTPase (RalA (engl. Ras-related protein)) die Filopodiumausbildung [161]. In
Bezug auf Invadopodien konnte gezeigt werden, dass eine erhdhte kRas Mutationsrate und
Aktivitét die Invadopodien-Aktivitét steigert [135].

A Rezeptor + Wachstumsfaktor
/ Einfluss auf die
Zellmembran .
: - - mechanischen
@hc &hc :) Eigenschaften der Zelle
PI3K Raf
ED7 0 @
L weichere Zellen
PDK MEK
h
>/ ; 45
|
AKT rundlichere Zellen
l wihrend der Mitose
mTOR Hohere Résistenz bei

mechanischer Einengung

- Maoglichkeit der
l l l l l Zellteilung auch unter
Protein-  Migration  Proliferation v pathologischen

synthese Epitheliale-Mesenchymale Zell- Bedingungen
Transition (EMT) Uberleben

Abbildung 13: hRAS Signalwege und deren funktionelle Auswirkung auf Zellen. (A) Exemplarische
Auswahl an intrazellularen Signalkaskaden, die durch die hRas-Aktivierung initiiert werden. Uber PI3K
oder den Raf-MEK-ERK Signalweg wird z.B. die Proteinsynthese, Migration und Proliferation erhéht
sowie die EMT aktiviert. (B) Die Aktivierung von hRas in MCF10A Zellen fihrte zur mitotischen
Zellverhartung, die die Zellteilung unter rdumlicher Begrenzung von Tumorzellen fordert. Verdndert nach
[158, 162].
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Zusammenfassend zeigen eine Vielzahl von Studien wie vielseitig das Proto-Onkogen hRas
Einfluss auf die zelluldre Regulation nehmen kann. Durch die Férderung der Tumorprogression
erhdht Ras mafRgeblich die Invasion. Auf Grund der vielen Verknipfungspunkte und der
Komplexitat dieser Signalkaskaden bleiben bei dem aktuellen Stand der Forschung weiterhin viele
offene Fragen. Daher bleiben Ras-GTPasen und spezifisch hRas als zentrales Schlisselprotein ein

wichtiges Zielobjekt flr die zukunftige Forschung.
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Wahrend der Tumorprogression ist die Invasion von Zellen durch die Basalmembran ein
entscheidender Schritt fir eine beginnende Metastasierung. Die lokale Zerstérung der BM mit
nachfolgender Zellinvasion ist der Hauptgrund fir eine hohe Mortalitdt. Zwar sind einige
invasionsfordernde Faktoren bereits beschrieben, u.a. EGF- und Onkogen-Signalkaskaden, EZM-
Versteifung, (kraftinduzierte) BM-Schwachung, MMP-Aktivitat und Invadopodien, doch die
zugrundeliegenden Signalwege und Wechselwirkungen sind in weiten Teilen noch unverstanden.
Eine spezifische Inhibition dieses Vorgangs findet in der Brustkrebstherapie dementsprechend
noch keine Anwendung. Vor allem das geringe Verstandnis von mechanobiologisch relevanten

zellul&ren Regelkreisen und Mechanismen sind Griinde hierfur.

Aus diesem Grund soll in dieser Arbeit die invasionsférdernde Wirkung von EGF, der EZM-
Versteifung und onkogener hRas Regelkreise unter mechanobiologischen Gesichtspunkten in
einem in vivo dhnlichen 3D Zellkulturmodell systematisch untersucht werden. Dazu wird die
nicht-transformierte und nicht-tumorigene epitheliale Zelllinie MCF10A verwendet. Diese bildet
3D Azini mit einer konstant umgebenden BM, die mit den zelluléren, funktionellen Strukturen der
weiblichen Brustdrise vergleichbar sind. Zudem kann die mechanische Resistenz dieser Sphéaroide
variiert werden. Uber die graduelle Differenzierung und BM-Reifung der Brustsphéroide in
Abhangigkeit von der Kultivierungszeit sowie der moglichen Variation der umgebenden EZM-
Steifigkeit kann die maligne Transition in vitro nachempfunden werden. Durch die pro-invasive
Modulation der EZM und der Kultivierungsbedingungen kann aus einem maturierten Azinus in
einem physiologischen Gewebe ein bereits tumorgeschadigter, invasiver Azinus in einer

tumorassoziierten Mikroumgebung entstehen.

Das Ziel ist es ein besseres Verstandnis von den Mechanismen des zellularen Mechanosensings
und dessen Einfluss auf die Tumorentwicklung zu erlangen. Einerseits soll verstanden werden,
wie der kraftinduzierte BM-Stress zur Migration durch die BM beitragt, andererseits soll die
Funktion von BM durchspannenden aktinbasierten Zellfortsdtzen analysiert werden. Diese
Zellfortsatze werden in dieser Arbeit als funktionelle Einheit zwischen der kraftabhangigen und
der proteolytisch abhéngigen Zerstérung der BM untersucht. Vergleichend sollen die Zellfortsatze
hinsichtlich ihrer Funktion mittels Immunfluoreszenzfarbungen und konfokaler Laserscanning
Mikroskopie in gesunden und invasiv stimulierten Azini untersucht werden. So soll verstanden

werden in welchem Malie Zellfortsétze an der proteolytischen Degradation der BM beteiligt sind
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und inwiefern diese in die Entstehung von Zellkréften, die als BM-Stress definiert sind, involviert
sind.

In diesem Kontext sollen weiterhin die Verdnderungen im Aktin-Zytoskelett hinsichtlich der
Entstehung von invasionsfordernden zelluldren Zugkraften und EMT typischen Prozessen
analysiert werden. Mittels  zeitlich und rdumlich  hochauflésender Lebendzell-
Zugkraftmikroskopie soll die maligne Transition im Bereich der Zell-BM-EZM Grenzflache, wo
die Invasion stattfindet, untersucht werden. Dadurch sollen die Fortsatz-Aktivitdt und die
kontraktilen Zugkréfte systematisch in Kombination mit der EZM-Versteifung und der EGF-
Stimulation hinsichtlich ihres Einflusses auf die BM-Schwéachung verstanden werden.

AuBerdem sollen involvierte Signalwege und entscheidende Proteine dieser Kaskaden identifiziert
werden. Ein Zielprotein, auch flr eine Inhibition des Invasionsprozesses, ist das Proto-Onkogen
hRas. In dieser Dissertation wird ein 3D Zellkulturmodell etabliert, bei dem eine hRas
Uberaktivierung in MCF10A Brustdriisenspharoiden spezifisch simuliert werden kann.
Aufbauend auf einer erstmaligen Charakterisierung dieses Modells in einem 3D Kontext soll der
funktionelle Einfluss von hRas auf den Invasionsvorgang untersucht werden. Bei diesen Analysen
sollen auch die Wechselwirkungen mit anderen in diesem Modell identifizierten und
beschriebenen invasionsfordernden Faktoren beachtet werden.

Zusammenfassend soll diese Arbeit dazu beitragen ein besseres Verstandnis der
invasionsrelevanten mechanobiologischen Regelkreise und Mechanismen der BM-Zerst6rung zu
erlangen. Dies kann fur die Identifizierung neuer molekularer Ziele fur Therapien zur

Verhinderung einer Metastasierung sehr wertvoll sein.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerate

Tabelle 1: Verwendete Gerate

Gerat

Hersteller

Arium Pro Reinstwassersystem

AxioCam MRm Kamera

Axiovert 40 CFL Mikroskop

Axio Observer Z1 Mikroskop

Axio Vert.Al

Binokular Stemi 2000-CS

Stemi 508

Colibri 7 LED-Lichtquelle FR-R[G/Y]BV-UV
Cryo 1 °C Freezing Container (Mr. Frosty)
Geldokumentationssystem Doc™ XR+
Heizblock SBH130D

Heracell Brutschrank

Inkubator XL

JB1603-C/FACT Caratwaage
Laserscanning Mikroskop 880 + Airy Scan
MilliQ Gradient A10

pH-Meter 766 Calimatic

Plasmaofen Pico

Quecksilber Dampflampe HXP120
Rotationsbeschichter Delta 10 TT

Research Plus Pipetten (10, 20, 200 und
1000 pl Volumen)
Schittler Rocker 2D

Sigma 3-16L Zentrifuge

Sterilwerkbank (Herasafe KS)
Vacusafe Vakuumpumpe
Vakuum Exsikkator

Vortex REAX top
Wérmeschrank 60 °C

Sartorius, Gottingen

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

Thermo Scientific, Braunschweig
Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA
Stuart/ Cole-Parmer, Stone, VA
Thermo Fisher, Waltham, USA (MA)
Carl Zeiss, Jena

Mettler Toledo, Giel3en

Carl Zeiss, Jena

Merck, Darmstadt

Knick, Berlin

Diener Electronics, Ebhausen

Carl Zeiss, Jena

Slss MicroTec Lithography GmbH,
Garching
Eppendorf, Wesseling

IKA, Bremen

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode

am Harz
Thermo Fisher, Waltham, USA (MA)

Integra, Biebertal
Duran, Wertheim
Heidolph, Schwabach
Memmert, Schwabach
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2.2 Objektive

Wasserbad WB22 ‘ Memmert, Schwabach
Zellzahler Moxi-Z-mini ‘ Orflo, Ketchum, USA (Idaho)
Zentrifuge 5415R ‘ Eppendorf, Wesseling

22  Objektive

Tabelle 2: Verwendete Objektive

Objektiv i} Hersteller

EC Plan Neofluar 40x/1.3 Ol Ph3 Carl Zeiss, Jena
LD C-Apochromat 40x/1.1 W Autocorr M27 | Carl Zeiss, Jena
LD C-Apochromat M27 63x/1.15 W Corr Carl Zeiss, Jena
Plan-Apochromat 63x/1.4 Ol Carl Zeiss, Jena

2.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Verwendete Verbrauchsmaterialen

Materialien Hersteller

4-20% Mini-Protean TGX Protein Gele Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA
Acrodisc Syringe 25 mm/0,1 pm Filter Pall Corporation, Dreieich

Deckglaser, #0, #00, #1,5 #1,5 HP Menzel, Braunschweig
Einweg-Stripetten, 5 ml, 10 ml, 50 ml VWR, Darmstadt
Falcon-Reaktionsgefalie (15 und 50 ml) BD Biosciences, San Jose, Kalifornien, USA
Filterpapier fur Western Blots Bio-Rad, Hercules, USA

Kimtech Science Prazisionstiicher Kimberly-Clark Professional, Koblenz
Kryoroéhrchen VWR, Darmstadt

Lochschale, g 35 mm mit g 18 mm Loch Greiner Bio-one, Frickenhausen
Mini-Protean TGX Fertiggele Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA
Moxi Z Kassetten Typ S Orflo Technologies, Hailey, Idaho, USA
Petrischalen VWR, Darmstadt

Pipettenspitzen (10 ul, 200 ul, 1000 pl) Star Lab, Hamburg

Protein LoBind Tubes (1,5 und 2 ml) Eppendorf, Wesseling
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2.4 Chemikalien und Reagenzien

ReaktionsgefaRe (0,2; 0,5; 1,5 und 2 ml)
Wadgeschiffchen (div. GroRen)

Zellkulturflaschen mit Schraghals,
25 cm? und 75 cm?

2.4 Chemikalien und Reagenzien

‘ Eppendorf, Wesseling
‘ VWR, Darmstadt
BD Biosciences, San Jose, Kalifornien USA

Tabelle 4: Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien/Reagenzien

Hersteller

-(-)Blebbistatin
(D)-Glukose

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)-
carbodiimid (EDC)
2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES)

4-Hydroxytamoxifen (OHT)
5-Brom-4-Chlor-3-indoxylphosphat (BCIP)
AffiniPure Goat F(ab’)2 Fragment

Alkalische Phosphatase (AP)

APTES (3-aminopropyl)triethoxysilane)
Bovines Serum Albumin (BSA)
Choleratoxin from Vibrio Cholerae
Corning® Cell Recovery Solution
Cryo-SFM

Dextran von Leuconostoc spp. (Mr 70,000)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPOs *12
H20)

(Dodecahydrat)

DRAQ5

Epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)
Essigsaure
Ethanol (vergallt 97% und absolut)

Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
N,N,N’,N’-tetraessigsaure (EGTA)

Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Milinchen

Sigma Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Minchen

Jackson ImmunoResearch, West Grove,
USA (Pennsylvania)
Sigma Aldrich, Miinchen

Sigma Aldrich, Miinchen

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Miinchen

BD Biosciences, San Jose, Kalifornien USA
PromoCell GmbH, Heidelberg

Sigma Aldrich, Miinchen

Sigma Aldrich, Minchen

Sigma Aldrich, Miinchen

Cell Signaling, Danvers, Massachusetts, USA
Sigma Aldrich, Munchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Miinchen
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2.4 Chemikalien und Reagenzien

FluoSpheres® carboxylate microspheres
0,2 um (580/605) und (660/680)
Geltrex™ LDEV-Free Reduced Growth
Factor Basement Membrane Matrix
Glutaraldehyd, 25% (EM Grade)

Glycin

Holzkohle

Hydrokortison

IBIDI Mounting Medium
Immersionsol fur Objektive
Insulin (rekombinant)
Isopropanol
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
Magnesiumchlorid (MgClI2)
Marimastat

Methanol

Milchpulver
Natriumborhydrid (NaBH4)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)

N-Hydroxysulfosuccinimid Natriumsalz
(NHS)
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT)

Nitrocellulose-Membran

NucBlue™  Fixed Cell
Reagent (DAPI)
Penicillin-Streptomycin (10000 U/ml)

Pferdeserum (hitzeinaktiviert)

Ponceau S Farbeldsung
Sylgard® 184 Silcone Elastomer Kit

Tris(hydroxymethyl)aminomethane
Base)
Triton™ X-100

Trypsin/EDTA Phenolrot 0,05%

Tween® 20

ReadyProbes™ | Thermo Fisher, Waltham,

USA

USA
Ted Pella, Inc., Redding, Kalifornien, USA

Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Munchen
Sigma Aldrich, Minchen
IBIDI, Miinchen

Carl Zeiss, Jena

Sigma Aldrich, Munchen
Promochem, Wesel
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen
Sigma Aldrich, Miinchen

Sigma Aldrich, Mlinchen
Sigma Aldrich, Miinchen

USA
Sigma Aldrich, Miinchen

Thermo Fisher, Waltham,
USA
Sigma Aldrich, Miinchen

Dow Corning, Wiesbaden

(Tris | Sigma Aldrich, Miinchen

Sigma Aldrich, Munchen

Thermo Fisher, Waltham,
USA
Sigma Aldrich, Munchen
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2.5 Medien, Puffer und Lésungen

2.5 Medien, Puffer und Ldsungen

Tabelle 5: Verwendete Medien, Puffer und Lésungen

Medien/Puffer/Ldsungen

Hersteller/ Komponenten

1x Laemmli-Puffer

Bead-Aktivierungs-Losung

Blebbistatin-Inhibitions-Losung

Blockierungspuffer Immunfluoreszensfarbung
bzw. Western Blot
Cryo-SFM

DMEM/F-12 (1x)

DMEM/F-12 (1x)(1:1) GlutaMAX
EDC-L06sung

Fixierungslosung fur Azini in der Gelmatrix

Fixierungsldsung fur transferierte Azini
Glycin-Ldsung
hRas-Induktions-Ldsung

Kopplungspuffer Bead-Kopplung

Lyse-Puffer zur Proteinisolation

Marimastat-Inhibitions-L6sung

NHS-L6sung
Permeabilisierungs-Losung

25 mM Tris-Base

192 mM Glycin

0,1 % SDS, pH 8,3

78,7 % Kupplungspuffer
1% SDS

0,3 % Fluorospheres

10 % EDC-L6sung

10% Sulfo-NHS-L06sung
Stockloésung:  1mg in
(8,55 mM)
Versuchslosung: 5,1 pl

4,995 ml Medium (11 uM)
5 % Milchpulver in CB- bzw. PBS-Puffer

400 pI DMSO

Stocklésung in

PromoCell, Heidelberg

Life Technologies, Darmstadt

Life Technologies, Darmstadt

200 mg/ml EDC in Kopplungspuffer

2 % Formaldehyd
1% Glutaraldehyd in CB-Puffer
3,7% Formaldehyd in CB-Puffer

30 mM Glycin in CB-Puffer

Stocklosung: 5mg OHT in 253 ul Ethanol
(51 mM)

Versuchslésung: 98 ul aus 1:1000
Verdinnung der Stockldsung in Medium in
4,902 ml Medium (11 puM)

50 mM MES (2-(N-
Morpholino)ethansulfonsaure (pH 6)
Ripa-Puffer

Protease-Inhibitor-Cocktail (1:100)
Phosphatase-Inhibitor-Cocktail (1:100)
(jeweils Sigma Aldrich, Miinchen)

Stocklésung: 5mg in 250 pl
(60,35 mM)
Versuchslosung: 1,33 pl
3,9987 ml Medium (20 puM)
200 mg/ml NHS in Kopplungspuffer

0,01 % Triton-X-100 in CB-Puffer

DMSO

Stocklésung in
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2.6 Antikorper und fluoreszierende Farbstoffe/ Peptide

phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
(PH 7,4)
phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
(PH 7,4)

Protein-Transfer-Puffer Western Blot

Thermo Fisher,
USA

15,5 mM NacCl
0,105 mM KH2PO4

0,297 mM Na;HPO4*12 H,O
20 % Ethanol

25 mM Tris-Base

Waltham, Massachusetts,

192 mM Glycin
Quenching-L6sung 1 % Natriumborhydrid in CB-Puffer
Silanlésung zur Bead-Kopplung 5 % 3-Aminopropyltriethoxysilane in
Silanpuffer
Silanpuffer zur Bead-Kopplung 5 % in Ethanol (pH 4,5-5,5 mit Essigséure)
Verdunnungs-Puffer 1 % Milchpulver in CB-Puffer
Immunfluoreszenzfarbungen
Zytoskelett-Puffer (CB-Puffer), pH 6,1 150 mM NaCl
5 mM MgCI2
5mM EGTA
5 mM Glukose
10 mM MES
1 g/l Streptomycin
2.6  Antikorper und fluoreszierende Farbstoffe/ Peptide
Tabelle 6: Verwendete Primarantikdrper
Epitop Spender Hersteller Nummer / Klon oder
Bindungsstelle
GM 130 Maus BD BD 610822 / 35-GM130
Biosciences,
Franklin Lakes
New Jersey,
USA
Kollagen IV Kaninchen Abcam, ADb6586
Cambridge,
UK
Kortaktin Maus Merck, 05-180 / (p80/85) Klon 4F11
Darmstadt
MT1-MMP Maus Abnova, MAB12762 / Klon 133CT
Taipeh, 15.105.1
Taiwan
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2.6 Antikorper und fluoreszierende Farbstoffe/ Peptide

Myosin X

pPERK
pMLC 2

Talin

TKS5
Tubulin

Vinculin

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Ratte

Maus

Novus
Biologicals,
Littelton,
Colarado USA
Cell Singaling,
Danvers, USA
Cell Singaling,
Danvers, USA
Sigma-
Aldrich.
Minchen
Santa Cruz,
Dallas, Texas
Merck,
Darmstadt
Sigma-Aldrich
Munchen

NBP1-87748

9101S / Phospho-p44/42 MAPK
(Erk1/2) Thr202/Tyr204
3671

T3287 / 8d4

Sc-30122 / Fish M-300
MAB1864 / Y1/2

V9131

Tabelle 7: Verwendete Sekundarantikérper fur Immunfluoreszenzfarbungen

Isotyp Spender Farbstoff Hersteller (Bestellnummer)

Kaninchen Ziege Alexa 633 Invitrogen, Karlsruhe
(A21071)

Kaninchen Huhn Alexa 488 Invitrogen, Karlsruhe
(A21441)

Kaninchen Ziege Alexa 405 Invitrogen, Karlsruhe
(A32556)

Maus Esel Alexa 546 Invitrogen, Karlsruhe
(A10036)

Maus Esel Alexa 488 Invitrogen, Karlsruhe
(A21202)

Tabelle 8: Verwendete Sekundarantikorper fir Western Blot Analysen

Antikdrper Herstellung in  Gerichtet gegen  Hersteller (Bestellnummer)
Alkalische Ziege Kaninchen Sigma Aldrich, Minchen
Phosphatase Anti- (A3812)

Kaninchen

Alkalische Ziege Ratte Sigma Aldrich, Munchen
Phosphatase Anti- (A8483)

Ratte
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2.7 Programme

Tabelle 9: Verwendete fluoreszierende Farbstoffe/ Peptide

Bezeichnung

Visualisierung von Hersteller (Bestellnummer)

Alexa Fluor 488 Phalloidin
Alexa Fluor 633 Phalloidin
DRAQ5

NucBlue (4',6-Diamidin-2-
Phenylindol (DAPI))

2.7 Programme

Aktin
Aktin
Zellkern (DNA)

Zellkern (DNA)

Tabelle 10: Verwendete Programme

Sigma-Aldrich, Miinchen (49409)
Sigma-Aldrich, Miinchen (68825)

Thermo Fisher, Waltham,
Massachusetts, USA (62251)
Thermo Fisher, Waltham,

Massachusetts, USA (R37606)

Programme

Hersteller

Graphpad Prism Version 8.4.2
Corel Draw Version 2019 (21)

Imaris 9.1 Software
ImageJ

MatLab 9.0
Python

ZEN 2.3 blue edition
ZEN black 8.0

2.8 Zellkulturmethoden

GraphPad Software, La Jolla, USA (KA)
Corel, Minchen
Bitplane, Zurich, Schweiz

National Institute of Health, Bethesda,
USA (MD)
MathWorks, Natick, USA (MA)

Python Software Foundation, Wilmington,
USA (NC)
Carl Zeiss, Jena

Carl Zeiss, Jena

Alle zellbiologischen Methoden wurden unter einer Reinraum-Werkbank mit vertikaler Strémung

durchgefuhrt, um sterile Bedingungen zu gewahrleisten. Weiterhin wurden die Zellen in

regelmaRigen Abstéanden auf die Anwesenheit von Mykoplasmen getestet.
Die MCF10A Wildtyp (Wt) Zelllinie wurde bei der American Type Culture Collection erworben
(ATCC, Manassas, Virginia, USA), wohingegen die MCF10A Varianten MCF10A-ER:hRas®'?V
und MCF10A+constitutive hRas®*?V freundlicherweise von der Arbeitsgruppe von Prof. Buzz

Baum aus dem University College London zur Verfugung gestellt wurden [158]. Erstmalig

beschrieben wurde die verwendete induzierbare Variante 2013 in der Publikation von Molina-
[36]



2.8 Zellkulturmethoden

Arcas und Kollegen [163]. Die MCF10A RFP-Life-Act Variante des Wt wurde institutsintern
hergestellt (von Dr. Erik Noetzel Reiss, Dr. Lisann Esser und Dr. Aljona Gaiko Shcherbak). Die
Kultivierung erfolgte wie in den folgenden Abschnitten beschrieben.

2.8.1 Kultivierung von MCF10A Wt Zellen

Die MCF10A Wt Zelllinie und die MCF10A Zellvariante transduziert mit RFP-LifeAct (lbidi,
Minchen) wurden unter Standardbedingungen (37 °C und 5 % CO. (Kohlenstoffdioxid)) in
Zellkulturflaschen mit einer GroBe von 25 cm? kultiviert. Alle drei bis vier Tage wurden die
entstehenden Monolagen bei einer Konfluenz von ca. 70 - 90 % passagiert. Hierfir wurden die
Zellen zweimalig mit 8 ml sterilem PBS gewaschen und anschlieBend mittels 400 pl einer 0,05 %
Trypsin/ EDTA-L6sung durch den Abbau von Zelladhdsionsproteinen von der Oberflache
abgeldst. Die Zugabe des EDTA verhindert durch die Komplexbildung von Ca?*- und Mg?*-lonen
die Anheftung der Zellen, da diese Molekaile einen entscheidenden Faktor beim Adhdsionsprozess
darstellen. Nach der Abldsung der Zellen (ca. 10 min) wurde die Reaktion mittels 9,6 ml
Wachstumsmedium, das Serum enthdlt, abgestoppt. Die genaue Zusammensetzung des
Wachstumsmediums ist der Tabelle 11 zu entnehmen. Die Zellsuspension wurde abschlieBend fir
fiinf Minuten bei 180 g zentrifugiert, der Uberstand entfernt und das Zellpellet wurde in frischem
Wachstumsmedium resuspendiert. Zur weiteren Kultivierung wurden die Zellen in gewinschter
Zellzahl in Zellkulturflaschen Gberfiihrt oder zur 3D Kultivierung verwendet (vgl. 2.8.4). Zur
Sicherstellung der experimentellen Reproduzierbarkeit wurde zur Zellzéhlung der automatische
Zellzéhler der Firma Orflo verwendet (vgl. 2.8.3).

Um zufallige genetische Veranderungen der Zelllinien zu vermeiden, wurden die Zellen maximal
bis zu einer Passagennummer von 15 verwendet. Zur Weiterfiihrung der Experimente wurden neue
Zellen einer niedrigen Passage aufgetaut. Diese lagerten in Einfriermedium (Cryo-SFM) im
flissigen Stickstoff.

Fur den Einfrierprozess wurde die oben erwdhnte Zellsuspension nach der Trypsinierung und
folgender Zentrifugation in Einfriermedium resuspendiert. Diese Suspension wurde mit einem
Volumen von 1 ml und einer Zellzahl von 1 x 10° Zellen pro Ansatz in Kryoréhrchen tiberfiihrt.
Im Anschluss wurden die Kryoréhrchen unverziglich in einem Einfrierbehélter bei -80 °C
gelagert und nach 24 Stunden zur dauerhaften Lagerung in flissigen Stickstoff tberfihrt. Der
Einfrierbehélter, geflllt mit Isopropanol, gewéhrleistete eine Kihlungsgeschwindigkeit von -

1 °C/min. Dies soll das Risiko von Zellschadigungen wéhrend des Einfrierprozesses senken.
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Tabelle 11: Medienzusammensetzung zur Kultivierung von MCF10A Wt Zellen.

Komponenten Wachstumsmedium  Assay-Medium Assay-Medium
(2D) (mit EGF) (3D) (ohne EGF) (3D)

Hydrokortison 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml 0,5 pg/ml

Penicillin/Streptomycin | 1 % 1% 1%

Insulin 10 pg/ml 10 pg/ml 10 pg/ml

EGF 20 ng/ml 5 ng/ml -

Cholera Toxin 100 ng/ml 1 ng/ml 1 ng/ml

Pferdeserum 5% 2% 2%

2.8.2 Kultivierung von MCF10A-ER:hRas Zellen

Die MCF10A Varianten MCF10A-ER:hRas®*?V (induzierbar) und
MCF10A+constitutive hRas®*?¥ wurden wie im Abschnitt 2.8.1 kultiviert. Einzig in der
Medienzusammensetzung wurden die im Folgenden aufgefiihrten Anderungen vorgenommen.
Als Medium wurde das DMEM/F-12 ohne Phenolrot verwendet und das Pferdeserum wurde vor
der Verwendung mit Holzkohlepulver behandelt. Dazu wurde das Pferdeserum (500 ml) unter
Rihren mit 0,5 g Holzkohle und 0,05 g Dextran (von Leuconostoc spp. (Mr 70,000)) fur drei
Stunden bei 37 °C versetzt und anschliel3end steril filtriert. Dadurch wurde die unbeabsichtigte
Aktivierung der Ostrogen-Kassette und eine folgende hRas-Aktivierung verhindert. Diese hRas-
Aktivierung konnte spezifisch durch die Zugabe von 4-Hydroxytamoxifen (OHT) induziert
werden (vgl. 2.8.6).

2.8.3 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit dem automatischen Zellz&hlger&t Moxi-Z-mini und den
dazugehdoren Kassetten des Typs S. Zur Messung wurde die Kassette mit 75 pl der Zellsuspension
beladen. Diese Zellsuspension wurde automatisch eingesaugt und tiber eine Zell erkennende Zone,
in der der Anstieg der Spannung proportional zur PartikelgroRe gemessen wird, ergab sich die
Zellzahl. Zusétzlich konnte Uber die Starke der Veranderung des Widerstandes neben der Zellzahl
auch die GroRe der gemessenen Objekte bestimmt werden. Dadurch kann ausgeschlossen werden,
dass Zelltrimmer, Aggregate oder tote Zellen in die Zahlung integriert wurden. Das Ergebnis

wurde als Zellzahl pro Milliliter angegeben.
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2.8.4 3D Kultivierung von MCF10A Zellen

Fur die 3D Kultivierung wurden jeweils 500 Zellen pro Glasbodenschale (Durchmesser der
Kultivierungsflache: 18 mm Herstellung: vgl. 2.9.3) auf einer murinen Engelbreth-Holm-Swarm
(EHS) Matrix (Geltrex) kultiviert. Das Geltrex wurde bei -80 °C gelagert. Vor der Verwendung
wurde das Geltrex Uber Nacht bei 4 °C aufgetaut und anschlieend aliquotiert. Die Aliquots
wurden ebenfalls bei 4 °C gelagert und maximal zwei Wochen lang verwendet.

Bevor die Zellen auf die Oberflaichen gegeben wurden, wurden diese mit 100 ul Geltrex
beschichtet und flr 25 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe der Zellen wurden diese in
einem geringen Medium-Volumen fiir 30 Minuten inkubiert, um eine ausreichende Zelladhéasion
zu gewahrleisten. Anschlie3end erfolgte die Zugabe von 1,5 ml Medium pro Lochschale. Bis zum
neunten Tag wurde das Assay-Medium mit EGF verwendet, nachfolgend das Assay-Medium ohne
EGF (vgl. Tabelle 11). Dieses Protokoll basiert auf der Veroffentlichung von Gaiko-Shcherbak
und Kollegen [37]. Fur die MCF10A-ER:hRas Varianten wurde bereits an Tag Sechs Assay-
Medium ohne EGF verwendet. Sowohl das Medium mit EGF als auch das ohne EGF wurden mit
2 % Geltrex versetzt und alle drei bis viert Tage gewechselt. Die Inkubation erfolgte unter

identischen Bedingungen wie in Abschnitt 2.8.1 fur die 2D-Kultur (zweidimensional).

2.8.5 Transfer von MCF10A Azini

Der Transfer von MCF10A Azini von der Geltrex-Oberflaiche auf Glas- oder
Elastomeroberflachen diente der Vorbereitung fur Analysen mittels konfokaler Mikroskopie oder
fur die Zugkraftmikroskopie (TFM)

Hierfur wurde das Medium abgesaugt und stattdessen 2 ml Cell Recovery Solution (CRS) auf die
Azini in der EHS Matrix gegeben (30 min bei 4 °C), um das Geltrex aufzulosen. CRS l6st die
Quervernetzung der Matrix ohne einen enzymatischen Verdau auf, sodass die BM intakt bleibt,
denn das Kollagen IV der BM, der Hauptbestandteil der Basalmembran, ist kovalent Gber
Disulfidbriicken kreuzverlinkt. Die CRS wurde anschlielend entfernt und die Lochschalen mit
1 ml eisgekiihltem Assay-Medium ohne EGF gewaschen, um das Gel final zu aufzulésen und die
Azini aus der Matrix herauszuldsen. Mittels einer 20 ul Pipette wurden die Azini einzeln
aufgesaugt und in einem geringen Volumen (10 ul) auf eine Glas- oder PDMS-Oberflache
transferiert. Wéhrend des gesamten VVorgangs wurde auf Eis gearbeitet, um ein erneutes Gelieren

des Geltrex zu vermeiden. Die Zelloberflaichen wurden am Vortag mit Geltrex beschichtet

[39]



2.9 Substratherstellung fur die Zellkultivierung und funktionelle Analysen

(20 ug/ml in PBS). Nach einer kurzen Adhésionsphase von ca. 15-20 Minuten wurde Medium

hinzugegeben ohne die Zellen von der Oberflache zu lésen.

2.8.6 Biochemische Behandlungen

Die EGF-Stimulation der MCF10A Wt Azini bei allen relevanten Versuchen erfolgte mittels des
Wachstumsmediums mit einer EGF-Konzentration von 20 ng/ml (Die Kontrollgruppen —EGF
erhielten das Assay-Medium ohne EGF) [37] flr definierte Zeitspannen von einer, acht und 24
Stunden (h). Bei den MCF10A-ER:hRas Azini wurde OHT in einer Konzentration von 1 uM zur
Aktivierung von hRas zu den Zellen und Azini gegeben. Hierfir wurde jeweils vor
Versuchsbeginn eine 1:1000 Verdinnung (V1) in AM- aus der OHT Stockldsung angesetzt
(Stockldsung; 51 mM). Aus dieser V1-Lésung wurden 98 pl in 4,902 ml in AM- Medium gegeben,
welches fir die Induktion (Ras-Induktionslésung) benutzt wurde (entspricht einer OHT-
Konzentration von 1 uM). Fir die Zugkraftanalysen wurde OHT bzw. Ethanol (EtOH) zum
Versuchsstart, nach dem Transfer auf das Analysesubstrat, zugegeben. Fir die konfokalen
Analysen der fixierten Proben wurde entweder 7 oder 16 Stunden vor der Fixierung OHT oder
EtOH verabreicht. OHT wurde in EtOH gel6st, sodass die unbehandelten Proben mit der gleichen
Konzentration mit EtOH (0,002 %) behandelt wurden.

Fir die MMP-Inhibitionsversuche wurde Marimastat in einer Konzentration von 20 pM verwendet
und fur die Myosin I1-Inhibition wurde Blebbistatin in einer Konzentration von 11 uM genutzt.
Anféanglich wurde fir die Zugkraftanalysen (fur die Inhibition des WT) eine Konzentration von
25 uM verwendet. Alle Inhibitoren wurden in DMSO gel6st. Die verwendeten Konzentrationen
entsprach jeweils einer DMSO-Konzentration von 0,03 % (fur Marimastat) und 0,06 % bzw. 0,15%
(fur 11 uM bzw. 25 uM Blebbistatin).

2.9 Substratherstellung fir die Zellkultivierung und funktionelle Analysen

2.9.1 Herstellung von Elastomeroberflachen zur Invasions- und Zellkraftanalyse

Polydimethylsiloxan (PDMS) ist ein Polymer aus der Gruppe der siliziumorganischen
Verbindungen. Durch die Vernetzung mit einem Quervernetzer konnte ein elastischer
Silikonkautschuk hergestellt werden. Dazu wurde das Sylgard R184 Silikon Elastomer Kit,

bestehend aus zwei Komponenten (Basisdl und Quervernetzer) verwendet. Uber das
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Mischverhaltnis dieser Komponenten kdnnen verschiedene Steifigkeiten generiert werden. Es
wurden Mischungsverhéltnisse von 1:50 und 1:73 (Basisol:Quervernetzer) verwendet, was einer
Steifigkeit von ca. 12 kPa bzw. ca. 0,12 kPa entsprach. Dazu wurde das Basis6l eingewogen und
die entsprechende Menge Quervernetzer addiert. Entscheidend waren eine gute Durchmischung
der Komponenten (mindestens 5 min) sowie die Entfernung von Luftblasen in einem Vakuum.
AnschlieBend wurde das PDMS auf #0 Deckglaser (ca. 100 um dick) aufgetragen. Dazu wurde ein
Rotationsbeschichter (1800 rpm fuir 15 Sekunden, Rampe: 1) genutzt, um eine gleichmaRige Dicke
(ca. 70 um) der PDMS Schicht zu erzielen. Die Kreuzvernetzung der Oberflachen zur Erlangung
der gewiinschten Steifigkeit erfolgte bei 60 °C fiir 16 Stunden.

2.9.2 Kovalente Kopplung carboxylierter Polystyrol-Beads an eine Elastomeroberflache

Im Anschluss an die Kreuzvernetzung des Silikonkautschuks erfolgte die kovalente Kopplung
carboxylierter und fluoreszierender Mikrokigelchen (engl. beads) auf der PDMS-Oberflache
[164]. Dazu wurde zunéchst eine Silanisierung der Oberflache vorgenommen (400 pl Silanldsung
pro Glasbodenschale fur 90 min), mit EtOH gewaschen und 30 Minuten bei RT in einem Vakuum
getrocknet. AnschlieRend erfolgte die Aktivierung der Beads in Kopplungspuffer und SDS, sowie
EDC und NHS, welche die Reaktion katalysieren (zusammen: Beadlosung). Nach 15-minitiger
Inkubation bei RT wurde die Beadl6sung fir 30 Sekunden auf die silanisierte Oberflache gegeben.
Bis zur Nutzung der Oberflachen wurden diese nach dreimaligem Waschen mit H2O bei 4 °C in

PBS gelagert.

2.9.3 Substratherstellung zur Zellkultivierung und fir Immunfluoreszenz-Farbungen

Zur Herstellung von Glasbodenschalen fur die 3D Zellkultivierung (vgl. 2.8.4) und
Immunfluoreszenz-Féarbungen (vgl. 2.10) wurde PDMS als Klebstoff verwendet. Die Herstellung
erfolgte wie in Abschnitt 2.9.1 und in vorherigen Publikationen verwendet [165]. Als
Mischungsverhaltnis wurde 1:10 (Basisol:Quervernetzer) gewahlt. Das PDMS wurde mittels
Spritze auf den &uBeren Rand der Lochschale aufgetragen und anschlieBend mit
anwendungsentsprechenden Deckglasern versehen. Zur 3D Kultivierung wurden #1,5 Deckgléser
(ca. 170 um dick) benutzt, fir Immunfluoreszenz-Analysen mittels konfokaler Laserscanning
Mikroskopie wurden #1,5 HP-Deckglaser verwendet. Die Quervernetzung des PDMS erfolgte
wiederum bei 60 °C fur 16 Stunden.
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Zur Sterilisation der Oberflachen wurden diese im Plasmaofen (Stickstoff-Plasma fiir mindestens
1 Minute) vorbehandelt. Durch die damit einhergehende Hydrophilisierung der Oberflachen wurde

zudem eine ausreichende Verteilung der EHS-Matrix fir die 3D Kultivierung gewahrleistet.

2.10 Immunfluoreszenzfarbungen (IF)

Fur Immunfluoreszenzfarbungen wurden die Zellen fixiert. Hierflr wurde zunachst mit 2 ml CB-
Puffer gewaschen und anschlieRend durch die Zugabe von 1 ml 3,7 % Formaldehyd (20 min, in
2D nur 10 min) fixiert. Diese und alle weiteren Inkubationen, sofern nicht anders angegeben,
erfolgten bei RT und auf einem 2D-Schuttler bei 10 rpm (Waschschritte bei 20 rpm). Bei einer
Fixierung der Azini im EHS-Hydrogel wurde eine Fixierungslosung bestehend aus 2 %
Formaldehyd und 1 % Glutaraldehyd in CB verwendet. Zusatzlich wurde bei Proben im Gel
mittels 1 % Natriumborhydrid-Lésung (5 min) zur Entfernung des reaktiven Glutaraldehyds (engl.
Quenching-Schritt). Zum Entfernen des Formaldehyds oder des Natriumborhydrids wurde fur finf
Minuten mit einer 30 mM Glycin-L&sung gewaschen.

Mittels 0,3 % Triton X-100-Ldsung in CB-Puffer wurde die Zellen fur 20 Minuten permeabilisiert,
um die Membran fir weitere Komponenten zugéanglich zu machen. Nach einem 20-mindtigen
Waschschritt mit CB-Puffer erfolgte durch die zweistiindige Zugabe von 5 % Milchpulver in CB-
Puffer (+ 1 % goat F(ab’)2) die Blockierung von unspezifische Bindungsstellen. Anschlie3end
wurde bei 4 °C 200 pl der Primérantikorperlosung Gber Nacht hinzugegeben. Vor der Inkubation
mit dem Sekundarantikdrper wurde dreimal fir 20 Minuten mit CB-Puffer gewaschen, um die
Reste des Primarantikorpers zu entfernen. Der Sekundarantikorper wurde fir 45 Minuten in
dunkler Umgebung auf den Zellen inkubiert, um die lichtempfindlichen Farbstoffe zu schiitzen.
Die Verdiinnungen der Sekundarantikorper bzw. der spezifischen Farbstoffe und Peptide erfolgte
in 1% Milchpulver in CB-Puffer (200 ul). AnschlieBend wurde zweimal mit CB-Puffer
gewaschen (jeweils 20 min). Zusatzlich konnten ber DRAQ5 oder NucBlue (je 10 min verdinnt
in CB-Puffer) die Zellkerne angeférbt werden. Bis zur mikroskopischen Analyse wurden die
Proben mit 2 ml CB-Puffer bei 4 °C dunkel gelagert.

2.11 Konfokale Laserscanning Mikroskopie (LSM)

Fir die Analysen der Immunfluoreszenzfarbungen sowie die Lebendzellmikroskopie der Azinus-
BM-EZM Kontaktflache wurde ein konfokales Fluoreszenzmikroskop LSM 880 (Carl Zeiss)
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verwendet. Als Anregungslaser standen ein Diodenlaser (405 nm), ein Argon-lonen-Laser
(488 nm), ein Dioden-Festkorperlaser (561 nm) und ein Helium-Neon-Laser (633 nm) zur
Verfugung.

Mit diesen Lasern konnte die Probe punktuell beleuchtet werden, wodurch einzelne Ebenen
(optische Schnittebenen) angeregt und betrachtet werden konnten. Das Emissionssignal konnte
durch unterschiedliche Kombinationen aus Band- und Langpass-Filtern spezifisch selektiert und
vom Anregungslicht abgetrennt werden. Das Licht wurde anschlieBend von dem Objektiv
gesammelt und uber einen Farbteiler auf die Lochblende (engl. pinhole) weitergeleitet sowie
letztendlich von einem Detektor (engl. photomultiplier) erfasst. Die Detektion erfolgte im LSM-
Modus Uber einen Flachendetektor mit 32 Detektorelementen. Fir ein optimales Signal-Rausch-
Verhaltnis wurde im LSM-Modus ein Durchmesser der Lochblende von einer Airy Einheit
gewdhlt. Im oft verwendeten Fast Arrayscan Modus wird das Signal Uber einen hexagonalen
Flachendetektor mit 16 konzentrisch angeordneten GaAsp Detektorelementen erfasst. Aus den 16
einzelnen Signalen wurde durch Zen ein einzelnes Bild errechnet. Neben der besseren Auflésung
ist die Aufnahmegeschwindigkeit im Fast Arrayscan deutlich erhéht. Dies ist moglich durch die
Aufspaltung des Anregungslichts zu einer Ellipse und durch die gleichzeitige Anregung von vier
Pixelreihen. AuBerdem ist die Lochblende in diesem Modus komplett ge6ffnet, wodurch eine
hohere Lichteffizienz erreicht wird. Dadurch wird weniger Anregungslicht benétigt und ein
schnelles Ausbleichen der Probe verhindert. Ein groBer Vorteil ist die Mdglichkeit schnell
verschiedene Ebenen aufzunehmen, die eine 3D Rekonstruktion ermdglichen.

Zur Steuerung des Mikroskops wurde die Software Zen Black verwendet, die nachfolgende
Bearbeitung und das Prozessieren der Aufnahmen erfolgte mit der Software Zen Black oder Zen
Blue.

2.11.1 Quantitative Zellfortsatzanalysen

Die Analysen wurden mit fixierten, gefarbten und mittels LSM 880 aufgenommen Azini
durchgefuhrt. Fir die laterale Mikrospike (MS)-Analyse wurden Z-Stacks mit einer H6he von
1 um (5 Querschnitte, d.h. jeder Querschnitt hat eine optische Dicke von 247 nm) in einem
definierten Bereich verschiedener Azini aufgenommen. Dieser Bereich begann 10 um tber dem
Glassubstrat und endete in der Mitte (Aquatorialebene: Querschnitt mit dem gréRten Radius) des
jeweiligen Azinus. Jeder Z-Stapel wurde mittels Maximum Intensity Projection (MIP) in einem
Bild zusammengefasst. Die einzelnen MIP wurden im Folgenden analysiert. Hierfiir wurden

Aktin-Strukturen als MS definiert, wenn diese das Kollagen IV der BM durchdrangen und langer
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waren als die Dicke der BM. Die Anzahl der MS wurde in ein Verhaltnis zu dem Radius jedes
einzelnen MIP Querschnitts gesetzt.

Fur die Analyse des gesamten Aktin-Zytoskeletts der basalen Zellschicht an der Azinus-EZM
Grenzflache wurden in diesem Bereich Z-Stacks aufgenommen und mittels MIP in einem Bild
zusammengefihrt. In den MIP-Querschnittsbildern wurden die Zellen manuell in MS und SF
(Stressfasern) aufgeteilt. Dazu wurden die Bilder mit einem Bandpass gefiltert: BP_img = G(l, 0.5)
- G(I, 7). list die MIP und G(l, X) das gefilterte Bild (GauR Filter mit FilterkerngrofRe X). Das
Bandpass gefilterte Bild wurde anschlieRend erneut mittels eines Gaul Filters (Filterkerngrofie 1)
geglattet. Um aus diesem Bild eine bindre Maske fiir die MS und SF zu erzeugen, wurde das Bild
mit dem Otsu Schwellwertverfahren [166] segmentiert. Fir jeden Azinus wurde manuell die
Zellgrenze fir die MS- und SF-Zellen markiert und daraufhin die Zellzahl sowie die Flachen dieser
MS- und SF-Zellen bestimmt. AuBerdem konnte der Bedeckungsgrad von MS in MS-Zellen
errechnet werden. Das Programm zur Bild-Prozessierung und Quantifizierung stammt von Herrn
Georg Dreissen (1BI-2).

2.11.2 IF-Signalintensitatsanalysen fur die BM, pERK- und MMP-Expression

Zur Auswertung des Signals der Kollagen IV (als BM-Marker), pERK und MT1-MMP Farbung
wurde das Bild mittels Otsu Schwellwertverfahren [166] segmentiert. Von allen Pixel oberhalb
des Schwellwerts wurde, der Median bestimmt und abgebildet. Die analysierten Bilder wurden in
einer Azinusebene 20 um Uber dem Substrat aufgenommen. Das Programm zur Bild-

Prozessierung und Quantifizierung stammt von Herrn Georg Dreissen (IBI-2).

2.12 Proteinanalysen

Zum Nachweis der pERK-Proteinexpression von Zellmonolagen auf einem planaren Substrat
wurde die Western Blot Methode angewandt. Dazu wurden die Proteine zundchst isoliert,
abhangig von ihrer molaren Masse aufgetrennt und abschliefend zur Visualisierung auf eine

Trégermembran ubertragen.
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2.12.1 Proteinisolation

Zur Proteinisolation wurden 300.000 Zellen in T25-Zellkulturflaschen ausgesét. Die nach zwei
Tagen entstehend Zellmonolagen (80 % Konfluenz) wurden wie in Abschnitt 2.8.1 beschrieben
gewaschen und mit Trypsin versetzt. Das entstehende Zellpellet wurde zweimalig mit eiskaltem
PBS gewaschen. Anschlieend wurde das Zellpellet nach erneuter Zentrifugation mit einem
Zelllysepuffer (RIPA-Puffer (je 500 pl/Pellet)) mit einem Protease/ Phosphatase-Inhibitor-
Cocktail (je 1:100 in RIPA-Puffer) behandelt. Dieser und alle weiteren Schritte erfolgten auf Eis,
um einen zuséatzlichen und vorzeitigen Abbau der Proteine durch Zellproteasen zu verhindern. Im
Anschluss an die Zugabe des Zelllysepuffers wurden die Zellen zusétzlich durch mechanische
Scherung aufgeschlossen. Dazu wurde die Lésung mehrfach durch eine Spritzenkanile
resuspendiert. Bei der folgenden Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 10.000 g wurden gréRere
Zelltrimmer von den Proteinen getrennt. Die im Uberstand befindlichen Proteine (ca. 500 pl)
wurden in ein neues eisgekihltes Reaktionsgefal Ubertragen.

Ein Teil dieses Uberstandes wurde zur Proteinmengenbestimmung in einer 1:5 (10 pl) und 1:10
(5 ul) Verdinnung in Lyse-Puffer (40 bzw. 45 ul) (vgl. 2.12.2) entnommen, die restliche Menge
wurde mit 4x Lammli-Puffer und p-Mercaptoethanol versetzt. Wéhrend der folgenden
flinfmindtigen Inkubation bei 95 °C wurden die Proteine denaturiert und durch negativ geladenes
Lithiumdodecylsulfat (LDS) und Sodiumdodecylsulfat (SDS) beladen. Die Starke der negativen
Ladung ist hierbei proportional zur GroRRe der Proteine, wodurch diese im Folgenden Uber eine
SDS-Gelelektrophorese getrennt werden konnten (vgl. 2.12.3). AulRerdem konnten die Proben bis
zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert werden.

2.12.2 BCA (Bicinchoninsaure) Test

Der BCA-Test wurde angewandt, um quantitativ die Menge der isolierten Proteine zu bestimmen.
Fur die Messung wurde eine Proteinverdiinnungsreine angesetzt, die mit einer BSA-
Verdunnungsreihe als Kontrolle und Richtwert zur Bestimmung der Proteinkonzentration
verglichen wurde. Dazu wurden die Verdinnungsreihen der BSA- und der Proteinlésung mit der
BCA-Test Losung versehen. Diese enthielt Kupfersulfat, welches bei entsprechendem pH-Wert
an den Peptidbindungen der Proteine reduziert wird. Bei zusatzlicher Bindung von BCA entstand
ein Farbstoffkomplex. Durch eine photometrische Messung und anschlieBende Nutzung einer

Standardgerade konnte vom Ergebnis der Farbreaktion auf die Proteinmenge geschlossen werden.
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2.12.3 SDS-Gelelektrophorese

Fur die SDS-Gelelektrophorese wurden die gleichen Proteinmengen eingesetzt (10 pg).
Verwendet wurden 4-20 % Bis-Tris-Gele, deren Taschen vor Benutzung zweimalig mit dem 1x
Lammli-Puffer (Ladepuffer fir die Kammer) ausgespult wurden. Zusatzlich wurde ein
Langenmarker zur Orientierung und zum Vergleich der Proteinbandengrélie verwendet. Zur
Auftrennung der Proteine wurde zunéchst fir 10 Minuten eine Spannung von 100 V (Durchlaufen
des Sammelgels) angelegt, im Anschluss wurde die Spannung fiir weitere 60 Minuten auf 120 V
erhéht (Durchlaufen des Trenngels). Die negativ geladenen Proteine wandern entsprechend ihres

Molekulargewichtes in Richtung der Anode.

2.12.4 Western Blot

Mittels Western Blot wurden die Proteine zur besseren Visualisierung aus dem SDS-Gel auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen werden. Dazu wurde das SDS-Gel zwischen Schwammen und
Filterpapieren anodenseitig und blasenfrei auf eine Nitrozellulosemembran gepresst. Die
Schwamme gewéhrleisteten eine konstante Versorgung mit dem Protein-Transferpuffer (mit 20%
Methanol). Auf Grund des elektrischen Feldes bewegen sich die negativ geladenen Proteine von
der Kathode in Richtung der Anode vom Gel auf die Membran. Der Transfer der Proteine erfolgte
bei 4 °C Uber Nacht.

2.12.5 Proteinfarbung

Zur Uberpriifung des Proteintransfers wurde zunichst eine unspezifische Proteinfarbung mit
Panceau S (15 min bei RT, bei 15 rpm) durchgefuhrt. Dabei handelt es sich um einen roten
Azorfarbstoff, der reversibel an positiv geladenen Aminogruppen aller Proteine bindet.
Anschlielend wurde zweimal mit PBS gewaschen, um umgebundenen Farbstoff zu entfernen. Die
Detektion der Banden erfolgte mit dem System GEL Doc XR+ (Biorad) und der Software Image
Lab. Abschlielend wurde die Membran mit 0,1 M Natronlauge fiir 30 Sekunden entférbt, mit PBS
gewaschen und mit 5 % Milchpulver (eine Stunde bei RT, bei 15 rpm) inkubiert.

Nachfolgend konnte eine spezifische Proteinfarbung tber Antikorper erfolgen. Dazu wurde der
primare Antikorper gegen pERK und Tubulin YL 1/2 in 1 % Magermilchpulver in PBS verdiinnt
(1:2000) auf die Membran gegeben (4 °C, Uber Nacht, bei 15 rpm). Nach drei PBS Waschschritten
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fur je finf Minuten bei 15 rpm wurde die Membran fur eine Stunde bei RT (15 rpm) mit dem
sekundaren Antikorper inkubiert. Dieser sekundédre Antikorper enthielt eine alkalische
Phosphatase (AP). Nach der Inkubation wurde erneut dreimalig mit PBS gewaschen (5 min, RT,
bei 15rpm). AbschlieRend wurde 5-Brom-4-Chlor-3-Indoxylphosphat (BCIP) und
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) hinzugegeben, bis sich die Proteinbanden entwickelt hatten.
Dies geschah durch die Hydrolisierung von BCIP zu 5-Brom-4-Chlorindolyl durch die AP und die
darauffolgende Entstehung von zwei Farbstoffen: Zum einen bei der Oxidation von 5-Brom-4-
Chlorindolyl zu tiefblauem 5°5°-Dibrom-4,4°-Dichlorindigo und zum anderen bei der Reduktion
von NBT zu blauem Di-Formazansalz. Diese Reaktionen wurden durch das Absaugen der
Féarbeldsung und das Waschen mit MilliQ-H20 beendet. Die Proteinbanden konnten nach dem

Trocknen uber das Geldokumentationssystem Gel Doc™ XR+ (Biorad) aufgenommen werden.

2.13 Zell-Zugkraft-Analysen (TFM)

Die Durchflihrung der Zugkraftmikroskopie (engl. traction force microscopy (TFM)) erfolgte an
einem Axio Observer mit dem EC-Plan-Neofluar 40x/1.30 Oil Ph3 Objektiv unter
Zellkulturbedingungen (37 °C und 5 % CO»). Der Bilderexport wurde mit der Zen Blue 2.3
Software durchgefiihrt. Als Zeitspanne fir die Langzeitanalysen wurden im Intervall von
20 Minuten Bilder UGber einen Zeitraum von 65 Stunden aufgenommen. Azini wurden mittels
Phasenkontrast analysiert, wahrend die fluoreszierenden Mikrokugelchen (engl. beads) tber
Fluoreszenzmikroskopie detektiert wurden (Anregung bei 605 nm, anfanglich erfolgte die
Anregung mit einer HXP-120 Lampe, Detektion mittels 64 HE Filter; fir die Analysen der
MCF10A-ER:hRas Zellen auf 12 kPa erfolgte ein Wechsel zum Colibri-LED System mit
entsprechenden Filtern (vgl. Tabelle 2.1)). Der Beadkanal wurde Uber den gesamten
Versuchszeitraum zur Erhaltung der Fokusebene mittels Autofokus als Referenzkanal gewahlt.

Zur besseren Auflosung der Aktin-Strukturen an der Azinus-BM-EZM Grenzflache wurden die
Analysen mit MCF10A RFP-Life-Act Zellen an einem LSM 880 durchgefihrt (vgl. 3.3.6). Hier
wurden die Azini tber das Immunfluoreszenzsignal von Aktin analysiert. Als Analysezeitraum

wurden 18-20 h gewahlt und die einzelnen Bilder wurden alle 7 Minuten aufgenommen.

In dieser Arbeit wurden basierend auf dem entwickelten System von Harris et al. die horizontal
generierten Kréfte (in X- und Y-Richtung) von Azini aus MCF10A Zellen analysiert [111, 167].
Dazu wurde die lineare Elastizitatstheorie fur Punktkréfte verwendet [112]. Zur Analyse wurden

mit Matlab erstellte Programme verwendet (entwickelt von Dr. Norbert Kirchgessner und Dr.
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Sebastian Houben, weiterentwickelt und an die spezifischen Versuchsanforderungen angepasst
von Dr. Ronald Springer (IBI-2, Forschungszentrum Jilich)).

Aus den Einzelbildern tber den Analysezeitraum wurden zundchst mittels des ImageJ-Makros
MacroStitchingTool2 unabhéngige Bildsequenzen (Z-Stapel) generiert [168]. Teilweise wurde
zusétzlich ein Raster von 3x3 Einzelbildern aufgenommen, um eine flachenmaRig grolRere
Aufnahme zu erhalten. Diese Bilder wurden mit einer Uberlagerung von 10 % aufgenommen und
konnten Uber das gleiche Programm zu einem Bild zusammengesetzt werden. Die numerische
Abschétzung der Zell-Zugkréfte erfolgte durch das Programm CellForceAnalysis2. Hierzu wurden
zunéchst die vorhandenen fluoreszierenden Beads auf der Oberflache detektiert. Durch die
Markierung eines Beads wurde eine synthetische Suchvorlage (elliptisches Paraboloid) generiert
(Abbildung 14A und B). Diese Vorlage wurde verwendet, um tber lokale Maxima der Kreuz-
Korrelation alle anderen Beads auf der Oberflache zu detektieren, sofern der Wert des Kreuz-
Korrelations-Koeffizienten an dieser Stelle mindestens 0,7 betrug (Abbildung 14C). Anschlief3end
wurden die Markerbeads der Bilder der folgenden Zeitpunkte detektiert. Im Falle einer Zellkraft
bedingten Verschiebung der Beads wurde die verdnderte Beadposition im Vergleich zum
vorherigen Zeitpunkt durch Verschiebungsvektoren angegeben (Abbildung 14E). Die
Beadpositionen sind Zentren von quadratischen Musterbildbereichen (engl. pattern), die mittels
der normierten Kreuzkorrelation in den darauffolgenden Bildern gesucht werden. Aus der
Differenz der Positionen (Zentren der Musterbereiche) werden die Verschiebungen bestimmt.
Das erste Bild der Beads (der erste Zeitpunkt) wurde als Referenzbild genutzt. Anhand des
Vergleiches zum jeweils vorherigen Zeitpunkt fand eine Verschiebungskorrektur (Driftkorrektur)
statt (Abbildung 14D). Dazu wurden manuell vier zellfreie Bereiche, die nicht im Zell-
Deformationsfeld lagen, ausgewahlt. Der Mittelwert der Verschiebung in den festgelegten
Bereichen wurde als Drift der Probe zu den jeweiligen Zeitpunkten definiert. Dadurch konnte
ausgeschlossen werden, dass nicht zellbedingte Verschiebungen der Beads in die
Krafteberechnung mit einflieRen. Zur Zellkraftberechnung wurde der zu analysierende Bereich
definiert. Hierfur wurde ein Kreis um den Azinus gelegt (bei der Analyse der MCF10A RFP-
LifeAct Zellen wurde gesamte Bild ausgewertet). Innerhalb des Analysebereichs wurde basierend
auf dem Deformationsfeld vektoriell die Verschiebung jedes einzelnen Beads im Vergleich zum
Referenzbild errechnet (Abbildung 14E). Dazu generierte der Algorithmus zu jedem Zeitpunkt ein
kinstliches Kraftfeld zur Berechnung der kumulativen Verschiebung des Deformationsfeldes.
Mittels einer Optimierungsmethode wird ein aquivalentes Kraftfeld abgeschatzt, welches ein
Verschiebungsvektorfeld erzeugt, das moglichst wenig vom gemessenen Verschiebungsvektorfeld

abweicht. Daraus konnte die Kraft (Betrag) pro Einheitsfliche in Nn/um? errechnet werden
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(Abbildung 14F) [112, 169]. Innerhalb des Analysebereiches errechnete sich die kontraktile
Gesamtkraft des Azinus aus der Summe aller (in die Zellmitte) wirkenden Kraftanteile. Im letzten
Schritt erfolgte die Umrechnung (alle Berechnungen sind ebenfalls integriert in
CellForceAnalysis2) in die Formanderungsenergie (engl. strain energy) in Femtojoule (fJ) als
alternatives, skalares Mal3 fur die Zellkraft [170].

0.05
(nN/pm?

Abbildung 14: Prozessierungsschritte der digitalen Bildverarbeitung der Zugkraftmikroskopie. (A)
Ubersichtsbild der Verteilung der Mikrokiigelchen (Beads) zum ersten Zeitpunkt (Referenzbild) sowie (B)
die VergrolRerung eines reprasentativ markierten Kiigelchens. (C) Darstellung der automatisierten Bead-
Erfassung. (D) Die Durchlichtaufnahme des Azinus in Kombination mit den Markerbeads zeigt beispielhaft
die beschriebene Verschiebungskorrektur durch die Markierung von 4 zellfreien Bereichen. Zusétzlich
zeigt der rote Kreis die Analyseflache. (E) Vektorielle Detektion (Verschiebungsvektoren in Blau, einzelne
reprasentative Vektoren wurden in Gelb zur besseren Visualisierung nachgezeichnet) der
Beadverschiebung in Bezug auf das Referenzbild und (F) die daraus kalkulierten Angaben zu der Kraft,
die auf das Substrat wirkt. Abschlielend erfolgte die Umrechnung in die Formanderungsenergie (fJ) als
MaR fur die Zellkraft und den BM-Stress. MaRstab = 20 um.

2.14 Invasionsassay

Der Invasionsassay diente zur Bestimmung der Invasionshaufigkeit von Azini auf 0,12 kPa und

12 kPa steifen PDMS Elastomeroberfldchen. Dieser wurden von Frau Dr. Aljona Gaiko-Shcherbak
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und Dr. Erik Noetzel-Reiss entworfen. Die Aufnahmen der Azini Uber 65 Stunden erfolgten wie
im Abschnitt zuvor beschrieben (ber Phasenkontrastaufnahnmen (vgl. Abschnitt 2.13). Die
Abbildung 15 fasst die Phasen des Invasionsassays schematisch zusammen. Nach dem Transfer
auf die Elastomeroberflache wiesen die Azini die kohérente Zellbewegung auf. Durch lokale BM-
zerstorungen konnten invasive Zellen durch die BM migrieren. Azini wurden als invasiv gewertet,

sobald die erste Zelle durch die BM transmigriert ist.

1. Azinus Reifung 3. koharente 4. lokale 5. Transmigration
(11 Tage) Zellbewegung Zerstdrung von Zellen durch

o Transor bei intakter BM der BM die BM

Elastomeroberflache (0,12 oder 12 kPa) mit fluoreszierenden Beads

Abbildung 15: Invasionsassay zur Analyse der kontraktilen Zugkraft mittels Zugkraftmikroskopie.
Grafische Darstellung der verwendeten Invasionsanalyse zur Visualisierung bzw. Bestimmung der
Zellbewegung, der kontraktilen Zellkrafte und des Invasionsprozesses an der Azinus-BM-EZM
Grenzflache. Angegeben sind die Schritte des Assays, den lebende elf Tage alte MCF10A LifeAct Azini
durchlaufen. Zur Zellkraftbestimmung wurde die Verschiebung der Fluoreszenzkugeln (engl. Beads)
detektiert, die an der PDMS Oberflache gekoppelt sind (gelbe Punkte). Entwickelt von Dr. Gaiko-
Shcherbak und Dr. Noetzel-Reiss.

2.15 Statistische Analysen

Alle gemessenen Einzelwerte wurden in den dargestellten Diagrammen abgebildet, d.h. auch bei
der Messung von mehreren Positionen innerhalb eines Azinus wurden alle Werte verwendet. Fir
die statistische Datenanalyse in dem Abschnitt 3.3.1 wurden nur die Mediane jedes gemessenen
Azinus genutzt (jeweils in den Abbildungen mit 95 % Konfidenzintervall angegeben). Fir die
Datenanalyse der Formanderungsenergien wurden die Werte jedes Azinus fir jede Kondition (n =
4; 60 Werte, in Summe 240 FE-Werte) zufédllig nach der Bootstrap-Methode
(Stichprobenwiederholung (1000 Wiederholungen), ohne Zuruicklegen) verwendet. Bei allen
Analysen wurde der nicht parametrische Mann-Whitney U-Test angewendet. Als Software fiir die
Darstellung und Berechnung der Statistiken wurde die Graphpad Prism Version 8.4.2 (Graphpad
Software, La Jolla, CA USA) genutzt. Die p-Werte wurden folgendermal3en definiert: **** =p <
0,0001; *** = p <0,001; ** =p < 0,01; * = p < 0,05; ns = nicht signifikant.
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3 Ergebnisse

Die lokale Zerstorung der BM ist eines der Schlisselereignisse wéhrend der Brustkrebsinvasion.
Fur die Analyse der zellularen Mechanismen und der mechanosensorischen Regelkreise dieses
Invasionsprozesses wurden in dieser Arbeit MCF10A Brustazini mit einer endogen gebildeten BM
verwendet. Dieses Modell ist allgemein anerkannt fir Studien zur Brustdrusenentwicklung und
zur Untersuchung invasionsrelevanter Faktoren im humanen Mammakarzinom [49, 171, 172]. Das
Zellkulturmodell fir die Analysen der ersten drei Abschnitte (vgl. 3.1, 3.2 und 3.3) wurde etabliert
von Gaiko-Shcherbak und Kollegen (beschrieben in Abschnitt 1.4) [37]. Die verwendeten Azini
wurden entweder von einer tumorassoziierten gering entwickelten BM umgeben (Id-BM, 11 Tage

alt) oder von einer mechanisch widerstandsfahigeren und maturierten BM (hd-BM, 21 Tage alt).

3.1 Promotionsrelevante Vorarbeiten

In diesem Abschnitt werden promotionsrelevante Daten prasentiert, die im Rahmen der eigenen
Masterarbeit und zu Beginn der Promotionsarbeit entstanden sind. Die Auswertung und
Verwertung dieser Ergebnisse erfolgte zu grof3en Teilen wéhrend der Promotion und resultierten
in einer gemeinsamen Veroffentlichung mit geteilter Erstautorenschaft mit Frau Dr. Aljona Gaiko-
Shcherbak, weshalb diese Daten hier im Ergebnisteil prasentiert werden. Diese Daten stellen die
Grundlage der fortgefuhrten Arbeit (teilweise verdffentlicht in [173]) dieser Dissertation dar und
werden zunédchst unter Angabe der Literaturquelle [33] zusammengefasst. Von Frau Dr. Aljona
Gaiko-Shcherbak erzielte Ergebnisse sind entsprechend gekennzeichnet. Alle nicht explizit

gekennzeichneten Daten wurden ausschliellich von mir erhoben und ausgewertet.

Die Vorarbeiten gaben einen Einblick in die mechanisch gesteuerte und EMT induzierte Invasion
bei dysregulierten MCF10A Azini. Die Invasion wurde definiert als Prozess, bei dem urspriinglich
azinare Zellen durch eine lokal zerstérte BM transmigrieren kénnen (Abbildung 16). Durch diesen

Prozess konnen Zellen umliegendes Gewebe infiltrieren.
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Abbildung 16: Die Zelltransmigration eines invasiven Brustdrisenspharoids. Dargestellt ist ein
invasiver MCF10A Azinus. Aufgrund lokaler BM-Zerstérungen (BM: rot = Kollagen IV Signal) verlassen
Zellen (griin = Aktin-Signal) den azinaren Zellverbund. Kerne sind in Cyan dargestellt. Der hd-BM Azinus
wurde mittels Immunfluoreszenstechnik angefarbt, konfokal aufgenommen und mit Imaris in 3D
rekonstruiert. MaRstab = 50 um. Das Bild stammt von Dr. Erik Noetzel-Reiss. Verandert nach [33].

Uber die Bestimmung des Invasionszeitpunktes konnte ein synergistischer Effekt der EZM-
Steifigkeit und der BM-Maturierung bzw. -Stabilitdt demonstriert werden (fir die Unterschiede in
der BM-Maturierung vgl. Abbildung 6E). Hierzu wurden Id-BM und hd-BM Azini auf
Elastomeroberflachen mit einer definierten Steifigkeit transferiert (0,12 kPa oder 12 kPa) und fur
65 Stunden analysiert (fiir eine detaillierte Vorstellung des Invasionsassays vgl. Abbildung 15).
Uber die Kombination der zwei Parameter, die BM-Maturierung und die EZM-Steifigkeit, ergaben
sich vier Azinifraktionen, die im Folgenden untersucht wurden. Diese bilden in vitro eine maligne
Transition von einem physiologischen Zustand zu einem tumorassoziierten Status ab, der die

Invasion von Brustepithelien begiinstigt (Abbildung 17).

A physiologisch tumorassoziiert
BM: hd hd Id Id

EZM: weich steif weich steif
(weich: 0.12 kPa / steif: 12 kPa)

Abbildung 17: In vitro Kultivierungsbedingungen des Invasionsassays. Experimentelle Paramater zur
Nachahmung der tumorbedingten Veranderungen der BM und EZM zur Untersuchung der
Invasionshaufigkeit und von kontraktilen Zellkraften.
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Sowohl eine tumorbedingte Versteifung der EZM (12 kPa) als auch eine tumorassoziierte, gering
entwickelte BM (Id-BM) erhdhen die Invasionshaufigkeit graduell (Abbildung 18A).
Dementsprechend wiesen hd-BM Azini auf einer weichen 0,12 kPa EZM mit 2 % die geringste
Invasion auf, wahrend Id-BM-Azini auf einer tumorassoziierten harten EZM (12 kPa) die héchste
Anzahl an Invasionsevents (28 % zeigten). Neben dem Nachweis einer EZM-Steifigkeit
induzierten Invasion, zeigte dieser Fund, dass die Barrierefunktion der BM gegenuber Zellen
abhangig von der mechanischen Integritat der BM war. Dieser graduelle Effekt wurde jedoch
durch die Stimulation von EGF teilweise tberschrieben. Die Invasionshaufigkeit nach 65 Stunden
war in allen Gruppen durch EGF signifikant erhoht, ein Unterschied war lediglich in Bezug auf
die Steifigkeit der EZM, aber nicht in Bezug auf die BM-Maturierung zu erkennen. Dies bedeutete
beispielsweise einen Anstieg der Invasionshéaufigkeit von 28 % auf 82 % bei der invasivsten
Fraktion (Id-BM, 12 kPa. -EGF) durch die EGF-Behandlung (Abbildung 18B).
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o hd-BM / 0,12 kPa n=53 o hd-BM /0,12 kPan=113 o hd-BM/0,12 kPa / +EGF n=110
o hd-BM / 12 kPa n=48 o hd-BM / 12 kPa n=101 o hd-BM / 12 kPa / +EGF n=79
O 1d-BM / 0,12 kPa n=82 0 Id-BM / 0,12 kPa n=67 0 Id-BM /0,12 kPa / +EGF n=73
o |d-BM / 12 kPa n=86 o |d-BM / 12 kPa n=65 o Id-BM /12 kPa/ +EGF n=104

A 1d-BM / 12 kPa/ -EGF n=88

Abbildung 18: Die Zellinvasion ist abhangig von der EZM-Steifigkeit und der BM-Integritat.
Abgebildet sind die kumulativen Invasionsevents uber die Zeit in Abhé&ngigkeit der EZM-Steifigkeit (0,12
oder 12 kPa) und des BM-Status (gering entwickelt oder hoch entwickelt (Id/hd-BM)) (A) Bei EGF
unbehandelten Azini liegt ein gradueller Effekt der Steifigkeit und der BM-Maturierung vor. (B) Eine EGF-
Behandlung erhoht die Zahl der Invasionsevents signifikant in allen Gruppen. (C) Eine MMP Inhibition
mittels Marimastat reduziert die Invasionshéufigkeit in allen Gruppen. n = Anzahl an analysierten Azini
von mindestens drei unabhdngigen Versuchen. Verandert nach [33]. Die Daten der +EGF Gruppen
stammen von Dr. Aljona Gaiko-Shcherbak.
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Waihrend EGF als pro-invasiver Faktor die Invasion deutlich steigerte, konnte diese Uber die
Inhibition von MMPs signifikant gesenkt werden. Sowohl die invasiveren Fraktionen mit EGF als
auch EGF unbehandelte Gruppen wiesen eine Reduktion der Invasion auf. Bei EGF behandelten
Id-BM Azini konnte die Invasion um 23 % gesenkt werden, bei hd-BM Azini sogar um 44 %.
Allerdings verblieben durch die EGF-Stimulation je nach Fraktion weiterhin 20 — 50 % der Azini
invasiv. Nur in EGF-unbehandelten Fraktionen konnte die Invasion fast komplett geblockt werden.
So konnte die invasivste Gruppe ohne EGF-Stimulation auf 5% Invasion gesenkt werden
(Abbildung 18C). Dies verdeutlichte die Bedeutung von MMP und einer proteolytischen

Degradation im Invasionsprozess.

Ebenfalls als invasionsfordernd wurden von den Zellen auf die Umgebung ausgetibte Zellkréfte
definiert, die an der Kontaktflache zu der EZM entstehen. Selbst ohne EGF bzw. auch nach der
Inhibition der proteolytischen Degradation der BM wurden Azini invasiv. Daraus wurde
geschlussfolgert, dass es neben einer proteolytisch abhédngigen Invasion der BM weitere
Invasionsmodi in Brustdrisenepithelien geben muss. In der Veroffentlichung wurden kontraktile
Zellkrafte als zusatzlicher invasionsfordernder Mechanismus in Brustspharoiden identifiziert und
analysiert. Die Ergebnisse der Invasionshdufigkeiten korrelierten mit den generierten Zellkréften.
So traten bei der invasivsten und tumoré&hnlichsten Kondition die hochsten Zellkrafte auf, wahrend
bei Azini unter gesunden und physiologischen Bedingungen nur geringe Zellkrafte und
Invasionswerte zu detektieren waren. Generell nahmen die Zugkréfte graduell mit zunehmender
Malignitét bei invasiven und nicht-invasiven Azini zu (Abbildung 19). Invasive Id-BM als auch
hd-BM Azini generierten auf einer weichen 0,12 kPa EZM nur sehr geringe Zellkréfte (Bereich
von 0,01 - 3,25 fJ). Als Messzeitpunkte wurden die Daten finf und zehn Stunden nach dem
Transfer auf die EZM gewdhlt sowie der Invasionszeitpunkt mit den dazugehdrigen
Forméanderungsenergien funf und zehn Stunden vor und nach der Invasion. Durch die Versteifung
der EZM auf 12 kPa wurde dieser BM-Stress im Median Uber die beschriebenen Zeitpunkte bei
invasiven Azini um das 140-fache gesteigert. Invasive Id-BM Azini (Bereich von 7.5 — 105 fJ,
Median: 37 fJ) zeigten auf einer 12 kPa EZM eine 10-fach hohere Formanderungsenergie als hd-
BM-Azini. Auch EGF steigerte die gemessenen Formanderungsenergien im Vergleich zu EGF
unbehandelten Azini signifikant. Dies konnte sowohl in Id-BM als auch in hd-BM Azini gezeigt
werden.

Aullerdem wurden in allen Azinifraktionen invasive Azini mit nicht-invasiven Azini verglichen.
In allen Gruppen wiesen invasive Azini zum Invasionszeitpunkt einen 1,7 -3,7-fach hoheren BM-

Stress auf als nicht-invasive Azini im Median tber die analysierten 65 Stunden. (Abbildung 19).
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Abbildung 19: BM-Stress in Abhéngigkeit von der zunehmenden Malignitét bei Brustsphéaroiden.
Vergleich der Forménderungsenergie (fJ) als Mal fir den BM-Stress in Abhéngigkeit von der Malignitat
der analysierten Azinifraktionen (ld/hd-BM auf 0,12/12 kPa). Die Azinifraktionen wurden unterteilt in
invasive (Messung zum Invasionszeitpunkt) und nicht-invasive (Median der Messwerte nach 20, 30, 40,
50, 60 und 65 Stunden) Gruppen. Zusatzlich wurde die x-fache Veranderung (engl. fold change (FC)) der
Forméanderungsenergie zwischen invasiven und nicht-invasiven Azini angegeben. Verandert nach [33].

Basierend auf den préasentierten Daten konnten die kontraktilen Zellkréfte als mechanischer BM-
Stress mit einer zunehmenden Tumorprogression in Verbindung gebracht werden. Diese
Tumorprogression von einem gesunden hin zu einem tumorassoziierten Zustand konnte
experimentell durch die Versuchsparameter (EZM-Steifigkeit und BM-Status) imitiert werden
(Abbildung 17). Mit Hilfe dieses Modells konnte letztendlich gezeigt werden, dass mit
zunehmender EZM-Versteifung, zusétzlicher EGF-Stimulation oder MMP-Aktivitdt sowie
zunehmendem mechanischen BM-Stress durch kontraktile Zellkrafte die Invasion durch die BM
gefordert wird. Die BM kontert diese pro-invasiven Faktoren bis zu einem gewissen Grad
(Barrierefunktion). Doch mit abnehmender BM-Integritat und sinkender mechanischer Stabilitat
kann die BM lokal zerstort werden (Abbildung 20 enthélt eine Zusammenfassung aller beschrieben

Parameter).
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Abbildung 20: Pro-invasive Veranderungen wahrend der malignen Transition. Zusammenfassung der
Veranderung invasionsrelevanter Parameter, die zur malignen Transformation und zur BM-Invasion bei
Azini beitragen. Verandert nach [33].

Interessanterweise wurden zusatzlich aktinbasierte Zellfortsatze, die durch die BM dringen
identifiziert (Abbildung 21A und B). Die Bildung dieser BM durchspannenden Zellfortsatze bei
MCF10A Azini war unabhangig von der MMP-Inhibition (Abbildung 21C).

An der Azinus-BM-EZM Grenzflaiche wurden ebenfalls BM-durchspannende Mikrospikes
detektiert. Diese bildeten sich vertikal in Richtung der unterliegenden EZM aus und waren mit
Vinculin co-lokalisiert (Abbildung 21D — F). Mittels elastischer elastische Resonator-Interferenz-
Stress-Mikroskopie (ERISM) konnte die mechanische Aktivitat dieser Fortsatze nachgewiesen
werden. Uber die vertikale Substratdeformation wurde ein Ziehen und Driicken dieser
aktinbasierten Zellfortsdtze identifiziert. Die Aktivitat der Zellfortsdtze wurde ebenfalls als
mechanischer BM-Stress definiert. Auch hier wurde der groBte BM-Stress bei der

tumoréhnlichsten Azinifraktion gemessen.

Zusammenfassend konnten invasionsfordernde kontraktile Zugkréafte und Zellfortsatzkréfte als
Mechanismen der BM-Schwachung nachgewiesen werden. Diese Kréfte stiegen in Folge der
Versteifung der EZM und einer tumorbedingten Abnahme der BM-Integritdt. Neben einer
proteolytischen Degradation der BM verursachte auch der kraftinduzierte BM-Stress eine Stérung
der hom@ostatischen Brustdriisen, die in einer Erhdhung der Invasionshdufigkeit resultierte.
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+ Marimastat

Kollagen IV F-Aktin Vinculin

Abbildung 21: Bildung von BM durchspannenden Zellfortsatzen . Die HOhe des konfokal
aufgenommenen Querschnitts ist durch die horizontale rote Linie im schematisch angedeuteten Azinus
oben rechts angegeben (C-F). (A) MCF10A Azinus, rekonstruiert aus einem konfokalen Z-Bilderstapel,
demonstriert die Penetration von einzelnen BM durchspannenden aktinbasierten Zellfortsatzen (grau) in
einer physiologischen EHS-Matrix (hd-BM Azinus, 31 Tage alt). (B) Querschnitt und Vergréierung (weille
Box) einer 3D Rekonstruktion eines MCF10A Azinus zur Visualisierung von Zellfortsatzen (24 h auf Glas,
+EGF). (C) Visualisierung der Fortsatzbildung (weiRer Pfeil) bei Azini mit Marimastat-Behandlung mittels
2D Querschnitt und der VergroBerung (weiBe Box) eines reprasentativen BM-Ausschnitts. (D)
Rekonstruierter 3D Bilderstapel zum Nachweis von BM durchspannenden Zellfortsétzen (grin) an der Zell-
BM-EZM Grenzflache (hd-BM, 48 h auf Glas). VergréRerung der Zellfortsétze in der weilien Box. (E und
F) VergroRerungen (weile Box) von Zellfortsdatzen an der Grenzflache zur Visualisierung der Co-
Lokalisierung von Vinculin in den Spitzen der Fortsatze. Maf3stab = 20 um. Veréndert nach [33]. Die Bilder
A und D-F stammen von Dr. Erik Noetzel-Reiss.
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3.2 Analyse invasionsrelevanter zytoskelettaler Veranderungen bei Brustspharoiden

In den Vorarbeiten zur Funktion der BM als physikalische Invasionsbarriere und dem Einfluss von
Zellkraft abhangiger BM-Schwachung wurden sowohl kontraktile Kréfte als auch Zellfortsatze als
invasionsfordernde Mechanismen beschrieben [33]. Noch nicht untersucht wurde, wie diese
Effekte intrazellular vermittelt werden. So bleibt unklar wie diese kontraktilen Zellkréafte und
Fortsatzkrafte entstehen und durch welche Regelkreise diese die Invasion fordern.

Obwohl Fortsatze (Filopodien und Invadopodien) mit dem Invasionsprozess in anderen
Zellkulturmodellen assoziiert wurden (vgl. Abschnitt 1.7), ist die genaue Funktion dieser
aktinbasierten Strukturen in Brustdrusenepithelien noch nicht verstanden. Daher sollten im ersten
Teil der Dissertation Zellfortsatze der MCF10A Azini unter Beachtung der beschriebenen pro-
invasiven Stimuli der EGF-Stimulation, der EZM-Versteifung und der BM-Maturierung
charakterisiert werden. Darauf aufbauend sollte die Azinus-BM-EZM Grenzflache im Hinblick

auf die zytoskelettalen VVeranderungen, die zur Invasion beitragen, analysiert werden.

3.2.1 Onkogene EGFR-Signalwege und die EZM-Versteifung induzieren die Bildung BM
durchspannender Mikrospikes

Die Widerstandsfahigkeit der BM von Brustazini gegen mechanische Reize erhéhte sich
signifikant wéhrend der azinaren Entwicklung in 3D [37, 58]. Unabhédngig von der damit
korrelierenden Dicke der BM waren aktinbasierte Zellfortsatze sowohl in Id-BM als auch in hd-
BM Azini vorhanden. Abbildung 22A demonstriert die Bildung von Zellfortsétzen der basalen
Zellschicht in einem hd-BM Azinus, der sich in einer physiologischen EHS-Matrix befindet. Die
konfokal aufgenommenen Querschnitte zeigen das Aktin-Zytoskelett umgeben von einer konstant
gebildeten BM. Die aktinbasierten Zellfortsatze befanden sich innerhalb des Kollagen 1V Signals
der BM. Zur besseren Visualisierung und fiir die folgenden Analysen wurden die Azini auf eine
harte Glasoberflache transferiert und optional mit EGF behandelt. Weiterhin wurden die
Filopodien-artigen Zellfortsatze (Uberwiegend kirzer als 2 um) in dieser Arbeit als Mikrospikes
(MS) definiert. Der Begriff MS wurde gewahlt, da die Funktionen dieser kleinen aktinbasierten
Strukturen nicht bekannt waren und somit keine Zuordnung zu beispielsweise Filopodien oder
Invadopodien getroffen werden konnte (vgl. Abschnitt 1.7).

In Versuchen mit Id-BM Azini wurde die Bildungshaufigkeit von MS und die Verteilung der MS
entlang der azinaren Zelloberflache untersucht. Abbildung 22B verdeutlicht zahlreiche

aktinbasierte Strukturen, die in Poren der BM lokalisiert sind. Die vielen Poren innerhalb dieses

[58]



3.2 Analyse invasionsrelevanter zytoskelettaler Veranderungen bei Brustsphéaroiden

kleinen exemplarischen BM-Ausschnittes deuteten hochstwahrscheinlich bereits eine hohe Anzahl
an MS an. Mittels eines reprasentativ aufgenommenen Querschnitts eines Azinus konnten viele
aktinbasierte MS nachgewiesen werden. Die Verteilung dieser BM durchspannenden MS
erstreckte sich heterogen uber die gesamte azinare Oberflache (Abbildung 22C). Zudem konnten
einzelne Hotspots mit einer lokalen Anreicherung von MS detektiert werden (Abbildung 22D)
sowie einzelne langere MS mit einer Lange von bis zu 5 um (Abbildung 22E).

Die Lebensdauer dieser in den extrazellularen Raum hineinreichenden lateralen MS betrug wenige
Minuten. Anhand von Echtzeitaufnahmen lebender Azini konnte beobachtet werden, dass die
Formation dieser MS ein dynamischer Prozess war und einem standigen Auf- und Abbau

unterliegt. Exemplarisch ist in der Abbildung 22F der Lebenszyklus eines einzelnen MS von

wenigen Minuten gezeigt.

Abbildung 22: MCF10A Azini bilden dynamische BM durchdringende MS. Die Hoéhe des konfokal
aufgenommenen Querschnitts ist durch den horizontalen schwarzen Balken im schematisch rot
dargestellten Azinus angegeben (A,C,F). (A) Ubersicht eines hd-BM Azinus mit BM durchdringenden
Zellfortsétzen, der in einer EHS-Matrix eingebettet, fixiert und mittels IF (Immunfluoreszenz) gefarbt
wurde. (B-E) Ld-BM MCF10A Azini wurden pro-invasiv stimuliert (24 h EGF-Behandlung, Glas), fixiert
und mittels IF gefarbt. (B) VergréRerung einer intakten BM zur Visualisierung der BM-Poren (weif3e Pfeile)
im Kollagen IV Netzwerk. (C) Die Verteilung der lateralen MS ist heterogen. (D) Vereinzelt liegen
Hotspots mit einer lokalen Anreicherung von MS vor sowie (E) einzelne Bundel mit langeren MS. (F) Die
Bilderserie eines MCF10A/RFP-LifeAct Azinus (EGF behandelt) zeigt die Lebensspanne eines lateralen
aktinbasierten MS (weil3e Pfeile). Rot = Kollagen IV; Cyan = Aktin. Malstab: (A,C) = 20 um; (B,D-F) =
5 pm.

[59]



3.2 Analyse invasionsrelevanter zytoskelettaler Verédnderungen bei Brustspharoiden

Im néachsten Schritt sollte die MS-Bildung in Abhéngigkeit von der BM-Reifung, der EGF-
Stimulation und der Adhé&sionszeit auf einem tumorassoziierten Substrat quantifiziert werden.
Dazu wurde zun&chst fur den Vergleich der Werte die Analyseflache der Azini definiert.
Abbildung 23A stellt schematisch einen gesamten BM umhllten Azinus mit heterogen verteilten
lateralen MS dar. Die MS-Signale wurden tber einen definierten Bereich bei jedem individuellen
Azinus detektiert (gelbe Flache, Abbildung 23B). Da die einzelnen Azini sich in Abhéngigkeit von
der BM-Reifung, der EGF-Stimulation und der Adhé&sionszeit auf dem steifen Substrat in der
Grolie unterscheiden (Abbildung 23C), wurde die MS-Zahl pro BM-Umfang errechnet, um die
Werte besser vergleichen zu kénnen.

Diese Quantifizierung ergab einen signifikanten Anstieg der MS-Zahl durch eine EGF-Stimulation
und Uber einen Zeitraum von 1 — 24 Stunden (Abbildung 23D). Hierbei zeigten sich nach einer
Stunde (h) nur geringfligige Unterschiede bei der MS-Bildung. Ld-BM Azini wiesen durch die
kurze einstundige Stimulation mit EGF einen signifikanten Anstieg der MS Zahl (1,8-fache
Steigerung) im Vergleich zu den EGF unbehandelten 1d-BM Azini auf. Zusatzlich besallen EGF
stimulierte 1d-BM Azini ein hoheres MS/BM-Umfang Verhaltnis als EGF behandelte hd-BM
Azini nach einer Stunde (Abbildung 23D). Eine EGF-Wirkung in Bezug auf die MS-Bildung
konnte bei den hd-BM Azini nach einer Stunde nicht detektiert werden.

Dieser Effekt trat nach 24 h auf und wurde bei Id-BM Azini durch die Dauer der Stimulation
verstarkt. Nach 24 h war die Anzahl der lateralen MS in Id- und hd-BM Azini im Vergleich zu den
Gruppen nach einer Stunde signifikant erhoht (5,3-fache Steigerung). Der maximale MS/BM-Wert
lag bei der Id-BM Gruppe (24 h) mit EGF vor: 0,17 MS/um. Dies entsprach bei dieser Fraktion
beispielsweise einem Median von 45 MS pro Schnittebene. Im Vergleich wiesen die oben
beschriebenen hd-BM Azini nach einer Stunde auf Glas mit 0,02 MS/um und einem Median von
vier MS pro Schnittebene den geringsten Wert auf.

Besonders der Vergleich der hd-BM Fraktionen nach 24 h demonstriert, dass EGF die Bildung
von MS fordert (Abbildung 23D). Durch die 24-stiindige EGF-Stimulation wurde die MS-Zahl bei
hd-BM Azini um das 6,3-fache gesteigert. AuBerdem hatte auch die Substratsteifigkeit einen
Einfluss auf die MS-Bildung, da auch ohne EGF-Stimulation ein signifikanter Anstieg der MS-
Formation bei 1d-BM Azini vorlag (4,9-fache Steigerung). Im Gegensatz dazu beeinflusste die
Substratharte hd-BM Azini mit einer maturierten BM nicht (Abbildung 23D).
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Abbildung 23: Steigerung der MS-Bildung durch eine tumorassoziierte Steifigkeit und EGF. (A,B):
Schematische Darstellung eines Azinus mit lateralen MS. (A) Abgebildet ist ein ganzer Azinus mit
eingezeichneter Aquatorialebene und (B) ein halber Azinus zur Illustration der Analyseflache fiir die
folgende MS-Quantifizierung (gelbe Flache). Diese beginnt 10 um iber dem Glas und endet an der
aquatorialen Ebene, definiert als Querschnitt mit dem groRten Durchmesser des Azinus. (C) Ubersicht tiber
die Radien jedes einzelnen konfokal aufgenommen Azinus-Querschnitts in Abhangigkeit des BM-Status
und onkogener EGF-Behandlung im Vergleich zwischen 1 und 24 h auf Glas. (D) Das Diagramm fasst die
Anzahl an lateralen MS in Abhéngigkeit des BM-Status und onkogener EGF-Behandlung Uber die Zeit
zusammen. Die Anzahl der MS (x) wurde durch den individuellen BM-Umfang jedes einzelnen konfokal
aufgenommen Azinus-Querschnitts geteilt. Fir die Quantifizierung (C,D) wurden die Azini fixiert und
mittels IF gefarbt: Rot = Kollagen IV; Cyan = Aktin. Probenanzahl n: Anzahl der analysierten Bilder von
mindestens drei unabhdngig durchgefiihrten Experimenten. Streudiagramm: Median mit 95%
Konfidenzintervall.

[61]



3.2 Analyse invasionsrelevanter zytoskelettaler Verédnderungen bei Brustspharoiden

3.2.2 Der Invasionsprozess verringert die laterale MS-Formation in Brustsphéroiden

Weiterhin wurde untersucht, ob die MS-Bildung durch die invasive Transition eines Azinus
veréndert wird. Der Invasionsprozess von MCF10A Azini ist schematisch in der Abbildung 24A
dargestellt. Bei Azini, die aus der physiologischen EHS-Matrix auf ein steifes Glassubstrat
transferiert und optional mit EGF behandelt werden, trat mit hoher Wahrscheinlichkeit eine
Invasion auf (Abbildung 18B). Eine lokale BM-Zerstérung ermoglichte die kollektive
Transmigration invasiver Zellen an der Zell-BM-EZM Grenzflache (Abbildung 24B). Dieser
Prozess fand in der basalen Zellschicht des Azinus statt, die Uber die BM Kontakt zum Glas hat
(schwarze Box in der Abbildung 24A). Invasive Zellen, die den azinaren Zellverbund verlassen
hatten, wiesen an der Migrationsfront filopodiale Fortsatze auf, die deutlich l&nger als die bisher
beschriebenen MS waren. Diese Filopodien-artigen Zellfortsdatze sind ein charakteristisches

Merkmal fur epitheliale Zellen, die auf einem planaren Substrat migrieren (Abbildung 24C) [174].

Der direkte Vergleich der lateralen MS-Werte fur nicht-invasive Azini (vgl. Abbildung 23D) im
Vergleich zur MS-Anzahl zu bereits invasiven Azini zeigte, dass die basale Zellschicht des
gesamten invasiven Azinus deutlich weniger laterale MS ausgebildet hat. Dieses Phanomen
spiegelte sich in allen invasiven Gruppen unabhangig von der EGF-Behandlung oder dem BM-
Maturierungsstatus wider. Im Median Uber alle Fraktionen wurde die Anzahl aktinbasierter MS
bei invasiven Azini um das 2,7-fache reduziert (Abbildung 24D).
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Abbildung 24: Invasive Azini weisen eine reduzierte Anzahl lateraler MS auf. (A) Grafische
Darstellung der verwendeten Invasionsanalyse zur Visualisierung der invasiven Transition von gutartigen
MCF10A Azini auf einem tumorassoziierten harten Substrat (schwarze Box: Bereich der Invasion an der
Azinus-BM-Substrat Grenzflache). (B) Eine reprasentative konfokale Aufnahme eines invasiven Azinus
mit lokaler BM-Zerstérung (weiBer Pfeil) und transmigrierenden Zellen (die Pfeilrichtung induziert die
Migrationsrichtung der Zellen). Die Hohe des Azinus-Querschnitts ist durch den horizontalen schwarzen
Balken im schematisch rot dargestellten Azinus angegeben. (C) Im Kollektiv ausgewachsene Zellen wiesen
eine hohe Dichte an Filopodien-artigen Zellfortsatzen an der Migrationsfront auf. (D) Vergleich der
lateralen MS-Formation zwischen invasiven und nicht-invasiven Azini Fraktionen (vgl. Abbildung 23),
abhangig von pro-invasiven Stimuli (EGF-Behandlung, Glas). Fiir die Quantifizierung (D) wurden die
Azini fixiert und mittels IF gefarbt: Rot = Kollagen 1V; Cyan = Aktin. Probenanzahl n: Anzahl der
analysierten Bilder von mindestens drei unabhdngig durchgefiihrten Experimenten. Streudiagramm:
Median mit 95% Konfidenzintervall. MaBstab = 20 um.

3.2.3 Invasive Azini wechseln von einem nicht proteolytischen zu einem proteolytisch-
abhangigem Invasionsmechanismus

Die vorangegangenen Versuche zeigten, dass die laterale MS-Bildung an der basalen Zellschicht
durch pro-invasive Stimuli mit EGF und einer harten tumoréhnlichen Substratsteifigkeit induziert
werden konnte. Als néchstes wurde untersucht, ob die Aktin-MS den Invasionsprozess durch eine

proteolytische BM-Schwachung unterstiitzen. Dazu wurden Invadopodien-Markerproteine (MT1-
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MMP, Kortaktin und Tks5) geférbt, da Invadopodien mit dem proteolytischen Abbau der BM und
der umgebenden EZM assoziiert sind [135]. So sollte verstanden werden, ob Aktin-MS
Eigenschaften von Invadopodien aufweisen oder ob sich (Vorlaufer)-MS maoglicherweise zu
Invadopodien entwickeln kdnnen.

Im ersten Schritt wurden langere Zellfortsatze untersucht, um eine mégliche Co-Lokalisierung der
aktinbasierten Strukturen mit den Invadopodien-Markerproteinen zu identifizieren. Dazu wurden
Azini invasiv stimuliert und invasive Zellen mit elongierten Zellfortsatzen untersucht. Diese
Zellfortsatze wiesen teilweise eine Lange von bis zu 10 um auf. Diese Filopodien-artigen
elongierten Zellfortsatze in invasiven Zellen wiesen eine deutliche Co-Lokalisierung von Aktin
und den drei Markerproteinen auf (Abbildung 25). Kortaktin und Tks5 sind wichtige Proteine fir
die Initiation der Invadopodienbildung und waren Uberwiegend homogen in den Filopodien-
artigen Fortsatzen vorhanden. MT1-MMP war punktuell auf den Fortsétzen vorhanden.
Basierend auf diesen Ergebnissen fir invasive Zellen wurde im Folgenden Gberprift, ob die

deutlich kirzeren lateralen MS der Brustazini eine dhnliche Co-Lokalisierung aufwiesen.

Kortaktin

Abbildung 25: Zelluldre Lokalisierung von Invadopodien-Markern in invasiven Zellen. (A,B)
MCF10A Azini wurden pro-invasiv stimuliert (24 h EGF-Behandlung, Glas), fixiert und mittels IF geférbt.
Gezeigt sind Einzelzellen, die bereits aus einem Azinus durch die BM migriert sind. (A) Die einzelnen
MCF10A Zellen zeigen auf planarem Substrat lange aktinbasierte Filopodien-artige Zellfortsatze, die
positiv fiir MT1-MMP sind sowie (B) fiir Kortaktin und TKS5 (jeweils weilRe Pfeile). Fir MT1-MMP ist
beispielhaft eine VergrofRerung eines Fortsatzes angeben. Cyan = Aktin; Griin = Kortaktin; Magenta =
MT1-MMP; Gelb = TKS5. Mal3stab = 20 pm.
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Fur die Invadopodienfarbungen bei Brustsphédroiden wurden Azini ausgewahlt, die unter den
invasivsten Bedingungen behandelt wurden (24 h EGF auf einem steifen Glassubstrat).
Grundsétzlich waren alle drei Invadopodien-Markerproteine aulen in der basalen Zellschicht
lokalisiert. Das Signal fir Kortaktin, Tks5 und MT1-MMP war eindeutig in der basalen
Zellmembran der basalen Zellschicht an der Zell-BM Grenzflache zu erkennen (Abbildung 26A
und B). Dieses Signal erwies sich als spezifische Invadopodien-Markerfarbung, da eine Kontrolle,
bei der nur der verwendete sekundédre Antikdrper unter den gleichen Einstellungen verwendet
wurde, kein Signal erzeugte (Abbildung 26C).

Abgesehen von dem Signal in der basalen Zellmembran der Azini konnten vereinzelt MS
identifiziert werden, die eine Co-Lokalisierung von Aktin mit MT1-MMP (Abbildung 26D), Tks5
(Abbildung 26E) oder Kortaktin (Abbildung 26F) aufwiesen. Trotz invasiver Stimulation lag diese
Co-Lokalisierung nur vereinzelt vor. Dies ist beispielhaft anhand der Abbildung 26G fir MT1-
MMP illustriert. In einem Bereich mit mehreren lateralen aktinbasierten MS war kein MT1-MMP
Signal in den MS zu detektieren (Abbildung 26G).
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kombiniert Sekundare Antikdrperkontrolle

MT1-MMP
Kortaktin

Abbildung 26: Der Nachweis von Invadopodien-Markerproteinen in Brustspharoiden. Die Hohe des
konfokal aufgenommenen Querschnitts ist durch den horizontalen schwarzen Balken im schematisch rot
dargestellten Azinus angegeben (A-D). (A-G) MCF10A Azini wurden pro-invasiv stimuliert (24 h EGF-
Behandlung, Glas), fixiert und mittels IF gefarbt. (A) Der Aktin-Kortex co-lokalisierte mit den
Invadopodien-Markerptoteinen Kortaktin, (B) MT1-MMP und TKS5. Die Einzelkanalbilder von MT1-
MMP und TKS5 verdeutlichten das kortikale Ringsignal der Marker in Azini. (C) Eine sekundéare
Antikdrperkontrolle fur die Invadopodienfarbung wies kein unspezifisches Signal auf. (D) Visualisierung
von einzelnen lateralen MS co-lokalisiert mit MT1-MMP, (E) TKS5 und (F) Kortaktin (jeweils weilRe
Pfeile). (G). Ein Bereich mit hoher MS-Dichte, aber fehlender Aktin und MT1-MMP Co-Lokalisierung.
Cyan = Aktin; Grun = Kortaktin; Magenta= MT1-MMP; Gelb = TKS5. Malistab: (A-D) = 20 um;
VergréBRerungen in (D) und (E-G) =5 pum.

Besonders MT1-MMP ist mit der proteolytischen Degradation der BM assoziiert. Folglich wurde
analysiert, wie MT1-MMP an der Azinus-BM-Substrat Grenzflache (der Bereich, in dem die
Invasion stattfindet) lokalisiert war, um einen moglichen Bezug zur Invasion herzustellen. Auch
im Bereich der Azinus-BM-EZM Grenzflache zeigte sich das oben beschriebene Signal in der
basalen Zellmembran der basalen Zellschicht (Abbildung 27A und B). Einzelne Zellen innerhalb
des azinaren Verbundes wiesen hier im Vergleich zu der gesamten Grenzflache ein stirkeres
Signal auf. Teilweise befand sich dieses Signal nicht nur an der basalen Zellmembran, sondern
zudem in einzelnen basalen Zellen in kortikalen Regionen im Bereich der Zell-Zell-Kontakte

(Abbildung 27B, weilie Pfeile). Im Vergleich zu dem schwachen Signal im basalen Zell-Kortex
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wiesen invasive Zellen zudem ein deutlich starkeres Signal an der Migrationsfront auf. Dies zeigte
sich bereits anhand der ersten invasiven Zelle, die durch die BM transmigrierte (Abbildung 27C),
aber auch mit fortschreitender Invasion lokalisierte ein starkes Signal von MT1-MMP an der
Migrationsfront der kollektiv auswachsenden Zellen (Abbildung 27D).

Zusammenfassend demonstrieren diese Ergebnisse, dass nicht-invasive Brustazini ein geringes
basales Level von MT1-MMP und anderen (Tks5, Kortaktin) Invadopodien-Markerproteinen

exprimieren, welche nur vereinzelt in den kurzen lateralen Aktin-MS vorhanden waren.
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Abbildung 27: Lokalisierung von MMP-Proteinen an der Azinus-BM-EZM Grenzflache. (A-D)
Querschnitte von fixierten MCF10A Azini, die mittels IF gefarbt wurden. (A,B) MT1-MMP
Proteinlokalisierung (weie Pfeile) in azinaren Zellen an den kortikalen Aktin-Strukturen an der Azinus-
BM-EZM(Glas) Grenzflache. (C) Représentatives Bild eines invasiven Azinus zeigt MT1-MMP an der
Migrationsfront von migrierenden Zellen. (D) Mit fortschreitender Invasion und kollektiv auswachsenden
Zellen lokalisiert MT1-MMP hauptsachlich an der Migrationsfront. Cyan = Aktin; Magenta = MT1-MMP.
Malstab = 20 pm.
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3.3 Untersuchung der Azinus-Interaktion mit dem Azinus-BM-EZM Kontaktbereich

Eine weitere interessante Beobachtung war die Bildung faserartiger und punktueller Aktin-
Strukturen an der Azinus-BM-EZM Grenzflache (z.B. in Abbildung 27A). Diese Strukturen
unterschieden sich eindeutig von dem kortikalen Aktin der Zellen, das nicht an der Kontaktflache
zur EZM lokalisiert war. Daher wurden diese zytoskelettalen Strukturen an der Azinus-BM-EZM
Grenzflache in den folgenden Analysen genauer untersucht. Bei dieser Grenzflache handelte es
sich um den Bereich, in dem die Zellen und die BM Kontakt zum unterliegenden Substrat haben
bzw. die Steifigkeit des Substrates mechanobiologisch wahrnehmen. Im Weiteren wurde dieser
Bereich, wo zudem die Invasion von Zellen auftrat, als Azinus-BM-EZM Kontaktflache
bezeichnet.

3.3.1 Brustazini verandern ihre zytoskelettale Organisation an der EZM-Kontaktflache

Bevor untersucht werden konnte, ob die Aktin-Strukturen an der Azinus-BM-EZM Kontaktfl&dche
an der Invasion beteiligt sind, sollten die identifizierten aktinbasierten Strukturen charakterisiert
werden. Dazu wurde ein Analysebereich ausgewahlt, der die gesamte Kontaktflache der Azini mit
allen Aktin-Strukturen einschliet (gelbe Flache, Abbildung 28A). Im Gegensatz zu den
vorangegangenen Analysen wurden dementsprechend nur Z-Stapel der untersten Azinusebene
aufgenommen, um die gesamte Kontaktflache zu visualisieren. Die beobachteten punktartigen
Aktin-Strukturen wurden nachfolgend ebenfalls als MS definiert (Abbildung 28B). In der
Abbildung 28C wurden sowohl die punktartigen Aktin-Strukturen als auch die faserartigen
Strukturen im basalen Kortex der untersten Zellschicht, die Kontakt zur BM und dem Substrat
hatte, nachgewiesen. Abseits der Ebene der basalen Zellmembran innerhalb des Azinus wurden

nur die Zellgrenzen der azinaren Zellen ersichtlich (Abbildung 28C).
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Abbildung 28: Aktin-Strukturen an der Azinus-BM-EZM Grenzflache. (A) Die schematische
Darstellung illustriert die relevante Flache (gelber Bereich) fir die folgenden Analysen. (B) Detaillierte
graphische Betrachtung der Azinus-BM-EZM Grenzflache zur rédumlichen Visualisierung von
aktinbasierten MS und SF (Stressfasern). (C) Die konfokale Bilderserie zeigt die basale Zellschicht eines
Azinus (1 h —-EGF, Glas) an der Azinus-BM-EZM Grenzflache. Cyan = Aktin. MaRstab = 20 um.

Fur diese Arbeit wurden zwei Aktin-Strukturen als verschiedene Zytoskelett-Phanotypen an der
Azinus-BM-EZM Kontaktflache identifiziert: Erstens, Zellen mit Aktin-Mikrospikes (MS-Zellen),
die eine Vielzahl an punktférmigen Aktin-Strukturen aufweisen (Abbildung 29A, obere Box).
Zweitens, Aktin-Stressfaser-Zellen (SF-Zellen), die ventral angeordneten Fasern parallel zum
Substrat aufwiesen (Abbildung 29A, untere Box).

Interessanterweise veranderte sich der Anteil der MS- und SF-Zellen innerhalb der azinaren
Kontaktflache Uber die Zeit. So dominierten nach einer Stunde Adhdsionszeit auf Glas Zellen mit
MS, wahrend nach 24 h Uberwiegend SF-Zellen an der Kontaktflache des Azinus vorzufinden
waren. Im Detail waren nach einer Stunde im Median 62 % bzw. 68 % MS-Zellen und nach 24 h
68 % bzw. 63 % SF-Zellen vorhanden (jeweils -EGF bzw. +EGF) (Abbildung 29B). Dieser
Wechsel von MS- zu SF-Zellen tber die Zeit wurde damit nicht signifikant von einer zusétzlichen
EGF-Behandlung beeinflusst.

Zusatzlich reduzierte sich bei den analysierten Azini innerhalb von 24 h die Anzahl der Zellen an
der Azinus-BM-EZM Kontaktflache um durchschnittlich 18 %. Nach einer Stunde wurden im
Median 20 Zellen (36 untersuchte Azini) an der Kontaktflache detektiert, wohingegen nach 24 h
im Median 14 Zellen (56 untersuchte Azini) vorhanden waren. Gleichzeitig zeigte sich, dass eine

VergroRerung der Zellflache von SF-Zellen auftrat (Abbildung 29C). Nach einer Stunde war eine
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geringe VergrolRerung der SF-Zellen (im Median 1,3-fach) von EGF abhédngig. Nach 24 h
hingegen zeigte sich der Effekt der ZellflachenvergroRerung auch unabhéngig von der EGF-
Behandlung. In beiden Féllen stieg die SF-Zellflache um das ca. 1,7-fache an. Dieser Unterschied
in der MS- bzw. SF-Anzahl und der SF-ZellflachenvergrélRerung in Abhédngigkeit von der pro-
invasiven Stimulation nach 24 h wurde exemplarisch in der Abbildung 29D verdeutlicht.
Abgesehen von dem phanotypischen Wechsel von MS- zu SF-Zellen traten auch Veranderungen
innerhalb der beiden gefundenen Zellfraktionen auf. So nahm die Dichte der MS innerhalb der
MS-Zellen iber die Zeit tendenziell zu. Nach einer Stunde waren im Median 11 % bzw. 12 % der
Zelle mit MS bedeckt, nach 24 h ohne EGF waren es 14 %. Eine signifikante Verdichtung der MS
wurde maRgeblich durch die EGF-Behandlung verursacht, da in dieser Fraktion ein
Bedeckungsgrad von 18 % vorlag (Abbildung 29E). EGF behandelte Zellen zeigten auRerdem
einen erhohten Bedeckungsgrad mit SF innerhalb der SF-Zellen Uber die Zeit. Der
Bedeckungsgrad durch SF stieg im Median von 15 % auf 20 % (Abbildung 29F).

Zusammenfassend konnte mittels dieser Analysen gezeigt werden, dass sich das Aktin-Zytoskelett
unter dem Einfluss von tumorigenen Einfliissen verandert. Durch die Kultivierung auf einem
steifen Substrat und die Stimulation mit EGF werden vermehrt SF-Zellen gebildet. Basierend auf
den Ergebnissen konnte ein Prozess fir die zytoskelettalen Anderungen an der basalen
Kontaktflache der Brustspharoide erarbeitet werden. Dieser Prozess ist in der Abbildung 30
schematisch illustriert. Diese zeigt die Veranderungen an der gesamten azinaren Kontaktflache
und die Veranderung in einer einzelnen Zelle. Bezogen auf die gesamte Kontaktflache der basalen
Zellschicht wird der Wechsel von MS- zu SF-Zellen verdeutlicht. Gleichzeitig kommt es zu einer
Zunahme der EZM adharenten Zellflache von SF-Zellen und einer gleichzeitigen Reduzierung der
Gesamtzellzahl (Abbildung 30).
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Abbildung 29: Eine tumorassoziierte Mikroumgebung fordert die Umbildung von Aktin-Strukturen
an der Azinus-BM-EZM Kontaktflache. (A) Die repréasentative konfokale Aufnahme eines Azinus (1 h
—EGF, Glas) demonstriert unterschiedliche Aktin-Strukturen an der Azinus-BM-EZM Kontaktflache,
Zellen mit MS (oberer weille Box) und mit SF (untere weille Box). (B) Quantifizierung der MS- und SF-
Zellfraktionen an der gesamten Azinus-BM-EZM Kontaktflache (basale Zellschicht eines Azinus, gezeigt
in A) in Abhdngigkeit der Substratsteifigkeit (Glas) und der EGF-Behandlung. Die Zellfraktionen (%)
wurden mittels Division der MS- und SF-Zellen durch die Gesamtzellzahl der basalen Zellen jedes
einzelnen analysierten Azinus an der Kontaktflache errechnet (n= Anzahl der Azini). (C) Vergleich der
ZellgroBe von MS- und SF-Zellen an der Azinus-BM-EZM Kontaktflaiche in Abhangigkeit der
Substratharte  und der  Dauer der EGF-Behandlung (n=Anzahl der analysierten
Einzelzellen / Zellfraktionen der untersuchten Azini aus B). (D) Beispielbilder eines Azinus (1 h —-EGF,
Glas) im Vergleich zu einem pro-invasiv stimulierten Azinus (24 h +EGF, Glas) zur Verdeutlichung des
Wechsels von MS- zu SF-Zellen. (E) Das Balkendiagramm zeigt den MS-Bedeckungsgrad in MS-Zellen
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sowie (F) den SF-Bedeckungsgrad in SF-Zellen, abhéngig von der EGF-Behandlung und Adhasionsdauer
auf Glas). Fir die Quantifizierung (B,C,E,F) wurden die Azini fixiert und mittels IF geféarbt: Cyan = Aktin.
Probenanzahl n: Anzahl der analysierten Bilder von mindestens drei unabhéngig durchgefiihrten
Experimenten. Streu- und Balkendiagrammdiagramme: Median mit 95% Konfidenzintervall. Mafstab:
(A,D) = 20 pm; VergroRerungen in (A) =5 pm.

MS-Zelle
SF-Zelle

I+EGF ;

MS Bedeckungsgrad: 4 MS Bedeckungsgrad: 4

Abbildung 30: Schematische Zusammenfassung der zytoskelettalen Veranderungen in der basalen
Zellschicht. Das Schema, in Kombination mit konfokalen Mikroskopie-Aufnahmen, illustriert den
Wechsel von MS- zu SF-Zellen an der gesamten basalen Azinus-BM-EZM Kontaktflache (oben).
Detailliert wird dies anhand der Betrachtung einer Zelle verdeutlicht (unten). Dies demonstriert zudem die
SF-Bildung (rote Pfeile) und den Einfluss von EGF auf den Bedeckungsgrad der MS und SF. Cyan = Aktin.
MafRstab = 20 pm.

[72]



3.3 Untersuchung der Azinus-Interaktion mit dem Azinus-BM-EZM Kontaktbereich

3.3.2 Basale Zellen interagieren tiber Aktin-Mikrospikes und Stressfasern mit der BM

Nach der Identifizierung von MS- und SF-Zellen stellte sich die Frage, inwiefern diese Strukturen
mit der BM interagieren, um eine mdgliche invasionsfoérdernde Wirkung dieser Aktin-Strukturen
verstehen konnen. In Bereichen des Azinus, die nicht auf der EZM aufliegen, konnte beobachtet
werden, dass MS die BM durchdringen und in den extrazellularen Raum hineinragen. Die
Penetration der BM wurde auch fir die MS an der Azinus-BM-EZM Kontaktflache angenommen
(vgl. Abschnitt 3.3.1). Uber die orthogonale Ansicht auf Querschnitte der Azinus-BM-EZM
Kontaktflache konnte diese Annahme von BM durchspannenden Aktin-MS bestatigt werden
(Abbildung 31A, rechte Box). Innerhalb des Bereiches der rechten Box wurden eine Vielzahl an
MS nachgewiesen, die sich innerhalb der Kollagen 1V Schicht der BM befinden. Diese MS
durchdrangen teilweise das gesamte Kollagen IV Netzwerk und erreichten das unterliegende harte
Glassubstrat (Abbildung 31B, weil3e Pfeile).

Zusatzlich lagen auch Bereiche vor, in denen das Aktin-Signal klar oberhalb der BM vorzufinden
war, scheinbar ohne eine Interkalation von Aktin in der BM (Abbildung 31A, linke Box). Die
Aktin-Strukturen befanden sich parallel zum Substrat und der BM ohne diese zu durchdringen.
Auffallig war, dass die BM in den Bereichen von Zellen mit MS (Abbildung 31C, obere Box)
deutlich poroser erschien als in den Bereichen wo SF-Zellen detektiert wurden (Abbildung 31C,
untere Box). Die Haufigkeit von Poren in der BM war deutlich erhoht in Bereichen von MS-Zellen.
Hierzu passend wurden die Areale, in denen die BM kontinuierlich von Aktin penetriert wurde,
MS-Zellen zugeordnet. Dazu wurde beispielhaft ein Azinus, der eine Stunde ohne EGF auf Glas
kultiviert wurde und somit fast nur MS-Zellen aufwies, detailliert betrachtet (Abbildung 31D).
Hier wurden ausschlie3lich Bereiche gefunden, in denen MS mit der BM interkalierten (Abbildung
31E; vgl. Abbildung 31A, rechte Box). Im Gegensatz dazu lag im Bereich der Aktin-SF bei einem
Azinus, der 24 h mit EGF auf Glas kultiviert wurde, keine regelméaBige Penetration der BM vor
(Abbildung 31F und G). Dennoch lieR die Co-Lokalisation von Aktin und Kollagen IV (gelbes
Signal) vermuten, dass auch SF-Zellen mit der BM interagieren und aufgrund der rdumlichen Nahe
Wechselwirkungen vorliegen kénnten (Abbildung 31H). Eine deutliche BM-Penetration in dem
Bereich von SF-Zellen war an den Enden der SF zu erkennen, hier beispielhaft dargestellt in der
weillen Box der Abbildung 31H (Ende der SF aus Abbildung 31F).
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Abbildung 31: Das Aktin-Zytoskelett azinarer Zellen co-lokalisiert mit der BM. (A-H) MCF10A Azini
wurden fixiert und mittels IF gefarbt. (A) Die orthogonale Ansicht der basalen Zellschicht an der Azinus-
BM-EZM Kontaktflache zeigt die unterschiedliche Wechselwirkung von Aktin und der BM. Linke Box:
F-Aktin ist oberhalb der BM separiert lokalisiert; rechte Box: F-Aktin durchdringt die BM. (B) Die
VergroRerung illustriert BM durchdringende MS (weiRe Pfeile) einer MS-Zelle. (C) Das Ubersichtsbild
der Azinus-BM-EZM Grenzflache (Aktin-Kanal aus Abbildung 29A) demonstriert eine unterschiedliche
BM-Porositat unter MS-Zellen (obere Box) und SF-Zellen (untere Box). (D) Azinus mit MS-Zellen (1 h —
EGF, Glas). (E) Die orthogonale Ansicht einer MS-Zelle zeigt die Penetration der BM durch MS. (F)
Azinus mit SF-Zellen (24 h +EGF, Glas). Die weifl3e Box signalisiert das Ende von SF. (G) Die orthogonale
Ansicht einer SF-Zelle zeigt das Aktin-Signal der SF oberhalb der BM. (H) Das BM penetrierende Aktin-
Signal befindet sich in SF-Zellen nur an den Enden der SF (weiRe Box in F). Rot = Kollagen 1V; Cyan =
Aktin (in H = Griin). Mal3stab: (C,D,F) = 20 um, (A,B,E,G,H) =5 um.

3.3.3 Azinare Zellen bilden kraftiibertragende Fokaladhasionen zur BM und der EZM aus

Bisher wurden innerhalb der basalen Zellschicht an der Azinus-BM-EZM Kontaktflache MS- und
SF-Zellen identifiziert, die mit der BM interagierten. Die BM wurde kontinuierlich von Aktin-MS
und an den Enden der SF penetriert. Dies konnte sich auch auf die Integritat der BM auswirken.
Nachfolgend sollte daher untersucht werden, wie die Interaktion der Aktin-Strukturen mit der BM
eine mogliche BM-Schwachung unterstitzt und dadurch den Invasionsprozess fordern konnte.
Dazu wurde analysiert, ob die Aktin-Strukturen auch funktionell mit der BM oder der umliegenden
EZM verbunden sind.
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Um eine mdogliche mechanosensorische Funktion der zuvor identifizierten FA genauer zu
analysieren, wurde in einem ersten Schritt untersucht, wie invasive Zellen an die Oberflache eines
planaren Substrats gebunden sind. Fir migrierende Einzelzellen ist die Bildung von FA an den
Enden von SF ausfiuihrlich beschrieben [175]. Dies wurde ebenfalls fur die in dieser Arbeit
verwendeten MCF10A Zellen gezeigt. Dazu wurden Azini invasiv stimuliert und nur die invasiven
Zellen untersucht. Als FA-Marker wurde Vinculin gewahlt. Wie in der Literatur beschrieben,
konnten auch in dieser Arbeit FA an der Migrationsfront der migrierenden Zellen nachgewiesen
werden. Dies war eindeutig durch Vinculin-Spots erkennbar, die zudem typischerweise an Aktin-
SF gebunden waren (Abbildung 32). Als FA wurden in dieser Arbeit Aktin-Strukturen definiert,
die mit mindestens einem typischen FA-Marker co-lokalisierten. Eine genauere Untersuchung der

FA oder ihrer Maturierungsgrade erfolgte in dieser Arbeit nicht.

Aktin-Vinculin

Abbildung 32: Migrierende Zellen bilden Fokaladhasionen an der Migrationsfront. Dargestellt ist die
Migrationsfront eines invasiven Azinus (24 h +EGF, Glas) zum Nachweis von Vinculin-Spots, co-
lokalisiert mit Aktin an den Enden der SF- und Aktin-Spots. Grau = Vinculin; Cyan = Aktin. Maf3stab =
20 pm.

AnschlieBend wurden FA auch in den MCF10A Brustazini nachgewiesen. Dazu wurde neben
Vinculin auch das FA-Protein Talin angefarbt. Da FA in invasiven Zellen mit Aktin-SF assoziiert
sind, wurde zundchst ein Azinus mit Uberwiegend SF-Zellen gewahlt. Vinculin konnte an den
Enden dieser SF gezeigt werden. Zwar waren die Vinculin-Spots kleiner und deutlich schwécher
in Bezug auf das Fluoreszenzsignal als bei den invasiven Zellen, aber bei diesem Azinus waren
die Enden der Aktin-SF eindeutig mit Vinculin co-lokalisiert (Abbildung 33A, weil3e Pfeile).

Die gleiche Co-Lokalisierung konnte anhand der VergroRerung einer azinaren Zelle fur Talin
gezeigt werden. Auch hier war das Signal schwach, aber eindeutig an den Enden der Aktin-SF
(Abbildung 33B, weile Pfeile).
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Uber die orthogonale Ansicht auf die Querschnitte der Azinus-BM-EZM Kontaktflache konnte
die Lokalisierung des Vinculin-Signals innerhalb der BM nachgewiesen werden. Vinculin lag in
SF-Zellen innerhalb des Kollagen IV Netzwerkes mehrfach vor. Eindeutig konnte es auch an den
SF-Enden mittels Co-Lokalisation detektiert werden (Abbildung 33C).

AnschlielRend sollte Uberprift werden, ob auch die Aktin-MS vergleichbare FA aufweisen und mit
der BM und EZM funktionell interagieren. In Azini mit tberwiegend MS-Zellen konnten Vinculin
und Talin ebenfalls nachgewiesen werden. Hier waren die FA-Proteine ebenfalls mit den Aktin-
Strukturen co-lokalisiert (Abbildung 34A und B, weile Pfeile). Auch hier war das Signal relativ
schwach und die Co-Lokalisation in der basalen Zellschicht war nicht in jeder Zelle detektierbar.
Bei der Analyse der genauen Lokalisation von Vinculin in der BM konnte das FA-Protein, genau
in den Bereichen in denen Aktin-MS die BM penetrierten, co-lokalisiert mit Aktin innerhalb des
Kollagen IV Netzwerkes nachgewiesen werden (Abbildung 34C).

Zusammen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass sowohl Aktin-MS als auch Aktin-SF tber
Fokaladh&sionen mit der BM oder direkt mit der EZM verbunden sind. Dadurch ist es
grundsatzlich moglich, dass diese aktinbasierten Strukturen Kréfte auf die EZM Ubertragen kdnnen,

was in den folgenden Analysen detailliert betrachtet werden sollte.
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Azinus-Substrat Kontaktflache mit vielen SF-Zellen

o .9 IIAeak Iad 1
he S p

Aktin-Vinculin

Aktin-Talin

Aktin-Vinculin-BM

Abbildung 33: SF sind Uber Fokaladh&sionen an die BM und die EZM gekoppelt. (A-C)
Représentative und konfokal aufgenommene MCF10A Azini wurden fixiert und mittels IF gefarbt. (A,B)
Azinare SF-Zellen (24 h +EGF, Glas) weisen an den Enden der SF eine Co-Lokalisierung mit Vinculin und
Talin auf (jeweils weilBe Pfeile). (C) Die orthogonale Ansicht verdeutlicht die Co-Lokalisierung von
Vinculin und den Enden der SF innerhalb der BM. Die weille Box zeigt das Ende der SF (Co-Lokalisierung
in Gelb) aus der Abbildung 31H, ebenfalls markiert in Abbildung 33A, rechter Pfeil. Rot = Kollagen 1V (in
C Aktin); Grau = Vinculin (A,C) bzw. Talin (B) (Vinculin in weiler Box in C = Griin); Cyan = Aktin.
MaRstab: (A) =20 um, (B,C) =5 pum.
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Azinus-Substrat Kontaktflache mit vielen MS-Zellen

Aktin-Vinculin

Aktin-Vinculin-BM

Vinculin

Abbildung 34: MS sind Uber Fokaladhasionen an die BM und die EZM gekoppelt. (A-C)
Reprasentative und konfokal aufgenommene MCF10A Azini wurden fixiert und mittels IF gefarbt. (A,B)
Azinare MS-Zellen (1 h -EGF, Glas) weisen eine Co-Lokalisierung von MS mit Vinculin und Talin auf
(jeweils weil3e Pfeile) (C) Die orthogonale Ansicht verdeutlicht die Co-Lokalisierung von Vinculin und
Aktin-MS innerhalb der BM. Rot = Kollagen 1V; Grau = Vinculin (A,C) bzw. Talin (B). Cyan = Aktin.
MaRstab: (A) =20 um, (B,C) =5 um.
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3.3.4 Eine kohé&rente azinare Zellbewegung fihrt zur Transmigration von Zellen durch die
BM

Neben den beschriebenen zytoskelettalen Veranderungen und einer moglichen Kraftiibertragung
auf die EZM muss beachtet werden, dass Azini eine kontinuierliche koharente Zellbewegung der
azinaren Zellen aufweisen. Diese Bewegung wurde bereits fur MCF10A Azini in vorausgegangen
Arbeiten als Rotationsbewegung (engl. rotational motion) beschrieben [176]. Im Folgenden wurde
daher untersucht, ob diese Zellbewegung auch den Invasionsprozess fordert.

In einem ersten Schritt wurde die kohérente Zellbewegung fir die hier verwendeten Azini
demonstriert, ohne einzelne Zellen im Detail zu verfolgen (Abbildung 35). Der exemplarisch
ausgewahlte Azinus in einer EHS-Gelmatrix drehte sich in diesem Beispiel gegen den
Uhrzeigersinn um die eigene Achse. Dabei verbleibt der gesamte Azinus trotz der standigen
Drehbewegung an der gleichen Position, da die einzelnen azinaren Zellen ihre Positionen
verandern. Diese Bewegung der einzelnen Zellen erzeugte den Eindruck eines sich drehenden

Azinus. Dies war jedoch hier im Detail ohne IF gefarbte Zellstrukturen nicht zu erkennen und

wurde im weiteren Verlauf noch analysiert.

Abbildung 35: MCF10A Azini weisen eine koharente Zellbewegung auf. Die représentativen
Durchlichtaufnahmen eines elf Tage alten Azinus (Id-BM, -EGF) innerhalb einer physiologischen EHS-
Matrix verdeutlichen die kohérente Zellbewegung des gesamten Azinus. Der Pfeil signalisiert die
beobachtete Rotationsrichtung des ausgewdahlten Azinus. MaBstab = 100 pum.

Fur die Kraftanalysen wurden die Azini zur Durchfuhrung des Invasionsassays aus der Gelmatrix
herausgelost (vgl. Abschnitt 2.8.5 und 2.14). Azini, die auf eine Elastomeroberflache transferiert
wurden, zeigten ebenfalls die kohérente Zellbewegung. Die Zellbewegung fand auch an der
Azinus-BM-EZM Kontaktflache statt. Aus Vorarbeiten ist bekannt, dass diese Bewegung als BM-
Stress definiert werden kann. Dieser BM-Stress tragt dazu bei, dass die BM lokal zerstort wird und
Zellen durch die BM migrieren konnen. In dieser Arbeit sollte darauf aufbauend genauer

aufgeschlusselt werden, wie diese kontraktilen Zellkréfte entstehen.
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3.3.5 Die kohérente Zellbewegung verursacht Myosin Il vermittelten BM-Stress

Bevor die Entstehung der basalen kontraktilen Zellkréfte detaillierter untersucht werden konnte,
wurde analysiert wie die an FA gebundenen MS- und SF-Strukturen in die Aktomyosin-vermittelte
Kontraktilitat involviert sind. Dazu wurde die Lokalisierung von phosphorylierter und aktivierter
MLC (pMLC), die die Myosin Il vermittelte Kontraktion von Zellen reguliert (vgl. Abschnitt
1.6.2), untersucht. Zur besseren Visualisierung wurden zundchst migrierende Einzelzellen
untersucht. Bei migrierenden Zellen auf einem planaren Substrat war eine Co-Lokalisierung von
Aktin und pMLC zu erkennen. Sowohl in kortikalen Aktin-Strukturen als auch an Aktin-SF konnte
pMLC nachgewiesen werden (Abbildung 36).

Aktin-pMLC

Abbildung 36: Die Migration von MCF10A Einzelzellen ist Nicht-Muskel-Myosin 11 vermittelt.
Detektiert wurde eine Co-Lokalisierung der phosphorylierten MLC (pMLC) und zelluldren Aktin-
Strukturen (z.B. Aktin-SF) bei migrierenden MCF10A Zellen auf einem Glassubstrat. Magenta = pMLC;
Cyan = Aktin. Mafstab = 20 um.

AnschlieBend wurde Uberprift, ob diese Co-Lokalisation von pMLC mit Aktin-Strukturen
ebenfalls an der Azinus-BM-EZM Kontaktflache in Brustspharoiden vorhanden ist. In MCF10A
Azini, in denen an der Kontaktflache neben Aktin-Fasern auch MS detektiert wurden, konnte eine
Co-Lokalisierung der gesamten Aktin-Strukturen mit pMLC festgestellt werden (Abbildung 37A).
In der VergroRerung waren sowohl die MS in MS-Zellen als auch die SF in SF-Zellen mit pMLC
co-lokalisiert (Abbildung 37B und C).

In einer bereits invasiven Zelle konnten zudem die Ergebnisse aus der Farbung der Einzelzellen
reproduziert und die eindeutige Co-Lokalisierung mit SF demonstriert werden (Abbildung 37D).
Die Spezifitdt des MLC-Signals wurde mittels einer sekundaren Antikorperkontrolle Gberprift
(Abbildung 37E).
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Zusammen zeigen diese Ergebnisse, dass MS und SF nicht nur an die BM und EZM gekoppelt
sind (vgl. Abschnitt 3.3.3), sondern auch mechanisch aktiv sind. Die basale Zellschicht bildet
kontraktile Aktin-SF aus, die den beschriebenen BM-Stress erkléren konnten. Demnach kdnnte
eine Aktomyosin-vermittelte Zellbewegung tber FA Kraft auf die EZM und somit auch die
dazwischenliegende BM Ubertragen. Dieser mogliche Kraftibertragungsmechanismus durch

Aktin-SF sollte im Folgenden mittels Zugkraftmikroskopie Uberpriift werden.

|
|
|
|

Aktin-pMLC an der Azinus-BM-EZM Kontaktfl.

kombiniert

Sekundare Antikorperkontrolle

Abbildung 37: Die azinaren kontraktilen Zellkrafte sind Myosin Il vermittelt. (A) Ubersichtsbild
einer Azinus-BM-EZM Kontaktfliche zum Nachweis einer pMLC-Aktin Co-Lokalisierung. (B) Die
VergréBerung einer bereits invasiven Zelle zeigt ebenfalls eine pMLC-Aktin Co-Lokalisierung. (C)
Detaillierte Ansicht von pMLC gebunden an MS in MS-Zellen und (D) an SF in SF-Zellen. (E) Sekundére
Antikorperkontrolle zum Nachweis des spezifischen Signals fiir pMLC. Magenta = pMLC; Cyan = Aktin.
Mafstab = 20 pm.

3.3.6 Die tumorassoziierte SF-Bildung verursacht Myosin 11 vermittelten BM-Stress

In diesem Abschnitt wurde die Azinus-BM-EZM Kontaktflache im Hinblick auf den Wechsel von
MS- zu SF-Zellen funktionell untersucht und wie dieser Vorgang die physische BM-Zerstorung
fordert. Nach dem Transfer der Azini auf eine tumorassoziierte Elastomeroberflache (12 kPa)
wiesen die Azini, wie bei der Quantifizierung auf Glas (vgl. Abbildung 29), zunachst Giberwiegend
MS-Zellen auf. Nach 24 h Adhasionszeit wurden bei der Quantifizierung auf Glas bereits

uberwiegend SF-Zellen detektiert. Daher wurde dieser Wechsel mittels Lebendzellmikroskopie in
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den Anfangsstunden genauer betrachtet. Dazu wurden Azini untersucht, die sich in einer pra-
invasiven Phase befanden und demzufolge noch von einer intakten BM umgeben wurden.

Die Abbildung 38A und B zeigen die Veranderungen tber die Zeit im Aktin-Zytoskelett hin zu
Aktin-SF bei zwei représentativen Azini. Die Verwendung der Zugkraftmikroskopie (TFM) zeigte
die Entstehung von réumlich getrennten und definierten Stressfeldern in einem TFM-
Spannungsfeld (Abbildung 38C und D). Die Zellkrafte, die zu der Entstehung der
Deformationsfelder und den Stress Hotspots (HS) fihrten, konnten in Form der
Forméanderungsenergie errechnet werden und lagen nach 8,5 h bei 36 bzw. 48 Femtojoule (fJ). Die
Formanderungsenergie ist die Kraft, die eine Zelle aufbringen muss, um das Substrat zu
deformieren. Diese diente hier als Messwert fiir mechanische Aktivitat und indirekt als Indikator
fur den BM-Stress.

Dabei zeigten die repréasentativ ausgewahlten Azini zwei prinzipiell unterschiedliche Phanotypen
der SF-Organisation. In Beispiel 1 bildete der Azinus groRe und langgestreckte SF-Zellen, an
deren Enden jeweils korrespondierende HS entstanden sind. Dies impliziert eine hohe
Kontraktilitat entlang der Achse der SF (Abbildung 38A und C). Im Gegensatz dazu entstanden
unter MS-Zellen sowie vor der SF-Zellbildung keine HS. Der Phanotyp in Beispiel 2 hingegen
wies eine diffusere Verteilung von SF-Zellen innerhalb der azinaren Kontaktflache auf. Die
Anzahl der SF-Zellen nahm uber die Zeit zu und die SF hatten teilweise unterschiedliche
Orientierungen. In Summe produzierten diese SF-Zellen mit 48 fJ nach 8,5 h aber einen hoheren
BM-Stress als die SF-Zellen aus Beispiel 1 (Abbildung 38B und D).
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Beispiel 1 Beispiel 2

Aktin Zytoskelett

TFM
Spannungsfeld

TFM Hot Spot
Segmentierung

Abbildung 38: SF-Zellen verursachen Kraft-Hotspots an der Azinus-BM-EZM Kontaktflache. Die
TFM(Zugkraftmikroskopie)-Bildersequenzen zeigen mechanischen BM-Stress an der Azinus-BM-EZM
Kontaktflache, ausgeiibt von MCF10A LifeAct Azini (Id-BM, -EGF) auf einem 12 kPa steifen Substrat.
(A,B) Die reprasentativen konfokal aufgenommenen Azini zeigen das Aktin-Zytoskelett (iber die Zeit. (C,D)
Darstellung der Stressfelder (auf einer Skala von Blau (kein Stress) bis Rot (maximaler Stress) zur
Kalkulation der Forménderungsenergie innerhalb des gezeigten Bildausschnitts (in Femtojoule (fJ)). Die
SF-Zellen wurden manuell detektiert (Magenta). (E,F) Die Kraft-Hotspots (HS) wurden automatisch aus
den Stressfeldern segmentiert (Hellblau). Cyan = Aktin; Magenta = manuell markierte SF-Zellen;
Hellblau = automatisch detektierte TFM-HS. MaRstab = 20 pum.

Die Stressfasern bildeten in beiden Beispielen hauptsachlich Kraft-HS in Bereichen von SF-Zellen.
Um diesen Zusammenhang genauer zu untersuchen, wurden sowohl die SF (Magenta) als auch die
HS (Hellblau) detektiert, um diese mit den SF-Zellen zu korrelieren (Abbildung 38E und F). Die
Abbildung 39 erldutert die Vorgehensweise der Kraft-HS-Zahlung und das Ergebnis der Zahlung.
Demnach wurden generell nur HS ausgewertet, die das Aktin-Zytoskelett (iberdecken und einer
azinaren Zelle zuzuordnen sind (Abbildung 39A). Fiir die Korrelation zwischen HS und SF-Zellen
wurden nur Kraft-HS, die zusatzlich eine SF-Zelle Uberdecken, gewertet (Abbildung 39B). Die
Korrelationsanalyse zwischen HS und SF-Zellen demonstrierte eine eindeutige Co-Lokalisierung
zwischen hohen Kraftamplituden und der Bildung von SF-Zellen. Bei allen gemessenen Azini
wurden 81 % aller HS durch eine SF-Zelle verursacht (Abbildung 39B).
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HS Detektion und Nummerierung HS / SF-Zellen Co-Lokalisierung

JA: 237
NEIN: 55
HS mit SF-
Zellen:

. HS-SF
Ubereinstimmung:
81%

Abbildung 39: Die Entstehung von Kraft-Hotspots korreliert mit der Bildung von SF-Zellen. (A) Das
Beispielbild zeigt die manuelle Zahlung der segmentierten Kraft-Hotspots (HS) (beschrieben in Abbildung
38E und F). Nur HS (Hellblau), die im Bereich des Aktin-Zytoskeletts (Grau) liegen, wurden gewertet.
AuRerhalb liegende HS (roter Kreis) wurden nicht gewertet. (B) Das reprasentative Bild zeigt die Zahlung
der HS in Abhéngigkeit von den markierten SF-Zellen (Magenta). Bei einer Co-Lokalisierung von SF-Zelle
und Kraft-HS wurde der HS mit JA (Griin) gewertet, ansonsten mit NEIN (Rot). Insgesamt wurden 292 HS
bei vier unabhéngig untersuchten Azini (30 Einzelbilder) untersucht. Die HS-Segmentation und die SF-
Zellzahlung wurde alle zwei Stunden tber einen Analysezeitraum von 18 bis 20 h durchgeftihrt. 237 HS
korrelierten mit einer SF-Zelle, 55 HS lagen aulRerhalb des Bereiches einer SF-Zelle (81% Kaorrelation von
HS und SF-Zellen). Magenta = manuell markierte SF-Zellen; Hellblau = automatisch detektierte TFM-HS.

Fur den finalen Beweis, dass die SF-Zellformation mit der Kraftentstehung und -Ubertragung auf
die unterliegende EZM sowie der daraus folgenden HS-Entstehung zusammenhéngt, wurde die
Myosin [l-Aktivitat in invasiv stimulierten MCF10A Azini pharmakologisch inhibiert. Bei
unbehandelten Azini traten hohe Kraftamplituden bereits nach 4,5h auf, wohingegen die
Inhibition von Myosin Il dazu fuhrte, dass keine Substratdeformation mehr messbar war. Dieser
Effekt blieb tber den Versuchszeitraum konstant und wurde exemplarisch anhand eines
Zeitpunktes nach 12,5 h demonstriert (Abbildung 40A). Im Einklang mit diesem Ergebnis wurde
durch die Myosin Il Inhibition auch die Forméanderungsenergie signifikant reduziert (Abbildung
40B). Die Ursache fiir die nicht vorhandene Deformation des Substrates sind die durch die
Inhibition fehlenden Aktin-SF, die somit eindeutig fir den BM-Stress bei unbehandelten Azini

verantwortlich waren.
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3.3 Untersuchung der Azinus-Interaktion mit dem Azinus-BM-EZM Kontaktbereich

A: unnehandelt(n=554)
B: +Blebbistatin (n=429)
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Abbildung 40: Eine Myosin I1-Inhibition flihrt zu einer Blockade der SF-Formation und Zellkréaften.
(A) Reprasentativer Azinus mit MS-Zellen und behandelt mit Blebbistatin (25 pM). Oben: Aktin-
Zytoskelett, unten: Stressfelder zur Kalkulation der Formanderungsenergie innerhalb des gezeigten
Bildausschnitts (angezeigt durch die weien Zahlen in Femtojoule). (B) Vergleich der errechneten FE von
Azini mit Blebbistatin und unbehandelten Azini. Das Diagramm enthélt die iber 18 bzw. 20 h gemessenen
FE-Werte (Bilder wurden alle sieben Minuten aufgenommen). Probenanzahl n: Anzahl der analysierten
Bilder von mindestens drei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Balkendiagramm: Median mit 95%
Konfidenzintervall. Unbehandelte Azini: Median FE = 32 fJ (n = 4, gesamt: 554 Bilder); mit Blebbistatin
behandelte Azini: Median FE = 1,4 fJ (n = 4, gesamt: 429 Bilder); DMSO Kontrolle (nicht gezeigt): Median
FE =45 fJ (n = 3, gesamt: 438 Bilder), Cyan = Aktin. MaRstab = 20 um.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der ersten beiden Abschnitte (Abschnitt 3.2 und 3.3) die
Rolle von aktinbasierten MS-Strukturen in der invasiven Transition von MCF10A Brustazini. MS
bilden die funktionelle Briicke zwischen mechanischer EZM-Wahrnehmung und kraftvermittelter
sowie proteolytischer BM-Invasion. Die kontinuierliche Wahrnehmung und Anpassung an die
Mikroumgebung wird durch die Versteifung der EZM und onkogene EGFR Signalwege
beeinflusst und verandert. Daraus resultierte u.a. der induzierte zytoskelettale Wechsel von MS zu
SF, der mit Myosin Il vermittelter Zellkontraktilitat verknipft wurde. Diese Kontraktilitat und
dadurch entstehende Zellbewegung verursachte letztendlich BM-Stress an der Kontaktflache zur
EZM, der zur invasiven Transition von urspriinglich benignen Brustazini beitragt.

Damit wurde eine funktionelle Verknipfung von tumorassoziierten extrazellularen Parametern
(EZM-Versteifung und EGFR-Signalwege) mit einer EMT-typischen Aktin-Zytoskelett
Reorganisation hergestellt, die zu Myosin Il vermittelter Zellkraft und mechanischem BM-Stress
flhrt.
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3.4 Charakterisierung des MCF10A-ER:hRas Zellkulturmodells

Im zweiten Teil der Arbeit wurde der putative Einfluss des Proto-Onkogens hRas auf den
Invasionsprozess bei MCF10A Brustazini untersucht. Dazu wurden als Zellkulturmodelle zwei
MCF10A Varianten verwendet. In der ersten Variante wurde onkogenes hRas konstitutiv
uberexprimiert (MCF10A+ constitutive hRas G12V). Bei der zweiten Variante handelte es sich
um ein induzierbares System, bei dem (iber ein Ostrogenrezeptor (ER) fusioniertes RasV12 schnell
aktiviert werden kann durch die Behandlung mit 4-Hydroxytamoxifen (OHT) (MCF10A-ER:hRas
G12V, induzierbar). Diese Aktivierung wurde bisher nur in Einzelzellen und Zellmonolagen
gezeigt [158].

Obwohl hRas im humanen Mammakarzinom als Zielprotein bereits identifiziert wurde, sind die
Einflisse von hRas auf mechanobiologische Regelkreise in Brustsphéroiden weitestgehend noch
nicht verstanden. Zudem fehlen aussagekraftige Studien in 3D-Zellkulturmodellen. Daher wurde
in dieser Arbeit der Einfluss von hRas auf den Invasionsprozess in in vivo-&hnlichen
Brustdrusensphéroiden untersucht. Dazu musste zunéchst die Kultivierung der MCF10A-ER:hRas
Azini etabliert und charakterisiert werden, bevor anschliefend funktionelle Analysen in Bezug auf

den Einfluss auf den Invasionsprozess folgen konnten.

3.4.1 Eine konstante hRas- und pERK-AKktivierung resultiert in einer fehlerhaften Reifung
und Polarisation von MCF10A Azini

In einem ersten Schritt wurde das Kultivierungsverhalten der MCF10A Varianten in 2D (in
Zellkulturflaschen, planares Substrat) und 3D (Azinus-Reifung in einer EHS-Matrix) im Vergleich
zu dem uns bekannten MCF10A Wildtyp (Wt) analysiert.

Das Wachstumsverhalten war bei morphologischer Betrachtung nahezu unverandert bei den
beiden hRas-Varianten im Vergleich zu den Wt Zellen. Auffallig war, dass die hRas Zellen
schneller in Clustern wuchsen, wahrend die Wt Zellen diese erst bei gesteigerter Konfluenz
bildeten. Bei der Wachstumsgeschwindigkeit gab es keine Unterschiede. Exemplarisch ist das
typische ,.kopfsteinpflasterartige” Wachstumsverhalten dieser Zelllinie fir die MCF10A-ER:hRas
Zellen gezeigt (Abbildung 41A). Das Wachstumsverhalten der konstant hRas (iberexprimierenden
Zelllinie unterschied sich nicht von dem dargestellten Wachstumsverhalten der induzierbaren
Zellvariante.

In der Azinus-Bildung und -Differenzierung traten deutliche Unterschiede zwischen den hRas-
Varianten auf. Die MCF10A-ER:hRas Zellen (nicht induziert) bildeten Uber elf Tage
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3.4 Charakterisierung des MCF10A-ER:hRas Zellkulturmodells

Kultivierungszeit Azini mit einer basalen Polarisation mit einer kontinuierlichen BM aus.
Weiterhin war in der basalen Zellschicht teilweise eine nach innen gerichtete Orientierung
(erkennbar an der Lokalisation des Golgi-Apparats) zu erkennen (Abbildung 41B).

Im Gegensatz dazu entstanden bei der Zellvariante, die hRas konstant (iberexprimierte, nach elf
Tagen nur Kleinere und deformierte Sphéaroide, die kaum Anzeichen der typischen basoapikalen
Polarisation von MCF10A Azini aufwiesen. Auch die BM war nicht kontinuierlich und wies
Licken auf. Auferdem wirkte das Aktin-Zytoskelett unorganisierter (Abbildung 41C) im
Vergleich zum Wt (Abbildung 41D). Wéhrend die Zellen der Wt Azini eine gleichmaRige Grolie
und eindeutige Zellgrenzen aufweisen, war das Signal von Aktin in den konstant hRas
uberexprimierenden Sphéroiden diffuser und die Zellgréfien waren sehr unterschiedlich.
Basierend auf diesen reprasentativ dargestellten Ergebnissen wiesen nur die noch nicht induzierten
Azini der MCF10A-ER:hRas-Variante die typischen Polarisationsmerkmale von Wt Azini auf
(Abbildung 41D). Der einzige Unterschied, der auf der Grundlage dieser Bilder ausgemacht
werden konnte, war ein GrofRenunterschied zwischen den induzierbaren hRas Azini und den Wt
Azini. Aber auf Grund der sonstigen morphologischen Ahnlichkeiten wurden fiir die folgenden
Analysen nur die MCF10A-ER:hRas Azini verwendet. Der groRe Vorteil dieser Variante war, dass
diese zunéchst dem Wt vergleichbare Azini ausbildete und dann eine selektive hRas-Aktivierung
mdoglich war. So sollten in dieser Arbeit spezifische Einflisse von hRas auf die BM und den
Invasionsprozess untersucht werden, ohne dass die basoapikale Polarisation bereits wéahrend der
frihen Entwicklung und Differenzierung gestort ist. Dass hRas einen negativen Einfluss auf die
Azinus-Entwicklung hat, konnte bereits eindeutig an der gestdrten Ausbildung der BM bei

konstanter hRas-Uberexpression gezeigt werden (Abbildung 41C).

Bevor die induzierbare Zellvariante im Vergleich zum Wt charakterisiert und der Einfluss der
selektiven Aktivierung von hRas untersucht werden konnte, mussten die Auswirkungen der
unterschiedlichen Zellkulturbedingungen in der Azini-Kultivierung betrachtet werden. Wie im
Abschnitt 2.8.2 beschrieben, gab es Veranderungen im Kultivierungsmedium, um den
Ostrogenrezeptor nicht unspezifisch zu aktivieren. AuBerdem mussten die Azini fur die hRas-
Aktivierung mit OHT behandelt werden. Daher wurde im ersten Schritt getestet, ob die
Veranderungen in den Medien oder die OHT-Behandlung unspezifische Nebeneffekte beim Wt
hervorrufen. Bei OHT handelt es sich um einen Ostrogenrezeptormodulator, der zur Behandlung

von Brusttumoren eingesetzt wird [177].
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MCF10A-ER:hRas MCF10A-ER:hRas ind. MCF10A-ER:hRas konst. MCF10A Wildtyp Azinus
Einzelzellen auf Azinus (11d) Azinus (11d) (11d)

planarem Substrat (nicht induziert)

Cc D

¥ sy

Abbildung 41: Eine konstante hRas-Aktivitat stort die basoapikale Polarisation bei Brustspharoiden
Représentative Bilder von MCF10A Zellmonolagen und Azini. Diese wurden fixiert und mittels IF gefarbt.
Die Hohe des konfokal aufgenommenen Querschnitts ist durch den horizontalen schwarzen Balken im
schematisch rot dargestellten Azinus angegeben (A) Die Durchlichtaufnahme von MCF10A-ER:hRas
Zellen zeigt das Wachstum von Zellen auf einem planaren Plastiksubstrat. (B-D) Vergleich der Azini-
Bildung von 11 Tage alten Azini verschiedener Zelllinien: (B) MCF10A-ER:hRas induzierbar (ind.) (C)
MCF10A-ER:hRas (konstant) mit einer konstanten Uberexpression von hRas und (D) dem MCF10A
Wildtyp (Wt). Rot = Kollagen 1V; Cyan = Aktin; Blau = Nuclei; Magenta = GM130. Mal3stab: (A oben) =
50 um, (A unten) =100 um, (B-D) = 20 pm.

Zunéchst wurden Azini mit OHT (Abbildung 42A) bzw. Ethanol (EtOH) (Abbildung 42B) versetzt.
Die Zugabe von OHT und EtOH erfolgte noch innerhalb der Gelmatrix flr die letzten 16 bzw.
24 h vor der Fixierung. Die Wt Azini zeigten die beschriebenen Anzeichen der basoapikalen
Polarisation, sodass ausgeschlossen werden konnte, dass die Zugabe von OHT Uber einen
Zeitraum von bis zu 16 h unspezifische Effekte auslost. Das Gleiche galt fiir die Kontrollen mit
EtOH. Die Dauer von 16 h richtete sich nach dem Aktivierungszeitraum flr die spateren
funktionellen Versuche.

Auch in Bezug auf das Zellkulturmedium konnten keine unspezifischen Effekte festgestellt
werden, da MCF10A Zellen ebenso in dem flr die hRas-Variante veranderten Medium (Uber den
gesamten Kultivierungszeitraum von zehn Tagen verwendet) typische Azini ausgebildet haben
(Abbildung 42C). Weiterhin konnte demonstriert werden, dass eine Aktivierung uber den
Ostrogenrezeptor der Fusionskassette selektiv nur in der MCF10A-ER:hRas Variante funktioniert.
Wahrend MCF10A Wt Azini trotz OHT-Zugabe Uber den gesamten Kultivierungszeitraum von
zehn Tagen unverandert typische Azini ausbilden (Abbildung 42D), formierten die selektiv
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3.4 Charakterisierung des MCF10A-ER:hRas Zellkulturmodells

induzierbaren MCF10A-ER:hRas Zellen bei konstanter OHT-Zugabe keine polarisierten Azini
(Abbildung 42E und F). Diese Strukturen waren vergleichbar mit den 3D Strukturen der konstant
uberexprimierenden hRas-Zelllinie aus der Abbildung 42C, bei der hRas konstant Gberexprimiert

vorlag.
MCF10A Wildtyp - MCF10A Wildtyp - MCF10a Wildtyp - MCF10A Wildtyp -
10d und 16h + OHT 10d und 24h+ EtOH 10d in Ras-Medium 10d mit OHT

Nuclei KollagenlV GM 130

MCF10A-ER:hRas -
10d mit OHT

Abbildung 42: Die unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen von MCF10A Wt und hRas Zellen
beeinflussen die Brustdriisen-Entwicklung nicht. Représentative Bilder von fixierten und mittels IF
geféarbten zehn Tage alten MCF10A Azini. Die Hohe des konfokal aufgenommenen Querschnitts ist durch
den horizontalen schwarzen Balken im schematisch rot dargestellten Azinus angegeben. (A-D) MCF10A
Wt Kontrollfarbungen zum Nachweis, dass die verwendeten Chemikalien und Medien bei der MCF10A-
ER:hras Variante die 3D Entwicklung grundséatzlich nicht beeinflussten. (A) MCF10A Wt Azini wurden
vor der Fixierung auf Glas 16 h mit OHT oder (B) 24 h mit Ethanol (EtOH) behandelt. (C) Der MCF10A
Wt Azinus wurde uber den gesamten Kultivierungszeitraum von zehn Tagen in dem Medium fiir die hRas-
Variante kultiviert bzw. (D) in dem typischen MCF10A Wt Assay-Medium, jedoch unter Zugabe von OHT
tiber den gesamten Zeitraum (zehn Tage) (E/F) Der Einfluss von OHT auf die ph&notypische 3D
Entwicklung (Wachstum und Polarisation) zeigte sich anhand einer konstanten OHT-Behandlung wéhrend
des Kultivierungszeitraumes von zehn Tagen. Rot = Kollagen 1V; Cyan = Aktin; Blau = Nuclei; Magenta =
GM130. Malistab = 20 pm.
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Elementar fir die Bestimmung von hRas Effekten war der Nachweis der spezifischen
pharmakologischen Aktivierung von hRas in der induzierbaren hRas-Zellkulturvariante. Dazu
wurde das phosphorylierte und demnach aktivierte Protein ERK als Ras-Effektor nachgewiesen.
Fur Zellmonolagen wurde der Nachweis mittels Western-Blot-Analysen erbracht, bevor das
Modell in 3D Brustazini validiert wurde. Zusatzlich wurde der Nachweis von pERK um den
ansonsten in dieser Arbeit verwendete MCF10A Wt erweitert.

Wahrend der Wt und die Kontrollgruppe (MCF10A-ER:hRas —OHT, mit EtOH) nur ein
vergleichbar schwaches Proteinsignal aufwiesen, war die Proteinbande bei der mit OHT
induzierten Gruppe stérker (Abbildung 43A). EtOH wurde als Kontrolle verwendet, weil OHT in
EtOH geldst wurde. Fir Zellmonolagen lag demnach nach siebenstiindiger Induktion eine
Steigerung der hRas Proteinmenge im Vergleich zu den unbehandelten Zellen vor. Allerdings
wiesen auch die unbehandelten Zellen sowie der MCF10A Wt ein geringes Level einer pERK-
Expression auf.

Da in dieser Arbeit hRas in einem 3D Zellkulturmodell analysiert werden sollte, wurde das pERK-
Level bei Brustsphéroiden tber das Intensitatssignal von Immunfluoreszenzfarbungen untersucht.
Im Einklang mit den Western-Blot Analysen wiesen Azini des Wt und der unbehandelten hRas-
Variante ein vergleichbar geringes Level an pERK auf. Gesteigert wurde dieses Level durch die
Zugabe von OHT (16 Stunden) bei den MCF10A-ER:hRas Azini (Abbildung 43B). Das starkste
Signal konnte jeweils in den basalen Zellschichten der Azini detektiert werden. Die Spezifitat des
pERK-Signals wurde mittels einer sekundaren Antikorperkontrolle berprift (Abbildung 43B).
Die beschriebenen Ergebnisse des pERK-Intensitatslevels in Brustspharoiden sind in der
Abbildung 43C quantifiziert worden und bestétigten den visuellen Eindruck der représentativen
konfokalen Mikroskopieaufnahmen. Im Mittelwert lag eine signifikante, 1,6-fach hohere pERK-
Signalintensitat im Vergleich zwischen den MCF10A-ER:hRas mit OHT (Mittelwert: 10) und
ohne OHT (Mittelwert: 6,3) vor. AulRerdem war die Intensitdt der OHT behandelten hRas Azini
um das 1,9-fache gegeniiber dem MCF10A Wt (Mittelwert 5,4) gesteigert.
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Abbildung 43: Die Aktivierung von hRas resultiert in einer erhohten pERK-Aktivitat. (A)
Représentative Western Blot Aufnahme fir den Vergleich der pERK-Proteinmengen in MCF10A-ER:hRas
mit OHT behandelt (7 h OHT (+OHT)), unbehandelt (7 h EtOH (-OHT)) und dem MCF10A Wt. Als
Kontrollprotein wurde Tubulin verwendet. (B) Beispielbilder zum Nachweis der pERK-Aktivierung in 3D
bei MCF10A-ER-hRas Azini durch die OHT-Behandlung (16 h (+OHT)) im Vergleich zu unbehandelten
Azini (16 h (-OHT)) und MCF10A Wt Azini. (C) Quantifizierung des pERK-Fluoreszenzintensitatssignals
in Azini. SAK = Sekundare Antikorperkontrolle. Probenanzahl n: Anzahl der analysierten Bilder von drei
unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Streudiagramm: Median mit 95% Konfidenzintervall. Grau =
pERK. Mal3stab = 20 um. Die Versuche zu A wurden von Johannes Dagge (betreuter Bachelorstudent), die
Versuche zu B und C teilweise von Yannick Herfs (betreuter Auszubildender) durchgefuhrt.

3.4.2 Die hRas-Aktivierung verandert die Azinus-GroRe

Zur abschlieBenden Charakterisierung wurde die hRas-Variante einerseits mit dem Wt verglichen,
andererseits wurde Uberpruft, ob die 16-stiindige Behandlung mit OHT die Morphologie der Azini
im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen veréndert hat.

Die Zellzahl in den aufgenommenen Querschnitten ist bei den MCF10A Wt und den MCF10A-
Er:hRas Azini vergleichbar und liegt im Median bei 58 bzw. 61 Zellen pro Azinus-Querschnitt
(Abbildung 44A). In Relation zur Querschnittsflache der aufgenommen Azini wurden beim Wt
signifikant mehr Zellen detektiert (Abbildung 44B). Trotz der hoheren Zellanzahl pro
Querschnittsflache der Azini waren insgesamt die Azini der hRas-Variante grofRer, gemessen tiber
die Gesamthohe der einzelnen Azini. Wt Azini waren im Median 55 um hoch und hRas Azini
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84 um groR (Abbildung 44C). Ebenfalls signifikant groer bei der hRas-Variante war die
aufgenommene Querschnittsflache (1,4-fach groRer) 20 um ber dem Substrat, auf dem der
Azinus auflag (Abbildung 44D), und die Flache pro einzelner azinarer Zelle (Abbildung 44E). So
waren Wt Zellen innerhalb des azinaren Verbundes im Median 134 pm? groB, wahrend die Zellen
der MCF10A-ER:hRas Variante eine Flache von 175,5 um? besaRen.
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Abbildung 44: MCF10A Wt und MCF10A-ER:hRas Azini unterscheiden sich in der Grof3e. Vergleich
zwischen zehn Tage alten MCF10A Wt und MCF10A-ER:hRas (+ und —OHT) Azini. Die konfokalen
Aufnahmen wurden 20 um tber dem Glas aufgenommen. (A) Abgebildet ist die Zellzahl des Querschnitts
bei der hRas-Variante und dem Wt sowie (B) das Verhaltnis zwischen der Zellzahl und der
Querschnittsflache. (C) Das Diagramm zeigt die GréRenunterschiede zwischen dem Wt und der MCF10A-
ER:hRas Variante (Die Messung erfolgte durch die Erfassung der untersten und der obersten Azinusebene).
(D) Sowohl die Querschnittsflache, als auch (E) die Flache pro einzelner azinarer Zelle sind bei den
MCF10A-ER:hRas Azini gréRer als beim MCF10A Wit. Probenanzahl n: Anzahl der analysierten Bilder
von mindestens drei unabhéngig durchgefuhrten Experimenten. Streudiagramme: Median mit 95%
Konfidenzintervall.

Die Flachenanalysen der Azinus-Querschnitte ergaben einen eindeutigen GroRenunterschied
zwischen den Zellen und Azini der hRas-Variante und dem verwendeten MCF10A Wt. Um die
Charakterisierung und Quantifizierung des neuen Zellkulturmodells abzuschliel3en, wurde final
analysiert, ob eine 16-stlindige hRas-Aktivierung die zuvor dargestellten Parameter beeinflusst.

Der Vergleich zwischen MCF10A-ER:hRas Azini 16 h mit OHT und 16 h mit EtOH (-OHT)
zeigte keine Unterschiede in der GroRe der Azini, der einzelnen Zellen oder der aufgenommenen
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Querschnitte (Abbildung 45). Dementsprechend hat hRas zumindest innerhalb von 16 Stunden

keinen Einfluss auf diese Parameter.

MCF10A-ER:hRas Zellen stellen demzufolge ein ausgezeichnetes Werkzeug dar, um den Einfluss
von hRas auf den Invasionsprozess zu untersuchen. Unter normalen Zellkulturbedingungen
bildeten diese Zellen Azini aus, bei denen man innerhalb von 16 h nachweislich hRas aktivieren
konnte. Einzig in der GrolRe der azinaren Zellen und demzufolge auch bei der GroRe der Azini

traten Unterschiede auf.
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Abbildung 45: Eine 16-stiindige hRas-Aktivierung hat keinen Einfluss auf die Azinus-GroRe.
Vergleich zwischen zehn Tage alten und MCF10A-ER:hRas Azini mit OHT behandelt (16 h OHT (+OHT)),
unbehandelt (16 h EtOH (-OHT)). Die konfokalen Aufnahmen wurden 20 um iber dem Glas aufgenommen.
Es wurden die Daten der MCF10A-ER:hRas Variante aus Abbildung 44B-E verwertet. Durch die OHT-
Behandlung konnten keine Unterschiede in Bezug (A) auf das Verhaltnis zwischen der Zellzahl und der
Querschnittsflache, (B) auf die gesamte Azinus-Grolie (Die Messung erfolgte durch die Erfassung der
untersten und der obersten Azini-Ebene), (C) auf die Querschnittsfliche und (D) auf die Flache pro
einzelner azinarer Zelle festgellt werden. Probenanzahl n: Anzahl der analysierten Bilder von mindestens
drei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Streudiagramm: Median mit 95% Konfidenzintervall.
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Zur Detektion der Invasionshaufigkeit und des Invasionszeitpunktes von Azini wurde der in
Abbildung 15 beschriebene Invasionsassay angewandt. MCF10A-ER:hRas Azini wurden Uber 65
Stunden aufgenommen und hinsichtlich des Auswachens einzelner Zellen in die Peripherie
untersucht. Ein Azinus galt als invasiv, sobald die erste Zelle den Azinus verlieR (Abbildung 46A,
rechtes Bild - weilse Umrandung). Dieser Moment der Zelltransmigration durch die BM wurde als
Invasionszeitpunkt gewertet. Meist deutete sich dieses Event bereits kurz vorher durch
Veranderungen in der &uRersten Zellschicht und der BM an (Abbildung 46A, mittleres Bild —
weilRer Pfeil). Die Veranderungen in der Lichtbrechung lieRen die Vermutung zu, dass dort lokale
Locher in der BM entstanden sind, die bereits in Vorarbeiten mittels Immunfluoreszenzaufnahmen
demonstriert wurden (vgl. Abbildung 16) [33].Auf einer dem gesunden Brustgewebe
entsprechenden Steifigkeit von 0,12 kPa wurde die Anzahl der invasiven Azini durch die Zugabe
von OHT deutlich erhéht. Durch die resultierende hRas-Aktivierung stieg die Invasionshaufigkeit
von 55 % auf 97 % im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zusatzlich demonstrierte der Verlauf der
kumulativen Frequenz, dass nicht nur mehr Azini invasiv wurden, sondern die Invasion auch
friher auftrat (Abbildung 46B). Nach 20 h waren es durch die OHT-Behandlung bereits 71 %
invasive Azini, wahrend ohne OHT Zugabe zu diesem Zeitpunkt erst 15 % invasive Azini
nachweisbar waren. Dieser Effekt einer sehr frihen Invasion wurde auch bei Azini auf einer
tumorassoziierten Steifigkeit von 12 kPa beobachtet. Die OHT unbehandelten Proben wiesen
bereits eine Invasionshaufigkeit von 88 % auf. Diese wurde durch die hRas-Aktivierung nochmals
auf 100 % gesteigert. Bereits innerhalb von 25 h waren alle Azini invasiv (Abbildung 46B).

Im Vergleich zu den Invasionsevents der Wt Azini (Abbildung 46C) zeigen die mit OHT
behandelten MCF10A-ER:hRas Azini auf einer Tumorsteifigkeit von 12 kPa demnach eine
deutlich frihzeitigere Invasion als Wt Azini unter den invasivsten Bedingungen (12 kPa, EGF-
Behandlung). Selbst Wt Azini (allerdings hd-BM Azini auf 0,12 kPa), die einer zuséatzlichen
proteolytischen Degradation der BM durch die Kollagenase 1V Behandlung ausgesetzt waren,
erreichten erst nach ca. 45 Stunden eine Invasivitat von 100 % (Abbildung 46B und C).

Der direkte Vergleich der Invasionshédufigkeit von Wt Azini in einer tumorassoziierten
Mikroumgebung (12 kPa, mit und ohne EGF-Behandlung) mit den hRas Azini verdeutlicht eine
generell hohere Invasivitat der Azini der hRas-Variante. So lag die Invasionshdufigkeit des
unbehandelten (d.h. ohne EGF) Id-BM Wt Azini bei 28 %, wohingegen die unbehandelten hRas
Azini (Kontrollgruppe) bereits eine Invasivitdt von 88 % (jeweils auf einem 12 kPa steifen

Substrat) aufwiesen. Selbst eine deutliche Steigerung der Invasion auf 82 % durch die EGF-

[94]



3.5 Die hRas-Aktivitét steigert die Invasion von Brustsphéroiden

Behandlung fihrte nicht zu einer héheren Invasivitat als bei den unbehandelten hRas Azini auf
einer Tumorsteifigkeit (Abbildung 46B und C).
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Abbildung 46: Eine hRas-Aktivierung und die EZM-Versteifung erhéhten die Invasivitat von
Brustsphéroiden. (A) Die Durchlichtaufnahmen zeigen den Invasionsprozess von MCF10A Azini.
Wihrend des Invasionsassays (beschrieben in Abbildung 15) wurden lokale Verdnderungen in der BM
sichtbar (weilRer Pfeil) gefolgt von einer ersten Zelle (wei3 umrandet), die durch die BM migrierte. Dieser
Zeitpunkt wurde als Invasionszeitpunkt definiert. (B) Kumulative Invasionsevents der BM-Transmigration
tiber 65 h von MCF10A-ER:hRas Azini in Abhangigkeit von der Substratsteifigkeit (0,12/12 kPa) und der
OHT-Behandlung (+/- OHT). (C) Kumulative Invasionsevents der BM-Transmigration Uber 65 h von
MCF10A Wt Azini in Abhédngigkeit von der Substratsteifigkeit (0,12/12 kPa) und der chemischen
Behandlung (+/- EGF, Kollagenase). Probenanzahl n: Anzahl der analysierten Azini von mindestens drei
unabhéangig durchgefiihrten Experimenten. MaRstab = 50 um. Die Versuche zu B wurden teilweise von
Yannick Herfs (betreuter Auszubildender) und Johannes Dagge (betreuter Bachelorstudent) durchgefiihrt.
In Abbildung C: Daten der +EGF-Gruppen von Dr. Aljona Gaiko-Shcherbak.
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Eine Steigerung der Invasion durch die Aktivierung von hRas konnte auRerdem bereits in der EHS-
Matrix beobachtet werden. In je zwei unabhangig durchgefiihrten Versuchen pro Kondition
wurden Azini in der physiologischen EHS-Matrix mit OHT bzw. ohne OHT behandelt. Wahrend
bei den —OHT Azini 0 % (0/19) der Azini invasiv geworden sind, wiesen in der +OHT Gruppe
insgesamt 41 % eine invasive Transition auf (11/27). Zusatzlich konnte Uber 65 Stunden
beobachtet werden, dass das Zellvolumen der mit OHT behandelten Proben zunahm und die
kohérente Zellbewegung vermehrt auftrat (Abbildung 47). Bei den -OHT Azini konnte nur selten
eine kohdrente Zellbewegung tber 65 Stunden festgestellt werden. Dies bestatigte eindeutig den
spezifischen Effekt auf die Invasion und die azinare Zellaktivitat unabhé&ngig von einem
Steifigkeitseinfluss nach  der  hRas-Aktivierung. Aber auch die beschriebene
Invasionsabhangigkeit in Folge der pro-invasiven Stimulation durch die Steifigkeit konnte hiermit
bestatigt werden, da im Vergleich zu steifen Substraten deutlich weniger Azini invasiv geworden
sind.

1 Stunde 33 Stunden 65 Stunden

+ OHT

- OHT

Abbildung 47: Morphologische Verdnderungen von Brustazini durch eine hRas Aktivierung.
Reprasentative Durchlichtaufnahmen von MCF10A:ER-hRas Azini in einer physiologischen EHS-
Gelmatrix nach 1 h, 33 h und 65 h mit OHT (+OHT) und ohne OHT (-OHT). MaRstab = 50 um

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde die kontraktile Zellkraft als pro-invasiver Faktor im
BM-Invasionsprozess definiert (vgl. Abschnitt 3.1). Daher wurde im ndchsten Schritt untersucht,
ob die hohe Invasivitat der MCF10A-ER-hRas Azini mit einer Erhéhung der zelluléren Kréfte und

somit einer Steigerung des BM-Stresses einherging.
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Wie in Abschnitt 3.3.6 wurde die SF-Formation durch die Inhibition von Myosin Il verhindert.
Dadurch wurde die Anzahl der Invasionsevents bei der invasivsten Gruppe der MCF10-ER:hRas
Azini (12 kPa, +OHT) nicht gesenkt (Abbildung 48A). Dieser Versuch zeigte, dass die Myosin Il
Inhibition keinen Einfluss auf die Invasionsh&ufigkeit in hRas induzierten Azini hatte. Die
minimale zeitliche Verzogerung wurde nicht als biologisch relevant gewertet. Auch eine
zusétzliche Inhibition der Matrix-Metalloproteasen konnte die Invasionsrate nicht reduzieren
(Abbildung 48B).
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Abbildung 48: Die hRas induzierte Invasion ist unabhangig von der Myosin I1- und MMP-Aktivitat.
Vergleich von MCF10A-ER:hRas Azini mit OHT behandelt auf einem tumorassoziierten 12 kPa Substrat.
Kumulative Invasionsevents der BM-Transmigration Uber 65h von OHT behandelten Azini (aus
Abbildung 46B) im Vergleich zu (A) Azini, die zusétzlich mit Blebbistatin sowie (B) mit Blebbistatin und
Marimastat behandelt wurden. Probenanzahl n: Anzahl der analysierten Azini von mindestens drei

unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Die Versuche wurden teilweise von Yannick Herfs (betreuter
Auszubildender) durchgefihrt.

Eine Inhibition der Myosin Il vermittelten Zellkraft hatte keine Reduzierung der
Invasionshaufigkeit zur Folge. Zur Uberpriifung, ob die spezifische Inhibition von Myosin Il
gelang, und zur Uberprifung der Ergebnisse der Invasionsanalyse wurde die
Zugkraftmikroskopie-Methode angewandt.

In Abschnitt 3.3.6 konnte bereits gezeigt werden, dass die Inhibition von Myosin Il dazu fuhrte,
dass keine SF gebildet wurden und dementsprechend keine Zellkraft vermittelte Deformation des

unterliegenden Substrates auftrat. In der Abbildung 49 wurden Zellkréfte zum Zeitpunkt der
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Invasion analysiert. Wéhrend die Zellkrafte durch die EGF-Behandlung bei MCF10A Wt Azini
gesteigert wurden und somit durch den erhéhten BM-Stress zu einer héheren Invasionsrate
beitrugen, waren die Zellkrafte der MCF10A-ER:hRas Azini zum Zeitpunkt der Invasion nicht
erhoht durch die Zugabe von OHT (Abbildung 49). EGF steigerte die Myosin Il vermittelten
Zellkrafte demnach deutlich, eine hRas Induktion hingegen nicht. Die jeweils unbehandelten Azini
(-EGF und-OHT) wiesen die gleiche Zellkraft auf. Im Vergleich zu den Wt Azini waren die Krafte
der Azini der hRas-Variante generell nicht erhoht, sodass die Myosin 11 vermittelten Zellkréafte die
generell gesteigerte und OHT induzierte Invasion der MCF10A-ER-hRas Azini nicht erkléren
konnten.

Trotzdem konnte eindeutig die Inhibition der Zellkréfte nachgewiesen werden. Sowohl im Wt als
auch bei der hRas-Variante konnte zum Invasionszeitpunkt eine deutliche Reduktion der Zellkrafte
mit einer Blebbistatin-Behandlung detektiert werden (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Vergleich der Myosin Il vermittelten Zellkraft von invasiven hRas und Wt Azini.
Ubersicht der detektierten Formanderungsenergien zum Zeitpunkt der BM-Invasion bei MCF10A Wt Azini
(links) und MCF10A-ER:hRas Azini (rechts) in Abhangigkeit von der chemischen Behandlung (mit EGF,
OHT und Blebbistatin). Probenanzahl n: Anzahl der analysierten Azini von mindestens drei unabhangig
durchgefuhrten Experimenten (Ausnahme: Wt + EGF + Blebbistatin: 2 unabhéngige Versuche). Die
Versuche wurden teilweise von Yannick Herfs (betreuter Auszubildender) durchgefiihrt. Daten der
MCF10A Wt Azini (Gruppe +EGF) stammen von Aljona Gaiko-Shcherbak.
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3.5.1 MCF10A:ER-hRas Azini weisen invasive Veranderungen im Aktin-Zytoskelett auf

Die Myosin Il vermittelten Zellkrafte konnten die drastisch gesteigerte Invasion bei MCF10A-
ER:hras Azini gegenuber Wt Azini und der zusétzlichen Steigerung nach hRas-Aktivierung nicht
erklaren, Daher sollte im Folgenden analysiert werden, wodurch die hohe Invasivitat zustande kam.
In einem ersten Schritt wurde die Azinus-BM-EZM Kontaktflache analysiert, da in diesem Bereich
die Invasion stattfindet.

In Anlehnung an die Analysen aus der Abbildung 29, in der die Transition von MS- zu SF-Zellen
sowie die zunehmende MS-Dichte in MS-Zellen (Abbildung 50A und B, jeweils Daten der Wt
Azini) beschrieben wurden, konnten die Aktin-Strukturen an der Kontaktflache der hRas-Variante
analysiert werden. Eine Kultivierung von 24 h auf Glas war auf Grund der hohen Invasivitét fur
eine Grenzflachen-Analyse nicht moglich. Daher wurden die MCF10A-ER:hRas Azini nur
hinsichtlich des Unterschieds einer siebenstiindigen OHT- bzw. EtOH-Behandlung analysiert.
Nach einer siebenstiindigen hRas-Aktivierung war kein Unterschied bei den Aktin-Strukturen im
Vergleich zur Kontrollgruppe zu erkennen. Im Vergleich zu Wt Azini nach einer Stunde
Adhasionszeit auf Glas zeigten sich an der Azinus-BM-EZM Kontaktflache viele MS Zellen mit
einer héheren MS-Dichte (Abbildung 50A).

Diese Beobachtung konnte Uber die Bestimmung des Bedeckungsgrads der MS bei MCF10A-
ER:hRas Azini bestatigt werden. Bereits nach einer Stunde auf Glas und sieben Stunden +/-OHT-
Behandlung lag der MS-Bedeckungsgrad (19,29 bzw. 19,48 % im Median) minimal tber einem
Level, der beim Wt erst durch die 24 stiindige Kultivierung mit EGF auf Glas auftrat (17,59 %).
Es wurde demzufolge kein signifikanter Unterschied zwischen der OHT und EtOH behandelten
Kontrollgruppe gemessen.
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Abbildung 50: MCF10A-ER:hRas Azini weisen eine hohe MS-Dichte an der Zell-BM-EZM
Grenzflache auf. (A) Die konfokalen Aufnahmen zeigen die Dichte von kortikalen Aktin-Strukturen in
der basalen Zellschicht von fixierten MCF10A Wt (links ohne und mit EGF-Behandlung) und MCF10A-
ER:hRas Azini (rechts ohne und mit OHT-Behandlung) an der Azinus-BM-EZM Kontaktflache. (B) Das
Balkendiagramm zeigt den MS-Bedeckungsgrad in MS-Zellen abhéngig von der Mikroumgebung
(MCF10A Wt: EGF-Behandlung und Dauer auf Glas; MCF10A-ER hRas: Dauer der OHT-Behandlung,
davon eine Stunde auf Glas). MCF10A Wt Bilder (A) und Daten (B) wurden aus der Abbildung 29D
wiederverwendet. Cyan = Aktin. Probenanzahl n: Anzahl der analysierten Bilder von mindestens drei
unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Balkendiagramm: Median mit 95% Konfidenzintervall.
MaRstab = 20 um. Die Versuche wurden teilweise von Yannick Herfs (betreuter Auszubildender)
durchgefihrt.

Bei Betrachtung der Azinus-BM-EZM Kontaktflache wurde auch die Struktur der BM in diesem
Bereich analysiert. Exemplarisch sind in der Abbildung 51A zwei invasive Zellen abgebildet.
Zusatzlich konnten mittels IF-Aufnahmen auch Veranderungen in der BM identifiziert werden.
Die BM von hRas Azini war in einem deutlich pordseren Zustand (Abbildung 51A und B). In
einem Vergleich zu der BM eines Wt Azini (Abbildung 51C) war das Kollagen IV Signal auch in

den MS-Bereichen, in denen die BM-Poren vorlagen, kompakter.
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MCF10A Wt Azinus

MCF10A-ER:hRas Azinus MCF10A-ER:hRas Azinus

Abbildung 51: Die BM von MCF10A:ER-Ras Azini ist pordser im Vergleich zu Wt Azini. (A und B)
Die reprasentative konfokale Aufnahme zeigt die basale Zellschicht mit invasiven Zellen eines fixierten
MCF10A-ER:hRas Azinus an der Azinus-BM-EZM Kontaktfldche. Das Kollagen IV Netzwerk der BM ist
im Vergleich zu dem (C) MCF10A Wt pordser. Rot = Kollagen IV; Cyan = Aktin. Malistab = 20 um. Azini
aus C wurde aus

Bevor die BM-Maturierung detaillierter untersucht werden sollte, wurden die Spharoide nochmals
intensiver im Hinblick auf eine mogliche Ursache fir eine porésere BM analysiert. Die bis dato
gemessenen Myosin Il induzierten Zellkréafte waren nicht entscheidend fur den Invasionsprozess
bzw. konnten nicht die gesteigerte Invasion der MCF10A-ER:hRas Azini erklaren. Im Folgenden
sollte untersucht werden, ob die MS in hRas Azini auch an einer Kraftiibertragung auf die EZM
beteiligt sind. Dazu wurde die Co-Lokalisierung der Aktin-MS an der Kontaktflache mit pMLC
nachgewiesen (Abbildung 52). Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Zugkraftanalysen erlaubten
die Messung der tangentialen Substratdeformation, verursacht durch die kontraktile Zellkraft der
azinaren Zellen. Eine Myosin vermittelte Kraftlibertragung tber pMLC kdnnte aber auch vertikal
erfolgen (Ziehen und Driicken), wie eigene Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe bewiesen haben [33].
Die Co-Lokalisation der Aktin-MS und pMLC deutete demnach wie bei Wt Azini auf eine Myosin
Il vermittelte vertikale Kraftaustibung der MS von hRas Azini hin.

Zur Messung dieser vertikalen Substratdeformation wurde die elastische Resonator-Interferenz-
Stress-Mikroskopie (ERISM) durchgefiihrt. Die Auswertung der ERISM-Messung lag zum
Zeitpunkt der Fertigstellung dieser Arbeit noch nicht von unserem Kooperationspartner (AG Malte
Gather, Uni Koln) vor. Daher kann hier zusammenfassend nur ein moéglicher Zusammenhang

zwischen einer erhohten MS-Dichte und einer pordseren BM vermutet werden.
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Abbildung 52: Aktin-MS in hRas Azini co-lokalisieren mit pMLC. Die Héhe des konfokal
aufgenommenen Querschnitts ist durch den horizontalen schwarzen Balken im schematisch rot
dargestellten Azinus angegeben Die reprasentative konfokale Aufnahme zeigt die Aktin-MS-pMLC Co-
Lokalisierung in der basalen Zellschicht von fixierten MCF10A-ER:hRas Azini an der Azinus-BM-EZM
Kontaktflache. Rot = Aktin; Griin =pMLC. Mafstab = 20 um.

Weiterhin wurden die Veranderungen des Aktin-Zytoskeletts bei den MCF10A-ER:hRas bereits
thematisiert. Bisher beschrieben wurde vor allem die erhéhte MS-Dichte. Zudem waren
regelmaRig bereits Zellen mit invasiven Zelleigenschaften (elongierte Fortsatze und Umbau des
kortikalen Aktin-Netzwerkes zur Migration) an der Kontaktflache innerhalb der azinaren Struktur
erkennbar (Abbildung 53A). Dieses Ergebnis steht im klaren Gegensatz zu MCF10A Wt Azini bei
denen solche Zellen nur auRerhalb des azinaren Zellverbundes detektiert wurden, nachdem diese
die BM passiert hatten. Ebenfalls nicht vorhanden in dieser Form bei zehn Tage alten Wt Azini
waren zellfreie Bereiche zwischen den Zellen bzw. intrazellulére Spalten. Wéhrend bei MCF10A
Wt Azini die Zell-Zell-Grenzen klar aneinandergrenzten, befanden sich bei den MCF10A-
ER:hRas Azini minimale Abstande (intrazellulare Spalten) zwischen den azinaren Zellen. In
diesen Spalten bildeten sich zudem MS zwischen den Zellen (Abbildung 53B). Sogar bei eng
aneinander liegenden azinaren Zellen bilden sich MS-artige Strukturen aus. Das Aktin-Signal
dieser Strukturen lag teilweise auch noch in der Nachbarzelle vor, sodass der Eindruck einer
Penetration in die benachbarte Zelle dieser MS vorlag (Abbildung 53C).

Zusitzlich bildeten sich im Bereich der Aquatorialebene der Azini teilweise zellfreie Bereiche.
Die angrenzenden Zellen zeigten auch hier MS, die in den interazinaren zellfreien Bereich
hineinragten (Abbildung 53D).
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Abbildung 53: Zytoskelettale Strukturen von MCF10A-ER:hRas Brustspharoiden. Die schematische
Darstellung illustriert die Analyseebene der reprasentativ konfokal aufgenommenen Querschnitte (fixierte
MCF10A-ER:hRas Azini (-OHT)) (A) Die basale Zellschicht an der Azinus-BM-EZM Kontaktflache wies
innerhalb des azinaren Zellverbundes Zellen mit invasiven Eigenschaften wie elongierten Zellfortsatzen
auf (oben: Ubersicht, unten: VergroRerung einzelner invasiver Zellen). (B) Zwischen den azinaren Zellen
an den Zell-Zell-Verbindungen entstanden Hohlraume, in denen MS zu beobachten waren (oben: Ubersicht,
unten: VergréRerung der Hohlrdume). (C) Die VergrolRerung zeigt MS in dem Bereich wo zwei Zellen eng
aneinander liegen. (D) Im Bereich der Aquatorialebene des Azinus bildeten sich teilweise groRere
Hohlraume (oben: Ubersicht), in denen lange MS zu erkennen waren (unten: VergroRerung der MS in
Hohlrdumen). Cyan = Aktin; Blau = Nuclei. MaRstab = 20 pum.

Zusammen mit dem Ergebnis der porgseren BM an der Azinus-BM-EZM Kontaktflache und der
veranderten Organisation der azinaren Zellen bestétigen diese Ergebnisse den Eindruck eines
instabileren Zellverbundes als bei Wt Azini. Bei diesen Ergebnissen konnten jedoch keine hRas
induzierten Unterschiede identifiziert werden. Bisher konnten somit nur Unterschiede im
Vergleich zu MCF10A Wt Azini gezeigt werden, einen spezifischen OHT induzierten hRas Effekt
zur Erklarung der gesteigerten Invasion durch hRas muss noch gefunden werden. Daher wurde die
BM-Stabilitat, die moglicherweise durch die pMLC abhé&ngige mechanische Aktivitat der MS

beeinflusst werden kdnnte, untersucht.
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3.5.2 Die hRas-Aktivitat verringert die BM-Integritat von Brustspharoiden

Bisher wurde nachgewiesen, dass die MCF10A-ER:hRas Azini basoapikal polarisierte Azini mit
einer kontinuierlichen BM ausbilden. Da jedoch im Hinblick auf die BM an der Azinus-BM-EZM
Kontaktflache deutliche Unterschiede in der Porositdt zum Wt nachgewiesen wurden und die
Funktion als Invasionsbarriere auf Grund der frithen Invasion gestért zu sein schien, wurde die
BM-Maturierung der Azini analysiert. Das Intensitatssignal von Kollagen IV wurde hierfir
indirekt als Indikator fir die Maturierung und somit die Widerstandsfahigkeit der
Invasionsbarriere der BM genommen.

Die Abbildung 54A vergleicht die Kollagen 1V Fluoreszenzintensitatssignale von MCF10A Azini
des Wt und der hRas-Variante (+/- OHT-Behandlung). In Kombination mit zusétzlich
angegebenen reprasentativen IF-Aufnahmen wurde eine graduelle Abnahme des Kollagen 1V
Intensitatssignal deutlich. Diese verminderte Einlagerung von Kollagen IV korreliert mit der
gezeigten Invasivitat der Azini (Abbildung 54A). Die invasivsten Azini wiesen auch das geringste
Kollagen IV Intensitatssignal auf. Die Wt Azini mit der geringsten Invasivitdt wiesen ein
signifikant hoheres (2,6-faches) Intensitatsniveau im Vergleich zu den unbehandelten MCF10A-
ER:hRas Azini auf. Die Intensitat des BM-Signals bei Azini der hRas-Variante wurde durch die
hRas-Aktivierung nochmal signifikant reduziert (1,6-fach weniger im Vergleich von -OHT zu
+OHT). Eine sekundare Antikorperkontrolle wurde mitgefiihrt, um auszuschlieRen, dass keine
Farbeartefakte ausgewertet wurden (Abbildung 54A).

Zur moglichen Erklarung der graduellen Abnahme des Kollagen IV Intensitéatssignals wurde
zusétzlich MT1-MMP geféarbt. Die MT1-MMP ist fiir ihre proteolytische Aktivitat bekannt und
konnten die BM degradieren. Angelehnt an die Analyse zur Kollagen IV Intensitat wurde die MT1-
MMP Intensitat detektiert, als potenzieller Nachweis fiir die proteolytische Aktivitat der basalen
Zellen. Zwischen den untersuchten Azini trat kein signifikanter Unterschied in Bezug auf das
beschriebene Signal (vgl. Wt-Farbung: Abbildung 26) in der basalen Zellmembran von MT1-
MMP auf. Die hRas Azini wiesen ein nahezu identisches Intensitatslevel auf, bei WT Azini lag
tendenziell ein leicht erhdhtes Level von nachgewiesenem MT1-MMP vor (Abbildung 55C). Die
graduelle Schwéchung der BM war folglich nicht auf eine direkte Beteiligung der MT1-Matrix-

Metalloprotease zurtickzufihren.
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Abbildung 54: Die hRas-Aktivitat resultiert in einer graduellen Schwachung der BM. Vergleich
zwischen zehn Tage alten MCF10A Wt und MCF10A-ER:hRas (+ und —OHT) Azini. Die konfokalen
Aufnahmen wurden 20 um Uber dem Glas aufgenommen. (A) Quantifizierung des Kollagen 1V
Fluoreszenzintensitatssignals (SAK = Sekundére Antikorperkontrolle) mit représentativen Bildern zum
Nachweis von Kollagen IV in 3D bei MCF10A-ER:hRas Azini mit OHT-Behandlung (16 h (+OHT)) im
Vergleich zu unbehandelten Azini (16 h (-OHT)) und MCF10A Wt Azini. (B) Quantifizierung des MT1-
MMP Fluoreszenzintensitatssignal (SAK = Sekundére Antikorperkontrolle) mit reprasentativen Bildern
zum Nachweis von MT1-MMP in 3D bei MCF10A-ER-hRas Azini mit OHT-Behandlung (16 h (+OHT))
im Vergleich zu unbehandelten Azini (16 h (-OHT)) und MCF10A Wt Azini. Rot = Kollagen 1V; Grau =
MT1-MMP. Probenanzahl n: Anzahl der analysierten Bilder von mindestens drei unabhéngig
durchgefuhrten Experimenten. Streudiagramm: Median mit 95% Konfidenzintervall. Malistab = 20 um.
Die Versuche wurden teilweise von Yannick Herfs (betreuter Auszubildender) durchgefiihrt.

3.5.3 Myosin X kdnnte an der Invasion in MCF10A Azini beteiligt sein

Myosin X wird mit zytoskelettalen VVeranderungen wahrend der Tumorprogression in Verbindung
gebracht. Ein Beispiel hierfur ist die Beteiligung an der Bildung von aktinbasierten
invasionsfordernden Zellfortsatzen. Daher wurde im Folgenden analysiert, ob Myosin X in den
hRas Azini exprimiert wird.

Die Abbildung 55 visualisiert die Lokalisierung von Myosin X in hRas Azini. Bei zehn Tage alten
MCF10A-ER:hRas Azini ohne OHT Zugabe war die basale Zellschicht stark positiv fir Myosin
X (Abbildung 55A). Zusatzlich war Myosin X eindeutig in den Spitzen der lateralen Aktin-MS
lokalisiert (Abbildung 55B). Eine vergleichbare Verteilung von Myosin X wurde bei hRas
induzierten Azini detektiert (Abbildung 55C und D). Sowohl bei induzierten als auch bei nicht
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induzierten hRas Azini konnten viele Aktin-MS detektiert werden, die haufig eine Co-Lokalisation
von Myosin X in den Spitzen der Aktin-MS aufwiesen.

Aullerdem waren einzelne azinare Zellen positiv flr das Motor-Protein Myosin X. Das galt neben
den beschriebenen basalen Zellen auch fir luminale Zellen. AulRerdem konnte Myosin X in den
Spitzen der Aktin-MS nachgewiesen werden, die von luminalen Zellen in die intrazelluléren
Spalten gebildet wurden (Abbildung 55E).

Diese Farbung deutete darauf hin, dass Myosin X an der Fortsatzbildung beteiligt ist und
unterstreicht die mogliche invasionsférdernde Wirkung dieser aktinbasierten MS, da Myosin X
selbst mit der Invasion verknipft ist. Aus diesen Ergebnissen ergeben sich neue Fragestellungen,
die im Folgenden in dieser Arbeit diskutiert werden sollen, da aus zeitlichen Griinden keine

weiteren Versuche mehr folgen konnten.

Tage alt) wurden fixiert und mittels IF gefarbt. Die Hohe des konfokal aufgenommenen Querschnitts ist
durch den horizontalen schwarzen Balken im schematisch rot dargestellten Azinus angegeben (A,C). (A,C)
Ubersichtsbilder von Azini (16 h mit EtOH behandelt (-OHT) (A) und 16 h mit OHT behandelt (+OHT)
(C)) positiv fir Myosin X in der duf3eren basalen Zellschicht und (B,D) lokalisiert in den Spitzen der
lateralen MS. (E) Ubersichtsbild zur Visualisierung der Hohlraume (oben) innerhalb eines Azinus.
Luminale Zellen bilden MS aus, die Myosin X in den Spitzen aufweisen (unten). Cyan = Aktin;
Magenta= Myosin X; Blau = Nuclei. MaRstab = 20 um.
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Die weltweit hohen Brustkrebs-Inzidenzen verdeutlichen die Notwendigkeit der
Brustkrebsforschung. Das humane Mammakarzinom ist seit Jahrzenten eine der meist
diagnostiziertesten Tumorentitaten bei Frauen weltweit und dementsprechend in vielen Landern
auch fihrend in Bezug auf die Mortalitait. Obwohl moderne Screening-Methoden die
Friherkennung und somit die Krankheitsprognosen und -verldufe deutlich verbessert haben,
besteht trotz dessen ein groRer Bedarf an neuen Therapiemethoden [178].

Von besonderem Interesse ist die Verhinderung der Metastasenbildung. Nicht der Primartumor,
sondern die Invasion der Zellen in benachbartes Gewebe und in die Blutbahn verursachen durch
die Bildung von Metastasen den Grofiteil aller Todesfélle [179, 180]. Wahrend die Behandlung
von Primartumoren vielfach gute Ergebnisse erzielt, ist es klinisch deutlich problematischer einen
metastasierten Tumor zu behandeln [181]. Zusatzlich limitiert die grof3e Diversitat (vgl. Abschnitt
1.1) die erfolgreiche Entwicklung von Wirkstoffen, die auf eine breite Masse an Patienten
anwendbar ist, sodass es teilweise noch keine zugelassenen Therapiemdglichkeiten fir spezielle
Subtypen gibt [182, 183]. Daher wadre ein besseres Verstandnis der frihen Schritte im
Metastasierungsprozess von grofiem Vorteil. Hierzu zéhlt die Invasion von tumorigenen Zellen
durch eine Basalmembran (BM). Die Uberwindung dieser physikalischen Barriere ist der
Schlusselschritt einer beginnenden Metastasierung [184]. Dieser Schritt ist vermutlich unabhéngig
von der molekularen Zusammensetzung des Tumors, sodass eine Inhibition dieses Vorgangs einen
groRen Einfluss auf die Entwicklung von Brustkrebstherapien haben wiirde. Zudem stellt die BM-
Schwachung und - Zerstdrung ein sehr friihes Ereignis in der Tumorprogression dar. Im Gegensatz
zu vielen aktuellen Behandlungsmethoden, die nur bei spezifischen Subtypen angewandt werden
konnen, bietet die Betrachtung der BM als Invasionsbarriere einen Therapieansatz, der
mdoglicherweise eine groRRe Patientenmenge ansprechen kénnte.

Derzeit sind viele der involvierten Faktoren und deren gegenseitige Wechselwirkungen nicht
vollends verstanden. Zum Beispiel scheiterten vielversprechende MMP-Inhibitoren in klinischen
Testphasen, sodass zunehmend andere Invasionsmechanismen erforscht und genauer untersucht
werden [38]. So hat die Analyse der mechanobiologischen Einfliisse auf den Invasionsvorgang in
den letzten Jahren an immer grolRerer Bedeutung gewonnen und wurde auch in dieser Arbeit

anhand von 3D Zellkulturmodellen weitergehend erforscht.
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4.1 Die Funktion von aktinbasierten Zellfortsatzen im Invasionsprozess

Zur Erforschung des Invasionsprozesses gewinnen in vivo dhnliche Zellkulturmodelle immer mehr
an Bedeutung. Zwar genief3t die Analyse von Einzelzellen oder Zellmonolagen viele Vorteile auf
Grund der einfachen Kultivierung, doch sind die hier gewonnen Ergebnisse oft nicht auf
komplexere 3D- oder in vivo-Modelle Gbertragbar, da vor allem die regulatorischen Einflusse (z.B.
Steifigkeit und Wachstumsfaktoren) einer EZM fehlen [52]. Die Etablierung von dreidimensional
wachsenden Brustdriisenepithelzellen auf einer rekonstituierten Basalmembran-artigen Matrix
imitiert eine solche natlrliche Zellumgebung. Azini, gebildet aus der nicht-tumorigenen MCF10A
Zelllinie, sind nachweislich ein gutes Modell fur Brustdriisen, da diese viele Eigenschaften des
normalen Brustgewebes in vivo aufweisen und fir viele Studien in Bezug auf die
Brustdriisenentwicklung genutzt wurden [55]. Durch die gezielte genetische Modifikation konnte
diese Zelllinie auch zur Untersuchung der malignen Transformation oder von onkogenen
Signalwegen eingesetzt werden [172].

Eine wichtige Eigenschaft von MCF10A Brustsphéroiden ist die Bildung einer endogenen BM
Dadurch ist es moglich das zellulare Verhalten und die Entwicklung der BM sowohl in einem
gesunden physiologischen Kontext als auch unter pathologischen Einfliissen des umliegenden
Gewebes zu untersuchen. In einem gesunden Gewebe trennt die BM ihr Ursprungsgewebe von der
umliegenden EZM ab und unterstltzt die Gewebestabilitat und - homdoostase [185]. Wéhrend der
Tumorprogression verandert sich die BM in Bezug auf die Zusammensetzung, die Integritat und
ihre Widerstandsfahigkeit, was letztendlich in einer lokalen BM-Zerstérung resultiert [33, 48].
Diese Ergebnisse aus anderen Studien und aus den hier vorgestellten promotionsrelevanten
Vorarbeiten (vgl. Abschnitt 3.1) decken sich mit dem Fund von lokalen Zerstérungen der BM
(fragmentierte BM) bei Tumoren [186].

Die waéhrend der Tumorprogression stattfindende maligne Transition von einem gesunden
Brustgewebe hin zu einem Tumor wird durch mehrere miteinander verkniipfte Prozesse zwischen
den Zellen und ihrer Umgebung reguliert und beeinflusst. Dazu z&hlen beispielsweise genetische
Modifikationen, die zu einem unkontrollierten Zellwachstum fiihren, aber auch der Verlust von
Zell-Zell-Kontakten, die Versteifung der EZM und der invasionsfordernde Einfluss einer
Wachstumsfaktor-Stimulation [187]. Mittels des 3D MCF10A Modells kann diese Transition
unter bestimmten Kultivierungsbedingungen nachgeahmt werden. Uber die Parameter der BM-
Reifung und der EZM-Steifigkeit, sowie eine optional mogliche Stimulation mit onkogenem EGF,

konnte eine normale physiologische Zellumgebung bis hin zu einer invasionsférdernden tumor-
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assoziierten Mikroumgebung geschaffen werden [33]. Ein gesundes Epithelgewebe wurde durch
Azini mit einer maturierten BM (hd-BM) représentiert, welche die Azini konstant umgibt. Azini
mit einer gering entwickelten BM (ld-BM) hingegen imitierten einen tumorassoziierten Status, in
dem die BM noch durchgéngig vorhanden, aber diinner ist (vgl. Abbildung 20). Dies kdnnte
beispielsweise aus einer schwécheren Quervernetzung der BM resultieren, die eine einfachere
Degradation der BM zur Folge haben kann [188]. Mit Hilfe des MCF10A Azini-Modells und der
Vergleichbarkeit zu den Prozessen in vivo konnten die in dieser Arbeit dargestellten
invasionsfordernden Faktoren (EZM-Steifigkeit, BM-Maturierung, EGF/hRas Stimulation) und
ihre zugrundeliegenden Signalwege naher analysiert werden.

Die Verhartung der EZM, Wachstumsfaktorsignalwege und die zytoskelettale Kontraktion sind
als Hauptfaktoren fiir eine Invasion durch eine BM bekannt [71]. Einzeln sind diese Faktoren
mehrfach beschrieben, doch besonders ihre Wechselwirkungen und Einflusse untereinander sind
nicht ganzlich verstanden [38, 71, 189, 190]. AuRerdem fehlt es an Studien in dreidimensionalen
Systemen oder anderen in vivo ahnlichen oder relevanten Modellen [191]. So wurden viele Studien
beispielsweise nur an Monolagen oder Einzelzellen durchgefuhrt [192] oder die Invasion durch
eine EZM mit unterschiedlicher Steifigkeit wurde mit einer Invasion durch die BM gleichgesetzt
[84, 193].

In den gemeinsamen Vorarbeiten (vgl. Abschnitt 3.1) konnte der invasionsférdernde
Zusammenhang der EZM-Versteifung, der EGF-Stimulation und eines geringen BM-
Maturierungsstatus im Hinblick auf die maligne Transition im humanen Mammakarzinom
bewiesen werden. Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass eine erhdhte EZM-Steifigkeit bei
Brustdrisen ausreicht, um bei nicht-transformierten Zellen den Invasionsprozess auszulésen. Die
Erkenntnis, dass bei Tumoren die Steifigkeit des Gewebes erhoht und im humanen
Mammakarzinom bereits als Risikofaktor assoziiert ist, bestétigt diese Ergebnisse [87, 194]. Die
Veranderung der Gewebesteifigkeit in vivo mit zunehmendem Alter ist demnach vermutlich einer
der Grunde, warum das Risiko einer Brustkrebserkrankung mit fortschreitendem Alter steigt [195].
In Bezug auf die BM-Maturierung konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die mechanischen
Eigenschaften und indirekt die Widerstandsfahigkeit der BM gegeniiber mechanischem Stress
uber die Zeit zunahm [37]. Dies verdeutlichte die anti-invasive Eigenschaft der BM in einem
gesunden Gewebe gegentiber mechanischen Einfliissen. Die mechanische Stabilitat der BM wirkte
als Zell-Migrationsbarriere und damit invasionshemmend [33].

Um eine Tumormikroumgebung noch detailgetreuer nachzuahmen, wurde der Einfluss von EGF

auf die Invasionshaufigkeit analysiert. Uber eine parakrine Aktivierung von EGF gesteuerten

[109]



4 Diskussion

Signalwegen wurde die Invasion nochmals drastisch erhéht. Zudem wurde der anti-invasive Effekt
der BM in gesundem Gewebe aufgehoben. [33]. Die Steigerung der Invasion durch die onkogene
EGF-Stimulation konnte durch die Aktivierung von Signalkaskaden tber EGF-Rezeptoren erklart
werden, da EGF viele intrazellulére Prozesse reguliert [73]. Eine Mdglichkeit ist die Steigerung
der Migration durch EGFR-Signalkaskaden. Dies wurde bereits fir MCF10A Zellen nachwiesen
[196]. In infantilen Rattenzellen konnte zudem ein Einfluss von EGF auf die SF-Bildung und FA-
Formation gezeigt werden [197]. In dem Zusammenhang einer gesteigerten Migration sind zudem
zwei weitere wichtige Faktoren zu nennen, die (ber eine EGF-Stimulation beeinflusst werden
koénnen. Erstens sind beispielsweise aktinbasierte Zellfortsatze, welche durch die EGF induzierte
Mobilisierung des Hemidesmosom (HD)-Integrinkomplexes a6p4 vermehrt gebildet werden
konnen, fir die Migration essentiell [198]. In einem gesunden Gewebe verbinden HD (iber das
Integrin Heterodimer a6p4 die basale Zellschicht mit der BM und stabilisieren so den Azinus [84].
Eine EGF-Stimulation wird beschrieben als Ausldser fir eine schnelle Auflésung von HD [198].
Dies resultiert einerseits in einer Schwachung der Gewebestabilitat, andererseits wurde dieser
Prozess als Startpunkt der Aktivierung einer a6p4 Integrin vermittelten Zellmigration beschrieben
[199]. Zweitens wurde EGF bereits mit der Formation von invasionsférdernden Invadopodien in
MCF10A Zellen in Verbindung gebracht, die in diesem Kontext auch zu einer Hochregulation von
MT1-MMP und folglich einer erh6hten Matrixdegradation fuhrte [200]. Ein weiterer Einfluss von
EGF war die Steigerung der Zellproliferation. Im Gegensatz zu hd-BM Azini zeigten Id-BM Azini
eine deutlich starkere proliferative Aktivitat [33]. Dies konnte indirekt auf eine EGF-Wirkung
zuriickzufuhren sein, da EGF bei Id-BM Azini erst zwei Tage vor der Analyse aus dem Medium
entfernt wurde, die BM und die EZM jedoch fiur ihre Reservoir-Wirkung in Bezug auf
Wachstumsfaktoren bekannt sind [201, 202]. Daher wurde bei den hRas Azini EGF frihzeitiger
entfernt, da EGF neben den beschriebenen Funktionen auch den Ostrogenrezeptor binden konnte,
der eine hRas-Aktivierung zur Folge hatte. Bei Wt Azini kdnnte demzufolge noch ausreichend
EGF vorhanden sein, sodass die Proliferationsmechanismen auch zwei Tage nach der EGF
Depletion weiterhin stimuliert wurden. Dies kann, vergleichbar zu einem unkontrolliertem
Zellwachstum bei Tumoren, in einem erhdhten Aufkommen von invasionsforderndem BM-Stress
resultieren [128], denn in Tumoren ist EGF fiir den Wechsel von einer kontaktinhibierten zu einer
kontaktunabh&ngigen Proliferation verantwortlich [192].

Der EGF induzierte Einfluss auf die Proliferation ist fiir den Abschnitt der Diskussion tber die
hRas-Aktivitat von Bedeutung. Zunéchst wurden in dieser Arbeit im Folgenden die (u.a. EGF
induzierten) aktinbasierten Zellfortsatze detaillierter beziglich ihrer Funktion in der malignen

Transition im humanen Mammakarzinom untersucht. Der erstmalige Nachweis dieser Strukturen
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in nicht-transformierten Brustdrisenepithelien fuhrte zu der Frage, welche Funktionen diese
Fortsatze besitzen und welche zusétzlichen zytoskelettalen Adaptionen in Brustspharoiden zu
einer BM-Zerstorung beitragen. AuBerdem fehlte das Verstdndnis der mechanobiologischen
Regelkreise und Mechanismen fur die gezeigten kraftinduzierten invasionssteigernden Effekte.

MS — die funktionelle Bricke zwischen proteolytischer und kraftinduzierter Invasion

Auf Grund der nicht eindeutigen Namensgebung und der nicht einheitlichen Verwendung wurde
zur Vereinfachung der Name Mikrospike (MS) flr Zellfortsétze verwendet. Dieser Begriff wurde
gewdhlt, da den Aktin-Fortsatzstrukturen zundchst keine der beschriebenen Funktionen von
Filopodien, Filopodien-artigen Strukturen oder Invadopodien zugeordnet werden konnten (vgl.
Abschnitt 1.7). Ebenfalls ist der Begriff neutral in Bezug auf eine mogliche Beteiligung an der
Invasion oder anderen spezifischen Funktionen. Verwendet wurde der Begriff MS zum Beispiel

fur kleine finger-ahnliche Aktin-Strukturen in der Publikation von Li und Kollegen [203].

Sowohl zytoskelettale Zellkréafte (Fortsatzkrafte) als auch die proteolytische Degradation der BM
wurden bereits als invasionsfordernde Faktoren beschrieben. Aktinbasierte MS sind mit beiden
Prozessen assoziiert [127, 136]. Daher wurden in dieser Arbeit MS hinsichtlich ihrer funktionellen
Verbindung dieser zwei Faktoren (proteolytische und mechanische Aktivitat) untersucht. Zum
einen sind MS tber MMP mit der proteolytischen Degradation der BM assoziiert. Wéhrend der
Entstehung eines Aktin-MS, beschrieben fur Filopodien und Invadopodien, wird
membrangebundenes MT1-MMP entlang der Aktin-Bundel zur Spitze des MS transportiert.
Zusétzlich kdnnen weitere 16sliche MMP sekretiert werden. MT1-MMP ist beispielsweise an der
Aktivierung von MMP?2 beteiligt [135, 139]. Zum anderen wurden bei Brustkrebszellen (MD-MB-
231) invadopodiale Fortsatzkrafte auf die EZM nachgewiesen [127].

Dennoch waren MS nicht nur in einem pathologischen Kontext zu betrachten. Die Ergebnisse
zeigten eindeutig, dass MS auch in einem gesunden Brustdrisenepithel gebildet wurden. Sowohl
in einer physiologischen EHS-Matrix als auch bei Azini mit einer ausgereiften BM (hd-BM Azini)
auf einer dem Normalgewebe entsprechenden EZM-Steifigkeit konnten BM durchspannende MS
detektiert werden. Im Einklang mit demonstrierten Funktionen von Zellfortsadtzen bei
Einzelzellinteraktionen ist es htchstwahrscheinlich, dass die MS zur Wahrnehmung (engl. Sensing)
der EZM gebildet wurden. Dieser Prozess ist fir Filopodien bereits ausfiihrlich beschrieben [204,
205]. Die Lebensdauer und Kinetik azinarer MS ist vergleichbar zu mechanosensorischen Aktin-
Fortsdtzen, die in MCF10A Einzelzellen zur Wahrnehmung der Substratsteifigkeit gefunden

[111]



4 Diskussion

wurden [175]. Die grolRe Anzahl an sehr kleinen und kurzen MS, sowie ein schnellerer Abbau der
MS ist darauf zurtickzufuihren, dass sich die Azini nur auf einer flachen EZM befanden und nicht
uber die gesamte Oberflache von einer EZM umgeben wurden. Ohne die Mdglichkeit einer Zell-
Matrix-Verbindung konnten sich MS nicht funktionell an eine EZM binden, um beispielsweise die
Migration in eine bestimmte Richtung zu regulieren [206]. Daraus wurde geschlussfolgert, dass
laterale MS wegen der fehlenden EZM auch direkt wieder abgebaut wurden.

Weiterhin konnte in diese Arbeit gezeigt werden, dass sich MS auch nach einer MMP-Inhibition
(u.a. MMP2, MMP9 und MT1-MMP) ausbilden. Wéahrend diese MMP-Inhibition die Invasion
nachweislich signifikant reduziert hat, schien kein Einfluss auf die Fortsatzbildung vorhanden zu
sein, da hier noch eine Vielzahl an MS beobachtet werden konnte. Eine Quantifizierung der MS
bei einer MMP-Inhibition musste allerdings zur Bestatigung noch durchgefihrt werden.
AuRerdem ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht geklart, ob die MS tberhaupt proteolytisch aktiv sind
und ein Zusammenhang von Aktin-MS und einer MMP-Inhibition auftreten kann.

Daher wurde versucht Invadopodien-Markerproteine nachzuweisen, da Invadopodien als
proteolytisch aktive Fortsatze beschrieben sind [135]. Die Uberwiegende Abwesenheit von
Invadopodien-Markern in den Aktin-MS bestarkt die Hypothese, dass die Ausbildung von MS in
Azini zunéchst kein Charakteristikum von invasiven Zellen ist. Denn obwohl ein Signal in der
basalen Zellmembran der beschriebenen Invadopodien-Marker (TKS5 [207], Kortaktin [208] und
MT1-MMP [209]) detektiert werden konnte, waren diese Marker in MS der gleichen Zellen nur
vereinzelt zu finden. Mit Bezug auf MT1-MMP bedeutet dies, dass die MS keine degradierende
Wirkung auf die EZM aufweisen. Zudem ist MT1-MMP an der Aktivierung von sekretiertem
MMP2 und MMP13 beteiligt [210], sodass auch diese Art von MMP vermutlich nicht aktiviert
sind.

Kontrér zu vorherigen Ergebnissen von MCF10A Einzelzellen [211], wiesen die azinaren Zellen
an der Kontaktflache zur EZM aktinbasierte MS ohne proteolytische Aktivitat auf. Auch hier lag
nur das beschriebene Signal in der basalen Zellmembran vor, jedoch keine Co-Lokalisierung mit
den Aktin-MS-Strukturen. Das vorhandene basale Signal trug wahrscheinlich dazu bei die BM zu
remodellieren. Die BM-Remodellierung (d.h. eine BM-Erneuerung) ist ein konstant ablaufender,
elementarer Prozess zur Differenzierung und Aufrechterhaltung der Gewebeintegritat in
Brustepithelien [32, 176].

Die Penetration der BM ohne proteolytische Aktivitat ist moglich durch Poren in dem Kollagen
IV Netzwerk der BM. In dieser Arbeit wurden diese Poren mittels IF erstmalig in Kombination
mit BM durchspannenden MS demonstriert. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurde die

Porengrolle bereits definiert und liegt ca. zwischen 9 und 100 um [37]. Wahrend sich ganze

[112]



4 Diskussion

Brustkrebszellen mit proteolytischer Aktivitat durch eine PorengréRe von ca. 3 bis 7 pm? zwéngen
kdonnen [212, 213], ist davon auszugehen, dass deutlich Kkleinere fingerartige MS zur
Wahrnehmung der EZM relativ einfach und ohne proteolytische oder mechanische Hilfe die BM-

Poren durchdringen kénnen.

Die Bildung von aktinbasierten MS ist in vivo dhnlichen Brustspharoiden basierend auf den bisher
diskutierten Daten grundsétzlich nicht als invasiver Prozess zu betrachten. Im Gegensatz dazu
stehen jedoch die eingangs erwahnten Beteiligungen an invasiven Prozessen, sodass eine
fehlerhafte MS-Regulation hypothetisch einen negativen Einfluss auf die Tumorprogression haben
kann.

Auf Grund der Verbindung von onkogener EGFR-AKktivierung und tumorassoziierter EZM-
Verhdrtung mit einer invasiven Transition bei gutartigen und urspriinglich nicht-invasiven
Brustsphéroiden wurde die Funktion von MS im Prozess der Zellinvasion bei Brustspharoiden
untersucht. Die Analyse zeigte eine erhohte Bildung von MS in Abhéngigkeit von EGF und einer
steifen EZM. Zum Nachweis kleinster Strukturen und der Aufnahme von hochaufgeldsten Bildern
wurden diese Analysen auf Glas durchgefiihrt. Zwar ist Glas mit 108 kPanochmals deutlich harter
als die verwendete tumorassoziierte Substratsteifigkeit von 12 kPa [214], aber in der
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass beide Oberflachen die Invasion induzieren. Ein
beschriebener Effekt der EZM-Versteifung, die VergroRerung der Zellflache [215], konnte auch
anhand der azinaren Zellen auf Glas gezeigt werden. Zudem war kein Unterschied zwischen Azini
auf einer tumorassoziierten Steifigkeit und einer Glasoberflache zu sehen, sodass davon
ausgegangen wurde, dass die Zelle auf eine zusatzliche Verhartung der EZM nicht anders reagiert.
Der Einfluss von EGF und der EZM-Versteifung auf die MS-Bildung war eindeutig. Sowohl nach
einer Stunde als auch nach 24 Stunden hatte EGF einen starken Einfluss auf die Anzahl der BM
durchspannenden MS. Unter der Annahme, dass es sich dabei um Mechanosensoren handelte,
bedeutete die erhdhte Anzahl der MS auch eine gesteigerte mechanische EZM-Sensing-Aktivitéat.
Die hdchste Anzahl an Aktin-MS und demzufolge auch die hdchste Sensing-Aktivitat wurde bei
der invasivsten Fraktion gefunden. Das waren Brustsphéroide mit einer gering maturierten BM
auf einer tumorassoziierten steifen EZM. Der Einfluss der Steifigkeit auf die Formation von MS
im Sinne einer Steigerung der MS-Dichte unter zunehmender Verhértung der EZM ist bereits
bekannt [216]. Erstmalig konnte in dieser Arbeit die Anzahl von MS unter pro-invasiven
Einflissen in Brustspharoiden mit einer endogenen BM hochauflosend analysiert werden.
Dadurch konnten auch Kleinste fingerartige Strukturen, die die BM durchspannten, analysiert

werden. Andere Studien in Bezug auf die MS-Haufigkeit arbeiteten noch in 2D Zellsystemen und
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waren aufgrund der automatisierten Detektion in der Grolle der nachzuweisenden Strukturen

limitiert. Zudem wurde in diesen Untersuchungen die BM vernachldssigt [217, 218].

Diese Ergebnisse zeigten, dass sowohl die EZM-Versteifung als auch die onkogene EGF-
Stimulation in einer gesteigerten Bildung von lateralen Zellfortsatzen auf der gesamten Azinus-
Oberflache der basalen Zellschicht resultierten. Diese gesteigerte Fortsatzbildung war
gleichermallen an der Azinus-BM-EZM Kontaktflache vorhanden. Wahrend EGF mittels
Diffusion tber das Medium zunéchst eher die basale Zellschicht erreichte, befanden sich nur die
Zellen an der Kontaktflache in einem direkten Kontakt mit der tumorassoziierten EZM. In beiden
Féllen waren die Steigerungseffekte jedoch sowohl anhand der lateralen MS-Dichte als auch an
der MS-Dichte an der Kontaktflache zu erkennen. Die daraus resultierende Hypothese einer
maoglichen Zell-Zell-Kommunikation wurde zusétzlich durch einen massiven Rlckgang der
lateralen MS nach der Invasion von Azini bestérkt. Obwohl die Invasion im Bereich der
Kontaktflache des Azinus zur EZM stattfand, hat sich die Sensing-Aktivitat von Zellen, die nicht
in einem direkten Kontakt zu den invasiven Zellen stehen, verringert. Zukiinftige Arbeiten sollten
sich mit dieser Theorie beschaftigen, um mdgliche mechanosensitive oder biochemische
Signalprozesse zu erforschen, die innerhalb eines Azinus vorhanden sein kénnten. Neben diversen
biochemischen Signaltransmittern wie z.B. Zytokinen kénnten in diesem Modell in Bezug auf die
beobachteten zytoskelettalen Veranderungen kontaktabhéngige (z.B. Zell-Zell-Kontakte oder
Zell-Matrix-Kontakte) Kommunikationswege entscheidend sein. Diese konnten beispielsweise
direkt ber den mechanischen Stress und die zellulare Spannung reguliert werden [219]. Das
Aktin-Zytoskelett selbst ist als Signallbertrager wahrend der Mechanotransduktion extrazellulérer
Stimuli beschrieben [94]. In dieser Arbeit und im weiteren Verlauf der Diskussion wurde der

Fokus auf die Funktion der mechanischen EZM-Sensing-Aktivitat gelegt.

Die Analyse und der Nachweis von MS an der Azinus-BM-EZM Kontaktflache, co-lokalisiert mit
mechanosensorischen Proteinen wie Vinculin und Talin, deutete auf mechanisch aktive MS hin,
die Stress auf die BM verursachten. Diese mechanische Aktivitat konnte in den VVorarbeiten mittels
ERISM nachgewiesen werden. In Zusammenarbeit mit unserem Kooperationspartner (Uni Koln,
AG von Prof. Dr. Malte Gather) konnten wir zeigen, dass MS eine gesteigerte mechanische
Aktivitat (Ziehen und Dricken) auf die EZM und BM ausubten [33]. Da aus den
Adhésionskomplexen von Zellfortsédtzen Fokaladhdsionen entstehen kénnen [220], sind Fortsatze
indirekt an der Ausbildung von Zell-Matrix-Verbindungen sowie an der Zellmigration beteiligt
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und folglich auch an der Entstehung und Ubertragung von Zellkraften auf die umliegende BM und
EZM [221].

Diese erhohte mechanische MS-Aktivitat korrelierte allerdings auch mit einer erhéhten Invasivitat
[33]. Im Einklang mit diesem Ergebnis wurden in C. elegans ATP-reiche Filopodien bei
gleichzeitiger Inhibition von MMP als Ausloser fiir die kraftinduzierte Invasion durch eine BM
beschrieben [222]. AulRerdem wurde die Annahme eines invasionsférdernden Einflusses einer
hohen MS-Dichte durch die Arbeit von Jacquemet und Kollegen untermauert. Die Zunahme der
MS-Dichte korrelierte hier mit einer Zunahme der Invasivitit von MCF10A Varianten
(MCF10ADCIS und MCF10AT) [217].

Da die in dieser Arbeit beschriebenen pro-invasiven Stimuli (EGF und die EZM-Versteifung) die
MS-Anzahl/ EZM-Sensing-Aktivitat steigerten und auch die Invasionshdufigkeit erhéhten, konnte
die hohe Sensing-Aktivitat der basalen Zellschicht infolge der pro-invasiven Stimuli bereits ein
erstes Anzeichen einer (pathologischen) Zelladaption sein. Auch wenn nachweislich keine
proteolytisch aktiven MS in pré-invasiven Brustsphéroiden nachgewiesen werden konnten, kdnnte
die mechanische Aktivitat die Integritat und Stabilitat der BM verringern.

Eine solche invasionsfordernde Schwéchung durch mechanisch aktive MS konnte tber die MLC
und Myosin reguliert werden. Dies steht im Einklang mit dem Nachweis von kraftiibertragenden
Fokaladh&sionen an den MS-Strukturen, die co-lokalisiert mit der MLC waren. AufRerdem konnte
die Aktivitat der Aktin-MS mittels ERISM nachgewiesen werden [33]. Mit dem Wissen, dass
bereits bei Invadopodien von Tumorzellen ein Ziehen und Driicken gegen die EZM gezeigt wurde
[127], ist es sehr wahrscheinlich, dass dieser MLC und Myosin Il vermittelte BM-Stress ebenfalls
zu einer Schwachung der BM fihrte und somit die maligne Transition von Brustdriisenepithelien

fordern konnte.

Bei der Betrachtung der Azinus-BM-EZM Kontaktflache bestétigte sich ein moglicher
Zusammenhang zwischen der MS-Dichte und einer potenziell instabileren BM. Wéhrend Bereiche
unter MS-Zellen mit vielen MS auch viele Poren enthielten, waren unter SF-Zellen, die weniger
EZM- und BM-Bindungsstellen aufwiesen, kaum Poren vorhanden. Dies deutete darauf hin, dass
der Prozess der BM-Erneuerung und damit die SchlieBung der Poren innerhalb weniger Stunden
stattfinden konnte, da die Porendichte unter den neu gebildeten SF Zellen wieder deutlich abnahm.
Zwar wird allgemein angenommen, dass eine BM einen Reparatur-Mechanismus besitzt, doch wie
genau dieser Prozess ablauft und ob sich dieser von der normalen BM-Synthese unterschiedet, ist
weitestgehend unbekannt. Anhand der BM von Drosophila Larven konnte jedoch gezeigt werden,

dass BM-Wunden innerhalb von 24 Stunden verheilen konnten [223]. Demzufolge kdnnten
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deutlich kleinere Poren bei einer epithelialen BM auch innerhalb weniger Stunden bereits
zuwachsen. Andererseits konnte geschlussfolgert werden, dass eine hohe MS-Dichte einen
Einfluss auf die Dichte des Kollagen IV Netzwerkes hat. Ein BM schwéchender Einfluss der
Sensing-Aktivitat wurde bis dato nicht in der Literatur beschrieben, allerdings wurde gezeigt, dass
EZM-Poren nicht nur durch proteolytische Aktivitat, sondern auch durch zelluldre Kréfte
verformbar sind [224]. Die gesteigerte Zahl der Aktin-MS kénnte drauf hindeuten, dass auch mehr
BM-Poren vorliegen. Das wiirde bedeuten, dass die vielen Aktin-MS die BM-Poren mechanisch
erzeugen oder zumindest vorhandene Poren vergrofiern konnten. Eine VergroRerung der EZM-
Poren wurde bereits fur MMP inhibierte Brustkrebszellen in einer Kollagen | Matrix gezeigt [225].
Diese mechanische PorenvergroRerung konnte bertragen auf das in dieser Arbeit verwendete
Brustdriisenepithel-Modell mit einer BM, die Uiberwiegend aus Kollagen IV besteht, auch moglich
sein.

Diese Ergebnisse deuteten darauf hin, dass eine gesteigerte Aktin-MS vermittelte EZM-Sensing-
Aktivitat der basalen Zellschicht die Porositat des Kollagen IV Netzwerkes der BM vergroRert.
Dadurch konnte die Integritdt der BM anfangs gemindert werden, was folglich die gesteigerte
Invasivitdt mit zunehmender MS-Dichte erklaren wirde. Diese Hypothese und ein méglicher
Wechsel des Invasionsmodus in Abhangigkeit der Zeit und der Stimulation mit pro-invasiven
Faktoren musste in folgenden Arbeiten Uberprift werden, da wie beschrieben auch Azini invasiv

wurden, bei denen die Poren unter entstehenden SF zunachst wieder geschlossen wurden.

Die anfangs als MS betitelten Aktin-Zellfortsatze wurden basierend auf den bisher diskutierten
Ergebnissen funktionell genauer beschrieben. Durch die funktionelle Verknipfung der Sensing-
Aktivitat mit invasionsfordernden Eigenschaften konnte die Annahme getroffen werden, dass es
sich bei den Aktin-MS um Vorlaufer fir Filopodien oder Invadopodien handelte. Diese
aktinbasierten Strukturen wurden tber die Verringerung der BM-Integritat mit der Zellinvasion
durch die BM in Verbindung gebracht. Da der Nachweis von Invadopodien-Markern in azinaren
Fortsatzstrukturen Uberwiegend negativ war, wurden die Aktin-MS im Folgenden nicht als
Invadopodien, sondern als Filopodien bezeichnet, bzw. haben sich aus den Aktin-MS gebildet.

Filopodien sind fur ihre Aktivitat als Mechanosensoren bekannt. Damit tragen diese Strukturen
auch zur Aufrechterhaltung der basoapikalen Polarisation und zur Gewebehomoostase in
Brustdriisenepithelien bei. Weiterhin wurde bereits nachgewiesen, dass Filopodien Fortsatzkrafte
auf eine EZM ubertragen konnen (vgl. Abschnitt 1.7). AufRerdem wurden Filopodien bereits mit
invasiven Zellen in Verbindung gebracht. In vivo wurden Filopodien in Sphéroiden von

transformierten MCF10ADCIS.com LifeAct Zellen gezeigt, die in Zebrafischen neue Sphéroide
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mit Filopodien gebildet haben [217]. Diese Filopodien glichen den identifizierten Filopodien in
dieser Dissertation. Ein solcher Nachweis ist von groRer Bedeutung, um auszuschlie3en, dass es
sich bei Fortsdtzen um ein Zellkulturartefakt handelte. Studien zu Filopodien oder Invadopodien
fanden meist an Einzelzellen statt, da der Invasionsprozess sehr dynamisch, schwer vorhersehbar
und vor allem schwer aufzunehmen ist [133]. Weitere Verbindungen von Filopodien mit invasiven
Zellen wurden von Jacquemet und Kollegen in ihrer Ubersichtsstudie zusammengefasst. So waren
beispielsweise einige filopodiale Proteine in Tumoren hochreguliert [121].

Diese Studie von Jacquemet und Kollegen verdeutlicht auch die Schwierigkeiten in der Benennung
der Fortsatzstrukturen, da teilweise auch die Begriffe Filopodien-artig oder Invadopodium
verwendet wurden. Obwohl in dieser Arbeit im Folgenden der Begriff Filopodium fiir die Fortsatze
gewahlt wurde, kdnnte der Nachweis einzelner Invadopodien-Marker in einzelnen MS auch ein
Hinweis auf einen moglichen funktionellen Wechsel von Zellfortsatzen sein. Bei invasiven Zellen,
die durch die BM transmigriert sind, zeigten die elongierten aktinbasierten Fortsatze dieser
migrierenden Zellen typische Invadopodien-Markerproteine. So ist MT1-MMP in den deutlich
ldngeren MS, in dieser Arbeit als Filopodien-artige Strukturen beschrieben, in den migrierenden
Zellen vorhanden. Filopodien an der Kontaktflache zeigten diese Co-Lokalisierung von Aktin und
MT1-MMP nicht, sodass sich der Invasionsmechanismus von migrierenden Einzelzellen und
azinaren Zellen vermutlich unterscheidet. Technische Limitationen konnten weitestgehend
ausgeschlossen werden, da der Nachweis der Invadopodien-Marker spezifisch war.

Damit ist ein moglicher Wechsel von Zellfortsatzen oder ein funktioneller Wechsel von
aktinbasierten Fortsatzen moglich. Dies wurde in der Literatur auch bereits diskutiert. Demnach
besteht die Mdglichkeit, dass es in einer natlrlichen Zellumgebung verschiedene Arten von
Zellfortsatzen geben koénnte, die unterschiedliche Funktionen aufweisen [121]. Mdglich ware also,
dass MS-Strukturen nur Vorlaufer sind, die sich zu Filopodien oder Invadopodien entwickeln oder
dass ein Wechsel von mechanosensorischen Filopodien zu invasiv-assoziierten und proteolytisch

aktiven Invadopodien auftritt [226].

Unabhangig von einem maoglichen funktionellen Wechsel oder einem Wechsel der Bezeichnung
fur die Fortsatzstrukturen konnte eindeutig eine Beteiligung der Fortsdtze an dem
invasionsfordernden Prozess der BM-Schwéchung identifiziert werden. Durch eine Erhéhung der
BM-Porositat konnten Filopodien die Invasion steigern.

Weiterhin nicht verstanden ist die Entstehung der kontraktilen Zellkréfte, da bisher nur die
moglichen Fortsatzkrafte diskutiert wurden. Aus diesem Grund wird im néchsten Abschnitt die

[117]



4 Diskussion

Veranderung an der Azinus-BM-EZM Kontaktflache thematisiert, um die mechanobiologischen

Regelkreise besser zu verstehen, die zellkraftassoziierte BM-Zerstérung verursachen.

4.2  Zytoskelettale Veranderungen fuhren zu invasionsfordernder kontraktiler Zellkraft

Zu Beginn der Promotion konnte in der gemeinsamen Arbeit mit Frau Dr. Gaiko-Shcherbak eine
Verbindung zwischen zunehmender Invasivitit und der Steigerung der kontraktilen Zellkrafte
gezeigt werden. Diese Zellkrafte waren abhangig von dem BM-Status, der EZM oder der EGF-
Stimulation und wurden als BM-Stress definiert. Zellkraftabhangige Invasionsmechanismen sind
demzufolge bereits beschrieben worden, beispielsweise wéhrend der Mausembryogenese oder der
Brustkrebsinvasion [32, 33, 184]. Noch unverstanden sind in Brustsphdroiden die genauen
Mechanismen an der Kontaktflache zur EZM. Hier bildet die BM ein funktionell verknipftes
Kontinuum mit der darunterliegenden EZM, welches die Zellen Uber mechanosensorische
Strukturen wahrnehmen. Daher wurde untersucht, welche Veranderungen an der Kontaktflache
die dort stattfindende Invasion beguinstigen oder ausldsen.

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurden Lebendzell-Zugkraftanalysen zum Nachweis der
kontraktilen Zellkraft der Azini durchgefihrt. Gleichzeitige konnte die Transition von MS- zu SF-
Zellen beobachtet werden. Bei den Zugkraftanalysen korrelierten Kraft-Hotspots hoher zellulérer
Zugkraft mit der Entstehung von Aktin-SF. Diese Zugkraft wurde tber die Formanderungsenergie
gemessen und diente als Mal? fiir den BM-Stress. Dementsprechend war der zur Invasion flihrende
BM-Stress eindeutig auf die Bildung und Kraftubertragung von SF-Zellen zuriickzufiihren. Auch
eine Inhibition der SF-Bildung bestétigte diesen Zusammenhang, da keine Zellkrafte mehr
auftraten. So konnte eindeutig gezeigt werden, dass die Kontraktilitat von azinaren Zellen bei
Brustdriisenepithelien von Myosin 11 abhangig war. Dieser Zusammenhang konnte auch durch den
Nachweis der MLC bestatigt werden, die das Nicht-Muskel-Myosin 11 phosphoryliert und aktiviert,
wodurch es zur Zellkontraktion kommen konnte. Diese Kinase war somit essenziell fir die
Entstehung der kontraktilen Zellkraft in Brustsphdroiden, was ebenfalls in Fibroblasten
beschrieben wurde [227].

Zusétzlich kann diese kontraktile Zellkraft nur entstehen, wenn SF (ber Fokaladhasionen in der
BM und EZM verankert sind [228]. Dies konnte auch in dieser Dissertation fur azinare Zellen
gezeigt werden. Die SF waren iber mechanosensorische Fokaladhasionskomplexe an die BM und
EZM gekoppelt.
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Die Verdnderungen des Aktin-Zytoskeletts an der Azinus-Kontaktflache bedeuteten einen
Rickgang der kortikalen Aktin-MS bei gleichzeitiger Bildung der SF. Damit konnte erstmalig
gezeigt werden, dass das gesamte kortikale Aktin eines humanen Brustspharoids an der
Kontaktflache durch pro-invasive Stimuli verédndert wurde. Dies steht im Einklang mit
Ergebnissen in Leberzellen von Ratten, wo ein EGF induzierter EMT-Prozess ebenfalls zu einem
Verlust von kortikalem Aktin und einer vermehrten Bildung von SF fiihrte [229]. Auch in dieser
Dissertation konnten typische Merkmale eines EMT-Prozesses identifiziert werden. Sowohl eine
zytoskelettale Remodellierung als auch der invasionsbedingte Verlust azinarer Zell-Zell-Kontakte
und der basoapikalen Polarisation im Verlauf der Zellinvasion sind typische Kennzeichen einer
EMT [230].

In dieser Arbeit konnte zusatzlich nachgewiesen werden, dass dieser SF-Bildungsprozess
zusétzlich durch pro-invasive Stimuli wie EGF und die EZM-Steifigkeit verstarkt wurde
(Erhdhung der SF-Dichte). Dies konnte an einer FOrderung der SF-Bildung uber die EGF
induzierte Bildung von FA Uber Tensin und RhoA liegen, die in MCF10A Zellen nachgewiesen
wurde und in einer Steigerung der Migration resultierte [231]. Diese Verbindung zu pro-invasiven
Stimuli unterstutzte die Aussage, dass es sich bei der Umwandlung von MS zu SF

hochstwahrscheinlich um einen weiteren wichtigen Schritt in der malignen Transition handelte.

Die in diesem Abschnitt diskutierten EMT-ahnlichen Verdnderungen im Aktin-Zytoskelett deuten
auf unterschiedliche Phasen in einer malignen Transition von Brustdriisenepithelien hin.
Beginnend mit einer bereits BM schwéchenden und Myosin Il vermittelten erhohten Filopodien-
Aktivitat wirkten sich pro-invasive Stimuli bereits in einem préa-invasiven Zustand negativ auf die
Gewebe- und BM-Homdostase aus. Folglich entstand durch die Bildung von SF eine Myosin 11
induzierte Zellkontraktilitdt und zusétzlicher BM-Stress, der in Kombination mit den anderen
Invasionsfaktoren wie der EZM-Steifigkeit oder der onkogenen EGF-Stimulation eine Invasion
durch die BM bedingt.
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4.3 Das Onkogen hRAS steigert die Invasivitat durch die Verringerung der BM-Integritat

Neben der EZM-Steifigkeit, der BM-Maturierung und der EGF-Stimulation wurde in dieser
Dissertation zudem erstmalig hRas in Brustdriisenepithelien hinsichtlich seines Einflusses auf den
Invasionsprozess analysiert. Das proto-Onkogen hRas ist ein interessantes Zielprotein, das eine
Vielzahl nachgeschalteter invasionsrelevanter Signalwege reguliert. Viele dieser Signalwege sind
in Brusttumoren hochreguliert und mit einer hdheren Tumoraggressivitat assoziiert [151, 232].
Meist genannt in diesem Zusammenhang ist der MAP Kinase Signalweg iber ERK oder der PI3K
Signalweg [147]. Diese Signalkaskaden regulieren u.a. die Zellmigration und fordern die
epitheliale-mesenchymal-Transition [162]. Die PI13-Kinase kann zudem Filopodien induzieren
[233]. Damit ist hRas hochstwahrscheinlich in einige in den ersten Abschnitten diskutierte
mechanobiologisch regulierte Prozesse involviert. In dieser Dissertation sollte untersucht und
verstanden werden, wie hRas sich auf die identifizierten Prozesse auswirkt und mit den
beschriebenen pro-invasiven Faktoren wechselwirkt.

Der zentrale hRas gesteuerte MAPK (engl. Mitogen-activated protein kinase)-Signalweg ist der
am haufigsten mutierte Signalweg bei Tumoren [144]. Bei einer néheren Betrachtung dieses
Signalweges gilt aktiviertes ERK als Schlisselkinase dieser Signalkaskade, da es eine Vielzahl an
Kinasen bis hin zu Transkriptionsfaktoren reguliert (phosphoryliert mehr als 100 Substrate) und
damit Einfluss auf viele zelluldre Prozesse nimmt [144, 234]. Aus diesem Grund wurde
phosphoryliertes ERK (pERK) in dieser Arbeit als Nachweis fur die Aktivierung von hRas gewéhit.
Dieser Nachweis war zunéachst notwendig, um das verwendete Zellkulturmodell zu validieren.
Dieses Modell wurde bisher nur bei Einzelzellen oder Zellmonolagen zur Untersuchung von
mechanischen Eigenschaften verwendet [158]. Erstmalig in dieser Dissertation wurden
Brustsphéroide kultiviert, bei denen hRas dauerhaft Uberexprimiert wurde oder spezifisch
induziert werden konnte.

Hauptséchlich wurde das Giber OHT induzierbare hRas System verwendet, welches sich auf einer
Ostrogen-Fusionskassette befand, die eine schnelle und spezifische hRas-Aktivierung ermoglichte
[158, 163]. Das zweite anfangs verwendete System, MCF10A Zellen, die hRas konstant
Uberexprimierten [158], zeigte direkt einen negativen Einfluss von hRas auf die sphéroidale
Differenzierung. Im Vergleich zu den Wt Spharoiden war nur eine schwache Polarisation der
Brustspharoide zu erkennen. Dies bedeutete, dass keine konstante BM gebildet wurde.

Diese Ergebnisse aus dem konstant tiberexprimierenden hRas Modell zeigten bereits den massiven
Einfluss von hRas auf zelluldare Prozesse. Vergleichbar zu diesen neuen Ergebnissen in

Brustdriisenspharoiden, wurde hRas in anderen Epithelzellen mit dem Verlust der Zellplastizitat
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und der Forderung der Metastasierung in Verbindung gebracht. Zu Grunde lag hier die hRas
induzierte Induktion der EMT und die Reduktion von Zell-Zell-Kontakten [235]. Der Verlust von
E-Cadherin durch eine hRas Uberexpression, ein typisches Merkmal der EMT, wurde ebenfalls
fir MCF10A Zellmonolagen auf Proteinebene bereits beschrieben [158]. Ohne die Ausbildung
von Zell-Zell-Kontakten konnte dementsprechend auch kein organisiertes basoapikal polarisiertes
Brustdriisenepithel entstehen.

Im Gegensatz zu dem konstant Uberexprimierenden hRas-Modell bildeten sich bei der
Kultivierung des induzierbaren hRas Modells (ohne hRas-Aktivierung) Wt-dhnliche und
basoapikal polarisierte Azini. Erstmalig konnten also MCF10A Azini kultiviert werden, in denen
hRas spezifisch aktiviert werden konnte. Diese Aktivierung konnte vergleichbar zu Ergebnissen
aus vorangegangenen Publikationen [158, 163] auch in dieser Arbeit reproduziert werden. In
diesen Studien wurde mittels Western-Blot Analysen die Aktivierung in Zellmonolagen gezeigt.
Da in dieser Arbeit mit den Brustspharoiden gearbeitet werden sollte, wurde eine Aktivierungs-
Nachweismethode in 3D angewandt. Da fur Western-Blot Analysen eine sehr hohe Proteinmenge
benotigt wird, wurden Immunfluoreszenzfarbungen gemacht gegen pERK. So konnte in dieser
Dissertation erstmalig eine induzierte hRas-Aktivitét in Brustspharoide nachgewiesen werden. Der
Vorteil dieser Methode war, dass gleichzeitig die zelluldre Lokalisation von pERK beschrieben

werden konnte.

Trotz der Vergleichbarkeit der Azini gab es morphologische Unterschiede zwischen der
induzierbaren hRas-Variante und dem in dieser Arbeit verwendeten Wt. Eindeutig waren Azini
der induzierbaren hRas-Variante groRer, was auf eine unspezifische Aktivierung des
Ostrogenrezeptors zuriickzufilhren sein konnte. Medienbestandteile (Proteine) kénnen den
Ostrogenrezeptor auf der Fusionskassette binden und hRas aktivieren. Daher wurde das Medium
vorbehandelt, um mdglichst viele Proteine zu entfernen. AuBerdem liegen Studien tber die
Wechselwirkungen von EGFR und Ostrogenrezeptoren vor [236], sodass EGF noch friihzeitiger
aus dem Kultivierungsmedium entfernt wurde, um eine EGF-Bindung an den Ostrogenrezeptor zu
vermeiden. Trotz dieser MalRnahmen lieR sich eine geringe Induktion der hRas-Aktivitat
vermutlich nicht vermeiden. Die gemessene pERK-Aktivitdt zwischen dem Wt und der nicht
induzierten hRas-Variante zeigte keine signifikanten Unterschiede, doch es ist nicht
auszuschlief3en, dass hier ein kleiner gradueller Effekt vorliegen kdnnte. Das IF-Intensitatssignal
war generell sehr gering, sodass die Methode zum Nachweis geringer Unterschiede
mdoglicherweise nicht sensitiv genug war. Eindeutig war jedoch eine deutliche Steigerung des
pERK-Signals durch die biochemische hRas-Aktivierung, sodass sich das Modell fir die
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funktionellen Untersuchungen eines spezifischen hRas induzierten Einflusses auf den

Invasionsprozess eignete.

Nach der erstmaligen Beschreibung und Validierung des MCF10A hRas Modells wurde folglich
das Invasionsverhalten bei einer hRas-Aktivierung untersucht. Der grof3e Vorteil dieses Systems
ist die Moglichkeit Brustspharoide unter gleichen Bedingungen zu kultivieren, um dann selektiv
pathologische Veranderungen in der Mikroumgebung in Bezug auf die hRas-Aktivitit zu
untersuchen. Neben der EZM-Steifigkeit konnte eine pathologische und tumorassoziierte
Uberaktivierung von hRas als invasionsfordernder Parameter verwendet werden [232].

Die Ergebnisse der Invasionsanalyse beim Vergleich von induzierten und nicht-induzierten Azini
auf unterschiedlichen EZM-Steifigkeiten konnte zunéchst die Steigerung der Invasionsevents bei
MCF10A Wt Azini durch eine Versteifung der EZM bestatigen. Aber auch die spezifische
Induktion von hRas erhohte die Invasion deutlich. Dementsprechend hatten beide Faktoren einen
eindeutigen invasionssteigernden Einfluss. Gleichzeitig verringerte die pro-invasive Stimulation
den Invasionszeitpunkt. Besonders eine Tumormikroumgebung, bestehend aus erhohter hRas-
Aktivitat und einer harten EZM, forderte die Invasion deutlich, sodass alle Azini invasiv wurden
und dies Uberwiegend bereits in den ersten Stunden.

Die induzierten hRas Brustspharoide wurden wahrend der Invasionsanalysen auf einer
tumorassoziierten EZM friihzeitiger invasiv als hd-BM Azini des Wt, die mit Kollagenase IV
behandelt wurden [33]. Diese Behandlung hatte eine Auflésung der BM zur Folge, die in einer
100-prozentigen Invasion resultierte. Diese Gruppe befand sich auf einer physiologischen EZM
und wies eine vollstandig maturierte BM (hd-BM) auf. Dadurch konnte die Barriere gegeniber
invasiv stimulierten Zellen anfangs langer intakt bleiben. Erst die proteolytische Auflésung der
BM und die Zerstérung der BM-Integritdt verursachte bei nicht transformierten
Brustdrusensphéaroiden eine Invasionsrate von 100 %. Diese hohe Invasionsrate trat bei
induzierten hRas Azini auch ohne die Kollagenase-Behandlung auf. Die BM-Integritat bei diesen
hRas induzierten Azini schien bereits deutlich vermindert zu sein, sodass die BM bei zehn Tage
alten hRas Azini nur eine geringe Widerstandsfahigkeit aufwies. Im Vergleich zu den Wt Azini
waren die hRas Azini generell invasiver, unabhangig von der hRas-Aktivierung. Dies deutete auf
generelle Veradnderungen der hRas Azini hin, welche zukiinftig genauer untersucht werden missen,
um das Zellkulturmodell besser zu verstehen und zu verifizieren. Mdoglicherweise hat die
Ostrogenkassette Einfluss auf das zellulare Verhalten der transformierten MCF10A Zellen.

Auch wenn die allgemein hohere Invasivitat nicht eindeutig erklart werden konnte, lag ein

deutlicher hRas Effekt nach der spezifischen Aktivierung vor. Das heil’t, dass die spezifische
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hRas-Aktivierung einerseits nachweisbar war und andererseits zu einer deutlichen Steigerung der
Invasion fiihrte. Daher kann im Folgenden diskutiert werden, wodurch die signifikant hohere

Invasion nach der hRas-Aktivierung zustande kommit.

Eine Madglichkeit, die hohere und fruhzeitigere Invasion zu erklaren, ist die proteolytische
Aktivitat von MMP, die die BM degradieren konnten. Eine Uberexpression von u.a. MMP2 und
MMP9 ist im humanen Mammakarzinom als Risikofaktor fur schlechtere Krankheitsverlaufe
beschrieben [237]. AuRerdem sind auch hRas Signalwege mit der Entstehung von MMP assoziiert.
Dies wurde anhand von Leberzellen aus Ratten und fir humane Epithelzellen gezeigt [238, 239].
Vergleichend zum Wt wurde durch die Aktivierung von hRas und den folgenden Signalkaskaden
kein vermehrtes Aufkommen von gebundenem MT1-MMP in den Brustspharoiden detektiert,
sodass zundchst davon ausgegangen werden musste, dass die Invasion der Brustsphéroide auch
nach der hRas-Aktivierung nicht von einer proteolytischen Degradation der BM abhéngig ist.
Allerdings wurde bei der Analyse nicht die Menge an sekretierten I6slichen MMP beriicksichtigt,
was zum Ausschluss einer deregulierten MMP-Beteiligung notwendig waére.

Uber ein breites Spektrum moglicher regulatorischer Einflisse kann eine hRas-Aktivitat die
Motilitat und den Invasionsprozess steigern. Alle diese Prozesse beinhalten eine Adaption des
Aktin-Zytoskeletts, beschrieben tiber den PI3K-Signalweg oder den Einfluss auf die Kinase p38
und die F-Aktin-Polymerisierung. [240]. So interagierte hRas direkt mit PI3K oder indirekt tber
die Wechselwirkung mit der Rho Kinase Rac, was in beiden Féllen zu einer Aktivierung von p38
fihrte. Diese Signalkaskade resultierte in glatten Muskelzellen in einer Phosphorylierung des
Hitzeschockproteins 27, welches die F-Aktin Polymerisation und die zytoskelettale
Remodellierung reguliert [241]. Ein weiteres Beispiel fir den Einfluss von Ras auf aktinbasierte
Strukturen Uber Rac ist die Regulation der Formation von Lamellipodien. In neuronalen Zellen
wurde Uber die Aktivierung von Rac durch PI3K die Lammelipodien-Bildung gesteigert [242].
Daher wurde in dieser Arbeit erstmalig die invasionsfordernde Auswirkung der hRas-Aktivierung

auf die beschriebenen Adaptionen im Aktin-Zytoskelett in Brustdriisenepithelien untersucht.

Eine zentrale invasionsfordernde Adaption bei nicht transformierten Brustspharoiden war die
Entstehung von SF und die daraus resultierenden kontraktilen Zellkréfte. Diese Zellkrafte waren
bei hRas Brustsphédroiden keine eindeutige Erklarung fur die hohe und vor allem deutlich
friihzeitigere Invasion. Weder im Vergleich zu Wt Brustdrisen noch nach der Induktion der hRas-
Aktivitat waren die Werte der kontraktilen Zugkrafte auf einer tumorassoziierten Steifigkeit erhoht.
Auch eine Inhibition der Myosin Il vermittelten Zellkraft und MMP wirkte sich nicht auf die
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Invasionshéufigkeit aus. Im Einklang mit diesem Ergebnis standen die hohe MS-Dichte und die
kaum vorhandenen SF an der Kontaktfliche zur EZM. Durch die friihzeitige Invasion konnten
kaum SF an der Azinus-BM-EZM Kontaktflache entstehen, wodurch kein signifikant erhohter
tangentialer BM-Stress entstehen konnte.

Es bestand jedoch die Mdglichkeit, dass die Brustsphéroide bereits so stark pro-invasiv stimuliert
wurden und eine hohe mechanische Instabilitat (geringe BM-Integritat) aufwiesen, dass keine
groleren Krafte notwendig waren, um die BM lokal zu zerstéren. In Wt-Azini konnte deutlich
gezeigt werden, dass die BM als Barriere eine invasionsverzégernde Pufferwirkung hat, die
abhéngig von der Maturierung des Kollagen IV Netzwerkes und der damit verbundenen
Widerstandsféahigkeit war [33].

Ein Faktor, der die Integritat der BM hdchstwahrscheinlich negativ beeinflusst, ist die bereits
erwéhnte hohe Anzahl an Aktin-MS. Die hohe Dichte an MS, die ebenfalls Gber MLC reguliert
wurden, kdnnte ein Indiz fir eine erhdhte vertikale Fortsatzkraft (Ziehen und Driicken) sein. Diese
hohe mechanische Aktivitdt konnte, wie beim Wt bereits geschlussfolgert, ein Grund flr die
Schwachung der BM sein. Dementsprechend wies die BM der hRas Azini auch wegen der hohen
MS-Dichte viele Poren auf, sodass das Kollagen IV Netzwerk an der Kontaktflache instabiler
wirkte. Dies verifizierte die Annahme eines pathologischen Einflusses einer erhéhten Sensing-
Aktivitat und einer frihen Schwachung der BM, bevor die invasionsfordernden kontraktilen
Stressfasern entstehen konnten.

Um diese Ergebnisse abschlieend zu verifizieren, miisste mittels ERISM bestatigt werden, ob die
mechanische Aktivitét der Filopodien durch die hRas-Aktivierung gesteigert wird. Die Dichte der
MS bei der hRas-Variante befindet sich im Vergleich zum Wt dauerhaft auf dem Level der
invasivsten Fraktion nicht transformierter Brustspharoide. Allerdings lag keine Steigerung der
MS-Dichte nach einer hRas Induktion vor. Mdglicherweise war jedoch ein Maximum der MS-
Formation erreicht und die gebildeten MS unterschieden sich in der mechanischen Aktivitét. Einen
Hinweis auf Unterschiede in der mechanischen Aktivitat gaben Lebendzellaufnahmen von Azini
in der physiologischen Gelmatrix tber 65 Stunden. Die Aktivierung von hRas resultierte in einer
deutlich erkennbaren koharenten Zellbewegung des ganzen Azinus und der Zunahme der Azinus-
Grole, wahrend bei unbehandelten Azini kaum Bewegung bei den azinaren Zellen auftrat. Diese
hohere zelluldare Motilitat kdnnte indirekt auch ein Mal3 fur eine generell erh6hte mechanische
Aktivitat der Azini oder der MS an der Kontaktflache sein und eine nochmals gesteigerte Invasion
durch eine gesteigerte BM-Schwachung nach der hRas-Aktivierung erklaren. Auch im Wt zeigten

die mechanisch aktivsten und invasivsten Azini, gemessen mittels der Zugkraft- und
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Invasionsanalysen, die meisten Filopodien. Die entsprechenden Versuche mittels ERISM-
Technologie zum Nachweis des Ziehens und Driickens von MS an der Kontaktflache wurden
bereits durchgefiihrt, doch die Auswertungen des Kooperationspartners lagen zum Zeitpunkt der
Fertigstellung dieser Arbeit noch nicht vor.

Eine erhohte mechanische Aktivitdt konnte auch in Zusammenhang mit einer gesteigerten
Proliferation stehen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass hRas Brustsphéroide groler sind
als Wt Sphéroide, weil die einzelnen azinaren Zellen groRer sind. Zum einen wurde dieser Effekt
durch die Eigenschaft geférdert, dass hRas induzierte Zellen sich selbst in tumorbedingten
eingeengten Zellverbanden abrunden und teilen kénnen [158]. Zum anderen kdnnte auch eine
erhohte Proliferation und eine gesteigerte Zellzahl die VergroRerung der Sphéroide verursachen.
Zwar konnte nach 16 Stunden hRas Induktion noch kein Unterschied in Bezug auf die Proliferation
festgestellt werden, doch die Lebendzell-Aufnahmen Uber 65 Stunden deuteten auf einen
proliferativen Unterschied hin, der erst nach den 16 Stunden auftrat. Dieser Effekt trug dazu bei,
dass hRas aktivierte Azini groRer wurden. Ein proliferationssteigernder Einfluss von hRas wurde
in anderen Studien bereits gezeigt [243, 244]

Im Einklang mit der beobachteten hoheren Zellaktivitat im Kontext der BM-Schwachung durch
erhéhte mechanische Einflisse stehen Studien, die ein vermehrtes Proliferationsaufkommen mit
Invasion verknipfen. Wahrend der Proliferation bei Tumorzellen akkumulieren die teilenden
Zellen ihre Biomasse und vergroRern somit ihr Volumen [245, 246]. Die hier wirkenden
proliferativen Krafte durch die VergroRerung der Zellen und des Azinus kdnnten die BM weiter
schwéchen und folglich zerstoren.

Neben mdglichem proliferativen BM-Stress durch die wachsende Zellmasse und einer friihen MS
induzierten BM-Schwdachung waren die Beobachtungen eines instabileren Zellverbundes im
gesamten Azinus bei der hRas-Variante ein Indiz fir friihe invasive Veranderungen. Basierend auf
den bisherigen Daten und den Beobachtungen von Veranderungen im Aktin-Zytoskelett an den
Zell-Zell-Grenzen lag der Verdacht nahe, dass hRas EMT-&hnliche Prozesse in Brustspharoiden
forderte. An der Azinus-BM-EZM Kontaktflache traten bereits mesenchymale Zellen mit
elongierten Filopodien in nicht-invasiven Azini auf. Auch eine Vielzahl an Filopodien zwischen
den Zell-Zell-Kontakten und Filopodien, die in die zellfreien Bereiche innerhalb des Azinus
hineinragten, unterstltzten diese Aussage. Dies konnte in nicht-transformierten Azini nicht

beobachtet werden.
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Diese Ergebnisse haben gezeigt, dass SF vermittelter BM-Stress vermutlich einen deutlich
geringeren Einfluss auf die Invasion bei Brustdriisenepithelien mit aktivierten hRas Signalwegen
als bei nicht-transformierten Brustsphéroiden hat. Brustspharoide mit aktiviertem hRas wurden
bereits invasiv, bevor sich vermehrt SF bilden konnten. Méglicherweise reichten diese geringen
Krafte in Kombination mit proliferativem Stress auf die BM bereits aus. Vielmehr nahmen jedoch
vermutlich andere Faktoren einen groReren Einfluss auf die Invasion. Die hRas bedingten
zytoskelettalen Verdnderungen, insbesondere die hohe Dichte an MS, mdglicherweise
einhergehend mit einer hoheren mechanischen Aktivitat und eine verstarkte Induktion der EMT
Prozesse, sind hochstwahrscheinlich die Hauptfaktoren einer grundsétzlich gesteigerten Invasion
bei hRas Azini.

Weiterhin konnten diese Veranderungen der hRas Azini nur die generell héhere Invasion im
Vergleich zu Wt Azini erklaren. Diese Effekte zu verstehen war ein wichtiger Schritt in der
Etablierung und Charakterisierung des Modells. Abschlielend wird ein interessanter Effekt, der

auf die hRas-Aktivierung zurtickzufiihren war, diskutiert.

Anfangs wurden die BM-Maturierung und die EZM-Steifigkeit als wichtige Parameter fir die
Invasionshaufigkeit beschrieben. Die EZM-Steifigkeit wurde bereits untersucht und hat auch bei
hRas Azini die Invasion erhoht. Abschlieend wurde die BM-Maturierung als Indikator flr die
Widerstandsfahigkeit untersucht. Die Ergebnisse einer detaillierten Untersuchung des
Kollagen IV Netzwerkes verdeutlichten die grofle Bedeutung der BM im Invasionsprozess.
Eingangs wurde bereits eine potenzielle Schwachung der BM bei hRas Sphéroiden vermutet, die
durch die erhdhte MS-Dichte an der Kontaktflache der BM entstanden sein konnte. Diese
Schwéchung der BM wurde anhand der Intensitat von Kollagen 1V gemessen. Das BM-Netzwerk
wurde graduell mit einer zunehmenden hRas-Aktivierung reduziert. Eine Reduktion des
Kollagen IV Intensitatssignals wurde mit einer geringen BM-Integritdt und einer schwach
widerstandsfahigen BM gleichgesetzt. Bereits nicht induzierte hRas Azini hatten eine deutlich
schwaéchere BM als nicht transformierte Brustsphéaroide, doch war das Kollagen IV Netzwerk der
BM nochmals signifikant schwacher nach einer Aktivierung von hRas Signalwegen. Dies
bedeutete, dass die BM zwar nachweislich konstant vorhanden war, aber die anti-invasive
Wirksamkeit der BM als physikalische Barriere durch eine hRas-Aktivitat abnahm. Dieser Effekt
konnte im Umkehrschluss unter der Annahme, dass auch in nicht induzierten hRas Zellen eine
leicht erhdhte hRas-Aktivierung vorlag, den graduellen Anstieg in der Invasionshaufigkeit

erklaren. Eine bereits geschwéchte BM konnte von invasiv stimulierten Zellen durch eine
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gesteigerte MS-Aktivitat, proliferativen Stress und relativ geringe SF induzierte Zellkrafte
verhaltnismaRig leicht durchbrochen werden.

Um diesen Invasionsprozess spezifisch zu verhindern, musste verstanden werden, warum die BM
durch die hRas-Aktivitat geschwdacht wurde. Neben der gesteigerten MS-Dichte und -Aktivitat
kdnnten weitere Ursachen fiir ein gestortes BM-Remodelling vorliegen, die die BM-Maturierung
negativ beeinflussen. Die kohérente Zellbewegung wurde als wichtiger Regulationsmechanismus
flr die Gewebepolarisation beschrieben und somit auch fur die Ausbildung der BM [176]. Eine in
dieser Dissertation beschriebene hRas induzierte erhohte Zellbewegung konnte die

Gewebehomoostase beeintrachtigen und den standigen BM-Erneuerungsprozess storen.

Neben den bisher genannten mechanischen Faktoren, die die BM-Erneuerung und
- Widerstandsfahigkeit beeinflussen konnen, wurde Myosin X untersucht. Wahrend der SF und
MS induzierte BM-Stress Myosin Il vermittelt war, wurde in den Spitzen der MS azinarer hRas
Zellen Myosin X detektiert. Ein erster Vergleich zu Wt Azini deutete darauf hin, dass Myosin X
im Wt seltener in den MS lokalisiert war. Eine Quantifizierung der MS und mdglicher
Unterschiede zwischen hRas induzierten und nicht induzierten Azini steht noch aus.

Myosin X konnte ein interessantes Molekil in Bezug auf eine frihe MS induzierte BM-
Schwachung sein, da es sowohl an der Entstehung von Filopodien beteiligt ist als auch das Bundeln
von Aktin-Fasern unterstutzt, um langere Filopodien auszubilden [247]. In einem physiologischen
Kontext ist Myosin X also fir die Ausbildung mechanosensitiver Aktin-Fortsatze entscheidend, in
polarisierten Epithelzellen ist Myosin X an der Formation von Zell-Zell-Verbindungen beteiligt.
So flhrte eine Inaktivierung von Myosin X in Nierenzellen zu einer verzégerten Bildung von
Zellverbindungen und storte die Formation eines Lumens [248]. Von besonderem Interesse flr
diese Arbeit sind die diskutierten moglichen Einflisse von Myosin X in der Tumorprogression. Es
wird vermutet, dass Myosin X (ber die Einflisse auf die Reorganisation von zytoskelettalen Aktin-
Strukturen die Tumorprogression fordern kann. Uber die vermehrte Bildung und Aktivitat von MS
konnte die Zellmigration und folglich auch die Invasion unterstutzt werden [249].

In Brustkrebs wurde eine Myosin X Uberexpression in einigen Krebszelllinien nachgewiesen
[250]. Eine Dysregulation von Myosin X kénnte also sowohl einen instabileren Zellverband durch
die fehlerhafte Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten als auch eine gesteigerte invasionsférdernde
MS-Aktivitat erklaren. Ob und inwiefern Myosin X in Brustsphédroiden entscheidend zu einer
erhohten Invasion beitrdgt und in welchem MaRe dies Uber hRas reguliert wird, muss in

zukinftigen Arbeiten weitergehend untersucht werden.
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Fir ein besseres Verstandnis von mechanobiologisch relevanten Regelkreisen konnte im Rahmen
dieser Arbeit zu Beginn der Promotion die kraftinduzierte BM-Schwachung in Brustspharoiden
nachgewiesen werden. Zugkréfte wurden eindeutig als Ausldser fir lokalen BM-Stress definiert,
der die Zellinvasion und eine Metastasierung fordert. Die BM wurde als physikalische Barriere
definiert, die die Tumorzellen an einer Transmigration in die Zellumgebung hindert.
Tumorassoziierte Faktoren wie die Versteifung der EZM, die zelluldaren Zugkréfte und eine
tumorassoziierte EGF-Uberexpression  fihren zu einer malignen  Transition bei
Brustdrusenepithelien, die die Widerstandsfahigkeit der BM reduziert. Darauf aufbauend wurden
erstmalig in dieser Arbeit aktinbasierte Zellfortsatze charakterisiert, die mechanisch aktiv und
mutmallich auch im Invasionsprozess beteiligt sind.

Die Bildung dieser mechanosensorischen MS waren in einem physiologischen Kontext wichtig
fur die Sensing-Aktivitat der EZM. Wéhrend einer malignen Transition der Brustdriisen korrelierte
die MS-Steigerung mit zunehmender Malignitat, wodurch die Widerstandsféhigkeit der BM
vermindert wurde. Mit fortschreitender Tumorprogression veranderten Brustspharoide ihr
gesamtes Aktin-Zytoskelett als Antwort auf die pro-invasiven Einflisse. Anstelle der zunachst
nicht  proteolytisch  wirkenden ~ MS  bildeten sich  Gber  mechanosensorische
Fokaladh&sionskomplexe kontraktile SF. Dieser SF induzierte und Myosin Il vermittelte BM-
Stress konnte als neuer Mechanismus zur Erklarung der kraftinduzierten Invasion durch die
Zugkraftanalysen identifiziert werden. Infolgedessen verdanderten sich die gebildeten MS. Aus
mechanisch aktiven kurzen MS entstanden langere und proteolytisch aktive invadopodiale
Fortsatze in bereits invasiven Zellen. Damit wurden aktinbasierte MS oder Filopodien als
funktionelle Briicke zwischen der mechanobiologisch relevanten kraftinduzierten und der
proteolytisch abhéngigen Invasion bestétigt.

Zusétzlich konnte das verwendete hRas-Brustdriisenmodell erstmalig zur Untersuchung des
Einflusses des proto-Onkogens wéhrend der malignen Transition in einem 3D Kontext validiert
und quantifiziert werden. Onkogenes hRas fuhrte zu einer nochmals gesteigerten Invasivitét,
hochstwahrscheinlich durch die Ausbildung eines instabileren azinaren Zellverbundes und einer
BM mit geringer struktureller Integritat. Eine hRas bedingte Stérung der BM-Remodellierung

resultierte folglich in einer friihzeitigen BM-Zerstérung durch mechanisch aktive MS.
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Diese dysregulierte BM-Remodellierung konnte durch den zusatzlichen proliferativen Stress,
einen moglichen gestérten Kollagen IV Transport und eine Beteiligung von invasionsassoziiertem
Myosin X ausgeldst werden.

Diese Arbeit tragt somit zu einem besseren Verstandnis der biomechanisch regulierten BM-
Invasion bei. Erstmalig wurden die Parameter einer tumorassoziierten EZM-Versteifung, der BM-
Entwicklung bzw. -Remodellierung und onkogenen hRas Signalwegen in Brustdrisenepithelien
mit fundamentalen EMT-ahnlichen zytoskelettalen Veranderungen verknupft. Uber die
Identifizierung der Mechanismen der kontraktilen Zellkraft als auch durch den Nachweis von
mechanisch aktiven und invasionsférdernden MS konnten wichtige Aspekte des

Invasionsprozesses im humanen Mammakarzinom erforscht werden.
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Trotz der Erforschung einiger invasionsrelevanter Parameter und deren Wechselwirkungen in
einem in vivo dhnlichen Zellkulturmodell, sind viele involvierte Faktoren und zellulére
Wechselwirkungen weitestgehend unbekannt. Daher besteht weiterhin grofRer Forschungsbedarf,
um das Wissen aus der Forschung anzuwenden und diesen Invasionsprozess spezifisch zu
inhibieren. Auch in dieser Arbeit konnte die Invasion nie génzlich gesenkt werden, obwohl
einzelne invasionsrelevante Faktoren inhibiert wurden. Daher missen die komplexen
Wechselwirkungen dieses gesamten Invasionsvorgangs, bei dem intrazelluldre und externe
Stimuli Einfluss nehmen, besser verstanden werden.

Besonders die Verifizierung der hier gewonnenen Daten und die weiterfiihrende Erforschung des
Invasionsprozesses der Brustdrisenepithelien in anderen in vivo &hnlichen Zellkultursystemen
oder Tiermodellen sollte von groRem Interesse sein. Eine Mdglichkeit kdnnten Brustkrebs-
Stammzellen (BCSC, engl. breast cancer stem cells; zur Verfligung gestellt von der AG
Molekulare Gynakologie, Uniklinikum Aachen, Dr. Jochen Maurer) darstellen. Diese Zellen
haben einen hohen Anteil an Krebs-Stammzellen, die aus basalen Brusttumoren isoliert wurden,
und konnen in vitro wieder 3D Tumorsphéroide bilden. Obwohl morphologisch sehr divers
konnten in fast allen BCSC Sphé&roiden lange BM-durchspannende Filopodien in ersten IF-
Féarbungen nachgewiesen werden. Auf Grund einer nur geringfiigigen basoapikalen Polarisation
mit einer schwach maturierten BM und bereits frihzeitig invasiven Zellen mit dicken, elongierten
Filopodien an der Sphéroid-BM-EZM Kontaktfliche glichen diese dem induzierten hRas
Phénotyp. Zukinftig ware es hier sehr interessant diese BCSC Linien weiter im Hinblick auf ihr
Invasionsverhalten und die Rolle von hRas zu analysieren.

Bezugnehmend auf das induzierbare hRas-Zellkultursystem missen zukinftig weitere Versuche
durchgefuhrt werden, die zu einem besseren Verstandnis des Modells und der hRas-Wirkung
beitragen. Konkret sollte die pERK-Aktivierung im Detail analysiert werden. Um die
funktionellen Auswirkungen besser zu erkldren, ware es von Vorteil zu verstehen wie schnell eine
hRas-Aktivierung zu einer pERK-Aktivitat fuhrt und welche nachgeschalteten Zielproteine
aktiviert werden, die die gesteigerte Invasivitat erklaren konnten. Moglich wére hier ein Einfluss
auf Myosin X. Die gezeigte erste Myosin X Farbung war vielversprechend in Bezug auf eine
mogliche Beteiligung an der hRas induzierten friiheren und héheren BM-Invasion. Hier miisste
neben der MS-Dynamik zwischen induzierten und nicht induzierten hRas Azini vor allem eine

Quantifizierung des Myosin X Signals vorgenommen werden.
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6 Ausblick

Weiterhin ware es von grollem Interesse die Ursachen flr die nachgewiesene friihe BM-
Schwéachung zu untersuchen. Aufschlussreich kénnten die Untersuchungen zur mechanischen
Aktivitat der MS mittels ERISM sein. Eine erste vorlaufige Sichtung einzelner Azini kdnnte darauf
hindeuten, dass eine hRas Induktion die Fortsatz-Aktivitat (Ziehen und Driicken) in einer pré-
malignen Phase deutlich steigert. Diese vorlaufige Interpretation muss jedoch mit einer gréfieren
Versuchsanzahl bestatigt und wiederholt werden. In diesem Zusammenhang ware eine
Visualisierung der zytoskelettalen Dynamik spannend, um mdgliche hRas induzierte Unterschiede
zu identifizieren. Dazu musste ebenfalls eine RFP-LifeAct Variante fur die hRas Zellen hergestellt

werden.
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