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Supplementary Figure S1: Correlations between mRNA levels of the GH47 mannosidases. Using microarray 

data from 219 tumour tissue samples, transcriptional levels of MAN1A1 were statistically correlated with those 

of MAN1A2, MAN1B1, MAN1C1, EDEM1, EDEM2 and EDEM3. Pearson correlation showed no significant 

association between mRNA levels of these factors (A). No compensatory up-regulation of other α-

mannosidases could be observed in MDA-MD-231 cells with reduced MAN1A1 expression. MAN1A1-knock-

down in MDA-MD-231 cells leads to a weak down-regulation of the α-mannosidases MAN1A2 and MAN1C, 

whereas for MAN1B1, no consistent results in both clones were obtained (B). Primer sequences used for qRT-

PCR are given in (C). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Supplementary Figure S2: Inhibition of α-mannosidase I alters glycosylation pattern in subcellular fractions 

of T47D and MDA-MB-231 cells. Breast cancer cells T47D (A) and MDA-MB-231 (B) were treated with 10 µM 

kifunensine for 48h and cytosolic-soluble, membranous and nuclear protein fractions were separated 

simultaneously. Compared to whole cell lysates, a dominant mass shift for the adhesion molecules ALCAM, 

ICAM-1 and BCAM was observed in the cell membrane fraction. β-actin, α-Tubulin and lamin A/C are cell-

compartment-specific marker proteins and were used as loading controls.   
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Supplementary Figure S3: Scratch migration assay of stably transfected MDA-MB-231 cells. Using ImageJ 

Wound Healing Tool, gap closure was quantified and represented as the percentage of cleared area 

remaining at 10, 24, 30 and 48 hours after the initial scratch.  Representative results from one of three 

independent experiments are shown. Values are means ± S.E. (n=8). **P<0.005 related to nc shRNA values. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Supplementary Figure S4: Association between MAN1A1 mRNA levels and GNA binding. A, The intensity of 

GNA-binding on breast cancer tumour tissue samples (n=12) included in a tissue microarray (TMA) was 

correlated with the corresponding MAN1A1 mRNA levels. Tumours showing weak or no GNA binding were 

characterised by higher MAN1A1 mRNA levels, whereas a strong GNA staining corresponds to tumours with 

lower MAN1A1 levels (Pearson correlation coefficient: -0.466;  p=0.126). B and C, Representative figures 

showing GNA binding in tumours with high (B) and low (C) MAN1A1 mRNA expression. 
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Supplementary Table S1: Comparison of the two MAN1A1 bands obtained in western blot analysis. 

Correlations of MAN1A1 protein expression (70 kDa-band and ca. 60 kDa-bands) with MAN1A1 mRNA 

expression, clinical and histological parameters (Chi-square tests) and recurrence-free and overall survival 

(log-rank test). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Supplementary Table S2: Uni- and multivariate Cox regression analysis of the influence of MAN1A1 

expression on DFS (A) and OAS (B) in breast cancer patients. In univariate analyses, the continuous MAN1A1 

expression data and quartiles with low, moderate, strong and very strong MAN1A1 expression were studied. 

In multivariate analyses, nodal involvement, stage, grading and oestrogen receptor status were included. 
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2 Zusammenfassende Darstellung der Arbeit 

2.1 Einleitung  

Das Mammakarzinom ist weltweit die häufigste Krebserkrankung der Frau (Rojas 

und Stuckey 2016). Allein in Deutschland erkranken jährlich circa 70.000 Frauen 

und fast 700 Männer an Brustkrebs, Stand 2014 (Kaatsch und Spix 2017). Dank 

erheblicher Fortschritte in der Früherkennung und zielgerichteten Therapie des 

Mammakarzinoms konnte das Gesamtüberleben der Erkrankung innerhalb der 

letzten Jahrzehnte zunehmend gesteigert werden (Barnes et al. 2016). 

Nichtsdestotrotz gilt das metastasierte Mammakarzinom - im Gegensatz zum früh 

erkannten und lokalen Mammakarzinom - weiterhin als chronische und inkurable 

Erkrankung (Harbeck und Gnant 2017). Es ist zudem die Ursache für die meisten 

krankheitsbedingten Todesfälle und stellt somit eine große Herausforderung für 

bestehende und zukünftige Therapiekonzepte dar (Scully et al. 2012). Die 

Manifestation einer Metastasierung kann auch viele Jahre nach der Erstdiagnose 

auftreten (Weigelt et al. 2005). Das Mammakarzinom metastasiert einerseits 

lymphogen in lokoregionäre Lymphknoten und andererseits hämatogen bevorzugt 

in das Skelettsystem, die Lunge, die Leber und das Gehirn (Weyerstahl und 

Günthner-Biller 2013). 

 

Die genauen biochemischen Vorgänge, die während der Tumormetastasierung 

stattfinden, sind immer noch nicht vollständig verstanden. Damit Tumorzellen in 

der Lage sind, Absiedlungen in anderen Organen zu bilden, müssen 

physiologische Barrieren im Rahmen eines mehrstufigen Prozesses überwunden 

werden (s. Abbildung 1). Hierzu zählt zunächst die Loslösung der Tumorzellen aus 

dem lokalen Tumorverband, gefolgt von der Invasion der extrazellulären Matrix im 

Sinne der EMT (epithelial- mesenchymale Transition). Als nächstes kommt es zur 

Intravasation, bei der die Tumorzellen Anschluss an das Lymph- und 

Blutgefäßsystem erhalten und als zirkulierende Tumorzellen in den Körperkreislauf 

gelangen. Im letzten Schritt müssen sie an Endothelzellen adhärieren um 

schließlich nach der Extravasation ins Zielorgan zu gelangen und dort einen 

Sekundärtumor bilden zu können (Oliveira-Ferrer et al. 2017; Sokeland und 

Schumacher 2019; Wirtz et al. 2011). 
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Thematischer Hintergrund dieser Arbeit sind Veränderungen in der Glykosylierung 

von Proteinen und deren Einfluss auf die Tumormetastasierung. Die 

Glykosylierung ist eine co- und posttranslationale Modifikation, die im 

endoplasmatischen Retikulum und Golgi- Apparat stattfindet und bei der durch 

enzymatische Reaktionen Zuckermoleküle n- oder o-glykosidisch an Proteine 

gebunden werden (Munkley und Elliott 2016). Rund 50% aller Proteine des 

menschlichen Organismus sind glykosyliert (Apweiler et al. 1999). Glykoproteine 

sind häufig sezernierte Proteine oder Bestandteile der Zellmembran und haben 

vielfältige Funktionen (Hauser 2016). Fast alle bekannten Tumormarker sind 

Glykoproteine (Munkley und Elliott 2016), ebenso wie viele Rezeptoren (z.B. 

Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)) und Adhäsionsmoleküle 

(Oliveira-Ferrer et al. 2017). Die Glykosylierung hat dabei nicht nur einen Einfluss 

auf die Funktionalität von Proteinen sondern spielt auch bei intrazellulären 

Prozessen, wie bei der Proteinfaltung und -qualitätskontrolle eine maßgebliche 

Rolle (Moremen et al. 2012). Einige typische Veränderungen von Glykoproteinen 

und den an der Synthese beteiligten Glykosylierungsenzymen konnten bereits mit 

essentiellen Aspekten der Tumorprogression und -metastasierung in Verbindung 

gebracht werden (Munkley und Elliott 2016). Ein bekanntes Beispiel hierfür ist eine 

verstärkte Sialylierung des Lewis Antigen x, die bei den meisten Tumorentitäten 

mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist (Liang et al. 2016). Neben der 

Sialylierung sind auch die Fucosylierung, sowie eine verstärkte Verzweigung von 

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Metastasierungskaskade.  

Quelle verändert nach Wirtz D, Konstantopoulos K, Searson PC (2011) The physics of cancer: the role 
of physical interactions and mechanical forces in metastasis. Nat Rev Cancer 11(7):512-22. 
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komplexen Glykanen bereits in diesem Zusammenhang beschrieben worden 

(Christiansen et al. 2014). 

 

Eine Untersuchung zur prognostischen Relevanz von Glykosylierungsenzymen 

beim Mammakarzinom, die 2014 vom gynäkologischen Forschungslabor des 

Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf durchgeführt wurde, ist die Grundlage 

dieser Arbeit (Milde-Langosch et al. 2014). Mithilfe einer Mikroarrayanalyse 

wurden die mRNA- Expressionslevel von unterschiedlichen 

Glykosylierungsenzymen an zwei unabhängigen Patientenkohorten ermittelt und 

mit den Überlebensdaten der einzelnen Kohorten korreliert. Es konnten acht Gene 

identifiziert werden, die in beiden Kohorten eine signifikante prognostische 

Bedeutung zeigten (Milde-Langosch et al. 2014). Hierzu zählte unter anderem die 

Mannosidase MAN1A1, die - bei hoher Expression - mit einem längeren rezidiv-

freien Überleben und Gesamtüberleben assoziiert war.  

Eine Western-Blot-Analyse, die im Anschluss an 105 Tumorproben einer 

Subkohorte durchgeführt wurde, ergab zudem einen Zusammenhang zwischen 

niedrigen MAN1A1 Proteinexpressionen und einem positiven Lymphknotenbefall, 

einer verstärkten Metastasierungsneigung - insbesondere ins Gehirn - sowie 

einem höheren Grading der Tumore (Legler et al. 2018). 

 

Die MAN1A1 zählt neben der MAN1A2, MAN1B1 und MAN1C1 zu der Gruppe der 

alpha-1,2 Mannosidasen, die wiederum zu der Familie der Glykosylhydrolasen 

(GH47) gehören und Mannosen, in alpha-1,2 Stellung spalten. Sie alle sind 

Transmembranproteine vom Typ II, haben eine ähnliche katalytische Einheit und 

sind Schlüsselenzyme in der N-Glykosylierung. Trotz der als teilweise 

überlappend beschriebenen Funktionen (Moremen und Nairn 2014), konnte 

jedoch nur für die MAN1A1 eine signifikante prognostische Rolle nachgewiesen 

werden (Milde-Langosch et al. 2014).  

Die MAN1A1 ist im Golgi-Apparat lokalisiert und zusammen mit den 

Mannosidasen MAN1A2 und MAN1C1 für die Abspaltung von bis zu vier 

Mannoseresten von der Oligosaccharidkette (Man8-9GlcNAc2Asn) des 

entstehenden Glykoproteins verantwortlich (Stanley et al. 2015). Dieses 

sogenannte „Mannose-Trimming“ und die Entstehung von Man5GlcNAc2Asn ist die 

Voraussetzung dafür, dass Glykosyltransferasen und Glukosidasen weitere 
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Modifikationen an dem Glykoprotein vornehmen können (Stanley et al. 2015). 

Werden die alpha-1,2-Mannosidasen durch spezifische Inhibitoren, wie Kifunensin 

oder 1-Deoxymannojirimycin inhibiert (Moremen und Nairn 2014), verbleiben die 

Glykane in der sogenannten „High-Mannose“-Form (Elbein et al. 1990) und es 

kommt zu einer Akkumulation von Man7–9GlcNAc2Asn (Stanley et al. 2015).  

 

Es werden drei unterschiedliche Formen der N-Glykane unterschieden (s. 

Abbildung 2). Während die „High-Mannose“- oder auch „Oligo-Mannose“-Glykane 

lediglich Mannosen als terminale Saccharide präsentieren, enthalten hybride N-

Glykane 3-5 Mannosereste und eine weitere gemischte Oligosaccharidkette. 

Komplexe N-Glykane hingegen enthalten nur 3 Mannosereste und 2-4 Antennen 

mit jeweils unterschiedlichen Oligosaccharidketten (Stanley et al. 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die Relevanz von High-Mannose-Glykanen beim Mammakarzinom wurde bereits 

in mehreren Publikationen beschrieben. In einer Studie, die N-glykosylierte 

Membranproteine von Mammakarzinom-Tumorproben mit gesundem Gewebe 

verglich, konnte gezeigt werden, dass der Anteil an High-Mannose-Glykanen in 

den Tumorproben signifikant erhöht ist (Liu et al. 2013). In einer weiteren Studie 

am Mausmodell konnte ebenfalls ein starker Zusammenhang zwischen der 

Expression einer High-Mannose-Glykoform mit insgesamt 9 Mannoseresten und 

der Entwicklung eines Mammakarzinoms festgestellt werden (de Leoz et al. 2011). 

In einer Untersuchung, die die relative Verteilung von Glykanklassen in 

unterschiedlichen Zelllinien verglich, zeigte sich ein deutlich höherer Anteil von 

Abbildung 2: Die drei Subtypen der N-Glykane. 

Quelle: verändert nach Stanley P, Taniguchi N, Aebi M (2015) N-Glycans. In: Essentials of Glycobiology.  
Cold Spring Harbor (NY), 99. 

High-Mannose Komplex Hybrid 
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High-Mannose-Glykanen bei den invasiven Mammakarzinomzelllinien (Hs-578T, 

ZR-75-1, MCF-7, and MCF-7/HER2) als bei der benignen Zelllinie MCF-10A. Auch 

zwischen einzelnen Tumorentitäten ergaben sich deutliche Unterschiede. Die 

Ovarialkarzinomzelllinie ES-2 wies beispielsweise deutlich weniger High-

Mannose-Glykane auf als die untersuchten Mammakarzinomzelllinien (Hua et al. 

2014). 

Über die Rolle der MAN1A1 im Zusammenhang mit Tumorprogression hingegen 

ist bisher nur wenig bekannt. In einer Studie zum hepatozellulären Karzinom 

(HCC) konnte beim Vergleich von metastasierenden zu nicht-metastasierenden 

HCC-Zelllinien ebenfalls eine Herunterregulation der MAN1A1 beobachtet werden 

(Liu et al. 2014). 

 

2.2 Zielsetzung der Arbeit 

Im Rahmen dieser Promotion sollte in vitro analysiert werden, welchen Einfluss die 

Aktivität der Mannosidase MAN1A1 auf den Tumorphänotyp hat. Ausgehend von 

der Hypothese, dass eine verminderte Mannosidaseaktivität mit einem 

aggressiveren Tumorphänotyp einhergeht, sollten insbesondere die adhäsiven 

Eigenschaften von Mammakarzinomzellen untersucht werden, die im Rahmen der 

Metastasierung entscheidend sind. Mithilfe etablierter Adhäsionsassays sollte das 

Adhäsionsverhalten der Tumorzellen untereinander, an Komponenten der 

extrazellulären Matrix und an Endothelzellen untersucht werden, um auf diese 

Weise Rückschlüsse auf die Zellaggregation, das Invasions-, Migrations- und 

Extravasationsverhalten der Zellen ziehen zu können. 

 

2.3 Methodik 

Die MAN1A1-Proteinexpressionen wurden im Vorfeld mittels Western-Blot-

Analysen an verschiedenen etablierten Mammakarzinomzelllinien getestet. Die 

triple-negativen Zelllinien MDA-MB-231 und T47D exprimierten vergleichsweise 

viel MAN1A1, sodass sie für die nachfolgenden Versuche ausgewählt wurden (s. 

Figure 4). Die MAN1A1 wurde einerseits auf Proteinebene in ihrer enzymatischen 

Aktivität durch den Einsatz des Alkaloides Kifunensin inhibiert. Die Zellen wurden 

hierzu, wie in der Publikation beschrieben, jeweils mit unterschiedlichen 
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Kifunensin-Konzentrationen (1µM, 10µM und 50µM) in serumreduzierten Medium 

für 48h inkubiert, bevor sie für die Versuche verwendet wurden.  

Zudem erfolgte eine stabile Transfektion durch RNA-Interferenz, bei der die 

MAN1A1 auf Gen-Ebene herunterreguliert wurde. Mittels Real Time Quantitative 

PCR (RT-qPCR) und Western- Blot-Analysen wurde der Knock-Down sowohl auf 

mRNA- als auch auf Proteinebene regelmäßig kontrolliert.  

Beide soeben beschriebenen Ansätze wurden jeweils im Vergleich zum Wildtyp 

bzw. zur Negativkontrolle für die Adhäsionsassays verwendet. Zusätzlich zu 

denen in der Publikation beschriebenen statischen und dynamischen 

Adhäsionsversuchen an pulmonalen Endothelzellen (kurz HPMEC, englisch für 

human pulmonary microvascular endothelial cells) wurde das Adhäsionsverhalten 

der mit Kifunensin behandelten Zellen an Komponenten der extrazellulären Matrix 

(Kollagene, Laminin, Vitronektin und Fibronektin) untersucht. Außerdem wurde die 

Ausbildung von multizellulären Tumorsphäroiden analysiert. Die beiden zuletzt 

genannten Versuche werden daher kurz methodisch beschrieben. 

Zur weiteren Analyse der beteiligten Adhäsionsmoleküle erfolgte außerdem eine 

Western-Blot-Analyse, bei der die Expression von ALCAM, ICAM-1 und BCAM im 

Wildtyp und nach Kifunensinbehandlung (10µM) bestimmt wurde. 

 

2.3.1 Adhäsionsassay an Komponenten der extrazellulären Matrix 

Die Tumorzellen MDA-MB-231 wurden, wie in der Publikation beschrieben, über 

48h mit Kifunensin in drei verschiedenen Konzentrationen in serumreduzierten 

Medium inkubiert. Eine 96- Well-Platte wurde über Nacht mit jeweils 50 μl 

Kollagen I (0,02 µg/ µl), Kollagen IV (0,02 µg/ µl), Vitronektin (0,02 µg/ µl), Laminin 

(0,1 µg/ µl) und Fibronektin (0,2 µg/ µl) beschichtet und unter dem Abzug 

getrocknet. Am nächsten Tag wurden die Zellen bei 70-80 % Konfluenz mit 

Accutase® gelöst, gezählt und auf 100.000 Zellen/ 100 μl eingestellt. Nach 

zweimaligem Spülen der Wells mit phosphatgepufferter Salzlösung (kurz PBS, 

englisch für phosphate-buffered saline) wurden jeweils 100.000 Zellen der 

einzelnen Ansätze auf 3 Wells jedes Matrixproteins gegeben und für 30 Minuten 

inkubiert. Nach Ablauf der Zeit wurden die Wells dreimal mit PBS gewaschen, um 

die nicht-adhärenten Tumorzellen zu entfernen. Im Anschluss wurden die Zellen 

mittels 4% Paraformaldehyd für 30 Minuten fixiert, bevor eine Färbung der Zellen 
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mit 0,1% Kristallviolett für weitere 15 Minuten erfolgte. Die Wells wurden danach 

mit destilliertem Wasser gespült und schließlich mit 5% Triton®-X-100 behandelt. 

Die Auswertung erfolgte photometrisch bei einer Wellenlänge von 570nm am Elisa 

Reader (Tecan infinite 200Pro). Die Versuche wurden mindestens dreimal 

unabhängig voneinander durchgeführt. 

 

2.3.2 Multizelluläre Tumorsphäroide 

Eine 96-Well-Platte wurde mit je 50 μl einer 2%igen Agaroselösung (SeaKem 

GTG Agarose) beschichtet. Bei 70-80% Konfluenz wurden die Zellen gelöst und 

gezählt. Es wurden jeweils 5000 Zellen der einzelnen Ansätze pro Well ausgesät. 

Die folgende Inkubation der Zellen erfolgte ebenfalls unter Kifunensinbehandlung, 

die äquivalent zu den bereits beschriebenen Versuchen durchgeführt wurde. Die 

Zellen wurden am ersten, zweiten, dritten, fünften und zehnten Tag unter dem 

Mikroskop (Axiovert 40 C, Carl Zeiss AG, Leica DFC320, Wetzlar, Germany) 

fotografiert. Die Flächen der Zellen wurden mithilfe der Software „Zen Blue 

Edition“ von Carl Zeiss berechnet. Es wurde die relative Flächenveränderung seit 

Tag 1 ermittelt und verglichen. 

 

2.4 Ergebnisse und Diskussion  

2.4.1 Adhäsion an Endothelzellen (HPMEC) 

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass eine Kifunensinbehandlung der Zelllinie MDA-

MB-231 sowohl unter statischen als auch unter dynamischen Bedingungen zu 

einer dosis-abhängigen Zunahme der Adhäsion führt (s. Figure 5A,B,E,F). Dieser 

Effekt konnte auch im statischen Adhäsionsassay mit der Zelllinie T47D 

nachgewiesen werden. Die Vorbehandlung der Endothelzellen mit dem 

Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) führte zu keiner wesentlichen Verstärkung des 

Adhäsionsverhaltens. Für die MAN1A1-Knock-Down-Zellen konnte unter 

statischen Bedingungen ein ähnlicher, aber deutlich schwächerer Trend 

beobachtet werden. Unter dynamischen Bedingungen konnten keinerlei 

signifikante Unterschiede zwischen den MAN1A1-Knock-Down-Klonen #2 und #3 

und der Negativkontrolle festgestellt werden (s. Figure 5I,J,K,L). 
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Die Adhäsion von metastasierenden Tumorzellen an Endothelzellen ist ein 

wichtiger Schritt während der Extravasation (Wirtz et al. 2011) und erfolgt ähnlich 

wie bei Leukozyten, die bei Verletzungen oder Entzündungen aus dem Blutgefäß 

in die Umgebung austreten (Kobayashi et al. 2007). Selektine, Integrine, 

Cadherine, CD44 und Ig-Immunglobuline spielen hierbei eine wichtige Rolle 

(Reymond et al. 2013). Cytokine, wie TNF-α, führen in vivo dazu, dass 

Endothelzellen verstärkt E-Selektin exprimieren (Reymond et al. 2013). Beim 

sogenannten „Rolling“ der Leukozyten entstehen schwache Bindungen zwischen 

E-Selektin und den entsprechenden Liganden der Leukozyten (CD44, sLex oder 

sLea). Die Zellen werden abgebremst und „rollen“ über die Endothelzellen, bevor 

sie schließlich adhärieren (Huo und Xia 2009). Aufgrund des geringen Effektes der 

TNF-α-Behandlung - insbesondere in den durchgeführten Durchflussversuchen -

scheint das beobachtete Bindungsverhalten in unseren Versuchen zumindest 

größtenteils selektinunabhängig zu sein. Neben dem E-Selektin haben andere 

Adhäsionsmoleküle wie ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1), VCAM-1 

(vascular cell adhesion molecule 1), L1CAM (L1 cell adhesion molecule) und 

Integrine vor allem bei der stabilen Bindung der Zellen einen hohen Stellenwert 

(Dippel et al. 2013; Kobayashi et al. 2007; Reymond et al. 2013). 

Der Einfluss der N-Glykosylierung auf die Adhäsionsmoleküle der Endothelzellen 

wurde bereits untersucht. Eine Studie, die Endothelzellen der Nabelschnur mit 

dem alpha-Mannosidase-Inhibitor Deoxymannojirimycin behandelte, konnte eine 

signifikant stärkere Adhäsion von aktivierten Monozyten nachweisen. Anhand von 

monoklonalen Antikörpern wurde eine Beteiligung von ICAM-1 und β2-Integrin 

detektiert (Sriramarao et al. 1993). Scott et al. konnten eine High-Mannose-

Glykoform des Adhäsionsmoleküls ICAM-1 an Endothelzellen identifizieren, die 

ebenfalls mit einer verstärkten Adhäsion von Monozyten einhergeht. Diese High-

Mannose- Form stellte sich im Western-Blot aufgrund der geringeren 

Molekülgröße als Bande bei ~75kDa dar (Scott et al. 2013). Auch in unseren 

Untersuchungen konnte nach Kifunensinbehandlung der MDA-MB-231 und T47D 

die Bande für ICAM-1 bei ~75kDa nachgewiesen werden. Ein ähnlicher Effekt 

zeigte sich auch für die anderen n-glykosylierten Adhäsionsmoleküle BCAM und 

ALCAM. Dieser Massenshift könnte auf eine erhöhte Anzahl an High-Mannose-

Glykanen hindeuten. Denkbar wäre außerdem, dass die High-Mannose-Form des 

ICAM-1 auch eine Rolle in der Tumoradhäsion an Endothelzellen spielt.  
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Abbildung 3: Adhäsion der MDA-MB-231 an Komponenten der EZM 
nach Behandlung mit Kifunensin in unterschiedlichen Konzentrationen. 

Mittelwerte ± SD (n=3) (*p<0,05, **p<0,005), Quelle: eigene Darstellung. 

 

Die Frage, warum die Adhäsion an Endothelzellen bei den Knock-Down-Zellen im 

Vergleich zu den mit Kifunensin behandelten Zellen weniger stark ausgeprägt war, 

konnte noch nicht abschließend geklärt werden. Ein Grund ist sicherlich die bereits 

beschriebene überlappende Funktion der alpha-1,2 Mannosidasen (Moremen und 

Nairn 2014). Es konnte zwar keine signifikante kompensatorische Hochregulation 

der für die MAN1A2, MAN1B1 und MAN1C1 kodierenden Gene nachgewiesen 

werden (s. Supplement S1, B) jedoch ist nicht auszuschließen, dass die anderen 

o.g. Enzyme den Funktionsverlust der MAN1A1 zumindest teilweise 

kompensieren. Zudem ist davon auszugehen, dass trotz Knock-Down eine 

gewisse Restaktivität der MAN1A1 bestand. Im Unterschied hierzu ist Kifunensin 

ein potenter Inhibitor aller alpha-1,2 Mannosidasen (Elbein et al. 1990) und damit 

möglicherweise auch Grund für ein stärkeres Adhäsionsverhalten der Zellen in 

Verbindung mit einem höheren Anteil an High-Mannose-Glykoproteinen. 

Weiterführende Analysen der exprimierten Glykanstrukturen der Tumorzellen 

wären an der Stelle notwendig, um diese Frage sicher beantworten zu können. 

 

2.4.2 Adhäsion an Komponenten der extrazellulären Matrix (EZM) 

Die Untersuchung der Zelladhäsion an Komponenten der extrazellulären Matrix 

ermöglicht Rückschlüsse auf das Migrationsverhalten von metastasierenden 

Zellen. Eine Kifunensinbehandlung der Tumorzelllinie MDA-MB-231 erbrachte 

keine signifikanten Unterschiede bezüglich des Adhäsionsverhaltens an Kollagen 

1, Kollagen 4 und Vitronektin (s. Abbildung 6). Lediglich die mit 50μM Kifunensin 

behandelten Tumorzellen zeigten ein signifikant vermindertes Adhäsionsverhalten 

an Laminin (p= 0,0016) und Fibronektin (p= 0,0030). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 26 

Die Adhäsion an Komponenten der EZM erfolgt hauptsächlich über Integrine, die 

als Zelladhäsionsmoleküle sowohl an bestimmte Zellmatrixbestandteile binden als 

auch wichtige Zellfunktionen, wie beispielsweise die Proliferation und Migration 

über Veränderungen im Zytoskelett regulieren (Ramovs et al. 2017). Insbesondere 

in metastasierenden Tumorzellen liegt häufig eine Überexpression von Integrinen 

vor. Da Integrine auch Glykoproteine sind, hat auch hier die Glykosylierung einen 

Einfluss auf die Konformation und die Aktivität dieser Transmembranproteine 

(Janik et al. 2010). 

Das Integrin α5β1 ist eines der am genauesten analysierten Integrine und Ligand 

für Fibronektin (Janik et al. 2010). Die Bindungsstärke zwischen diesen beiden 

Molekülen ist abhängig von der Stärke der Glykosylierung (Isaji et al. 2004). 

Fibroblasten, die mit 1-Deoxymannojirimycin behandelt wurden, zeigten eine 

signifikant schwächere Adhäsion an Fibronektin als die unbehandelten Zellen 

(Akiyama et al. 1989). Sowohl die alpha- als auch die beta-Untereinheit wurden 

durch die Behandlung mit dem Inhibitor und der folglich veränderten 

Glykosylierung in ihrer Funktion beeinträchtigt (Akiyama et al. 1989). In einem 

ähnlichen Versuch konnte gezeigt werden, dass der Verlust der Bindungsaffinität 

des α5β1 Integrins an Fibronektin mit einer erhöhten Anzahl von High-Mannose-

Glykanen einhergeht (Zhang et al. 2004). Es liegt also nahe, dass auch in unseren 

Untersuchungen die veränderte N-Glykosylierung mit konsekutiver Erhöhung des 

High-Mannose-Anteils zu einer beeinträchtigten Funktion des α5β1 Integrins 

geführt haben könnte. 

Die verminderte Adhäsion an Laminin könnte ebenfalls auf einen 

glykosylierungsabhängigen Funktionsverlust der entsprechenden Liganden, wie 

z.B. Integrin α3β1, α6β1, α7β1 and α6β4 zurückzuführen sein. Keratinozyten, 

deren beta-Untereinheit des Integrins α6β4 nicht N-glykosyliert wurde, zeigten 

eine reduzierte Adhäsion an Laminin und ein deutlich vermindertes 

Migrationsverhalten (Kariya und Gu 2011).  

Da das Integrin α6β4 auch in der Wundheilung eine wichtige Rolle spielt (Kariya 

und Gu 2011), könnte auf diese Weise auch die beobachtete verlangsamte 

Zellmotilität der MAN1A1-Knock-Down-Zellen erklärt werden. Obwohl diese 

Ergebnisse nicht unbedingt auf einen aggressiveren Phänotyp schließen lassen, 

konnte auch hier der Effekt der veränderten N-Glykosylierung nachgewiesen 

werden.  
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2.4.3 Zell-Aggregation 

Die Sphäroidbildung ist aufgrund der Dreidimensionalität der Zellkultur eine 

Möglichkeit, den in vivo Verhältnissen eines Tumors noch näher zu kommen. 

Multizelluläre Tumorsphäroide werden häufig in Untersuchungen zu 

Medikamentenwirkungen und -resistenzen verwendet, haben aber auch im 

Bereich der Tumorforschung einen hohen Stellenwert, da Rückschlüsse auf die 

interzellulären Prozesse, die bei der Migration entscheidend sind, gezogen werden 

können (Nath und Devi 2016). Nicht alle Zelllinien können Sphäroide ausbilden 

(Friedrich et al. 2009). Auch die Zelllinie MDA-MB-231 bildet nur unter bestimmten 

experimentellen Bedingungen kompakte Tumorsphäroide (Froehlich et al. 2016). 

Weder eine Kifunensinbehandlung der Tumorzellen, noch der MAN1A1-Knock-

Down durch die stabile Transfektion zeigten einen signifikanten Einfluss auf die 

Größe oder Kompaktheit der Tumorzellaggregate (s. Abbildung 4). Die 

interzelluläre Adhäsion, für die häufig E-Cadherine bei epithelialen Tumoren 

verantwortlich sind (Byers et al. 1995), scheint also durch die MAN1A1 nicht 

beeinflusst zu werden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: Tumorsphäroid-Bildung der MDA-MB-231 

a) MDA-MB-231 mit unterschiedlichen Kifunensinbehandlungen nach 1,5 und 10 Tagen 
b) MDA-MB-231 shRNA und Negativkontrolle nach 1,5 und 10 Tagen 
c) Mikroskopische Ansicht, 5000 Zellen/ Well, Maßstab: 1000µM, Quelle: eigene Darstellung. 

 

c) a) 

b) 
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2.5 Fazit  

Im Rahmen dieser Arbeit konnte demonstriert werden, dass die Mannosidase 

MAN1A1 einen Einfluss auf die adhäsiven Eigenschaften der 

Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231 und T47D hat. Sowohl eine enzymatische 

Inhibition der MAN1A1 durch Kifunensin, als auch ein Knock-Down der MAN1A1 

führten zu einer verstärkten statischen Adhäsion an Endothelzellen. Auf diese 

Weise könnte die erhöhte hämatogene Metastasierungsneigung bei Tumoren mit 

erniedrigter MAN1A1-Expression erklärt werden. Die Ergebnisse stimmen 

außerdem mit den klinischen Daten, die eine signifikante Korrelation von niedrigen 

MAN1A1-Expressionen mit einem kürzeren rezidiv-freien und Gesamtüberleben 

bei Brustkrebspatientinnen ergaben, überein. Die vermutete Tumorsuppressor-

Funktion der MAN1A1 konnte somit in vitro bestätigt werden. 

Veränderungen auf die Adhäsion an Komponenten der extrazellulären Matrix 

konnten nur für Fibrinogen und Laminin nachgewiesen werden. Einen Hinweis auf 

eine Veränderung der interzellulären Adhäsion ergab sich nicht. Auch das 

Proliferations- und Apoptoseverhalten war nicht beeinträchtigt. Die Zellmotilität 

hingegen war erniedrigt. Weiterführende Untersuchungen sind an dieser Stelle 

notwendig, um die Rolle von High-Mannose-Glykoproteinen besser verstehen und 

möglicherweise als therapeutische Ziele nutzen zu können. 
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3 Zusammenfassung der gesamten Arbeit: Deutsch 

Die Metastasierung des Mammakarzinoms ist für die hohe Mortalität der 

Erkrankung verantwortlich. Veränderungen in der Glykosylierung von Proteinen 

werden zunehmend mit Tumorentstehung und -progression assoziiert. In einer 

vorhergehenden Studie der Arbeitsgruppe zu Glykosylierungsenzymen konnte 

gezeigt werden, dass niedrige mRNA Level der alpha- 1,2 Mannosidase MAN1A1 

mit einer schlechteren Prognose in zwei unabhängigen Kohorten einherging. 

Dieser Effekt konnte auch mittels Western-Blot-Analyse an einer Subgruppe 

(n=105) auf Proteinebene bestätigt werden. Niedrige MAN1A1-Expressionen 

korrelierten mit einem kürzeren rezidiv-freien Intervall, der Wahrscheinlichkeit 

eines Lymphknotenbefalls und einer Hirnmetastasierung sowie dem Grading des 

Tumors. Im Rahmen dieser Arbeit sollte in vitro analysiert werden, ob eine 

verminderte MAN1A1 Funktion mit einem aggressiveren Tumorphänotyp 

einhergeht. Zelllinien, die vergleichsweise viel MAN1A1 exprimierten (MDA MB 

231 und T47D) wurden für die Versuche ausgewählt. Die Funktion der MAN1A1 

wurde auf zwei verschiedene Weisen gehemmt: einerseits erfolgte eine 

enzymatische Inhibition mittels Kifunensin und andererseits ein MAN1A1-Knock-

Down mittels spezifischer shRNA- Interferenz. Beide Ansätze führten zu einer 

verstärkten Adhäsion der Tumorzellen an der pulmonalen Endothelzelllinie 

HPMEC unter statischen Bedingungen. Unter dynamischen Bedingungen zeigte 

sich der gleiche Effekt jedoch nur nach Kifunensin-Behandlung. Einen Einfluss auf 

die Zell-Aggregation, die Adhäsion an Komponenten der extrazellulären Matrix 

(ausgenommen Fibronektin und Laminin) sowie das proliferative und apoptotische 

Verhalten der Zellen konnte nicht nachgewiesen werden. Mittels Western-Blot-

Analyse konnte ein Massenshift wichtiger N-glykosylierter Adhäsionsmoleküle 

(ALCAM, ICAM-1 und BCAM) nach Kifunensinbehandlung dargestellt werden. 

Dieser deutet auf einen höheren Anteil an High-Mannose-Glykanen hin und 

könnte auf diese Weise das veränderte Adhäsionsverhalten der Zellen erklären. 

Die in vitro Daten bestätigen die Tumorsuppressorfunktion der MAN1A1 und 

machen ihren Einfluss auf die adhäsiven Eigenschaften von Tumorzellen deutlich. 

Weitere Untersuchungen - insbesondere zu der Rolle von High-Mannose-

Glykanen - sind notwendig und könnten somit zu der Entwicklung neuer 

therapeutischer Ansatzpunkte in der Therapie des Mammakarzinoms führen.   
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4 Zusammenfassung der gesamten Arbeit: Englisch 

Breast cancer metastasis is responsible for the majority of disease-related deaths. 

Aberrant glycosylation and changes of glycoproteins are associated to malignant 

transformation and tumor progression.  

A previous study demonstrated that low mRNA levels of Golgi alpha-mannosidase 

MAN1A1 correlated with poor prognosis in two separate cohorts of breast cancer 

patients. To validate the prognostic and predictive role of MAN1A1 expression on 

a protein level a western blot analysis of a subgroup (n=105) was performed. 

Patients with low/moderate MAN1A1 expressions showed significantly shorter 

disease-free intervals. Moreover, low MAN1A1 expression correlated significantly 

with nodal status, grading and brain metastasis formation. 

Suggesting a tumor suppressor function for MAN1A1, we further investigated the 

effect of MAN1A1 inhibition on adhesive and malignant properties of breast cancer 

tumor cells in vitro. Therefore, breast cancer cell lines with high levels of MAN1A1, 

MDA-MB-231 and T47D, were chosen for subsequent analysis. Inhibition of 

MAN1A1 was accomplished in two separate ways, using the inhibitor kifunensine 

on the one hand and silencing MAN1A1 on the other hand by specific shRNA 

interference. Both ways led to a significantly increased adhesion of breast cancer 

cells to endothelial cells (HPMEC) under static conditions. Under dynamic 

conditions the same effect could be observed for cells treated with kifunensine. In 

contrast to these results cell-cell-adhesion, cell adhesion to proteins of the 

extracellular matrix (ECM) as well as the proliferative and apoptotic potential of the 

tumor cells were not influenced by inhibition of MAN1A1.  

The adhesion molecules ALCAM, ICAM-1 and BCAM showed a mass shift after 

kifunensine treatment, pointing to a high amount of high-mannose glycans as a 

reason for changed adhesion. 

In conclusion these data corroborate a tumor-suppressive role of the Golgi 

mannosidase MAN1A1 and demonstrate the influence of MAN1A1-dependent 

glycosylation on tumor adhesive properties. Further understanding of glycan 

alteration - especially of high-mannose-glycans - in this context may provide new 

options for therapeutic intervention. 
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