Die funktionelle Charakterisierung des putativen Tumorsuppressors
DKK3 im humanen Mammakarzinom sowie die Identifizierung
potentieller SFRP1-Mimetika fur die Brustkrebstherapie

Von der Fakultat fir Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften der RWTH Aachen
University zur Erlangung des akademischen Grades einer Doktorin der Naturwissenschaften
genehmigte Dissertation

vorgelegt von
Eva Lorsy M. Sc. Biologie

aus Aachen

Berichter: Universitatsprofessor Dr. rer. nat. Edgar Dahl
Universitatsprofessor Dr. rer. nat. Bjérn Usadel

Tag der mundlichen Prifung: 12.05.2017

Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Universitatsbibliothek online verflgbar.






Inhaltsverzeichnis I

Inhaltsverzeichnis
Inhaltsverzeichnis I
Zusammenfassung VI
Summary VIII
Abkurzungsverzeichnis X
1. BINICIUNG s 1
1.1 Das humane MammakarzZiNOmM .........c.uiiiiiiiiiii e e e e 1
1.1.1 Die Anatomie der weiblichen Brust...........c..uuueiiiiiiii e 1
1.1.2 Epidemiologie des humanen MammakarzinOms..............eeeeieeriiiiiiiiieeeee e 2
1.1.3 Definition und Klassifizierung des humanen Mammakarzinoms...........ccccccoeeuuenee. 3
1.1.3.1 Histopathologische Klassifizierung............c.uueiiiiiiiiiiii e 4
1.1.3.2 Molekulare KlassSifiZierung ...........ceeoiiiiiiiiiie e 5
1.1.4 Therapie des MammaKarzinOmS..........ooiiiiiiiiieiei e 6
1.2 AlIgeMEINE TUMOIGENESE ....eeiiiiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e 9
1.2.1 Molekulargenetische Grundlagen der TUMOrgenese ..........ccccuveveeiiiieeeeniieeeeeene 11
1.2.1.1 Proto-OnNKOGENE ......eeeiiiiiiiii et e e e e e 12
1.2.1.2 TUMOISUPPIESSOITENE. ...ttt etee e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e s r e e e e e e e eaaans 13
LI = o] 1o [=T 0= 1 PP PRSP O PPPPPPPPPPR 15
1.3.1 Grundlagen der EpIgenetiK...........oueiiiiiiiiiiiiee e 15
1.3.2 DNA-METNYHEIUNG ...ttt e e 16
1.4 Der WINT-SIGNAIWEQ ...ttt e e e e e e e e e e e 17
1.4.1 Der kanonische WNT/B-Catenin-SignalWeg ... 17
1.4.2 WNT/PCP-SIQNAIWEQ ....ceiiiiiiiiiitieei ettt a e e e e 20
1.5 Die DIiCKKOPT-FaMIlI© .....eeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeiieieeiieetieeeeeeieeeeeee e seeeeesaeeeessenesnennnnnne 21
1.6 Die SFRP-FAMIlI© ..ccoeeiieeee et a e e e e 23
1.7 ZielSetzung der AMDEIt ... ... e ittt see e e aeeeensnnnennnnnanne 25
2. Material und Methoden...........ccoommmmmiiiiii s 27
2.1 Klinisches Patientenmaterial ... 27
2.1.1 Kryokonserviertes FrisChgewebe.......... ... 27
2.1.2 Formalin-fixiertes, Paraffin-eingebettetes (FFPE) Gewebe............ccccceeiiiiiinnne 27
2.1.3 In silico Mammakarzinom-KOIEKEIV............eeeriiiiiie e 28

o Y= (= L= 1] =10 01 TR 28



11 Inhaltsverzeichnis

2.3 Humane Mammakarzinom-Zelllinien ............oooveeiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29
2.4 Gerate, Software, Lésungsmittel und Chemikalien...........ccccooviiiiiiiiiiic e, 30

P2 o B CTCT | (=TSO PP RUPTRRRRSOP 30

2.4.2 Software und Datenbanken .............ccoooiiiiiiiiii e 31

2.4.3 LOSUNGSIMITIEL ... nnssnnnsnnnnnnnns 31

P2 O =T 0411 5= 1Y o R 32
2.5 PUfEr UNA LOSUNGEN. ...ttt ettt e e e e e e e s e e e e e e e e e annnneees 33
2.6 Medien fUr die ZelKURUL.........ooeriiie e e 34
2.7 Medien fUr ANZUCht VON E. COl.......cccoiiiiiiiiiiiiiii e 34
2.8 ANTIKOIET ..ttt e et e e e e e e e e e e e e e e 34
2.9 INNIDITOIEN ... 35
2.10 Molekularbiologische und Proteinchemische Kits und Reagenzien ...............cc........ 35
2.11 OlIGONUKIEOTITE ...ttt e e e e e e e e e e nnneees 35
2.12 DKK3-UDErexpresSioNSVEKIO .............oueueeeeeueeeeeeeteeeeeeeeeeseeeeeees e ee s teeeneeeaeanens 37
2.13 Molekulargenetische Methoden ... 38

2.13.1 DNA-Isolation aus kryoasserviertem Frischgewebe und humanen
Mammakarzinom-ZelliNIEN.........cooueei e 38

2.13.2 Gesamt-RNA-Isolation aus kryoasserviertem Frischgewebe und humanen

Mammakarzinom-ZelliNIEN..........oooeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 38
2.13.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdure-Lésungen.......... 39
2.13.4 Reverse Transkription (CDNA-SYNthese) .........coooiiiiiiiiiiiiiiieeee e 39
2.13.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)..........uuuuiemmiiiiii e 40
2.13.6 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese ............. 41
2.13.7 Semiquantitative Real-Time PCR ..........c.oorie e 41
2.13.8 Bisulfit-Konversion genomischer DNA aus humanem Gewebe................cccuueeee. 44
2.13.9 DNA-Methylierungsanalyse mittels Pyrosequenzierung............ccccceeeveeiieniennnen. 45
2.13.10 Transformation iN E. COM........uuuuiiiiiiiiiiiiieie e 48
2.13.11 Inokulation von Flussigkulturen transformierter E. COli...........cccuvveeeiiiiiiiiinnnne. 48
2.13.12 Plasmid-Mini-Praparation mittels Kochlyse-Verfahren ............ccccccoiiiiiinnnnnnns 49
2.13.13 Plasmid-Maxi-Praparation ..................ueeeemeeeeeeiiiiiiieeaeees 49
2.13.14 DNA-Sequenzierung Nach SANQET.........uuueeiiieiiiiiiiiieieea e e eieieeeee e e 49
2.13.15 Microarray-basierte GenexpressionSanalySe ........c.uueeeereereeiiiirieieeenee e e 51

2.14 Proteinchemische und immunologische Methoden ..., 51

2.14.1 Herstellung von Gewebeschnitten aus humanem Material ...........cccccceeeiiinnneee. 51



Inhaltsverzeichnis 111

2.14.2 Methylenblau-Farbung von humanem Frischgewebe ..., 52
2.14.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E-Farbung) von Gewebeschnitten ................... 52
2.14.4 Immunhistochemie (IHC) an humanem FFPE-Gewebe ............cccccooiiiiiiiinnnenn. 52
2.14.5 Isolation von Gesamt- sowie sezerniertem Protein fur die SDS-Gelelektrophorese
............................................................................................................................. 54

2.14.6 Konzentrationsbestimmung von Protein-Lésungen mittels Bicinchoninsaure
(51072 ISR 54
2.14.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) .........ccccooiiiviiiiiieecieie, 55
2.14.8 WESEEIN BIOL........eee e 56
2.15 Zellbiologische Methoden .............uuiiiiiiiiiii e 57
2.15.1 Kultivierung humaner ZellliNien ... 57
2.15.2 Ernte humaner ZellliNIEN ...........ooiii i 58
2.15.3 Kryokonservierung humaner ZellliNien ... 58
2.15.4 ZellzahlbeStIMMUNG . ....ooiiiiiiee et a e e e 58
2.15.5 Generierung stabil genetisch-veranderter Transfektanden ............cccccciiinnnnee. 59
2.15.6 Zellpraparation fur die Rasterelektronen-Mikroskopie (REM)..........cccccoiiiiinnnnee. 61
2.16 Funktionelle in Vitro-EXPerimente ...........oouiiiiiiiiie e 62
2.16.1 KOIONIEDIAUNGSTEST ......uuuniiiiiiiiii e 62
2.16.2 Bestimmung des ZellwaChStUmS ............uuuiiiiiiiiiiiii e 63
2.16.3 Caspase 3/7-AKHVItAISMESSUNG . ......oiiuiiiiieie e 64
2.16.4 Zell-Matrix-AdNASIONSTEST .......eeiiiiiiiiiiii e 64
2.16.5 WUNANEIUNGSTEST ....coiiiii e 65
2.17 StatistisChe MethOdeN.........coo i 66
B T o 1= o 1T 67

3.1 Charakterisierung des putativen Tumorsuppressors DKK3 im humanen

MammaKarZiNOM ........co e 67
3.1.1 Verlust der DKK3-Expression im humanen Mammakarzinom.............cccccccvvvennnes 68
3.1.2 DNA-Hypermethylierung der DKK3-GENSEQUENZ .........uuuummmmmmnnnninnnniennnnnnnnnnnnnnnnnns 73
3.1.3 Die prognostische Relevanz von DKKS flir das humane Mammakarzinom........... 78

3.1.4 Die biologische Relevanz des DKK3-Expressionsverlustes flir die Tumorgenese
des humanen MammakarzZiNOMS........c.uuuuiiiiieie e e e e e 80
3.1.4.1 Generierung stabiler in vitro-Mammakarzinom-Modelle.............cccccuvvvrrrnnnnnnnnnns 80
3.1.4.2 Der Einfluss der DKK3-Reexpression auf das Koloniewachstum humaner
MammakarzinOMZEHEN.......... i 82
3.1.4.3 Der Einfluss der DKK3-Reexpression auf das Zellwachstum humaner

MammaKarzZiNOMZEIIEN ... e 86



I\% Inhaltsverzeichnis

3.1.4.4 Der Einfluss der DKK3-Reexpression auf die Apoptose-Induktion in humanen
MammakarzinOMZEIEN.......... e 87
3.1.4.5 Der Einfluss der DKK3-Reexpression auf die Zell-Matrix-Adh&sion humaner
MammakarzinOMZEIEN.......... i 89
3.1.4.6 Der Einfluss der DKK3-Reexpression auf die Migration basaler
MammakarzinOMZEIEN.......... e 90
3.1.4.7 Der Einfluss von DKK3 auf die Expression epithelialer und mesenchymaler

Marker in basalen Mammakarzinomzellen ..........ooooe v, 93

3.2 Identifizierung und Charakterisierung potentieller SFRP1-Mimetika fiir die Therapie des
humanen MammaKarZiNOMS..........oiiuuiiiiiii e 95

3.2.1 Etablierung eines Zellkultur-Analyseverfahrens zur Validierung der potentiellen

SFRPT-MIMELKA ...t 96
3.2.2 Validierung der potentiellen SFRP1-Mimetika anhand ihrer dosis-abhangigen
Wachstumsinhibition im BT-20-Zellkulturmodell ... 99

3.2.3 Der Einfluss der potentiellen SFRP1-Mimetika auf das Zellwachstum weiterer
humaner Mammakarzinom-Zelllinien..............coeveeveieiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 103

3.2.4 Der Einfluss der potentiellen SFRP1-Mimetika auf das Genexpressionsprofil des

BT-20-Zellkulturmodells ..o 106
3.2.4.1 Identifizierung zu SFRP1 ko- bzw. anti-regulierter Gene............ccccccoevinnnnnnn. 106
3.2.4.2 Der Einfluss der potentiellen SFRP1-Mimetika auf die mRNA-Expression von

PODHTO ..ttt e e 109

3.2.5 Funktionelle Charakterisierung der potentiellen SFRP1-Mimetika ...................... 111
3.2.5.1 Der Einfluss der potentiellen SFRP1-Mimetika auf das

KoloniebildungSvermaOgen ... 111

3.2.5.2 Der Einfluss der potentiellen SFRP1-Mimetika auf die Apoptose-Induktion ...113
3.2.5.3 Der Einfluss der potentiellen SFRP1-Mimetika auf das Migrationsverhalten..115
3.2.6 Zusammenfassung der beobachteten, durch die vier potentiellen SFRP1-Mimetika
vermittelten EffeKte ... 118

d, DiSKUSSION 1euureuureusransrensransransrassrasssasssasssasssesssasssasssasssasssasssasssasssasssasssanssanssanssnnssnnssnnssnns 119

4.1 Charakterisierung des putativen Tumorsuppressors DKK3 im humanen

Y =10 010 P21 = U [ Lo ] o £ I U 119

4.2 Identifizierung und Charakterisierung potentieller SFRP1-Mimetika flr die Therapie des

hUMANEN MamMMAKAIZINOMS ... .ttt e et e e e e e e e eneenns 129



Inhaltsverzeichnis \4

6.1 Eigenschaften der verwendeten Patientenkohorten ..., 162
6.2 Klassifizierung maligner Tumoren der Brust.........coooooioeiioie, 167

6.2.1 Staging des humanen MammakarzinOmS...........ooicuiiiieireeeeiiiiieeee e 167

6.2.2 Grading des humanen MammakarzinOms ...........ccccuuieieieeeeeeiiiiieeee e 168
6.3 Auflistung der (iber SFRP1-regulierten Transkripte..........cccoociieeeeiiiiieee e 169
6.4 AbDIlAUNGSVEIZEICNNIS ... 171
6.5 TabelleNVEIZEICHNIS ... 174

6.6 Eidesstattliche ErKIArUNG .........ccuiiiiiiiii e 177



VI Zusammenfassung

Zusammenfassung

Sowohl das oftmalige Auftreten von Resistenzen gegenliber den in Anwendung
befindlichen Therapien flir humane Brustkrebserkrankungen als auch ein Mangel an
effektiven, zielgerichteten Behandlungsmdglichkeiten, insbesondere fir triple-negative
Tumoren, unterstreichen den Bedarf an neuen Therapien fir das humane Mammakarzinom.
Einen vielversprechenden, therapeutischen Ansatzpunkt stellt der WNT-Signalweg dar,
dessen Deregulation in vielen humanen Tumorentitaten, einschlieBlich des Mammakarzinoms,
beobachtet wird und zudem mit einer schlechten Uberlebensprognose assoziiert ist.
Ursé&chlich far diese Deregulation ist in Brusttumoren oftmals ein Expressionsverlust seiner
Antagonisten, zu denen unter anderem DKK3 und SFRP1 zahlen.

Fir die Entwicklung neuer Therapieansétze ist es fundamental, zunéchst die den jeweiligen
Mammakarzinom-Subtypen zu Grunde liegenden molekularen Entstehungs- und
Progressionsmechanismen zu entschliisseln. Um zu diesem Ziel beizutragen, galt es im
Rahmen der vorliegenden Dissertation erstmals eine umfassende Charakterisierung des
putativen Tumorsuppressors DKK3 in den einzelnen Subgruppen des humanen Mamma-
karzinom durchzufiihren. Die unter Verwendung von drei unabhangigen Patientenkohorten
(n=30, n=463 und n=791) durchgeflhrte Subtyp-spezifische DKK3-Expressionsanalyse
offenbarte sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene einen im Vergleich zur Normalgewebe-
Expression signifikanten DKK3-Verlust in allen klinisch-relevanten Brustkrebs-Subtypen, mit
der jeweils niedrigsten Expression in basalen Mammakarzinomen. Um die diesem
differenziellen Expressionsverlust zugrundeliegenden molekularen Mechanismen zu
identifizieren, erfolgte eine Methylierungsanalyse des gesamten transkriptionsregulierenden
Genbereichs der beiden, den DKK3-Promotor-lUberspannenden CpG-Inseln unter
Verwendung zweier unabhangiger Patientenkohorten (n=33 und n=497). Wahrend die
Methylierung der nicht-basalen Félle signifikant mit einem DKK3-Expressionsverlust
korrelierte, wiesen basale Karzinome wider Erwarten die geringste Methylierungsfrequenz auf.
Dies deutete auf einen anderweitigen Mechanismus der DKK3-Inaktivierung in diesen
Tumoren hin. Die signifikante Korrelation einer niedrigen DKK3-mRNA-Expression mit einem
verkiirzten rezidivfreien Uberleben in luminalen und basalen Mammakarzinomen wies
indessen auf eine mogliche kausale Involvierung eines DKK3-Verlustes in die Tumorgenese
dieser beiden Subtypen hin. Diese Hypothese sollte im Rahmen von funktionellen in vitro-
Tests unter Verwendung von jeweils zwei stabilen gain-of-function-Brusttumor-Modellen der
beiden Subgruppen ,luminal® und ,basal analysiert werden. Interessanterweise wurden die
deutlichsten Effekte auf das Zellwachstum und die Apoptoserate infolge forcierter DKK3-
Reexpression in den beiden basalen Zelllinien beobachtet. Zusatzlich konnte in basalen
Mammakarzinomzellen eine DKK3-vermittelte Inhibition Progressions-assoziierter Tumorzell-

eigenschaften beobachtet werden, die sich in einer modifizierten Zellmorphologie, verbunden
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mit einer verstarkten Zell-Matrix-Adh&sion, sowie einer reduzierten Zellmigration auBerte.
Diese Beobachtungen lieBen auf eine mdgliche partielle Mesenchymale-Epitheliale-Transition
in DKK3-transfizierten Brustkrebszellen schlieBen, die auf molekularer Ebene durch eine
gesteigerte Expression epithelialer Marker, wie E-Cadherin und Claudin 1, sowie einem
Verlust des mesenchymalen Transkriptionsfaktors Snail 1 gestitzt wurde. Zusammengefasst
deuten die im Rahmen dieser Studie generierten Daten auf eine mdgliche funktionelle
Relevanz eines DKK3-Verlustes insbesondere flir die Tumorgenese von Mammakarzinomen
des basalen Subtyps hin und kénnten als Grundlage fur weiterfihrende Studien, welche die
diesen Effekten zugrundeliegenden molekularen Mechanismen im Detail entschlisseln
sollten, dazu beitragen, zielgerichtete Therapien fir den schwer therapierbaren basalen
Brustkrebs-Subtyp zu entwickeln.

Ziel des zweiten Teilvorhabens der vorliegenden Arbeit, das in Kooperation mit dem Lead
Discovery Center (LDC) durchgefihrt wurde, war die Identifizierung sowie funktionelle
Charakterisierung spezifischer Wirkstoffmolekile, deren Wirkungsspekirum dem des
Tumorsuppressor-Proteins SFRP1 entspricht. Diese sogenannten SFRP1-Mimetika sollen der
zukinftigen Entwicklung neuartiger Medikamente fir die Therapie SFRP1-defizienter
Brusttumoren dienen. Zwolf am LDC anhand eines zelluldren Primarscreens identifizierte,
potentielle SFRP1-Mimetika wurden nachfolgend im Zuge dieser Dissertation mittels weiterer
Experimente bezlglich ihrer Wirkung als spezifische Mimetika der SFRP1-Funktion validiert.
Basierend auf den Ergebnissen einer initialen Zellwachstums-Analyse, wurden aus diesen
zwolf Testsubstanzen vier vielversprechende putative SFRP1-Mimetika fir die nachfolgenden
funktionellen in vitro-Experimente ausgewahlt. Alle vier Testsubstanzen vermittelten eine
differenzielle, dosisabhangige Wachstumsinhibition SFRP1-negativer und SFRP1-positiver
Brustkrebszellen, mit einem erwartungsgeman starkeren Effekt aller Kandidaten auf SFRP1-
defiziente Zellen. DarUber hinauskonnte ein dosisabhangiger Einfluss der vier Kandidaten auf
die Expression von PCDH10, ein im Zuge einer vorausgegangenen Microarray-Analyse
identifiziertes Marker-Gen der SFRP1-Wirkung, beobachtet werden. Diese Ergebnisse
unterstutzten die Hypothese einer SFRP1-analogen Wirkung dieser vier Wirkstoffmolekule.
Zudem konnten fir alle vier putativen SFRP1-Mimetika weitere tumorsuppressive Effekte
nachgewiesen werden, die sich in einem verminderten Koloniewachstum, einer erhdhten
Apoptoserate sowie einer reduzierten Zellmigration humaner Brustkrebszellen duBerten. Da
die Wirkungsprofile der Testsubstanzen jedoch untereinander variierten, sind weiterfihrende
Studien nétig sind, um ihre genauen Wirkmechanismen zu entschlisseln. Schlussfolgernd
lasst sich festhalten, dass es in der vorliegenden Arbeit mit den Substanzen 064, 366, 848 und
994 gelungen ist, vier vielversprechende, putative SFRP1-Mimetika zu identifizieren, die als
Ausgangssubstanzen fir die Entwicklung neuartiger Medikamente fiir die Therapie SFRP1-

defizienter Mammakarzinome dienen kdnnten.
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Summary

The clinical need to develop new drugs for the treatment of human breast cancer is
emphasized by the frequent occurrence of resistances against currently used pharmaceuticals
as well as a lack of effective targeted therapies, especially for mammary carcinomas of the
basal subtype. Targeting of the tumor-promoting WNT signaling pathway activity might
represent a promising therapeutic strategy. A deregulation of this pathway is observed in many
tumor entities, including breast cancer, and is associated with an unfavorable patient
prognosis. Aberrant WNT pathway activation is frequently attributed to an expression loss of
its antagonists, including DKK3 and SFRP1.

Profound understanding of the molecular alterations underlying the particular subtype-
specific breast carcinogenesis is essential for the development of new therapeutic strategies.
To contribute to this goal, one aim of the present study was the comprehensive subtype-
specific characterization of the putative tumor suppressor DKK3 in human breast cancer. A
subtype-specific expression analysis using three independent tissue cohorts (n=30, n=463 and
n=791) revealed a significant loss of DKK3 on mRNA and protein level in all clinically relevant
breast cancer subtypes compared to healthy breast tissue controls, with the most abundant
reduction in basal breast cancer cases respectively. To investigate the molecular mechanisms
underlying the differential expression loss observed, a methylation analysis of both
transcription-regulating CpG-islands in the DKK3 promoter and its proximal regions was
performed using two independent patient cohorts (n=33 and n=497). While methylation in this
region was significantly correlated with a loss of DKK3 expression in non-basal cases, basal
carcinomas surprisingly presented the lowest methylation frequency indicating a different
mechanism of DKK3 inactivation in these tumors. A significant correlation between a low DKK3
mMRNA expression and a reduced recurrence-free survival of luminal and basal-like breast
cancer cases suggested a possible causal involvement of DKK3 in the tumorigenesis of these
two breast cancer subtypes. This hypothesis was addressed by performing functional in vitro
tests using two luminal and two basal stably transfected gain-of-function breast cancer models.
Interestingly, ectopic DKK3 expression resulted in most pronounced effects on cell growth and
apoptosis in basal breast cancer cells. In addition, DKK3 reexpression mediated inhibition of
progression-associated characteristics of basal breast cancer cell lines resulting in a modified
cell morphology, an enhanced cell-matrix adhesion and a reduced cell migration. These
observations indicated a possible partial mesenchymal-to-epithelial transition in DKK3-
transfected breast cancer cells, supported by an increased expression of epithelial markers
like E-Cadherin and Claudin 1 as well as loss of the mesenchymal transcription factor Snail 1.
In conclusion, the findings of this study suggest a possible functional involvement of a DKK3
expression loss especially in the tumorigenesis of basal breast cancers. These data provide
the basis for future studies investigating the underlying molecular effects of DKK3 in detail and
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might therefore contribute to the development of targeted therapies for basal breast
carcinomas.

The second sub-project of the present dissertation was realized in cooperation with the
Lead Discovery Center (LDC) in Dortmund. The aim of this study was the identification and
functional characterization of specific substances mimicking the tumor suppressive effects of
SRFP1. These so called SFRP1-mimetics should conduce to the future development of new
drugs for the treatment of SFRP1-deficient breast cancers. The LDC initially identified twelve
potential SFRP1-mimetics in a cellular primary screen. In the present study, these candidate
substances were further validated in additional experiments regarding their potential SFRP1-
analogous effects. Based on the results of an initial cell growth analysis, four promising
molecules of these twelve putative SFRP1-mimetics were selected for a subsequent
comprehensive functional in vitro analysis. All four candidates exhibited a differential, dose-
dependent, growth-inhibitory capacity on SFRP1-negative and SFRP1-positive breast cancer
cell culture models, with a pronounced effect on SFRP1-deficient cells. Moreover, all candidate
substances influenced the expression of PCDH10, a marker gene of the SFRP1-function
identified in a recent microarray analysis, in a dose-dependent manner. These data were in
line with a potential SFRP1-analogous mode of action of the candidate molecules. In addition,
further tumor-suppressive effects were verified for all four potential SFRP1-mimetics resulting
in a decreased colony growth, an increased apoptosis and a reduced cell migration. However,
the substances had varying effects on the different tumor cell characteristics analyzed so that
further studies are needed to investigate their defined mechanisms of action. In conclusion,
four promising, putative SFRP1-mimetics, namely 064, 366, 848 and 994 were identified in the
present study that have the potential to be used as initial substances for the development of
new drugs for the therapy of SFRP1-deficient mammary carcinomas.
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1. Einleitung

1.1 Das humane Mammakarzinom

1.1.1 Die Anatomie der weiblichen Brust

Die weibliche Brust liegt auf dem Rippenbogen sowie dem Brustmuskel (Musculus
pectoralis major) auf und setzt sich aus der Brustdriise (Glandula mammaria), Fettgewebe-
reichem Bindegewebe sowie zahlreichen Lymph- und BlutgefaBen zusammen (Abbildung
1-1). Die Brustdrise selbst ist differenziert in ein ausgedehntes duktales Gangsystem sowie
einen lobularen Anteil und wird durch das umgebende Stroma in 10 - 20 tubulo-alveolare
Einzeldrisen (Lobi) unterteilt. Jeder Lobus mindet lber einen eigenen Ausfiihrgang (Ductus
lactifer colligens) in der Brustwarze (Papilla mammae). Kurz vor der Mindung weiten sich die
Ausfuhrgange jeweils zu einem spindelférmigen Milchsackchen (Sinus lactifer) (Abbildung
1-1A) [1, 2].

Rippen

Lobulus

Terminalduktus

M. pectoralis major
(Brustmuskel)

Ductus lactifer colligens

Lobus

Abbildung 1-1: Schematische Darstellung der weiblichen Brustanatomie. (A) Sagittalschnitt der
weiblichen Brust. (B) Darstellung mehrerer Terminalduktus-Lobulus-Einheiten (TDLE). Veréndert nach
[3].

Das weit verzweigte Milchgangsystem (Ductus Ilactiferiy endet jeweils Uber einen
Terminalduktus in den einzelnen Lobuli. Jeweils ein Lobulus bildet zusammen mit seinem
zugehorigen Terminalduktus die Terminalduktus-Lobulus-Einheit (TDLE), welche die milch-
produzierende Funktionseinheit der Brust darstellt (Abbildung 1-1B).
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Sowohl das Gangsystem als auch die lobularen Endstlicke sind gegenliber dem
umliegenden Stroma Uber die Basalmembran abgegrenzt und mit einem zweischichtigen
Epithel ausgekleidet, dass sich aus einer inneren (luminalen) Epithelschicht mit prismatischen
Zellen und dem auBeren (basalen) Myoepithel zusammensetzt. Die intralobularen Epithelien
besitzen zudem Hormonrezeptoren fiir Ostrogene (ER) sowie Progesteron (PR). Dadurch
unterliegt vor allem die TDLE wahrend jedem weiblichen Zyklus bis zur Menopause einem
hohen hormonellen Einfluss. Als Folge dessen zeigen die Zellen der TDLE eine gesteigerte
Proliferations- und Differenzierungsaktivitat, so dass dieser Bereich besonders haufig der
Ausgangspunkt einer gut-(benignen) oder bdsartigen (malignen) Tumorerkrankung der Brust
ist [1, 2, 4].

1.1.2 Epidemiologie des humanen Mammakarzinoms

Das humane Mammakarzinom stellt weltweit die haufigste maligne Tumorerkrankung der
Frau dar [5]. Alleine in Deutschland betrafen im Jahre 2012 69.550 Falle der insgesamt
225.890 erfassten Krebsneuerkrankungen der Frau die Brustdriise, das sind rund 31 % (siehe
Abbildung 1-2). Auf Grundlage der aktuellen Inzidenzraten erkrankt etwa jede achte Frau in
Deutschland im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs, wobei drei von zehn betroffenen Frauen
bei Diagnosestellung jinger als 55 Jahre alt sind [6].

Andere
24% Brustdriise
31%

Niere
2% |
Magen|

3%

Eierstocke |
3%

Non-Hodgkin-Lymphome [ b

3% _ Darm

Bauchspeicheldriise | 13%

4% >
Malignes Melanom der Haut | Gebdrmutterkorper
5% 5%

Lunge
8%

Abbildung 1-2: Verteilung der zehn haufigsten Krebsneuerkrankungen der Frau im Jahre 2012 in
Deutschland. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der zehn haufigsten Tumorlokalisationen aller
weiblichen Krebsneuerkrankungs-Falle im Jahre 2012 in Deutschland. Die Abbildung basiert auf Daten
der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. [6].

Es gibt zahlreiche Risikofaktoren, die die Entstehung einer bésartigen Erkrankung der
Brustdrise beginstigen. Es wird unterschieden zwischen Faktoren des Lebensstils, wie

Ubergewicht, Bewegungsmangel und ein erhdhter Alkohol- und Tabakkonsum, sowie
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hormonellen Einflissen und der genetischen Disposition [5, 7-9]. Zu den hormonellen
Einflissen z&hlen eine frihe Menarche sowie eine spate Menopause, da diese jeweils den
Zeitraum verlangern, in dem die Brust den hormonellen Schwankungen des weiblichen Zyklus
ausgesetzt ist. Zusatzlich erhdhen Nulliparitdt bzw. eine spate erste Geburt sowie eine
Hormonersatztherapie wahrend der Wechseljahre ebenfalls das Brustkrebsrisiko, wohingegen
hormonhaltige Ovulationshemmer nur einen geringfigigen Einfluss haben [10-13]. 5- 10 %
aller Brustkrebserkrankungen sind auf eine familidre, genetische Vorbelastung zurlck-
zuflihren, zu der insbesondere Mutationen der beiden Gene BRCA1 und BRCAZ2 (engl. breast
cancer 1/2) gehéren [14, 15].

Zwischen 2005 und 2009 wurde in Deutschland flachendeckend das Mammographie-
Screening-Programm fiir die Brustkrebs-Friherkennung eingefiihrt. Infolgedessen stieg die
Inzidenzrate des Mammakarzinoms zunachst sprunghaft an, vermutlich zurlickzufihren auf
eine verbesserte Friherkennung noch kleiner Tumoren [6]. Seit 2009 ist die Inzidenzrate
jedoch wieder leicht riicklaufig (siehe Abbildung 1-3).

140— Inzidenzrate: — Frauen

— Méanner
120 Mortalitdtsrate: --- Frauen

==* Ménner
100—

80—
60—
40—

20—

Erkrankungen je 100.000 Einwohner

T T U
1998 20'00 20'02 20'04 2606 2008 2010 2012
Jahr

Abbildung 1-3: Altersstandardisierte, Brustkrebs-spezifische Inzidenz- und Mortalitatsrate in
Deutschland in den Jahren 1999 — 2012. Aufgetragen sind die altersstandardisierten, Brustkrebs-
spezifischen Neuerkrankungs- sowie Sterbefalle pro 100.000 Einwohnern in den Jahren 1999 bis 2012
in Deutschland, jeweils unterteilt nach dem Geschlecht. Verandert nach [6].

Trotz eines Anstiegs der altersstandardisierten, Brustkrebs-spezifischen Inzidenzrate
zwischen 1999 und 2012 in Deutschland um knapp 20 %, konnte ein leichter Rickgang der
altersstandardisierten, Brustkrebs-bedingten Mortalitat verzeichnet werden (Abbildung 1-3).
Dies lasst sich vor allem auf Fortschritte in der Therapie zurtckfihren [5, 6].

1.1.3 Definition und Klassifizierung des humanen Mammakarzinoms

Der Begriff Tumor oder Neoplasie bezeichnet die abnorme VergréBerung eines Gewebes
aufgrund einer deregulierten Zellproliferation und/oder einer verminderten Apoptose. Es wird

unterschieden zwischen einem gutartigen (benignen) Tumor ohne Gewebeinfiltration und
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einem bdsartigen (malignen), welcher invasiv in das umgebende Gewebe wéachst und dieses
zerstort. Neoplasien kénnen als solide Tumoren auftreten, die primér einen Zellverband
ausbilden, oder als nicht-solide Tumoren des hamatopoetischen Systems (Leukamien).
Innerhalb der soliden Tumoren wird unterschieden zwischen Sarkomen, die einen meso-
dermalen Ursprung aufweisen, und Karzinomen, welche maligne Neoplasien epithelialer
Gewebe darstellen. Zusatzlich erfolgt die Klassifizierung der Tumoren nach ihren Ursprungs-
geweben [16].

Der Begriff ,Mammakarzinom“ umfasst eine Gruppe heterogener Erkrankungen der
Brustdrise, die sich sowohl aus histopathologischer als auch molekulargenetischer Sicht
differenzieren lassen [17, 18]. Daraus abgeleitet existieren zwischen den einzelnen
Subgruppen der Brustkrebserkrankung Unterschiede im Krankheitsverlauf sowie den
maoglichen Therapieoptionen.

1.1.3.1 Histopathologische Klassifizierung

Die histopathologische Klassifizierung von Tumoren erfolgt anhand ihres Wachstums-
musters (engl. Typing), ihres histologischen Tumorgrades (engl. Grading) sowie dem Ausmafi
ihrer Ausbreitung im Kérper (engl. Staging).

Typing

Unterschieden wird zwischen invasiven und nicht-invasiven (in situ) Formen des
Mammakarzinoms sowie der jeweiligen Lokalisation (lobuléar und duktal). Die Begrifflichkeiten
Jlobular‘ und ,duktal® beziehen sich in diesem Zusammenhang nicht auf den mikro-
anatomischen Ursprung des Tumors, sondern vielmehr auf dessen Wachstumsmuster:
Waéhrend das duktale Karzinom in situ (DCIS) intraduktal wachst und sich segmental in den
Drusengangen ausbreitet, zeigt das lobuldre Karzinom in situ (LCIS) haufig ein multi-
zentrisches Wachstumsverhalten innerhalb mehrerer Lobi [17, 19]. In situ-Tumoren stellen
nicht-invasive Prakanzerosen dar, welche sich im Verlauf der Tumorgenese zu invasiven
Karzinomen entwickeln [20]. So wird das DCIS als Vorlaufer des invasiv-duktalen Karzinoms
(IDC) beschrieben, welches mit einer Préavalenz von 50 - 80 % das am haufigsten auftretende
invasive Mammakarzinom darstellt. Gefolgt wird das IDC vom invasiv-lobularen Karzinom
(ILC, Pravalenz 5-15%). Seltenere histologische Varianten stellen die muzindsen,
medullaren und fibrozystischen Mammakarzinome dar [17, 21]. Die alleinige Einteilung in die
histologischen Tumortypen basierend auf inrem Wachstumsmuster hat im Hinblick auf eine
Therapieentscheidung jedoch nur eine begrenzte klinische Relevanz, weshalb zusétzlich die
Stratifizierung der Karzinome anhand ihres Tumorgrades sowie ihrer anatomischen Aus-

breitung im Kérper erfolgt.
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Grading

Zur Einschatzung der Aggressivitat (Malignitat) humaner Mammakarzinome werden die
Tumoren hinsichtlich ihres histologischen Grades eingeteilt. Dieser ergibt sich aus der
Differenzierung der Zellen (Tubulusausbildung und Zellkernpolymorphie) und ihrer proli-
ferativen Aktivitdt (Mitoserate). Das nach Elston und Ellis definierte Bewertungssystem des
Tumorgrades teilt Karzinome anhand eines Summenscores in die prognostisch relevanten
Klassen Grad 1 bis 3 ein. Grad 1 entspricht einem gut differenzierten Tumor mit geringer
Malignitat, wahrend Grad 3-Tumoren mit einer schlechten Differenzierung, der hdchsten
Malignitdt sowie einer unginstigen Prognose assoziiert sind (siehe Abschnitt 6.2.2 des
Anhangs) [22].

Staging

Eine weitere klinisch relevante Klassifizierung humaner Mammakarzinome stellt das TNM-
System nach Sobin und Wittekind dar, welches die anatomische Ausbreitung der Tumoren
bewertet [23]. Die Einteilung der Neoplasien in die einzelnen Stadien erfolgt anhand der
Ausdehnung des Primartumors (pT), der Infiltration regiondrer und juxtaregionarer Lymph-
knoten (pN) sowie dem Vorliegen einer Fernmetastasierung (pM) geman UICC (siehe 6.2.1
des Anhangs). Hierbei stellt vor allem der axillare Lymphknoten-Status einen starken
prognostischen Faktor im Hinblick auf das rezidivfreie sowie das Gesamtiberleben dar: So
liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir Patienten mit einer nodal-negativen Brustkrebs-
erkrankung bei Uber 80 %, sinkt bei zunehmender Anzahl positiver Lymphknoten jedoch
drastisch auf unter 30 % bei = 13 betroffenen Lymphknoten ab [24, 25].

1.1.3.2 Molekulare Klassifizierung

Die Heterogenitat der Brustkrebserkrankung spiegelt sich nicht nur in ihrer Histopathologie
wieder, sondern ist ebenfalls auf molekularer Ebene nachweisbar. So wurde im Jahre 2000
von Perou und Kollegen erstmals eine molekulare Klassifizierung humaner Mammakarzinome
auf Basis von Genexpressionsprofilen beschrieben [26]. In den folgenden Jahren erfolgte auf
Grundlage dieser Studie die Entwicklung einer molekularen Signatur aus 50 Genen (PAM50),
die eine Einteilung in die funf intrinsischen Brustkrebs-Subtypen Luminal A, Luminal B,
HER2-enriched, Basal-like und Normal-/ike mit Hilfe einer cDNA-Microarray-Expressions-
analyse ermdglicht [27-29]. Diese molekularen Subtypen sind mit verschiedenen
Charakteristika assoziiert, wobei sich vor allem eine Korrelation mit dem Krankheitsverlauf als
klinisch bedeutsam erwiesen hat. Wahrend Luminal A-Tumoren mit einer guten Prognose

verknUpft sind, ist diese in Karzinomen der Subtypen Luminal B, HER2-enriched und Basal-
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like vergleichsweise unglnstig. Des Weiteren konnte eine pradiktive Relevanz der
molekularen Klassifikation hinsichtlich des Ansprechens der Mammakarzinome auf eine
neoadjuvante oder adjuvante Chemotherapie herausgestellt werden [30, 31]. In neueren
Studien wird zudem die Bedeutung eines weiteren Subtyps namens Claudin-/low diskutiert,
welcher durch eine geringe Expression von Zell-Zell-Adhasionsmolekullen charakterisiert und
mit einer hohen Metastasierungsrate assoziiert wird [32-34]. Hingegen ist die Existenz des
Subtypen Normal-like bislang noch umstritten [31, 35].

Alternativ zur molekularen Kilassifizierung Uber eine Kkostenintensive Microarray-
Expressionsanalyse erfolgt flr eine routineméaBige Anwendbarkeit die Einteilung geman der
Immunhistochemie (IHC)-basierten Surrogat-Definition nach Cheang et al. [29]. Diese beruht,
wie in Tabelle 1-1 angegeben, auf dem Hormonrezeptor- und HER2-Status der Tumoren sowie
dem prozentualen Anteil an Zellkernen, welche positiv fir den Proliferationsmarker Ki-67 sind
[36, 37]. Die Klassifizierung geman der IHC-basierten Surrogat-Definition ist nicht identisch mit
einer Stratifizierung der Tumoren nach PAMS50-Definition, stellt jedoch laut Konsens der
St. Gallen-Konferenz 2011 eine annehmbare Approximation dar [36].

Tabelle 1-1: Die molekulare Subtypen des humanen Mammakarzinoms [37].

. IHC-basierte Klassifikation Ubereinstimmun
Intrinsischer Subtyp (GEP) (St. Gallen 2011) GEP/IHC [%] ?
Luminal A ,Luminal A“ 73-100 %

ER- oder/und PR-positiv

HER2 negativ

Ki-67 <14 %

Luminal B »Luminal B (HER2-negativ)“ 73—-100 %

ER- oder/und PR-positiv

HER2 negativ

Ki-67 2 14 %

»Luminal B (HER2-positiv)“
ER- oder/und PR-positiv

HER2 positiv

HER2-enriched »HER2-positiv (nicht luminal)“ 41-69 %
ER- und PR-negativ
HER2-positiv

Basal-like »Triple-negativ (TNBC)“ 80 %

ER- und PR-negativ

HER2-negativ
GEP: Gene expression profiling, IHC: Immunhistochemie, ER:  Ostrogenrezeptor,
PR: Progesteronrezeptor, HER2: Human epidermal growth factor receptor 2, TNBC: Triple-negativer
Brustkrebs

1.1.4 Therapie des Mammakarzinoms

Die individualisierte Therapie des humanen Mammakarzinoms ist abhangig von

zahlreichen Faktoren. Neben dem allgemeinen Gesundheitszustand, dem Alter sowie dem
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Menopausen-Status der Patientinnen sind vor allem pradiktive und prognostische Marker,
welche sich auf individuelle Tumoreigenschaften beziehen, von hoher Relevanz. Pradiktive
Faktoren, zu denen z. B. der Hormonrezeptor- und HER2-Status gehéren, dienen dazu
abzuschétzen, ob ein Tumor auf eine bestimmte Behandlung ansprechen kénnte. Zu den
prognostischen Markern z&hlen unter anderem das Tumorstadium gemaB TNM-Klassifikation
und der histologische Tumorgrad (siehe Abschnitt 1.1.3.1). Sie werden herangezogen, um den
statistisch wahrscheinlichen Krankheitsverlauf der Brustkrebserkrankung vorherzusagen und
so den Nutzen einer Therapie abzuwagen. So ist z. B. bei Auftreten von Fernmetastasen in
der Regel keine Langzeitheilung mehr mdglich [38]. Daher beschrankt sich die Therapie in
diesem Fall meist darauf ein Fortschreiten der Krankheit aufzuhalten und eine mdglichst hohe
Lebensqualitat der Patienten zu erhalten. Ist die Neoplasie hingegen lokal begrenzt und wird
in einem sehr friihen Stadium diagnostiziert, liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei 98 % [38-
40].

Sind noch keine Fernmetastasen aufgetreten, ist die Exzision des erkrankten Brustgewebes
inklusive eines tumorfreien Resektionsrandes die Basis einer jeden Behandlung. Meist wird
eine brusterhaltende Operation angestrebt, in manchen Fallen ist jedoch eine vollstandige
Mastektomie unumgénglich. Bei invasiven Karzinomen erfolgt zusétzlich die Dissektion
axillarer Sentinel-Lymphknoten, um eine mégliche Metastasierung des Mammakarzinoms
sowie das Rezidiv-Risiko abschéatzen zu kénnen. Zur Entfernung eventuell noch vorhandener
Tumorzellen im Brustgewebe wird nach der Operation in der Regel eine lokale Bestrahlung
durchgefuhrt [38, 39]. Die Radiotherapie der Brust reduziert nachgewiesenermafBen sowohl
das Auftreten eines Rezidivs als auch die Mortalitatsrate [41, 42].

Dartber hinaus werden therapiebegleitend systemische Therapien eingesetzt, um einem
Auftreten von Rezidiven sowie einer eventuellen Metastasierung vorzubeugen [38, 39]. Neben
der adjuvanten Behandlungsform wird die systemische Therapie haufig zusatzlich neoadjuvant
angewendet, um die TumorgréBe vor einer Operation zu verringern sowie friihe Informationen
Uber die Biologie der Neoplasie und deren Sensitivitat gegeniber den zu Verfligung stehenden
medikamentésen Behandlungen abzuschatzen [43]. Die Wahl der systemischen Therapie
erfolgt nach Empfehlung der St. Gallen-Konferenz 2013 auf Basis der molekularen
Klassifizierung des Tumors (siehe Tabelle 1-2). Es wird unterschieden zwischen (Anti-)
Hormonbehandlungen (endokrin), Immuntherapien sowie der Gabe von Zytostatika. Um den
Behandlungserfolg zu steigern und Resistenzen zu umgehen, wird haufig eine Kombination
mehrerer Therapien eingesetzt [38, 39, 44].
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Tabelle 1-2: Je nach molekularem Subtyp empfohlene systemische Therapie [44].

Molekularer Subtyp

(IHC-Klassifikation) Therapieansatz

,Luminal A“ Haufig alleiniger Einsatz endokriner Therapie

»Luminal B (HER2-negativ)“ Endokrine Therapie fir alle, meist zusatzlich Chemotherapie
»Luminal B (HER2-positiv)“ Chemotherapie + anti-HER2 + endokrine Therapie
»HER2-positiv (nicht luminal)* Chemotherapie + anti-HER2

»Triple-negativ (TNBC)“ Chemotherapie

Die systemische Behandlung mit Chemotherapeutika ist mit zahlreichen schweren Neben-
wirkungen verbunden, da diese unspezifisch wirken, das heiBt auch gesunde Kdrperzellen
schadigen. Je nach Brustkrebs-Subtyp existieren bereits Alternativen zu einer zytostatischen
Behandlung, die als Monotherapie oder in Kombination mit einer Chemotherapie eingesetzt
werden. So erfolgt die Behandlung luminaler Tumoren endokrin, eine Therapie, die fr
Patienten in der Regel sehr viel vertraglicher ist als die Chemotherapie. Hierzu zahlt z. B. die
Applikation des Anti-Ostrogens Tamoxifen sowie verschiedener Aromatasehemmer [38, 39].
Zusétzlich kommen zielgerichtete Therapien zur Anwendung. Diese adressieren spezifisch
molekulare Charakteristika von Tumorzellen, die in gesunden Korperzellen nicht oder
zumindest vermindert auftreten. Ein prominentes Beispiel ist der anti-HER2-Antikdrper
Trastuzumab. Dieser bindet an den in 20 — 30 % aller Brusttumoren tberexprimierten Wachs-
tumsrezeptor HER2/NEU, wodurch das Zellwachstum gehemmt und die Tumorzellen vom
kOrpereigenen Immunsystem zerstért werden. Durch den standardisierten Einsatz von
Trastuzumab konnte die Rezidivrate HER2-positiver Tumoren um 50 % reduziert werden [16,
45]. Fdr die Therapie HER2-negativer Karzinome steht der monoklonale Antikorper
Bevacizumab zur Verflgung. Dieser richtet sich gegen den Wachstumsfaktor Vascular
Endothelial Growth Factor-A (VEGF-A) und blockiert dessen Bindung an die Tyrosinkinase-
Rezeptoren VEGFR-1 und 2. Vor allem TNBC-Karzinome sind mit einer erhdhten VEGF-A-
Expression assoziiert [46]. Der Nutzen dieser Behandlung flr Brustkrebspatienten ist jedoch
umstritten. So verhindert eine Therapie mit Bevacizumab zwar das Fortschreiten der
Erkrankung fir mehrere Monate, auf das GesamtlUberleben hat die Behandlung hingegen
keinen Einfluss und ist zudem mit starken Nebenwirkungen verbunden [47-49]. Bevacizumab
wird in Deutschland in einer Kombination mit Zytostatika flir die Therapie metastatischer,
HER2-negativer Mammakarzinome eingesetzt [39]. Hingegen wurde die Zulassung dieses
Medikaments zur Behandlung von Brusttumoren in den USA bereits im Jahre 2011 zurlck-
genommen [50]. Darliber hinaus existieren fir die Behandlung von priméren, triple-negativen
Mammakarzinomen bis zum jetzigen Zeitpunkt noch keine zugelassenen Alternativen zur
Chemotherapie [34, 39, 46].
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Sowohl der Mangel an effektiven zielgerichteten Therapien fir TNBC-Tumoren als auch die
bei allen systemischen Therapien oftmals auftretenden Resistenzen stellen ein groBes
Problem fiir die Behandlung von humanen Brustkrebserkrankungen dar [46]. Daher ist die
Entwicklung neuer, zielgerichteter und damit weniger toxischen Therapien, insbesondere fur
Karzinome des Subtyps TNBC, ein Schwerpunkt der aktuellen Brustkrebs-Forschung. Im
Fokus sind hier vor allem Substanzen die spezifisch tumorrelevante Signalwege und Prozesse
inhibieren. Ein Beispiel stellt das von der Firma Celldex Therapeutics entwickelte
Glembatumumab Vedotin dar, dessen Entwicklung sich in der klinischen Phase II-Studie
befindet [51, 52]. Das Antikdrper-Wirkstoff-Konjugat bindet gezielt an Tumorzellen, die das
transmembrane Glykoprotein Neuromedin B (gpNMB) auf ihrer Zelloberflache aufweisen.
gpNMB ist in 40 - 60 % aller Brusttumoren (iberexprimiert und mit einer ungiinstigen Uber-
lebensprognose assoziiert.

1.2 Allgemeine Tumorgenese

Neoplasien entstehen aus einer urspriinglich gesunden Zelle. Dabei ist die Entwicklung des
Tumors in der Regel ein graduell verlaufender mehrstufiger Prozess. Im Rahmen
vorangegangener Studien konnte das Modell der mehrstufigen Tumorgenese bereits fir
zahlreiche Tumorentitaten, einschlieBlich dem Mammakarzinom, belegt werden [16]. So
dokumentiert die histologische Auswertung verschiedener Zwischenstufen der Brustkrebs-
erkrankung die Entwicklung eines invasiv-wachsenden, metastasierenden Karzinoms Uber
mehrere nicht-maligne Vorstufen, auf deren Grundlage Russo und Kollegen schlieBlich das
Modell der neoplastischen Progression des humanen Mammakarzinoms entwickelten [20]
(siehe Abbildung 1-4).

1 !

Duktale Atypische % Duktales EEIES
Narmal P S duktale Karzinom duktales Metastase
Hyperpiasie e il -
perpl 4 in situ Karzinom

2 1-10 Jahre e 20-30 Jahre 1-5 Jahre

Abbildung 1-4: Modell der neoplastischen Progression des humanen Mammakarzinoms.
Dargestellt ist das multi-step-Modell der Tumorprogression vom Normalgewebe hin zum invasiv-
duktalen Karzinom mit anschlieBender Metastasierung. In der humanen Brust reprasentieren die
duktale Hyperplasie und die atypisch duktale Hyperplasie haufig die initialen Stufen des neoplastischen
Wachstums, sind jedoch fir die Tumorgenese nicht zwingend erforderlich (verédndert nach [20]).

Die initialen Stufen des neoplastischen Wachstums der Brust stellen benigne, abnorme
GewebsvergroBerungen (Hyperplasien) dar. Diese entwickeln sich zunachst zu einer pra-

invasiven Form des malignen Tumors, dem Karzinom in situ. Im weiteren Verlauf der
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Kanzerogenese durchbrechen die Tumorzellen die Basalmembran, welche das Drisenepithel
vom Stroma abgrenzt. Nun liegt ein invasives Mammakarzinom vor, das unbehandelt
innerhalb weniger Jahre metastasiert. Die neoplastische Progression verlauft jedoch nicht in
allen Fallen linear, so dass sowohl Hyperplasien als auch das Karzinom in situ keine
zwingenden Zwischenstufen darstellen [20].

Im Verlauf der mehrstufigen Tumorgenese erwerben die Zellen eines Tumors essentielle
Eigenschaften, die ihr Wachstum und Uberleben sowie ihre Ausbreitung im Kérper er-
madglichen. Erstmals formuliert wurden sechs dieser elementaren Tumor-Charakteristika (engl.
hallmarks of cancer) im Rahmen eines von Hanahan und Weinberg im Jahre 2000
entwickelten Modells [53] (siehe Abbildung 1-5).

Zellproliferation unabhangig

von exogenen
Wachstumssignalen

Unempfindlichkeit gegeniiber

Resistenz gegeniiber N
Wachstumsinhibierenden

pro-apoptotischen Reizen ;
Signalen

Fahigkeit zur Invasion

Angiogenese-Induktion

und Metastasierung

Unlimitiertes replikatives
Potential

Abbildung 1-5: Darstellung elementarer Tumoreigenschaften. Abgebildet sind die im Jahre 2000
von Hanahan und Weinberg formulierten sechs essentiellen Tumor-Charakteristika, die Tumorzellen im
Laufe der Progression zum malignen Karzinom erwerben. Verandert nach [53].

In der frihen Tumorgenese sind neo-plastische Zellen vor allem durch ein ungehemmtes
Zellwachstum gekennzeichnet. Die Deregulation des Wachstumsprogrammes erfolgt durch
den Erwerb 1) einer von exogenen Wachstumssignalen unabhangigen Zellproliferation,
2) einer Unempfindlichkeit gegeniber wachstumsinhibierenden Signalen, 3) einer Resistenz
gegeniber pro-apoptotischen Reizen und 4) einem unlimitierten replikativen Potential. Zudem
ist die Stimulation der GefaBneubildung (Neoangiogenese) essentiell, um eine ausreichende
Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung des heranwachsenden Tumorgewebes zu gewahr-
leisten. In der spaten Tumorgenese kommt es zur Ausbreitung der transformierten Zellen im
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Organismus (maligne Progression) [16]. Karzinomzellen verlieren hierbei ihren epithelialen
Charakter und prasentieren zunehmend mesenchymale Merkmale, die ihnen die Fahigkeit zur
Gewebeinvasion und Metastasierung verleihen [54]. Dieser Prozess wird epithelial-
mesenchymale-Transition (EMT) genannt. Im Jahre 2011 wurde das urspringliche Modell von
Hanahan und Weinberg um zwei weitere elementare Eigenschaften erganzt: Die Repro-
grammierung des zellularen Energiestoffwechsels zur Fdrderung der Proliferation und die
Umgehung einer Zerstérung durch das Immunsystem [55].

Der graduelle Erwerb dieser Tumoreigenschaften im Zuge der mehrstufigen Tumorgenese
verlauft als evolutiondre Anpassung der Tumorzellen an ihre Umgebung und wird tber das im
Jahre 1976 von Nowell entwickelte Konzept der klonalen Evolution von Tumoren beschrieben,
welches auf den Grundprinzipien der klassischen Evolutionstheorie nach Darwin beruht [56]:
Durch genetische oder epigenetische Aberrationen gewinnt die Ursprungszelle einen
Wachstums- und Uberlebensvorteil gegeniiber ihrer Umgebung. Durch eine Akkumulation
dieser molekularen Modifikationen, Einflissen des Mikroumfeldes und Selektion der am
besten angepassten Tumorzellen entsteht schlieBlich aus den Klonen dieser Ursprungszelle
eine Neoplasie mit phéanotypischer Variabilitit, welche die oben genannten Tumor-
Charakteristika aufweist und den Kontrollmechanismen des Wirtes weitestgehend entzogen
ist. Hinsichtlich der Einzelzell-Eigenschaften von Neoplasien werden zwei unterschiedliche
Hypothesen diskutiert, die sowohl fiir die Diagnose als auch die Therapie eines Tumors von
groBer Relevanz sind [16]: Nach dem stochastischen Modell kénnen alle Zellen eines Tumors
mit einer gleich hohen Wahrscheinlichkeit proliferieren und zum Ursprung einer neuen
Neoplasie werden. Dieser Hypothese zufolge sind die Tumorzellen relativ homogen und
wirden demnach alle gleichermaBen auf eine Behandlung ansprechen. Dem gegeniber steht
die Krebsstammzelltheorie, welche davon ausgeht, dass nur einzelne Tumorzellen die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung besitzen und dadurch das Potential zu einer neuen Neoplasie
anzuwachsen. Diesem Modell folgend unterscheiden sich die Tumorstammzellen biologisch
und funktionell von den Ubrigen neoplastischen Zellen (Progenitorzellen) und dement-
sprechend auch in ihrem Ansprechen auf therapeutische Anséatze. Diese Hypothese bietet
eine Erklarung fir das Auftreten von Rezidiven und wird daher als die wahrscheinlichere
angesehen. In der Tat konnte die Existenz von Tumorstammzellen bereits in einigen humanen

Tumorentitaten nachgewiesen werden [57, 58].

1.2.1 Molekulargenetische Grundlagen der Tumorgenese

Die Transformation einer urspringlich gesunden Zelle in einen Tumor ist das Ergebnis einer
Akkumulation von genetischen und epigenetischen Modifikationen im Genom der Tumorzelle.

So lassen sich in Brusttumoren im Schnitt allein 80 Mutationen nachweisen, die eine Anderung
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der Aminosauresequenz zur Folge haben [59]. Die Mehrzahl dieser Mutationen sind jedoch
sogenannte Passenger-Mutationen, die nicht ursachlich in die Kanzerogenese involviert sind.
Diese ,mitgeschleppten® Mutationen sind von den fir die Entstehung und/oder Progression
des Tumors verantwortlichen Driver-Mutationen abzugrenzen. Kausal in die Tumorgenese
involvierte Gene werden als Tumorgene bezeichnet und kbnnen sowohl von Driver-Mutationen
betroffen als auch Uber andere Mechanismen in ihrer Funktion gestért sein. Genetische
Veranderungen der Tumorgene liegen mitunter bereits in der Zygote vor (Keimbahn-
mutationen) oder treten erst nach dem Zygotenstadium auf (somatische Mutationen). Die
beiden antagonistischen Hauptgruppen der Tumorgene, die (Proto-)Onkogene und Tumor-
suppressorgene, sind als diagnostische Marker sowie als mdgliche therapeutische Ziel-
strukturen im Fokus der molekularen Krebsforschung [16, 60].

1.2.1.1 Proto-Onkogene

Onkogene sind definiert als Gene, deren funktionelle Aktivitdt in Tumorzellen durch
Mutationen oder chromosomale Veranderungen gesteigert ist (,gain of function“) und dadurch
kausal am Prozess der Tumorgenese beteiligt sind. Als Proto-Onkogene werden die
entsprechenden zellularen, unveréanderten Gene bezeichnet, die haufig in die Aktivierung des
Zellzyklus sowie die Zellteilung und —differenzierung involviert sind [61]. Mutationen in Proto-
Onkogenen haben meist einen dominanten phanotypischen Effekt, so dass in der Regel das
Vorliegen eines mutierten Allels fir die phénotypische Auspragung ausreicht. Einer aberranten
Aktivitat von Onkogenen liegen vielféltige Mechanismen zugrunde [16, 60], die im Folgenden
anhand von prominenten Beispielen erlautert werden sollen:

Wie bereits in Abschnitt 1.1.4 erwahnt, tritt in 20 — 30 % aller Brusttumoren eine
Amplifikation des fur die Tyrosinkinase HER2/NEU codierenden Proto-Onkogens ERBBZ2 auf
[16]. Diese resultiert in einer erhéhten Anzahl des Rezeptors HER2/NEU in der Zellmembran
von Tumorzellen, welche eine Hypersensitivitat gegeniber exogenen Wachstumssignalen und
dementsprechend eine deregulierte Zellproliferation zur Folge hat. Fir die Therapie HER2-
positiver Mammakarzinome ist in der EU bereits seit dem Jahre 2000 der anti-HER2-
Antikdrper Trastuzumab zugelassen, dessen Anwendung nachweislich sowohl das rezidivfreie
als auch das Gesamtiiberleben von Patienten erhéht [16, 45, 62].

Als Ursachen einer Deregulation des Proto-Onkogens c-MYC, welches in vielen Tumoren
inklusive dem Mammakarzinom haufig mit einer unglinstigen Patientenprognose assoziiert ist
[63], werden mehrere Mechanismen beschrieben. Neben einer Amplifikation des
c-MYC-Lokus, die in ca. 16 % aller Brusttumoren vorliegt, wurde ebenso eine aberrante
Stabilisierung der c-MYC-mRNA sowie des c-MYC—Proteins in Tumorzellen nachgewiesen

[64, 65]. Zudem wird die Transkription von c-MYC Uber Signalwege reguliert, deren Aktivitat in
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Mammakarzinomen haufig erhéht ist, wie beispielswiese den WNT- und Notch-Signalweg [16].
Als Transkriptionsfaktor beeinflusst c-MYC die Expression zahlreicher Gene, die unter
anderem in die Zellzykluskontrolle sowie die Regulation des Zellmetabolismus involviert sind
[63]. Eine gegen c-MYC gerichtete Antisense-Therapie des Mammakarzinoms war bereits
Grundlage mehrerer Studien [66-68]. Wahrend in vitro- und in vivo-Experimente mit c-MYC-
antisense-Oligonukleotiden vielversprechende Ergebnisse lieferten, konnte in klinischen
Studien jedoch bisher kein signifikanter Nutzen fir die Behandlung von Brusttumoren nach-
gewiesen werden [68].

Missense-Mutationen im PIK3CA-Gen stellen den hauptséachlichen Mechanismus dar, der
zu einer erhdhten Aktivitat der Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K) fuhrt und in rund 26 %
aller Brusttumoren beobachtet wird. PIK3CA codiert fir die katalytische Untereinheit eines
PI3K-Isoenzyms, welches einen zentralen Knotenpunkt der zellularen SignallUbertragung
mehrerer Signalwege darstellt und unter anderem die Aktivitat der tumorrelevanten PI3K/Akt-
Signaltransduktion férdert [16, 69]. Eines der Schllsselproteine dieses Signalweges stellt die
mTOR-Kinase dar. Bereits seit einigen Jahren wird der mTOR-Inhibitor Everolimus, der von
Novartis unter dem Namen Afinitor® vermarktet wird, erfolgreich in Kombination mit einer
endokrinen Behandlung fir die Therapie Hormonrezeptor-positiver, metastatischer Mamma-
karzinome eingesetzt [39, 70].

1.2.1.2 Tumorsuppressorgene

Im Gegensatz zu den Onkogenen erfahren Tumorsuppressorgene im Verlauf der
Tumorgenese einen Funktionsverlust (,/loss of function®), welcher zu einem vermehrten
Wachstum von Neoplasien und/oder ihrer Progression beitragt [16]. Um eine phanotypische
Auspragung hervorzurufen, missen in der Regel beide Allele des Tumorsuppressorgens
inaktiviert vorliegen. Diesbezuglich stellte Knudson im Jahre 1971 die Theorie der ,zwei
Ereignisse® (engl. , Two Hits®) auf, die bis heute flir die Mehrzahl der Tumorsuppressorgene
Gultigkeit besitzt [71]. Die auf einer Stammbaumanalyse von Retinoblastom-Patienten basierte
Hypothese besagt, dass zun&chst in einem der beiden Allele des Tumorsuppressorgens eine
chromosomale Veranderung auftritt, die jedoch noch keinen Funktionsverlust des
Tumorsuppressors zur Folge hat. Erst die Inaktivierung des verbleibenden, zweiten Allels flhrt
zum Verlust der Heterozygotie (engl. loss of heterozygosity, LOH) und férdert so die
Tumorentstehung. Dabei kdnnen sich die Ereignisse fir den Funktionsverlust sowohl
mechanistisch unterscheiden (Mutationen oder epigenetische Verdnderungen) als auch
zeitlich unabhangig voneinander in Form von Keimbahn- oder somatischen Modifikationen
auftreten. Knudsons Hypothese konnte im Jahre 1987 durch die Identifizierung des

verantwortlichen Gens Retinoblastom 1 (RB1) auf molekularer Ebene bestatigt werden [72].
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Das am haufigsten mutierte Tumorgen ist TP53, fur das in 40 - 45 % aller menschlichen
Tumoren Mutationen beschrieben sind [73]. Das entsprechende Genprodukt ist der
Transkriptionsfaktor p53, der als Kontrollinstanz des Zellzyklus fungiert: Liegen in einer Zelle
DNA-Schaden vor, verhindert p53 Uber die Expression entsprechender Zielgene die
Replikation der DNA oder bewirkt bei zu groBen Schaden eine Apoptose-Induktion [73]. In
Mammakarzinomen kénnen in ca. 28 % aller Falle Mutationen im TP53-Gen beobachtet
werden, welche meistens bereits in friihen Tumorstadien auffindbar und mit einer ungtinstigen
Patientenprognose assoziiert sind [74, 75]. In einer Mehrzahl von Tumoren liegt ein mono-
allelischer Verlust des TP53-Gens vor, der zusammen mit einer Punktmutation im zweiten,
verbliebenen Allel zum vollstandigen Funktionsverlust des Tumorsuppressors fuhrt. TP53-
Mutationen sind mit dem sogenannten Li-Fraumeni-Syndrom verknupft. Betroffene zeigen in
70 % aller Félle eine Keimbahnmutation in einem Allel des TP53-Gens, die bereits in jungen
Jahren in mehreren neoplastischen Erkrankungen unterschiedlicher Entitaten resultiert [76].
Far die Entwicklung zielgerichteter Therapien p53-defizienter Tumoren werden unter-
schiedliche Strategien verfolgt, zu denen auch die Wiederherstellung der tumorsuppressiven
Funktion von p53 Gber Impfungen oder eine Gentherapie gehdrt [77, 78]. Seit dem Jahre 2003
wird in China das Gentherapie-Pharmazeutikum Genedicine, welches auf Einschleusung von
TP53 Uber einen adenoviralen Vektor basiert, fir die Therapie von Kopf-Hals-Karzinomen
eingesetzt [79, 80]. Das Medikament ist jedoch zurzeit nur in China zugelassen. Obwohl es
bereits Ende des Jahres 2006 bei 4.000 Patienten in China zur Anwendung kam, liegen bisher
keine Daten einer abgeschlossenen Phase llI-Studie vor, welche in den meisten Landern fur
eine Zulassung erforderlich ist [77].

In der Mehrzahl der Falle beruht die Entstehung eines Mammakarzinoms auf somatischen
Veranderungen des Genoms. 5 - 10 % aller Brustkrebserkrankungen kénnen jedoch auf eine
erbliche Disposition zurtickgefuhrt werden [16]. Zu nennen sind hier insbesondere die beiden
Tumorsuppressorgene BRCA1 und BRCAZ2 (engl. breast cancer 1/2), deren Mutationen mit
einem gehauften Auftreten von Mamma- und Ovarialkarzinomen verknupft sind. Frauen, die
eine Keimbahnmutation in einem oder beiden dieser Gene aufweisen, haben im Vergleich zu
Frauen ohne genetische Disposition in diesen Loci ein um den Faktor acht erhéhtes Risiko im
Laufe ihres Lebens an Brustkrebs zu erkranken [81]. Zudem sind Mammakarzinome, die
infolge einer BRCA1/2-Mutation auftreten, assoziiert mit einem friihen Erkrankungsalter, einer
beidseitigen Brustkrebserkrankung sowie dem schwer therapierbaren, triple-negativen
Brustkrebs-Subtyp [38, 82]. Die BRCA-Proteine stellen einen wichtigen Faktor flr die
Reparatur von DNA-Strangbrichen Uber den Mechanismus der homologen Rekombination
dar [16]. Einen vielversprechenden Ansatz zur Therapie von BRCA-defizienten Tumoren bietet
daher die Behandlung mit PARP-Inhibitoren (PARPI) [83]. Diese flhren Uber die zusétzliche

Hemmung weiterer DNA-Reparaturwege zu einer synthetischen Letalitéat der Krebszellen. So
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wird der PARPiI Olaparib bereits seit Ende des Jahres 2014 fir die Therapie fortgeschrittener,
BRCA1/2-mutierter Ovarialkarzinome eingesetzt [39, 84].

Neben genetischen Aberrationen tragen, insbesondere bei Tumorsuppressorgenen,
epigenetische Modifikationen des Genoms in einem hohen MaBe zu einem Funktionsverlust
von Tumorgenen bei [85]. Neben den hier bereits erwdhnten Tumorsuppressorgenen RB1 und
BRCAT1, werden in Neoplasien vor allem Zellzyklusregulatoren, DNA-Reparaturgene sowie
Inhibitoren tumorrelevanter Signalwege, wie der WNT-Signaltransduktion, Gber epigenetische
Mechanismen inaktiviert [86-88].

1.3 Epigenetik

1.3.1 Grundlagen der Epigenetik

Unter dem Begriff Epigenetik werden alle molekularen Modifikationen zusammengefasst,
die in einer hereditéar veranderten Expression von Genen resultieren, ohne jedoch die
Nukleotidsequenz der DNA zu verandern [89]. Heutzutage sind zahlreiche zelluldre Prozesse
bekannt, deren Regulation Uber epigenetische Mechanismen erfolgt. Hierzu gehdren
beispielsweise die Embryonalentwicklung, die Immunantwort, die zellulare Differenzierung
sowie die X-Chromosomen-Inaktivierung in weiblichen Zellkernen [90, 91]. Zu den zentralen,
epigenetischen Mechanismen werden die DNA-Methylierung, die Histon-Modifikation sowie
die RNA-Interferenz gezahlt, welche synergistisch zusammenwirken und in der Regel
reversibel sind (siehe Abbildung 1-6) [91-94].

DNMTs

DNA-
Methylierung

|

Inaktivierung von Genen

miRNAs , »Silencing* \
HDACs/HMTs

Histon-
> Modifikation

RNA-Interferenz 4

Abbildung 1-6: Das Zusammenspiel epigenetischer Mechanismen zur Inaktivierung von Genen.
Die epigenetische Inaktivierung (engl. ,Silencing‘) von Genen wird (iber die drei Hauptmechanismen
DNA-Methylierung, Histon-Modifikation und RNA-Interferenz vermittelt. Zu den involvierten Enzymen
gehoéren die DNA-Methyliransferasen (DNMTs), Histon-Deacetylasen (HDACs) und Histon-Methyl-
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transferasen (HMTs), welche synergistisch zusammenwirken. Hinzu kommt die posttranskriptionelle
Regulation der mRNA-Stabilitdt Gber die Interferenz mit microRNAs (miRNAs), welche wiederum
ebenfalls die DNA-Methylierung und die Histon-Modifikation beeinflusst. Verédndert nach [92, 95].

Aberrante epigenetische Modifikationen kénnen in zahlreichen humanen Erkrankungen
beobachtet werden [83]. So ist beispielweise ein verandertes DNA-Methylierungsmuster kenn-
zeichnend fur Neoplasien unterschiedlichen Ursprungs [85].

1.3.2 DNA-Methylierung

Die am besten untersuchte epigenetische Modifikation stellt die Cytosin-Methylierung dar,
die fast ausschlieBlich in der palindromischen Sequenz eines Dinukleotids aus Cytosin und
Guanin (CpG) zu finden ist [83]. Die Methylierung der Cytosin-Reste erfolgt postreplikativ
durch Addition einer Methylgruppe an das flinfte Kohlenstoffatom der Cytosin-Pyrimidin-Ringe.
Dieser Prozess wird katalysiert durch Mitglieder der Familie der DNA-Methyltransferasen
(DNMTs) unter Nutzung von S-Adenosylmethionin (SAM) als Methylgruppen-Donor [96].

CpG-Dinukleotide umfassen nur etwa 1 % der humanen DNA-Sequenz und sind innerhalb
des Genoms ungleich verteilt [85, 91]. In CpG-reichen Sequenzen bilden sich sogenannte
CpG-Inseln, die als Bereiche mit einer Lange von Uber 500 Basenpaaren, einem C/G-Gehalt
von Uber 55 % sowie einem Verhéltnis der beobachteten CpG-Dinukleotiden zu ihrer
statistisch erwarteten Haufigkeit von mehr als 0,65 definiert sind [97]. CpG-Inseln sind h&ufig
innerhalb von Gen-Promotoren oder deren proximaler Sequenzumgebung lokalisiert, wo ihre
Hypermethylierung in der Regel mit einer Inaktivierung des jeweiligen Gens verbunden ist [85,
91]. AuBerhalb der Promotorsequenz existieren zusatzlich sogenannte ,,CpG-/sland shores®,
die sowohl upstream des Promotors als auch im transkribierten Bereich des Gens lokalisiert
sein kénnen. Aufgrund ihrer Position innerhalb regulatorischer Elemente (z. B. Enhancer-
Sequenzen) kann eine Methylierung der CpG-/sland shores ebenfalls die Genexpression
beeinflussen [91, 92, 98]. Basis der Uber DNA-Methylierung vermittelten Expressionsinhibition
ist eine rdumliche Veranderung der Erkennungssequenzen fur spezifische Transkriptions-
faktoren, in deren Folge die Transkription graduell abnimmt [91, 92, 99]. Zusétzlich binden
Repressor-Proteine Uber spezielle Methyl-CpG-Bindungsdoménen an die methylierten CpG-
Dinukleotide. Diese Proteine interagieren mit einer Vielzahl weiterer Proteine und bewirken
unter anderem, in einer Wechselwirkung mit Histon-Deacetylasen, die Verdichtung des
Chromatins zu kompakten Nukleosomen, was in einer unmittelbaren inhibitorischen Wirkung
auf die Transkription umliegender Gene resultiert [91, 92, 99].

Das Methylierungsmuster der DNA wird bereits friih in der Embryogenese festgelegt [90].
Dabei liegt die Mehrzahl der in Gen-Promotoren lokalisierten CpG-Inseln unmethyliert vor [91].

Davon ausgenommen sind jedoch die Promotorregionen entwicklungs- oder gewebe-
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spezifischer Gene, deren Expression haufig Uber den Mechanismus der DNA-Methylierung
reguliert wird. Ein Beispiel ist das genomische Imprinting maternaler und paternaler Gene, bei
dem eines der beiden parentalen Allele hypermethyliert wird, um eine monoallelische
Genexpression zu gewahrleisten [85].

Eine Veranderung des DNA-Methylierungsmusters ist mit einer Reihe von Erkrankungen
assoziiert, insbesondere der Entstehung von Neoplasien. Fir Tumorzellen ist vor allem eine
globale DNA-Hypomethylierung des Genoms (20 -60 % weniger 5'-Methylcytosin im
Vergleich zu normalen Zellen) kennzeichnend, von der in der Regel repetitive Sequenzen
betroffen sind und die in einer chromosomalen Instabilitat resultiert [85, 91]. Gleichzeitig flhrt
jedoch eine DNA-Hypermethylierung in regulatorischen Bereiche von Tumorsuppressor-
genen zu deren Expressionsverlust und férdert so ebenfalls die Entstehung und Progression
von Tumoren [85, 91, 100].

1.4 Der WNT-Signalweg

Der WNT-Signalweg kontrolliert diverse biologische Prozesse wie die Proliferation,
Apoptose, Migration, Adhasion sowie Differenzierung und spielt dadurch sowohl in der
Embryogenese als auch fir die Homdostase adulter Gewebe eine wichtige Rolle [101-104].
Seinen Namen verdankt dieser Signalweg seinen sezernierten Liganden, den Vertretern der
WNT-Familie, von denen im Menschen insgesamt 19 verschiedene, sekretierte Isoformen
bekannt sind [104]. Der WNT-Signalweg wird in eine kanonische/B-Catenin-abhangige sowie
mehrere  nicht-kanonische/B-Catenin-unabhangige Signalkaskaden unterteilt, deren
Regulation tber die Bindung der WNT-Proteine an unterschiedliche Rezeptoren vermittelt wird
[104-106]. Eine Deregulation des WNT-Signalweges, verursacht durch Mutationen und/oder
eine aberrante Expression involvierter Proteine, wird mit einer Vielzahl an Erkrankungen in
Verbindung gebracht, nicht zuletzt der Entstehung und Progression von Neoplasien [101-103].

Abbildung 1-7 zeigt die schematische Darstellung des kanonischen sowie eines der nicht-
kanonischen WNT-Signalwege (PCP-Signalweg). Diese sollen im Folgenden genauer

erlautert werden.

1.4.1 Der kanonische WNT/B-Catenin-Signalweg

Die bisher am besten verstandene WNT-Signaltransduktion ist der kanonische
WNT/B-Catenin-Signalweg, welcher in Abbildung 1-7A und B illustriert ist. Das zentrale
Molekull dieser Signalkaskade stellt B-Catenin dar, dessen zytoplasmatische Konzentration
Uber einen Destruktionskomplex reguliert wird [101, 107]. Dieser Multiprotein-Komplex besteht
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neben weiteren Proteinen aus APC (Adenomatdse Polyposis coli), Axin sowie den beiden
Kinasen CK1a (Casein-Kinase-1a) und GSK-3p (Glykogensynthase-Kinase-3p).
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Abbildung 1-7: Schematische Darstellung des WNT-Signalweges. (A) Die Inhibition des WNT-
Signales durch WIF1 und SFRPs bzw. die Hemmung der WNT- Rezeptoren LRP5/6 durch DKK1 und
dessen Ko-Rezeptor Kremen resultiert in der Inaktivierung des kanonischen WNT-Signalweges. Infolge
dessen kommt es zum kontinuierlichen Abbau von B-Catenin durch den Destruktionskomplex,
bestehend aus APC, Axin, CK1a und GSK-3f3, sowie der Ubiquitin-Ligase B-TrCP. (B) Die Bindung der
WNT-Molekile an die Rezeptoren Frizzled und LRP5/6 aktiviert den kanonische WNT-Signalweg. Dies
resultiert in der Hemmung des Destruktionskomplexes und dadurch einer Akkumulation von f—Catenin,
welches in den Nukleus transloziert und dort in einer Interaktion mit CBP und dem Transkriptionsfaktor
TCF/LEF die Transkription der WNT-Zielgene induziert. ICG-001 und iCRT14 fungieren jeweils als
niedermolekulare Inhibitoren der WNT/B-Catenin-abhangigen Transkription (C) Die Aktivitat des
Destruktionskomplexes wird zusatzlich ber Tankyrasen (TANK) kontrolliert. Diese férdern Gber die
Ubiquitinierung von Axin dessen Abbau im Proteasom und dadurch die Destabilisierung des
Destruktionskomplexes. WIKI4 stabilisiert Uber die Inhibition von TANK den Destruktionskomplex und
hemmt so die WNT-Signaltransduktion (D) Die Bindung der WNT-Molekdiile an die beiden Rezeptoren
Frizzled und ROR2 aktiviert den PCP/WNT-Signalweg: DVL wird an den Rezeptor-Komplex rekrutiert,
was zur Aktivierung der kleinen GTPasen RAC1 und RHOA fihrt, die Gber ROCK und JNK das
Aktinzytoskelett sowie weitere zellulare Prozesse wie die Apoptose modulieren. Verandert nach [106].

\Proteasome:

In differenzierten Zellen adulter Gewebe liegt der WNT-Signalweg meist inaktiviert vor
(siehe Abbildung 1-7A) [108]. Die Inhibition erfolgt in der Regel extrazelluldr durch Anta-
gonisten der Signaltransduktion, die auf Basis des Inhibitionsmechanismus in zwei Klassen
unterteilt werden kdnnen [109, 110]: Die Vertreter der SFRP (Secreted Frizzled-Related
Protein)-Familie, WIF (WNT-Inhibitory Factor) und Cerberus interagieren direkt mit den WNT-
Molekulen und verhindern so die Aktivierung des Transmembranrezeptor-Komplexes, welcher
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sich aus dem Ko-Rezeptor LRP5/6 sowie einem der zehn Vertreter der Frizzled-Rezeptoren
zusammensetzt. Hingegen bindet die Mehrzahl der Mitglieder der Dickkopf (DKK)-Familie an
den Ko-Rezeptor LRP5 oder LRP6 (Low-density Lipoprotein Receptor-related Protein 5/6), so
dass deren Interaktion mit Frizzled unterbunden und LRP5/6 in Anwesenheit der DKK-Ko-
Rezeptoren Kremen 1 oder 2 (KRM1/2) zusatzlich Uber einen endozytotischen Prozess
degradiert werden [111]. Liegt kein WNT-Signal vor, wird 3-Catenin Uber die beiden Kinasen
des Destruktionskomplexes mehrfach phosphoryliert und infolge dessen von der Ubiquitin-
Ligase B-TRCP (B-Transducin Repeat-containing Protein) poly-ubiquitiniert [101, 102, 107].
Die Ubiquitinierung resultiert letztendlich in der proteasomalen Degradation von 3-Catenin.

In Abwesenheit der WNT-Antagonisten kénnen WNT-Moleklle an den Transmembran-
rezeptor-Komplex binden und die intrazellulare WNT-Signaltransduktion auslésen (siehe
Abbildung 1 7B) [98, 100, 104]. Diese mindet in der Rekrutierung des zytoplasmatischen
Molekils Dishevelled (DVL) an den Frizzled-Rezeptor sowie der Bindung von Axin an den
LRP5/6-Ko-Rezeptor. Die Interaktion von Axin mit DVL fuhrt schlieBlich zur Dissoziation des
Destruktionskomplexes und infolgedessen zu einer Akkumulation zytoplasmatischen
B-Catenins. Dieses transloziert in den Nukleus und aktiviert dort Uber eine Wechselwirkung
mit dem Ko-Faktor CBP (CREB-Binding Protein) einen Transkriptionsfaktor der TCF/LEF-
Familie (T-Cell Factor/Lymphoid Enhancing Factor). Die Expression von Zielgenen des WNT-
Signalweges, wie c-MYC, Cyclin D1 oder MET, resultiert unter anderem in einem erhdhten
Zellwachstum, vermittelt Gber eine Deregulation der Zellproliferation und des Apoptose-Weges
[104]. Zahlreiche direkte oder indirekte Zielgene sind zudem selbst Komponenten des WNT-
Signalweges, beispielsweise DKK1, Axin2 und B-TRCP, was eine Kontrolle der Signal-
transduktion Uber einen ,,Feedback-Loop*“ zur Folge hat [101, 112].

In zahlreichen humanen Tumorentitdten lasst sich eine Deregulation des WNT-
Signalweges feststellen. So zeigen etwa 40 - 60 % aller Mammakarzinome eine aberrante
Aktivitat der kanonischen WNT-Signaltransduktion, welche mit einer Férderung des onko-
genen Potentials und infolge dessen einer ungiinstigen Prognose assoziiert ist [110, 111]. Die
Inhibition dieses Signalweges stellt daher einen vielversprechenden Ansatzpunkt fir die
Behandlung einer Vielzahl von humanen Tumoren dar, so dass einige der in der Entwicklung
befindlichen Krebs-Therapien gegen diese Signaltransduktion gerichtet sind [105, 112, 113].
Zu nennen sind hier neben monoklonalen Antikérpern und anti-sense-Oligonukleotiden
insbesondere sogenannte ,,small molecules®, die als spezifische Inhibitoren oder Aktivatoren
an unterschiedlichen Punkten der WNT-Signalkaskade ansetzen. Als Beispiele sind die drei
im Rahmen dieser Dissertation verwendeten WNT-Signalweg-Inhibitoren WIKI4, ICG-001 und
iCRT 14 zu nennen (siehe Abbildung 1-7B und C): WIKI4 fungiert als Tankyrase-Inhibitor und
fordert auf diesem Wege die Stabilisation des Destruktionskomplexes und somit die De-

gradation von B-Catenin [113]. Im Gegensatz dazu wirken sowohl ICG-001 als auch iCRT 14



20 Einleitung

downstream der B-Catenin-Stabilisierung und hemmen spezifisch die B-Catenin-abhangige
Transkription der WNT-Zielgene. Wahrend ICG-001 die Interaktion von B-Catenin und dem
Ko-Faktor CBP blockiert [114], inhibiert iCRT 14 spezifisch die B-Catenin-TCF-Interaktion
[115].

1.4.2 WNT/PCP-Signalweg

Neben dem kanonischen WNT-Signalweg existieren mehrere B-Catenin-unabhangige
WNT-Signalkaskaden. Einen der bislang am besten verstandenen, nicht-kanonischen WNT-
Signalwege stellt die Planar Cell Polarity (PCP)-Signaltransduktion dar, die diesen Namen
aufgrund ihrer Bedeutung fir die Ausbildung der planaren Zellpolaritat in den Augen und
Fligeln der Fruchtfliege Drosophila tragt [116]. In Vertebraten ist der PCP-Signalweg ebenfalls
fir zahlreiche Entwicklungsprozesse von entscheidender Bedeutung, so beispielswiese flr die
Organisation der Haarsinneszellen im Innenohr, der SchlieBung des Neuralrohrs und der
Haar-Orientierung bei Saugetieren [117].

Die WNT/PCP-Signaltransduktion wird Uber die Bindung der WNT-Proteine an einen
Transmembranrezeptor-Komplex, bestehend aus Frizzled und dem Ko-Rezeptor ROR2,
ausgeldst (siehe Abbildung 1-7D) [105, 118]: Nach Rekrutierung an den Frizzled-ROR2-
Komplex, aktiviert das Adapterprotein DVL Uber zwei parallele Signalkaskaden monomere
GTPasen der RHO-Familie, namentlich RHOA und RAC1 [119, 120]. Die Aktivierung von
RHOA resultiert Uber die Rho-assoziierte Kinase (ROCK) in der Modulation des Aktinzyto-
skelettes und beeinflusst dadurch die Migration sowie die adhé&siven Eigenschaften von Zellen
[121]. RAC1 kommt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Organisation des Aktinzytoskelettes
zu. Zudem reguliert diese GTPase Uber die Aktivierung der C-Jun-N-terminalen Kinase (JNK)
zahlreiche weitere physiologische Prozesse, unter anderem die Apoptose-Induktion [121-123].

Die Rolle des PCP-Signalweges fir die Entwicklung humaner Tumoren wird derzeitig
kontrovers diskutiert. Einerseits ist eine antagonistische Wirkung des PCP-Signalweges auf
die kanonischen WNT-Signaltransduktion beschrieben, was auf eine tumorsuppressive
Funktion dieses Signalweges, insbesondere in der Tumorentstehung, hindeutet. Andererseits
belegen zahlreiche Studien die Relevanz des PCP-Signalweges flir die Auspragung
Progressions-assoziierter Karzinomeigenschaften, wie die Férderung der tumordsen
Infiltration umliegender Gewebe sowie die Metastasierung [124-128]. Hieraus entwickelte sich
ein komplexes Modell, das eine biphasische Funktion des PCP-Signalweges in der Tumor-
genese postuliert (siehe Abbildung 1-8).
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Abbildung 1-8: Modell der potentiellen biphasischen Rolle des PCP-Signalweges in der humanen
Tumorgenese. In frihen Tumorstadien trégt die aberrante Aktivitéat des kanonischen WNT-Signalweges
zur Transformation normaler Zellen bei. In diesem Stadium kommt der PCP-Signaltransduktion als
Antagonist des kanonischen WNT-Signalweges eine tumorsuppressive Rolle zu. Hingegen férdert die
Aktivitdt des PCP-Signalweges wahrend der malignen Progression die Migration und Invasion, welche
die spatere Metastasierung des Karzinoms ermdglicht. Veréndert nach [124].

1.5 Die Dickkopf-Familie

Wahrend einer Studie zur Embryonalentwicklung von Vertebraten entdeckten Niehrs und
Kollegen 1998 ein Gen, dessen Uberexpression in Xenopus-Embryonen zu einer Ver-
gréBerung des Kopfes flhrte [129]. Das daraufhin Dickkopf 1 (DKK1) genannte Genprodukt
ist Teil einer Familie sekretierter Glykoproteine, die sich aus den vier Dickkopf-Proteinen
DKK1-4, sowie einem mit DKK3 verwandten Protein namens Soggy (DKKL1) zusammensetzt.
Waéhrend fiir DKK1-4 jeweils eine antagonistische Wirkung auf den WNT-Signalweg nach-
gewiesen werden konnte, ist die biologische Funktion von DKKL1 bisher noch grdBtenteils
unbekannt [111, 130]. Strukturell sind alle Mitglieder der DKK-Familie durch ein N-terminales
Signalpeptid sowie, mit Ausnahme von DKKL1, durch zwei Cystein-reiche Domanen
charakterisiert (siehe Abbildung 1-9). Diese beiden funktionellen Doméanen sind durch eine
Linker-Region mit variabler Lange voneinander getrennt. Wahrend diese in DKK1, 2 und 4
jeweils zwischen 51 und 56 Aminosauren lang ist, betragt die Lange im DKK3-Protein lediglich
13 Aminosaurereste [111, 130]. Aufgrund dieser strukturellen Divergenz nimmt DKK3 im
Vergleich zu den Ubrigen Vertretern der Dickkopf-Familie eine Sonderstellung ein, die sich als
Folge ebenfalls in einer divergenten biologischen Funktion widerspiegelt und im Folgenden
genauer erdrtert werden soll.

Sowohl DKK1, 2 als auch 4 interagieren nachweislich mit den beiden Transmembran-
rezeptoren LRP5/6 und KRM1/2. Auf diese Weise nehmen sie Einfluss auf die zyto-
plasmatische [(-Catenin-Konzentration sowie daraus resultierend auf die Expression
kanonischer WNT-Zielgene (siehe Abschnitt 1.4.1) [111, 131-133]. Abseits ihrer Funktion als
potente Inhibitoren des kanonischen WNT-Signalweges, Gben diese drei Dickkopf-Proteine
jedoch aufgrund ihrer Rezeptorspezifitat keinen Einfluss auf den WNT/PCP-Signalweg aus
[111].
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Abbildung 1-9: Strukturelle Homologie der Vertreter der Dickkopf-Familie. Die Mitglieder der
Dickkopf-Familie weisen alle ein N-terminales Signalpeptid sowie, mit Ausnahme von DKKL1, zwei
Cystein-reiche Doméanen auf. AuBer DKK4 besitzen zudem alle Vertreter eine oder mehrere
N-Glykosylierungsstellen. Sp: Signalpeptid, Cys: Cystein-reiche Domé&ne, N: N-Glykosylierungsstelle,
P: Phosphorylierungsstelle. Verandert nach [130].

Im Gegensatz zu den Ubrigen DKK-Vertretern bindet DKK3 an der Zelloberflache weder
LRP5/6 oder KRM1/2, noch wurde bis heute ein anderer mit DKK3 interagierender
Transmembranrezeptor identifiziert [130, 134]. Zudem ist der Einfluss von DKK3 auf den
kanonischen WNT- sowie den nicht-kanonischen PCP-Signalweg noch nicht abschlieBend
geklart. In Zelllinien des kleinzelligen Lungenkarzinoms, des Osteosarkoms und in testikularen
Sertolizellen konnte nachgewiesen werden, dass der Verlust von DKK3 in einer Zunahme der
B—Catenin-Konzentration sowie einer erhdhten Expression von Zielgenen der kanonischen
WNT-Signaltransduktion resultiert [135-138]. Im Gegensatz dazu zeigte DKK3 in mehreren
WNT-Reportergen-Assays keinen Einfluss auf die Aktivitait des kanonischen WNT-
Signalweges weder in Xenopus-Embryonen noch in humanen Zelllinien [132, 139, 140].
Zusatzlich wurde in Prostatakrebszellen infolge forcierter DKK3-Reexpression eine tber JNK-
vermittelte, B-Catenin-unabhangige Apoptose-Induktion beobachtet, was auf eine mdgliche
Funktion von DKK3 im WNT/PCP-Signalweg schlieBen I&sst [141]. In Brustkrebszellen konnte
wiederum ein Einfluss auf die WNT/B—Catenin- und ebenso auf die WNT/PCP-
Signaltransduktion gezeigt werden [142, 143]. Die biologische Funktion von DKK3 scheint
demnach sowohl gewebe- als auch kontextabhangig zu sein. Der genaue Wirkmechanismus
von DKK3 sowie der physiologische bzw. patho-physiologische Kontext der DKK3-Wirkung
sind indessen noch nicht ausreichend geklart und bedirfen der Untersuchung in
weiterfihrenden Studien.

Als Antagonisten des fur die Tumorgenese zahlreicher humaner Tumorentitaten relevanten
WNT-Signalweges stellen die Vertreter der Dickkopf-Familie putative Tumorsuppressoren dar.
Tatsachlich kann in zahlreichen neoplastischen Geweben eine aberrante Expression der
Dickkopf-Proteine beobachtet werden [111, 130]. Wahrend die Expression der (brigen

Vertreter der Dickkopf-Familie jedoch in Tumorgeweben nicht konstant herabreguliert, sondern
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ebenfalls gewebs- sowie kontextspezifisch erhdht vorliegen kann, wurde ein DKKS-
Expressionsverlust in nahezu jedem soliden Tumor sowie in hdmatologischen Erkrankungen
beobachtet [130]. DKK3 wird deshalb auch REIC (Reduced Expression in Immortalized Cells)
genannt [144]. In vielen Tumorentitaten wird als ursachlicher Mechanismus des Expressions-
verlustes eine Hypermethylierung des Promotors beschrieben [130]. Hingegen weist eine
Diskrepanz zwischen DKK3-Expressionsverlust und einer geringen Promotor-Methylierungs-
frequenz in mehreren Tumorgeweben moglicherweise auf zuséatzliche Regulations-
mechanismen der DKK3-Transkription hin [130, 145]. Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass die Reexpression von DKK3 in zahlreichen Tumorentitaten, wie dem Mamma- oder
Lungenkarzinom, in der Induktion tumorsuppressiver Prozesse resultiert. Hierzu gehdren unter
anderem eine Hemmung des Zellwachstums infolge einer erhéhten Apoptose-Induktion sowie
eine Inhibition verschiedener Progressions-assoziierter Tumoreigenschaften, beispielsweise
eine reduzierte Zell-Migration in DKK3-reexprimierenden Zellen [130, 137, 142].

1.6 Die SFRP-Familie

Die Familie der Secreted Frizzled-Related Proteins (SFRPs) vereint mehrere sezernierte
Modulatoren der WNT-Signaltransduktion. Auf Basis von Sequenzvergleichen und
phylogenetischen Analysen werden drei Subgruppen der SFRPs unterschieden: So weisen
SFRP1, SFRP2 und SFRP5 untereinander eine hohe Sequenzhomologie auf, wahrend die
miteinander verwandten Proteine SFRP3 und SFRP4 eine phylogenetisch distinkte Gruppe
bilden. Die dritte Subgruppe stellen Crescent und Sizzled dar, welche jedoch in Saugetieren
nicht nachweisbar sind [146]. lnren Namen verdanken die SFRP-Proteine ihrer N-terminalen,
Cystein-reichen Doméane (CRD), die eine Sequenzhomologie von 30 - 50 % zur extra-
zellularen CRD der Frizzled-Rezeptoren aufweist (siehe Abbildung 1-10) [146, 147]. Aufgrund
dieser hohen Sequenzahnlichkeit kénnen SFRP-Proteine sowohl sekretierte WNT-Molekiile
binden und dadurch deren Interaktion mit den Frizzled-Rezeptoren verhindern als auch direkt
mit Frizzled selbst interagieren, was zur Bildung eines dysfunktionalen Komplexes fiihrt. Uber
diese beiden Mechanismen regulieren die SFRPs den kanonischen sowie mehrere nicht-
kanonische WNT-Signalwege [109, 146, 148].

Dartiber hinaus besitzen die SFRPs eine zweite, C-terminal gelegene Doméane, welche eine
schwache Sequenzhomologie zu Netrin, einem Axon-Lenkungs-Protein, aufweist (siehe
Abbildung 1-10). Dieses Netrin-ahnliche Motiv (NTR) ist ebenfalls in anderen Proteinen zu
finden, beispielsweise in Gewebe-Inhibitoren der Metalloproteasen (engl. Tissue Inhibitors of
Metalloproteinases, TIMPs) [149]. Diese Homologie weist auf eine zusatzliche Funktion der
SFRPs in der Stabilisation der extrazellularen Matrix hin [150].
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Abbildung 1-10: Strukturelle Homologie der Vertreter der SFRP-Familie zu den Frizzled-
Rezeptoren. SFRPs besitzen, neben einem Signalpeptid fiir die Sekretion (schwarz), zwei Domé&nen:
Die Netrin-ahnliche Doméane (NTR) am C-Terminus sowie die Cystein-reiche Doméane (CRD) am
N-Terminus, welche eine Sequenzhomologie zur extrazelluldaren CRD der Frizzled-Rezeptoren
aufweist. CD: Zytoplasmatische Doméane; Dunkelgrau gestreift: Transmembran-Doméane. Verandert
nach [109].

Das funktionelle Wirkungsspektrum variiert zwischen den einzelnen Vertretern der SFRP-
Familie, vermutlich bedingt durch unterschiedlich starke Affinitdten zwischen den SFRP-
Proteinen und den einzelnen WNT-Molekilen bzw. Frizzled-Rezeptoren [146]. So regulieren
beispielsweise SFRP1 und SFRP2 differenzielle zellulédre Prozesse. Wahrend SFRP1 in Brust-
tumorzellen die intrazelluldare B-Catenin-Konzentration senkt und Apoptose férdert, induziert
SFRP2 eine Akkumulation von B-Catenin sowie eine Steigerung der Apoptose-Resistenz von
Mammakarzinom-Zellen [151]. Als mdglicher Mechanismus der SFRP2-vermittelten
Aktivierung der WNT/B-Catenin-Signaltransduktion wird die Inhibition des antagonistisch-
wirkenden PCP-Signalweges diskutiert [146]. Darlber hinaus konnte in Xenopus gezeigt
werden, dass sowohl Crescent und Sizzled als auch SFRP3 die extrazellulare Diffusion der
WNT-Proteine verbessern und somit das WNT-Signal férdern kénnen [110, 152]. Als
Modulatoren der WNT-Signaltransduktion sind SFRP-Proteine vor allem in die embryonale
Entwicklung involviert, stellen jedoch ebenso wichtige Faktoren fiir die Aufrechterhaltung der
Homoostase adulter Gewebe dar. Dementsprechend ist ein Verlust der SFRP-Expression mit
einer Vielzahl von Erkrankungen assoziiert, so beispielsweise Krebs, Knochenerkrankungen
und Netzhautdegenerationen [146, 153].

SFRP1 stellt den bisher am besten untersuchten Vertreter der SFRP-Familie dar. Er
fungiert als biphasischer Modulator des WNT-Signals, der in hohen Konzentrationen eine
inhibitorische Wirkung auf die kanonische WNT-Signaltransduktion auslbt, die Aktivitat dieses
Signalweg in niedrigen Konzentrationen hingegen férdert [154]. Neben der Funktion als
Regulator des WNT-Signalweges wirkt SFRP1 zusatzlich als Inhibitor weiterer Proteine.
Hierzu zahlt beispielsweise RANKL, ein Mitglied der Tumornekrosefaktor-Familie, das unter
anderem die Osteoklasten-Bildung férdert, so dass ein Verlust der SFRP1-Expression auch
mit der Entstehung von Osteoporose assoziiert ist [146]. GleichermaBen kann eine reduzierte
Expression von SFRP1 in zahlreichen Tumorentitaten, einschlieBlich des Mammakarzinoms,
beobachtet werden [153, 155, 156]. Das SFRP1-Gen ist auf Chromosom 8p12 lokalisiert, eine
Region die in Tumorerkrankungen haufig Deletionen aufweist, unter anderem im Brust- und
Harnblasenkrebs [157-159]. Zudem kann in zahlreichen Tumorentitdten eine Hyper-
methylierung des SFRP1-Promotors beobachtet werden, die mit einem Expressionsverlust



Einleitung 25

von SFRP1 einhergeht und mit einer schlechten Uberlebensprognose von Krebspatienten
assoziiert ist [156, 160-162].

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Das humane Mammakarzinom stellt weltweit die haufigste maligne Tumorerkrankung der
Frau dar. Zwar konnte dank kontinuierlich verbesserter Friiherkennungs- und Behandlungs-
mdglichkeiten die Mortalitatsrate in den letzten Jahrzenten gesenkt werden, jedoch versterben
jahrlich nach wie vor tber 17.000 Frauen alleine in Deutschland an den Folgen eines Brust-
tumors. Ursachlich fir die hohe Mortalitat ist unter anderem das oftmalige Auftreten von
Resistenzen gegeniber einzelnen Pharmazeutika sowie ein Mangel an effektiven,
zielgerichteten Therapien zur Behandlung triple-negativer Tumoren, fir die bislang nur die mit
schweren Nebenwirkungen verbundene Chemotherapie zur Verfligung steht. Dies unter-
streicht die Notwenigkeit der Entwicklung neuer, zielgerichteter und damit weniger toxischer
Therapien fir das humane Mammakarzinom. Im Fokus stehen hierbei vor allem Substanzen,
die spezifisch tumorrelevante Signalwege und Prozesse inhibieren. Einen mdglichen
Ansatzpunkt stellt der WNT-Signalweg dar, dessen Deregulation in vielen humanen
Tumorentitaten, einschlieBlich des Mammakarzinoms, beobachtet werden kann und zudem
mit einer schlechten Uberlebensprognose assoziiert ist. Ursache dieser Deregulation ist nicht
zuletzt eine verminderte Expression der Antagonisten dieser Signaltransduktion, zu denen
unter anderem DKK3 und SFRP1 gehdren.

Ein Verlust der DKK3-Expression konnte bereits in einer Vielzahl an humanen
Tumorgeweben, einschlieBlich des Mammakarzinoms, nachgewiesen werden. Die
funktionelle Bedeutung dieses Verlustes fiir die Entstehung und Progression von Brusttumoren
ist jedoch bislang nur unzureichend geklart. Zwar belegen mehrere Publikationen eine
tumorsuppressive Wirkung von DKK3 in humanen Mammakarzinomzellen, jedoch berick-
sichtigten diese Studien jeweils nicht die Heterogenitat der Brustkrebserkrankung. Folglich
bestand ein Teilziel dieser Arbeit in der erstmaligen Analyse einer eventuell Subtyp-
spezifischen Bedeutung eines DKK3-Verlustes flr die Karzinogenese humaner Brusttumoren.
Zu diesem Zweck galt es zunachst die DKK3-Expression sowie zusatzlich die Methylierung
des DKK3-Gens, als moglichen Mechanismus der DKKS-Inaktivierung, in den distinkien
molekularen Mammakarzinom-Subtypen zu untersuchen, um putative Subtyp-spezifische
Unterschiede aufzudecken. Eine potentielle klinische Nutzbarkeit eines DKK3-Verlustes als
prognostischen Marker fir einzelnen Subgruppen des humanen Mammakarzinoms sollte mit
Hilfe univariater Kaplan-Meier-Uberlebensanalysen Uberpriift werden. Zwecks Evaluierung
einer moglicherweise funktionellen Involvierung von DKKS3 in die Tumorgenese luminaler und

basaler Brusttumoren galt es stabile gain-of-function-Zellkulturmodelle zu generieren. Diese
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sollten im Rahmen von in vitro-Experimenten eingesetzt werden, um putative DKK3-vermittelte
Effekte auf fundamentale, wahrend der Entstehung und Progression humaner Brusttumoren
veranderte zellulare Prozesse, wie das Zellwachstum, die Zell-Matrix-Adhasion sowie die
Migration, zu untersuchen. Im Hinblick auf eine mégliche Involvierung eines DKKS-
Expressionsverlustes in den komplexen Prozess der epithelial-mesenchymalen Transition
(EMT) galt es zusatzlich die potentiell durch eine ektopische DKK3-Reexpression
hervorgerufene Expressionsanderung klassischer EMT-Marker in den erzeugten stabilen
Brusttumor-Modellen zu analysieren. Die im Rahmen dieses Teilvorhabens der vorliegenden
Dissertation generierten Daten sollen dazu beitragen, die dem jeweiligen Brustkrebs-Subtypen
zu Grunde liegenden molekularen Entstehungs- und Progressionsmechanismen zu
entschlisseln, um auf diese Weise mittelfristig die Entwicklung neuartiger Therapien,
insbesondere fir Brustkrebserkrankungen mit Resistenzen gegenlber derzeit verfligbaren
Therapeutika sowie triple-negative Tumoren, zu ermdéglichen.

Die funktionelle Bedeutung eines SFRP1-Verlustes fur die Tumorgenese humaner
Mammakarzinome konnte bereits in einer vorangegangenen, umfassenden Studie der AG
Dahl belegt werden. Auf Basis dieser Studie galt es im Rahmen der vorliegenden Dissertation,
in Kooperation mit dem Lead Discovery Center (LDC) in Dortmund, niedermolekulare
Substanzen zu identifizieren, deren Wirkungsspektrum dem von SFRP1 entspricht. Diese
sogenannten SFRP1-Mimetika sollen der zukinftigen Entwicklung neuartiger Medikamente flr
die Therapie SFRP1-defizienter Brusttumoren dienen. Sowohl der Primarscreen zur
Identifizierung der putativen SFRP1-Mimetika als auch ihre Validierung anhand einer WNT-
Reportergen-Studie erfolgten im LDC. Zwélf ausgewaéhlte Testsubstanzen sollten nachfolgend
am Institut fir Pathologie des UKA im Rahmen zusétzlicher Experimente auf ihre Wirkung als
spezifische Mimetika der SFRP1-Funktion hin untersucht werden. Zu diesem Zweck galt es
sowohl die dosisabhangigen Effekte der potentiellen Testsubstanzen auf das Zellwachstum
SFRP1-positiver sowie SFRP1-negativer Mammakarzinomzellen als auch deren Einfluss auf
weitere elementare Tumoreigenschaften, wie eine gesteigerte Koloniebildung und Resistenz
gegeniber pro-apoptotischen Reizen sowie eine erhdhte Zellmotilitat zu analysieren. Dartber
hinaus sollten die putativen SFRP1-Mimetika anhand von Expressionsanalysen validiert
werden. Hierzu galt es zunachst mit Hilfe einer Microarray-Analyse Marker-Gene der SFRP1-
Wirkung zu identifizieren, um anschlieBend den konzentrationsabhangigen Einfluss der Test-
substanzen auf die Expression dieser Gene zu messen. Zur Beurteilung der jeweiligen Effekte
der Testsubstanzen dienten sowohl bereits publizierte WNT-Signalweg-Inhibitoren als auch
die Wirkung einer forcierten SFRP1-Reexpression als Referenz. Die im Zuge dieses
Teilvorhabens der vorliegenden Arbeit identifizierten SFRP1-Mimetika sollen zukinftig zur
Entwicklung neuartiger Medikamente zur Therapie SFRP1-defizienter Mammakarzinome

beitragen.



Material und Methoden 27

2. Material und Methoden

2.1 Klinisches Patientenmaterial

2.1.1 Kryokonserviertes Frischgewebe

Die in dieser Dissertation fir die DKK3-mRNA-Expressionsstudie sowie die Analyse der
DNA-Methylierung des DKK3-Gens genutzten kryokonservierten Brust-Normal- und
Brusttumorgewebe wurden von der RWTH zentralisierten Biobank (RWTH cBMB) der Uniklinik
RWTH Aachen zur Verfigung gestellt. Alle Gewebeproben stammten von weiblichen
Patientinnen, bei denen zwischen 2010 und 2011 ein primares Mammakarzinom diagnostiziert
worden war und die eine Einverstédndniserklarung zur Kryokonservierung und Verwendung
ihres Gewebes flur Forschungszwecke unterzeichnet hatten. Flr die Untersuchungen des
Brustgewebe-Materials lag zudem ein positives Votum seitens der Ethikkommission der
Uniklinik RWTH Aachen (EK-206/09) vor. Die Gewebeproben wurden unmittelbar nach der
Resektion in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C
gelagert. Zur Beurteilung des Normal- sowie Tumorepithel-Anteils wurden 6 um Gewebe-
schnitte angefertigt und mit Hamatoxylin-Eosin angefarbt. Nur Mammakarzinomproben mit
einem Tumorzellanteil von Uber 70 % und Brust-Normalgewebsproben mit einem Anteil von
Uber 30 % Brustepithel wurden fir die vorliegende Studie genutzt. Die klinisch-pathologischen
Parameter des Mammakarzinom-RNA-Kollektivs sind in Tabelle 6-1, die des DNA-Kollektivs
in Tabelle 6-3 des Anhangs aufgefuhrt. Die Tumor-Klassifizierung erfolgte nach dem
etablierten TNM-System [23] und der histologische Grad wurde nach dem System von Bloom
und Richardson, welches durch Elston und Ellis modifiziert wurde, bestimmt [22]. Flr die
Subtyp-spezifische Analyse wurden die Tumorproben zusatzlich basierend auf immun-
histochemischen (IHC) und Fluoreszenz-in situ-Hybridisierungs (FISH)-Daten in die
Brustkrebs-Subtypen ,Luminal®, ,HER2-positiv und ,TNBC* (triple-negativer Brustkrebs)
unterteilt [37, 163].

2.1.2 Formalin-fixiertes, Paraffin-eingebettetes (FFPE) Gewebe

Die DKK3-Proteinexpression in humanen Mammakarzinomgeweben wurde durch
immunhistochemische Farbung eines bereits beschriebenen TMAs (Tissue Microarrays) mit
insgesamt 772 Brusttumorproben untersucht [164, 165]. Fur 463 dieser Falle lagen
auswertbare DKK3-Proteinexpressions-Daten sowie Informationen tber ER-, PR- und HER2-
Status zur Klassifizierung in die drei Brustkrebs-Subtypen ,Luminal®, ,HER2-positiv‘ und
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»,TNBC* vor. Die klinisch-pathologischen Parameter des TMA-Kollektivs sind in Tabelle 6-2 des
Anhangs aufgefihrt. Die Tumor-Klassifizierung erfolgte nach dem etablierten TNM-System
[23] und der histologische Grad wurde nach dem System von Bloom und Richardson, welches
durch Elston und Ellis modifiziert wurde, bestimmt [22]. Die Untersuchung der DKK3-
Proteinexpression in humanen nicht malignen Brustgewebsproben erfolgt durch immun-
histochemische Farbung einzelner Gewebeschnitte. Die Formalin-fixierten, Paraffin-einge-
betteten (FFPE) Brust-Normalgewebe entstammen dem diagnostischen Archiv des Instituts
fir Pathologie der RWTH Aachen. Alle Patientinnen hatten eine schriftliche Einverstandnis-
erklarung zur Lagerung und Verwendung ihres Gewebes flr Forschungszwecke unter-
zeichnet. FUr die Untersuchungen des Brustgewebe-Materials lag zudem ein positives Votum
seitens der Ethikkommission der Uniklinik RWTH Aachen (EK-206/09) vor.

2.1.3 In silico Mammakarzinom-Kollektiv

Um die eigenstandig generierten DKK3-mRNA-Expressionsdaten zu validieren wurden
lllumina-HiSeq-Expressionsdaten fir DKK3 sowie die korrespondierenden klinischen Daten
fur 791 primdre PAMS5O0-klassifizierte Brustkrebsfalle und 113 Normalgewebe einer
unabhangigen Studie genutzt [166]. Zur Validierung der eigenstandig generierten DNA-
Methylierungsdaten des DKK3-Gens dienten die lllumina-Infinium450k-Methylierungsdaten fur
DKK3 von 497 primaren PAMS50-klassifizierten Brustkrebsféllen und 84 Normalgeweben
derselben Studie. Sowohl die /llumina-HiSeqg-Expressionsdaten als auch die /llumina-
Infinium450k-Methylierungsdaten fir DKK3 wurden Uber das cBio Cancer Genomics Portal
(http://cbioportal.org, [167]) bezogen, wahrend die korrespondierenden klinischen Parameter
Uber das ,The Cancer Genome Atlas® Daten-Portal (https:/tcga-data.nci.nih.gov/
tcga/tcgaDownload.jsp) verfugbar sind. Die klinisch-pathologischen-Parameter des in silico-
Kollektivs fur die DKK3-mRNA-Expressionsstudie sind zusatzlich in Tabelle 6-4, die des in
silico-Kollektivs fir die DKK3-Gen-Methylierungsstudie in Tabelle 6-5 des Anhangs aufgeflhrt.

2.2 Bakterienstamm

Zwecks Plasmid-Vermehrung wurden kompetente Zellen des Bakterienstamms
Escherichia coli JM83 (Sigma-Aldrich, Deisenhofen) genutzt.
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2.3 Humane Mammakarzinom-Zelllinien

Die in dieser Studie verwendeten humanen Mammakarzinom-Zelllinien wurden von der
American Type Culture Collection (Rockville, MD, US) bezogen und gemaB den Angaben des
Anbieters kultiviert. Alle Zelllinien wurden regelmaBig mit Hilfe des PCR-basierten Venor® GeM
Mycoplasma Detection Kit (Minerva Biolabs, Berlin, Deutschland) auf Mycoplasmen-

Infektionen hin Uberprift. Die verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 2-1 aufgeflhrt.

Tabelle 2-1: Verwendete humane Mammakarzinom-Zelllinien und ihre Ursprungsgewebe

Zelllinie Ursprungsgewebe [168]

BT-20 Invasiv-duktales Karzinom, Primartumor
BT-474 Invasiv-duktales Karzinom, Primartumor
BT-549 papillares invasiv-duktales Karzinom, Prim&rtumor
HCC1937 duktales Karzinom, Primartumor

Hs578T Invasiv-duktales Karzinom, Primartumor
MCF-7 Invasiv-duktales Karzinom, pleurale Effusion
MCF-10A benigne Veranderung der Brust

MCF-12A benigne Veranderung der Brust
MDA-MB-231 Adenokarzinom, pleurale Effusion
MDA-MB-415 Adenokarzinom, pleurale Effusion
MDA-MB-436 Invasiv-duktales Karzinom, pleurale Effusion
MDA-MB-453 Adenokarzinom, pleurale Effusion
MDA-MB-468 Adenokarzinom, pleurale Effusion

SKBR3 Adenokarzinom, pleurale Effusion

T47D Invasiv-duktales Karzinom, pleurale Effusion
UACC812 Invasiv-duktales Karzinom, Primartumor

Zudem wurden im Rahmen dieser Arbeit Einzelklone zweier bereits generierter stabiler
SFRP1- bzw. DKK3-Uberexpressions-Zellkulturmodelle genutzt. Diese sind in Tabelle 2-2
zusammen mit den entsprechenden transfizierten Vektoren sowie den Selektiva und den

eingesetzten Selektivum-Konzentrationen aufgelistet.

Tabelle 2-2: Verwendete Transfektanden humaner Mammakarzinom-Zelllinien

Zelllinie Transfizierter Vektor Selektivum/eingesetzte Konzentration

BT-20 [169] SFRP1-pEF6/V5-His Blasticidin / 8 pg/ml
MCF-7[170] DKK3-pcDNA3.1/V5-His-TOPO G418/ 750 pg/ml
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2.4 Gerate, Software, Losungsmittel und Chemikalien

2.4.1 Gerate

Tabelle 2-3: Gerate

Gerat

Hersteller

Axiovert 200 Mikroskop

ABI PRISM 7000 Sequence Detection System
Brutschrank (20 % O2, 5 % COz2, 37 °C)
CASY® Cell Counter und Analyzer

Digital pH-Meter

Einfrierhilfe Mr. Frosty

Eppendorf Research Pipetten
Eppendorfzentrifuge 5415C (Rotor: UE0O1)
Gel-Dokumentationseinheit

Gene Pulser Il Electroporation System
Kryotom HM560

Laborwaage

LightCycler iQ5

Megafuge 1.0 (Rotor: BS4402/A)
Microplate-Reader Infinite® 200 PRO

NanoDrop ND1000
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25
PyroMark Q96 MD Vacuum Prep Tool-Station
Rasterelektronen-Mikroskop ESEM XL 30 FEG
Reinraumwerkbank Hera Safe

Schittler MTS4

Sputter Coater EM SCD500
Stromversorgungsgerat

Thermoblock DRI-BlockDB-2A

Thermomixer compact

Tischzentrifuge 4515D
Ultraschall-Homogenisator SONOPLUS HD2070,
UV-Leuchttisch TFX

Vortex MS2 Minishaker

Wasserbad

X-Cell SureLock™ Mini-Cell System

Zeiss, Jena

Applied Biosystems, Weiterstadt
Bio-Rad, Miinchen

OLS OMNI Life Science, Bremen
Schérfe System, Reutlingen
Thermo Scientific, USA
Eppendorf, Wesseling
Eppendorf, Wesseling

MWG Biotech AG, Ebersberg
Bio-Rad, Miinchen

Microm Laborgeréate, Walldorf
Laborgerate, Walldorf

Bio-Rad, Miinchen

Sartorius, Géttingen

Tecan, Madnnedorf, Schweiz
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Zeiss, Jena

Qiagen, Hilfen

FEI Philips, Eindhoven, Niederlande
Hera Safe Heraeus/Kendro, Dusseldorf
IKA-Werke, Staufen

Leica, Wetzlar, Germany

Gibco / BRL, Eggenstein
Techne, Burkhardtsdorf
Eppendorf, Wesseling
Eppendorf, Wesseling

Bandelin electronic, Berlin

Vilber Lourmat, Frankreich
IKA-Werke, Staufen

GFL, Burgwedel

Invitrogen, Karlsruhe
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2.4.2 Software und Datenbanken

Tabelle 2-4: Software und Datenbanken

Software/Datenbank

Webadresse/Hersteller

ADOBE Photoshop CS2

Affymetrix Transcriptome Analysis Console
analySIS pro

cBioPortal Datenbank

ENSEMBL Datenbank

Genomatix Datenbank

GeneCards Datenbank

GOBO-Datenbank

GraphPad Prism 5.0 Gold Statistik Software
Imaged

Kaplan-Meier-Plotter Datenbank
Methprimer Online Portal

Primer3 Online Portal

PUBmed Datenbank

PSQ Assay Design Software

Pyro Q-CpG Software

SPSS Statistics 20.0

The Human Protein Atlas Datenbank

UCSC Genome Cancer Browser Datenbank

Adobe Systems, USA

Affymetrix, Santa Clara CA, USA
Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Minster
http://www.cbioportal.org/public-portal/
http://www.ensembl.org
http://www.genomatix.de
http://www.genecards.org
http://co.bmc.lu.se/gobo/

GraphPad Prism, La Jolla, CA, USA
National Institute of Health, USA
http://kmplot.com/analysis/
http://www.urogene.org/methprimer
http://primer3.ut.ee/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

IBM Cooperation, Armonk, NY, USA
http://www.proteinatlas.org/
https://genome-cancer.ucsc.edu/

2.4.3 Lésungsmittel

Tabelle 2-5: Lé6sungsmittel

Chemikalie Hersteller
Chloroform Merck, Darmstadt
Ethanol Merck, Darmstadt
Formaldehyd Merck, Darmstadt
Isopropanol Roth, Karlsruhe
Methanol VWR, Darmstadt

Xylol Merck, Darmstadt
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2.4.4 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, insofern nicht anders aufgefiihrt, in der reinsten erwerbbaren

Form verwendet und, falls in der folgenden Tabelle nicht aufgelistet, von den Firmen Merck

und Sigma-Aldrich bezogen.

Tabelle 2-6: Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Agarose Cambrex, Rockham, ME, USA
Ammoniumsulfat Merck, Darmstadt

Ampicillin Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Antibody Diluent Dako Corporation, Glostrup, Danemark
Bacto-Agar Roth, Karlsruhe

Bacto-Trypton Invitrogen, Karlsruhe

Blasticidin Roth, Karlsruhe

DAB Quanto Dako Corporation, Glostrup, Ddnemark

Dihtiothreitol (DTT)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fotales Kalberserum (FKS)

Formamid

FUGENE HD Transfektions-Reagenz
Geniticin (G418)
Streptavidin-Sepharose High Performance Beads
Gluteraldehyd

Glycin

Hefeextrakt

Hexamethyldisilazane

Kaliumchlorid

Kristallviolett

L-Glutamin

Magnesiumchlorid

Matrigel™ Basement Membrane Matrix
Methylenblau

Milchpulver

Natriumacetat

Natriumchlorid
Natrium-Phosphat-Puffer

Penicillin; Streptomycin

Ponceau S

Precision Plus Proteintu Standard All Blue
Staurosporin

Tissue-Tek

Tris

Tris-Hydrochlorid

tri-Natriumcitrat Dihydrat

TRIzol®

Trypsin

Tween 20

Ultravision Hydrogen Peroxidase Block
Vitro-Clud

Zitronensaure

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Seromed Biochrom, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim
Life Technologies, Darmstadt

GE Healthcare, Little Chalfont, UK
Agar Scientific, Wetzlar

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

PAA, Colbe

Merck, Darmstadt

BD Biosciences, Bedford, MA, USA
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Bio-Rad, Miinchen

Selleckchem, Houston, TX, USA
Sakura Finetek, Niederlande Trichostatin
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe

Thermo Scientific, Fremont, CA, USA
Langenbrinck, Emmendingen
Fluka, Neu-Ulm
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2.5 Puffer und Losungen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Puffer und L6sungen wurden falls notwendig sterilfiltriert
oder autoklaviert. Nicht aufgefiihrte Puffer und Lésungen sind entweder im Methodenteil

beschrieben oder wurden kommerziell erworben.

Tabelle 2-7: Aligemeine Puffer und Lésungen

Puffer/Losung Zusammensetzung

10xPBS-Puffer (pH 7,5) 160 mM NazHPO4, 40 mM NaH2PQO4, 1,5 M NaCl

10xTBS-Puffer (pH 7,6) 500 mM Tris-HCI, 1,5 M NaCl

Natriumcitrat-Puffer 10 mM Natriumcitrat, 0.05 % Tween 20, pH 6,0

DEPC-H20 0,1 % (w/v) DEPC in H20, 0. N. gerlhrt, autoklaviert

Eosin-Ldsung 1 g Eosin in 100 ml H20

Lysispuffer 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA (pH 8,0), 15 % (w/v)
Saccharose, 2g/ml Lysozym, 0,2 mg/ml RNase, 0,1 mg/ml BSA

Mayers-Hamalaun-Lésung 1 g Hadmatoxylin, 200 mg Na-lodat, 50 g Aluminiumkaliumsulfat,
50 g Chloralhydrat, 1 g Zitronenséure, in 1 1 H20

Methylenblau-Lésung 0,1 % (w/v) Methylenblau in 100 % Ethanol

Tris-Puffer (pH 7,6) 10 mM Tris-HCI, mit ddH20 auf 100 ml aufflllen

Tabelle 2-8: Puffer und Lésungen fiir die Agarose-Gelelektrophorese

Puffer/L6sung Zusammensetzung

10xTBE-Puffer 890 mM Tris, 20 mM EDTA, 890 mM Borsaure (pH 8,3)

5xLadepuffer 2,5 mM Tris-HCI (pH 8,0), 50 mM EDTA (pH 8,0), 90 % Glycerin,
0,01 % Bromphenolblau, 0,01 % Xylencyanol

Agarose-Lésung 2 % (w/v) Agarose in 1xTBE-Puffer

Ethidiumbromid-Lésung 350 pg Ethidiumbromid in 11 1xTBE-Puffer

Tabelle 2-9: Puffer fiir die Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

Puffer/Lésung Zusammensetzung
1xMOPS-Laufpuffer 50 ml NuPage 20xMOPS-Laufpuffer (Invitrogen) in 950 ml H20
Blocking-Lésung 5 % (w/v) Milchpulver in 1xTBS, 0,5 % Tween 20
NuPage-Probenpuffer 1 ml 4xNuPage-SDS Puffer (Invitrogen), 200 yl 1 M DTT, ad.
2,8 ml ddH20
Ponceau S-Losung 0,5 g Ponceau S in 1 ml Eisessig auf 100 ml mit dH,0 aufgefillt
RIPA-Lysepuffer 50 mM Tris-HCI (pH 7,2), 250 mM NaCl, 2 % (v/v) NP-40, 0,1 %
(w/v) SDS, 0,5 % (w/v) Natriumdeoxycholat, 2,5 mM EDTA
Transfer-Puffer 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 20 % (v/v) Methanol ad.
11 ddH20
Waschpuffer 1xTBS, 0,5 % Tween 20

Tabelle 2-10: Puffer und Lésungen fiir die Zellkultur

Puffer/Losung Zusammensetzung

10x PBS-Puffer (pH 7,5) 160 mM NazHPQ4, 40 mM NaH2POa, 1,5 M NaCl

Kristallviolett-L6sung 0,25 % (w/v) Kristallviolett in 10 % Formaldehyd / 80 % Methanol
/10 % H20

Trypsin-EDTA-Lésung 0,05 % Trypsin, 0,02 % EDTA in 1xPBS
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2.6 Medien fur die Zellkultur

Tabelle 2-11: Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien

Zelllinie Medium und Zusitze

BT-20, MDA-MB-231, DMEM 1,0 g/l Glukose; 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/I
MDA-MB-463 Penicillin; 50 mg/l Streptomycin

BT-474 DMEM 4,5 g/I Glukose; 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/|

Penicillin; 50 mg/l Streptomycin, 10 ug/ml Insulin, 1 mM Natriumpyruvat

BT-549, MDA-MB-415,  RPMI 1640, 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/l Penicillin; 50

MDA-MB-436 mg/l Streptomycin, 5 pg/ml Insulin

HCC-1937, RPMI 1640, 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/I Penicillin; 50

MDA-MB-453, T47D mg/l Streptomycin

Hs-578T DMEM 1,0 g/l Glukose; 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/I
Penicillin; 50 mg/l Streptomycin, 10 pg/ml Insulin, 1 mM Natriumpyruvat

MCF-7 RPMI 1640, 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/I Penicillin; 50
mg/l Streptomycin, 10 pg/ml Insulin, 1 mM Natriumpyruvat

MCF-10A DMEM/F-12, 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/I Penicillin;
50 mg/I Streptomycin, 10 yg/ml Insulin

MCF-12A DMEM 1,0 g/l Glukose; 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/I

Penicillin; 50 mg/l Streptomycin, 10 pg/ml Insulin, 20 ng/ml EGF,
0.5 mg/ml Hydrocortison

SKBr3 McCoys5A, 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/l Penicillin; 50 mg/|
Streptomycin, 20 ng/ml EGF, 0.5 mg/ml Hydrocortison
UACC812 RPMI 1640, 20 % FKS, 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/I Penicillin; 50

mg/l Streptomycin, 20 ng/ml EGF

2.7 Medien fur Anzucht von E. coli

Tabelle 2-12: Zusammensetzung der Medien fiir die Bakterienkultivierung

Medium Zusammensetzung

LB-Medium 10 g NaCl, 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt; ad 1000 ml H20O (pH 7,4)

LB-Agar 10 g NaCl, 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 15 g Bacto-Agar; ad
1000 ml H20 (pH 7,4)

SOC-Medium 10 g Hefeextrakt, 20 g Bacto-Trypton, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM

MgClI2, 10 mM MgS04, 20 mM Glukose; ad 1000 ml H20 (pH 7,0)

2.8 Antikorper

Tabelle 2-13: Verwendete Primérantikérper

Bezeichnung Klonalitat Wirtsspezies Hersteller

DKK3 (AF1118) polyklonal Ziege R&D Systems
B-Aktin (A5441) monoklonal Maus Sigma-Aldrich
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Tabelle 2-14: Verwendete Sekundéarantikérper

Bezeichnung Klonalitat Wirtsspezies Hersteller
Anti-Maus/HRP (P0447) polyklonal Ziege Dako
Anti-Ziege/HRP (P0449) polyklonal Kaninchen Dako

2.9 Inhibitoren

Tabelle 2-15: Verwendete Inhibitoren

Bezeichnung Zielstruktur des Inhibitors Hersteller
ICG-001 -Catenin-CBP-Interaktion [114] Selleckchem
WIKI4 Auto-ADP-Ribosylierung der Tankyrase 1/2[113]  Abcam

iCRT-14 -Catenin-TCF-Interaktion [115] Tocris Bioscience
WAY-316606 SFRP1 [171] Chemscene

2.10 Molekularbiologische und Proteinchemische Kits und Reagenzien

Tabelle 2-16: Molekularbiologische und proteinchemische Kits und Reagenzien

Bezeichnung_j

Hersteller

Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay
BCA Protein Assay Kit

Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Kit
Pierce™ ECL Western Blotting Substrate
GoTag® Flexi DNA Polymerase

IQ SYBR Green Supermix
Mycoplasmen-Detektions PCR KitTM
NucleoBond® Xtra Maxi Kit

PyroMark PCR Kits

PyroMark Gold Kit

QlAamp DNA Mini Kit

Reverse Transcription System
Vectastain ABC Kit

ZR DNA Methylation Kit

Promega, Mannheim

Thermo Scientific, Fremont, CA, USA
Applied Biosystems, CA, USA
Thermo Scientific Fremont, CA, USA
Promega, Mannheim

Bio-Rad, Miinchen

Minevra Biolabs, Berlin
Machery-Nagel, Diren

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim

Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
Zymo Research, Bad Homburg

2.11 Oligonukleotide

Tabelle 2-17: Oligonukleotide zum Nachweis der stabilen genomischen Plasmid-Integration

Bezeichnung Sequenz (5‘>3) Ta[°C] Zyklen Produkt [bp]
DKK3 F ACAGCCACAGCCTGGTGTA 61 35 313
DKK3 R AGACCGAGGAGAGGGTTAGG

LeerF GCTCGGATCCACTAGTCCAG 62 35 156
LeerR ATGACCGGTACGCGTAGAAT

Ta: Anlagerungs-Temperatur, bp: Basenpaare, F: Forward, R: Reverse
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Tabelle 2-18: Oligonukleotide fiir die Real-Time PCR

Bezeichnung Sequenz (5'>3°) Ta[°C] Zyklen Produkt [bp]
BMPER F GGTGAAGTCCTCCAGATTCCA 60 40 225
BMPER R TTGAGGAGTCGAAGGGGTTG

Claudin 1 F CTATGACCCTATGACCCCAGT 60 40 158
Claudin 1R TTGGATAGGGCCTTGGTGTT

COL12A1F CAGAATAACGGTGGACCCTACA 60 40 285
COL12A1R CTCCAAGAGCCATCCACGAG

DKK3 F AAGGCAGAAGGAGCCACGAGTGC 60 40 182
DKK3 R GGCCATTTTGGTGCAGTGACCCCA

E-Cadherin F TGCCCAGAAAATGAAAAAGG 60 40 200
E-Cadherin R GTGTATGTGGCAATGCGTTC

FRASTF GTGTGCTCTTGCAATCATGG 60 40 245
FRAS1R GGCTGACACTGAGCTGTGAA

GAPDH F TCACTTTATGGTCTGATCCTGAAC 60 40 108
GAPDH R AATGAAGGGGTCATTGATGG

IGFBP5 F CTACCGCGAGCAAGTCAAGA 60 40 321
IGFBP5 R CCGACAAACTTGGACTGGGT

IL1R1F TTGATGTTCGTCCCTGTCCT 60 40 295
ILTR1R TCTCCTGCAACGGGTAGTTT

KCNK2 F GTTTCCCATCTTCGCTTCGC 60 40 335
KCNK2 R AATGCTTTGAACACGGTGGC

Occludin F CTATAAATCCACGCCGGTTC 60 40 243
Occludin R GGTGGATATTCCCTGATCCA

PCDH10F TACGGACACTGAGCACAACC 60 40 274
PCDH10R ACGGTTGGTGGCATCATGAT

PLS3F ACAGCAACGGATTCATTTGTGA 60 40 291
PLS3R TGAAGTTCCACCCAGAGCAC

SFRP1F AGATGCTTAAGTGTGACAAGTTCC 60 40 130
SFRP1R TCAGATTTCAACTCGTTGTCACAG

SLC6A14F CTGGAGTGTTCACTGGGACA 60 40 353
SLC6A14R GGCTGATAAATTTCACTGCCGT

Snail 1F CTGGGTGCCCTCAAGATG 60 40 129
Snail 1R AGAAGGGCTTCTCGCCAGT

Vimentin F TCCACGAAGAGGAAATCCAG 60 40 314
Vimentin R TTCCAGGGACTCATTGGTTC

ZO-1F GCAAAAATTACAATTAGAAGGAAGAA 60 40 300
ZO-1R TCGAAGACCATATTCTTCATTTTTC

Ta: Anlagerungs-Temperatur, bp: Basenpaare, F: Forward, R: Reverse

Tabelle 2-19: Oligonukleotide fiir die Pyrosequenzierung

Bezeichnung Sequenz (5'>3°) Ta[°C] Zyklen Produkt [bp]
DKK3 F TTTGGGGTTATTTTGTTGTG 56 45 93
DKK3 R RAACCRAACTTAACTAAAACC-bio

DKK3 Seq GGTTATTTTGTTGTGTTTGTTG

Ta: Anlagerungs-Temperatur,
bio: Biotinyliert

bp: Basenpaare, F: Forward, R: Reverse, Seq: Sequenzierung;
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Tabelle 2-20: Oligonukleotide fiir Sanger-Sequenzierung

Bezeichnung Sequenz (5'>3°)

DKK3 Seq1 GGAGACCCAAGCTGGCTAGT
DKK3 Seqg2 ACACAGACACGAAGGTTGGAA
DKK3 Seq3 TGCTGTGCCTTCCAGAGAG

Seq: Sequenzierung

2.12 DKK3-Uberexpressionsvektor

Far die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Generierung der stabilen DKK3-
Uberexpressionsmodelle wurde der pcDNA3.1/V5-His-TOPO-Vektor der Firma Invitrogen
(Karlsruhe) genutzt. Der 5,5 kb groBe Vektor (Abbildung 2-1) enthélt die beiden Uber-
expressions-Promotoren Pcwy und T7. Die Selektion prokaryotischer bzw. eukaryotischer
Zellen wird Uber eine Ampicillin-Resistenz-Kassette sowie ein Neomycin-Resistenz-Gen
ermdglicht. Die Volllangen cDNA des DKK3-Gens war tber Restriktionsenzyms-Schnittstellen
bereits in die Multiple-Cloning-Site des Vektors kloniert und stand gemeinsam mit dem
C-terminalen V5-Epitop und Hexa-Histidin-Tag unter Kontrolle des CMV-Promotors. Das
klonierte DKK3-Vektorkonstrukt wurde freundlicherweise von Bang H. Hoang, New York, zur
Verfugung gestellt [136].

PcDNA3.1/

V5-His-TOPO

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung des DKK3-pcDNA3.1/V5-His-TOPO-Vektors. Fir die
Uberexpression des DKK3-Gens wurde die Volllingen DKK3-cDNA (iber Restriktionsenzyms-
Schnittstellen in den Vektor kloniert. Das klonierte DKK3-Vektorkonstrukt stand fir diese Studie bereits
zur Verfligung [136].
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2.13 Molekulargenetische Methoden

2.13.1 DNA-Isolation aus kryoasserviertem Frischgewebe und humanen
Mammakarzinom-Zelllinien

Die Isolation genomischer DNA aus kryoasservierten Frischgeweben sowie humanen
Mammakarzinom-Zelllinien erfolgte mit Hilfe des QIAamp DNA Mini Kits (Qiagen) geman
Herstellerangaben. Zwecks Extraktion genomischer DNA aus Kryogewebe wurden zehn
Gewebeschnitte mit einer Dicke von 10 um angefertigt (siehe Abschnitt 2.14.1) und diese
anschlieBend in einem vorgekihlten Reaktionsgefa mit 25 ul Proteinase K sowie 180 ul ATL-
Puffer versetzt. Die Zelllyse erfolgte . N. bei 56 °C und 800 rpm im Thermomixer. Zwecks
Verdau ko-préazipitierter RNA wurden dem Ansatz am nachsten Tag 20 U RNase A in 180 pl
ATL-Puffer hinzugefugt und dieser fir 2 min bei RT inkubiert. Die Inaktivierung der RNase
erfolgte durch einen Inkubationsschritt bei 70 °C fir 10 min. Zwecks Préazipitation der DNA
wurden im Anschluss 200 pl reiner EtOH hinzugeflgt und der Ansatz auf eine QlAamp-Séaule
geladen. Nach einem Zentrifugationsschritt bei 6.000 x g wurde die an der Saulen-Matrix
gebundene DNA zweimalig gewaschen und anschlieBend in 50 ul eines auf 70 °C erwarmten
TRIS-Puffers (10 mM; pH 7,6) eluiert. Zur Isolation genomischer DNA aus humanen Zelllinien
wurden 5 x 10° Zellen trypsiniert, pelletiert und anschlieBend in 200 pl PBS resuspendiert. Die
Zelllyse erfolgte durch Zugabe von 20 pul Proteinase K, 8 ul RNase A (50 mg/ml) sowie 200 pl
AL-Puffer mit anschlieBender Inkubation des Ansatzes fir 10 min bei 56 °C. Die folgende
DNA-Extraktion wurde unter identischen Bedingungen wie die DNA-Isolation aus humanem
Frischgewebe durchgefiuhrt. Die isolierte DNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C
gelagert.

2.13.2 Gesamt-RNA-Isolation aus kryoasserviertem Frischgewebe und humanen

Mammakarzinom-Zelllinien

Die Isolation von Gesamt-RNA aus humanem, kryokonservierten Frischgewebe sowie
Mammakarzinom-Zelllinien erfolgte unter Verwendung von TRIzol®-Reagenz (Invitrogen,
Karlsruhe) gemaB Herstellerangaben. Zwecks Extraktion der RNA aus Kryogewebe wurden
zehn Gewebeschnitte mit einer Dicke von 10 um angefertigt (siehe Abschnitt 2.14.1) und diese
in einem vorgeklhlten ReaktionsgefaB mit 1 ml TRIzol®-Reagenz homogenisiert. Zur RNA-
Isolation aus humanen Mammakarzinomzellen wurde jeweils 1 ml TRIzol®-Reagenz pro 5x10°
Zellen verwendet. Die Zelllyse erfolgte jeweils durch eine 5-mindtige Inkubation des
Kryogewebe-/ Zellmaterials in TRIzol®-Reagenz bei RT. Nach Zugabe von 200 ul Chloroform

wurde der Ansatz mehrfach invertiert, gefolgt von einer erneuten 3-mindtigen Inkubation bei
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RT. Die anschlieBende Zentrifugation des Ansatzes fir 15 min bei 12.000 x g und 4 °C flhrte
zur Trennung einer roten, organischen (unten) von einer klaren, wassrigen Phase (oben). Die
RNA-haltige klare Phase wurde vorsichtig in ein neues Reaktionsgefa3 Uberfihrt und zur
Prazipitation der RNA mit 500 pl Isopropanol versetzt. Der 10-mindtigen Inkubation folgte die
erneute Zentrifugation des Ansatzes fir 10 min bei 12.000 x g und 4 °C sowie ein Waschschritt
mit 1 ml 75 %igen EtOH. Nach vollstandigen Verdampfen des EtOHs konnte das RNA-Pellet
in DEPC-H20 resuspendiert und nach photometrischer Konzentrationsbestimmung bis zur
weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert werden.

2.13.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaure-Lésungen

DNA- sowie RNA-L&sungen wurden mit Hilfe des Spektralphotometers NanoDrop ND1000
(Thermo Scientific, USA) auf ihre Konzentration sowie Reinheit hin Uberprift. Das
zugrundeliegende Prinzip der Konzentrationsmessung beruht auf dem Lambert-Beer'schen
Gesetz und nutzt die spezifische maximale Extinktion von Nukleinsauren bei einer Wellen-
lange von A = 260 nm. Uber die zusatzliche Messung der Lichtabsorption bei A = 280 nm, dem
Absorptionsmaximum aromatischer Aminosdurereste, war es zudem mdglich den Reinheits-
grad der Nukleinsdure-Lésungen zu bestimmen. Der Quotient aus E260 nm und E280 nm
betragt im Falle einer reinen DNA-L&sung 1,8 und bei einer reinen RNA-LOsung 2,0. Zwecks
Messung von DNA- sowie RNA-L&sungen wurde das Spektralphotometer zunédchst mit dem
jeweiligen Elutionsmittel kalibriert und anschlieBend 2 pl der zu messenden Lésung
eingesetzt.

2.13.4 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Die enzymatische reverse Transkription von mRNA zu cDNA erfolgte unter Verwendung
des Reverse Transcription Systems der Firma Promega (Mannheim) und wurde entsprechend
den Herstellerangaben durchgefiihrt. Fir die Synthese der cDNA wurde 1 ug Gesamt-RNA in
8,9 ul DEPC-Wasser vorgelegt und zwecks Denaturierung von Sekundarstrukturen fiir 10 min
bei 70 °Cinkubiert. Nach Zugabe von 11,1 pl des Reaktionsmixes (siehe Tabelle 2-21) wurde
der Ansatz fir 10 min bei RT inkubiert, so dass die im Reaktionsmix enthaltenen Oligo-
nukleotide an die RNA hybridisieren konnten. Im Anschluss erfolgte die Synthese der cDNA
mit Hilfe des Enzyms AMV-Reverse-Transkriptase bei 42 °C fir 15 min. Das Enzym wurde
abschlieBend durch eine 5-mindtige Inkubation bei 95 °C inaktiviert. Bei vollstandiger enzy-
matischer Umwandlung ergab sich so pro 1 pg eingesetzter mRNA eine theoretische cDNA-
Endkonzentration von 10 ng/ul. Die synthetisierte cDNA konnte bis zur weiteren Verwendung
bei -20 °C gelagert werden.
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Tabelle 2-21: Zusammensetzung des Reaktionsmixes fiir die cDNA-Synthese

Komponente Volumen [ul]

MgCl2 [25 mM] 4

10 x Reverse Transkriptase Puffer 2

dNTP-Mix [je 10 mM] 2
RNase-Inhibitor [40 U/ul] 0,5

Oligo-dT-Nukleotide [0,5 pg/ul] 1

Hexamer-Oligonukleotide [0,5 pg/pl] 1
AMV-Reverse-Transkriptase [25 U/pl] 0,6

2.13.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die 1986 von K.B. Mullis entwickelte Methode der Polymerase-Kettenreaktion (engl.
Polymerase Chain Reaction, PCR) beruht auf dem Prinzip der enzymatischen Amplifikation
eines beliebigen DNA-Abschnitts zwischen zwei Oligonukleotid-Primern, welche gegenlaufig
an die beiden komplementaren Strénge der DNA gebunden sind [172]. Eine hitzestabile DNA-
Polymerase, in diesem Fall die Tag-Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus,
katalysiert die Synthese des neuen DNA-Stranges durch die Anlagerung von Nukleotiden
(dATP, dGTP, dCTP und dTTP) an die freie 3'Hydroxylgruppe der Primer. Die Komponenten
eines Standard-PCR-Ansatzes sind in Tabelle 2-22 aufgelistet.

Tabelle 2-22: Zusammensetzung einer Standard-PCR

Komponente Volumen [ul]

GoTaq Flexi Puffer [5x] 5
MgClz [25 mM] 1,5
dNTPs [jeweils 10 mM] 0,5
Primer Forward [10 pM] 1
Primer Reverse [10 uM] 1
Tag-Polymerase [5 U/pl] 1
DNA- Template [1-10 ng/ul] 1
Ad 25 pl Nuklease-freies ddH20 14

Ein PCR-Amplifikationszyklus verlauft in drei Schritten: Zunachst wird die doppelstréangige
DNA durch Erhitzen des PCR-Ansatzes auf 95 °C denaturiert. Durch AbkUhlen auf 50 - 60 °C
hybridisieren die Primer an die nun vorliegende Einzelstrang-DNA. Im Anschluss erfolgt die
Elongation des zum Matrizenstrang komplementéren Nukleotidpolymers bei 72 °C, dem
Temperaturoptimum der Tag-Polymerase. Typischerweise besteht ein PCR-Reaktionsverlauf
aus 30 bis 40 dieser Zyklen. Unter optimalen Bedingungen verlauft die DNA-Amplifikation auf
diese Weise exponentiell (2"). Haufig kommt es jedoch zur Beeintrachtigung der PCR-Effizienz
durch Verunreinigungen des Probenmaterials. Das Temperaturprofil einer Standard-PCR mit

den oben erlauterten Zyklusschritten ist in Tabelle 2-23 dargestellt.
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Tabelle 2-23: Temperaturprofil einer Standard-PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 95 5 min 1 X
Denaturierung 95 30 sec

Primer-Hybridisierung 50-60 30 sec 30-40 x
Elongation 72 45 sec

Finale Elongation 72 5 min 1x

2.13.6 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese kdénnen DNA-Fragmente gemaB ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt werden. Das Prinzip dieser Methode basiert auf der Tatsache,
dass sich geladene Moleklle innerhalb eines elektrischen Feldes zur Elektrode mit
entgegengesetzter Ladung bewegen (Elekirophorese). Die Laufgeschwindigkeit der negativ-
geladenen DNA-Molekiile durch das als Molekularsieb fungierende Agarose-Gel zur Anode
korreliert dabei mit ihrem Molekulargewicht, was eine elektrophoretische Auftrennung der
DNA-Fragmente ermdglicht.

Die Agarose-Gelelektrophorese erfolgte abhangig von den zu separierenden
MolekilgréBen in einem 0,5 — 3 %igen Agarosegel bei einer angelegten Feldstarke von
5 V/em. Zuvor wurde das Gel zunachst mit einem GrdéBenstandard sowie jeweils 12 - 16 L
der mit 5x Ladepuffer versetzten DNA-L6sungen beladen. Als Laufpuffer diente Ethidium-
bromid-haltiger (0,5 pg/ml) 1xTBE-Puffer. Der ebenfalls im Agarosegel enthaltene
Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid interkaliert in die Doppelhelix der DNA, so dass die DNA-
Fragmente nach ihrer Auftrennung im Agarosegel mit Hilfe eines UV-Transilluminators

visualisiert werden konnten.

2.13.7 Semiquantitative Real-Time PCR

Die erstmalig 1992 von Higuchi et al. beschriebene semiquantitative Real-Time PCR baut
auf dem Prinzip einer konventionellen PCR auf, ermdglicht jedoch Uber eine
Fluoreszenzmessung die Quantifizierung von Nukleinsduren in Echtzeit (engl. Real-Time)
[173]. Hierzu werden dem Real-Time PCR-Reaktionsansatz entweder FRET-Sonden oder
interkalierende Fluoreszenzfarbstoffe, wie das hier verwendete SYBR Green I, zugegeben.
Frei in L6sung vorliegend weist dieser Farbstoff nur eine geringe Fluoreszenz auf, die jedoch
bei Einlagerung in die kleine Furche der DNA-Doppelhelix stark ansteigt. Uber die Messung
der Fluoreszenzzunahme nach jedem Amplifikationszyklus lasst sich auf diese Weise bei
fortlaufender Messung Rilckschlisse auf die Ausgangsmenge eines spezifischen Gen-

produktes (cDNA-Template) in einer Probe ziehen. Im Rahmen dieser Arbeit diente die
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semiquantitative Real-Time PCR der Messung von Expressionsunterschieden in humanen
Gewebeproben sowie Mammakarzinom-Zelllinien. Zu diesem Zweck wurde der iQ5 SYBR
Green Supermix der Firma Bio-Rad den Herstellerangaben entsprechend verwendet. Die

Zusammensetzung eines Real-Time PCR-Reaktionsansatzes ist in Tabelle 2-24 angegeben.

Tabelle 2-24: Zusammensetzung eines Real-Time PCR-Reaktionsansatzes

Komponente Volumen [ul]

iQ SYBR Green Supermix [2X] 10
cDNA-Template [10 ng/pl] 1
Primer Forward [10 uM] 0,5
Primer Reverse [10 uM] 0,5
Ad 20 pl Nuklease-freies ddH20 8

Die Expressionsanalyse eines Zielgens mittels Real-Time PCR erfolgte nach Isolation der
Gesamt-RNA aus den Gewebeproben oder Zelllinien und der anschlieBenden Umwandlung
der darin befindlichen mRNA in cDNA, am Light CycleriQ5 (Bio-Rad). Jede Probe wurde dabei
in einem Dreifachansatz gemessen. Zwecks Normierung der Zielgen-Expression wurde
ebenfalls die Expression des ubiquitar exprimierten Haushalts-Gens Glycerin-Aldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) bestimmt. Um mdgliche Kontaminationen auszu-
schlieBen, diente ddH:0 bei jedem PCR-Lauf als Negativkontrolle. Das Temperaturprofil einer
typischen Real-Time PCR ist in Tabelle 2-25 aufgelistet.

Tabelle 2-25: Temperaturprofil einer typischen Real-Time PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung und 95 5 min 1x
Aktivierung der Tag-Polymerase

Denaturierung 95 15 sec

Primer-Hybridisierung 60 15 sec 30-40 x
Elongation 72 20 sec

Finale Elongation 72 5 min 1x
Schmelzkurvenanalyse 40-95 10-20 min 1 X

Quantifizierung der Gen-Expression mittels AACT-Methode

Wahrend der Real-Time PCR folgt die DNA-Amplifikation einem sigmoidalen Kurvenverlauf
mit drei Phasen, wie in Abbildung 2-2 dargestellt [174]. Zunédchst liegt das durch die
Interkalation von SYBR Green | bedingte Fluoreszenzsignal der DNA-Amplifikate noch
unterhalb des Hintergrundrauschens, so dass sich ein linearer Kurvenverlauf darstellt. Der
PCR-Zyklus, in dem das Fluoreszenzsignal die Hintergrundfluoreszenz signifikant Uber-
schreitet wird Cycle-Treshold (CT)-Wert genannt. Dieser Zeitpunkt markiert den Ubergang der
linearen in die exponentielle Amplifikationsphase. Im Verlauf der PCR-Reaktion kommt es
jedoch infolge limitierender Faktoren wie einem Nachlassen der Enzymaktivitat oder einem
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Primer- sowie Nukleotidmangel zu einer Abnahme der Amplifikationsrate. Die terminale
Plateauphase wird erreicht, in welcher die Rate der DNA-Neusynthese immer weiter abnimmt

bis sie letztendlich zum Erliegen kommt.

Lineare Anfangsphase Exponentielle Phase Terminale Plateauphase
i

——

Fluoreszenzsignal

Threshold Line

Amplifikationszyklus

Abbildung 2-2: Schematische Darstellung eines typischen sigmoidalen Kurvenverlaufs einer
Real-Time PCR. Wahrend der linearen Anfangsphase liegt das Fluoreszenzsignal unter dem
Hintergrundsignal. Der Zeitpunkt, in dem das Fluoreszenzsignal erstmals signifikant das
Hintergrundrauschen Uberschreitet, wird CT genannt. Im weiteren Verlauf beginnt die exponentielle
Phase der DNA-Amplifikation. Unter optimalen Bedingungen kommt es in dieser Phase zu einer
exponentiellen Verdopplung der cDNA. Die terminale Plateauphase wird erreicht, wenn aufgrund der
Limitierung von dNTPs, Primern sowie einer verringerten Aktivitdt der DNA-Polymerase die DNA-
Neusyntheserate zum Erliegen kommt. Die Treshold Line markiert den Ubergang der linearen in die
exponentielle Amplifikationsphase. Mit ihrer Hilfe 1&sst sich der fir jede Probe charakteristische CT-Wert
berechnen. Dabei gilt je mehr Template-cDNA in der Probe vorhanden war, desto niedriger ist der CT-
Wert.

Mit Hilfe des CT-Wertes lassen sich Rlckschlisse auf die Ausgangsmenge der zu
amplifizierenden Template-cDNA ziehen. Je kleiner dieser Wert ist, umso mehr Template-
cDNA liegt vor bzw. umso starker wurde das analysierte Gen in der untersuchten Probe
exprimiert. Analysiert wird hier jedoch nicht die absolute Fluoreszenz, sondern die Differenz
der Fluoreszenzsignale zu zwei Zeitpunkten innerhalb der exponentiellen Phase. Zwecks
Vergleichbarkeit zweier DNA-Proben wird der CT-Wert fir ein Zielgen zusatzlich auf den
CT-Wert des Referenzgens GAPDH normiert:

ACT = CTzieigen — CTaarPbH
Zum Vergleich zweier Proben A und B wird die Differenz ihrer ACT-Werte ermittelt [175].
AACT = ACTa— ACTs

Die Berechnung des Fold Changes (FC) der differenziellen Zielgen-Expression der Probe A

im Vergleich zur Probe B erfolgt gemaR:

Expressionsstarke = 2°45CT
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Schmelzkurvenanalyse

Der hier verwendete Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green linterkaliert in jede doppelstrangige
DNA, auch in die unspezifischer PCR-Amplifikate sowie Primer-Dimere. Aus diesem Grund
war es zwecks Spezifizierung des Fluoreszenzsignals nétig, im Anschluss an die Real-Time
PCR eine Schmelzkurvenanalyse durchzufihren. Die Schmelztemperatur wurde Uber eine
kontinuierliche Temperaturerhéhung von 40 °C auf 95 °C bei gleichzeitiger Messung des
Fluoreszenzsignals ermittelt. Eine abrupte Abnahme der Fluoreszenz signalisierte die
Denaturierung der DNA und die dadurch bedingte Freisetzung des SYBR Green I-Farbstoffes.
Die fur jedes PCR-Produkt spezifische Schmelztemperatur ist abhangig von der Lange der
doppelstrangigen DNA-Fragmente sowie der Basenzusammensetzung (GC-Gehalt) des
entsprechenden Fragments. Auf diese Weise konnten mdgliche unerwlinschte PCR-
Nebenprodukte detektiert werden. Im Zuge der Etablierung neuer Primer-Paare wurde
zusétzlich eine gelelektrophoretische Auftrennung zur Begutachtung der ProduktgréBen im
Gel angeschlossen.

2.13.8 Bisulfit-Konversion genomischer DNA aus humanem Gewebe

5-Methylcytosin lasst sich bei Verwendung molekularbiologischer Standardmethoden wie
einer PCR oder DNA-Sequenzierung nicht von unmethyliertem Cytosin diskriminieren. Um
eine spezifische Detektion der DNA-Methylierung zu ermdglichen musste die genomische
DNA daher zunédchst einer Modifikation unterzogen werden. Das zu diesem Zweck von
Frommer et al. entwickelte Verfahren der Bisulfit-Konversion [176] nutzt die katalytische
Wirkung von Natriumbisulfit (NaHSO3) um unmethylierte Cytosine hydrolytisch zu Uracil zu
desaminieren (Abbildung 2-3). Hingegen bleiben methylierte Cytosine von dieser Behandlung
unberilhrt, so dass sich in der Folge unmethylierte Cytosine, die zu Uracil desaminiert wurden,
in der Sequenzabfolge eindeutig von 5-Methylcytosinen unterscheiden lassen.

Cytosin 5,6-Dihydrocytosin-6-Sulfonat 5,6-Dihydrouracil-6-Sulfonat Uragil
NH,
NZ +HSOy / +H,0 - NH,
(o) T S0, -HSO, O
Schritt 1 Schritt 2 Schritt 3

Abbildung 2-3: Prinzip der Bisulfit-Konversion genomischer DNA. Schritt 1: Unmethyliertes
Cytosin wird Uber die Sulfonierung des C6-Atoms zu Cytosinsulfonat umgewandelt. Schritt 2: Bei
niedrigem pH wird die Aminogruppe am C4-Atom hydrolysiert (Desaminierung). Schritt 3: Das
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entstandene Uracilsulfonat wird in alkalischem Milieu durch Abspaltung der Sulfonatgruppe zu Uracil
umgewandelt (Desulfonierung). Veréndert nach [177].

Die Bisulfit-Konversion wurde mit Hilfe des ZR DNA Methylation Kit der Firma Zymo
Research (Bad Homburg, Deutschland) nach Herstellerangaben durchgefthrt. 500 ng
genomische DNA wurde jeweils in 45 ul ddH>O vorgelegt und nach Versetzen mit 5 pl
M-Dilution-Puffer fir 15 min bei 37 °C inkubiert, um eine Denaturierung der DNA zu
gewahrleisten. Der Zugabe von 100 pl Konversion-Reagenz folgte eine Inkubation der
Ansatze fir 12 — 16 h bei 50 °Cunter Lichtausschluss, wahrend der die Cytosine Uiber die oben
beschriebene Reaktion zu Uracilsulfonat desaminiert wurden. Im Anschluss wurden die
Ansatze mit je 200 ul M-Binding-Puffer versetzt und auf eine Saule aufgetragen. Nach
Reinigung der Anséatze durch Zentrifugation sowie einem zusatzlichen Waschschritt erfolgte
die Desulfonierung der gebundenen DNA durch Inkubation mit 200 ul des alkalischen
M-Desulfonation-Puffers fiir 15 min bei RT. Zwei weiteren Waschschritten folgte die Eluierung
der Bisulfit-umgewandelten DNA in 22 ul M-Elution-Puffer.

2.13.9 DNA-Methylierungsanalyse mittels Pyrosequenzierung

Mit Hilfe der 1996 am Royal Institute of Technology (Stockholm, Schweden) entwickelten
Methode der DNA-Pyrosequenzierung lassen sich Genabschnitte prazise und effizient auf ihr
Methylierungsmuster hin untersuchen. Neben einer hohen Sensitivitat bietet diese Technik
gegendber der methylierungsspezifischen PCR (MSP) den Vorteil, dass sich der
Methylierungsgrad einzelner CpG-Dinukleotide in der untersuchen Gensequenz einer Probe
quantifizieren lasst. Die Pyrosequenzierung beruht auf dem Prinzip der Sequenzierung durch
Synthese und wurde zuerst von Ronaghi et al. beschrieben [178, 179]: An die mittels PCR
erzeugten Amplifikate des zu untersuchenden Genabschnitts lagert sich zundchst der
Sequenzier-Primer an. Bei Verlangerung des neusynthetisierten Stranges durch die DNA-
Polymerase erfolgt bei jedem Einbau eines neuen Nukleotids die Freisetzung von
Pyrophosphat (PPi), welches wiederum eine enzymkatalysierte Reaktionskaskade aktiviert.
Als Folge entsteht ein detektierbares Lichtsignal, dessen Signalstarke direkt proportional ist
zur Anzahl der inkorporierten Nukleotide. Nicht-komplementare Nukleotide werden nicht
inkorporiert und kontinuierlich mit Hilfe des Enzyms Apyrase degradiert. Auf diese Weise lasst
sich Uber die kontrollierte Injektion der einzelnen Nukleotide zur Sequenzier-Reaktion die
Sequenz des zu untersuchenden Genabschnitts ablesen (siehe Abbildung 2-4).

Zur Analyse der Methylierung einzelner CpG-Dinukleotide wird eine kombinierte
Anwendung aus einer DNA-Bisulfit-Konversion (siehe Abschnitt 2.13.8) und der oben
beschriebenen Pyrosequenzierung genutzt [180]. Die Bisulfit-behandelte DNA wird in einer

vorgelagerten PCR amplifiziert, bei der das durch die Transversion unmethylierter Cytosine
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entstandene Uracil durch Thymin ausgetauscht wird. In der nachfolgenden Sequenzierung
wird durch die spezifische Abfolge injizierter Nukleotide der Methylierungsgrad der einzelnen
CpG-Dinukleotide bestimmt: Wahrend ein Lichtsignal nach dCTP-Zugabe auf eine
urspringlich methylierte Cytosin-Base hinweist, deutet eine Signal-Detektion bei Injektion von
dTTP auf ein urspringlich unmethyliertes Cytosin hin.

Polymerase
C y

Nukleotidsequenz

[£1 o - A GG cc

Sulfurylase
T p 5

R
ApyLse 4 Luciferase | | L

s

Injizierte Nukleotide

Abbildung 2-4: Prinzip der Pyrosequenzierung. (A)Wahrend der Verldngerung des
neusynthetisierten Stranges erfolgt bei jedem Einbau eines Nukleotids die Freisetzung von
Pyrophosphat (PPi). Dieses wird Uber eine Sulfurylase zu ATP umgesetzt, welches wiederum als
Substrat der Luciferase fungiert. Die entstehende Lichtemission kann detektiert werden und ist
proportional zur Anzahl der inkorporierten Nukleotide. Nicht-inkorporierte Nukleotide werden Uber eine
Apyrase degradiert. Uber die gezielte Injektion der Nukleotide zur Sequenzier-Reaktion lasst sich der
zu untersuchende Genabschnitt sequenzieren. (B) Auf der Ordinate ist die relative Signalstarke
aufgetragen, die bei Injektion der einzelnen Nukleotide (untere Abszisse) detektiert wird. Auf der oberen
Abszisse ist die daraus ermittelte Nukleotidsequenz aufgetragen. Verandert nach [181].

DNA-Amplifikation fir die Pyrosequenzierung

Fir die Pyrosequenzierung musste die Bisulfit-behandelte genomische DNA zunéchst in
einer PCR-Reaktion unter Verwendung des PyroMark PCR Kits (Qiagen, Hilden) nach
Herstellerangaben amplifiziert werden. Die Pré-Pyro-PCR diente neben der Vervielfaltigung
der zu untersuchenden Gensequenz auch dem Austausch des durch die Transversion
unmethylierter Cytosine entstandenen Uracils durch Thymin. Die in der PCR eingesetzten
Primerwurden mit Hilfe der PSQ Assay Design Software der Firma Qiagen (Hilden) abgeleitet.
Je nach Sequenzier-Richtung lag der Sense bzw. Anti-sense-Primer am 5’-Ende biotinyliert
vor, um im Folgenden die Einzelstrangauftrennung zu ermdéglichen. Die Zusammensetzung
des PCR-Ansatzes sowie das verwendete Temperatur-Profil der PCR-Reaktion ist in Tabelle
2-26 bzw. Tabelle 2-27 angegeben.
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Tabelle 2-26: Zusammensetzung einer Prd-Pyro-PCR

Komponente Volumen [ul]

Pra-PCR-Mix [5x] 12,5
Primer forward [10uM] 0,5
Primer reverse [10uM] 0,5
Coral Load Konzentrat 2,5

DNA-Template [10 ng/ul] 1
auf 25ul ddH20 auffiillen 8

Tabelle 2-27: Temperaturprofil einer Prd-Pyro-PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung und ]

Aktivierung der DNA-Polymerase 95 15 min 1x
Denaturierung 95 30 sec

Primer-Hybridisierung 56 30 sec 45 x
Elongation 72 30 sec

Finale Elongation 72 30 sec 1x

Um die Effizienz und Spezifitdt des amplifizierten Produktes zu kontrollieren, wurden im
Anschluss an die Prd-Pyro-PCR 2 ul jeder Probe mit Hilfe eines Agarosegels elektrophoretisch
aufgetrennt und begutachtet.

DNA-Einzelstrangpraparation und Pyrosequenzierung

Zwecks Pyrosequenzierung sowie DNA-Einzelstrangpraparation aus den Amplifikaten der
Pra-Pyro-PCR wurde das PyroMark Gold Kit (Qiagen) gemaB Herstellerangaben verwendet.
Alle Puffer des Kits mussten vor Verwendung zunachst auf RT erwarmt werden. Je 20 pl des
Pra-Pyro-PCR-Ansatzes wurden zusammen mit 20 pl Pyrophosphat-freiem HPLC-Wasser
(Merck), sowie 35 ul PyroMark Binding-Puffer und 5 pl Streptavidin-Sepharose High
Performance Beads (GE Healtcare) in die Kavitaten einer PSQ 96-Mikrotiterplatte (Qiagen)
gegeben und die Lésung anschlieBend fir 5 - 10 min bei 1.400 rpm geschittelt. Wahrend
dieses Prozesses erfolgte die Bindung der Sepharose-Kigelchen an die biotinylierten DNA-
Amplifikate, so dass im Folgenden die Praparation der DNA-Einzelstrange an der PyroMark
Q96 MD Vacuum Prep Tool-Station (Qiagen) ermdglicht wurde. Zu diesem Zweck wurde
zundchst ein Filtertrager in die Kavitaten der PSQ 96-Mikrotiterplatte getaucht und die an die
Sepharose-Kigelchen gebundene DNA (ber Anlegen eines Vakuums an die einzelnen
Filterkbpfe des Tragers angesaugt. Durch 10-seklindiges Eintauchen der Filterkdpfe in die
folgenden Lésungen erfolgte die Separierung der DNA-Einzelstrange von anderen Bestand-
teilen des Pra-Pyro-PCR-Ansatzes. Der Filtertrager samt angesaugter Sepharose-DNA wurde
zunachst in 70 %igen Ethanol gewaschen und im nachsten Schritt die Doppelstrang-DNA mit
Hilfe einer 0,2 M NaOH-Lésung denaturiert. Die Entfernung nicht-gebundener Nukleotid-

strange sowie stdrender Reagenzien erfolgte durch Eintauchen in einen Waschpuffer
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(Qiagen). Durch Abschalten des Vakuums wurden die an die Sepharose gebundenen DNA-
Einzelstrange in die mit PyroMark Annealing-Puffer sowie 20 nM Sequenzier-Primer beflllten
Kavitaten einer PSQ 96Low-Sequenzier-Platte tberflhrt. Durch die nachfolgende Inkubation
dieser Sequenzier-Anséatze bei 80 °C sowie einer nachfolgenden Abkihlung auf RT wurde die
Hybridisierung der Sequenzier-Primer an die Einzelstrang-DNA forciert. AnschlieBend konnte
die Sequenzier-Platte in eine spezielle Vorrichtung des PyroMark Q96 MD Sequenzierers
(Qiagen) eingespannt werden. Vor Beginn der Sequenzierung Uber die oben beschriebene
Enzymkaskade musste zunachst noch eine Kartusche (engl. Cartridge) mit den erforderlichen
Mengen an Substrat, Enzymen sowie den einzelnen dNTPs beladen werden. Die zugegebene
Menge der Reagenzien hing von der jeweiligen Sequenz ab und wurde mit Hilfe der
Pyro Q-CpG™ Software (Qiagen) errechnet, tber die ebenso die Erstellung des Sequenzier-
Programms sowie die anschlieBende Auswertung erfolgte.

2.13.10 Transformation in E. coli

Fir die Generierung stabiler DKK3-Uberexpressionsmodelle galt es zunéchst das bereits
klonierte DKK3-Vektorkonstrukt [136] bzw. den entsprechenden Leervektor pcDNA3.1/V5-His-
TOPO (Invitrogen, Karlsruhe, siehe Abschnitt 2.12) mittels Re-Transformation zu verviel-
faltigen. Die Transformation der Vektoren erfolgte Uber Elektroporation in den E. coli Stamm
JM83. Zu diesem Zweck wurden 20 ng Plasmid-DNA gemeinsam mit 40 - 50 pl kompetenten
E. coli-Zellen in eine Elektroporationsklvette pipettiert und vorsichtig gemischt. Um die
Aufnahme der Plasmide in die kompetenten Bakterienzellen zu erreichen, wurde im
Elektroporator (Gene Pulser Il Electroporation System, Bio-Rad) fir wenige Millisekunden ein
Spannungsimpuls von max. 2,5 kV angelegt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von 400 pl
vorgewarmtem SOC-Medium mit anschlieBender 30-mindtiger Inkubation des Ansatzes bei
37 °C zur Regeneration der Bakterienzellen. Die Selektion transformierter Bakterien erfolgte
durch steriles Ausplattieren von 50 - 100 pl des Transformationsansatzes auf LB-Ampicillin-
Platten (100 mg/l Ampicillin) mit anschlieBender Inkubation 0. N. bei 37 °C. Zusétzlich wurden
als Kontrollen transformierte Bakterien auf LB-Platten ohne Ampicillin-Zugabe sowie das
gleiche Volumen nicht-transformierter Zellen auf LB-Ampicillin-Platten ausplattiert und diese
Ansatze unter gleichen Bedingungen inkubiert.

2.13.11 Inokulation von Fliissigkulturen transformierter E. coli

Fir die Plasmid-Préaparation war es nétig die transformierten E. coli-Zellen Uber eine
Flussigkultur zu vermehren. Zu diesem Zweck wurden zunéchst 2 ml LB-Ampicillin-Medium

(100 mg/l  Ampicillin) mit Hilfe einer sterilen Pipettenspitze mit den Zellen einer
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herangewachsenen E. coli-Einzelkolonie inokuliert. Die Inkubation dieser Vorkultur erfolgte
U. N. bei 37 °C und 150 U/min. Im Anschluss wurden 1,5 ml der Vorkultur zur Uberprﬂfung
einer erfolgreichen Transformation in die Plasmid-Mini-Praparation eingesetzt. (siehe
Abschnitt 2.13.12). Weitere 300 pl der Vorkultur dienten der Inokulation von 300 ml LB-
Ampicillin-Medium (100 mg/I Ampicillin). Die Inkubation dieser Hauptkultur erfolgte ebenfalls

unter den oben genannten Bedingungen.

2.13.12 Plasmid-Mini-Praparation mittels Kochlyse-Verfahren

Vor Inokulation der Hauptkultur galt es zun&chst die Einzelklone hinsichtlich der Prasenz
des gewinschten Plasmids zu untersuchen. Der Nachweis erfolgte Uber eine PCR mit
spezifischen Primern fir das DKK3-Vektorkonstrukt sowie den korrespondierenden Leervektor
(sieche Tabelle 2-17) und anschlieBender Uberpriifung der PCR-Produkte mittels Agarose-
Gelelektrophorese. Zu diesem Zweck wurde zunéchst eine Plasmid-Mini-Praparation mittels
Kochlyse-Verfahren durchgefihrt, um die zu untersuchende Plasmid-DNA aus den trans-
formierten Bakterienzellen der Vorkultur (siehe Abschnitt 2.13.11) zu isolieren. Hierzu wurden
die Zellen zunachst mit Hilfe eines Lysozym-haltigen Lysepuffers aufgeschlossen. Durch das
nachfolgende Erhitzen wurden sowohl die DNA als auch die Proteine denaturiert. Aufgrund
ihrer geringen Komplexitat sowie ihrer Ringstruktur war die Plasmid-DNA im Gegensatz zur
chromosomalen DNA nach Abkihlen zu einer vollstandigen Renaturierung fahig und konnte
so durch Zentrifugation aus den Gbrigen Bestandteilen des Lyse-Ansatzes isoliert werden.
Nach Inkubation der Vorkultur 0. N. wurden 1,5 ml der 2 ml Vorkultur bei 12.000 x g und RT
flr 30 sec zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in 100 uL Lysepuffer zunachst fr
1 -2 min bei RT und anschlieBend fir 1 min bei 100 °C inkubiert. Nach 5-mindtiger Kiihlung
der Ansatze auf Eis erfolgte eine erneute Zentrifugation fir 10 min bei RT und 12.000 x g. Im
Anschluss konnte der Plasmid-haltige Uberstand in die PCR eingesetzt werden.

2.13.13 Plasmid-Maxi-Praparation

Zur Isolation der Plasmid-DNA aus der Hauptkultur (siehe Abschnitt 2.13.11) wurde eine
Plasmid-Maxi-Praparation angeschlossen. Diese erfolgte mit Hilfe des NucleoBond® Xtra
Maxi Kit des Herstellers Machery-Nagel (Duren) nach Herstellerangaben.

2.13.14 DNA-Sequenzierung nach Sanger

Vor Verwendung der mittels Plasmid-Maxi-Préaparation gewonnenen Vektor-Konstrukte zur
Generierung stabiler Uberexpressions-Zellkulturmodelle musste zunéchst die Sequenzabfolge
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der Vektoren auf mdgliche Mutationen hin Uberprift werden. Zu diesem Zweck wurde eine
DNA-Sequenzierung nach Sanger durchgefiihrt [182]. Diese Methode beruht auf dem Prinzip
des kontrollierten Abbruchs der enzymatischen Replikation. Zuséatzlich zu den 4 dNTPs, die in
einer Standard-PCR eingesetzt werden, befinden sich im Ansatz der Sequenzierungs-PCR
zusatzlich geringe Mengen der 2-3'-Didesoxyanalogons dieser Nukleotide (ddNTPs). Ein
Einbau dieser ddNTPs in den neusynthetisierten DNA-Strang fihrt zum Abbruch der
Kettenverlangerung, da ihnen die 3‘-Hydroxylgruppe fehlt um die nachste Phospho-
diesterbindung zu knupfen. Zusétzlich ist jedes Analogon mit einem spezifischen Fluoreszenz-
Farbstoff markiert. Als Folge entstehen DNA-Amplifikate unterschiedlicher Lange, die alle
jeweils ein terminierendes, Fluoreszenz-markiertes ddNTP aufweisen. In der nachfolgenden
Sequenzierung kann so Uber Kapillar-Elektrophorese und Fluoreszenzanregung die Position
der einzelnen Basen detektiert werden.

Flr die Sequenzierungs-PCR wurde das Big Dye® Terminator vi.1 Cycle Kit (Applied
Biosystems, CA, USA) nach Herstellerangaben verwendet. Die Zusammensetzung sowie das
verwendete Temperatur-Profil der Sequenzierungs-PCR ist in Tabelle 2-28 bzw. Tabelle 2-29
angegeben.

Tabelle 2-28: Zusammensetzung einer Sequenzierungs-PCR

Komponente Volumen [ul]

Terminator Ready Reaction Mix (5x)
Puffer

Primer (10 pmol/pl)

500 ng Plasmid-DNA

ad 20 yl ddH20

DO =N N

Tabelle 2-29: Temperaturprofil einer Sequenzierungs-PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen
Aktivierung der DNA-Polymerase 96 4 min 1x
Denaturierung 96 15 sec

Primer-Hybridisierung 55 15 sec 35 x
Elongation 60 4 min

Im Anschluss an die Sequenzierungs-PCR wurde jeder Ansatz separat geféllt. Zu diesem
Zweck wurde das Gesamtvolumen der PCR-Ansatze mit 80 ul HPLC-H>O sowie 10 pl einer
3 M Natriumacetat-Lésung (pH 4,6) und 250 pl reinem Ethanol gemischt. Das in der folgenden
20-mindtigen Zentrifugation bei 8.000 x g gewonnene DNA-Pellet wurde anschlieBend
zunachst mit Hilfe von 75 %igen EtOH gewaschen und nach vollstandigem Verdampfen des
EtOHs flr die Sequenzierung in 25 pl Formamid aufgenommen. Die DNA-Sequenzierung
erfolgte mit Hilfe des Sequencer ABI Prism 3100 Avant Genetic Analyzer 2001 gemal
Herstellerangaben.
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2.13.15 Microarray-basierte Genexpressionsanalyse

Zwecks Identifizierung SFRP1-assoziierter Gene wurden die Daten einer Microarray-
basierten Genexpressionsanalyse genutzt. Die experimentelle Durchflhrung sowie die
statistische Auswertung der Rohdaten erfolgte in einer zentralen Einheit der Uniklinik
RWTH Aachen (Interdisciplinary Centre for Clinical Research, IZKF) unter Verwendung
des GeneChip Human Gene 2.0 ST Array des Herstellers Affymetrix (Santa Clara CA,
USA), welcher mehr als 33.500 Protein-codierende sowie mehr als 11.000 nicht-
codierende RefSeq-, Ensembl- und IncRNAdb-annotierte Transkripte abdeckt. Mit Hilfe
dieses DNA-Arrays erfolgte die Identifikation differenziell regulierter Gene in den BT-20-
Leervektor- sowie SFRP1-Einzelklonen, die im Folgenden als Marker-Gene der SFRP1-
Funktionen dienen sollten. Die Auswertung der Genexpressionsdaten erfolgte in Form
einer Klassen-Vergleichsanalyse mit Hilfe der Software Affymetrix Transcriptome Analysis
Console (TAC) 2.0 (Affymetrix, USA). Gene galten als differenziell exprimiert, wenn der
lineare Fold-Change (FC) zwischen Leervektor- und SFRP1-Klon =2 war und ein
P-Wert < 0,05 (einfaktorielle Varianzanalyse) vorlag.

2.14 Proteinchemische und immunologische Methoden

2.14.1 Herstellung von Gewebeschnitten aus humanem Material

Fir die immunhistochemische Analyse wurden mithilfe eines Mikrotoms 2 ym-
Gewebeschnitte aus humanem Formalin-fixiertem, Paraffin-eingebettetem (FFPE)
Material angefertigt. Diese wurden abschlieBend auf Poly-L-Lysin-beschichtete
Objekttrager aufgebracht und bis zur Verwendung bei RT gelagert. Zur Beurteilung
humaner Frischgewebe wurden zunachst 4 pm-Gewebeschnitte am Kryotom HM560 (Microm
Laborgerate, Walldorf) angefertigt und mit Methylenblau bzw. Hamatoxylin-Eosin angeféarbt,
so dass der Tumorzell- bzw. Epithel-Anteil abgeschatzt werden konnte (siehe
Abschnitte 2.14.2 und 2.14.3). Zwecks anschlieBender Extraktion von DNA oder RNA aus den
Kryogeweben wurden zehn weitere Gewebeschnitte mit einer Dicke von 10 um angefertigt,
die anschlieBend in ein vorgekihltes Reaktionsgefa3 tGberflhrt und wie in Abschnitt 2.13.1
und 2.13.2 beschrieben weiterverarbeitet wurden.
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2.14.2 Methylenblau-Farbung von humanem Frischgewebe

Die Methylenblau-Farbung von humanem Frischgewebe diente der schnellen Abschéatzung
des Epithelanteils von humanen Frischgewebe-Schnitten. Zu diesem Zweck wurden einige
Tropfen einer 0,1 %igen Methylenblau-Lésung auf die Gewebeschnitte gegeben und Uber-
schissiger Farbstoff nach 30 Sekunden vorsichtig mit Hilfe von VE-Wasser entfernt.
Methylenblau farbt Zellkerne stark, das Zytoplasma hingegen nur schwach dunkelblau, so

dass eine Orientierung in der Gewebestruktur ermdglicht wurde.

2.14.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (H&E-Farbung) von Gewebeschnitten

Die HE-Farbung kryokonservierter Gewebeschnitte diente der Diskriminierung normalen
Brustepithels und pathologisch-veranderter Gewebestrukturen durch einen Pathologen. Nur
Mammakarzinomproben mit einem Tumorzellanteil von Gber 70 % und Brust-Normalgewebs-
proben mit tGber 30 % Brustepithel wurden fiir die vorliegende Studie genutzt. Fir die HE-
Farbung wurden die Gewebeschnitte zunachst fir 2 min mit Hamalaun-L&sung inkubiert, was
zur Blaufarbung basophiler Strukturen, wie den Nukleinsaure-haltigen Zellkernen, fihrte. Dem
zweimaligen Waschen in Leitungswasser fir jeweils 2 min folgte die Anfarbung basischer
Strukturen, wie den Proteinen des Zytoplasmas und Kollagenfasern, mittels saurer Eosin-
Karbonat-Lésung fir 45 Sekunden. Im Anschluss folgte die Dehydrierung der angefarbten
Gewebeschnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (siehe Tabelle 2-30) mit abschlieBender
Eindeckelung der Schnitte mit Vitro-Clud® (Langenbrinck, Emmendingen).

Tabelle 2-30: Aufsteigende Alkoholreihe

Lésung Zeit
VE-Wasser 1x 1 min
Ethanol 70 % 1x1min
Ethanol 96 % 1x1min
Ethanol 100 % 2 x 1 min
Xylol 100 % 2 x 1 min

2.14.4 Immunhistochemie (IHC) an humanem FFPE-Gewebe

Die immunhistochemische Farbung von FFPE-Gewebeschnitten dient dazu die Expression
sowie Lokalisation von Proteinen innerhalb von Geweben nachzuweisen. Im Rahmen dieser
Arbeit lag der Fokus auf dem Nachweis eines DKK3-Expressionsverlustes in malignen
Brusttumor- im Vergleich zu Kontrollgeweben (gesundes Brustepithel). Das Prinzip der
angewendeten immunhistochemischen Methode beruht auf dem indirekten Avidin-Biotin-

Detektionssytem: Ein gegen das Zielprotein gerichteter Primarantikbrper wird von einem
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biotinylierten Sekundarantikérper erkannt. An diesen Antigen-Antikdrper-Antikérper-Biotin-
Komplex bindet anschlieBend Meerrettichperoxidase(HRP)-gekoppeltes Avidin, welches eine
hohe Affinitat zu Biotin aufweist. Bei Zugabe des HRP-Substrates 3,3'-Diaminobenzidin (DAB)
entsteht durch Oxidation ein braunes Endprodukt, so dass das Zielprotein im Gewebe sichtbar
wird. Der Vorteil dieses Detektionssystems ist eine im Vergleich zu einer direkten Nachweis-
methode gesteigerte Sensitivitat, infolge einer erhéhten Signalstarke [183].

Vorbehandlung der FFPE-Gewebeschnitte fir die IHC

Zwecks Entparaffinierung wurden die FFPE-Gewebeschnitte zun&chst fir 30 min bei 60 °C
inkubiert und anschlieBend dreimal fir 15 min mit Xylol behandelt. Der Entparaffinierung folgte
eine Rehydrierung der Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe (Tabelle 2-31).

Tabelle 2-31: Absteigende Alkoholreihe

Losung Zeit
Ethanol 100 % 2 X 5 min
Ethanol 96 % 2 X 2 min
Ethanol 70 % 1x1min

VE-Wasser 1x1min

Als néachstes erfolgte eine Epitop-Demaskierung durch Hitzebehandlung, um die
Immunreaktivitat der Formalin-fixierten Gewebeantigene zu erhéhen [184]. Zu diesem Zweck
wurden die Schnitte fiir 30 min in einer mit Citrat-Puffer (pH 6,0) beflllten Kiivette bei 98 °Cim
Wasserbad erhitzt.

Immunhistochemische Farbung

Nachdem die Gewebeschnitte auf RT abgekUhlt waren, wurden die Objekttrager in
Chamber Slides eingespannt und mit VE-Wasser gewaschen. Zwecks Hemmung endogener
Peroxidasen, die eine unspezifische Hintergrundfarbung verursachen, folgte eine 10-minltige
Inkubation mit Ultravision Hydrogen Peroxidase Block (Thermo Fisher Scientific, USA). Die
anschlieBende Durchfihrung der immunhistochemischen Féarbung erfolgte mit Hilfe des
Vectastain ABC Kits (Vector Laboratories, USA) nach Herstellerangaben. Nach zweimaligen
Waschen mit 1xPBS und einem Proteinblock-Schritt mit Serum (20 min) wurden die
Gewebeschnitte fir 45 min mit dem Primarantikérper (DKK3 AF118, R&D-Systems, USA) in
einer Verdinnung von 1:15 in Antibody Diluent (Dako, Dédnemark) inkubiert. Unspezifisch
gebundene Primérantikérper wurden anschlieBend durch dreimaliges Waschen mit 1xPBS
entfernt und die Gewebeschnitte zunachst mit dem biotinylierten Sekundarantikérper und nach

einem erneuten Waschschritt mit dem Avidin-HRP-haltigen ABC-Reagenz fiir jeweils 30 min
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inkubiert. Im Anschluss erfolgte die Visualisierung der Antigen-Antikérper-HRP-Komplexe
durch die Zugabe des Chromogens DAB (DAB Quanto, Dako, Dadnemark). Nach 5-minUtiger
Inkubationszeit wurden die Schnitte mit VE-Wasser gewaschen und fiir 5 min mit Hamalaun
gegengefarbt. Nach Blauen in lauwarmen Leitungswasser folgte die abschlieBende
Dehydrierung der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Tabelle 2-30) sowie die
Eindeckelung mit Vitro-Clud® (Langenbrinck, Emmendingen).

2.14.5 Isolation von Gesamt- sowie sezerniertem Protein fiir die SDS-

Gelelektrophorese

Um eine Reexpression von DKK3-Protein in DKK3-transfizierten Klonen mit Hilfe der
Western Blot-Methode zu verifizieren, wurden sowohl Gesamtprotein-Lysate aus den Zellen
hergestellt als auch die sezernierten Proteine aus den korrespondierenden Zellkultur-
Uberstanden isoliert. Zu diesem Zweck wurden die stabil-transfizierten Zellen zunachst bis zu
einer Konfluenz von 80 % in einer Petrischale unter Selektionsdruck kultiviert. Zur Isolation
von sezerniertem Protein aus dem Zellkultur-Uberstand wurde das Zellkulturmedium zunachst
abgenommen und flr 7 min bei 250 x g zentrifugiert, um Zelltrimmer zu entfernen. Zur
Anreicherung sowie Aufreinigung des sezernierten Proteins erfolgte im n&chsten Schritt die
Protein-Fallung durch Aussalzen. Hierzu wurde der Zellkultur-Uberstand 1:1 mit einer 4 M
Ammoniumsulfat-Lésung gemischt und anschlieBend Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am
nachsten Tag wurde die Ammoniumsulfat-L6sung durch Zentrifugation (10 min, 2700 x g)
entfernt und das Proteinpellet in 300 uL RIPA-Puffer aufgenommen. Mit Hilfe des gleichen
Ansatzes erfolgte die Isolation von Gesamtprotein aus den Zellen. Hierzu wurden die Zellen
nach Abnahme des Zellkultur-Uberstandes mit 1x PBS gewaschen, anschlieBend unter
Zugabe von 300 ul RIPA-Puffer mit einem Zellschaber von der Oberflache geldst und in ein
1,5 ml-ReaktionsgefaB Uberflhrt. Zum besseren Aufschluss der Zellen folgte eine dreimalige
Sonifikation fiir 15 sec (35 % Intensitat, je 9 Zyklen, SONOPLUS HD2070, Bandelin electronic,
Berlin). AbschlieBend wurden vorhandene Zelltrimmer abzentrifugiert (30 min, 4 °C,
maximale Geschwindigkeit). Alle Schritte wurden, um einem fortschreitenden Proteinabbau
entgegenzuwirken, zlgig und auf Eis durchgeflhrt. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die
Lagerung der Proteinproben bei -80 °C.

2.14.6 Konzentrationsbestimmung von Protein-Lésungen mittels Bicinchonin-
saure (BCA)

Zur Konzentrationsbestimmung von Proteinlésungen wurde das BCA Protein Assay Kit
(Thermo Scientific, USA) nach Herstellerangaben verwendet. Das Prinzip dieser Methode
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beruht auf der Reduktion von Cu?*- zu Cu*-lonen durch Peptide mit einer Mindestlange von 3
Aminosauren. Die einwertigen Kupferkationen bilden wiederum mit BCA einen Farbkomplex
mit einem Absorptionsmaximum bei A =562 nm. Die Menge des entstandenen violetten
Farbkomplexes korreliert mit der Gesamtproteinmenge der Proben und kann mit Hilfe eines
Microplate-Readers (Tecan, Schweiz) quantifiziert werden. Die exakten Konzentrationen der
Proteinproben wurden mit Hilfe einer Protein-Standardreihe mit bovinem Serumalbumin (BSA)

ermittelt.

2.14.7 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der diskontinuierlichen SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach
Laemmli [185] lassen sich Proteine anhand ihres Molekulargewichtes separieren. Das dabei
angewendete zwei-Komponenten Gelsystem aus Sammel- (3 - 4 %, pH 6-8) und Trenngel
(5-25 %, pH 8,8) ermdglicht eine hohe Auflésung der elektrophoretischen Auftrennung. Im
groBporigen Sammelgel erfolgt die Konzentrierung der Proteine vor deren Ubergang ins
kleinporige Trenngel, in dem anschlieBend die Proteine durch den Siebeffekt nach ihrem
Molekulargewicht separiert werden. Zu diesem Zweck missen die Proteine vor dem Auftragen
auf das Sammelgel zunachst mit Hilfe des anionischen Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS)
sowie Dithiothreitol (DTT), welches die vorhandenen Disulfidbriicken reduziert, denaturiert
werden. Die stark-negativ geladenen SDS-Anionen lagern sich zudem an die nun entfalteten
Polypeptidketten an (ein SDS-Molekul pro zwei Aminosduren) und Uberdecken so deren
Eigenladung. Als Folge besitzen alle Proteine ein gleiches Ladungs-Masseverhaltnis und
lassen sich dadurch entsprechend ihres Molekulargewichtes im elektrischen Feld Uber ein
Polyacrylamid-Gel auftrennen.

Zur Denaturierung der Proteine wurden die Proben zun&chst mit 1x NuPage-Probenpuffer,
der sowohl DTT als auch SDS enthielt, versetzt und anschlieBend fir 5 min im Wasserbad bei
95 °C erhitzt. Nach Abklhlen der Proben auf Eis wurden jeweils 30 ug Protein in die Taschen
des Polyacrylamid-Gels aufgetragen. In dieser Arbeit kamen NuPage Mini Gele (4 — 12 % Bis-
Tris) der Firma Invitrogen zum Einsatz, die eine klare Proteinauftrennung im Bereich von 15 -
150 kDa ermdglichen. Fir die Gelelektrophorese wurde das Gel in eine mit 500 mL 1xXMOPS-
Laufpuffer befiillte Gelkammer (X-Cell SureLock™ Mini-Cell System, Invitrogen, Karlsruhe)
eingesetzt. Als GroBenstandard dienten 10 pl des Markers Precision Plus Protein™ Standard
All Blue (Bio-Rad, Minchen).
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2.14.8 Western Blot

Die Western Blot-Methode dient dem Nachweis spezifischer Proteine in einer Probe mit
Hilfe Enzym-gekoppelter Antikdrper. Zu diesem Zweck werden die Proteine nach Separation
Uber eine SDS-PAGE zunédchst auf eine Tragermembran transferiert. Das Prinzip des
Proteintransfers beruht dabei auf der Wanderung der negativ-geladenen SDS-Polypeptid-
Komplexe entlang eines elektrischen Feldes in Richtung der Anode, wobei diese durch
hydrophobe Wechselwirkungen an der Tragermembran haften bleiben. Im Anschluss kénnen
die auf die Tragermembran aufgebrachten Proteine mittels Bindung spezifischer Antikérper
detektiert werden (Immunodetektion).

Proteintransfer

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden mit Hilfe eines Tank-Blot-Systems
des Herstellers Bio-Rad (Munchen) auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran
(Rot®Fluoro PVDF, Roth, Karlsruhe) (ibertragen. Zu diesem Zweck wurde die Tragermembran
zundchst fr 5 min mit Methanol aktiviert und anschlieBend luftblasenfrei auf dem Proteingel
platziert. Beidseitig von Whatmann-Filterpapier sowie zwei Kunststoffschwdmmen um-
schlossen, wurde dieses sogenannte ,Sandwich® in die mit 500 ml Transferpuffer beflllte
Blotkammer eingespannt. Zur Kuhlung des Blotting-Prozesses wurde ein Kihlelement
verwendet. Der Proteintransfer erfolgte durch Anlegen einer konstanten Spannung von 100 V
far 60 min.

Ponceau S-Fiarbung

Zwecks Nachweis eines erfolgreichen Proteintransfers wurde die PVDF-Membran im
Anschluss an den Proteintransfer fir 5- 10 min mit Ponceau S-Lésung angefarbt. Durch
reversible Bindung des roten Farbstoffes Ponceau S an die geladenen Aminogruppen der
Proteine wurden diese auf der Tragermembran sichtbar gemacht. Uberschiissiger Farbstoff
wurde durch mehrmaliges Waschen mit dH->O entfernt.

Immunodetektion

Der Nachweis spezifischer, auf der Tragermembran befindlicher Proteine erfolgte durch
eine Antigen-Antikérperreaktion. Hierbei wird ein gegen das Zielprotein gerichteter Priméar-
antikérper wiederum von einem enzymgekoppelten Sekundarantikérper gebunden. Die
Zugabe eines Substrates ermdglicht im Folgenden die Detektion des Proteins auf der

Membran.
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Um unspezifische Antikérperbindungen zu reduzieren wurde die PVDF-Membran zunéchst
far 60 min bei RT mit einer Blocking-Lsung (5 % Milchpulver in 1XTBS mit 0,5 % Tween-20)
behandelt. Im Anschluss folgte die Inkubation mit dem in Blocking-L6sung verdinnten
Priméarantikérper (DKK3: 1:1000, B-Aktin: 1:5000) 0. N. bei 4 °C unter Schwenken. Am
nachsten Tag wurde unspezifisch gebundener Primarantikérper durch dreimaliges Waschen
der Membran fr jeweils 5 min mit Waschpuffer (1xTBS mit 0,5 % Tween-20) auf dem Schttler
entfernt. Im Anschluss wurde der entsprechenden Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelte
Sekundarantikérper (Dako) nach Herstellerangaben zugegeben und fir 60 min unter
Schwenken bei RT auf der Membran inkubiert. Erneutes dreimaliges Waschen fir 5 min mit
Waschpuffer auf dem Schittler diente der Entfernung unspezifisch gebundener
Sekundarantikdrper. AbschlieBend erfolgte die Visualisierung der Proteinbanden Uber eine
HRP-vermittelte Chemilumineszenz-Reaktion unter Verwendung des ECL Western Blotting
Substrate (Pierce, USA) gemaB Herstellerangaben. Hierbei resultierte die HRP-katalysierte
Oxidation von Luminol in der Abgabe eines Chemilumineszenz-Signals, welches auf einem

Réntgenfilm (Amersham Systems, Freiburg) detektiert werden konnte.

2.15 Zellbiologische Methoden

2.15.1 Kultivierung humaner Zelllinien

Samtliche Arbeitsschritte mit humanen Zellen wurden unter sterilen Bedingungen
(Sterilbank) durchgefiihrt um bakterielle sowie Kontaminationen durch Pilze zu vermeiden. Die
Kultivierung erfolgte basierend auf der Zelldichte in T25 (25 cm?)- oder T75 (75 cm?)-
ZellkulturgefaBen im Brutschrank (37 °C, 5 % CO.-Séttigung, 95 % Luftfeuchtigkeit). Alle
Zellkulturmedien enthielten als Minimalzusatz 10 % fetales Kalberserum (FKS) und 2 mMm
L-Glutamin sowie 50 U/ml Penicillin und 50 pg/ml Streptomycin zum Schutz vor bakterieller
Kontamination. Die genaue Zusammensetzung aller verwendeten Zellkulturmedien ist in
Abschnitt 2.6 aufgelistet. Um optimale Wachstumsbedingungen sicherzustellen, wurde das
Zellkulturmedium alle zwei bis drei Tage erneuert, so dass akkumulierende Stoffwechsel-
produkte entfernt und die Zellen mit neuen N&hrstoffen versorgt wurden. Als Kontrolle diente
ein im Medium enthaltender pH-Indikator (Phenolrot), dessen Farbumschlag eine Ansduerung
des Mediums durch Stoffwechselprodukte der Zellen signalisierte.
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2.15.2 Ernte humaner Zelllinien

Sobald die adharenten Zellen eine Konfluenz von 70 — 80 % erreicht hatten, erfolgte die
Ernte bzw. das Passagieren der Zellen. Zu diesem Zweck wurde zunachst das Zellkultur-
medium abgesaugt, die Zellen mit sterilem PBS gewaschen und diese nach Zugabe einer
Trypsin-EDTA-L&sung fir 5 min bei 37 °C inkubiert. Das Trypsin bewirkt den proteolytischen
Abbau von Adhasionsproteinen, so dass sich die adharenten Zellen von der Oberflache des
ZellkulturgefaBes l6sen. EDTA verstarkt diesen Effekt durch Bindung zweiwertiger Kationen
wie Mg?* und Ca?*, die flr die Zell-Matrix-Adh&sion bendtigt werden. Dieser Vorgang wurde
lichtmikroskopisch kontrolliert und nach Ablésen der Zellen durch Zugabe von FKS-haltigem
Zellkulturmedium gestoppt. Um die Trypsin-EDTA-L6sung zu entfernen wurden die Zellen
zunachst pelletiert (250 x g, 5 min) und dann in frischem Medium resuspendiert. Im Anschluss
konnten die Zellen neu ausgesat bzw. kryokonserviert oder fir funktionelle Analysen sowie far
eine RNA- und DNA-Isolation genutzt werden.

2.15.3 Kryokonservierung humaner Zelllinien

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen zunachst geerntet (siehe Abschnitt 2.15.2) und
nach einmaligem Waschen mit sterilem PBS in Einfriermedium (20 % FKS, 10 % DMSOQO)
aufgenommen. DMSO verhindert die Bildung von Eiskristallen in der Zellmembran und schitzt
damit die Zellen vor Schadigung durch den Einfriervorgang. Die Zellsuspension wurde in 1mL-
Kryoréhrchen aliquotiert und mittels einer mit Isopropanol gefillten Einfrierhilfe (Mr. Frosty,
Thermo Scientific, USA) langsam heruntergekthlt (-1 °G/min). Im Anschluss erfolgte die
Langzeit-Lagerung der Zellen in flissigem Stickstoff bei -196 °C.

Um die kryokonservierten Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden die Kryoréhrchen im
Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und die Zellsuspension im Anschluss umgehend in ein mit
10 ml erwéarmten Zellkulturmedium (20 % FKS) befllltes KulturgefaBB gegeben. Am néchsten
Tag erfolgte ein Mediumwechsel um toxische DMSO-Reste und abgestorbene Zellen zu

entfernen.

2.15.4 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl in einer Zellsuspension wurde mit Hilfe des CASY® Cell Counter and Analyzer
(OLS OMNI Life Science, Bremen) bestimmt. Das Messprinzip des CASY® basiert auf der
elektrischen Erfassung der Zellen beim Durchtritt durch eine Messpore. Dabei wird die Zellzahl
Uber die Zahl der Widerstandserhéhungen in einem elektrischen Feld quantifiziert. Zudem
kann zwischen vitalen und toten Zellen unterschieden werden. Wé&hrend vitale Zellen mit
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intakter Zellmembran den Stromfluss blockieren und so ein Signal generieren, das vom
Volumen der Zelle abhéangt, kann der Strom die geschadigte Zellmembran toter Zellen
durchdringen, so dass diese lediglich mit dem Volumen ihres Zellkerns erfasst werden. Zum
Zweck der Messung wurden 100 puL der Zellsuspension in 9,9 ml einer isotonischen Mess-
I6sung (CASYTON, OLS OMNI Life Science, Bremen) verdinnt und die unter Strom stehende
Messkapillare des CASY® Cell Counter and Analyzer in diese Messlésung eingefiihrt.

vitale

Zelle ] tote Zelle

Stromfluss
@

Stromfluss

0 10 20 30 pum 0 10 20 30 pm

Abbildung 2-5: Messprinzip des CASY® Cell Counter and Analyzer. Bei Eintritt in ein elektrisches
Feld verursachen die Zellen eine Widerstandserhdhung und kénnen auf diese Weise detektiert werden.
Das Signal vitaler Zellen hangt vom Volumen der Zelle ab, da eine intakte Zellmembran den Stromfluss
blockiert. Tote Zellen hingegen haben eine geschadigte Zellmembran, so dass sie lediglich mit dem
Volumen ihres Zellkerns erfasst werden. Verandert nach [186].

2.15.5 Generierung stabil genetisch-veranderter Transfektanden

Eine funktionelle Charakterisierung von DKK3 in den distinkten Subtypen des humanen
Mammakarzinoms sollte anhand stabil genetisch-veranderter Zellkulturmodelle durchgefihrt
werden. Fir die luminale Zelllinie MCF-7 lag ein solches Modell bereits vor [170]. Analog zum
MCF-7-Zellkulturmodell galt es im Rahmen dieser Arbeit ein weiteres luminales
(MDA-MB-453) sowie zwei basale Uberexpressions-Zellkulturmodelle (MDA-MB-436 und
MDA-MB-231) zu generieren. Zu diesem Zweck wurde das DKK3-Gen unter Kontrolle eines
CMV-Promotors stabil ins Genom eingebracht. Hierzu stand ein pcDNA3.1/V5-His-TOPO-
Vektor (Invitrogen, Karlsruhe), in den die DKK3-Sequenz kloniert war, sowie als Kontrolle der
entsprechende Leervektor ohne DKK3-Volllangen-cDNA bereits zur Verfigung (siehe
Abschnitt 2.12). Beide Vektoren mussten jedoch zunachst mittels Re-Transformation

vervielfaltigt werden (siehe Abschnitt 2.13.10).

G418-Konzentrationsbestimmung

Zwecks Selektion stabil-transfizierter Zellen wurde die Plasmid-vermittelte Resistenz

gegeniber Neomycin/Geneticin genutzt (siehe Abschnitt 2.12). Im Vorfeld zur Transfektion
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musste zunachst die letale Konzentration des eingesetzten Selektiv-Antibiotikums (G418) fur
die jeweiligen Zelllinien experimentell ermittelt werden. Zu diesem Zweck wurden 2 - 3x10°
Wildtyp-Zellen der entsprechenden Zelllinien in sterile 6-Well-Zellkulturschalen ausgesat und
flr 24 h unter Standardbedingungen (Abschnitt 2.15.1) kultiviert, um ein Adharieren der Zellen
zu gewahrleisten. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von G418 in unterschiedlichen
Konzentrationen zwischen 100 und 1000 pg/ml in das Zellkulturmedium. Zusatzlich diente ein
Ansatz mit Medium ohne Antibiotikum als Kontrolle. Alle drei Tage wurde ein Mediumwechsel
mit erneuter Antibiotika-Zugabe durchgefihrt. Nach insgesamt 14 Tagen Inkubation erfolgte
die Auswertung. Die niedrigste Antibiotika-Menge, die nach Ablauf der Inkubationszeit zum
Absterben aller Wildtyp-Zellen fUhrte, galt als optimale G418-Konzentration und wurde im
Folgenden zur Selektion der Transfektanden genutzt. Die in dieser Arbeit ermittelten letalen
G418-Konzentrationen fir die Selektion der stabil-transfizierten Mammakarzinom-Zelllinien
sind in Tabelle 2-32 aufgelistet.

Tabelle 2-32: Letale G418-Konzentrationen

Zelllinie G418-Konzentration
MDA-MB-231 700 pg/ml
MDA-MB-436 400 pg/ml
MDA-MB-453 600 pg/ml

Lipid-basierte Transfektion

Zwecks Transfektion wurden 2 - 3x10° Wildtyp-Zellen der jeweiligen Zelllinien in 6-Well-
Zellkulturschalen ausgesat und bis zu einer Konfluenz von 70 — 80 % unter Standard-
bedingungen (Abschnitt 2.15.1) kultiviert. Die anschlieBende Transfektion erfolgte mit Hilfe des
FuGENE HD Kits (Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben. Hierzu wurde ein Gemisch aus
ddH20 sowie 6 bzw. 8 pl Transfektionsreagenz und 2 pg Vektor-DNA (sieh Tabelle 2-33)
hergestellt und dieses fir 15 Minuten bei RT inkubiert. Wahrend der Inkubation kommt es zu
einer Bindung zwischen den positiv-geladenen Lipiden im Transfektionsreagenz und der
zugegebenen negativ-geladenen Vektor-DNA. Die Ansatze wurden im Anschluss trépfchen-
weise auf die in 2 ml Medium befindlichen Zellen gegeben und diese fur 72 h kultiviert (siehe
Tabelle 2-33). Durch eine Fusion der Liposom-DNA-Komplexe mit der eukaryotischen

Zellmembran gelangte die Vektor-DNA in die Zellen.
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Tabelle 2-33: Transfektions-Schema

Ansatz Funktion Fugene HD [pl]  Vektor-DNA [pg]  ddH20 [ul]
A Reagenzkontrolle 8 - 92

B DNA-Kontrolle - 2 100

C Selektionskontrolle - - 100

D Vollvektor 6:2 6 2 94

E Vollvektor 8:2 8 2 92

F Leervektor 6:2 6 2 94

G Leervektor 8:2 8 2 92

Selektion und Anzucht von Einzelklonen

Nach der Lipid-basierten Transfektion wurden die Ansatze C-G (Tabelle 2-33) durch
Trypsinieren geerntet, in jeweils 10 ml G418-haltiges Medium aufgenommen und geman dem
Schema in Tabelle 2-34 in 10 cm-Petrischalen ausgesat. Dieses Vorgehen diente der
Gewinnung stabil-transfizierter Einzel-Klone. Die beiden Ansatze A und B fungierten lediglich
als Kontrolle der Transfektion und wurden daher nicht weitergefuhrt.

Tabelle 2-34 Verdiinnungsreihe fiir die Einzelklon-Isolation

Verdiinnung 1:10 1:20 1:50 1:100 1:200 1:300 1:500
Medium [ml] 9,00 9,50 9,80 9,9 9,95 9,97 9,98
Zellsuspension [ul] 1000 500 200 100 50 30 20

Nach vollstandigem Absterben der nicht-transfizierten Wildtypzellen der mitgefihrten
Selektionskontrolle (Ansatz C) und der Bildung makroskopisch sichtbarer Kolonien in den
Ansatzen D-G konnte mit der Isolation der Einzel-Klone begonnen werden. Mit Hilfe von
Klonierungsringen wurden die Kolonien durch Trypsinieren von der Oberflache der
Petrischalen gelést und in die Kavitaten einer 96-Well-Zellkulturplatte Uberfihrt. Um
bestmdgliche Wachstumsbedingungen der selektierten Einzelklone zu gewahrleisten, erfolgte
die Kultivierung zun&chst mit konditioniertem Medium. Bei Erreichen einer Konfluenz von
80 - 90 % wurden die Zellen jeweils in das nachstgréBere Zellkulturgefa3 (48-/24-/6-Well-
Zellkulturplatte bzw. T25-/T75-Zellkulturflasche) umgesetzt. Zum Nachweis einer stabilen
Integration der Konstrukte in das Genom der Zellen erfolgte eine DNA-Extraktion. Um die
ektopische Expression von DKK3 zu analysieren wurden jeweils RNA- und Proteinproben

isoliert.

2.15.6 Zellpraparation fiir die Rasterelektronen-Mikroskopie (REM)

Zwecks Darstellung morphologischer Veranderungen von MDA-MB-436 Leervektor-
und -DKK3-Klonen mit Hilfe von REM-Bildern, wurden die Zellen zunachst flir 72 h unter
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Standardbedingungen (Abschnitt 2.15.1) auf mit Matrige[™-beschichteten Glas-Platten
kultiviert, die eine Ausbildung der Zellmorphologie gewahrleisteten. Die anschlieBende
Fixierung der Zellen erfolgte mit Hilfe von 3 % Glutaraldehyd in 0,1 M Natrium-Phosphat-Puffer
fir mindestens 4 h bei RT. Im nachsten Schritt wurden die Zellen mit 0,1 M Natrium-Phosphat-
Puffer gespult und Uber eine aufsteigende EtOH-Reihe (30 - 100 %) dehydriert. Der finale
Trocknungsschritt erfolgte durch eine Inkubation mit Hexamethyldisilazan far 10 min. Die
getrockneten Zellschichten wurden mittels Kathodenbestdubungs-Verfahren mit Gold
beschichtet (Sputter Coater EM SCD500, Leica, Wetzlar, Germany). Die Analyse der Zell-
proben erfolgte am Rasterelektronen-Mikroskop (ESEM XL 30 FEG, FEI Philips, Eindhoven,
Niederlande) im Hochvakuum bei einer Spannung von 10 kV. Séamtliche Trocknungsschritte
sowie die Goldbeschichtung und Aufnahme der Rasterelektronen-Mikroskopie-Bilder wurden
in der Elektronenmikroskopischen Einrichtung der Uniklinik RWTH Aachen durchgeflhrt.

2.16 Funktionelle in vitro-Experimente

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten funktionellen in vitro-Experimente dienten zum
einen dazu eine mdgliche Subtyp-spezifische Bedeutung eines DKK3-Expressionsverlustes
fir die Tumorgenese humaner Mammakarzinome zu untersuchen (Abschnitt 3.1) als auch
putative SFRP1-Mimetika anhand ihres Einflusses auf elementare Tumorzelleigenschaften zu
charakterisieren (Abschnitt 3.2). Fir die in vitro-Experimente wurden jeweils stabile
Uberexpressions-Zellkulturmodelle bzw. entsprechende Leervektor-transfizierte Kontrollen
verwendet, die eigens fir diese Versuche generiert wurden (siehe Abschnitt 2.15.5). Eine
Ausnahme bildeten das BT-20-SFRP1- sowie das MCF-7-DKK3-Zellkulturmodell, die bereits
im Vorfeld etabliert wurden [169, 170]. Zur Erhaltung der genomischen Veranderung der
Zellkulturmodelle, wurden die Zellen in allen in vitro-Experimenten stets unter Selektionsdruck
kultiviert. Die Konzentrationen der zugegebenen Selektiva ist in Abschnitt 2.3 bzw. 2.15.5
angegeben.

2.16.1 Koloniebildungstest

Der Koloniebildungstest (engl. Colony Formation Assay, CFA) ermdglicht es, neben einer
Quantifizierung des Zellwachstums, zusatzlich eine Aussage Uber das Koloniebildungs-
vermdgen sowie mdgliche morphologische Veranderungen der Zellen treffen zu kénnen. Zur
Durchfihrung des Koloniebildungstests wurden aus jeder Versuchsgruppe 103 Zellen im
Dreifachansatz in die Kavitaten einer 6-Well-Zellkulturschale in 2 ml Medium ausgesat und
Uber einen Zeitraum von 12 - 14 Tagen unter Aufrechterhaltung des Selektionsdrucks durch
Blasticidin bzw. G418 kultiviert. Alle 3 - 4 Tage erfolgte ein Mediumwechsel. Im Anschluss
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wurden die Zellen vorsichtig mit 1XxPBS gewaschen und anschlieBend fir 30 min mit 1 ml einer
Methanol- und Formaldehyd-haltigen, 0,5 %igen Kristallviolett-Losung fixiert und angeféarbt.
Nach dreimaligem Waschen der fixierten und angefarbten Kolonien mit H.O wurden diese
getrocknet, fotografiert und das Koloniewachstum mit Hilfe der Software ImageJ (National
Institute of Health, USA) densitometrisch ausgewertet.

Im Falle der Charakterisierung der potentiellen SFRP1-Mimetika hinsichtlich ihres Einfluss
auf das Koloniebildungsvermégen (Abschnitt 3.2.5.1) erfolgte zusatzlich am zweiten Tag der
Kultivierung die Zugabe der entsprechenden putativen SFRP1-Mimetika sowie des WNT-
Signalweg-Inhibitors 1CG-001 (Endkonzentration jeweils: 10 uM). Zudem wurde einem
Kontrollansatz DMSO in &quivalentem Volumenverhaltnis zu den Testsubstanzen hinzugefigt.
Jedem Mediumwechsel folgte eine erneute Zugabe der Test- und Kontrollsubstanzen.

2.16.2 Bestimmung des Zellwachstums

Bestimmung des Zellwachstums im DKK3-Uberexpressionsmodell

Zur Bestimmung des Zellwachstums in den DKK3-Uberexpressionsmodellen wurde die
Anderung der Zellzahl Uiber einen Zeitraum von 96 h ermittelt. Zu diesem Zweck wurden
zunachst pro Versuchsgruppe je 5x10* Zellen im Dreifachansatz in 6-Well-Zellkulturschalen
ausgesat, Uber 96 h unter G418-Selektionsdruck kultiviert und anschlieBend die Zellzahl mit
Hilfe des CASY® Cell Counter and Analyzer (siehe Abschnitt 2.15.4) bestimmt.

Bestimmung der dosisabhdngigen Wachstumsinhibition durch putative SFRP1-

Mimetika

Zur Bestimmung der dosisabhangigen Wachstumsinhibition durch die potentiellen SFRP1-
Mimetika (Abschnitt 3.2.2) wurden zunachst pro Versuchsgruppe je 2x10* Zellen im
Dreifachansatz in 12-Well-Zellkulturschalen ausgeséat und fir 24 h in 1 ml reinem Medium
kultiviert, um ein Anwachsen der Zellen ohne Beeinflussung durch die Testsubstanzen zu
gewahrleisten. Im Anschluss erfolgte ein Mediumwechsel unter Zugabe der putativen SFRP1-
Mimetika in der gewilinschten Konzentration. Da die Testsubstanzen in DMSO gel&st vorlagen,
fungierte reines DMSO, in einem Volumen aquivalent zum gréBten eingesetzten Volumen der
Testsubstanzen, als Kontrolle und durfte aufgrund seiner zelltoxischen Eigenschaften jeweils
eine Endkonzentration von 0,5 % nicht Uberschreiten [187]. Nach einer 72-stiindigen
Inkubation mit den potentiellen SFRP1-Mimetika wurde die Zellzahl mit Hilfe des CASY® Cell
Counter and Analyzer (siehe Abschnitt 2.15.4) bestimmt und jeweils auf die Zellzahl der
DMSO-Kontrolle normiert.
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2.16.3 Caspase 3/7-Aktivitatsmessung

Um eine mdgliche, Gber DKK3 bzw. die potentiellen SFRP1-Mimetika vermittelte
Sensitivierung gegenliber pro-apoptotischen Reizen zu analysieren, wurde die Aktivitat der
Effektor-Caspasen 3/7, als Indikator der Apoptose, mit Hilfe des ApoOne® Homogeneous
Caspase 3/7 Assays (Promega) gemanB Herstellerangaben ermittelt. Die Detektion der aktiven
Caspasen 3/7 beruht auf der Umwandlung des zugesetzten, nicht fluoreszierenden Rhodamin-
Derivats Z-DEVD-R110 in den Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 110 (Anregung A = 499 nm,
Emission A = 521 nm) Uber Abspaltung des DEVD-Peptids durch die Effektor-Caspasen. Das
entstehende Fluoreszenzsignal kann an einem Microplate-Readerquantifiziert werden. Die auf
diesem Wege bestimmte Aktivitdt der Effektor-Caspasen korreliert wiederum mit der
Apoptoserate. Zu diesem Zweck wurden zundchst pro Versuchsgruppe 2x10* Zellen im
Dreifachansatz in 50 uL Medium in die Kavitaten einer 96-Well-Zellkulturschale ausgesét und
24 h unter Standardbedingungen (Abschnitt 2.15.1) kultiviert. Im Anschluss erfolgte eine
24-stindige Apoptose-Induktion durch Zugabe von Staurosporin in einer Endkonzentration
von 1 uM [188]. Ansétze ohne Staurosporin dienten als Negativkontrolle. Am nachsten Tag
wurden den Zellen jeweils 50 pl des Caspase 3/7-Substrats (1:100 in Lysepuffer verdiinnt)
zugesetzt und die Ansétze fir 4 h lichtgeschutzt bei RT inkubiert. Im Anschluss konnte der
Uberstand in eine schwarze 96-Well-Zellkulturplatte (iberfiihrt und das Fluoreszenzsignal am
Microplate-Reader (Tecan, Schweiz) quantifiziert werden. Ein mégliches Hintergrundrauschen
wurde durch Subtraktion der Grundfluoreszenz des Mediums herausgefiltert.

Im Falle der Charakterisierung der potentiellen SFRP1-Mimetika hinsichtlich ihres
Einflusses auf die Apoptose-Induktion (Abschnitt 3.2.5.2) folgte einer 24-stindigen
Kultivierung unter Standardbedingungen nach Zell-Aussaat zunachst eine Inkubation der
Zellen mit den entsprechenden putativen SFRP1-Mimetika sowie des WNT-Signalweg-
Inhibitors ICG-001 (Endkonzentration jeweils: 10 uM) Gber einen Zeitraum von 24 h bevor mit
der Apoptose-induktion tber die Zugabe von Staurosporin begonnen werden konnte. Reines
DMSO, in einem aquivalenten Volumenverhaltnis zu den Testsubstanzen, diente als Kontrolle.

2.16.4 Zell-Matrix-Adhasionstest

Der Zell-Matrix-Adhasionstest untersucht die Fahigkeit von Zellen innerhalb eines
bestimmten Zeitraumes an eine Oberflaiche zu adhérieren. In diesem Fall stellte diese
Oberflache eine mit Matrige™ Basement Membrane Matrix (BD Biosciences, Bedford, MA,
USA) beschichtete Kavitat einer 6-Well-Zellkulturschale dar. Matrige™ entstammt dem
Engelbrecht-Holm-Swarm (EHS)-Maus-Sarkom, einem an extrazellularen Matrixproteinen
reichen Tumor, und dient der Simulation der nattrlichen Basalmembran. Zur Beschichtung der
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6-Well-Zellkulturschalen wurde den Kavitaten je 1 ml FKS-freies Zellkulturmedium gegeben,
dem Matrigel™ in einer Endkonzentration von 10 pg/ml zugefligt war. Das Matrige™ setzte
sich auf der Oberflache des ZellkulturgeféaBes ab und polymerisierte innerhalb von 2 Stunden
bei RT aus. AnschlieBend konnte der fliissige Uberstand abgenommen und die Beschichtung
vorsichtig mit FKS-freiem Medium gewaschen werden. Im n&chsten Schritt wurden pro
Versuchsgruppe 3-5x10° Zellen (abhangig vom jeweiligen Zellkulturmodell) im
Dreifachansatz in 2 ml FKS-freiem Medium in die beschichteten Kavitaten der Zellkulturschale
gegeben. Nach einer Inkubationsdauer Uber 60 min bei 37 °C im Brutschrank erfolgte die
Entfernung aller nicht-adharenten Zellen durch zweimaliges Waschen mit FKS-freiem Medium.
Im Anschluss wurden die adharenten Zellen mittels 10-minutiger Inkubation mit 70 %igem
EtOH fixiert und mit einer 0,1 %igen Kristallviolett-Lésung angefarbt. Nach 20 min wurde
Uberschissiger Farbstoff durch dreimaliges Waschen mit H>O entfernt und die
Zellkulturschalen Gber Nacht bei 37 °C getrocknet. Am néchsten Tag konnte der in den Zellen
gebundene Farbstoff mit Hilfe von 0,02 % Triton—X und Isopropanol gelést werden. Die Menge
des geldsten Farbstoffes war proportional zur Anzahl adharenter Zellen und konnte bei einer
Wellenlange von A = 590 nm im Microplate-Reader (Tecan, Schweiz) fotometrisch quantifiziert
werden. Um eine mogliche Hintergrundfarbung herauszufiltern, wurden zellfreie, mit Matrige/™
beschichtete Kontrollansatze mitgefihrt und deren Messwerte jeweils von denen der
Versuchsansétze subtrahiert.

2.16.5 Wundheilungstest

Der Wundheilungstest diente dazu den Einfluss von DKK3 bzw. den putativen SFRP1-
Mimetika auf das Migrationsverhalten humaner Mammakarzinom-Zelllinien zu analysieren.
Dabei wird die Fahigkeit der Zellen untersucht eine zellfreie Flache (Wunde) durch Migration
zu besiedeln. Diese zellfreie Flache wurde mit Hilfe von Silikonrahmen (/bidi, Martinsried)
erzeugt. Zu diesem Zweck wurden die Silikonrahmen unter sterilen Bedingungen in die
Kavitaten einer 6-Well-Zellkulturschale eingesetzt und die Teilkammern der Silikonrahmen
jeweils mit einer entsprechenden Zellzahl (BT-20: 2x10% MDA-MB-231: 2,5x104,
MDA-MB-436: 3,5x10* Zellen) in 100 ul Medium im Dreifachansatz beflllt, so dass am
nachsten Tag ein konfluenter, einschichtiger Zellrasen entstanden war. Durch Entfernung des
Silikonrahmens entstand an der Stelle des Mittelsteges zwischen den Teilkammern eine
zellfreie Flache (Wunde) mit einer definierten Breite von 500 + 50 um. Die Zellen wurden
anschlieBend zweimal vorsichtig mit 1xPBS gewaschen, um nicht-adharente Zellen sowie
Zelltrimmer zu entfernen und die Kavitaten der 6-Well-Zellkulturschalen mit je 2 ml Medium
beflllt. Der Wundschluss wurde in definierten Zeitabstanden mit Hilfe eines Mikroskops

(Axiovert TV100, Zeiss) und einer hochauflésenden ColourVision Ill CCD Kamera sowie der
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Software analySIS pro (Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, Minster) fotodokumentiert.
Dabei wurde fir jede Probe immer der gleiche Ausschnitt der Wunde in einer 25-fachen
VergréBerung aufgenommen. Die zellfreie Flache (in Pixel) konnte mit Hilfe der Software
ImageJ quantifiziert werden und wurde jeweils auf die urspringliche WundgréBe zum
Zeitpunkt T = 0 h normiert.

Im Falle der Charakterisierung der potentiellen SFRP1-Mimetika hinsichtlich ihres
Einflusses auf das Migrationsverhalten (Abschnitt 3.2.5.3) wurden dem Zellkulturmedium
zusatzlich die entsprechenden putativen SFRP1-Mimetika sowie der WNT-Signalweg-Inhibitor
ICG-001 (Endkonzentration jeweils: 10 uM) hinzugefligt. Einem zusétzlichen Kontrollansatz
wurde DMSO in einem &quivalenten Volumenverhaltnis zu den Testsubstanzen, hinzugefigt.

2.17 Statistische Methoden

Alle statistischen Auswertungen wurden mit Hilfe der Programme SPSS 20.0 (SPSS,
Chicago, IL, USA) und GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)
durchgeflhrt und waren stets zweiseitig angelegt. Als statistisch signifikant definiert war eine
Fehlerwahrscheinlichkeit von P < 0,05. Ein Vergleich von zwei unabhangigen Gruppen
erfolgte mit Hilfe des nicht-parametrischen Mann-Whitney U-Tests. Fir den Vergleich von
mehr als zwei unabhangigen Gruppen untereinander wurde der Kruskal-Wallis Test mit
nachfolgendem Dunn’s multiplem Vergleichstest angewendet. Beeinflussten zwei un-
abhangige Faktoren das Ergebnis, erfolgte die statistische Auswertung mittels zweifaktorieller
Varianzanalyse. Ein maéglicher signifikanter Unterschied zwischen einzelnen Messpunkten
wurde in diesem Fall mit Hilfe des Bonferroni Post-Tests bestimmt. Bivariate Korrelations-
analysen zwischen der DKK3-Expression und den klinisch-pathologischen Parametern der
Patientenkohorten erfolgte mittels Kreuztabellen unter Anwendung des exakten Tests nach
Fisher. Die Korrelationsanalyse zwischen der DKK3-mRNA-Expression und der DNA-
Methylierung des DKK3-Gens wurden mit Hilfe der Bravais-Pearson-Methode durchgefiihrt.
Um die prognostische Relevanz eines DKK3-Expressionsverlustes in humanen Mamma-
karzinomen zu bestimmen wurde eine univariate Uberlebensanalyse nach der Methode von
Kaplan und Meier mit Hilfe des Online-Programmes Kaplan-Meier Plotter durchgefihrt [189].
Die ICso-Werte (halbmaximale inhibitorische Konzentration) der untersuchten putativen
SFRP1-Mimetika sowie der Inhibitoren des WNT-Signalweges wurden naherungsweise
mittels linearer Regression bestimmt. Hierzu wurde zunachst die Steigung der ermittelten
Dosis-Wirkungskurve im Bereich des erwarteten ICso-Wertes berechnet. Uber eine Geraden-
gleichung mit der berechneten Steigung und dem Ordinatenschnittpunkt (Zellzahl) bei 0,5
konnte der gesuchte ICso-Wert ndherungsweise ermittelt werden.
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3. Ergebnisse

Das humane Mammakarzinom ist weltweit die hdufigste Krebserkrankung der Frau und
zudem verantwortlich fir den groBten Anteil krebsbedingter weiblicher Sterbefélle [5].
Ursachlich fir die hohe Mortalitat ist unter anderem das oftmalige Auftreten von Resistenzen
gegenlber einzelnen Pharmazeutika sowie ein Mangel an effektiven, zielgerichteten
Therapien zur Behandlung triple-negativer Tumoren, fir die neben der klassischen, mit starken
Nebenwirkungen behafteten Chemotherapie bislang kaum zugelassene, alternative Therapie-
mdglichkeiten existieren [34]. Dies unterstreicht die Notwenigkeit der Entwicklung neuer, ziel-
gerichteter und damit weniger toxischer Therapien fir das humane Mammakarzinom. Im
Fokus stehen hier vor allem Substanzen, die spezifisch tumorrelevante Signalwege und
Prozesse inhibieren.

Einen mdglichen therapeutischen Ansatzpunkt stellt der WNT-Signalweg dar. Eine
Deregulation dieses fir die Tumorentstehung zentralen Signalweges ist bereits fir viele
humane Tumorentitaten belegt, so auch fir das Mammakarzinom, und mit einer schlechten
Uberlebensprognose assoziiert [191-194]. Eine Ursache der aberranten Aktivierung des WNT-
Signalweges ist unter anderem ein Expressionsverlust seiner Antagonisten, der haufig die
Folge einer Hypermethylierung des Promotors der jeweiligen codierenden Gene ist [88, 195-
197]. Zu diesen WNT-Inhibitoren gehdren beispielsweise die beiden bekannten
Tumorsuppressoren DKK3 und SFRP1.

3.1 Charakterisierung des putativen Tumorsuppressors DKK3 im

humanen Mammakarzinom

Ein Verlust der DKK3-Expression ist fir zahlreiche humane Krebsentitaten, einschlieBlich
des Mammakarzinoms, bereits beschrieben [130]. So zeigen maligne Brusttumoren im Median
eine um 70 % niedrigere DKK3-mRNA-Expression als gepaarte Brust-Normalgewebe [190].
Als Ursache fir den Expressionsverlust wird eine Hypermethylierung des DKK3-Gens
verantwortlich gemacht, die zugleich mit einer schlechten Uberlebensprognose von Brust-
krebspatienten (gesamt und rezidivfrei) assoziiert ist [142, 191]. Zudem belegen mehrere in
vitro- als auch in vivo-Studien die tumorsuppressive Wirkung von DKK3 im humanen
Mammakarzinom, die sich vor allem in einer DKK3-vermittelten Reduktion des Tumorzell-
wachstums [142, 192], als auch einer mdglichen Involvierung von DKK3 in die Aufrecht-
erhaltung einer epithelialen Differenzierung [142, 193] &auBert. Die bisherigen Daten
berlcksichtigten dabei jedoch nicht die Heterogenitat der Brustkrebserkrankung. Daher galt
es im Rahmen dieser Dissertation erstmalig eine umfassende, Subtyp-spezifische

Charakterisierung der DKK3-Funktion im humanen Mammakarzinom durchzufihren.
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3.1.1 Verlust der DKK3-Expression im humanen Mammakarzinom

Zur Evaluierung eines mdglichen Subtyp-spezifischen DKK3-Expressionsverlustes im
humanen Mammakarzinom erfolgte zunachst eine Real-Time-basierte Expressionsanalyse
unter Verwendung von 30 kryokonservierten Brusttumor- und 11 Brust-Normalgewebsproben.
Die klinisch-pathologischen Parameter dieses Kollektivs sind in Tabelle 6-1 des Anhangs
zusammengefasst. Im Vergleich zu gesundem Brustgewebe wiesen die untersuchten
Mammakarzinome im Median eine Reduktion der DKK3-mRNA-Expression um den Faktor 5
auf (Abbildung 3-1A).
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Abbildung 3-1: Verlust der DKK3-mRNA-Expression in humanen, kryokonservierten Mamma-
karzinomen (A) Die kryokonservierten Proben von 30 Mammakarzinomen zeigten in der Real Time-
PCR-basierten Expressionsanalyse eine deutlich geringere DKK3-mRNA-Expression im Vergleich zu
Brust-Normalgeweben (n=11). (B) Die Subgruppenanalyse der Proben aus A offenbarte den starksten
Verlust der DKK3-mRNA-Expression in Karzinomen des IHC-definierten Subtyps TNBC. Die
Normierung aller Proben erfolgte auf die mediane DKK3-mRNA-Expression der Normalgewebe. Das
Haushaltsgen GAPDH fungierte als interner Standard der relativen Expression. Horizontale Linien der
Boxplots: Mediane. Vertikale Linien: Minima und Maxima. Boxen: 25 %- bis 75 %-Quartile. ns: nicht
signifikant; * P < 0,05; *** P < 0,001 (zweiseitiger Dunn’s multipler Vergleichstest).

Anhand immunhistochemischer (IHC) und Fluoreszenz-in situ-Hybridisierungs (FISH)-
Daten fiir den Ostrogen (ER)-, Progesteron (PR)- und HER2/NEU-Rezeptor erfolgte zusatzlich
eine Stratifizierung der Patientenkohorte in die drei Subtypen ,TNBC*, ,HER2-positiv‘ und
,Luminal“ [37, 163]. Die Subgruppenanalyse der DKK3-mRNA-Expression ergab einen, im
Vergleich zu den Kontroll-Normalgeweben, hochsignifikanten Expressionsverlust in den
aggressiven, triple-negativen Tumoren (TNBC, medianer Fold Change (FC): 12,7; P < 0,001;
Abbildung 3-1B). Hingegen erwies sich die Herabregulation der DKK3-mRNA-Expression in
HER2-positiven (medianer FC: 3,9) und luminalen Fallen (medianer FC: 2,0) als nicht

signifikant.
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Gestutzt wurden diese Beobachtungen durch eine mit Hilfe des exakten Tests nach Fisher
ermittelte, positive Korrelation zwischen einer niedrigen DKK3-mRNA-Expression und einem
negativen Hormonrezeptor-Status (ER: P< 0,01 und PR: P=0,066; Tabelle 3-1). Ferner
zeigte sich eine signifikante Assoziation zwischen einer reduzierten DKK3-Expression und
einem hohem Tumorgrad (P < 0,05; Tabelle 3-1). Diese Verknipfung deutet auf eine mogliche
Funktion von DKK3 in der epithelialen Differenzierung hin [22].

Tabelle 3-1: Korrelation der klinisch-pathologischen Parameter des Kryogewebe-Kollektivs mit
der DKK3-mRNA-Expression.

DKK3 hoch®
15 (50,0 %)

DKK3 niedrig® P-Wert¢
15 (50,0 %) -

Parameter n?

Gesamt 30

Alter bei Diagnosestellung

< 63 Jahre 14 10 (71,4 %) 4 (28,6 %)
0,066
2 63 Jahre 16 5 (31,3 %) 11 (68,7 %)
TumorgréBed
pT1 14 8 (57,2 %) 6 (42,8 %)
0,715
pT2-3 16 7 (43,7 %) 9 (56,3 %)
Lymphknoten-Status®
pNO 17 7 (41,2 %) 10 (58,2 %)
0,462
pN1-3 12 7 (58,3 %) 5 (41,7 %)
Histologischer Tumorgrad®
G1-2 8 7 (87,5 %) 1(12,5 %)
0,035
G3 22 8 (36,4 %) 14 (63,6 %)
(")strogenrezeptor-Status
negativ (IRSf 0-2) 16 4 (25,0 %) 12 (75,0 %)
N f 0,009
positiv (IRS' 3-12) 14 11 (78,6 %) 3 (21,4 %)
Progesteronrezeptor-Status
negativ (IRS' 0-2) 15 5 (33,3 %) 10 (66,7 %)
N f 0,066
positiv (IRS 3-12) 15 10 (66,7 %) 5 (33,3 %)
HER2-Status?
negativ 24 11 (45,8 %) 13 (54,2 %) 0.651
positiv 6 4 (66,7 %) 2 (33,3 %) ’

aWeibliche Patientinnen mit primarem, unilateralem, invasivem Mammakarzinom. °Die relativen
Expressionswerte wurden an der medianen DKK3-mRNA-Expression dichotomisiert. Das Haushaltsgen
GAPDH fungierte als interner Standard der relativen Expression. cExakter Test nach Fisher (zweiseitig).
Signifikante P-Werte (P < 0,05) sind durch Fettdruck hervorgehoben. {GeméaB TNM-Klassifikation nach
Sobin und Wittekind [23]. ®Gem&B Bloom und Richardson, modifiziert nach Elston und Ellis [22].
fimmunoreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner [194]. 9Uberexpression des ERBB2-Gens
(HER2/NEU) wurde geméaB dem IHC-basierten DAKO-Score-System diagnostiziert. Bei zweifelhaften
Féllen (DAKO-IHC: 2+) erfolgte zusatzlich eine Untersuchung auf Amplifikation des Gens mittels FISH-
Test. Prozentangaben kénnen aufgrund von Rundungsfehlern ungleich 100 % sein.

Die Validierung der generierten mRNA-Expressionsdaten sowie deren Korrelationen mit

den Klinisch-pathologischen Parametern erfolgte anhand der in silico-Analyse eines
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unabhé&ngigen Datensatzes des TCGA-Portals [166, 167] (siehe Abschnitt 2.1.3). Die klinisch-
pathologischen Parameter des TCGA-Expressionsdatensatzes sind in Tabelle 6-4 des
Anhangs aufgelistet. Die Auswertung der [llumina-HiSeq-Expressionsanalyse von 791
PAM50-klassifizierten Brustkrebs-Fallen und 113 Normalgeweben der Brust ergab einen
hochsignifikanten Verlust der DKK3-mRNA-Expression in allen klinisch-relevanten Brustkrebs-
Subtypen (fiir alle P<0,001; Abbildung 3-2). In Ubereinstimmung mit dem eigenstandig
generierten mMRNA-Expressionsdatensatz zeigte sich der starkste DKK3-Expressionsverlust
gegenliber den Normalgewebe-Kontrollen in dem intrinsischen Subtyp Basal-like (medianer
FC: 5,1), welcher Uberwiegend dem IHC-definierten TNBC-Subtyp entspricht [44, 195].
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Abbildung 3-2: Verlust der DKK3-mRNA-Expression in humanen Mammakarzinomen (in silico-
Datensatz). Die in silico DKK3-mRNA-Expressionsanalyse von 791 PAM50-klassifizierten Brusttumor-
und 113 Brust-Normalgewebsproben, dargestellt als Heatmap (links) und Boxplots (rechts), bestétigte
die Herabregulation der DKK3-mRNA-Expression im humanen Mammakarzinom. Rot: hohe, schwarz:
intermedidre, grin: niedrige DKK3-mRNA-Expression. Horizontale Linien der Boxplots: Mediane.
Vertikale Linien: Minima und Maxima. Boxen: 25 %- bis 75 %-Quatrtile; ** P < 0,01; *** P < 0,001 (zwei-
seitiger Dunn’s multipler Vergleichstest).

Die Analyse der klinisch-pathologischen Parameter der TCGA-Kohorte mittels exaktem
Test nach Fisher bestatigte die Verknlpfung zwischen einem Verlust der DKK3-mRNA-
Expression und dem aggressiven triple-negativen Mammakarzinom. So Korrelierte eine
niedrige DKK3-Expression signifikant mit einem negativen Hormonrezeptor- (P < 0,001) und
HER2-Status (P < 0,05) und konnte zudem vermehrt in gréBeren Brusttumoren beobachtet
werden (P < 0,01; Tabelle 3-2). Aufgrund fehlender Information Uber den Differenzierungsgrad
der Tumoren war es nicht mdglich eine potentielle Korrelation zwischen einem Verlust der
DKK3-Expression und einer schlechten Differenzierung der Tumoren (Tumorgrad gréBer G2),
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wie sie anhand des Kryogewebe-Kollektivs beobachtet wurde, am unabhéngigen in silico-
Kollektiv des TCGA-Datenportals zu verifizieren.

Tabelle 3-2: Korrelation der klinisch-pathologischen Parameter des in silico-Datensatzes (TCGA)
mit der DKK3-mRNA-Expression.

Parameter n? DKK3hoch® DKK3 niedrigt P-Wert®
Gesamt 791 401 (50,7 %) 390 (49,3 %) -

Alter bei Diagnosestellung

< 58 Jahre 409 213 (52,1 %) 196 (47,9 %) 0.434

> 58 Jahre 382 188 (49,2%) 194 (50,8 %)
TumorgroBed

pT1 209 123 (58,9 %) 86 (41,2 %) 0,006

pT2-4 582 278 (47,8 %) 304 (52,2 %)
Lymphknoten-Status®

pNO 375 178 (47,5%) 197 (52,5 %) 0,073

pN1-3 403 218 (54,1 %) 185 (45,9 %)
Ostrogenrezeptor-Status

negativ (IRS® 0-2) 176 61 (34,7%) 115(65,3 %) < 0,001

positiv (IRS® 3-12) 577 321 (55,6 %) 256 (44,4 %)
Progesteronrezeptor-Status

negativ (IRS® 0-2) 246 96 (39,0%) 150 (61,0 %) < 0,001

positiv (IRS® 3-12) 504 285 (56,6 %) 219 (43,5 %)
HER2-Status'

negativ 600 296 (49,3 %) 304 (50,7 %) 0,041

positiv 102 62 (60,8 %) 40 (39,2 %)

aWeibliche Patientinnen mit primarem, invasivem Mammakarzinom. °®Die relativen mRNA-
Expressionsdaten wurden am Median dichotomisiert. °Exakter Test nach Fisher (zweiseitig).
Signifikante P-Werte (P < 0,05) sind durch Fettdruck hervorgehoben. dGemaB TNM-Klassifikation nach
Sobin und Wittekind [23]. elmmunoreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner [194].
Uberexpression des ERBB2-Gens (HER2/NEU) wurde gemaB dem IHC-basierten DAKO-Score
System diagnostiziert. Prozentangaben kénnen aufgrund von Rundungsfehlern ungleich 100 % sein.

Als nachstes galt es den auf mMRNA-Ebene gezeigten Verlust der DKK3-Expression auf
Proteinebene zu verifizieren. Zu diesem Zweck erfolgte die immunhistochemische Analyse von
mehreren hundert Brusttumor-Fallen in Form eines Tissue Microarrays (TMAs) sowie von elf
Brust-Normalgeweben anhand einzelner Gewebeschnitte. Der TMA umfasste insgesamt 772
Mammakarzinom-Proben und wurde bereits in anderen Studien publiziert [164, 165]. Fur 463
Falle lagen auswertbare DKK3-Proteinexpressions-Daten sowie Informationen tber ER-, PR-
und HER2-Status vor, so dass diese fur die folgende Expressionsstudie genutzt werden
konnten (siehe Abschnitt 2.1.2). Die klinisch-pathologischen Parameter der fir die Analyse
verwendeten Tumoren des TMAs sind in Tabelle 6-2 (Anhang) zusammengefasst.
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In Abbildung 3-3A-E sind reprasentative Aufnahmen der immunhistochemischen Farbung
der DKK3-Proteinexpression gesunder Brust- sowie Brusttumor-Gewebeschnitte gezeigt. In
normalem epithelialen Brustgewebe wurde eine moderate, Uberwiegend zytoplasmatische
DKKS3-Proteinexpression detektiert (Abbildung 3-3A), wahrend in epithelialen Brustkrebszellen

eine vorwiegend schwache, zytoplasmatische Expression des DKK3-Proteins zu erkennen
war (Abbildung 3-3C-E).

DKK3-Farbung (IRS)
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Abbildung 3-3: Der DKKS3-Protein-Expressionsverlust im humanen Mammakarzinom.
(A-E) Reprasentative  Aufnahmen der immunhistochemischen Untersuchung der DKKS3-
Proteinexpression in gesunden Brust- sowie Mammakarzinom-Gewebeschnitten. (A) Normales
epitheliales Brustgewebe zeigte eine moderate, Uiberwiegend zytoplasmatische DKK3-Immunreaktivitat,
wéahrend (B) die Primarantikdrper-Kontrolle kein Signal aufwies. In Mammakarzinomen konnte eine
Uberwiegend schwache DKK3-Expression festgestellt werden, mit der niedrigsten Intensitat in Féllen
des (C) triple-negativen Brustkrebs (TNBC) im Vergleich zu (D) HER2-positiven und (E) luminalen
Karzinomen. (F) Die Boxplot-Analyse verdeutlicht die signifikante Herabregulation der DKK3-
Expression in Tumoren der IHC-definierten Subtypen TNBC (n=54), HER2-positiv (n=47) und Luminal
(n=362). IRS: immunoreaktiver Score nach Remmele und Stegner [194]. Horizontale Linien der
Boxplots: Mediane. Vertikale Linien: Minima und Maxima. Boxen: 25 %- bis 75 %-Quartile. * P < 0,05;
*** P < 0,001 (zweiseitiger Dunn’s multipler Vergleichstest).

Durch die Quantifizierung der DKK3-Farbung unter Verwendung eines von Remmele und
Stegner entwickelten immunreaktiven Scores (IRS) [194] ergab sich eine im Vergleich zu den
Normalgewebe-Kontrollen (medianer IRS=4) statistisch signifikante Herabregulation der
DKKS3-Proteinexpression sowohl in triple-negativen Tumoren (TNBC; n=54; medianer IRS=2;
P <0,001) als auch HER2-positiven (n=47; medianer IRS=3; P < 0,05) und luminalen
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Mammakarzinomen (n=362; medianer IRS=3; P < 0,05). Im Einklang mit den mRNA-Daten
zeigte sich hier ebenfalls der starkste Verlust der DKK3-Proteinexpression in den IHC-
klassifizierten triple-negativen Brustkrebsfallen (Abbildung 3-3F).

3.1.2 DNA-Hypermethylierung der DKK3-Gensequenz

Eine Reduktion der DKK3-Expression im humanen Mammakarzinom wurde bereits in
mehreren Studien gezeigt [142, 145, 190] und konnte im Rahmen dieser Arbeit sowohl auf
mRNA- als auch auf Proteinebene bestatigt werden (siehe Abschnitt 3.1.1). DarUber hinaus
offenbarte die in dieser Dissertation erstmalig durchgeflihrte Subtyp-spezifische Expressions-
analyse einen differenziellen DKK3-Expressionsverlust in den distinkten Brusttumor-Subtypen
mit der starksten Reduktion in triple-negativen Karzinomen. Eine mdégliche Ursache dieses
Expressionsverlustes stellt eine DNA-Hypermethylierung des DKK3-Gens dar. In einer
vorangegangenen Studie der AG Dahl konnte bereits mittels methylierungsspezifischer PCR
(MSP) eine positive Korrelation zwischen einer reduzierten DKK3-mRNA-Expression und einer
erhéhten DNA-Hypermethylierung des DKK3-Gens im humanen Mammakarzinom
nachgewiesen werden [190]. Im Folgenden galt es diese Daten mit Hilfe der sensitiveren und
zudem quantitativen Methode der Pyrosequenzierung zu Uberprifen. Zudem sollte untersucht
werden, ob den beobachteten Subtyp-spezifischen DKK3-Expressionsunterschieden ein
differenzielles DNA-Methylierungsmuster in den distinkten Brustkrebs-Subtypen zu Grunde
liegt.

Der zu diesem Zweck mittels Pyrosequenzierung analysierte Bereich befand sich in der 5*-
Region des DKK3-Gens in unmittelbarer Nachbarschaft zur Hybridisierungsregion der DKK3-
MSP-Primer aus der oben genannten Studie der AG Dahl [190]. Die Lage des pyro-
sequenzierten Genabschnitts sowie die Hybridisierungsregionen der DKK3-MSP-Primer sind
schematisch in Abbildung 3-4 illustriert. Die analysierte Gensequenz deckt vier CpG-
Dinukleotide ab und ist innerhalb einer CpG-Insel nahe des Translationsstartpunktes in Exon 2
lokalisiert. CpG-Inseln sind definiert als DNA-Sequenzen, die einen hohen CpG-Dinukleotid-
Gehalt aufweisen und befinden sich haufig in regulatorischen Genabschnitten nahe des
Transkriptionsstartpunktes [97, 196, 197]. Diese Bereiche beinhalten neben dem Kern-
promotor ebenfalls zusatzliche Bindungsstellen fir Gentranskriptions-verstarkende
bzw. -schwachende Faktoren, sogenannte Enhancer bzw. Silencer. Uber eine in silico-
Sequenzanalyse mit Hilfe der Software Genomatix konnte eine potentielle Enhancer-Sequenz
innerhalb des pyrosequenzierten Genabschnitts identifiziert werden.
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Abbildung 3-4: Schematische Darstellung der untersuchten 5’-Region des DKK3-Gens. Die obere
Darstellung zeigt den auf Chromosom 11p15.2 Iokalisierten DKK3-Genbereich, welcher sich Uber 8
Exons erstreckt. Die codierende Sequenz (orange Boxen, CDS) ist flankiert von der 5-untranslatierten
Region (5’UTR) sowie der 3'UTR (gelbe Boxen). Die mittlere Darstellung (Methprimer-Datenbank) zeigt
zwei CpG-Inseln (hellblau), die in der 5-Region des DKK3-Gens lokalisiert sind. Diese Sequenz
erstreckt sich Uber den Promotorbereich sowie die ersten beiden Exons. Der griine Pfeil markiert den
Transkriptions-, der schwarze Pfeil den Translationsstartpunkt, welcher sich in Exon 2 befindet. Einzelne
CpG-Dinukleotide sind als vertikale rote Striche unterhalb der Abszisse eingezeichnet. Auf der Ordinate
ist der prozentuale CG-Anteil der Gensequenz aufgetragen. Die untere Darstellung illustriert die mittels
Pyrosequenzierung erfasste DKK3-Gensequenz mit den entsprechenden CpG-Dinukleotide 1-4 (blaue
Boxen) sowie einer potentiellen Bindungsstelle fiir Gentranskriptions-verstarkende Faktoren (graue E-
Box). Diese Enhancer-Sequenz wurde durch eine in silico-Sequenzanalyse ermittelt (Genomatix
Software, Konfidenzniveau: 0,9). Zum Vergleich sind die Hybridisierungsregionen der DKK3-MSP-
Primer aus einer vorangegangenen Studie der AG Dahl [190] als dunkelblaue Boxen eingezeichnet.

Die Pyrosequenzierungs-basierte Methylierungsanalyse erfolgte unter Einschluss von 33
kryokonservierten Brusttumor- sowie neun Brust-Normalgewebsproben. Die klinisch-
pathologischen Parameter dieses DNA-Kollektivs sind in Tabelle 6-3 des Anhangs
zusammengefasst. Das Ergebnis der Methylierungsanalyse ist in Form eines
Streudiagrammes in Abbildung 3-5 dargestellt. Die Einzelwerte stellen jeweils den mittleren
Methylierungsgrad fir jede Probe dar und sind aus den Methylierungsfrequenzen aller vier
untersuchten CpG-Dinukleotide im analysierten DKK3-Genabschnitt errechnet. Im Vergleich
zum gesunden Brustgewebe (n=9; Median: 4,5 %) konnte in Mammakarzinomen (n=33;
Median: 28,8 %; P < 0,01) eine signifikant erhéhte Methylierungsfrequenz herausgestellt und
somit die zuvor mittels MSP generierten Beobachtungen bestatigt werden (Abbildung 3-5A).
Anhand immunhistochemischer (IHC) und Fluoreszenz-in situ-Hybridisierungs (FISH)-Daten
fir den Ostrogen-, Progesteron- und HER2/NEU-Rezeptor erfolgte zusétzlich eine
Stratifizierung der Patientenkohorte in die drei Subtypen ,TNBC® ,HER2-positiv‘ und
,Luminal“ [37, 163]. Die Subgruppenanalyse der DKK3-DNA-Methylierung ergab eine
statistisch signifikant erhdéhte Methylierungsfrequenz des untersuchten Genbereichs in
Tumoren der beiden Subtypen HER2-positiv (n=4; Median: 48,5 %; P < 0,05) und Luminal
(n=21; Median: 23,3 %; P < 0,05), jedoch nicht in Karzinomen des Subtyps TNBC (n=8;
Median: 17,4 %) (Abbildung 3-5B). Interessanterweise wiesen TNBC-Tumoren, in denen zuvor
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der gréBte Verlust der DKK3-Expression nachgewiesen werden konnte (siehe Abschnitt 3.1.1),

die geringste Methylierungsfrequenz der drei Brusttumor-Subtypen auf.
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Abbildung 3-5: Erhéhte DKK3-DNA-Methylierung im humanen Mammakarzinom. (A) Die 33
untersuchten Brusttumorproben wiesen in den vier mittels Pyrosequenzierung analysierten
CpG-Dinukleotiden eine im Vergleich zu den Brust-Normalgeweben (n=9) signifikant erhéhte
Methylierungsfrequenz auf. ** P < 0,01 (zweiseitiger Mann-Whitney U-Test). (B) In Tumoren der IHC-
definierten Brustkrebs-Subtypen HER2-positiv (n=4) und Luminal (n=21) konnte eine im Vergleich zum
Brust-Normalgewebe signifikant hdhere Methylierungsfrequenz des untersuchten Genbereichs gezeigt
werden, nicht aber in Karzinomen des triple-negativen Brustkrebs-Subtyps (TNBC, n=8). ns: nicht
signifikant; *: P < 0,05 (zweiseitiger Dunn’s multipler Vergleichstest). Horizontale Linien der Streu-
diagramme: Mediane. Einzelwerte: Mittlere Methylierung der vier untersuchten CpG-Dinukleotide.

Zur Validierung der generierten DNA-Methylierungsdaten erfolgte die in silico-Analyse
eines unabhéngigen Datensatzes des TCGA-Portals [166, 167] (siehe Abschnitt 2.1.3). Zur
Verflgung standen die /llumina-Infinium450k-Methylierungsdaten von 29 einzelnen, in der
DKK3-Gensequenz lokalisierten CpG-Dinukleotide. 14 dieser CpG-Dinukleotide befanden
sich innerhalb der beiden in Abbildung 3-4 dargestellten CpG-Inseln in der 5-Region des
DKK3-Gens, darunter auch die CpG-Position ,1 des mittels Pyrosequenzierung untersuchten
DKK3-Genabschnitts. Der Datensatz umfasste insgesamt 497 PAM50-klassifizierte Brust-
krebsfélle sowie 84 gesunde Brust-Normalgewebe. Die klinisch-pathologischen Parameter
des TCGA-Methylierungs-Datensatzes sind in Tabelle 6-5 des Anhangs aufgelistet.

Die statistische Auswertung der in silico-Methylierungsdaten fiir das CpG-Dinukleotid ,1% ist
in Abbildung 3-6A und B dargestellt. In Ubereinstimmung mit den Methylierungsdaten des
Kryo-Kollektivs konnte im Vergleich zu gesunden Kontroll-Brustgeweben (Median: 12 %) eine
hochsignifikant erhéhte Methylierungsfrequenz dieser CpG-Position in humanen Mamma-
karzinomen (Median: 44 %; P < 0,001) herausgestellt werden (Abbildung 3-6A).
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Abbildung 3-6: Methylierungsfrequenz von 14 einzelnen CpG-Dinukleotide in der 5°-Region des
DKK3-Gens (in silico-Datensatz). Analysiert wurden die Methylierungsdaten von 497 PAM50-
klassifizierten Brusttumorféllen sowie 84 Brust-Normalgeweben des TCGA-Datenportals [166].
(A und B) Dargestellt als Boxplots ist die in silico-Methylierungsanalyse der CpG-Position ,1“ des mittels
Pyrosequenzierung untersuchten DKK3-Genabschnitts (siehe Abbildung 3-4). (A) Die statistische
Auswertung der Methylierungsdaten ergab eine signifikant erhéhte mediane Methylierungsfrequenz
dieses CpG-Dinukleotids in humanen Mammakarzinom-Proben im Vergleich zu Brust-Normalgeweben.
***: P< 0,001 (zweiseitiger Mann-Whitney U-Test). (B) Eine Stratifizierung der Tumoren gemaB
PAM50-Klassifikation offenbarte eine im Vergleich zu den Brust-Normalgeweben signifikant gesteigerte
Methylierungsrate des CpG-Dinukleotids ,1“ in Karzinomen der Subtypen HER2-enriched (n=31),
Luminal B (n=117) und Luminal A (n=256) nicht aber in Tumoren des Subtyps Basal-like (n=77).
ns: nicht signifikant; ***: P < 0,001 (zweiseitiger Dunn’s multipler Vergleichstest). Horizontale Linien der
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Boxplots: Mediane. Vertikale Linien: Minima und Maxima. Boxen: 25 %- bis 75 %-Quartile.
(C) Dargestellt als Heatmap (oben) und Kurvendiagram (unten) ist die in silico-Methylierungsanalyse
von 14 einzelnen CpG-Dinukleotide. Alle CpG-Positionen sind innerhalb der beiden in Abbildung 3-4
skizzierten CpG-Inseln in der 5'-Region des DKK3-Gens lokalisiert. CpG-Dinukleotid 13 dieser
Abbildung entspricht der CpG-Position ,1“ des mittels Pyrosequenzierung untersuchten DKKS3-
Genabschnitts (siehe Abbildung 3-4). Basale Tumoren wiesen im Bereich der untersuchen CpG-
Dinukleotide eine deutlich geringere mittlere Methylierungsfrequenz auf als Karzinome der Subtypen
HER2-enriched (HER2), Luminal B und Luminal A. Heatmap: Rot: hohe; WeiB: intermediére, Blau:
niedrige Methylierungsfrequenz. Diagramm: Einzelwerte stellen die mittlere Methylierungsfrequenz des
jeweiligen CpG-Dinukleotids in allen Tumorféllen des entsprechenden Subtyps dar.

Ebenfalls im Einklang mit dem eigensténdig generierten Datensatz wiesen Tumoren des
intrinsischen Subtyps Basal-like (n=77; Median: 13 %), der Uberwiegend dem IHC-definierten
TNBC-Subtyp entspricht [44, 195], im Vergleich zu Brust-Normalgeweben keine signifikant
erhdhte Methylierung des CpG-Dinukleotids ,1* auf, wahrend in Karzinomen der Subtypen
HER2-enriched (n=31; Median: 46 %), Luminal B (n=117; Median: 54 %) und Luminal A
(n=256; Median: 45 %) in dieser CpG-Position eine hochsignifikant erhéhte Methylierungs-
frequenz nachgewiesen werden konnte (jeweils P < 0,001) (Abbildung 3-6B).

Dieses Ergebnis bestéatigt die am eigenstéandig generierten Methylierungs-Datensatz des
Kryo-Kollektivs beobachtete Diskrepanz zwischen einem hohem DKK3-Expressionsverlust
und einer geringen DNA-Methylierung dieser Gensequenz in basalen Mammakarzinomen. Im
Folgenden galt es zu untersuchen, ob diese Abweichung im DNA-Methylierungsmuster in
Tumoren des Subtyps Basal-like sich auch in anderen CpG-Dinukleotide der beiden, die
DKK3-Promotorregion Uberspannenden, CpG-Inseln widerspiegelte. Zu diesem Zweck
wurden die fiir 14 einzelne CpG-Dinukleotide innerhalb dieser Sequenz verfligbaren in silico-
Methylierungsdaten ausgewertet und gemaB PAM50-Klassifikation stratifiziert. Das Ergebnis
ist in Abbildung 3-6C in Form einer Heatmap sowie eines Kurvendiagramms des untersuchten
Genbereichs gezeigt. CpG-Dinukleotid 13 dieser Abbildung entspricht der CpG-Position ,1¢
des mittels Pyrosequenzierung untersuchten DKK3-Genabschnitts (siehe Abbildung 3-4).

Sowohl in der Heatmap als auch im Kurvendiagramm wird deutlich, dass basale Tumoren
Uber den gesamten untersuchten Bereich eine deutlich geringere mittlere Methylierungs-
frequenz als Karzinome der Subtypen HER2-enriched, Luminal B und Luminal A aufwiesen
(Abbildung 3-6C). Die an den eigenstandig generierten Methylierungsdaten beobachtete
Abweichung von DKK3-Methylierung und DKK3-Expression in basalen Tumoren ist demnach
nicht nur auf einen bestimmten Genbereich begrenzt, sondern findet sich im gesamten
transkriptionsregulierenden DKK3-Genabschnitt wieder. Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass
der DKKB3-Expressionsverlust in basalen Mammakarzinomen mdoglicherweise Uber einen
anderen molekularen Mechanismus reguliert wird, als in Tumoren der Ubrigen Brustkrebs-
Subtypen.

Bestatigt werden konnte diese Hypothese zusétzlich durch eine Korrelationsanalyse

zwischen der mittleren Methylierung der 14 untersuchten CpG-Dinukleotide und der DKK3-
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mRNA-Expression (Tabelle 3-3). Wahrend fir basale Tumoren kein Zusammenhang zwischen
DNA-Methylierung und DKK3-mRNA-Expression nachweisbar war, Kkorrelierten diese
Parameter signifikant bei Analyse aller nicht basalen Tumoren der TCGA-Patientenkohorte
(P<0,05).

Tabelle 3-3: Korrelation der mittleren Methylierungsfrequenz des untersuchten DKK3-
Genabschnitts mit der DKK3-mRNA-Expression. Korreliert wurde der Mittelwert der
Methylierungsfrequenzen aller 14 untersuchten CpG-Dinukleotide in der 5’-Region des DKK3-Gens mit
der DKK3-mRNA-Expression (siehe Abbildung 3-6).

Korrelationskoeffizient

Falle nach Pearson? Signifikanz® n°
Alle Tumoren -0,027 0,548 497
Basale Tumorend -0,027 0,819 77
Nicht basale Tumoren -0,116 0,018 420

aKorrelationskoeffizient gemaB Bravais und Pearson [198]. PZweiseitiger t-Test. Signifikante P-Werte
(P<0,05) sind durch Fettdruck hervorgehoben. ‘Weibliche Patientinnen mit priméarem, invasivem
Mammakarzinom. 4Geman PAMS50-Klassifikation [31].

3.1.3 Die prognostische Relevanz von DKKS fiir das humane Mammakarzinom

Eine Assoziation zwischen der Hypermethylierung des DKK3-Gens und einer schlechten
Prognose fiir das Uberleben von Brustkrebspatienten (gesamt und rezidivfrei) konnte bereits
in zwei unabhangigen Studien nachgewiesen werden, die jedoch beide jeweils nicht die
Heterogenitdt der Brustkrebserkrankung berlcksichtigten [142, 191]. Eine mdgliche
Korrelation zwischen Patienteniiberleben und der DKK3-Expression in den einzelnen
molekularen Subtypen des Mammakarzinoms wurde bis heute nicht analysiert. In Anbetracht
der beobachteten Subtyp-spezifischen DKK3-Expressionsunterschiede galt es im Folgenden
die potentielle prognostische Bedeutung eines DKK3-mRNA-Expressionsverlustes in den
einzelnen Brustkrebs-Subtypen zu evaluieren. Zu diesem Zweck wurde die Prognose von
Mammakarzinom-Patientinnen in Abh&ngigkeit von der DKK3-mRNA-Expression unter
Verwendung von Daten des Kaplan-Meier Plotter-Portals [189] analysiert. Der Kaplan-Meier
Plotter ist ein Online-Programm, das die Berechnung univariater Kaplan-Meier-Uberlebens-
kurven, basierend auf Affymetrix-Chip-Expressionsdaten und den Kkorrespondierenden
Uberlebensdaten der jeweiligen Brustkrebsfélle, ermdglicht. Zur Analyse des rezidivireien
Uberlebens (RFU) iiber 120 Monate in Bezug zur DKK3-Expression standen die Daten fir
3.554 Brustkrebspatienten zur Verfigung.

Unter Berlcksichtigung aller Mammakarzinom-Félle konnte eine hochsignifikante
Assoziation zwischen einer niedrigen DKK3-mRNA-Expression und einem verringerten RFU
nachgewiesen werden (P < 0,001; Abbildung 3-7A). Um eine Subtyp-spezifische Analyse der

Uberlebens-Prognose zu erméglichen erfolgte eine Stratifizierung der Brustkrebs-Kohorte in
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die Subtypen Basal, HER2-positiv, Luminal A und Luminal B anhand von Proteinexpressions-
daten fir ER, HER2/Neu und Ki-67 gemaB Konsens der St. Gallen-Konferenz 2013 [199, 200].
Die Subgruppen-Analyse offenbarte eine prognostische Bedeutung der DKK3-mRNA-
Expression in basalen (P < 0,001; Abbildung 3-7B) als auch luminalen Karzinomen (P < 0,001;
Abbildung 3-7D und E), hingegen nicht in HER2-positiven Tumoren (Abbildung 3-7C).
Interessanterweise konnte der starkste Zusammenhang zwischen der DKK3-Expression und
dem Patientenlberleben in der Gruppe der basalen Tumoren (Hazardrate HR = 0,61) gezeigt
werden, in welcher ebenfalls der groBte Verlust der DKK3-Expression nachgewiesen wurde
(siehe Abschnitt 3.1.1).
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Abbildung 3-7: Der Verlust der DKK3-mRNA-Expression ist mit einem verkiirzten rezidivireien
Uberleben assoziiert. Dargestellt sind die mit Hilfe des Online-Programms Kaplan-Meier Plotter [189]
erstellten univariaten Kaplan-Meier-Uberlebenskurven fiir das rezidivfreie Uberleben von Mamma-
karzinom-Patienten mit hoher DKK3-mRNA-Expression (rot) im Vergleich zu Patienten mit niedriger
DKK3-mRNA-Expression (schwarz). (A) Unter Berlicksichtigung aller Tumoren als auch nur den
Karzinomen der Subtypen (B) Basal, (C) Luminal A sowie (D) Luminal B konnte eine signifikante
Korrelation zwischen geringer DKK3-mRNA-Expression und einem verkiirzten rezidivfreien Uberleben
beobachtet werden, hingegen nicht in Tumoren des Subtyps (E) HER2-positiv. Vertikale Linien:
zensierte Falle, HR = Hazardrate, 95 % KIl: 95 %-Konfidenzintervall.
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3.1.4 Die biologische Relevanz des DKK3-Expressionsverlustes fir die Tumor-

genese des humanen Mammakarzinoms

3.1.4.1 Generierung stabiler in vitro-oMammakarzinom-Modelle

Die prognostischen Daten der Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse sowie ein Verlust der
DKK3-Expression vornehmlich in basalen Brusttumoren wiesen auf eine mégliche Subtyp-
spezifische Bedeutung eines DKK3-Expressionsverlustes in der Tumorgenese humaner
Mammakarzinome hin. Eine experimentelle Uberpriifung dieser Hypothese sollte anhand
funktioneller in vitro-Tests unter Verwendung stabiler DKK3-Uberexpressions-Zellkultur-
modelle (gain-of-function) erfolgen. Mammakarzinom-Zelllinien lassen sich Gber die
Expression molekularer Marker den einzelnen intrinsischen Brustkrebs-Subgruppen zuordnen
und stellen daher geeignete Tumormodellsysteme dar, um die Eigenschaften der molekularen
Brustkrebs-Subtypen widerzuspiegeln [201, 202]. Zusétzlich zu dem bereits in der AG Dahl
etablierten luminalen DKK3-Uberexpressionsmodell MCF-7 [170], galt es im Rahmen dieser
Dissertation ein weiteres luminales sowie zwei basale Zellkulturmodelle zu erzeugen, um in
den folgenden in vitro-Tests eine valide Aussage Uber eine mdgliche Subtyp-spezifische
Bedeutung eines DKK3-Verlustes treffen zu kénnen. Zu diesem Zweck wurden die mesen-
chymalen Mammakarzinom-Zelllinien MDA-MB-436 und MDA-MB-231, welche beide dem
Subtyp Basal B zugeordnet werden, sowie MDA-MB-453, eine luminale Brustkrebszelllinie, die
zudem eine Amplifikation fir HER2 aufweist, fir die folgende stabile Transfektion ausgewahlt
[168, 201, 203]. Fiur die Auswahl war neben dem molekularen Subtyp der Zelllinien zudem
eine fehlende endogene DKK3-Expression relevant. Diese konnte fir alle drei Zelllinien auf
MRNA-Ebene bestatigt werden (Abbildung 3-8).
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Abbildung 3-8: Verlust der DKK3-mRNA-Expression in humanen Mammakarzinom-Zelllinien.
Graphisch darstellt ist die mittels Real-Time PCR ermittelte relative DKK3-mRNA-Expression in 14
humanen Mammakarzinom-Zelllinien. Die Normierung aller Proben erfolgte auf die mediane DKK3-
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mRNA-Expression von zehn vereinigten, kryokonservierten Normalgeweben der Brust. Das
Haushaltsgen GAPDH fungierte als interner Standard der relativen Expression. Vertikale Linien: 95 %-
Konfidenzintervall der Dreifachbestimmung.

Um eine ektopische Expression von DKK3 in den ausgewahlten Zellkulturmodellen
MDA-MB-436, MDA-MB-231 und MDA-MB-453 zu erzielen, wurde die VolllAngen-DKK3-
cDNA unter der Kontrolle eines CMV-Promotors (ber das pcDNAS.1/V5-His-TOPO-
Vektorkonstrukt stabil in das Genom dieser Zelllinien integriert (DKK3-Klone). Als Negativ-
kontrollen dienten Einzelklone, die mit dem entsprechenden Leervektor (ohne Volllangen-
DKK3-cDNA) transfiziert waren (Leervektor-Klone) (siehe Abschnitt 2.15.5). Die Generierung
der stabilen MDA-MB-231 und MDA-MB-453- DKK3-Uberexpressionsmodelle erfolgte unter
Mitwirkung der beiden Studentinnen Aylin Topuz und Sarah Stahl im Rahmen ihrer Master-
bzw. Bachelor-Thesis.

Nachdem die jeweiligen Klone erfolgreich in Reinkultur gebracht werden konnten, galt es
die transgene DKK3-Reexpression der Einzelklone sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene
zu bestatigen. Zusétzlich sollte auch die DKK3-Expression im bereits etablierten MCF-7-
DKK3-Zellkulturmodell erneut Gberprift werden. In Abbildung 3-9 sind die Ergebnisse der
Real-Time PCR- sowie der Western Blot-Analysen fir jeweils drei Leervektor- und drei DKK3-
Klone der vier DKK3-Uberexpressionsmodelle dargestellt.
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Abbildung 3-9: Verifizierung der DKK3-Reexpression in stabil transfizierten Einzelklonen der
beiden basalen Zelllinien MDA-MB-436 und MDA-MB-231 sowie der beiden luminalen Zelllinien
MDA-MB-453 und MCF-7 mittels Real-Time PCR- und Western-Blot-Expressionsanalysen. Oben:
Dargestellt ist die relative DKK3-mRNA-Expression in je drei Leervektor- (hellgrau) und DKK3-Klonen
(dunkelgrau) der vier Uberexpressionsmodelle MDA-MB-436, MDA-MB-231, MDA-MB-453 und MCF-7.
Die DKK3-mRNA-Expression aller Klone wurde jeweils auf die mediane Expression der Leervektor-
Klone normiert. Das Haushaltsgen GAPDH fungierte als interner Standard der relativen Expression.
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Vertikale Linien: 95 %-Konfidenzintervall der Dreifachbestimmung. Unten: Sowohl die DKK3-
Proteinexpression als auch -sekretion wurde mittels Western Blot-Analysen an Gesamtzell-Lysaten
sowie den korrespondierenden Zellkultur-Uberstanden der jeweiligen Leervektor- bzw. DKK3-Klone
untersucht. B-Aktin diente als Ladekontrolle.

Alle untersuchten DKK3-Klone wiesen eine deutlich erh6hte DKK3-mRNA-Expression im
Vergleich zu den Kkorrespondierenden Leervektor-Klonen auf (Abbildung 3-9). In
Ubereinstimmung mit den mRNA-Daten konnte in den generierten DKK3-Klonen auch auf
Proteinebene eine Reexpression von DKK3 herausgestellt werden, wahrend in den Zell-
Lysaten der Leervektor-Klone kein DKK3-Protein detektierbar war. Infolge der Tatsache, dass
DKK3 ein sekretiertes Protein ist [61], erfolgte zusatzlich eine Untersuchung des DKKS3-
Proteingehalts in den korrespondierenden Zellkultur-Uberstanden (siehe Abschnitt 2.14.5).
Hierbei konnte gezeigt werden, dass die ektopische DKK3-Expression in einer starken
Sekretion von DKK3-Protein in den Zellkultur-Uberstand resultierte (Abbildung 3-9).

Im Folgenden wurden die vier generierten stabilen DKK3-Tumormodelle genutzt, um einen
moglichen Subtyp-spezifischen Einfluss von DKK3 auf fundamentale Eigenschaften von
Tumorzellen zu untersuchen, zu denen unter anderem ein gesteigertes Zellwachstum, ein

Verlust der Zell-Matrix-Adhéasion sowie eine erhéhte Zellmigration zéhlen [53, 55].

3.1.4.2 Der Einfluss der DKK3-Reexpression auf das Koloniewachstum humaner

Mammakarzinomzellen

Zunéachst galt es den Einfluss von DKK3 auf das Koloniewachstum der vier Brusttumor-
Modelle MDA-MB-436, MDA-MB-231, MDA-MB-453 und MCF-7 zu untersuchen. Der zu
diesem Zweck angewendete Koloniebildungstest (engl. Colony Formation Assay, CFA) erlaubt
es, neben einer Untersuchung des Zellwachstums zusétzlich eine Aussage Uber mdgliche
morphologische Unterschiede der Zellen sowie das generelle Koloniebildungsvermdgen
treffen zu kénnen. FlUr den Koloniebildungstest wurden pro Einzelklon der vier Mamma-
karzinom-Zelllinien je 103 Zellen im Dreifachansatz in 6-Well-Zellkulturschalen ausgesét, diese
nach 14 Tagen Kultivierung mit einer Kristallviolett-L6sung angeféarbt und im Anschluss die mit
Kolonien besiedelte Flache densitometrisch ausgewertet. Fir jedes Modell erfolgte der Test in
drei unabhangig durchgefihrten Versuchen mit jeweils drei Leervektor- bzw. DKK3-
Einzelklonen.

Das Ergebnis des Koloniebildungstests fir die stabil transfizierten luminalen Zelllinien
MDA-MB-453 und MCF-7 ist in Abbildung 3-10 dargestellt. Makroskopisch war fiir beide
luminalen Zellkulturmodelle ein leicht reduziertes Koloniewachstum infolge forcierter DKK3-
Reexpression erkennbar, wie die reprasentativen Aufhahmen in Abbildung 3-10A und B

zeigen. Nach densitometrischer Auswertung erwies sich dieser Unterschied jedoch weder im
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MDA-MB-453 (Abbildung 3-10C) noch im MCF-7-Modell (Abbildung 3-10D) als statistisch
signifikant.
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Abbildung 3-10: Der Einfluss von DKK3 auf das Koloniebildungsvermégen luminaler Mamma-
karzinom-Zelllinien. Zur Bestimmung des Koloniebildungsvermégens wurden je 103 Zellen der
Leervektor- bzw. DKK3-Einzelklone im Dreifachansatz in die Kavitaten einer 6-Well-Zellkulturschale
ausgesat. Nach 14-tagiger Kultivierung wurden die Zellen fixiert, angefarbt und das Koloniewachstum
densitometrisch ausgewertet. (A und B) Reprasentative Aufnahmen der angeférbten Kolonien von
jeweils drei Leervektor- und DKK3-Einzelklonen der beiden luminalen Zelllinien MDA-MB-453 (A) und
MCEF-7 (B). Die densitometrische Auswertung des Koloniewachstums ergab weder im MDA-MB-453 (C)
noch im MCF-7-Modell (D) einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen dem Koloniebildungs-
vermdgen der Leervektor- (hellgrau) und DKK3-Klone (dunkelgrau). Fir beide Zelllinien wurden je drei
unabhangige Versuche mit jeweils drei Leervektor- und DKK3-Einzelklonen durchgefiihrt und das
relative Koloniewachstum auf den Median des Koloniewachstums der Leervektor-Klone normiert.
Horizontale Linien der Boxplots: Mediane der Neunfachbestimmung. Vertikale Linien: Minima und
Maxima. Boxen: 25 %- bis 75 %-Quartile. ns: nicht signifikant (zweiseitiger Mann-Whitney U-Test).

Abbildung 3-11 zeigt das Ergebnis des Koloniebildungstests fir die beiden stabil
transfizierten basalen Zelllinien MDA-MB-436 und MDA-MB-231. Mittels densitometrischer
Auswertung konnte im MDA-MB-436-Modell kein differenzielles Koloniewachstum zwischen
Leervektor- und DKKS3-Klonen herausgestellt werden (Abbildung 3-11C). Im Falle des
MDA-MB-231-DKK3-Modells hingegen ergab die statistische Analyse ein signifikant
reduziertes Koloniewachstum der DKK3-Klone im Vergleich zu den korrespondierenden
Leervektor-Klonen (P < 0,05, Abbildung 3-11D).
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Abbildung 3-11: Der Einfluss von DKK3 auf das Koloniebildungsvermégen basaler Mamma-
karzinom-Zelllinien. Zur Bestimmung des Koloniebildungsvermdgens wurden je 10% Zellen der
Leervektor- bzw. DKK3-Einzelklone im Dreifachansatz in die Kavitédten einer 6-Well-Zellkulturschale
ausgesat. Nach 14-tagiger Kultivierung wurden die Zellen fixiert, angeféarbt und das Koloniewachstum
densitometrisch ausgewertet. (A und B) Reprasentative Aufnahmen der angeférbten Kolonien von
jeweils drei Leervektor- und DKK3-Einzelklonen der beiden basalen Zelllinien MDA-MB-436 (A) und
MDA-MB-231 (B). Die densitometrische Auswertung des Koloniewachstums ergab im MDA-MB-436-
Modell (C) ein nicht differenzielles Koloniewachstum zwischen Leervektor- (hellgrau) und DKK3-Klonen
(dunkelgrau), wahrend im MDA-MB-231-Modell (D) ein signifikanter Unterschied im Koloniebildungs-
vermdgen festgestellt werden konnte. Fir beide Zelllinien wurden je drei unabhéngige Versuche mit
jeweils drei Leervektor- und DKK3-Einzelklonen durchgefiihrt und das relative Koloniewachstum auf
den Median des Koloniewachstums der Leervektor-Klone normiert. Horizontale Linien der Boxplots:
Mediane der Neunfachbestimmung. Vertikale Linien: Minima und Maxima. Boxen: 25 %- bis
75 %-Quartile. ns: nicht signifikant; *: P < 0,05 (zweiseitiger Mann-Whitney U-Test).

Bei makroskopischer Betrachtung der MDA-MB-436-Einzelkolonien waren deutliche
Unterschiede zwischen den DKK3-Klone und den Leervektor-transfizierten Kontrollen zu
erkennen. Wéahrend die Leervektor-Klone zahlreiche kleine Kolonien ausbildeten, wiesen die
DKK3-Klone weniger, daflr aber groBere Kolonien auf (Abbildung 3-11A). Die detaillierte
Analyse der Einzelkolonien mittels Phasenkontrast- und Elekironenmikroskopie offenbarte
eine infolge der ektopischen DKK3-Reexpression veranderte Zellmorphologie der
MDA-MB-436-Zellen (Abbildung 3-12). DKK3-Klone wuchsen vermehrt in Zell-Clustern, waren
deutlich vergrdBert und insgesamt durch ein eher epitheliales Erscheinungsbild charakterisiert.
Hingegen wiesen die malignen Leervektor-transfizierten MDA-MB-436-Zellen eine
mesenchymale bzw. Fibroblasten-dhnliche Morphologie auf, die durch eine unregelmaBige
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Zellform sowie die Ausbildung zahlreicher ausgestreckter Zell-Auslaufer gekennzeichnet war.
Im Gegensatz zu den MDA-MB-436-Zellen fihrte die Reexpression von DKK3 sowohl im
zweiten basalen Zellkulturmodell MDA-MB-231 als auch den beiden luminalen Modellen
MDA-MB-453 und MCF-7 zu keinen sichtbaren morphologischen Veranderungen.

Abbildung 3-12: Die Zellmorphologie der mesenchymalen Brustkrebszelllinie MDA-MB-436 in
Abhéangigkeit einer forcierten DKK3-Reexpression. Reprasentative Aufnahmen von MDA-MB-436-
Leervektor- (links) und -DKK3-Klonen (rechts) mittels Phasenkontrastmikroskopie angefarbter Kolonien
(oben) und Elektronenmikroskopie (unten). WeiBer Balken: 100 pm.

Bedingt durch die GréBenzunahme der MDA-MB-436-Zellen infolge der forcierten DKKS-
Reexpression konnte mit Hilfe der densitometrischen Auswertung der Kolonieflache keine
adaquate Aussage hinsichtlich eines mdéglichen Einflusses von DKK3 auf das Zellwachstum
des MDA-MB-436-Modells gemacht werden. Im Folgenden sollte daher das Zellwachstum mit
Hilfe eines Zell-Counters Uber die Messung der Zellzahlveranderung erneut untersucht
werden.
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3.1.4.3 Der Einfluss der DKK3-Reexpression auf das Zellwachstum humaner

Mammakarzinomzellen

Ein gesteigertes Zellwachstum, resultierend aus einer verstarkten proliferativen Aktivitat
und einer Resistenz gegentber Apoptose induzierenden Signalen, stellt eine grundlegende
Eigenschaft von Tumorzellen dar und férdert vor allem die Tumorentstehung [53, 55]. Das
Ergebnis des Koloniebildungstests lieferte erste Hinweise auf eine mégliche DKK3-vermittelte
Wachstumsinhibition in humanen Mammakarzinom-Zelllinien. Da der Koloniebildungstest
jedoch keine adaquate Methode darstellte, um das Zellwachstum morphologisch veranderter
Klone zu untersuchen, galt es im nachsten Schritt den Einfluss von DKK3 auf das
Zellwachstum der vier Brusttumor-Modelle MDA-MB-436, MDA-MB-231, MDA-MB-453 und
MCF-7 Gber die Messung der Zellzahl-Veranderung wéhrend eines definierten Zeitraums zu
analysieren. Zu diesem Zweck wurden zunachst pro Einzelklon der vier Mammakarzinom-
Zelllinien je 5x10* Zellen im Dreifachansatz in 6-Well-Zellkulturschalen ausgesét, tber 96 h
kultiviert und anschlieBend die Zellzahl mit Hilfe des CASY® Cell Counter and Analyzer
bestimmt (siehe Abschnitt 2.16.2). Flr jedes Modell wurde die Zellzahlzunahme in drei
unabhé&ngigen Versuchen mit jeweils drei Leervektor- bzw. DKK3-Einzelklonen bestimmt.

Die daraus hervorgegangenen relativen Zellzahlen nach 96-stindiger Kultivierung sind in
Abbildung 3-13 in Form von Boxplots dargestellt. Eine Reexpression von DKK3 fihrte in
beiden basalen Zellkulturmodellen zu einer signifikant reduzierten Zellzahl (MDA-MB-436:
P < 0,01 und MDA-MB-231: P < 0,05; Abbildung 3-13A und B). Dieses Ergebnis bestétigte die
bereits im Koloniebildungstest erkennbare DKK3-vermittelte Wachstumsinhibition der basalen
MDA-MB-231-Zellen und stellte zusatzlich einen Einfluss von DKK3 auf das Zellwachstum der
zweiten basalen Zelllinie MDA-MB-436 heraus. Im Gegensatz dazu resultierte eine
Reexpression von DKK3 in beiden luminalen Zelllinien (MDA-MB-453 und MCF-7; Abbildung
3-13C und D) in keiner statistisch signifikanten Reduktion des Zellwachstums. Dies ist in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des Koloniebildungstests, in dem ebenfalls kein
signifikant verringertes Koloniewachstum in luminalen, DKK3-transfizierten Zellen im Vergleich
zu den korrespondierenden Leervektor-transfizierten Kontrollen nachgewiesen werden konnte
(siehe Abschnitt 3.1.4.2).



Ergebnisse 87

A MDA-MB-436 B MDA-MB-231
150~ : xt 150 | *
X ] £ 1 T
k=l . =
21001 % £100-
S 50 Q5] T
N 50 N 50
2 = |
© g ]
3] j © i

0 T I 0 T I

Leer DKK3 Leer DKK3

C MDA-MB-453 D MCF-7
_150- | - 150~ | e
x i 2 ]
= 1 =
s} 1 (o] b
©.100- ©.100 é
§ | ==mme 5 g
N i N i
Ko! 4 @ E
N 50 N 504
o 4 @ 4
= = J
© ] 8 ]
[ 1 o ]

0 0

Leer DKK3 Leer DKK3

Abbildung 3-13: Der Einfluss von DKK3 auf das Zellwachstum von Mammakarzinom-Zelllinien.
Als Boxplot dargestellt sind die relativen Zellzahlen der Leervektor- (hellgrau) und DKK3-Klone
(dunkelgrau) des (A) MDA-MB-436-, (B) MDA-MB-231-, (C) MDA-MB-453- und (D) MCF-7-Modells
nach 96-stiindiger Kultivierung. Eine Reexpression von DKK3 resultierte in beiden basalen Zelllinien
(MDA-MB-436 und MDA-MB-231) in einem reduzierten Zellwachstum, zeigte aber keinen statistisch
signifikanten Einfluss auf das Zellwachstum der beiden luminalen Modelle (MDA-MB-453 und MCF-7).
Fir jede Zelllinie wurden je drei unabhangige Versuche mit jeweils drei Leervektor- und DKK3-
Einzelklonen durchgefiihrt und die relative Zellzahl auf die mediane Zellzahl der Leervektor-Klone
normiert. Horizontale Linien der Boxplots: Mediane der Neunfachbestimmung. Vertikale Linien: Minima
und Maxima. Boxen: 25 %- bis 75 %-Quartile. ns: nicht signifikant; *: P < 0,05; **: P < 0,01 (zweiseitiger
Mann-Whitney U-Test).

3.1.4.4 Der Einfluss der DKK3-Reexpression auf die Apoptose-Induktion in
humanen Mammakarzinomzellen

Wahrend DKKS3 keinen signifikanten Einfluss auf das Wachstum luminaler Zellkulturmodelle
zeigte, fihrte eine ektopische DKK3-Expression in beiden basalen Modellen zu einem
verminderten Zellwachstum. Im Folgenden galt es zu kléren, ob die DKK3-vermittelte
Wachstumsinhibition aus einer gehemmten Zellproliferation oder einer gesteigerten Apoptose-
rate beziehungsweise einer Modulation beider Prozesse resultierte. Um einen mdglichen
Effekt von DKK3 auf die Sensitivitat gegendber pro-apoptotischen Reizen in den vier
Brusttumor-Modellen MDA-MB-436, MDA-MB-231, MDA-MB-453 und MCF-7 zu evaluieren,
wurde die Aktivitat der Effektor-Caspasen 3 und 7 nach einer 24-stiindigen Apoptoseinduktion
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(1 uM Staurosporin) Uber den Rhodamin-basierten ApoOne® Homogeneous Caspase-3/7
Assay (Promega) ermittelt (siehe Abschnitt 2.16.3). Die Detektion der aktiven Caspasen 3/7
beruht auf der Umwandlung eines zugesetzten Substrats in ein Fluoreszenzsignal. Die Gber
eine Fluoreszenzmessung bestimmte Aktivitat der Effektor-Caspasen korreliert wiederrum mit
der Apoptoserate.

Das Ergebnis aus jeweils drei unabhangigen Versuchen mit je Zellkulturmodell drei
Leervektor- bzw. DKK3-Einzelklonen ist in Abbildung 3-14 dargestellt.
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Abbildung 3-14: Der Einfluss von DKKS3 auf die Apoptoserate von Mammakarzinom-Zelllinien.
Als Boxplot dargestellt sind die relativen Apoptoseraten der Leervektor- (hellgrau) und DKK3-Klone
(dunkelgrau) des (A) MDA-MB-436-, (B) MDA-MB-231-, (C) MDA-MB-453- und (D) MCF-7-Modells. Als
MaB fir die Apoptose wurde die Aktivitdt der Effektor-Caspasen 3/7 nach 24-stiindiger Apoptose-
induktion (1 uM Staurosporin) tGber einen Rhodamin-basierten Caspase-Assay gemessen. Sowohl in
den beiden basalen Zellkulturmodellen MDA-MB-436 und MDA-MB-231 als auch im luminalen Modell
MDA-MB-453 konnte eine signifikant erhdhte Apoptoserate in den DKK3-Klonen im Vergleich zu den
jeweiligen Leervektor-Klonen gemessen werden. MCF-7-Zellen hingegen zeigten infolge forcierter
DKK3-Reexpression keine verdnderte Aktivitdt der Caspasen 3/7. Fir jede Zelllinie wurden je drei
unabhé&ngige Versuche mit jeweils drei Leervektor- und DKK3-Einzelklonen durchgefiihrt und die Werte
auf die mediane Caspase 3/7-Aktivitat der Leervektor-Klone normiert. Horizontale Linien der Boxplots:
Mediane der Neunfachbestimmung. Vertikale Linien: Minima und Maxima. Boxen: 25 %- bis
75 %-Quartile. ns: nicht signifikant; *: P < 0,05; **: P< 0,01; ***: P< 0,001 (zweiseitiger Mann-Whitney
U-Test).
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In beiden basalen Zellkulturmodellen konnte eine hochsignifikant gesteigerte Aktivitat der
Caspasen 3/7 infolge forcierter DKK3-Reexpression beobachtet werden (MDA-MB-436:
P < 0,01; MDA-MB-231: P < 0,001; Abbildung 3-14A und B). Es ist daher anzunehmen, dass
die beobachtete DKKS-vermittelte Wachstumsreduktion in diesen beiden Zelllinien
vornehmlich aus einer verstarkten Apoptose resultierte. Wahrend in den DKK3-Klonen der
luminalen Zelllinie MDA-MB-453 ebenfalls eine im Vergleich zu den korrespondierenden
Leervektor-Klonen signifikant erhbhte Apoptoserate nachgewiesen werden konnte (P < 0,05;
Abbildung 3-14C), flihrte die ektopische Reexpression von DKK3 im MCF-7-Modell (Abbildung
3-14D) zu keiner gesteigerten Apoptose-Induktion.

3.1.4.5 Der Einfluss der DKK3-Reexpression auf die Zell-Matrix-Adhéasion

humaner Mammakarzinomzellen

Da zellmorphologische Veranderungen, wie sie im MDA-MB-436-Modell beobachtet
wurden, hdufig mit einer Modifikation der adhasiven Zelleigenschaften einhergehen [204], galt
es im n&chsten Schritt den Einfluss von DKK3 auf die Zell-Matrix-Adhasion der vier
Brusttumor-Modelle MDA-MB-436, MDA-MB-231, MDA-MB-453 und MCF-7 zu analysieren.
Hierbei sollte die Fahigkeit der Zellen untersucht werden, innerhalb eines bestimmten
Zeitraumes an Matrige™ Basement Membrane Matrix, welches die natiirliche Basalmembran
simuliert, zu adharieren. Nicht adhdrente Zellen wurden durch mehrmaliges Waschen entfernt,
die adharenten Zellen im Anschluss fixiert und mit Kristallviolett-L6sung angeférbt. Die Menge
des in den Zellen gebundenen Farbstoffes ist proportional zur Anzahl adharenter Zellen und
konnte nach Lbésen der Kristallviolett-Farbung aus den Zellen kolorimetrisch quantifiziert
werden (siehe Abschnitt 2.16.4). Fir jedes Tumormodell erfolgten drei unabhangig
durchgeflihrte Versuche mit jeweils drei Leervektor- bzw. DKK3-Einzelklonen.

Wie erwartet, konnte in den morphologisch veranderten DKK3-Klonen der basalen Zelllinie
MDA-MB-436 eine signifikant gesteigerte Zell-Matrix-Adh&sion im Vergleich zu den
korrespondierenden Leervektor-Klonen beobachtet werden (P < 0,01; Abbildung 3-15A). Im
Gegensatz dazu resultierte eine forcierte Reexpression von DKK3 weder im zweiten basalen
Zellkulturmodell MDA-MB-231, noch in den beiden luminalen Modellen MDA-MB-453 und
MCF-7 in einer verstarkten Zell-Matrix-Adhé&sion (Abbildung 3-15B-D).
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Abbildung 3-15: Der Einfluss von DKK3 auf die Zell-Matrix-Adhasion von Mammakarzinom-
Zelllinien. Als Boxplot dargestellt ist die kolorimetrische Auswertung des Matrige/™-basierten Zell-
Matrix-Adhasionstests von Leervektor- (hellgrau) und DKK3-Klonen (dunkelgrau) des (A) MDA-MB-436,
(B) MDA-MB-231, (C) MDA-MB-453- und (D) MCF-7-Modells. In der statistischen Auswertung erwies
sich der Unterschied in der Adhé&sionsrate zwischen MDA-MB-436-DKK3- und den zugehérigen Leer-
vektor-Klonen als hochsignifikant, wéhrend in den drei anderen Tumormodellen infolge einer forcierten
DKK3-Reexpression keine veranderten Adhasionseigenschaften festgestellt werden konnten. Fir jede
Zelllinie wurden je drei unabhangige Versuche mit jeweils drei Leervektor- und DKK3-Einzelklonen
durchgefihrt und die relative Adhasionsrate auf den Median der Leervektor-Klone normiert. Horizontale
Linien der Boxplots: Mediane der Neunfachbestimmung. Vertikale Linien: Minima und Maxima. Boxen:
25 %- bis 75 %-Quartile. ns: nicht signifikant; **: P < 0,01 (zweiseitiger Mann-Whitney U-Test).

3.1.4.6 Der Einfluss der DKK3-Reexpression auf die Migration basaler Mamma-
karzinomzellen

Ein funktioneller Einfluss von DKK3 vornehmlich auf das Zellwachstum der beiden basalen
Mammakarzinom-Zelllinien lieB auf eine potentielle Subtyp-spezifische Bedeutung eines
DKK3-Verlustes in der frihen Tumorgenese insbesondere basaler Mammakarzinome
schlieBen. Zusétzlich konnten in basalen DKKS3-transfizieten MDA-MB-436-Zellen
morphologische Veranderungen verbunden mit einer verstarkten Zell-Matrix-Adhasion
beobachtet werden. Da Modifikationen im Adhasionsverhalten bzw. der Zellmorphologie oft
mit einem verdnderten Migrations- und Invasionspotential und damit der Metastasierung
epithelialer Zellen verbunden sind [204, 205], sollten die Mammakarzinom-Modelle im
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folgenden Schritt zusatzlich hinsichtlich eines mdglichen Effektes von DKK3 auf das
Migrationsverhalten analysiert werden.

Bereits im Vorfeld dieser Dissertation konnte gezeigt werden, dass DKK3 keinen Einfluss
auf das Migrationsverhalten des luminalen MCF-7-Zellkulturmodells hatte [170]. Es ist belegt,
dass die eher epithelialen luminalen Zelllinien ein schwaches Migrations- und Invasions-
potential besitzen, wdhrend diese Eigenschaften in mesenchymalen Mammakarzinom-
Zelllinien des Subtyps Basal B stark ausgepragt ist [168, 206]. Im Folgenden sollte daher die
Zellmigration ausschlieBlich in den beiden basalen Zellkulturmodelle MDA-MB-436 und
MDA-MB-231 in Form eines 2D-Wundheilungstests (engl. wound healing oder scratch assay)
untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde zundchst eine Wunde in einen konfluenten
Zellrasen der Leervektor- sowie DKK3-Klone der beiden basalen Mammakarzinom-Zelllinien
MDA-MB-436 und MDA-MB-231 eingebracht und die entstandene zellfreie Flache im
Folgenden in definierten Zeitabstanden bis zum vollstdndigen Wundschluss fotodokumentiert
(siehe Abschnitt 2.16.5). Fir beide Modelle erfolgte der Wundheilungstest in drei
unabhangigen Versuchen mit jeweils drei Leervektor- bzw. DKK3-Einzelklonen.

Das Ergebnis des Wundheilungstests fir das basale MDA-MB-231-Zellkulturmodell ist in
Abbildung 3-16 dargestellt. Bereits makroskopisch konnte ein im Vergleich zu den Leervektor-
transfizierten Kontrollzellen langsamerer Wundschluss der DKK3-Klone beobachtet werden,
wie in der exemplarischen Darstellung in Abbildung 3-16A zu erkennen ist. Abbildung 3-16B
zeigt die graphische Auswertung des Wundheilungstests fur die Leervektor- (hellgrau) und
DKK3-Klone (dunkelgrau) Uber einen Zeitraum von 27 h. Die zellfreien Flachen wurden jeweils
auf die urspriingliche WundgréBe zum Zeitpunkt T = 0 h normiert. Die statistische Auswertung
mittels zweifaktorieller Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Test ergab einen signifikanten
Unterschied zwischen der zellfreien Flache der Leervektor- und DKK3-Klone ab einen
Zeitpunkt von T =15 h (P < 0,01).

Hingegen konnte im MDA-MB-436-Zellkulturmodell kein DKK3-vermittelter Effekt auf die
Zellmigration festgestellt werden (Abbildung 3-17B). Aufféllig war hier jedoch ein sehr
heterogenes Verhalten der DKK3-Klone (Abbildung 3-17C). Wahrend DKK3-Klon #10 nach
72 h noch eine mittlere zellfreie Flache von nahezu 40 % aufwies und damit deutlich langsamer
migrierte als die korrespondierenden Leervektor-Klone, war die zellfreie Flache des DKK3-
Klons #11 bereits im Mittel auf 8 % reduziert. Dieses heterogene Verhalten wird auch in der
exemplarischen Darstellung in Abbildung 3-17A deutlich.
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Abbildung 3-16: Der Einfluss von DKK3 auf die Migrationsfahigkeit der humanen Mamma-
karzinom-Zelllinie MDA-MB-231. Um die Zellmigration des MDA-MB-231-Zellkulturmodells zu unter-
suchen wurde ein Wundheilungstest durchgefihrt. Hierzu wurde zunachst eine Wunde in den
konfluenten Zellrasen eingebracht und der Wundschluss Uber einen Zeitraum von 27 h dokumentiert.
(A) Exemplarische Darstellung des Wundheilungstests fiir Leervektor-Klon #2 (links) und DKK3-Klon #5
(rechts). Die vertikal gestrichelte Linie stellt die Begrenzung der zellfreien Flache zum Zeitpunkt T =0 h
dar. Das Sternchen markiert einen vollstdndigen Wundschluss. (B) Graphische Darstellung des Wund-
schlusses der Leervektor- (hellgrau) und DKK3-Klone (dunkelgrau) Uber einen Zeitraum von 27 h. Alle
Werte wurden jeweils auf die urspriingliche WundgréBe zum Zeitpunkt T = 0 h normiert. Vertikale Linien:
* Standardfehler der Mehrfachbestimmung. ns: nicht signifikant; **: P < 0,01 (zweifaktorielle Varianz-
analyse mit Bonferroni Post-Test). (C) Einzeldarstellung der zellfreien Flachen der Leervektor- und
DKK3-Einzelklone nach 15 h.
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Abbildung 3-17: Der Einfluss von DKK3 auf die Migrationsfahigkeit der humanen Mamma-
karzinom-Zelllinie MDA-MB-436. Um die Zellmigration des MDA-MB-436-Zellkulturmodells zu
untersuchen wurde ein Wundheilungstest durchgefihrt. Hierzu wurde zunachst eine Wunde in den
konfluenten Zellrasen eingebracht und der Wundschluss Uber einen Zeitraum von 72 h dokumentiert.
(A) Exemplarische Darstellung des Wundheilungstests fir Leervektor-Klon #4 (links) sowie DKK3-Klon
#10 und #11 (rechts). Die vertikal gestrichelte Linie stellt die Begrenzung der zellfreien Flache zum
Zeitpunkt T =0h dar. Das Sternchen markiert einen vollstindigen Wundschluss. (B) Graphische
Darstellung des Wundschlusses der Leervektor- (hellgrau) und DKK3-Klone (dunkelgrau) Gber einen
Zeitraum von 72 h. Alle Werte wurden jeweils auf die urspriingliche WundgréBe zum Zeitpunkt T =0 h
normiert. Vertikale Linien: * Standardfehler der Mehrfachbestimmung. ns: nicht signifikant (zwei-
faktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni Post-Test). (C) Einzeldarstellung der zellfreien Flachen der
Leervektor- und DKK3-Einzelklone nach 72 Stunden.

3.1.4.7 Der Einfluss von DKK3 auf die Expression epithelialer und mesen-

chymaler Marker in basalen Mammakarzinomzellen

Morphologische Veranderungen und eine erhdhte Zell-Matrix-Adhasion basaler
MDA-MB-436-Mammakarzinom-Zellen infolge ektopischer DKK3-Reexpression sowie eine
verminderte Zellmigration DKK3-transfizierter MDA-MB-231-Zellen, gaben erste Hinweise auf
eine moégliche Bedeutung eines DKK3-Verlustes fur den komplexen Prozess der epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT). Die EMT ist definiert durch den Verlust epithelialer
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Merkmale sowie eine Zunahme mesenchymaler Eigenschaften der Zellen und assoziiert mit
tumorprogressiven Prozessen [207-209]. Im humanen Mammakarzinom ist die EMT vor allem
mit dem aggressiven basalen Subtypen verknipft [206, 210, 211]. Um einen mdglichen
Einfluss einer DKK3-Reexpression auf die Reversion der EMT zu evaluieren, galt es im
Folgenden die Expression molekularer Marker des EMT-Prozesses zu analysieren. Zu diesem
Zweck wurde die relative mRNA-Expression der bekannten mesenchymalen Marker Vimentin
und Snail 1 sowie der epithelial-assoziierten Gene E-Cadherin, Claudin 1, Occludin und Zonula
Occludens 1 (ZO1) [54, 208, 209, 212] in DKK3-Klonen der beiden mesenchymalen
Zellkulturmodelle des Subtyps Basal B mit der in den jeweils korrespondierenden Leervektor-
transfizierten Kontrollen verglichen. Das Ergebnis der Real-Time PCR-basierten Expressions-
analyse ist in Abbildung 3-18 dargestellt.
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Abbildung 3-18: Die ektopische Reexpression von DKKS3 resultierte in basalen MDA-MB-436- und
MDA-MB-231-Zellen in einem Expressionsverlust mesenchymaler- bzw. einer Aufregulation
epithelialer Marker. Dargestellt ist die mit Hilfe einer Real-Time PCR-Analyse ermittelte relative mRNA-
Expression der mesenchymalen Marker Vimentin und Snail 1 sowie der epithelial-assoziierten Gene
E-Cadherin, Claudin 1, Occludin und ZO-1 in Leervektor- (n=5, hellgrau) und DKK3-Klonen (n=5,
dunkelgrau) des MDA-MB-436- und MDA-MB-231-Zellkulturmodells. Das Haushaltsgen GAPDH
fungierte als interner Standard der relativen Expression. FC: Fold Change. Vertikale Linien:
+Standardfehler der Finffachbestimmung. ns: nicht signifikant; *: P < 0,05; **: P< 0,01 (zweiseitiger
Mann-Whitney U-Test).

Wahrend nach forcierter DKK3-Reexpression kein signifikanter Expressionsunterschied fur
Vimentin, einer wichtigen zytoskelettalen Komponente in mesenchymalen Zellen, beobachtet
werden konnte (MDA-MB-436: P=0,42; MDA-MB-231: P=0,31), erwies sich die mRNA-
Expression des Transkriptionsfaktors Snail 1 in DKK3-Klonen beider Zelllinien im Vergleich zu
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den korrespondierenden Leervektor-Klonen als signifikant herunterreguliert (jeweils P < 0,05).
Snail 1 fungiert als eines der Schlisselproteine der EMT-Induktion, indem es die Transkription
zahlreicher epithelialer Marker reprimiert [54, 213-216]. Hierzu gehdren unter anderem
E-Cadherin, eine Hauptkomponente der Adherens Junctions epithelialer Zellen, sowie die
Tight Junction-Proteine Claudin 1 und Occludin [54, 215, 217-219]. Eine signifikant erhéhte
Expression dieser epithelialen Marker infolge ektopischer DKK3-Reexpression konnte, Uber-
einstimmend mit einem Verlust von Snail 1, in beiden Zellkulturmodellen herausgestellt
werden (jeweils P < 0,01). Zusatzlich wurde in DKK3-tranfizierten Klonen eine gesteigerte
Expression von ZO-1 (MDA-MB-436: P < 0,05; MDA-MB-231: P=0,06) beobachtet. ZO-1
verbindet Uber seine PDZ-Domé&ne die Transmembranproteine der Tight Junctions, wie
Claudine und Occludin, mit den Aktinfilamenten des Zytoskelettes [218-220].
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Reexpression von DKK3 mit einem
Verlust des EMT-induzierenden Transkriptionsfakiors Snail 1 sowie einer Aufregulation
epithelialer Marker, vor allem solcher, die fir die Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten verant-
wortlich sind, assoziiert ist. Diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass der Verlust
von DKK3 wéahrend der Tumorgenese des humanen Mammakarzinoms méglicherweise den

aggressiven mesenchymalen Phanotyp basaler Brusttumoren férdert.

3.2 Identifizierung und Charakterisierung potentieller SFRP1-Mimetika fur

die Therapie des humanen Mammakarzinoms

Aufgrund seiner zentralen Rolle in der Kanzerogenese zahlreicher humaner
Tumorentitaten, einschlieBlich des Mammakarzinoms, stellt der WNT-Signalweg einen
vielversprechenden Ansatzpunkt fir die Entwicklung neuer zielgerichteter Therapien maligner
Brusttumoren dar [221-223]. Von besonderem Interesse sind hierbei vor allem WNT-
Antagonisten, die Uber ihre inhibierende Wirkung auf den WNT-Signalweg als Tumor-
suppressoren fungieren. In vielen Brusttumor-Féllen wird ein Expressionsverlust dieser
Inhibitoren beobachtet, der in einer aberranten Aktivierung des WNT-Signalweges resultiert
[88]. So wird z. B. der WNT-Antagonist SFRP1 in 70 % aller Mammakarzinome als herunter-
reguliert beschrieben und dieser Verlust mit einer schlechten Patientenprognose assoziiert
[160, 224, 225]. Die tumorsuppressive Wirkung von SFRP1 konnte bereits in zahlreichen in
vitro- als auch in vivo-Studien bestétigt werden [12, 51-53]. Die Wiederherstellung der SFRP1-
Funktion kénnte daher eine effektive Therapie SFRP1-defizienter Mammakarzinome
darstellen.

Um diesen Ansatz zu verfolgen, sollten in Kooperation mit dem Lead Discovery Center

(LDC) in Dortmund neue Wirkstoff-Molekile gefunden werden, die den WNT-Signalweg in
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gleicher Weise wie SFRP1 inhibieren kénnen. Fir die Identifizierung dieser sogenannten
SFRP1-Mimetika wurde das in der Arbeitsgruppe Dahl bereits etablierte SFRP1-Zellkultur-
modell der humanen basalen Mammakarzinom-Zelllinie BT-20 genutzt [169, 226]. Der
Primarscreen sowie alle folgenden Validierungsschritte der daraus hervorgegangenen
potentiellen SFRP1-Mimetika erfolgten an zwei Einzelklonen, die mit einem SFRP1-
Expressionsvektor bzw. dem entsprechenden Leervektor stabil transfiziert waren. Das LDC
identifizierte im Primarscreen unter Verwendung einer Substanzbibliothek mit 190.000
verschiedenen Substanzen 430 Hits, die anschlieBend mittels einer WNT-Reportergen-Studie
validiert wurden. Basierend auf diesen Ergebnissen erfolgte schlieBlich die Auswahl der zwolf
vielversprechendsten potentiellen SFPR1-Mimetika. Diese zwdlf Substanzen wiesen im ATP-
basierten Zellviabilitdts-Test Cell Titer Glow (CTG) je einen ICso-Wert (halbmaximale
inhibitorische Konzentration) von unter 10 uM im Leervektor-Modell auf, wahrend ihr ICso-Wert
im SFRP1-Uberexpressionsmodell jeweils > 15 uM betrug. Auch im WNT-Reportergen-Assay
erreichten diese Substanzen einen geringen [Cso-Wert in wildtypischen BT-20-Zellen
(< 15 uM).

Im Folgenden galt es die vom LDC identifizierten zwélf potentiellen SFRP1-Mimetika am
Institut fir Pathologie des UKA im Rahmen weiterfihrender Experimente zu validieren bzw.

funktionell zu charakterisieren.

3.2.1 Etablierung eines Zellkultur-Analyseverfahrens zur Validierung der
potentiellen SFRP1-Mimetika

Zwecks Validierung der zwdlf vom LDC identifizierten potentiellen SFRP1-Mimetika, galt es
zunachst einen Zellkulturtest zu etablieren, der es im gleichen Ansatz ermdglichen sollte den
konzentrationsabh&ngigen Einfluss der zu testenden Substanzen sowohl auf das Zell-
wachstum als auch das Genexpressionsprofil der BT-20-Zellen zu untersuchen. Weitere
Anspriiche an den Test waren eine hohe Robustheit gegenliber geringen Schwankungen, die
sich aus einer limitierten Pipettier-Genauigkeit ergeben, sowie ein mdglichst kleiner MaBstab,
um den Verbrauch der Testsubstanzen gering zu halten.

Das Schema des in dieser Studie etablierten Analyseverfahrens ist in Abbildung 3-19
dargestellt. Zunachst wurden die Zellen fiir 24 h unter Standardbedingungen (Abschnitt 2.15.1)
in den Kavitaten einer 712-Well-Zellkulturschale in 1 ml reinem Medium kultiviert, um ein
Anwachsen der Zellen ohne Beeinflussung durch die Testsubstanzen zu gewéhrleisten. Im
Anschluss erfolgte ein Mediumwechsel unter Zugabe der zu testenden Substanzen in der
gewlnschten Konzentration. Da die Testsubstanzen in DMSO gelést vorlagen, fungierte
reines DMSO (Volumen &quivalent zum gréBten eingesetzten Volumen der Testsubstanzen)
als Kontrolle und durfte aufgrund der zelltoxischen Eigenschaften von DMSO jeweils eine End-
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konzentration von 0,5 % nicht Uberschreiten [187]. Die gewahlte Inkubationsdauer sowie die
Anfangszellzahl waren abhangig vom entsprechenden Test und sind im Folgenden jeweils
angegeben.

2x/8x/10x 104 Zellen des BT-20 Leervektor- und SFRP1-
Klons in 12-Well-Schalen (1000 pyl Medium) %

V

Kultivierung der Zellen fir 24h (37°C, 5% CO,)

!

Zugabe von DMSO (Kontrolle) oder Testsubstanz (TS)
in der jeweiligen Konzentration

Inkubation der Zellen mit DMSOITS fur 24n/48h/72h
{37°C, 5% COy)

v

Bestimmung der Zellzahlsolation der Gesami-RNA

Abbildung 3-19: Schema des Zellkultur-Analyseverfahrens zur Bestimmung des
konzentrationsabhdngigen Einflusses der Testsubstanzen auf das Zellwachstum sowie das
Genexpressionsprofil des BT-20-Zellkulturmodells.

Die Verifizierung des Zellkultur-Analyseverfahrens erfolgte mit Hilfe des SFRP1-Inhibitors
WAY-316606 [171], sowie drei bereits bekannten Inhibitoren des WNT-Signalweges, welche
die WNT-Signaltransduktion jeweils Uber einen divergenten Mechanismus hemmen: WIKI4
fungiert als Tankyrase-Inhibitor und férdert auf diesem Wege die Degradation von B-Catenin
[113]. Im Gegensatz dazu wirken sowohl ICG-001 als auch iCRT 14 downstream der
B-Catenin-Stabilisierung und hemmen spezifisch die 3-Catenin-abhangige Transkription der
WNT-Zielgene. Wahrend ICG-001 die Interaktion von B-Catenin und dem Ko-Faktor CBP
(CREB-binding protein) [114] blockiert, inhibiert iCRT 14 spezifisch die B-Catenin-TCF-
Interaktion [115]. Unter Verwendung dieser Inhibitoren sollte Uberprift werden, ob eine Uber
die Inaktivierung des WNT-Signalweges vermittelte Wachstumsinhibition mit Hilfe des
etablierten Tests abgebildet werden kann. Der konzentrationsabhdngige Einfluss der
Inhibitoren auf das Zellwachstum des BT-20-Leervektor- und -SFRP1-Klons st in
Abbildung 3-20 dargestellt.

Die Behandlungen mit allen drei verwendeten WNT-Signalweg-Inhibitoren resultierte bei
zunehmender Konzentration der Testsubstanzen jeweils in einer reduzierten Zellzahl des
Leervektor- sowie des SFRP1-Klons im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (Abbildung 3-20A-C).
Dieses Ergebnis belegt eine Eignung des etablierten Tests, um eine Wachstumsinhibierung
Uber eine dosisabhangige Inaktivierung des WNT-Signalweges abzubilden. Der Einfluss auf

das Wachstum des Leervektor- sowie des SFRP1-Klons war jedoch nicht differenziell, wie die
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ermittelten 1Cso-Werte (Tabelle 3-4) nochmals verdeutlichen. Dies war zu erwarten, da die
Inhibitoren den WNT-Signalweg jeweils Uber einen anderen, zur SFRP1-Wirkung divergenten
Mechanismus zusétzlich inaktivieren.
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Abbildung 3-20: Der Einfluss bekannter WNT-Signalweg- und SFRP1i-Inhibitoren auf das
Zellwachstum des BT-20-Zellkulturmodells. Zur Bestimmung der dosisabhangigen Wachstums-
inhibition wurden pro Inhibitor und Konzentration je 2x10* Zellen des Leervektor- (hellgraues Viereck)
und SFRP1-Klons (schwarzes Dreieck) ausgesat. Nach zunachst 24 h Kultivierung unter Standard-
bedingungen erfolgte eine 72-stiindige Inkubation der Zellen mit den Inhibitoren und im Anschluss die
Auswertung mittels Zellzahlbestimmung. Die Inkubation mit den WNT-Signalweg-Inhibitoren
(A) ICG-001, (B) WIKI4 und (C)iCRT 14 fuhrte im Vergleich zur DMSO-Kontrolle sowohl in den
Leervektor- als auch in den SFRP1-transfizierten BT-20-Zellen zu einer Inhibition des Zellwachstums.
(D) Eine Konzentration des SFRP1-Inhibitors WAY-316606 von 20 uM resultierte in einer erhéhten
Zellzahl des SFRP1-Klons, hatte jedoch keinen Einfluss auf das Zellwachstum des SFRP1-defizienten
Leervektor-Klons. Die relative Zellzahl stellt den Mittelwert dreier unabhangiger Messwerte (Ausnahme:
WIKI4 jeweils zwei Messwerte) dar und ist jeweils auf den Mittelwert der SFRP1- bzw. Leervektor-
Kontrolle (DMSO) normiert. Vertikale Linien: + Standardabweichung der Mehrfachbestimmung.

Ebenso galt es zu Uberprifen, ob auch eine Uber SFRP1 vermittelte Reduktion des Zell-
wachstums mit Hilfe des etablierten Tests dargestellt werden kann. Zu diesem Zweck wurde
der SFRP1-Inhibitor WAY-316606 genutzt. Eine 20-umolare Konzentration dieses Inhibitors
resultierte in einem verstarkten Zellwachstum des SFRP1-Klons, zeigte jedoch keinen Effekt

auf den Leervektor-Klon (Abbildung 3-20D). Dieses Ergebnis war zu erwarten, da der
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Leervektor-Klon kein SFRP1 exprimiert, und bestétigte die Spezifitdt des Tests, der im

Folgenden zur weiteren Validierung der potentiellen SFRP1-Mimetika genutzt werden konnte.

Tabelle 3-4: Halbmaximale inhibitorische Konzentration (ICso-Wert) der drei getesteten WNT-
Sighalweg-Inhibitoren in der Zellwachstums-Analyse des BT-20-Zellkulturmodelis.

Testsubstanz ICso Leer? (uM) ICs0 SFRP12 (M) FC ICs0-Werte®
ICG-001 < 1,0 1,4 >1,4

WIKI4 1,3 < 1,0 <0,8

iCRT 14 > 20,0 > 20,0 k. A.

aDie Bestimmung der [Cso-Werte erfolgte n&herungsweise mittels linearer Regression (siehe
Abschnitt 2.17). 1Cso-Werte auBerhalb des Messbereiches konnten auf diese Weise nicht berechnet
werden und sind in der Folge in Bereichen > bzw. < angegeben. °Fold Change: ICso SFRP1/1Cso Leer.

3.2.2 Validierung der potentiellen SFRP1-Mimetika anhand ihrer dosis-
abhéngigen Wachstumsinhibition im BT-20-Zellkulturmodell

Eine erhdhte Aktivitdt des kanonischen WNT-Signalweges in Tumorzellen resultiert tGber
die Deregulation von Proliferation und Apoptose in einem gesteigerten Zellwachstum [107,
227, 228]. Der im LDC durchgefihrte Screening-Ansatz offenbarte bereits einen Einfluss der
zwolf putativen SFRP1-Mimetika auf das Zellwachstum des BT-20-Zellkulturmodells. So
konnte im ATP-basierten Zellviabilitéts-Test flr jedes der zwélf putativen SFRP1-Mimetika ein
deutlich geringerer 1Cso-Wert im BT-20-Leervektor-Modell als im BT-20-SFRP1-Modell
nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis deutet auf eine mégliche SFRP1-analoge Wirkung
der Test-substanzen hin. Im Folgenden galt es diese Beobachtung mit Hilfe des etablierten
Zellkultur-Analyseverfahrens (siehe Abschnitt 3.2.1) zu validieren und anhand der Ergebnisse
vier Testsubstanzen flr eine nachfolgende funktionelle Charakterisierung auszuwahlen.

In einem ersten Durchgang sollten zunachst die Effekte aller zwolIf Testsubstanzen auf das
Zellwachstum des BT-20-Leervektor-Klons untersucht werden, um basierend auf den
Ergebnissen eine Vorauswahl von acht Substanzen zu treffen, die einer umfassenderen
Analyse unterzogen werden sollten. Zu diesem Zweck wurden die Leervektor-transfizierten
BT-20-Zellen Uber einen Zeitraum von 72 h mit den putativen SFRP1-Mimetika in einer
Konzentration von 10 uM inkubiert und anschlieBend die relative Zellzahl im Verhaltnis zur
Kontrolle (DMSO) bestimmt. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des LDCs resultierte
die Behandlung mit den zwdlf potentiellen SFRP1-Mimetika in allen Féllen in einem
reduzierten Wachstum des Leervektor-Klons (Abbildung 3-21).
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Abbildung 3-21: Der Einfluss der zwolf potentiellen SFRP1-Mimetika auf das Zellwachstum des
BT-20-Leervektor-Klons bei einer Konzentration von 10 pM. Zur Bestimmung der dosisabhangigen
Wachstumsinhibition wurden pro Testsubstanz je 2x10* Zellen des Leervektor-Klons ausgesat. Nach
zunachst 24 h Kultivierung unter Standardbedingungen erfolgte eine 72-stiindige Inkubation der Zellen
mit den potentiellen SFRP1-Mimetika (Konzentration: 10 pM) und im Anschluss die Auswertung mittels
Zellzahlbestimmung. Fir alle getesteten Substanzen (dunkelgraue Balken) konnte eine im Vergleich
zur DMSO-Kontrolle (hellgrauer Balken) reduzierte Zellzahl festgestellt werden. Die relative Zellzahl
stellt den Mittelwert von vier unabhangigen Messwerten dar und ist auf die DMSO-Kontrolle normiert.
Vertikale Linien: + Standardabweichung der Vierfachbestimmung.

Die acht Testsubstanzen mit den Kurznamen 064, 170, 366, 413, 598, 679, 848 und 994
wiesen in einer Konzentration von 10 uM den starksten Einfluss auf das Zellwachstum des
BT-20-Leervektor-Klons auf (jeweils eine relative Zellzahl < 55 % im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle) und sollten im Folgenden in einer umfassenderen Analyse hinsichtlich ihrer
wachstumshemmenden Eigenschaften auf das BT-20-Zellkulturmodell untersucht werden.
Zum einen galt es neben dem Einfluss auf das Zellwachstum des Leervektor-Klons, zusatzlich
die Effekte der putativen SFRP1-Mimetika im SFRP1-Uberexpressionsmodell zu untersuchen,
um zwischen einer SFRP1-analogen sowie einer anderweitig vermittelten Wachstums-
inhibition unterscheiden zu kdnnen. Durch die Reexpression von SFRP1 war ein nur
geringflgiger bis ausbleibender Einfluss der Mimetika auf das Wachstum des SFRP1-Klons
zu erwarten. Zum anderen sollte die wachstumsinhibierende Wirkung der Testsubstanzen in
Abhéngigkeit von ihrer Konzentration (5 uM, 10 uM und 20 pM) gemessen werden, um den
jeweiligen [Cso-Wert ndherungsweise bestimmen zu kénnen. Da die Substanz 064 das
Zellwachstum des Leervektor-Klons bereits in einer Konzentration von 10 uM um rund 80 %
reduzierte (Abbildung 3-21), war fir diese Testsubstanz ein deutlich geringerer 1Cso-Wert zu
erwarten, so dass zwei zusatzliche Messpunkte (1 uM und 3 uM) hinzugefigt wurden.

Das Ergebnis dieser Analyse ist in Abbildung 3-22 in Form von Dosis-Wirkungs-Kurven
dargestellt.  Aufgetragen sind die relativen Zellzahlen des BT-20-Leervektor-
und -SFRP1-Klons nach 72-stiindiger Behandlung mit der jeweiligen Testsubstanz in
Abhangigkeit von der eingesetzten Konzentration. Die Inkubation der Zellen mit jedem der acht
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untersuchten, potentiellen SFRP1-Mimetika resultierte jeweils in einer dosisabhangigen
Wachstumsinhibition sowohl im Leervektor- als auch im SFRP1-Modell. In Ubereinstimmung
mit den Daten des im LDC durchgeflihrten ATP-basierten Zellviabilitats-Test, konnte, mit
Ausnahme von Substanz 413, jedoch flr alle potentiellen SFRP1-Mimetika eine im Vergleich
zum SFRP1-Modell starkere Wirkung auf den Leervektor-Klon beobachtet werden. Dies ist
ebenfalls in den mittels linearer Regression ermittelten ICso-Werten in Tabelle 3-5 ersichtlich.
Diese wiesen zwischen BT-20-Leervektor- und —SFRP1-Modell alle einen Fold Change > 1,6
auf, der damit jeweils héher lag als der jeweilige Fold Change der drei untersuchten, bereits
bekannten WNT-Signalweg-Inhibitoren (siehe Tabelle 3-4).

Tabelle 3-5: Halbmaximale inhibitorische Konzentration (ICso-Wert) der acht getesteten putativen
SFRP1-Mimetika in der Zellwachstums-Analyse des BT-20-Zellkulturmodells.

Testsubstanz ICso Leer? (M) ICs0 SFRP12 (uM) FC ICs0-Werte®
064 1,5 3,1 2,1
170 9,1 > 20,0 >2,2
366 8,2 > 20,0 >24
413 10,8 9,5 0,9
598 <5,0 > 20,0 >4,0
679 12,8 > 20,0 >1,6
848 7,2 > 20,0 >2,8
994 8,3 16,8 2,0

aDie Bestimmung der [Cso-Werte erfolgte ndherungsweise mittels linearer Regression (siehe
Abschnitt 2.17). 1Cso-Werte auBerhalb des Messbereiches konnten auf diese Weise nicht berechnet
werden und sind in der Folge in Bereichen > bzw. < angegeben. bFold Change: ICso SFRP1/ ICso Leer.

Die beiden putativen SFRP1-Mimetika 064 und 598 zeigten mit einem 1Cso-Wert von unter
5 uM im Leervektor-Modell die starksten wachstumshemmenden Effekte (Tabelle 3-5). Fir
Testsubstanz 598 ware eine genauere Bestimmung des ICso-Wertes im Leervektor-Modell
Uber zusatzliche Messpunkte, analog zur Substanz 064, ebenfalls winschenswert gewesen.
Diese konnte im Rahmen dieser Dissertation zwecks Erflllung des Zeitzieles des
Projektantrages jedoch nicht mehr durchgefiihrt werden. Aus genanntem zeitlichen Grund
konnte dieses vielversprechende SFRP1-Mimetikum, trotz guter Ergebnisse in diesem
Validierungsschritt, auch fir die weiteren Untersuchungen nicht bericksichtigt werden.
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Abbildung 3-22: Der Einfluss von acht ausgewéhiten potentiellen SFRP1-Mimetika auf das
Zellwachstum des BT-20-Zellkulturmodells. Zur Bestimmung der dosisabhangigen Wachstums-
inhibition wurden pro Testsubstanz je 2x10* Zellen des Leervektor- (hellgraues Viereck) und SFRP1-
Klons (schwarzes Dreieck) ausgesat. Nach zundchst 24 h Kultivierung unter Standardbedingungen
erfolgte eine 72-stlindige Inkubation der Zellen mit den potentiellen Mimetika (Konzentrationen: 5 uM,
10 uM und 20 pM; fir 064 zusatzlich 1 uM und 3 uM) um im Anschluss daran die Zellzahl zu ermitteln.
Dargestellt sind die Dosis-Wirkungskurven der putativen SFRP1-Mimetika (A) 064, (B) 170, (C) 366,
(D) 413, (E) 598 (F) 679, (G)848 und (H)994. Im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zeigten alle
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Substanzen sowohl auf den Leervektor- als auch den SFRP1-Klon eine wachstumsinhibierende
Wirkung. Die relative Zellzahl stellt den Mittelwert von vier (Leervektor-Klon) bzw. drei (SFRP1-Klon)
unabhéngigen Messwerten dar und ist auf die jeweilige DMSO-Kontrolle normiert. Vertikale Linien:
* Standardabweichung der Mehrfachbestimmung.

Die im Rahmen dieser Dissertation unter Einfluss der putativen SFRP1-Mimetika
durchgefihrte Zellwachstums-Analyse des BT-20-Zellkulturmodells bestétigte die Ergebnisse
des im LDC durchgefiihrten Zellviabilitdts-Tests und deutete auf eine spezifisch SFRP1-
analoge Wachstumsinhibition der Testsubstanzen hin. Flr die weitere Validierung der
putativen SFRP1-Mimetika bezlglich dieser Hypothese wurden, basierend auf den
vorliegenden Daten, die vier Testsubstanzen 064, 366, 848 und 994 ausgewahlt. Diese
Testsubstanzen wiesen, abgesehen von Substanz 598, die niedrigsten ICs-Werte (jeweils
< 9 uM) hinsichtlich der Wachstumsinhibition des Leervektor-Klons auf.

3.2.3 Der Einfluss der potentiellen SFRP1-Mimetika auf das Zellwachstum

weiterer humaner Mammakarzinom-Zelllinien

Im Hinblick auf eine mégliche, spezifisch SFRP1-analoge Wirkung der Testsubstanzen, galt
es im Folgenden die Wirkung der vier ausgewahlten Substanzen 064, 366, 848 und 994 auf
das Zellwachstum weiterer Brusttumor-Modelle in Relation zu deren SFRP71-mRNA-
Expression zu untersuchen. Darlber hinaus sollte mit Hilfe dieser Untersuchung Uberprift
werden, ob es sich bei der beobachteten Wachstumsinhibition durch die Testsubstanzen um
einen auf das BT-20-Zellkulturmodell begrenzten Effekt handelte. Hierzu wurde die Zelllinie
HCC-1143, die eine im Vergleich zum BT-20-Leervektor-Klon hohe SFRP1-Expression
aufwies, sowie die Zelllinie HCC-1806, welche eine geringen SFRP1-Expression zeigte,
ausgewahlt (Abbildung 3-23).
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Abbildung 3-23: Relative SFRP1-mRNA-Expression der beiden humanen Mammakarzinom-
Zelllinien HCC-1143 und HCC-1806 im Vergleich zu der des BT-20-Leervektor-Klons. Graphisch
darstellt ist die mittels Real-Time PCR ermittelte relative SFRP1-mRNA-Expression in den humanen
Mammakarzinom-Zelllinien HCC-1143 und HCC-1806 sowie dem BT-20-Leervektor-Klon (BT-20-Leer).
Die Normierung aller Proben erfolgte auf die SFRP1-mRNA-Expression des BT-20-Leervektor-Klons.
Das Haushaltsgen GAPDH fungierte als interner Standard der relativen Expression. Vertikale Linien:
95 % Konfidenzintervall der Dreifachbestimmung.
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Die Messung der Uber die potentiellen SFRP1-Mimetika vermittelten Wachstumsinhibition
erfolgte analog zu der fir das BT-20-Zellkulturmodell beschriebenen (siehe Abschnitt 3.2.1).
Das Ergebnis ist in Abbildung 3-24 in Form von Dosis-Wirkungs-Kurven dargestellt.
Aufgetragen sind die relativen Zellzahlen nach 72-stindiger Behandlung mit der jeweiligen

Testsubstanz in Abhangigkeit von der eingesetzten Konzentration.
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Abbildung 3-24: Der Einfluss von vier ausgewéhlten potentiellen SFRP1-Mimetika auf das
Zellwachstum von humanen Mammakarzinom-Zelllinien. Zur Bestimmung der dosisabhangigen
Wachstumsinhibition wurden pro Testsubstanz je 2x10* Zellen der Zelllinien HCC-1143 (Kreis) und
HCC-1806 (Dreieck) sowie des BT-20-Leervektor-Klons (schwarzes Viereck) ausgesat. Nach zunachst
24 h Kultivierung unter Standardbedingungen erfolgte eine 72-stiindige Inkubation der Zellen mit den
potentiellen Mimetika (Konzentrationen: 5 uM, 10 uM und 20 uM) und im Anschluss die Auswertung
mittels Zellzahlbestimmung. Dargestellt sind die Dosis-Wirkungskurven der putativen SFRP1-Mimetika
(A) 064, (B) 366 (C) 848 und (D) 994. Die Behandlung mit den vier Testsubstanzen resultierte bei jeder
Zelllinie in einem verminderten Zellwachstum im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Die relative Zellzahl
stellt den Mittelwert zweier unabhéngiger Messwerte dar und ist jeweils auf die DMSO-Kontrolle
normiert. Vertikale Linien: £ Standardabweichung der Doppelbestimmung.

In Ubereinstimmung mit einer durch das putative SFRP1-Mimetikum 064 vermittelten
Wachstumsinhibition im BT-20-Leervektor-Modell resultierte auch die Inkubation der beiden
weiteren Brusttumor-Zelllinien mit dieser Substanz in einem stark verringerten Zellwachstum
(Abbildung 3-24A). Dieses Ergebnis ist ebenfalls anhand der ICso-Werte flr diese Substanz
ersichtlich, die in allen untersuchten Zellkulturmodellen unter 5 uM lagen (Tabelle 3-6). Im hier
untersuchten Messbereich (5 - 20 uM) konnte jedoch, ebenso wie im BT-20-Brusttumor-
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Modell, kein Zusammenhang zwischen SFRP1-Expression und einer durch die Testsubstanz
064 vermittelten Wachstumsinhibition herausgestellt werden.

Eine Behandlung mit den Substanzen 366, 848 und 994 resultierte in beiden Zellkultur-
modellen in einer dosisabhangigen Wachstumsinhibition (Abbildung 3-24B-D). Zwischen den
untersuchten Zelllinien waren jedoch deutliche Unterschiede im Ansprechen auf die
wachstumshemmende Wirkung der Testsubstanzen festzustellen. So reagierte die Zelllinie
HCC-1806 (geringe SFRP1-Expression) auf die Inkubation mit den drei Testsubstanzen
jeweils mit einer deutlichen Wachstumsinhibition. Die ermittelten 1Cso-Werte lagen nur leicht
Uber denen im BT-20-Leervektor-Modell. Hingegen wiesen die HCC-1143-Zellen (hohe
SFRP1-Expression) eine gréBere Resistenz gegenlber der wachstumshemmenden Wirkung
dieser drei potentiellen SFRP1-Mimetika auf. Dieses Ergebnis bestatigt das in der Zell-
wachstums-Analyse des BT-20-Zellkulturmodells beobachtete differenzielle Ansprechen
SFRP1-negativer und SFRP1-positiver Klone auf eine Behandlung mit den potentiellen
SFRP1-Mimetika 366, 848 und 994.

Tabelle 3-6: Halbmaximale inhibitorische Konzentration (ICso-Wert) der vier ausgewéhlten
potentiellen SFRP1-Mimetika in der Zellwachstums-Analyse humaner Mammakarzinom-
Zelllinien.

Substanz ICs0 BT-20-Leer ICs50 HCC-1143 IC50 HCC-1806

(HM)? WT (uM)® WT (pM)
064 1,5 < 50 < 50
366 8,2 >20,0 10,0
848 7,2 >20,0 10,6
994 8,3 >20,0 11,0

aDie Bestimmung der [Cso-Werte erfolgte ndherungsweise mittels linearer Regression (siehe
Abschnitt 2.17). 1Cso-Werte auBerhalb des Messbereiches konnten auf diese Weise nicht berechnet
werden und sind in der Folge in Bereichen > bzw. < angegeben. WT: Wildtyp.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die beobachtete wachstumshemmende
Wirkung der putativen SFRP1-Mimetika nicht allein auf das BT-20-Zellkulturmodell
beschrankt, sondern auch auf weitere Brustkrebs-Modelle tbertragbar ist. Die untersuchten
Zelllinien wiesen eine unterschiedlich starke Sensitivitdt gegeniiber den einzelnen Test-
substanzen auf, wobei eine starkere Wachstumsinhibition jeweils mit einer niedrigen SFRP1-
Expression korrelierte. Lediglich fur das putative SFRP1-Mimetikum 064 konnte dieser
Zusammenhang in dem hier untersuchten Messbereich nicht bestatigt werden. Im Folgenden
galt es den Einfluss der vier potentiellen SFRP1-Mimetika auf das Genexpressionsprofil des
BT-20-Zellkulturmodells zu untersuchen, um mit Hilfe der Expression SFRP1-assoziierter
Marker-Gene eine mégliche SFRP1-analoge Wirkung der Testsubstanzen zu verifizieren.
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3.2.4 Der Einfluss der potentiellen SFRP1-Mimetika auf das Genexpressions-
profil des BT-20-Zellkulturmodells

Die Behandlung mit allen vier potentiellen SFRP1-Mimetika resultierte jeweils in einer
dosisabhangigen Wachstumsinhibition, sowohl im BT-20-Zellkulturmodell als auch in zwei
weiteren Mammakarzinom-Zelllinien (siehe Abschnitt 3.2.2 und 3.2.3). Zuséatzlich deutete ein
differenzielles Ansprechen SFRP1-negativer und SFRP1-positiver Brustkrebszellen auf eine
analog zu SFRP1-vermittelte Wachstumsinhibition hin. Die Uberpriifung dieser Hypothese
sollte mit Hilfe einer Genexpressionsstudie erfolgen. Zu diesem Zweck galt es zunachst
spezifische Marker-Gene der SFRP1-Wirkung abzuleiten, um anschlieBend den Einfluss der
potentiellen SFRP1-Mimetika auf die Expression dieser Gensignatur im BT-20-Zellkultur-
Modell zu analysieren. Bei SFRP1-analoger Wirkung dieser Testsubstanzen wurde eine
ahnliche Expressionsanderung der Marker-Gene wie infolge einer forcierten SFRP1-

Reexpression erwartet.

3.2.4.1 Identifizierung zu SFRP1 ko- bzw. anti-regulierter Gene

Zwecks Identifizierung SFRP1-assoziierter Gene wurden die Daten einer Microarray-
basierten Genexpressionsanalyse genutzt. Die Analyse erfolgte in der Chip Facility des |ZKF
(Interdisziplinares Zentrum fir Klinische Forschung) am UKA unter Verwendung des
GeneChip Human Gene 2.0 ST Arrays des Herstellers Affymetrix, welcher mehr als 33.500
Protein-codierende sowie mehr als 11.000 nicht-codierende Transkripte abdeckt. Mit Hilfe
dieses DNA-Arrays wurden jeweils drei unabhéngige BT-20-Leervektor- sowie SFRP1-
Einzelklone auf inr spezifisches Expressionsprofil hin untersucht. Gene galten als differenziell
exprimiert, wenn der lineare Fold-Change (FC) zwischen Leervektor- und SFRP1-Klon
entweder > 2 oder < -2 war und ein P-Wert < 0,05 (einfaktorielle Varianzanalyse) vorlag (siehe
Abschnitt 2.13.15). Unter Anwendung dieser Filtereigenschaften konnten 56 Gene als
differenziell exprimiert identifiziert werden, davon 15 Gene als anti- und 41 Gene als ko-
reguliert zu SFRP1 (siehe Tabelle 6-10 und Tabelle 6-11 des Anhangs).

Im Folgenden galt es ausgewahlte SFRP1-assoziierte Gene mit Hilfe einer Real-Time PCR-
basierten Expressionsanalyse auf ihre Eignung als Marker-Gene der SFRP1-Wirkung hin zu
untersuchen (siehe Tabelle 3-7). Diese sechs zu SFRP1 ko- und drei zu SFRP1 anti-
regulierten Gene erfillten alle die oben genannten Filterkriterien, mit Ausnahme des Gens
IGFBP5, welches jedoch auf Grund seines Bezuges zum WNT-Signalweg [229, 230] ebenfalls
analysiert werden sollte.
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Tabelle 3-7: Ausgewihlte, SFRP1-assoziierte Gene im BT-20-Zellkulturmodell.

Gensymbol FC SFRP1 vs. Leer (linear) P-Wert?
SLC6A14 20,72 < 0,05
PLS3 17,79 < 0,05
COL12A1 9,22 < 0,01
IGFBP5 3,65 0,07
FRAS1 3,60 < 0,01
IL1R1 2,63 < 0,05
PCDH10 -15,39 < 0,05

KCNK2 - 4,51 < 0,001
BMPER - 2,26 < 0,05

aDie P-Werte wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse ermittelt.

Abbildung 3-25 zeigt exemplarisch die Ergebnisse der Expressionsanalyse flr die beiden
SFRP1-ko-regulierten Gene PLS3 und IGFBP5 sowie der beiden zu SFRP1 anti-regulierten
Gene PCDH10 und KCNK2. Im Streudiagramm sind die Expressionswerte von je vier BT-20-
Leervektor- bzw. vier SFRP1-Einzelklonen abgebildet.
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Abbildung 3-25: Exemplarische Darstellung der Real-Time PCR-basierten Expressionsanalyse
ausgewdhlter Zielgene der SFRP1-Wirkung im BT-20-Zellkulturmodell. In Form von Streu-
diagrammen dargestellte mRNA-Expression der zu SFRP1 ko-regulierten Gene PLS3 und IGFBP5
sowie der beiden zu SFRP1 anti-regulierten Gene PCDH10 und KCNK2. Die Genexpressionsanalyse
erfolgte an jeweils vier Leervektor- bzw. SFRP1-Klonen. Als interner Standard der relativen Expression
diente das Haushaltsgen GAPDH. Die Normierung erfolgte auf die mediane Expression der Leervektor-
Klone. Horizontale Linien: Mediane. Punkte: relative Expressionswerte der Leervektor-Klone. Vierecke:
relative Expressionswerte der SFRP1-Klone. ns: nicht signifikant; *: P < 0,05 (zweiseitiger Mann-
Whitney U-Test).

Die statistische Auswertung der Real-Time PCR-basierten Expressionsanalyse der neun
analysierten Zielgene ergab lediglich fir PCDH10 einen signifikanten Unterschied (P < 0,05)
zwischen der medianen mRNA-Expression der vier untersuchten BT-20-Leervektor- und
SFRP1-Einzelklone (Fold Change der PCDH10-Expression: -125). Diese Abweichung zu den

Ergebnissen der Microarray-basierten Genexpressionsanalyse lasst sich zum einen durch die
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unterschiedliche Methode, als auch eine divergente Einzelklonauswahl fur die Real-Time
PCR-Analyse erklaren.

Zusammengefasst konnte PCDH10 sowohl in der Microarray-basierten als auch in der
nachfolgenden Real-Time PCR-Expressionsanalyse als SFRP1-assoziiertes Gen identifiziert
werden. Um eine Eignung von PCDH10 als Marker-Gen der SFRP1-Wirkung fir die
nachfolgende Genexpressionsstudie mit den putativen SFRP1-Mimetika zu verifizieren, wurde
im Folgenden zusatzlich der Einfluss des SFRP1-Inhibitors WAY-316606 auf die PCDH10-
mMRNA-Expression im BT-20-Zellkulturmodell untersucht.

Zwecks PCDH10-Expressionsanalyse wurde die zur Validierung der putativen SFRP1-
Mimetika etablierte Zellkultur-Analysemethode (siehe Abschnitt 2.2.1) genutzt. Die Messung
der relativen PCDH10-mRNA-Expression erfolgte im Anschluss an eine 24-stiindige
Inkubation des BT-20-Leervektor- bzw. —SFRP1-Klons mit dem SFRP1-Inhibitor WAY-316606
mit Hilfe der semiquantitativen Real-Time PCR-Methode. Das Ergebnis dieser Untersuchung
ist in Abbildung 3-26 dargestellt. Die gezeigten relativen PCDH10-mRNA-Expressionswerte
sind jeweils auf die DMSO-Kontrolle des Leervektor- bzw. SFRP1-Klons normiert.
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Abbildung 3-26: Der Einfluss des SFRP1-Inhibitors WAY-316606 auf die mRNA-Expression von
PCDH10 im BT-20-Zellkulturmodell. Zur Bestimmung der konzentrationsabh&ngigen Genexpression
von PCDH10 wurden pro Konzentration je 1x10% Zellen des BT-20-Leervektor- (hellgrau) und des
BT-20-SFRP1-Klons (dunkelgrau) ausgesdt. Nach zundchst 24 h Kultivierung unter Standard-
bedingungen erfolgte eine 24-stiindige Inkubation der Zellen mit dem SFRP1-Inhibitor WAY-316606.
Die relative PCDH10-mRNA-Expression wurde mittels Real-Time PCR bestimmt. Die Inkubation mit
WAY-316606 erhdhte die PCDH10-Expression des SFRP1-Klons, aber nicht die des Leervektor-Klons.
Als interner Standard der relativen Expression diente das Haushaltsgen GAPDH. Balken: mittlere
relative PCDH10-mRNA-Expression normiert auf die jeweilige DMSO-Kontrolle des Leervektor- bzw.
des SFRP1-Klons. Vertikale Linien: 95 %-Konfidenzintervall der Dreifachbestimmung.

Nach der Behandlung mit dem SFRP1-Inhibitor WAY-316606 wies der BT-20-Leervektor-
Klon eine unveranderte PCDH10-Expression auf (Fold-Change bei maximaler Konzentration
(maxFC): 1,1), wahrend die Expression im SFRP1-Klon bei einer Konzentration von 20 pM um

den Faktor 3,1 erhdht war (siehe Abbildung 3-26). Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit
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den Resultaten der Microarray- und Real-Time PCR-basierten Expressionsanalyse und
bestatigt eine SFRP1-vermittelte Regulation der PCDH10-Expression.

3.2.4.2 Der Einfluss der potentiellen SFRP1-Mimetika auf die mRNA-Expression
von PCDH10

Zwecks Validierung der putativen SFRP1-Mimetika galt es im Folgenden ihren Einfluss auf
die mRNA-Expression von PCDH10, das zuvor als Marker-Gen der SFRP1-Wirkung
identifiziert werden konnte, im BT-20-Zellkulturmodell zu analysieren. Die PCDH10-mRNA-
Expression des BT-20-SFRP1-Klons lag nahe der Nachweisgrenze dieser Methode, so dass
ein eventuell verstarkter Expressionsverlust infolge einer Behandlung mit den potentiellen
SFRP1-Mimetika im BT-20-SFRP1-Modell nicht untersucht werden konnte. Daher wurde der
Einfluss der vier Testsubstanzen auf die PCDH10-Expression im Folgenden lediglich im
BT-20-Leervektor-Klon analysiert.

Hierzu wurden 10 bzw. 8x10* Zellen des BT-20-Leervektor-Klons wie in Abschnitt 3.2.1
beschrieben ausgesat und fir 24 h bzw. 48 h mit den vier putativen SFRP1-Mimetika in drei
unterschiedlichen Konzentrationen (5 uM, 10 uM und 20 uM) inkubiert. AnschlieBend erfolgte
die Messung der relativen PCDH10-mRNA-Expression mittels Real-Time PCR. Neben einem
konzentrationsabh&ngigen Einfluss konnte so ebenfalls ein eventuell durch die Inkubations-
dauer verursachter Effekt der Testsubstanzen auf die mRNA-Expression des PCDH10-Gens
untersucht werden.

Abbildung 3-27 zeigt das Ergebnis der konzentrationsabhéngigen Expressionsanalyse der
PCDH10-mRNA im BT-20-Leervektor-Klon nach Inkubation mit den potentiellen SFRP1-
Mimetika 064, 366, 848 und 994. Alle Expressionswerte wurden auf die jeweilige DMSO-
Kontrolle normiert.

Far alle vier potentiellen SFRP1-Mimetika lieB sich in der Real-Time PCR-basierten
Expressionsanalyse eine dosisabhangige Reduktion der PCDH10-Expression im BT-20-
Leervektor-Klon, sowohl nach 24 h als auch 48 h, feststellen (Abbildung 3-27). Testsubstanz
064 zeigte nach 24 h den starksten Einfluss auf die Transkription von PCDH10 (Abbildung
3-27A, maxFC24:-4,8). Diese Wirkung lieB jedoch nach einer insgesamt 48-stiindigen
Inkubation wieder nach (maxFC48: -2,2). Hingegen resultierte eine 24-stlindige Behandlung
der Leervektor-transfizierten BT-20-Zellen mit den Substanzen 366 (Abbildung 3-27B,
maxFC24: -1,5), 848 (Abbildung 3-27C, maxFC24:-1,6) und 994 (Abbildung 3-27D,
maxFC24: -1,9) jeweils in einem geringeren Effekt auf die PCDH10-Expression als eine
Applikation der Testsubstanz 064. Nach einer Inkubation Uber 48 h offenbarte sich jedoch
auch far diese drei Substanzen ein deutlicher Verlust der PCDH10-Expression (Abbildung
3-27B-D; 366: maxFC48: -14; 848: maxFC48: -2,8; 994: maxFC48: -6,6).
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Abbildung 3-27: Der Einfluss der vier ausgewahlten potentiellen SFRP1-Mimetika auf die mRNA-
Expression von PCDH10im BT-20-Leervektor-Klon. Zur Bestimmung der konzentrationsabhangigen
Genexpression von PCDH10 wurden pro Testsubstanz und Konzentration in Abhangigkeit zur
Inkubationsdauer je 10 bzw. 8x10* Zellen des BT-20-Leervektor-Klons ausgesat. Nach zunachst 24 h
Kultivierung unter Standardbedingungen erfolgte eine 24- bzw. 48-stiindige Inkubation der Zellen mit
den Testsubstanzen. Die relative PCDH10-mRNA-Expression wurde mittels Real-Time PCR bestimmt.
Eine Inkubation mit den Substanzen (A) 064, (B) 366, (C) 848 und (D) 994 (ber 24 h (hellgraue Balken)
sowie auch 48 h (dunkelgraue Balken) resultierte in einer reduzierten PCDH10-mRNA-Expression im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Als interner Standard der relativen Expression diente das Haushaltsgen
GAPDH. Balken: mittlere relative PCDH10-mRNA-Expression normiert auf die DMSO-Kontrolle.
Vertikale Linien: 95 %-Konfidenzintervall.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass alle vier potentiellen SFRP1-Mimetika die
Expression des Marker-Gens PCDH10 reduzierten, wenn auch zwischen den einzelnen
Testsubstanzen Unterschiede bezlglich der Starke des PCDH10-Expressionsverlustes sowie
der erforderlichen Inkubationsdauer, um diesen Effekt zu erzielen, beobachtet werden
konnten. In Ubereinstimmung mit den Beobachtungen der zuvor durchgefiihrten Zell-
wachstums-Analyse, die far alle vier potentiellen SFRP1-Mimetika eine differenzielle
Wachstumsinhibition in SFRP1-negativen und SFRP1-positiven Mammakarzinomzellen
nachgewiesen hatte, deutete dieses Ergebnis auf eine zu SFRP1 analoge Wirkung der
putativen SFRP1-Mimetika hin.
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3.2.5 Funktionelle Charakterisierung der potentiellen SFRP1-Mimetika

Eine differenzielle Wachstumsinhibition SFRP1-negativer und -positiver Mammakarzinom-
zellen sowie ein konzentrationsabhangiger Effekt auf die mRNA-Expression des Marker-Gens
PCDH10 suggerierten eine potentiell SFRP1-analoge Wirkung der vier untersuchten
Wirkstoffmolekdile.

Im Hinblick auf eine Nutzung der putativen SFRP1-Mimetika als Therapeutika sollten die
vier Testsubstanzen im Folgenden zusatzlich hinsichtlich ihrer méglichen Beeinflussung
weiterer elementarer Tumorzelleigenschaften charakterisiert werden. Ein Einfluss von SFRP1
auf zentrale Charakteristika von Tumorzellen ist bereits flir zahlreiche Tumorentitaten belegt
und auBert sich unter anderem in einer gehemmten Proliferation und Migration sowie einer
gesteigerten Apoptoserate [231-236]. So wurde auch das im Rahmen dieser Arbeit genutzte
BT-20-SFRP1-Uberexpressionsmodell bereits hinsichtlich dieser Eigenschaften analysiert
[169].

Die funktionellen Untersuchungen wurden daher unter Verwendung des gleichen BT-20-
Leervektorklons, der bereits fir die zuvor beschriebene Validierung der Testsubstanzen (siehe
Abschnitt 3.2.2 und 3.2.4) genutzt wurde, durchgefuhrt. Die Bewertung der funktionellen
Effekte erfolgte (iber einen Vergleich mit dem BT-20-SFRP1-Uberexpressionsmodell sowie
der Nutzung des zuvor bereits verwendeten Inhibitors der WNT-Signaltransduktion 1CG-001
als Referenz-Substanz. Zwecks besserer Vergleichbarkeit wurde jedes putative SFRP1-
Mimetikum sowie ICG-001 jeweils in einer Konzentration von 10 uM eingesetzt, da in dieser
Konzentration alle Testsubstanzen sowohl auf das Zellwachstum als auch die Expression des
Marker-Gens PCDH10 einen deutlichen Effekt gezeigt hatten. Die Durchfiihrung der
funktionellen Charakterisierung der potentiellen SFRP1-Mimetika im BT-20-Modell erfolgte
unter Mitwirkung der Masterstudentin Andrea Nulens im Rahmen ihrer Master-Thesis.

3.2.5.1 Der Einfluss der potentiellen SFRP1-Mimetika auf das Koloniebildungs-

vermogen

Zunachst galt es den Einfluss der putativen SFRP1-Mimetika auf das Koloniebildungs-
vermOégen der BT-20-Zellen zu untersuchen. Fir diesen Prozess sind neben dem
Zellwachstum ebenfalls migratorische Zelleigenschaften sowie die Fahigkeit durch
Einzelzellen Kolonien zu bilden von Relevanz. Die Effekte einer Inkubation des BT-20-
Leervektor-Klons mit den potentiellen SFRP1-Mimetika auf das Koloniebildungsvermégen
wurden mit Hilfe des Koloniebildungstests untersucht. Zu diesem Zweck wurden zunéachst pro
Test- und Kontrollsubstanz je 10% Zellen des BT-20-Leervektor-Klons im Doppelansatz in
6-Well-Zellkulturschalen ausgesat und tber einen Zeitraum von insgesamt elf Tagen mit den
jeweiligen Substanzen inkubiert (siehe Abschnitt 2.16.1).
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Die Ergebnisse aus drei unabhangigen Versuchen pro Testsubstanz sind in Abbildung 3-28
zusammengestellt. Wie bereits makroskopisch erkennbar war, fihrte sowohl die Inkubation
mit dem Referenz-Inhibitor ICG-001 als auch die Behandlung mit jedem der vier putativen
SFRP1-Mimetika 064, 366, 848 und 994 zu einem deutlich reduzierten Koloniewachstum des
BT-20-Leervektor-Klons im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (Abbildung 3-28A). Die
Quantifizierung der qualitativen Beobachtung mittels densitometrischer Auswertung der
fixierten und mit Kristallviolett gefarbten Kolonien ist in Abbildung 3-28B dargestellt. In
Ubereinstimmung mit der makroskopischen Beobachtung ergab die statistische Analyse eine
im Vergleich zur DMSO-Kontrolle jeweils signifikant reduzierte Koloniezahl (jeweils P < 0,01)
durch eine Behandlung mit den vier Testsubstanzen 064 (AMediane: 83 %), 366
(AMediane: 61 %), 848 (AMediane 41 %) und 994 (AMediane: 80 %). Die beiden potentiellen
SFRP1-Mimetika 064 und 994 zeigten den starksten Einfluss auf das Koloniewachstum,
welcher vergleichbar war mit dem des bereits bekannten Referenz-Inhibitors 1CG-001
(AMediane: 84 %).

Dieses Ergebnis entsprach den Erwartungen, da fir alle putativen SFRP1-Mimetika bereits
ebenfalls ein starker Einfluss auf das Zellwachstum des BT-20-Leervektor-Klons nach-
gewiesen werden konnte (Abschnitt 3.2.2). Im Vergleich zum BT-20-SFRP1-Uberexpressions-
modell (AMediane: 23 %, [169]) konnte fur alle putativen SFRP1-Mimetika sogar ein deutlich
starkerer Effekt auf das Koloniewachstum nachgewiesen werden.
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Abbildung 3-28: Der Einfluss der vier ausgewahiten potentiellen SFRP1-Mimetika auf das
Koloniebildungsvermégen des BT-20-Leervektor-Klons. Zur Bestimmung des Koloniebildungs-
vermdgens wurden pro Test- und Kontrollsubstanz je 108 Zellen des Leervektor-Klons ausgeséat. Nach
zunéachst 24 h Kultivierung unter Standardbedingungen erfolgte eine Inkubation der Zellen mit den
entsprechenden Substanzen in einer Konzentration von 10 uM Uber elf Tage. (A) Reprasentative
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Aufnahme fixierter und angefarbter Kolonien in den Kavitaten einer 6-WellZellkulturschale. Gezeigt ist
die Koloniebildung des BT-20-Leervektorklons nach elftagiger Kultivierung mit dem WNT-Signalweg-
Inhibitor ICG-001, den Testsubstanzen 064, 366, 848 und 994 sowie die DMSO-Kontrolle. Sowohl eine
Behandlung mit ICG-001 als auch mit allen vier putativen SFRP1-Mimetika resultierte in einem
geringeren Koloniewachstum im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. (B) Die Boxplot-Darstellung der
densitometrischen Auswertung veranschaulicht das signifikant reduzierte Koloniebildungsvermégen bei
Behandlung der Zellen mit jeder der vier Testsubstanzen sowie der Referenzsubstanz ICG-001. Fir
jede Substanz wurden jeweils drei unabhangige Versuche im Doppelansatz durchgefiihrt und das
relative Koloniewachstum auf den Median der DMSO-Kontrolle normiert. Horizontale Linien der
Boxplots: Mediane der Sechsfachbestimmung. Vertikale Linien: Minima und Maxima. Boxen: 25 %- bis
75 %-Quartile. **: P < 0,01 (zweiseitiger Mann-Whitney U-Test).

3.2.5.2 Der Einfluss der potentiellen SFRP1-Mimetika auf die Apoptose-Induktion

Eine Behandlung mit den potentiellen SFRP1-Mimetika 064, 366, 848 und 994 in einer
Konzentration von 10 uM resultierte jeweils in einem stark verminderten Zellwachstum des
BT-20-Leervektor-Klons (Abbildung 3-22). Ferner konnte ebenfalls ein Effekt auf das
Koloniewachstum durch diese vier Testsubstanzen nachgewiesen werden (Abbildung 3-28).
Im Folgenden galt es zu klaren, ob eine Uber die putativen SFRP1-Mimetika vermittelte
Wachstumsinhibition auf eine gehemmte Zellproliferation, eine gesteigerte Apoptoserate oder
eine Modulation beider Prozesse zuriickzufihren ist.

Zwecks Uberpriifung eines méglichen Effektes der Testsubstanzen auf die Sensitivitat
gegeniber pro-apoptotischen Reizen, erfolgte zunachst eine 24-stiindige Inkubation des
BT-20-Leervektorklons mit den vier Testsubstanzen sowie dem WNT-Signalweg-Inhibitor
ICG-001 (Konzentration jeweils: 10 uM), bevor die Apoptose mit Hilfe von Staurosporin
induziert wurde [188]. Als MaB fiir die Apoptose wurde die Aktivitat der Effektor-Caspasen 3
und 7 mittels des ApoOne® Homogeneous Caspase-3/7 Assays (Promega) nach Hersteller-
angaben bestimmt. Die Detektion der aktiven Caspasen 3/7 beruht auf der Umwandlung eines
zugesetzten Substrats in ein Fluoreszenzsignal. Die Uber eine Fluoreszenzmessung
bestimmte Aktivitat der Effektor-Caspasen korreliert wiederrum mit der Apoptoserate (siehe
Abschnitt 2.16.3).

Das Ergebnis aus drei unabhangigen Versuchen pro Testsubstanz ist in Abbildung 3-29
dargestellt. Die statistische Auswertung ergab eine im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
signifikant gesteigerte Apoptose-Induktion bei einer Behandlung des BT-20-Leervektor-Klons
mit dem Referenz-Inhibitor ICG-001 (AMediane: 99 %, P < 0,001). Dieses Ergebnis ist in
Ubereinstimmung mit einer durch diesen Inhibitor vermittelten Zunahme der Caspase 3/7-
Aktivitat in Kolonkarzinomzellen [114, 237]. Wahrend die Inkubation mit den putativen SFRP1-
Mimetika 366 (AMediane: 78 %) und 994 (AMediane: 11 %) ebenfalls in einer signifikant
gesteigerten Apoptoserate resultierte (366: P < 0,001; 994: P < 0,05), zeigte die Testsubstanz
848 (AMediane: 4 %) hingegen keinen Einfluss auf die Apoptose-Induktion des BT-20-
Leervektor-Klons. Fir das potentielle SFRP1-Mimetikum 064 war im Vorfeld der starkste

Einfluss auf das Zell- sowie das Koloniewachstum gezeigt worden (Abschnitt 3.2.2 und
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3.2.5.1). Entgegen der Erwartung resultierte eine Behandlung des BT-20-Leervektor-Klons mit
Testsubstanz 064 jedoch in einer im Vergleich zur DMSO-Kontrolle signifikant verringerten
Apoptoserate (AMediane: -46 %, P < 0,001).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine durch die potentiellen SFRP1-
Mimetika hervorgerufene Wachstumsinhibition vermutlich Gber unterschiedliche Mechanismen
vermittelt wird. So resultierte eine Inkubation mit Substanz 366 in einer erhdhten Sensitivitat
des BT-20-Leervektor-Klons gegenlber pro-apoptotischen Reizen. Die Steigerung der
Apoptoserate war vergleichbar mit der im BT-20-SFRP1-Uberexpressionsmodell (AMediane:
93 %) [169] und deutete darauf hin, dass die beobachtete Wachstumsreduktion durch diese
Substanz vornehmlich aus einer verstérkten Apoptose resultierte. Hingegen wirkte
Testsubstanz 064 in einer Konzentration von 10 uM offenbar anti-apoptotisch, so dass eine
Reduktion des Zellwachstums demnach vermutlich die Folge einer stark gehemmten
Proliferation war.
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Abbildung 3-29: Der Einfluss der vier ausgewéhlten potentiellen SFRP1-Mimetika auf die
Apoptoserate des BT-20-Leervektor-Klons. Zur Bestimmung der Apoptoserate wurden pro
Test-/Kontrollsubstanz je 104 Zellen des Leervektor-Klons im Dreifachansatz ausgesét und zunachst flr
24 h unter Standardbedingungen kultiviert. Danach erfolgte eine Inkubation der Zellen mit den
entsprechenden Substanzen in einer Konzentration von 10 uM (ber weitere 24 h und eine
anschlieBende 24-stiindige Behandlung der Zellen mit Staurosporin. Die nachfolgende Detektion der
Aktivitat der Effektor-Caspasen 3 und 7 wurde mit Hilfe eines auf Fluoreszenz basierten Caspase-
Assays (499nm/521nm) durchgefiihrt. Die statistische Auswertung ergab eine signifikant gesteigerte
Apoptoserate nach Behandlung mit dem WNT-Signalweg-Inhibitor ICG-001 sowie den Testsubstanzen
366 und 994 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle. Eine Inkubation mit Substanz 064 flhrte hingegen zu
einer reduzierten Apoptoserate. Fiir jede Substanz wurden jeweils drei unabhangige Versuche
durchgefiihrt und die relative Apoptoserate auf die mediane Caspase 3/7-Aktivitat der DMSO-Kontrolle
normiert. Horizontale Linien der Boxplots: Mediane der Neunfachbestimmung. Vertikale Linien: Minima
und Maxima. Boxen: 25 %- bis 75 %-Quartile. ns: nicht signifikant, *: P< 0,05, ***: P < 0,001
(zweiseitiger Mann-Whitney U-Test).
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3.2.5.3 Der Einfluss der potentiellen SFRP1-Mimetika auf das Migrations-
verhalten

Eine weitere zentrale Eigenschaft von Tumorzellen stellt die Zellmigration dar, die in
malignen Krebszellen gesteigert ist und wesentlich zum Invasions- und Metastasierungs-
potential der Zellen beitragt [205]. Mehrere in vitro-Studien belegen, dass SFRP1 die Migration
von Krebszellen inhibieren kann [234-236]. Ein Einfluss von SFRP1 auf das Migrations-
verhalten des BT-20-SFRP1-Uberexpressionsmodells konnte jedoch nicht gezeigt werden
[169]. Um einen moglichen Mehrwert der putativen SFRP1-Mimetika gegenlber einer
Reexpression von SFRP1 im BT-20-Zellkulturmodell zu evaluieren, sollte im Folgenden ein
moglicher Effekt der Testsubstanzen auf die Zellmigration anhand eines 2D-Wundheilungs-
tests (engl. Scratch Assay) untersucht werden. Dieser Test untersucht die Fahigkeit der Zellen
eine zellfreie Flache (Scratch) innerhalb eines definierten Zeitraumes zu besiedeln. Zu diesem
Zweck wurde zunachst eine Wunde in einen konfluenten Zellrasen des BT-20-Leervektor-
Klons eingebracht und das Kulturmedium anschlieBend mit den Testsubstanzen bzw. dem
Referenzinhibitor ICG-001 in einer Konzentration von jeweils 10 uM versetzt. Die
Dokumentation des Wundschlusses Uber einen Zeitraum von 72 h erfolgte Uber licht-
mikroskopische Aufnahmen der Wunde alle 24 h (siehe Abschnitt 2.16.5). Fir jede Substanz
wurden jeweils drei unabhéngige Versuche in Doppelbestimmung durchgefihrt.

Abbildung 3-30A zeigt eine reprasentative Darstellung des Wundheilungstests flr den
BT-20-Leervektor-Klon unter dem jeweiligen Einfluss der DMSO-Kontrolle bzw. der
potentiellen SFRP1-Mimetika 064, 366, 848 und 994 sowie der Referenzsubstanz ICG-001.
Bereits makroskopisch ist ein im Vergleich zur DMSO-Kontrolle deutlich gréBeres zellfreies
Areal nach Inkubation der Zellen mit den beiden Testsubstanzen 064 und 994, sowie dem
WNT-Signalweg-Inhibitor ICG-001 zu erkennen.

Die graphische Auswertung des Wundschlusses erfolgte mit Hilfe der Software Image J
(siehe Abschnitt 2.16.5). Die Werte der zellfreien Flache wurden jeweils auf die entsprechende
zellfreie Ausgangsflache zum Startpunkt der Messung (T=0 h) normiert. Abbildung 3-30B
illustriert den Verlauf des Wundschlusses Uber 72 h unter Einwirkung des WNT-Signalweg-
Inhibitors ICG-001 sowie der vier putativen SFRP1-Mimetika und der DMSO-Kontrolle. Die
bereits makroskopisch sichtbaren qualitativen Effekte lieBen sich auch quantitativ bestatigen.
Dabei offenbarte Testsubstanz 064 den starksten Einfluss auf den Wundschluss der
Leervektor-transfizierten BT-20-Zellen.
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Abbildung 3-30: Der Einfluss von vier ausgewdhlten potentiellen SFRP1-Mimetika auf den
Wundschluss des BT-20-Leervektor-Klons. Fiir den Wundheilungstest wurde zunachst eine Wunde
in den konfluenten Zellrasen des BT-20-Leervektor-Klons eingebracht und das Kulturmedium
anschlieBend mit den Testsubstanzen bzw. ICG-001 in einer Konzentration von jeweils 10 uM versetzt.
Die Fotodokumentation des Wundschlusses Uber einen Zeitraum von 72 h erfolgte alle 24 h.
(A) Exemplarische Darstellung der Wundflache zum Start- (0 h) und Endzeitpunkt (72 h) des
Wundheilungstests flr die Behandlungen mit der Referenzsubstanz ICG-001, den Testsubstanzen 064,
366, 848 und 994, sowie der DMSO-Kontrolle. Vertikal gestrichelte Linie: Begrenzung der zellfreien
Flache zum Zeitpunkt T =0 h. (B) Dargestellt ist der graphische Vergleich des Wundschlusses bei
jeweiliger Behandlung der Zellen mit DMSO und ICG-001 sowie den vier Testsubstanzen 064, 366, 848
und 994. Alle Werte wurden jeweils auf die zellfreie Ausgangsflache zum Zeitpunkt T = 0 h normiert.
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden die +Standardfehler der einzelnen Messpunkte nicht
angegeben. (C) Darstellung der zellfreien (weiB) im Vergleich zur besiedelten Flache (schwarz) nach
72-stindiger Behandlung mit den Kontroll- sowie Testsubstanzen. Die dargestellten P-Werte beziehen
sich auf den jeweiligen Vergleich der zellfreien Flache nach Behandlung mit den Testsubstanzen bzw.
ICG-001 und der DMSO-Kontrolle. *: P < 0,01; ***: P < 0,001 (zweiseitiger Mann-Whitney U-Test).

In Abbildung 3-30C ist der direkte Vergleich der zellfreien Flache nach jeweiliger
Behandlung mit den Kontroll- bzw. Testsubstanzen zum Endzeitpunkt der Messung (T=72 h)
dargestellt. Die Differenz in der zellfreien Flache zwischen der DMSO-Kontrolle und dem
Ansatz mit dem WNT-Signalweginhibitor ICG-001 betrug zum Zeitpunkt 72 h (AzF72) 19 %
und erwies sich in der statistischen Auswertung als signifikant (P < 0,05). Dies ist in Uberein-
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stimmung mit einem reduzierten Wundschluss von Zellen des Pankreaskarzinoms sowie des
humanen Bronchien-Epithels bei Inkubation mit ICG-001 und bestéatigt eine Abhangigkeit der
im Wundheilungstest beobachteten Effekte von einer Inhibition der WNT-Signaltransduktion
[238, 239]. Eine 72-stundige Inkubation des BT-20-Leervektor-Klons mit dem putativen
SFRP1-Mimetikum 064 sowie 994 resultierte ebenfalls in einer statistisch signifikant gréBeren
zellfreien Flache im Vergleich zur DMSO-Kontrolle (fir 064: AzF72: 51 %, P < 0,001 und fir
994: AzF72: 19 %, P < 0,05). Hingegen zeigten die beiden potentiellen SFRP1-Mimetika 366
(AzF72: 0 %) und 848 (AzF72:7 %) keine nachweisbare Wirkung auf den Wundschluss des
BT-20-Leervektor-Klons.

Auf Grund des Aufbaus des Wundheilungstests kann neben migratorischen Effekten
ebenfalls ein vermindertes Zellwachstum Einfluss auf den Wundschluss haben, und zwar
umso starker je langer der Zeitraum ist, den die Zellen fir einen vollstdndigen Wundschluss
benétigen. Da auch nach 72-stiindiger Versuchsdurchfiihrung ein maximaler Wundschluss
von lediglich 60 % beobachtet wurde, sollten zusétzlich die Daten der Zellwachstums-Analyse
aus Abschnitt 3.2.2 herangezogen werden, um mdgliche Auswirkungen einer Uber die
potentiellen SFRP1-Mimetika vermittelten Wachstumsinhibition auf den Wundschluss
beurteilen zu kénnen. Der direkte Vergleich der Wachstumsinhibition mit dem Wundschluss
der BT-20-Zellen bei Inkubation mit den vier Testsubstanzen ist in Abbildung 3-31 dargestellt.
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Abbildung 3-31: Der direkte Vergleich des Einflusses der vier potentiellen SFRP1-Mimetika auf
das Zellwachstum sowie den Wundschluss des BT-20-Leervektor-Klons. Dargestellt ist die relative
Zellzahl des BT-20-Leervektor-Klons (links) sowie die relative zellfreie Flache einer in den konfluenten
Zellrasen des BT-20-Leervektor-Klons eingebrachten Wunde (rechts) nach 72-stiindiger Inkubation mit
den vier putativen SFRP1-Mimetika 064, 366, 848 und 994 in einer Konzentration von jeweils 10 pM.
Alle Werte wurden auf den jeweiligen Wert der DMSO-Kontrolle normiert. Vertikale Linien:
+ Standardfehler.

In einer Konzentration von 10 uM reduzierte Testsubstanz 366 das Zellwachstum des
BT-20-Leervektor-Klons im Vergleich zur DMSO-Kontrolle im Median (AZW) um 71 %
(Abbildung 3-31). Dieser Effekt war vergleichbar mit dem des putativen SFRP1-Mimetikums
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064 (AZW: 76 %) auf das Zellwachstum und deutlich starker als der der Testsubstanz 994
(AZW: 54 %). Hingegen konnte flr die Testsubstanz 366 kein Einfluss auf den Wundschluss
nachgewiesen werden, im Gegensatz zu einem signifikant langsameren Wundschluss bei
Inkubation mit den potentiellen SFRP1-Mimetika 064 und 994. Dieser Vergleich lasst darauf
schlieBen, dass das Ergebnis des Wundheilungstests vermutlich nicht auf die wachstums-
inhibierenden Effekte der Testsubstanzen, sondern vielmehr auf dem Einfluss dieser
Substanzen auf die migratorischen Eigenschaften der BT-20-Zellen beruht.

Zusammenfassend konnte in diesem Abschnitt herausgestellt werden, dass die beiden
Testsubstanzen 064 und 994 den Wundschluss des BT-20-Leervektors signifikant
verlangsamten und dieser Effekt vermutlich Uber eine verringerte Zellmigration vermittelt wird.
Dies stelltim BT-20-Zellkulturmodell einen Mehrwert dieser beiden putativen SFRP1-Mimetika
im Vergleich zu einer forcierten SFRP1-Reexpression dar. Eine Validierung dieses
Ergebnisses ware in weiterfihrenden Experimenten mit Hilfe eines Boyden-Chamber-
Migrationstests méglich. Dieser untersucht die chemotaktische Migration der Zellen durch eine
Membran und ist somit weitgehend unabhangig von Zellwachstums-Einflissen.

3.2.6 Zusammenfassung der beobachteten, durch die vier potentiellen SFRP1-
Mimetika vermittelten Effekte

In Tabelle 3-8 sind die im Rahmen dieser Arbeit beobachteten Effekte der putativen SFRP1-
Mimetika im BT-20-Zellkulturmodell zusammengefasst. Als Vergleich ist zusétzlich die
jeweilige Wirkung einer SFRP1-Reexpression angegeben.

Tabelle 3-8: Tabellarische Zusammenfassung der im BT-20-Zellkulturmodell infolge einer
Inkubation mit den putativen SFRP1-Mimetika bzw. einer forcierten SFRP1-Reexpression
beobachteten Effekte.

SFRP1- Putatives SFRP1-Mimetikum
Beobachtete Effekte Reexpression 064 366 848 994
Zolwachgumsinhibiton KA 7 Y Y Y
e dr PODHIC AEARARAE
Hemmung der Koloniebildung v v v v v
Erhdhte Apoptoserate v X v - v
Verminderte Zellmigration - v - - v

k. A. : keine Angabe; v : Effekt; - : kein Effekt; x : signifikant reduzierte Apoptose-Induktion
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4. Diskussion

4.1 Charakterisierung des putativen Tumorsuppressors DKK3 im
humanen Mammakarzinom

In zahlreichen Tumorentitaten, einschlieBlich des Mammakarzinoms, kann eine aberrante
Aktivitdt des WNT-Signalweges festgestellt werden, welche mit einem verstarkten Tumor-
wachstum sowie einer erhéhten Metastasierungsrate einhergeht [101-103]. Als Antagonisten
der WNT-Signaltransduktion gelten die Vertreter der Dickkopf-Familie als putative
Tumorsuppressoren, deren Expressionsverlust die Entstehung von Tumoren sowie deren
Progression férdert [111]. DKK3 nimmt im Hinblick auf seine divergente Struktur sowie der
daraus resultierenden biologischen Funktion eine Sonderstellung innerhalb der Dickkopf-
Familie ein [111, 130]. Dies zeigt sich auch im Rahmen der Tumorgenese: Wahrend die
ubrigen Mitglieder der Dickkopf-Familie in Tumoren nicht wie erwartet konstant herabreguliert,
sondern ebenso gewebs- und kontextspezifisch erhéht sein kénnen, konnte ein DKKS-
Expressionsverlust in nahezu jeder humanen Tumorentitdt nachgewiesen werden [130].
Dieser zeigt sich beispielsweise in soliden Neoplasien des zentralen Nervensystems, der
Lunge und der Prostata, sowie ebenfalls in hAmatopoetischen Tumorerkrankungen [137, 240-
242]. Ubereinstimmend belegen mehrere Studien eine Reduktion der DKK3-Expression im
humanen Mammakarzinom [142, 145, 190]. Diese Studien berilcksichtigten jedoch jeweils
nicht die Heterogenitat der Brusttumoren. So fasst der Begriff ,Mammakarzinom® eine Gruppe
heterogener Brustkrebserkrankungen zusammen, die sich sowohl hinsichtlich ihrer
molekularen Charakteristika als auch in Bezug auf ihre klinische Prognose und ihr Therapie-
ansprechen unterscheiden [18, 26-28]. Basierend auf Genexpressions-Profilen werden flnf
intrinsische Subtypen unterschieden: Luminal A, Luminal B, HER2-enriched, Basal-like und
Normal-like [31]. Luminal A-Tumoren sind mit einer guten Prognose verknipft. Hingegen
zeigen Karzinome der Subtypen Luminal B, HER2-enriched und Basal-like jeweils
vergleichsweise ungulnstige Krankheitsverlaufe [27, 28, 31]. Wé&hrend sich zudem die
systemische Therapie basaler Tumoren bisher ausschlieBlich auf die Médglichkeit der
Applikation unspezifisch wirkender Zytostatika beschrankt, existieren fir luminale sowie fur
HER2-enriched Brusttumoren bereits weniger toxische Alternativen zur Chemotherapie, z. B.
in Form von endokriner Behandlung oder der Gabe von Anti-HER2-Antikérpern [38, 39]. Dies
unterstreicht die hohe klinische Relevanz eines Verstandnisses der molekularen Ursachen der
jeweiligen Subtyp-spezifischen Tumorentstehung und —progression im Hinblick auf die
Entwicklung personalisierter Therapieansatze. Um diesem Bedarf gerecht zu werden, bestand
ein Ziel dieser Arbeit in der erstmaligen Analyse eines potentiellen Subtyp-spezifischen DKK3-
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Expressionsverlustes im humanen Mammakarzinom sowie dessen biologischer Relevanz fir
die Karzinogenese der einzelnen Subtypen.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen vorheriger Studien ergab ebenfalls die im
Rahmen dieser Dissertation anhand eines eigenstdndig generierten mRNA-Kollektivs
durchgefiihrte Expressionsanalyse einen signifikanten Verlust von DKK3 in Brusttumoren im
Vergleich zu Brust-Normalgeweben. Durch Verwendung eines umfangreichen Tissue
Microarrays (TMA) [144, 145] konnte dieser Verlust zudem in einem zweiten, unabhangigen
Kollektiv gleichermaBen auf Proteinebene bestatigt werden. Die zusatzliche Stratifizierung der
beiden unabhangigen Patientenkohorten in die IHC-definierten Subtypen Luminal, HER2-
positiv und Triple-negativ (TNBC) offenbarte zudem eine sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene differenzielle Reduktion der DKK3-Expression in den distinkten Brusttumor-
Subtypen, mit dem jeweils stérksten Verlust in triple-negativen Karzinomen. Dieses Ergebnis
wurde gestitzt durch die Analyse eines umfangreichen in silico-mRNA-Expressions-
Datensatzes des TCGA-Datenportals [166, 167], welcher die geringste DKK3-Expression in
Karzinomen der PAM-50-definierten Subgruppe Basal-like aufwies. Dieser Subtyp Uber-
schneidet sich zu einem hohen prozentualen Anteil mit den IHC-definierten TNBC-Karzinomen
[44]. Bestéatigt wurde diese VerknlUpfung durch eine positive Korrelation zwischen einer
verminderten DKK3-mRNA und einem negativen Hormonrezeptorstatus sowohl im eigen-
standig generierten als auch im TCGA-Datensatz. Ferner wurde eine niedrige DKK3-
Expression vermehrt in gréBeren Brusttumoren (gréBer pT1) sowie in dedifferenzierten
Karzinomen (Tumorgrad G3) gefunden, in Ubereinstimmung mit einem hohen Prozentsatz von
Basal-like Brusttumoren, die diese Charakteristika aufweisen [18]. Ein Zusammenhang
zwischen reduzierter DKK3-Expression und einer geringen Differenzierung von Tumoren
konnte ebenso in Neoplasien des Gastrointestinaltraktes und der Lunge beobachtet werden,
was auf eine potentielle Funktion von DKKS in der epithelialen Differenzierung hindeutet [243-
245].

Nachfolgend sollten mégliche molekulare Mechanismen untersucht werden, die zur
Auspragung des beobachteten Subtyp-spezifischen DKK3-Expressionsverlustes im Mamma-
karzinom beitragen kénnten. In humanen Tumoren wurden bis heute zahlreiche epigenetische
sowie genetische Faktoren als potentielle Ursache eines DKK3-Expressionsverlustes
analysiert. Als erster Mechanismus einer DKK3-Deregulation in Karzinomen wurde eine
aberrante DNA-Methylierung beschrieben. So wiesen Kobayashi und Kollegen 2002 im
Lungenkarzinom eine mit einem Verlust der DKK3-Expression assoziierte Hypermethylierung
des DKK3-Promotors nach [246]. Mittlerweile stellt die Hypermethylierung des DKK3-Gens die
am haufigsten beschriebene molekulare Ursache einer Herabregulation der DKK3-Expression
in humanen Tumoren dar und wurde unter anderem im Kolon-, Prostata- und Magenkarzinom

nachgewiesen. [130, 241, 247]. GleichermaBen konnte ebenfalls in humanen Brusttumoren
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eine Assoziation zwischen einem Verlust von DKK3 und einer DKK3-Hypermethylierung
gezeigt werden [142, 145, 190]. Die meisten der bisher veroffentlichten DKK3-Methylierungs-
studien im Mammakarzinom nutzten jedoch die rein qualitative und zudem weniger sensitive
Methode der methylierungsspezifischen PCR (MSP) und beriicksichtigten zudem jeweils nicht
die Heterogenitat der Brustkrebserkrankung [142, 190, 248]. Lediglich fur die Subgruppe der
HER2-positiven Tumoren konnte in einer kirzlich publizierten Studie eine aberrante
Methylierung des DKK3-Promotors nachgewiesen werden [249]. Im Rahmen dieser
Dissertation sollte daher anhand eines eigenstandig generierten DNA-Kollektivs eine
Methylierungsstudie im humanen Mammakarzinom erstmalig sowohl mit Hilfe der
quantitativen Methode der Pyrosequenzierung als auch mit einer zusatzlichen Subgruppen-
analyse durchgefuhrt werden. Den Erwartungen entsprechend konnte in dieser Methylierungs-
analyse, unter BerUcksichtigung aller Subtypen, eine in Brusttumoren im Vergleich zu Brust-
Normalgeweben signifikant erhéhte Methylierungsfrequenz im analysierten DKK3-Genbereich
beobachtet und somit die mittels MSP generierten Ergebnisse anderer Studien bestatigt
werden [142, 190]. Nachfolgend galt es zu Uberprifen, ob der beobachteten differenziellen
DKK3-Expression in den Brustkrebs-Subtypen eine differenzielle DKK3-Methylierung
zugrunde liegt. Uberaschenderweise wiesen die triple-negativen Karzinome, in denen zuvor
der groBte Verlust der DKK3-Expression nachgewiesen werden konnte, die geringste
Methylierungsfrequenz auf. In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis ergab ebenfalls die
Analyse eines umfangreichen Methylierungs-Datensatzes des TCGA-Datenportals [166, 167],
dass basale Félle eine deutlich geringere Methylierungsfrequenz im Vergleich zu den Tumoren
der Ubrigen Subtypen des Mammakarzinoms aufweisen. Dies bestatigte sich sowohl fir den
mittels Pyrosequenzierung untersuchten Genabschnitt als auch den gesamten transkriptions-
regulierenden Genbereich der beiden, den DKK3-Promotor-tberspannenden CpG-Inseln.
Dieses Ergebnis legt nahe, dass ein DKK3-Expressionsverlust in den einzelnen Brustkrebs-
Subtypen wahrscheinlich Uber unterschiedliche regulatorische Mechanismen vermittelt wird.
Unterstiitzt wurde diese Hypothese durch eine Korrelationsanalyse zwischen den DKK3-
Methylierungs- und DKK3-mRNA-Expressionsdaten des TCGA-Datensatzes. Wahrend in
basalen Tumoren kein Zusammenhang zwischen DNA-Methylierung und DKK3-mRNA-
Expression nachweisbar war, korrelierten diese Parameter signifikant bei gemeinsamer
Analyse aller nicht-basalen Falle.

In der Tat konnte bereits flir zahlreiche weitere, fiir die Brusttumorgenese relevante Gene,
beispielsweise APC und RUNX3, ein Subtyp-spezifisches Methylierungsmuster in Mamma-
karzinomen nachgewiesen werden, mit der jeweils héchsten Promotor-Methylierungsfrequenz
in Tumoren des Subtyps Luminal B und der jeweils niedrigsten in basalen Karzinomen [250-
252]. Ferner legen die Ergebnisse einiger Studien nahe, dass die Gentranskription in den

einzelnen Brustkrebs-Subgruppen jeweils Uber eine DNA-Methylierung differenzieller
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Genbereiche reguliert wird. So treten aberrant methylierte CpG-Dinukleotide in luminalen
Tumoren meist innerhalb der CpG-Inseln der Gen-Promotoren bzw. deren proximalen
Gensequenzen auf, wie auch in der vorliegenden Arbeit beobachtet. Hingegen sind aberrant
methylierte CpG-Dinukleotide in basalen Karzinomen gehauft in CpG-/sland shores, die up-
oder downstream der Promotorregion liegen, aufzufinden [253, 254]. Um die Relevanz einer
Methylierung dieser Genbereiche fir die DKK3-Transkription zu evaluieren, insbesondere in
basalen Mammakarzinomen, ware jedoch zun&chst die Identifizierung transkriptionsrelevanter
CpG-Island shores innerhalb des DKK3-Gens sowie deren Methylierungsanalyse nétig.
Zudem sind fr andere Tumorentitéaten bereits weitere, fir die DKK3-Expression bedeutsame
Regulationsmechanismen bekannt, die mdglicherweise ebenso urséachlich fur einen DKKS3-
Verlust in basalen Brusttumoren sein kdnnten. Beispielsweise konnte im Nierenzellkarzinom
gezeigt werden, dass die DKK3-Expression vermutlich nicht Glber DNA-Methylierung, sondern
vielmehr Uber Histon-Modifikationen reguliert wird [255]. Des Weiteren wurde eine Gber RNA-
Interferenz vermittelte, posttranskriptionelle Regulation der DKK3-mRNA-Stabilitat bereits fir
mehrere Tumorgewebe beschrieben. So stellt DKK3 sowohl in Neuroblastomen als auch in
Prostatakarzinomen das Zielgen einiger, zum Teil Uber das Onkogen N-MYC regulierter,
microRNAs dar [256-258]. Hingegen scheinen genetische Faktoren als mégliche Ursache
eines DKK3-Funktionsverlustes im Mammakarzinom nur eine untergeordnete Rolle zu spielen.
Wahrend sowohl fiir Gallenblasen- als auch Prostatakrebs kurzlich klinisch-relevante DKK3-
Punktmutationen nachgewiesen werden konnten [259, 260], sind Mutationen des DKK3-Gens
im Mammakarzinom sehr selten (etwa 0,2 % aller Brustkrebs-Falle) [166]. In einigen
Neoplasien, einschlieBlich des Mammakarzinoms, kann eine gehaufte heterozygote Deletion
der genomischen Region 11p15, in der unter anderem das DKK3-Gen lokalisiert ist,
beobachtet werden [261-263]. Jedoch wurde bisher nicht untersucht, ob diese chromosomale
Aberration auch in einer verminderten DKK3-Transkription resultiert.

Der Nachweis einer prognostischen Relevanz einer Hypermethylierung des DKK3-Gens
erfolgte erstmalig 2004 durch Roman-Gomez und Kollegen bei Patienten mit akuter
lymphoblastischer Leukamie [264] und konnte mittlerweile auch fir zahlreiche weitere
Tumorentitaten bestatigt werden, wie beispielsweise das hepatozellulare sowie das Magen-
und Zervixkarzinom [247, 265, 266]. Ebenso belegen mehrere Mammakarzinom-Studien eine
signifikante Assoziation zwischen einer DKK3-Hypermethylierung und einer schlechten
Prognose, sowohl fiir das Gesamt- als auch das rezidivireie Uberleben von Brustkrebs-
patienten [137, 179]. Jedoch erfolgte auch in diesen Studien jeweils keine differenzielle
Betrachtung der einzelnen molekularen Brustkrebs-Subtypen. Daher ist fraglich, ob dieser
Zusammenhang ebenfalls fir die basalen Karzinome gultig ist, die eine vergleichsweise
geringe Methylierungsfrequenz aufweisen und zudem lediglich 10 - 15 % aller Brustkrebs-

erkrankungen darstellen [267, 268]. Im Gegensatz zu einer in der Mehrzahl der Krebsentitaten
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nachgewiesenen klinischen Relevanz der DKK3-Methylierung, konnte eine prognostische
Bedeutung eines DKK3-Expressionsverlustes bislang nur fir vereinzelte Tumorerkrankungen
belegt werden. Wahrend in Neuroblastomen, Zervix- und Magenkarzinomen eine niedrige
DKK3-Expression mit einem kirzeren PatientenUberleben assoziiert ist [240, 245, 269, 270],
stellt der Verlust von DKK3 in Lungen, Pankreas- und Kolonkarzinomen offenbar keinen
prognostisch-relevanten Faktor dar [244, 271, 272]. Da im Mammakarzinom bisher keine
publizierten Daten zu einer putativen Bedeutung der DKK3-Expression fiir das Uberleben von
Brustkrebspatienten existieren, sollte die mdgliche klinische Relevanz eines DKK3-Verlustes
erstmalig im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht werden. Zu diesem Zweck erfolgte
eine univariate Uberlebensanalyse unter Verwendung eines groBen in silico-Datensatzes des
Online-Programmes Kaplan-Meier Plotter [189]. In Ubereinstimmung mit der publizierten
prognostischen Relevanz einer Hypermethylierung des DKK3-Gens [137, 179], konnte die
DKK3-mRNA-Expression ebenfalls als potentieller prognostischer Faktor fir das rezidivfreie
Uberleben von Brustkrebspatienten identifiziert werden. Im Hinblick auf ein differenzielles
DKK3-Expressionsmuster in den distinkten Brusttumor-Subtypen wurde zusatzlich eine
Subgruppenanalyse durchgefiihrt. Diese offenbarte einen signifikanten Zusammenhang
zwischen einer hohen DKK3-Expression und einem giinstigeren rezidivireien Uberleben der
Patienten in allen Mammakarzinom-Subgruppen, mit Ausnahme von HER2-enriched-
Brustkrebsfallen. Interessanterweise zeigte sich die starkste Assoziation zwischen Prognose
und DKK3-Expression innerhalb der Gruppe der basalen Tumoren, fir die gleichfalls der
starkste DKK3-Expressionsverlust beobachtet wurde.

Ein Verlust von DKK3 in nahezu allen humanen Tumorgeweben sowie die prognostische
Relevanz einer DKK3-Hypermethylierung und/oder Reduktion der DKK3-Expression in
zahlreichen Krebsentitaten suggerieren eine tumorsuppressive Wirkung von DKKS. In der Tat
belegt eine Vielzahl an in vitro- und in vivo-Studien anti-tumorale Effekte fir DKKS, die sich
vor allem durch eine Inhibition des Tumorzellwachstums sowie einer Hemmung Progressions-
assoziierter Tumoreigenschaften, wie eine Reduktion des Migrations- und Invasionspotentials,
manifestieren [130]. Die tumorsuppressive Wirkung von DKK3 konnte neben zahlreichen
weiteren Tumorentitdten ebenso im humanen Mammakarzinom nachgewiesen werden [130,
142, 192]. Allerdings untersuchte keine dieser Studien die mdglicherweise divergente
funktionelle Bedeutung eines DKK3-Expressionsverlustes flir die Subtyp-spezifische
Karzinogenese des Mammakarzinoms.

Eine im Rahmen der vorliegenden Dissertation nachgewiesene Reduktion der DKKS-
Expression vornehmlich in basalen Mammakarzinomen wies indessen auf eine potentielle
Subtyp-spezifische Bedeutung des DKK3-Verlustes in der Brusttumorgenese hin. Unterstitzt
wurde diese Hypothese durch die prognostischen Daten der Kaplan-Meier-Uberlebens-

analyse, welche die starkste klinische Relevanz eines DKK3-Expressionsverlustes in Basal-
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like Tumoren offenbarte. Auf Grund dessen galt es im Rahmen dieser Arbeit erstmals eine
umfassende Analyse der funktionellen Bedeutung eines DKK3-Verlustes fir die Tumorgenese
der distinkten Brusttumor-Subtypen durchzufihren. Da sich Mammakarzinom-Zelllinien Uber
die Expression molekularer Marker jeweils den einzelnen intrinsischen Brustkrebs-
Subgruppen zuordnen lassen, stellen sie geeignete in vitro-Tumormodellsysteme dar, um
Subtyp-spezifische Tumorzelleigenschaften in vitro abzubilden [201, 202]. Zur Gewahrleistung
einer validen Aussage Uber eine mdégliche Subtyp-spezifische Bedeutung eines DKK3-
Verlustes, erfolgten die funktionellen in vitro-Tests anhand von jeweils zwei stabilen DKK3-
Uberexpressions-Zellkulturmodellen (gain-of-function) der beiden Subgruppen luminal und
basal. Da bislang nur ein luminales Brusttumor-DKK3-Modell (MCF-7) existierte, wurden unter
Verwendung der luminalen Zelllinie MDA-MB-453 sowie der beiden basalen Zelllinien
MDA-MB-436 und MDA-MB-231 zunichst drei weitere stabile DKK3-Uberexpressions-
Zellkulturmodelle generiert. Nach Verifizierung einer jeweils erfolgreichen Reexpression des
DKK3-Proteins mittels Western Blot-Analysen, sollte zundchst ein potentieller Subtyp-
spezifischer Einfluss von DKK3 auf das Tumorzellwachstum untersucht werden.

Die frlthe Tumorgenese ist insbesondere durch ein ungehemmtes Zellwachstum
charakterisiert [205]. Dieses ist das Resultat einer deregulierten Zellzykluskontrolle und/oder
dem Erwerb einer Resistenz gegenlber pro-apoptotischen Signalen [53, 55]. In der
vorliegenden Studie wies bereits eine positive Korrelation zwischen einer hohen DKK3-
Expression und dem Auftreten kleinerer Brusttumoren (pT1) auf eine putative, funktionelle
Involvierung von DKK3 in die Regulation des Zellwachstums hin. In der Tat ist eine DKK3-
vermittelte Inhibition des Tumorzellwachstums bereits flr eine Vielzahl an Tumorentitaten,
einschlieBlich des Mammakarzinoms, belegt. So konnte unter anderem in Zellkulturmodellen
fir das Pankreas-, Lungen-, Zervix- sowie Mammakarzinom nach stabiler oder transienter Re-
expression von DKK3 ein vermindertes Zellwachstum festgestellt werden [142, 192, 273-275].
In der Mehrzahl der genannten Studien wurde eine erhdhte Apoptoserate als Ursache der
DKKS3-vermittelten Wachstumshemmung identifiziert. GleichermaBen konnte im Rahmen der
vorliegenden Dissertation ein infolge ektopischer DKK3-Reexpression vermindertes Zell-
wachstum zusammen mit einer erhéhten Sensitivitdt gegentber pro-apoptotischen Reizen
beobachtet werden. Interessanterweise zeigten sich die deutlichsten Effekte in den beiden
basalen Zelllinien, wahrend beide luminalen DKK3-Zellkulturmodelle jeweils kein signifikant
verringertes Zellwachstum aufwiesen. Diese Beobachtung ist in Ubereinstimmung mit der
ebenfalls herausgestellten starksten Reduktion der DKK3-Expression in basalen Karzinomen
und suggeriert eine mogliche Bedeutung des DKKS-Verlustes fUr die Regulation des
Tumorwachstums insbesondere von Mammakarzinomen des basalen Subtyps.

Ein vermindertes Zellwachstum in basalen DKK3-transfizierten Mammakarzinom-Zellen

infolge einer erhéhten Apoptoserate, wie in dieser Arbeit gezeigt, ist im Einklang mit den
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Ergebnissen einer Publikation von Xiang et al.. In dieser Studie konnte sowohl in MDA-MB-231
als auch in einer weiteren basalen Brusttumor-Zelllinie (BT-549) ein DKKS3-induzierter
Zellzyklus-Arrest sowie eine Abhangigkeit der Apoptoserate von der DKKS3-Expression
nachgewiesen werden [142]. Hingegen beobachteten Kawasaki und Kollegen in einer Studie
ebenfalls in luminalen MCF-7-Zellen eine DKK3-vermittelte Steigerung der Apoptoserate [192].
Mechanistisch konnte in beiden genannten Studien eine erhéhte Aktivitat von JNK (C-Jun-N-
terminale Kinase) infolge einer DKK3-Reexpression detektiert werden, die moéglicherweise
ursachlich fir die gesteigerte Sensitivitdt gegenlber pro-apoptotischen Reizen ist. In
Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung wurde eine (iber DKK3-vermittelte Aktivierung von
JNK als Mechanismus der Apoptose-Induktion ebenfalls in anderen Tumorentitaten
beschrieben, beispielsweise im Lungen- und Prostatakarzinom [141, 275]. In folgenden
Arbeiten wéare es daher interessant zu untersuchen, ob den im Rahmen der vorliegenden
Studie beobachteten Effekten gleichermaBen eine erhdhte Aktivitat von JNK zu Grunde liegt.

Eine detaillierte, mikroskopische Untersuchung der Einzelkolonien aller vier Zellkultur-
modelle offenbarte eine modifizierte Zellmorphologie der basalen, DKK3-transfizierten
MDA-MB-436-Zellen, welche zudem einherging mit einer erhéhten Zell-Matrix-Adhasion.
Hingegen wiesen das zweite basale MDA-MB-231- sowie beide luminalen Brusttumor-Modelle
infolge forcierter DKK3-Reexpression weder Veranderungen der Zellmorphologie noch der
adhasiven Eigenschaften auf. DKK3-vermittelte zellmorphologische Modifikationen wurden
bereits mehrfach beschrieben, so beispielsweise in Osteosarkom-, in malignen Melanom-
sowie ebenfalls in Mammakarzinom-Zelllinien [136, 142, 276]. Wie auch in der vorliegenden
Arbeit beobachtet, zeigten DKK3-transfizierte Kolonien in diesen Studien ein epithelialeres
Erscheinungsbild mit rundférmigen, in Clustern wachsenden Zellen im Vergleich zu den
Leervektor-transfizierten Kontrollen, die durch einen mesenchymalen Phé&notypen
charakterisiert waren. Die zellmorphologischen Verdnderungen gingen in den genannten
Studien zudem jeweils mit einer Inhibition weiterer Progressions-assoziierter Tumor-
eigenschaften einher, zu denen eine gesteigerte Zellmigration und Invasionsfahigkeit gehéren.
In Anbetracht einer modifizierten Zellmorphologie der basalen MDA-MB-436- DKK3-Klone, galt
es daher im Rahmen der vorliegenden Dissertation auch die motilen Eigenschaften der
Brusttumor-Modelle in Abh&ngigkeit von der DKK3-Expression zu untersuchen. Flr das in
dieser Arbeit genutzte luminale MCF-7-Zellkulturmodell konnte bereits in einer friiheren Studie
der AG Dahl gezeigt werden, dass DKK3 keinen Einfluss auf die migratorischen Fahigkeiten
dieser Zelllinie hat [170]. Vor dem Hintergrund eines eher epithelialen Phanotyps luminaler
Zelllinien und einem in der Regel nur schwach ausgepragten Migrations- und Invasions-
potential [168, 206], war das Ausbleiben einer DKK3-vermittelten Migrationshemmung in
MCF-7-Zellen jedoch gemaB den Erwartungen. Aus diesem Grund sollten im Rahmen dieser

Arbeit die Effekte einer ektopischen DKK3-Reexpression auf das Migrationsverhalten lediglich
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in den beiden basalen Brusttumor-Modellen analysiert werden, welche durch ein erhdhtes
Migrations- und Invasionspotential charakterisiert sind [168, 206]. Entgegen den Erwartungen
blieb jedoch ein Einfluss von DKK3 auf das Migrationsverhalten der zellmorphologisch
veranderten, basalen MDA-MB-436-Zellen aus. Die DKK3-transfizierten MDA-MB-436-
Einzelklone zeigten jeweils sehr heterogene migratorische Eigenschaften, die sich im Mittel
allerdings nicht von denen der korrespondierenden Leervektor-Klone unterschieden.
Hingegen konnte in den ebenfalls basalen MDA-MB-231-Zellen eine infolge forcierter DKK3-
Reexpression signifikant verminderte Zellmigration herausgestellt werden. Dies ist in
Ubereinstimmung mit einer Studie von Xiang und Kollegen, die sowohl in MDA-MB-231-Zellen
als auch einem weiteren basalen Mammakarzinom-Zellkulturmodell (BT-549) eine DKKS3-
vermittelte Migrationshemmung nachweisen konnten [142]. Xiang et al. beobachteten zudem
eine infolge forcierter DKK3-Reexpression verdnderte Expression epithelialer sowie
mesenchymaler Marker und vermuteten daher, dass die beobachteten Effekte aus einer
DKKS3-bedingten Reversion der epithelial-mesenchymalen-Transition (EMT) resultierten.

Die EMT stellt einen komplexen biologischen Vorgang dar, der in gesunden Zellen im
Rahmen der Embryogenese sowie bei gewebsregenerativen und entziindlichen Prozessen
auftritt [54, 208]. Epitheliale Zellen sind durch Polaritat gekennzeichnet und interagieren Uber
Transmembranproteine sowohl untereinander als auch mit der Basalmembran. Wahrend der
EMT verlieren diese Zellen ihre apikal-basale Polaritat und durchlaufen eine Reorganisation
des Zytoskelettes sowie der exprimierten Transmembranproteine. Dieser Vorgang resultiert in
einer Transdifferenzierung der Zellen, die mit einer veranderten Zellmorphologie sowie der
Modifikation zahlreicher biologischer Funktionen einhergeht. So gewinnen diese Zellen an
migratorischem und invasivem Potential und zeigen zudem eine erhéhte Resistenz gegenlber
Apoptose-induzierenden Signalen. Nach vollstédndiger EMT hat sich aus der epithelialen eine
mesenchymale Zelle gebildet, welche dazu beféhigt ist, durch Auflésung der Zellkontakte den
ursprunglich epithelialen Zellverband zu verlassen und die Basalmembran zu durchdringen
[54, 208, 277]. Die Reversion dieses transienten Vorgangs wird als Mesenchymale-Epitheliale-
Transition (MET) bezeichnet [54].

Wie viele andere entwicklungsrelevante Zellprogramme wird ebenfalls die EMT wahrend
der Tumorgenese reaktiviert [208]. Den anfangs zunachst benignen Tumoren verleiht die EMT
im Rahmen der Tumorprogression die Fahigkeit zur Infiltration des umgebenden Gewebes
sowie dadurch bedingt zur Ausbildung von Fernmetastasen [207]. Tumorzellen durchlaufen in
der Regel jedoch keine vollstdndige Transdifferenzierung, sondern prasentieren vielmehr
verschiedene intermediare EMT-Stadien. Daher wird im Kontext der Tumorprogression auch
haufig von EMT-like-Phanotypen gesprochen [277, 278]. Im humanen Mammakarzinom ist die
EMT vor allem mit Krebsstammzellen sowie dem aggressiven, basalen Subtyp assoziiert [210,

211, 279]. Im Einklang mit dieser Assoziation reprasentieren gleichfalls die mesenchymalen
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Brustkrebszelllinien der Subgruppe Basal B, der auch die beiden basalen Zellkulturmodelle
der vorliegenden Arbeit zugeordnet werden, einen Post-EMT-Phé&notyp [168, 206, 280]. Dieser
ist einerseits charakterisiert durch eine geringe Expression epithelialer Marker, welche haufig
in die Ausbildung der Tight- und Adherens-Junctions involviert sind, sowie andererseits durch
eine erhdhte Transkription mesenchymal-assoziierter Gene, zu denen vor allem spezifische
Transkriptionsfaktoren sowie Matrix-Metalloproteasen z&hlen [54, 207].

Im Rahmen der vorliegenden Dissertation konnte in beiden basalen Zellkulturmodellen
infolge forcierter DKK3-Reexpression eine Inhibition Progressions-assoziierter Tumor-
eigenschaften beobachtet werden. Dies lieferte einen ersten Hinweis auf eine mégliche DKKS-
vermittelte Reversion EMT-assoziierter Prozesse. Unterstitzt wurde diese Hypothese durch
die Ergebnisse einer Real Time-basierten Expressionsanalyse verschiedener etablierter
epithelialer und mesenchymaler Marker. Zwar offenbarte sich die Expression des anerkannten
mesenchymalen Markers Vimentin, einer wichtigen zytoskelettalen Komponente mesen-
chymaler Zellen, nach DKK3-Reexpression als unverandert, jedoch konnte sowohl in
MDA-MB-436- als auch MDA-MB-231-Zellen ein DKK3-bedingter Expressionsverlust des
Transkriptionsfaktors Snail 1 nachgewiesen werden. Snail 1 gehért zusammen mit Snail 2,
Twist und ZEB1/2 zu den wichtigsten EMT-Regulatoren [54]. Snail 1 induziert zum einen die
Expression mesenchymal-assoziierter Gene, zu denen N-Cadherin, Fibronectin sowie die
bereits genannten Transkriptionsfaktoren Twist und ZEB1/2 gehdren, und supprimiert zum
anderen die Transkription zahlreicher epithelialer Gene [54, 213-216]. In DKK3-Klonen konnte
in Ubereinstimmung mit einem Verlust von Snail 1 eine erhéhte Expression der drei
epithelialen Marker E-Cadherin, Claudin 1 und Occludin, welche jeweils eine wichtige Rolle in
der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten epithelialer Zellverbdnde spielen, herausgestellt
werden. Wahrend E-Cadherin die Hauptkomponente der epithelialen Adherens-Junctions
darstellt, sind Claudin 1 und Occludin in die Ausbildung von Tight-Junctions involviert und Gber
die Mitglieder der Zonula Occludens (ZO)-Familie mit dem Aktinzytoskelett verbunden [218-
220]. Im Einklang konnte in DKK3-Klonen beider basaler Brusttumor-Modelle eine im Vergleich
zu den korrespondierenden Leervektor-Klonen erhdhte mRNA-Expression eines Mitgliedes
dieser Familie (ZO-1) detektiert werden.

Eine infolge ektopischer DKK3-Reexpression veranderte Transkription klassischer EMT-
Marker in Mammakarzinomen, wie sie in der vorliegenden Arbeit sowie der oben genannten
Studie von Xiang und Kollegen [142] beobachtet wurde, ist in Ubereinstimmung mit den Daten
weiterer Publikationen. So konnte ebenfalls in DKK3-transfizierten Zellkulturmodellen des
Osteaosarkoms, des malignen Melanoms sowie des Pankreaskarzinoms jeweils im Vergleich
zu den zugehdrigen Kontroll-Zellen sowohl eine erhéhte Expression von E-Cadherin als auch
ein Verlust mesenchymaler Marker, vor allem Snail 1 und Vimentin, gemessen werden [276,
281, 282].
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Die Daten der funktionellen Untersuchungen sowie der Expressionsanalyse etablierter
EMT-Marker suggerieren eine partielle Reversion EMT-assoziierter Prozesse in DKKS3-
Klonen. So prasentieren beide basalen Zelllinien nach Transfektion von DKK3 sowohl
dazugewonnene Merkmale eines epithelialen als auch noch vorhandene Eigenschaften eines
mesenchymalen Phanotyps. Ein solches intermediares EMT-Stadium wurde von Savagner als
,metastabiler Phanotyp“ definiert [277, 283] und passt in das Konzept der mehrstufigen
Tumorgenese. Laut diesem sind fiir die Auspragung aller Charakteristika eines Karzinoms
Modifikationen in einer Vielzahl tumorrelevanter Gene nétig [16, 205]. Eine Reduktion der
DKK3-Expression wirde demnach, neben dem Verlust weiterer Faktoren, zur De-
differenzierung von Tumorzellen beitragen und die Auspragung eines aggressiven Phanotyps
férdern.

Um diese Hypothese weiter zu untermauern, ist die Durchflihrung weiterer funktioneller
Studien sinnvoll. Neben der Analyse mdglicher DKK3-vermittelter Effekte auf das Invasions-
potential von Mammakarzinomzellen ist auch die Untersuchung der Auswirkung eines
induzierten DKK3-Verlustes anhand von loss-of-function-Zellkultur-Modellen von Interesse.
Anbieten wirde sich flr diese Versuche die luminale Zelllinie T47D, welche neben einer hohen
DKKS3-Expression zusatzlich eine geringe Transkription mesenchymaler Marker aufweist [168,
206]. Zudem sind die molekularen Mechanismen, die einer DKK3-vermittelten MET zu Grunde
liegen, noch nicht vollstandig entschlisselt. Erste Hinweise liefert hier eine Studie von Li und
Kollegen [193]. Offenbar stimuliert der Transkriptionsfaktor SOX2 die EMT Uber eine
Aktivierung der WNT/B-Catenin-Signaltransduktion, unter anderem durch die Transkriptions-
regulation von DKK3 und DVL. Dies ist im Einklang mit einer Akkumulation von p-Catenin im
Nukleus mesenchymaler Zellen, sowie der Tatsache, dass die Aktivitat essentieller EMT-
Regulatoren der Snail- und ZEB-Familie unter anderem tber den WNT/ -Catenin-Signalweg
geférdert wird [54, 207, 216, 284].

Schlussfolgerung

Schlussfolgernd demonstrieren die Daten der vorliegenden Studie erstmals eine mdgliche
Subtyp-spezifische Bedeutung eines DKK3-Verlustes im humanen Mammakarzinom. Ein
Verlust der DKK3-Expression konnte vornehmlich in basalen Tumoren beobachtet werden und
scheint in dieser Subgruppe, im Gegensatz zu Tumoren der Ubrigen Brustkrebs-Subtypen,
nicht (ber eine Hypermethylierung der Promotorsequenz vermittelt zu sein. In Uber-
einstimmung mit den Expressionsdaten konnten DKK3-vermittelte, tumorsuppressive Effekte
vornehmlich in basalen Mammakarzinomzellen beobachtet werden. Diese duBerten sich in
einer Reduktion des Zellwachstums sowie der Inhibition Progressions-assoziierter Tumorzell-
eigenschaften und deuteten auf eine mdégliche Relevanz des DKK3-Verlustes insbesondere
fir die Tumorgenese des basalen Subtyps hin. Darlber hinaus suggerierten die funktionellen
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Daten eine mdgliche partielle MET in DKK3-transfizierten Brustkrebszellen. Gestitzt wurde
diese Hypothese durch eine gesteigerte Expression epithelialer Marker, wie E-Cadherin und
Claudin 1, sowie einem Verlust des mesenchymalen Transkriptionsfaktors Snail 1 infolge
forcierter DKK3-Reexpression. Weiterfiihrende Studien werden bendtigt, um die diesen
Effekten zugrundeliegenden molekularen Mechanismen zu entschlisseln und kdnnten
gemeinsam mit den vorliegenden Daten dieser Studie dazu beitragen zielgerichtete Therapien

fir den schwer therapierbaren basalen Brustkrebs-Subtyp zu entwickeln.

4.2 Identifizierung und Charakterisierung potentieller SFRP1-Mimetika fur

die Therapie des humanen Mammakarzinoms

Das humane Mammakarzinom stellt sowohl in Deutschland als auch weltweit die haufigste
maligne Tumorerkrankung der Frau dar [5, 6]. Zwar konnte dank kontinuierlich verbesserter
Friherkennungs- und Therapiemdglichkeiten die Mortalitadtsrate in den letzten Jahrzenten
gesenkt werden, jedoch versterben jahrlich nach wie vor Uber 17.000 Frauen alleine in
Deutschland an den Folgen einer Brustkrebserkrankung [6]. Wahrend die Behandlung
benigner Neoplasien fur gewdhnlich erfolgreich verlauft, nehmen die Heilungschancen nach
maligner Progression der Tumoren hingegen rapide ab [40]. Um einer Metastasierung
vorzubeugen werden bei gegebener Indikation erganzend zu einer lokalen Behandlung
systemische Therapien angewendet [38, 39]. Haufig treten aber bereits zu Anfang oder im
Laufe dieser Therapien Wirkstoff-Resistenzen auf. Daher ist die Entwicklung neuer
Pharmazeutika ein fundamentaler Schwerpunkt der Brustkrebsforschung [46, 285].

Um Resistenzen gegen einzelne Chemotherapeutika zu umgehen, werden kontinuierlich
neuartige Zytostatika entwickelt. Diese Therapieform ist jedoch infolge der unspezifischen
Wirkung stets mit starken Nebenwirkungen verbunden. Aus diesem Grund richten sich die
Bemuhungen der Forschung zunehmend auf die Entwicklung weniger toxischer Alternativen.
Diesbeziglich konnten in den letzten Jahrzehnten vor allem fur die Behandlung luminaler und
HER2-positiver Karzinome groBe Fortschritte erzielt werden [286]. So erfolgt heutzutage die
Therapie Hormonrezeptor-positiver Tumoren mit Hilfe des Anti-Ostrogens Tamoxifen sowie,
je nach Menopausen-Status, verschiedenen Aromatase-Hemmern bzw. GnRh-Analoga. Fir
die Behandlung HER2-positiver Neoplasien stehen wiederum die Anti-HER2-Antikérper
Trastuzumab und Pertuzumab sowie der Tyrokinasehemmer Lapatinib zur Verfliigung [38, 39].
Indessen existieren fur die Therapie triple-negativer Karzinome zum jetzigen Zeitpunkt keine
effektiven Alternativen zu einer Chemotherapie [34, 39, 46]. Folglich ist der Bedarf an neuen
Substanzen zur Behandlung des humanen Mammakarzinoms, insbesondere flir TNBC- sowie

therapieresistente Neoplasien, grof.
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Der Fokus der aktuellen onkologischen Arzneimittelforschung liegt vornehmlich auf der
Entwicklung  zielgerichteter Therapien. Diese adressieren spezifisch molekulare
Charakteristika von Tumorzellen, die in gesunden Kérperzellen nicht oder zumindest
vermindert auftreten. So weisen beispielsweise bestimmte Signalwege in Neoplasien eine
aberrante Aktivitat auf. Im humanen Mammakarzinom sowie einigen weiteren Tumorentitaten
zahlt hierzu auch die WNT-Signaltransduktion, deren Deregulation mit einer schlechten
Uberlebensprognose assoziiert ist [287-290]. Urséchlich fiir diese Deregulation ist unter
anderem ein Verlust seiner Antagonisten, beispielsweise DKK1, WIF-1 sowie mehrerer
Vertreter der SFRP-Familie [108]. Daraus ergeben sich eine Vielzahl mdglicher
therapeutischer Anséatze fir die Behandlung humaner Karzinome, so dass die Identifizierung
geeigneter Substanzen fiir eine zielgerichtete Inhibition des WNT-Signalweges Grundlage
zahlreicher Studien ist. So wurde die Wirkung von c-MYC-antisense-Oligonukleotiden, welche
die Expression des WNT-Zielgens c-MYC hemmen [66-68], sowie die des Yttrium 90-
markierten Antikérpers OTSA101, der gegen den Rezeptor Frizzled10 gerichtet ist [291, 292],
bereits im Rahmen klinischer Studien untersucht. GleichermaBen konnten einige nieder-
molekulare Substanzen, die als Inhibitoren oder Aktivatoren des WNT-Signalweges fungieren,
identifiziert werden. Exemplarisch ist der Inhibitor LGK-794 zu nennen, der die fiir die
Prozessierung der WNT-Molekiile wichtige Acetyltransferase Porcupine inaktiviert und somit
das WNT-Signal hemmt [293, 294].

Als WNT-Antagonist stellt SFRP1 einen putativen Tumorsuppressor dar. In der Tat kann
ein Expressionsverlust von SFRP1 in zahlreichen Tumorentitaten, einschlieBlich dem
Mammakarzinom, in einer hohen Prozentzahl der Tumoren beobachtet werden und geht
zudem oftmals mit einer unglnstigen Patientenprognose einher [108, 160, 225, 295, 296].
Neben seiner Rolle als Inhibitor der WNT-Signalkaskade weist SFRP1 weitere anti-tumorale
Eigenschaften auf. So interagiert SFRP1 ebenfalls mit RANKL, einem Mitglied der Tumor-
nekrosefaktor-Familie, sowie der Metalloprotease ADAM10 und inhibiert auf diese Weise die
Aktivitat weiterer tumorrelevanter Signalwege, wie beispielsweise der Notch- oder MAPK-
Signaltransduktion [110]. Eine erhdhte Expression von RANKL und ADAM10 ist jeweils mit
einem verkirzten Gesamtlberleben von Brustkrebspatienten verknipft [297-300]. Zusétzlich
gibt es experimentelle Hinweise darauf, dass SFRP1 mdglicherweise als Chemosensitizer
wirken kénnte, insbesondere in Karzinomen des Subtyps TNBC [301, 302]. Die Wieder-
herstellung der SFRP1-Funktion wirde daher vermutlich eine effektive Therapie SFRP1-
defizienter Mammakarzinome darstellen und gegenitiber dem Einsatz anderer Inhibitoren des
WNT-Signalweges zusatzliche Vorteile bieten.

Fir die therapeutische Reaktivierung der SFRP1-Funktion existieren verschiedene
Optionen. So wirde beispielsweise eine somatische Gentherapie die direkte Reexpression

von SFRP1 ermdglichen. Die Entwicklung gentherapeutischer Behandlungsmethoden ist
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jedoch noch in einem frihen Stadium und der Einsatz dieser Therapeutika bislang mit
zahlreichen Risiken, beispielweise starken Immunreaktionen, verbunden [303, 304]. Da der
Expressionsverlust von SFRP1 meist Uber eine Hypermethylierung des SFRP1-Gens
vermittelt wird, wére ebenso die Verwendung von Inhibitoren der DNA-Methyl-Transferasen
(DNMTs) denkbar. Ein Vorteil dieser Behandlung ware die zusatzliche Reaktivierung weiterer
Uber Gen-Hypermethylierung inaktivierter Tumorsuppressorgene. Fir die Therapie akuter
myeloischer Leukdmie werden bereits die als DNMT-Inhibitoren fungierenden Zytostatika
Decitabin und 5-Azacytidin angewendet [305, 306]. Ein Benefit fir die Behandlung solider
Tumoren wurde fur diese DNMT-Inhibitoren hingegen bislang nicht nachgewiesen [108, 307].
Aufgrund ihrer unspezifischen Wirkung konnen diese Therapeutika zudem starke
Nebenwirkungen hervorrufen und durch die Aktivierung stillgelegter Onkogene kontraindiziert
sein. Der Einsatz rekombinanten SFRP1-Proteins hat sich im Rahmen von in vitro-Versuchen
als sehr wirksam erwiesen [301, 308]. Der Nutzen dieser Biopharmazeutika fir die klinische
Anwendung ist jedoch aufgrund ihrer geringen Serum-Halbwertszeit, ihrer schlechten oralen
Bioverfligbarkeit sowie hoher Produktionskosten stark limitiert [309-311]. Eine weitere
Mdoglichkeit bietet die Verwendung spezifischer, niedermolekularer Substanzen (engl. small
molecules), welche den WNT-Signal-weg in gleicher Weise wie SFRP1 inhibieren, sogenannte
SFRP1-Mimetika.

Um diesen Ansatz zu verfolgen, bestand ein Teilziel der vorliegenden Dissertation in der
Identifizierung sowie funktionellen Charakterisierung putativer SFRP1-Mimetika. Fir das in
Kooperation mit dem Lead Discovery Center (LDC) in Dortmund durchgefiihrte Projekt sollte
ein neuartiger, funktionell-basierter Ansatz zur Anwendung kommen. Im Gegensatz zu den
meist Struktur-basierten Screenings bisheriger WNT-Inhibitor-Studien, die der gezielten
Identifikation spezifischer Inhibitoren definierter Zielmolekule auf Basis von Strukturanalysen
dienten, [108], bot das hier angewendete Verfahren eines zellularen Primarscreens die
Mdoglichkeit der gleichzeitigen Identifizierung sowie funktionellen Charakterisierung der
gesuchten Wirkstoffmolekle.

Eine aberrante Aktivitat des kanonischen WNT-Signalweges in Tumorzellen resultiert Gber
die verstarkte Expression der WNT-Zielgene, welche wie c-MYC oder Cyclin D1 vorrangig die
Zellproliferation férdern, in einem erhdhten Zellwachstum [101, 107]. In Ubereinstimmung mit
seiner Rolle als WNT-Antagonist wirkt SFRP1 wachstumshemmend, wie in mehreren in vitro-
und in vivo-Modellen [231, 232, 234], einschlieBlich der im Rahmen dieses Projekies
genutzten humanen BT-20-Mammakarzinom-Zelllinie [169], gezeigt werden konnte. Aufgrund
der nachgewiesenen wachstumsinhibierenden Wirkung von SFRP1 wurde als Selektions-
marker des zellularen Primarscreens der potentiellen SFRP1-Mimetika ein differenzieller
Einfluss der Testsubstanzen auf das Zellwachstum SFRP1-positiver sowie SFRP1-negativer

BT-20-Zellen gewahlt. Dies sollte die Identifizierung analog zu SFRP1 wirkender Substanzen
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ermdglichen und diese von Molekllen mit anderweitig vermittelten Mechanismen der
Wachstumsinhibition abgrenzen. So war im Falle einer SFRP1-analog wirkenden Substanz
eine deutliche Wachstumsinhibition des SFRP1-defizienten Leervektor-Klons zu erwarten.
Hingegen sollte die Applikation eines SFRP1-Mimetikums zum bereits im Uberschuss
vorliegenden SFRP1-Protein des SFRP1-reexprimierenden Klons in einem nur geringen
zusatzlichen inhibitorischen Effekt resultieren und somit ein differenzielles Ansprechen
sichtbar werden.

Basierend auf einer differenziellen Wachstumsinhibition im BT-20-SFRP1-Brusttumor-
Modell, konnten mit Hilfe des im LDC durchgefihrten zellularen Primarscreens und unter
Verwendung einer ca. 190.000 Moleklle umfassenden Substanzbibliothek, 430 Hits
identifiziert werden, deren Verifizierung nachfolgend Uber einen WNT-Reportergen-Assay
erfolgte. Auf Grundlage der Testergebnisse wurden zwdlf vielversprechende, potentielle
SFPR1-Mimetika ausgewahlt, deren weitere Validierung sowie funktionelle Charakterisierung
anschlieBend am Institut fir Pathologie des UKA im Rahmen weiterfihrender Experimente
durchgefiihrt wurden.

Zunachst sollte die im BT-20-Zellkulturmodell beobachtete differenzielle Wachstums-
inhibition der zwdlf potentiellen SFRP1-Mimetika anhand eines weiteren, unabhangigen
Zellwachstums-Analyseverfahrens sowie der Verwendung zweier zusatzlicher Mamma-
karzinom-Zelllinien validiert werden. In Ubereinstimmung mit den Daten des LDCs offenbarte
auch die im Zuge dieser Dissertation durchgefuhrte Zellwachstums-Analyse ein jeweils
deutlich gehemmtes Zellwachstum des BT-20-Leervektor-Klons nach Inkubation mit den zwolf
Testsubstanzen. Die acht putativen SFRP1-Mimetika mit der starksten Wachstumsinhibition
im Leervektor-Modell wurden zusatzlich auf eine differenzielle Wachstumshemmung des
BT-20-Leervektor- und -SFRP1-Klons hin untersucht, die fir sieben der Testsubstanzen
bestatigt werden konnte. GleichermaBen zeigte die SFRP1-defiziente Mammakarzinom-
Zelllinie HCC-1806 infolge einer Behandlung mit den potentiellen SFRP1-Mimetika eine
deutliche Reduktion des Zellwachstums wahrend SFRP1-exprimierende HCC-1143-Zellen
eine groBere Resistenz gegenlber der wachstumshemmenden Wirkung der Testsubstanzen
aufwiesen. Dieses differenzielle Ansprechen SFRP1-negativer und SFRP1-positiver Brust-
krebszellen auf eine Inkubation mit den putativen SFRP1-Mimetika deutet auf eine analog zu
SFRP1 vermittelte Wachstumsinhibition der Testsubstanzen hin.

Die Ergebnisse unterstutzend, konnte unter Gabe der als Referenz dienenden, bereits
publizierten WNT-Signalweg-Inhibitoren 1CG-001 [114], WIKI4 [113] und iCRT 14 [115] wie
erwartet nur eine geringflgige, differenzielle Wachstumshemmung zwischen BT-20-
Leervektor- und —SFRP1-Modell beobachtet werden. Im Gegensatz zu SFRP1-analog

wirkenden Molekdilen inhibieren diese Substanzen das WNT-Signal Uber einen divergenten
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Mechanismus, so dass sowohl im Leervektor- als auch im SFRP1-Klon wachstumshemmende
Effekte erzielt werden konnten.

Basierend auf den Ergebnissen der Zellwachstums-Analyse wurden die vier putativen
SFRP1-Mimetika 064, 366, 848 und 994 firr die nachfolgende Charakterisierung ausgewahlt.
Die Dosis-Wirkungsstudien dieser Testsubstanzen ergaben im BT-20-Leervektor-Modell einen
jeweils deutlich geringeren 1Cso-Wert (1,5 — 8,5 uM) im Vergleich mit dem bereits publizierten
und kauflich erworbenen Referenz-Inhibitor iCRT 14 (ICso > 20 uM). Dieses Ergebnis ist im
Einklang mit einer vorangegangenen Brustkrebs-Studie, in der sich iCRT 14 ebenfalls als
wenig effektiv im Hinblick auf eine Zellproliferations-Hemmung der humanen Mamma-
karzinom-Zelllinie BT-549 erwies und unter Verwendung des xCELLigence-Systems einen
ICso-Wert von deutlich Uber 50 uM erzielte [227]. Im Gegensatz dazu resultierte eine
Behandlung mit dem WNT-Signalweg-Inhibitor ICG-001 in Zelllinien des Pankreas- sowie
Kolonkarzinoms in einer starken Wachstumsinhibition (ICso-Werte im MTT-Zellviabilitats-Test
zwischen 1 und 6 uM) [114, 312]. In Ubereinstimmung mit diesen Studien offenbarte ICG-001
im Rahmen der vorliegenden Dissertation einen ebenfalls starken inhibitorischen Einfluss auf
das Wachstum der BT-20-Brusttumorzellen mit einem jeweils niedrigeren ICso-Wert (< 1 uM)
als die vier ausgewahlten putativen SFRP1-Mimetika. Bei Berlcksichtigung einer potentiellen
Wirkungssteigerung durch eine nachfolgende medizinalchemische Optimierung [313], stellen
die vier ausgewahlten Testsubstanzen jedoch ebenfalls putativ potente Wachstumsinhibitoren
SFRP1-defizienter Tumorzellen dar.

Mit dem Ziel der Validierung einer in der Zellwachstums-Analyse suggerierten SFRP1-
analogen Wirkung der vier ausgewahlten Testsubstanzen, sollte ihr jeweiliger Einfluss auf die
Expression von Marker-Genen der SFRP1-Wirkung untersucht werden. Zwecks Identifizierung
eines Marker-Panels erfolgte eine Microarray-Analyse der Genexpressions-Profile von jeweils
drei Leervektor- sowie drei SFRP1-Klonen der Brustkrebszelllinie BT-20. Von den insgesamt
56 in Leervektor- und SFRP1-Klonen differenziell exprimierten Genen wurden neun mit Hilfe
einer Real Time-PCR-basierten Expressionsanalyse auf ihre Eignung fir die nachfolgende
Validierung der putativen SFRP1-Mimetika hin untersucht. Jedoch stellte sich hierbei lediglich
der Expressionsverlust des Protocadherins 10 (PCDH10) als potentieller Biomarker einer
SFRP1-Wirkung heraus.

PCDH10 fungiert als Cadherin-verwandter, neuronaler Transmembranrezeptor. Zahlreiche
Studien belegen eine aberrante Hypermethylierung des PCDH10-Promotors in einer Vielzahl
humaner Tumoren, einschlieBlich dem Mammakarzinom [314, 315]. In Blasen- sowie Magen-
karzinomen ist diese Hypermethylierung des PCDH10-Gens zudem mit einer ungiinstigen
Patientenprognose assoziiert [316, 317]. Diese Daten implizieren eine putativ tumor-
suppressive Wirkung des Proteins. Darlber hinaus konnte in der Magenkarzinom-Zelllinie

MKN45 infolge forcierter PCDH10-Reexpression sowohl ein verringertes Zellwachstum als
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auch eine reduzierte Zellinvasion nachgewiesen werden [316]. Im Gegensatz dazu zeigte sich
in unbehandelten Kolonkarzinomen jedoch eine positive Korrelation zwischen einer Promotor-
Hypermethylierung und einem verlangerten rezidivfreien sowie Gesamtiiberleben [318].
Zudem wiesen Echizen und Kollegen sowohl in vitro als auch in vivo eine moglicherweise
onkogene Funktion fir PCDH10 im Glioblastom nach [319].

Ungeachtet einer noch nicht abschlieBend geklarten Bedeutung von PCDH10 in der
humanen Tumorgenese, konnte im Rahmen der vorliegenden Dissertation eine negative
Korrelation zwischen der PCDH10- und SFRP1-mRNA-Expression in BT-20-Mamma-
karzinomzellen nachgewiesen werden. So wurde in allen untersuchten Leervektor-Klonen eine
hohe PCDH10-Expression detektiert, wahrend diese in den korrespondierenden SFRP1-
Klonen jeweils signifikant reduziert vorlag. Im Einklang mit diesem Ergebnis resultierte
ebenfalls die Inkubation des BT-20-Leervektor-Klons mit den vier putativen SFRP1-Mimetika
sowohl nach 24 als auch 48 Stunden in einer konzentrationsabhangigen Reduktion der
PCDH10-mRNA-Expression. Dieses Ergebnis unterstitzt die auf Basis einer differenziellen
Wachstumsinhibition ~SFRP1-negativer und SFRP1-positiver Mammakarzinomzellen
aufgestellte Hypothese einer SFRP1-analogen Wirkung der Testsubstanzen. Um eine valide
Aussage beziglich dieser Hypothese treffen zu kdnnen, sollte es jedoch das Ziel
weiterfihrender Studien sein, zusatzliche Marker-Gene zu identifizieren und den Einfluss der
potentiellen SFRP1-Mimetika auf eine umfassende SFRP1-spezifische Genexpressions-
Signatur zu untersuchen.

Im Hinblick auf eine Nutzung der potentiellen SFRP1-Mimetika als Therapeutika des
humanen Mammakarzinoms wurden die vier Testsubstanzen ebenfalls bezuglich ihres
Einflusses auf weitere elementare Tumorzelleigenschaften, wie ein erhdhtes Kolonie-
wachstum, eine gesteigerte Zellmigration sowie eine verminderte Apoptoserate, untersucht.

FOr den Prozess des Koloniewachstums sind neben dem Zellwachstum ebenfalls
migratorische Zelleigenschaften sowie das Potential durch Einzelzellen Kolonien auszubilden
von Bedeutung. Daher stellt die Fahigkeit einer Zelle zur Koloniebildung einen Indikator fir
ihre Aggressivitat dar [320]. In zahlreichen Tumorentitaten reduziert SFRP1 nachweislich das
Potential zur Koloniebildung, so unter anderem im Nieren-, Lungen- und Mammakarzinom
[231, 232, 321]. GleichermaBen konnte in einer Studie von Huth et al. eine verminderte
Kolonieanzahl infolge forcierter SFRP1-Reexpression im BT-20-Brustkrebs-Modell beobachtet
werden [169]. In Ubereinstimmung mit diesem Ergebnis resultierte die Inkubation mit allen vier
im Rahmen dieser Dissertation untersuchen potentiellen SFRP1-Mimetika ebenfalls jeweils in
einer signifikanten Reduktion des Koloniewachstums. Dabei zeigten die Testsubstanzen 064
und 994 jeweils einen vergleichbaren Einfluss auf die Kolonieanzahl wie der Referenzinhibitor
ICG-001. Ein stark hemmender Einfluss dieses WNT-Signalweg-Inhibitors auf das Kolonie-

wachstum leukamischer Zelllinien wurde bereits in mehreren Studien belegt [322, 323].
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Eine erhdhte Resistenz gegeniber pro-apoptotischen Reizen stellt ein fundamentales
Charakteristikum von Tumorzellen dar [53, 55]. Geférdert wird diese in zahlreichen Tumor-
entitdten durch eine erhéhte Expression anti-apoptotisch wirkender WNT-Zielgene wie
Survivin [112, 324]. Ubereinstimmend mit einer iber den WNT-Signalweg vermittelten
Apoptoseresistenz zeigten in vitro-Studien im Pankreas- und Mammakarzinom sowie dem
multiplen Myelom eine Steigerung der Apoptoserate nach Inkubation mit dem WNT-
Signalweg-Inhibitor ICG-001 [312, 325, 326]. Im Zuge der vorliegenden Arbeit konnte diese
Beobachtung ebenfalls fir das BT-20-Zellkulturmodell bestatigt werden. Dartber hinaus ist
eine SFRP1-vermittelte Sensitivierung gegenlber pro-apoptotischen Reizen in vitro in
Modellen des hepatozellularen, Nieren- und Mammakarzinoms, einschlieBlich der Brustkrebs-
zelllinie BT-20, bereits belegt [169, 231, 327]. Im Rahmen dieser Dissertation offenbarten
lediglich die beiden potentiellen SFRP1-Mimetika 366 und 994 einen Apoptose-férdernden
Effekt auf den BT-20-Leervektor-Klon. Testsubstanz 848 zeigte hingegen keinen Einfluss auf
die Apoptoserate des BT-20-Leervektor-Klons wahrend Wirkstoffmolekil 064 sogar anti-
apoptotisch wirkte. Allerdings konnte sowohl firr das putative SFRP1-Mimetikum 064 als auch
Testsubstanz 848 ein starker Einfluss auf das Zellwachstum, der Nettobilanz aus Zell-
proliferation und Apoptose, nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen deuten an, dass
diese beiden Substanzen im BT-20-Zellkulturmodell vornehmlich proliferationshemmend
wirken.

Zusatzlich wurde in dieser Arbeit mit Hilfe eines 2D-Wundheilungstests der Einfluss der vier
putativen SFRP1-Mimetika auf die motilen Eigenschaften des BT-20-Leervektor-Klons
untersucht. Eine gesteigerte Zellmigration ist fundamental fir das Invasions- und
Metastasierungspotential maligner Krebszellen [205]. Uber die Expression von Zielgenen wie
MET und CD44 férdert der WNT-Signalweg sowohl die Invasion als auch die Zellmotilitat [112,
324]. In Ubereinstimmung mit einer migrationsférdernden Funktion des WNT-Signalweges
konnte in Zellen des Pankreaskarzinoms sowie des humanen Bronchien-Epithels ein
verlangsamter Wundschluss infolge einer Behandlung mit dem WNT-Signalweg-Inhibitor
ICG-001 beobachtet werden [238, 239]. GleichermaBen zeigte ICG-001 auch im Zuge dieser
Dissertation einen negativen Einfluss auf die motilen Eigenschaften der BT-20-Zellen. Neben
einer Beeinflussung der Zellmigration Gber die Regulation des WNT-Signalweges beeinflusst
SFRP1 die motilen Eigenschaften von Zellen womdglich ebenfalls lber die Inhibition von
Metalloproteasen wie ADAM10. Eine SFRP1-vermittelte Reduktion der motilen Eigenschaften
humaner MDA-MB-231-Brustkrebszellen wurde in mehreren in vitro-Mammakarzinom-Studien
nachgewiesen [234-236]. Jedoch konnte im BT-20-Zellkuturmodell kein verandertes
Migrationsverhalten infolge ektopischer SFRP1-Reexpression beobachtet werden [169].
Ebenso resultierte die Inkubation des BT-20-Leervektor-Klons mit den beiden putativen

SFRP1-Mimetika 366 und 848 im Rahmen der vorliegenden Arbeit ebenfalls in einer



136 Diskussion

unveranderten Zellmigration. Die Applikation der beiden Testsubstanzen 064 und 994 flihrte
hingegen jeweils zu einem migrationshemmenden Effekt.

Zusammengefasst deuten die funktionellen Daten darauf hin, dass die vier untersuchten,
potentiellen SFRP1-Mimetika neben gemeinsamen SFRP1-Charakteristika auch jeweils
zusatzliche spezifische Eigenschaften aufweisen. Dies konnte darauf zuriickzuflhren sein,
dass die putativen SFRP1-Mimetika méglicherweise nicht dazu in der Lage sind, das komplexe
Wirkungsprofil eines Proteins in seiner Gesamtheit abzubilden. So besitzt SFRP1 zwei
unterschiedliche funktionelle Domanen und interagiert Uber diese mit zahlreichen Bindungs-
partnern, unter anderem mehreren WNT-Molekullen, Frizzled-Rezeptoren, RANKL sowie
ADAM10 [110]. Im Rahmen dieser Arbeit zeigte Testsubstanz 366 die groBte Uberein-
stimmung mit dem Wirkungsprofil von SFRP1 im BT-20-Bruttumor-Modell, die sich in einem
Verlust der PCDH10-Expression, einem verringerten Zell- und Koloniewachstum, einer
erhdhten Apoptoserate sowie in einer unveranderten Zellmigration &auBerte. Unter
Beriicksichtigung des zuséatzlichen Benefits einer Inhibition Progressions-assoziierter
Tumorzelleigenschaften, wie einer erhéhten Zellmigration, stellen die beiden putativen
SFRP1-Mimetika 064 und 994 jedoch ebenfalls vielversprechende Ausgangssubstanzen far
die Entwicklung neuer Medikamente zur Therapie humaner Mammakarzinome dar.

Das vordringliche Ziel weiterfihrender Studien sollte die Entschlisselung des jeweiligen
Wirkmechanismus der einzelnen Testsubstanzen sein. Hierzu sollte zunachst die im Zuge
dieser Arbeit angestrebte Etablierung einer validen, SFRP1-spezifischen Genexpressions-
Signatur weiterverfolgt werden. Der Einsatz eines Marker-Panels, bestehend aus dem hier
identifizierten SFRP1-assoziierten Gen PCDH10 sowie weiteren geeigneten Marker-Genen,
wirde die weiterflhrende Charakterisierung der SFRP1-Mimetika im Rahmen einer
Expressionsanalyse ermdglichen.

Des Weiteren ist der Gebrauch von Methoden der chemischen Proteomik zielfihrend, um
eine eindeutige Identifizierung der jeweiligen Zielstrukturen der Testsubstanzen zu
erméglichen. Bei diesem Verfahren werden die Bindungspartner der putativen SFRP1-
Mimetika zun&chst Uber eine Affinitats-Chromatographie isoliert und kénnen anschlieBend
mittels verschiedener Detektionsmethoden, wie einer Kombination aus 2D-Gelelektrophorese,
Massenspekirometrie und bioinformatischer Analyse, identifiziert werden [328, 329].

Schlussfolgerung

Das im Zuge einer Kooperation mit dem LDC in Dortmund durchgefihrte Projekt diente der
Identifizierung sowie der funktionellen Charakterisierung potentieller SFRP1-Mimetika, die fur
die Entwicklung zielgerichteter Therapien SFRP1-defizienter Brusttumoren genutzt werden
kénnten. Auf Basis einer differenziellen Wachstumsinhibition SFRP1-negativer und SFRP1-
positiver Mammakarzinomzellen sowie einem Expressionsverlust des Marker-Gens PCDH10,
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konnte die vier Wirkstoffmolektile 064, 366, 848 und 994 im Rahmen der vorliegenden Arbeit
als mdgliche SFRP1-Mimetika identifiziert werden. Die funktionelle Charakterisierung
offenbarte zudem tumorsuppressive Effekte infolge einer Inkubation mit den Testsubstanzen,
die sich in einem verminderten Koloniewachstum, einer erhéhten Apoptoserate sowie einer
reduzierten Zellmigration &uBerten. Die jeweiligen Wirkungsprofile der putativen SFRP1-
Mimetika variierten jedoch, so dass weiterflihrende Studien benétigt werden, um die jeweiligen

Wirkmechanismus und Zielstrukturen der einzelnen Testsubstanzen zu entschllisseln.
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6. Anhang

6.1 Eigenschaften der verwendeten Patientenkohorten

Tabelle 6-1: Klinisch-pathologische Parameter des Mammakarzinom-Kryogewebe-Kollektivs fiir
die DKK3-mRNA-Expressionsstudie.

Parameter Kategorisierung n? %
Alter bei Diagnosestellung Median: 63 Jahre
(Spanne: 33 - 81 Jahre)
< 63 Jahre 14 46,7
> 63 Jahre 16 53,3
TumorgréBeP pT1 14 46,7
pT2 15 50,0
pT3 1 3,3
pT4 0 0,0
Lymphknoten-Status® pNO 17 56,7
pN1-3 12 40,0
unbekannt 1 3,3
Histologischer Tumorgrad® G1 0 0,0
G2 8 26,7
G3 22 73,3
Ostrogenrezeptor-Status negativ (IRS9 0-2) 16 53,3
positiv (IRSY 3-12) 14 46,7
Progesteronrezeptor-Status negativ (IRS9 0-2) 15 50,0
positiv (IRS? 3-12) 15 50,0
HER2-Status® negativ 24 80,0
positiv 6 20,0

aWeibliche Patientinnen mit primar, unilateral, invasivem Mammakarzinom. ®GemaB TNM-
Klassifikation nach Sobin und Wittekind [23]. <Gem&B Bloom und Richardson, modifiziert nach
Elston und Ellis [22]. Ymmunoreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner [194].
eUberexpression des ERBB2 Gens (HER-2/NEU) wurde gemaB dem IHC-basierten DAKO-Score
System diagnostiziert. Zweifelhafte Falle (DAKO-IHC: 2+) wurden zusétzlich mittels FISH-Test
auf Amplifikation des Gens untersucht. Prozentangaben kénnen aufgrund von Rundungsfehler
ungleich 100 % sein.
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Tabelle 6-2: Klinisch-pathologische Parameter des Tissue Microarrays fiir die DKK3-Protein-
Expressionsstudie.

Parameter Kategorisierung n? verfiigbar %
Alter bei Diagnosestellung Median: 51 Jahre
(Spanne: 21 - 66 Jahre)
< 51 Jahre 192 41,5
=51 Jahre 269 58,1
unbekannt 2 0,4
TumorgroBe® pT1 214 46,4
pT2 219 47,5
pT3 20 4,3
pT4 5 1,1
unbekannt 5 1,1
Lymphknoten-Status® pNO 1 0,2
pN1-3 457 99,1
unbekannt 5 1,1
Histologischer Tumorgrad® G1 24 5,2
G2 274 59,4
G3 154 33,4
unbekannt 11 2,4
Ostrogenrezeptor-Status negativ (IRS9 0-2) 133 28,9
positiv (IRSY 3-12) 330 71,6
Progesteronrezeptor-Status negativ (IRS9 0-2) 161 34,9
positiv (IRS? 3-12) 302 65,5
HER2-Status® negativ 323 69,8
positiv 140 30,2

aWeibliche Patientinnen mit primar, unilateral, invasivem Mammakarzinom. °GemaB TNM-
Klassifikation nach Sobin und Wittekind [23]. <GemaB Bloom und Richardson, modifiziert nach Elston
und Ellis [22]. Yimmunoreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner [194]. eUberexpression des
ERBBZ2 Gens (HER-2/NEU) wurde gemaB dem IHC-basierten DAKO-Score System diagnostiziert.
Zweifelhafte Félle (DAKO-IHC: 2+) wurden zusétzlich mittels FISH-Test auf Amplifikation des Gens
untersucht. Prozentangaben kénnen aufgrund von Rundungsfehler ungleich 100 % sein.
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Tabelle 6-3: Klinisch-pathologische Parameter des Mammakarzinoms-DNA-Kollektivs fiir die
DKK3-Gen-Methylierungsstudie.

Parameter Kategorisierung n? %

Alter bei Diagnosestellung Median: 59 Jahre

(Spanne: 38 - 81 Jahre)

<59 Jahre 16 48,5
= 59 Jahre 17 51,5
TumorgroBe® pT1 15 45,5
pT2 12 36,4
pT3 4 12,1
pT4 0 0,0
unbekannt 2 6,1
Lymphknoten-Status® pNO 17 54,6
pN1-3 14 42,4
unbekannt 2 6,1
Histologischer Tumorgrade G1 1 3,0
G2 9 27,3
G3 22 66,7
unbekannt 1 3,0
Ostrogenrezeptor-Status negativ (IRSY 0-2) 11 33,3
positiv (IRS? 3-12) 22 66,6
Progesteronrezeptor-Status negativ (IRSY 0-2) 12 36,4
positiv (IRS? 3-12) 21 63,6
HER2-Status® negativ 26 78,8
positiv 7 21,2

aWeibliche Patientinnen mit primar, unilateral, invasivem Mammakarzinom. GemaB TNM-
Klassifikation nach Sobin und Wittekind [23]. ¢GemaB Bloom und Richardson, modifiziert nach
Elston und Ellis [22]. Yimmunoreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner [194].
eUberexpression des ERBB2 Gens (HER-2/NEU) wurde gem&B dem IHC-basierten DAKO-
Score System diagnostiziert. Zweifelhafte Falle (DAKO-IHC: 2+) wurden zusétzlich mittels
FISH-Test auf Amplifikation des Gens untersucht. Prozentangaben kénnen aufgrund von
Rundungsfehler ungleich 100 % sein.
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Tabelle 6-4: Klinisch-pathologische Parameter des in silico-Mammakarzinom-Kollektivs fiir die
DKK3-mRNA-Expressionsstudie (The Cancer Genome Atlas-Plattform).

Parameter Kategorisierung n? %

Alter bei Diagnosestellung Median: 58 Jahre
(Spanne: 26 - 90 Jahre)

< 58 Jahre 409 51,7
> 58 Jahre 382 48,3
TumorgréBeP® pT1 209 26,4
pT2 468 59,2
pT3 83 10,5
pT4 28 3,5
unbekannt 3 0,4
Lymphknoten-Status® pNO 375 47 4
pN1-3 403 51,0
unbekannt 13 1,6
Ostrogenrezeptor-Status negativ (IRS¢ 0-2) 176 22,3
positiv (IRS¢ 3-12) 577 73,0
unbekannt 38 4.8
Progesteronrezeptor-Status negativ (IRS¢ 0-2) 246 31,1
positiv (IRS¢ 3-12) 504 63,7
unbekannt 41 5,2
HER2-Status? negativ 600 75,9
positiv 102 12,8
unbekannt 89 11,3

aWeibliche Patientinnen mit primar, invasivem Mammakarzinom. b(GeméaB TNM-Klassifikation
nach Sobin und Wittekind [23]. ¢immunoreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner
[194]. dUberexpression des ERBB2 Gens (HER-2/NEU) wurde gemaB dem IHC-basierten
DAKO-Score System diagnostiziert. Prozentangaben kénnen aufgrund von Rundungsfehler
ungleich 100 % sein.
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Tabelle 6-5: Klinisch-pathologische Parameter des in silico-Mammakarzinom-Kollektivs fiir die
DKK3-Gen-Methylierungsstudie (The Cancer Genome Atlas-Plattform).

Parameter Kategorisierung n? %

Alter bei Diagnosestellung Median: 58 Jahre
(Spanne: 26 - 90 Jahre)

< 58 Jahre 263 52,9
> 58 Jahre 234 47 1
TumorgréBeP® pT1 135 27,2
pT2 290 58,4
pT3 55 11,1
pT4 15 3,0
unbekannt 2 0,4
Lymphknoten-Status® pNO 216 43,5
pN1-3 274 55,1
unbekannt 7 1,4
Ostrogenrezeptor-Status negativ (IRS¢ 0-2) 99 19,9
positiv (IRS¢ 3-12) 331 66,6
unbekannt 67 13,5
Progesteronrezeptor-Status negativ (IRS¢ 0-2) 134 27,0
positiv (IRS¢ 3-12) 295 59,4
unbekannt 68 13,7
HER2-Status? negativ 373 75,1
positiv 50 10,1
unbekannt 74 14,9

aWeibliche Patientinnen mit primar, invasivem Mammakarzinom. b(GeméaB TNM-Klassifikation
nach Sobin und Wittekind [23]. ¢immunoreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner
[194]. dUberexpression des ERBB2 Gens (HER-2/NEU) wurde gemaB dem IHC-basierten
DAKO-Score System diagnostiziert. Prozentangaben kénnen aufgrund von Rundungsfehler
ungleich 100 % sein.
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6.2 Klassifizierung maligner Tumoren der Brust

6.2.1 Staging des humanen Mammakarzinoms

Die Einteilung in die einzelnen Tumorstadien erfolgte gemaB UICC anhand der
Ausdehnung des Primartumors (pT), der Infiltration regiondren und juxtaregionaren
Lymphknoten (pN) sowie dem Vorliegen einer Fernmetastasierung (pM) (siehe Tabelle 6-6
und Tabelle 6-7).

Tabelle 6-6: pTNM-Klassifikation des humanen Mammakarzinoms [23, 330].

pT-Klassifikation (Primértumor)

pTx Primartumor kann nicht beurteilt werden

pTO kein Anhalt flr Primartumor

Tis Carcinoma in situ

pT1 Tumor bis 2 cm in gréBter Ausdehnung

pT1mic Mikroinvasion bis 0,1 cm in grdBter Ausdehnung

pTia Tumor > 0,1 bis 0,5 cm in gréBter Ausdehnung

pTib Tumor > 0,5 bis 1 cm in gréBter Ausdehnung

pTic Tumor > 1 bis 2 cm in grdBter Ausdehnung

pT2 Tumor > 2 cm bis maximal 5 cm im gréBten Durchmesser

pT3 Tumor > 5 cm im gréBten Durchmesser

pT4 Tumor jeder GréBe mit Befall der Thoraxwand oder der Haut

pT4a mit Befall der Thoraxwand

pT4b mit Odem, Ulzeration der Haut oder Satellitenknoten der Haut der gleichen Brust

pT4c Vorliegen der Kriterien T4a und T4b

pT4d Inflammatorisches Karzinom

pN-Klassifikation (regionare Lymphknoten)

pNx regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

pNO keine regiondren Lymphknotenmetastasen

pN1mi Mikrometastasen (> 0,2 mm und/oder mehr als 200 Tumorzellen; nicht gréBer
0,2 cm)

pN1 Metastasen in 1 bis 3 ipsilateralen Lymphknoten und/oder mikroskopische
Metastasen in Sentinel-Lymphknoten entlang der ipsilateralen A. mammaria
interna

pN1a 1 bis 3 axillare Lymphknotenmetastasen, mindestens eine > 2 mm

pN1b Mikroskopische Metastasen in Sentinel-Lymphknoten entlang der A. mammaria
interna, klinisch nicht erkennbar

pNic pN1a und pN1b

pN2 Metastasen in 4 bis 9 ipsilateralen axillaren Lymphknoten oder in klinisch
erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria interna ohne axillare
Metastasen

pN2a Metastasen in 4 bis 9 axillaren Lymphknoten, darunter mindestens eine > 2 mm

pN2b Metastasen in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria
interna ohne axillare Lymphknotenmetastasen

pN3a Metastasen in 210 ipsilateralen axillaren Lymphknoten (wenigstens eine > 2
mm) oder in ipsilateralen infraklavikularen Lymphknoten

pN3b Metastasen in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria

interna mit mindestens einer axillaren Lymphknotenmetastase oder
Lymphknotenmetastasen in mehr als 2 axillaren Lymphknoten und in
Lymphknoten entlang der A. mammaria interna, nachgewiesen durch
Untersuchung des/der Sentinel-Lymphknoten(s), aber nicht klinisch erkennbar

pN3c Metastasen in ipsilateralen supraklavikularen Lymphknoten
pM-Klassifikation (Fernmetastasierung)
pMO keine Fernmetastasen

pM1 Fernmetastasen
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Tabelle 6-7: UICC-Stadieneinteilung des humanen Mammakarzinoms [23, 330].

Stadium T N M
0 Tis NO MO
1A T1mic, T1 NO MO
IB TO, T1mic, T N1mi MO
A TO, T1mic, T N1 MO

T2 NO MO
IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
A TO, T1mic, T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
B T4 NO, N1, N2 MO
|{[e Ale T N3 MO
v Ale T Alle N M1

6.2.2 Grading des humanen Mammakarzinoms

Invasive Tumoren werden hinsichtlich einer Einschatzung ihrer Aggressivitat (Malignitat)
nach ihrem histologischen Grad klassifiziert. Dieser ergibt sich aus der Differenzierung der
Zellen (Tubulusausbildung und Zellkernpolymorphie) und ihrer proliferativen Aktivitat
(Mitoserate). Das nach Elston und Ellis definierte Bewertungssystem des Tumorgrades teilt
Karzinome anhand eines Summenscores in die prognostisch relevanten Klassen Grad 1 bis 3
ein. Grad 1 entspricht einem gut differenzierten Tumor mit geringem Malignitatsgrad, wahrend
Grad 3 mit einer schlechten Differenzierung sowie der héchsten Malignitat assoziiert ist (siehe
Tabelle 6-8 und Tabelle 6-9) [22].

Tabelle 6-8: Histologische Graduierung des humanen Mammakarzninoms

Merkmal Kriterium Wert
Tubulusausbildung 75 % 1
10-75% 2
<10% 3
Kernpolymorphie gering 1
mittelgradig 2
stark 3
Mitose-Rate 0-5/10 HPFa 1
6-11/10 HPFa 2
= 12/10 HPF2 3
Summenscore 3-9
aHPF: High Power Field (400-fache VergréBerung)
Tabelle 6-9: Bewertungssystem des histologischen Summenscores
Summenscore Malignitatsgrad Grad Definition
3,4,5 gering G1 gut differenziert
6,7 maBig G2 maBig differenziert

8,9 hoch G3 schlecht differenziert
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6.3 Auflistung der Uber SFRP1-regulierten Transkripte

Die in der Microarray-basierten Genexpressionsanalyse identifizierten differenziell auf-
bzw. herabregulierten Transkripte im BT-20-Tumormodell sind in Tabelle 6-10 bzw. Tabelle
6-11 angegeben.

Tabelle 6-10: Uber SFRP1 differenziell aufregulierte Transkripte im BT-20-Tumormodell

Probenset-ID? Gensymbol® FC SFRP1 vs. Leer (linear) P-Wert°®

17106398 SLC6A14 20,72 0,048558
17106357 PLS3 17,79 0,025012
17125702 13,44 0,036017
17020846 COL12A1 9,22 0,008026
16942692 8,85 0,029974
17076609 SFRP1 5,41 0,000040
16971414 4,89 0,038053
17124830 3,97 0,008679
16968122 FRAS1 3,60 0,003796
16995241 UGT3A2 3,46 0,014760
17087413 GALNT12 2,87 0,004963
17120690 2,81 0,006205
16861126 UPK1A 2,69 0,039687
16934241 2,66 0,015294
16883647 IL1R1 2,63 0,022660
16696295 KIFAP3 2,61 0,016046
16771462 2,60 0,041559
16653821 2,58 0,049276
17077191 LOC100507516 2,52 0,043635
17124944 2,50 0,001590
16656299 2,42 0,018135
17124832 2,41 0,002152
16702285 ITIH2 2,39 0,002390
16654403 2,36 0,022935
17061662 LAMB1 2,29 0,005244
16962316 LIPH 2,20 0,006115
16711562 SFMBT2 2,16 0,008726
16907812 ACADL 2,16 0,014498
17121204 2,16 0,033518
16704454 LOC100507539 2,12 0,005554
16768923 SLCY9A7P1 2,11 0,018997
16748835 PIK3C2G 2,11 0,036105
16743262 SLC36A4 2,10 0,017322
16944588 SLC15A2 2,08 0,048188
17011812 2,07 0,047352
17109464 SCML2 2,06 0,000592
17063977 LOC154761 2,05 0,049883
16921171 HAR1B 2,04 0,016511
16966514 ATP10D 2,03 0,037822
16966685 SPATA18 2,02 0,016308
16651023 2,02 0,039923

aGeneChip Human Gene 2.0 ST Array (Affymetrix, USA). Fir nicht codierende Transkripte konnte kein
Gensymbol angegeben werden. ¢Die P-Werte wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse ermittelt.
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Tabelle 6-11: Uber SFRP1 differenziell herabregulierte Transkripte im BT-20-Tumormodell

Probenset-ID? Gensymbol® FC SFRP1 vs. Leer (linear) P-Wert°®

16970762 PCDH10 -15,39 0,014492
16864907 ERVV-2 -7,45 0,013142
16654995 -5,12 0,001402
16979800 -4,65 0,044607
16677451 KCNK2 -4,51 0,000078
16653873 -3,34 0,013304
16653163 -2,74 0,007837
16652325 -2,34 0,005098
16753270 SLC16A7 -2,33 0,049719
16688615 SLC44A5 -2,32 0,023944
17045078 BMPER -2,26 0,035233
16656239 -2,20 0,027470
16876162 -2,15 0,026096
16817630 QPRT -2,12 0,040406
16655999 -2,04 0,019454

aGeneChip Human Gene 2.0 ST Array (Affymetrix, USA). bFir nicht codierende Transkripte konnte kein
Gensymbol angegeben werden. ¢Die P-Werte wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse ermittelt.
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