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XII Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Screening-Mammographie, das Standard-Verfahren fiir die Brustkrebs-Fritherkennung,
weist bekannte Limitationen auf, die eine unzureichende klinische Performance bedingen. Dies
unterstreicht den Bedarf an neuen, komplementéren Screening-Strategien fiir die Brustkrebs-
Fritherkennung. Hier hat die Identifizierung neuer Proteinbiomarker, welche mittels minimal-
invasiver Verfahren im Blutserum detektierbar sind, ein groes Potential fiir die Fritherkennung
maligner Erkrankungen und war ein erstes Ziel der vorliegenden Arbeit. Aus einem 15
Kandidaten umfassenden Pool potentieller Serum-Proteinbiomarker konnten, basierend auf
einem zweistufigen Validierungs-Modell, die Proteine AGR3 und AGR?2 erstmals als neue
potentielle Biomarker fiir die Blutserum-basierte Fritherkennung des humanen
Mammakarzinoms identifiziert und validiert werden. Die Kombination der ELISA-basierten
Serumkonzentrationen beider putativer Marker zu einem Biomarker-Duplett, erlaubte
schlieBlich die Diskriminierung von Brustkrebs-Patientinnen (n=32) und gesunden
Spenderinnen (n=19) mit einer klinischen Sensitivitit von 64,5% bei einer klinischen Spezifitit
von 89,5% (AUC: 0,827; KI: 0,693 bis 0,962; P < 0,001).

Die onkologische Forschung verfolgt zudem das Ziel der Karzinogenese zugrunde liegende
zentrale Molekiile und Signalwege zu charakterisieren, welche potentiell therapeutische
Zielstrukturen darstellen bzw. deren mogliches, prognostisches Potential den Kliniker bei der
Wabhl individueller Therapien mit groBtmoglichem Patienten-Benefit unterstiitzen kann. Die zu
Beginn dieser Arbeit im humanen Mammakarzinom noch kaum bzw. nicht untersuchten Gene
AGR3, CELSRI, CTHRCI und NMU sollten hinsichtlich ihrer potentiellen Nutzbarkeit als
prognostische Biomarker sowie ihrer moglichen kausalen Involvierung in die Karzinogenese
des Mammakarzinoms analysiert werden. Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass eine
verstirkte Expression des zur Proteindisulfidisomerase-Familie zéhlenden Proteins AGR3 im
Mammakarzinom einen méglichen, unabhéngigen prognostischen Faktor fiir einen ungiinstigen
Krankheitsverlauf von G1/G2-Brustkrebs-Fillen darstellt (multivariate Hazard-Rate: 2,186;
95% KI: 1,008 — 4,740; P < 0,05). Im Einklang mit den prognostischen Daten konnte dariiber
hinaus ein fordernder Effekt von AGR3 auf das Zellwachstum gut differenzierter MCF7-
Brustkrebszellen in einem stabilen loss-of-function-Modell herausgestellt werden (P < 0,01),
was die Hypothese eines onkogenen Einflusses von AGR3 auf gut/mifBig differenzierte
Brustkrebszellen unterstiitzt.

Fir den Rezeptor CELSRI1 ergab eine erstmalige Subtyp-spezifische Expressionsanalyse im
Mammakarzinom eine signifikante Assoziation der mRNA-Expression mit Hormonrezeptor-

positiven Fillen (P < 0,001) und niedrigerem Tumorgrad (P < 0,01). Eine signifikante (P <
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0,001) Korrelation einer hohen CELSRI-mRNA-Expression im Mammakarzinom mit einem
verlingerten Rezidiv-freien Uberleben sowie eine Stimulation des Zellwachstums (P < 0,001)
infolge eines transienten CELSR1-Expressionsverlustes in gut differenzierten, luminalen
MCEF7-Brustkrebszellen, implizieren mogliche tumorsuppressive Effekte des Proteins im
Brustkrebs.

Das Glykoprotein CTHRC1 wurde bereits in einigen soliden Tumoren einschlieBlich des
Mammakarzinoms als aberrant exprimiert und zudem als moglicher progressionsfordernder
Faktor beschrieben. Darauf aufbauend konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig eine
CTHRCI-vermittelte Stimulation der Zellmigration und damit moglicherweise eine
Involvierung in Metastasierungsprozesse dieser Entitit anhand eines BT549 loss-of-function-
Brustkrebs-Modells demonstriert werden.

Das Neuropeptid NMU wurde in allen klinisch-relevanten Brustkrebs-Subtypen signifikant (P
< 0,001) gegeniiber der Normalgewebe-Expression als aufreguliert identifiziert, mit der
starksten Expression in nicht-luminalen Tumoren. Interessanterweise konnte eine verstirkte
NMU-Expression in grof3eren Brusttumoren (> pT1) sowie eine auf den luminalen Subtypen
beschrinkte signifikante Assoziation einer erhhten NMU-Expression mit einem verkiirzten
Rezidiv- und Fernmetastasen-freien Uberleben herausgestellt werden (P < 0,001 und P < 0,05).
Im Einklang hiermit fiihrte die stabile NMU-Uberexpression in luminalen SKBR3-, jedoch
nicht in basalen Hs578T-Zellen, zur Ausprigung eines malignen Phinotyps, charakterisiert
durch eine signifikant gesteigerte Zellmotilitit bei signifikant verringerter Proliferation.
Hinsichtlich eines zugrunde liegenden Mechanismus, konnten auf Basis einer genomweiten
Microarray-Expressionsanalyse neue NMU-assoziierte Signalwege und involvierte Gene in
luminalen SKBR3-Brustkrebszellen entschliisselt werden. So zeigte sich u.a. eine mit der
NMU-Expression einhergehende Modulation des WNT-Signalweges, resultierend in einer
gesteigerten Aktivierung der kleinen GTPase RAC1 und einer Expressions-Herabregulation des
Transkriptionsfaktors MYC. Diese Veridnderungen konnten zur Entstehung motiler, gering
proliferierender Krebszellen beitragen, die ein erhohtes Potential zur Ausbildung von
Metastasen aufweisen.

Zusammenfassend ist es gelungen mit AGR3 und AGR2 zwei neue putative Proteinbiomarker
fiir die Blutserum-basierte Brustkrebs-Friiherkennung zu identifizieren. Dariiber hinaus konnte
insbesondere mit NMU ein moglicher neuer progressions-assoziierter Faktor im humanen
Mammakarzinom charakterisiert werden, welcher moglicherweise das Potential fiir eine

klinische Nutzung als prognostischer Parameter bzw. als therapeutische Zielstruktur aufweist.
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Summary

Mammography has become the standard of care for breast cancer screening although several
limitations are known resulting in reduced clinical sensitivity and specificity. Owing to these
limitations minimally-invasive novel screening tests are desirable to complement screening
mammography. As measurement of protein biomarkers present in bodily fluids (e.g. serum)
constitutes a promising tool for early detection of breast cancer, the identification of novel
candidates was an aim of this study.

Based on a two-step validation procedure using human tissue and serum cohorts of human
breast cancer (n=40) and healthy serum samples (n=40) we identified AGR3 and AGR2 from
an initial pool of 15 candidates as novel potential protein biomarkers for blood-based early
breast cancer detection. The combined AGR3/AGR2 biomarker panel achieved a clinical
sensitivity of 64.5% and a specificity of 89.5% as shown by receiver operating characteristic
(ROC) curve statistics (AUC: 0.827, CI: 0.693 — 0.962, P < 0.001).

Besides the aim of finding novel biomarkers for early diagnosis of cancer, molecular oncology
research focuses on deciphering the molecular events underlying carcinogenesis. The
identification of key molecules and signalling pathways of malignant cancer cells offers the
opportunity to develop novel targeted cancer therapies. Furthermore, novel prognostic
biomarkers are desirable, able to support the clinician’s choice of a personalised therapy with a
maximal benefit for the patient. Therefore the second focus of the present study was on the
analysis of the putative usability of the novel cancer-associated genes AGR3, CELSRI,
CTHRCI and NMU as prognostic factors as well as their possible causal involvement in the
oncogenesis of human breast cancer.

High expression of the protein disulfide isomerase family-related protein AGR3 was
significantly associated with an unfavourable outcome (multivariate hazard ratio: 2.186, 95%
CIL: 1.008 — 4.740, P < 0.05) in low (G1) and intermediate (G2) grade breast carcinomas
indicating for the first time an independent prognostic impact of AGR3 in breast cancer. In line
with the prognostic data, it could be demonstrated for the first time that stable knockdown of
endogenous AGR3 protein significantly (P < 0.01) reduced cell growth of well differentiated,
luminal MCF7 breast cancer cells suggesting a tumour-promoting function of AGR3, at least
in well to moderately differentiated breast carcinomas.

Subtype-specific expression analysis for the adhesion G protein-coupled receptor CELSR1 in
human breast cancer revealed a significant correlation between high CELSRI mRNA
expression and both a positive hormone receptor status (P < 0.001) and lower tumour grade

(G1/G2) (P <0.01). Furthermore, univariate survival analysis showed that high CELSRI mRNA
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expression significantly (P < 0.001) correlated with prolonged recurrence-free survival in breast
carcinomas. In line, a transient knockdown of CELSR1 in luminal MCF7 breast cancer cells
led to significantly increased cell growth (P < 0.001) suggesting altogether tumour-suppressive
properties of CELSRI1 in breast cancer.

The secreted glycoprotein CTHRC]1 has recently been described as aberrantly expressed in
several human malignancies including breast cancer as well as a factor potentially stimulating
cancer cell migration, invasion and consequently metastasis. Here CTHRCI1-mediated
promotion of cell migration in motile BT549 breast cancer cells was reported for the first time
indicating a putative involvement of CTHRCI in breast cancer progression.

Conducting a subtype-specific mRNA expression analysis, the neuropeptide NMU was found
being significantly (P < 0.001) up-regulated in all clinically relevant breast cancer subtypes
compared to normal breast tissue controls, with the highest mRNA expression observed in
HER2-enriched and basal-like carcinomas. In accordance with the recently described potential
involvement of NMU in the progression of several malignancies, a pronounced NMU
expression was noted in advanced breast carcinomas of larger size (> pT1). In further support
of this notion, high NMU mRNA expression was significantly associated with reduced
recurrence-free (P < 0.001) and distant metastasis-free survival (P < 0.05) of patients with
luminal but not non-luminal carcinomas. In compliance with these findings, ectopic NMU over-
expression facilitated a malignant phenotype in luminal-like SKBR3 but not basal-like Hs578T
breast cancer cells. Stable NMU over-expressing SKBR3 single-cell clones were marked by a
significantly enhanced cell motility and a reduced proliferative activity (for both P < 0.001)
compared to empty vector control cells with low NMU expression. With regard to underlying
mechanisms, NMU-associated pathways and putative involved key players were identified
based on whole genome expression analysis employing the luminal SKBR3 breast cancer
model. For example a NMU-induced modulation of WNT receptor signalling amongst other
cancer-relevant pathways was observed, resulting in an enhanced activation of the small
GTPase RACI1 as well as a down-regulation of MYC expression in SKBR3 NMU clones
compared to controls. In turn, NMU-based effects on luminal breast cancer cells are potentially
mediated by the receptor NMUR?2. These findings may indicate a contribution of NMU to the
development of a motile tumour cell phenotype with an increased potential to metastasise.

In summary, this study shows for the first time the potential usability of AGR3 and AGR?2 as
biomarkers for non-invasive early detection of human breast cancer from blood, while NMU

was characterised as a new progression-associated factor in breast cancer.
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1 Einleitung

1.1 Die Epidemiologie des humanen Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom stellt die hdufigste maligne Krebserkrankung der Frau in Deutschland
und weltweit dar [1, 2]. Von den im Jahr 2010 deutschlandweit insgesamt 224.900 erfassten
Krebsneuerkrankungen bei Frauen betrafen alleine rund 70.300 Fille die Brustdriise. Dies
entspricht einem Anteil von 31,3% (Abbildung 1-1). Fiir das Jahr 2014 wurde ein Anstieg der
Brustkrebsneuerkrankungen bei Frauen in Deutschland auf eine Anzahl von rund 75.200 Fille
prognostiziert. Auf Grundlage der derzeitigen Daten erkrankt somit eine von acht Frauen in
Deutschland im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs, wobei das mittlere Erkrankungsalter bei 64

Jahren liegt [1].

Manner Frauen
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Abbildung 1-1: Verteilung der héufigsten Krebsneuerkrankungen in Deutschland im Jahr 2010.
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der jeweiligen Tumorentitit an allen Krebsneuerkrankungs-Fillen
in Deutschland im Jahr 2010. Nicht erfasst: nicht-melanotischer Hautkrebs. (Verdndert nach [1]).

Eine frithe Menarche, ein spiter Eintritt in die Menopause, Nulliparitit bzw. ein héheres Alter
bei der ersten Geburt sowie eine Hormonersatztherapie wihrend und nach den Wechseljahren
gelten als Risikofaktoren fiir die Entstehung einer bosartigen Erkrankung der Brustdriise [3, 4].
Zudem sind Faktoren des Lebensstils wie Alkoholkonsum, Ubergewicht und
Bewegungsmangel nach den Wechseljahren mit einem hoheren Risiko fiir die Entstehung von

Brustkrebs assoziiert [1, 5, 6]. 5-10% aller Brustkrebserkrankungen sind zudem auf Keimbahn-
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Mutationen, unter anderem in den Genen BRCAI und BRCA2 (breast cancer 1/2),
zuriickzufiithren [7, 8]. Eine Zunahme der Inzidenz fiir Krebserkrankungen allgemein ist zudem
mit dem demografischen Wandel in Deutschland und speziell fiir Brustkrebs, mit der
flichendeckenden Implementierung des Mammographie-Screening-Programms zwischen 2005
und 2009 in Deutschland zu begriinden [9].

Trotz eines deutlichen Anstiegs der Brustkrebs-Inzidenz in den letzten Dekaden (Anstieg von
alleine rund 50% zwischen 1980 und 2004), ist die altersstandardisierte Mortalititsrate leicht
riickldufig, was auf Fortschritte in der Therapie zuriickzufiihren ist [1, 9]. In naher Zukunft wird
zudem erkennbar sein, ob und in welchem Ausmall das Mammographie-Screening-Programm

zu einer weiteren Reduktion der Brustkrebs-bedingten Mortalitét fithren wird [10].

1.2 Die Anatomie der weiblichen Brust

Die weibliche Brust (Mamma) setzt sich aus der epithelialen Brustdriise (Glandula mammaria)
und dem Fettgewebe-reichen, umgebenden Stroma zusammen (Abbildung 1-2). Die Brustdriise
besteht aus rund 10-20 Einzeldriisen (Lobi), die jeweils von einem Hauptausfithrgang (Ductus
lactifer colligens), welcher auf der Brustwarze (Papilla mammae) miindet, drainiert werden.
Die Zweige des Gangsystems (Ducti lactiferi) enden tiber die Terminaldukti in die einzelnen

Lobuli (Ldappchen). Als Lobulus wird die Einheit aus mehreren Endstiicken bezeichnet [11].

B
A Jerminal- Ductus lactiferi
F\MK duktus
Lobulus § ,.\), i Duc.tus.
- Ub* lactiferi
Endstiick /’;/\/r\
: Y. )
QO Papilla mammae
e
. fi) \
- Fettgewebe
Lobuli
Brustmuskel

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung der Anatomie der weiblichen Brust. (A) Abbildung
zweier Terminalduktus-Lobulus-Einheiten (TDLE). (B) Sagittalschnitt der weiblichen Brust. (Veridndert
nach [12]).
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Sowohl Gangsystem als auch die Endstiicke sind von einem zweischichtigen Epithel umgeben,
welches sich in eine innere (luminale) prismatische sowie eine dullere (basale) Zellschicht aus
Myoepithelzellen gliedert. Das Brustepithel wird schlieflich von der bindegewebigen
Basalmembran vom umgebenden Stroma abgegrenzt. Die Funktionseinheit der Brustdriise wird
als Terminalduktus-Lobulus-Einheit (TDLE) bezeichnet und von einem Lobulus und dem
zugehorigen Terminalduktus gebildet. Im intralobuldren Abschnitt des Terminalduktus
befinden sich Gewebe-Stammzellen, die den Umbau zur laktierenden Brust infolge einer
Schwangerschaft gewihrleisten. Das Epithel im intralobuldren Bereich besitzt zudem
Rezeptoren fiir Ostrogene und Progesterone, die Zellproliferation und -differenzierung steuern.
Als Bereich erhohter Zellteilungsaktivitit und einer damit einhergehenden erhohten
Mutationswahrscheinlichkeit, ist die TDLE der Entstehungsort der meisten gut (benignen)- und

bosartigen (malignen) Tumoren der Brust [11, 13, 14].

1.3 Histologische und molekulargenetische Klassifizierung des humanen
Mammakarzinoms

Unter dem Begriff Tumor oder Neoplasie wird im Allgemeinen die VergroBerung eines
Gewebes infolge deregulierter Zellproliferation und/oder eines verminderten Untergangs
korpereigener Zellen verstanden. Als Karzinome werden maligne Tumoren epithelialen,
hingegen als Sarkome, maligne Tumoren mesodermalen Ursprungs bezeichnet [15].

Aus histologischer und molekulargenetischer Perspektive vereint der Begriff
,<Mammakarzinom* eine Gruppe vieler heterogener Erkrankungen, die zwar von der gleichen
anatomischen Struktur ausgehen, sich jedoch in ihrem Genexpressionsmuster und damit
einhergehend, ihrer Histologie, dem Krankheitsverlauf und den moglichen Therapie-Optionen
deutlich voneinander unterscheiden [16]. Aus histopathologischer Sicht lassen sich nach neuer
WHO-Klassifikation mehr als 30 dinstinkte Subtypen invasiver Mammakarzinome definieren
[17]. Das invasiv-duktale Karzinom (IDC) ,,ohne weitere Spezifizierung* (not otherwise
specified, NOS) ist mit einer Pridvalenz von bis zu 75% der hiufigste histologische Typ
invasiver Brusttumoren. Die zweithédufigste histologische Form invasiver Tumoren der Brust
stellt das invasiv-lobulidre (ILC) Karzinom mit einer Privalenz von bis zu 15% dar. Es ist zu
betonen, dass die Begrifflichkeiten ,,duktales* bzw. ,,lobulédres* Karzinom keinen Riickschluss
auf den mikroanatomischen Ursprung im Gangsystem des Brustepithels implizieren. Zu den
selteneren histologischen Varianten invasiver Brusttumoren, zidhlen beispielsweise das

medullére, das tubulédre, das muzindse und das apokrine Karzinom [16].
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Die alleinige Einteilung in histologische Brustkrebs-Subtypen, basierend auf morphologischen,
zytologischen und immunhistochemischen Unterschieden, hat einen begrenzten klinischen
Nutzen im Bezug auf eine Therapieentscheidung [18]. Komplementér lassen sich invasive
Mammakarzinome hinsichtlich ihres histologischen Grades stratifizieren (engl. Grading).
Dieser stellt ein MaB fiir die Aggressivitit (Malignitédt) des Brusttumors dar und ergibt sich aus
der Untersuchung der Differenzierung der Zellen (Tubulusausbildung und Kernpolymorphie)
und ihrer proliferativen Aktivitit (Mitose-Index) [16, 19]. Die Bildung eines Summenscores
fiihrt schlieBlich zur Einteilung der Karzinome in die prognostisch relevanten Klassen Grad 1
bis 3, wobei Grad 1 einen gut differenzierten, minder malignen Tumor représentiert, hingegen
Grad 3 ein Mammakarzinom mit schlechter Differenzierung und hohem Malignititsgrad
beschreibt (sieche Abschnitt 6.2.2 des Anhangs) [19].

Eine weitere klinisch bedeutsame Stratifizierung der Mammakarzinome erfolgt gemif3 der
TNM-Klassifikation nach Sobin und Wittekind in Tumor-Stadien [20]. Diese Stadien-
Einteilung (engl. Staging) beschreibt das Ausmalf} der Ausbreitung des Brusttumors im Korper
und beriicksichtigt die Ausdehnung des Primértumors (pT), den Befall regiondrer Lymphknoten
(pN) sowie das Vorliegen einer Fernmetastasierung (pM) (siehe Abschnitt 6.2.1 des Anhangs).
Weiterhin hat sich die Bestimmung des Hormonrezeptor- und des HER2/NEU-Status als
pradiktive Biomarker fiir das humane Mammakarzinom (siehe Abschnitt 1.6.4) als klinisch
relevant erwiesen [21, 22].

Die bereits auf histologischer Ebene erkennbare Heterogenitit konnte zudem auf molekularer
Ebene bestitigt werden. Perou und Kollegen beschrieben erstmalig eine molekulare
Klassifizierung  humaner = Mammakarzinome auf Grundlage von  Microarray-
Expressionsprofilen in die vier molekularen Brustkrebs-Subtypen Luminal-/ike, Basal-like,
HER?2 und Normal-/ike [23]. Neben der Validierung der beschriebenen molekularen Subtypen,
konnte in Folge-Studien ferner eine weitere Stratifizierung der luminalen Tumoren in die beiden
Subgruppen Luminal A und Luminal B herausgestellt werden [24—26]. Die Klassifizierung von
Mammakarzinomen in die fiinf intrinsischen Subtypen ist mithilfe einer Signatur aus 50 Genen
(PAMS50), die auf den Daten von Perou et al. basiert [23], realisierbar [27]. Als klinisch
bedeutsam erwies sich der Nachweis einer Korrelation zwischen molekularem Subtypen und
dem Krankheitsverlauf, wobei sich die beste Prognose fiir den Subtypen Luminal A, hingegen
eine vergleichsweise ungiinstige fiir die Subtypen Basal-like, HER2-enriched und Luminal B
zeigte [24, 27]. Des Weiteren konnte ein moglicher priadiktiver Wert der auf Gene Expression
Profiling (GEP) basierenden Stratifizierung von Brusttumoren fiir die neoadjuvante und

adjuvante Chemotherapie von Brustkrebspatientinnnen gezeigt werden [27, 28]. Aus Kosten-
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und Praktikabilitdtsgriinden wurde eine Immunhistochemie (IHC)-basierte Surrogat-Definition
der molekularen Brustkrebs-Subtypen vorgeschlagen [29]. Diese basiert auf Bestimmung des
Hormonrezeptor- und HER2-Status sowie des prozentualen Anteils an Krebszellkernen, die
eine Positivitit fiir den Proliferationsmarker KI-67 aufweisen [30]. In Tabelle 1-1 ist die IHC-
basierte der urspriinglich auf Gene Expression Profiling (GEP) beruhenden Klassifikation der
molekularen Brustkrebs-Subtypen (ohne Beriicksichtigung des Normal-like-Subtypen, dessen
Existenz umstritten ist [16]) gegeniibergestellt. Es ist zu betonen, dass eine signifikante
Diskrepanz zwischen den iiber das Genexpressionsprofil definierten und der IHC-basierten
Klassifizierung in die molekularen Brustkrebs-Subtypen besteht [18]. Konsens der St. Gallen
Konferenz 2013 ist die Nutzung der IHC-basierten Surrogat-Definition, obwohl der prozentuale
Grenzwert fiir KI-67 zwecks Subgruppierung der luminalen Tumoren in Luminal A und B,

kontrovers diskutiert wird [31].

Tabelle 1-1: Definition molekularer Brustkrebs-Subtypen. (Veridndert nach [18])

Intrinsischer Subtyp IHC-Klassifikation (St. Gallen Ubereinstimmung GEP/THC-
(GEP) 2011) Klassifikation [ %]
Luminal A Luminal A 73-100

(OR- und/oder PR- positiv; HER2-
negativ; KI-67 < 14%)

Luminal B Luminal B (HER2-negativ) 73-100
(OR- und/oder PR- positiv; HER2-
negativ; KI-67 > 14%)

Luminal B (HER2-positiv)
(OR- und/oder PR- positiv; HER2-
positiv)

HER2-enriched ) HER2-positiv (nicht-luminal) 41-69
(OR- und PR-negativ; HER2-positiv)

Basal-like Triple-negativ (TNBC) 80
(OR-, PR-, HER2-negativ)
GEP: Gene Expression Profiling; THC: Immunhistochemie; OR: Ostrogenrezeptor; PR:
Progesteronrezeptor; TNBC: Triple-negativer Brustkrebs

Die derzeitige Nutzung der molekularen Stratifizierung von Brustumoren iiber
Genexpressionsprofile in die intrinsischen Subtypen fiir Therapieentscheidungen ist aus
klinischer Sicht problematisch [18, 31]. Zur Verdeutlichung sei die Handhabung eines
Brusttumors zu nennen, der als HER2-enriched klassifiziert wurde, jedoch klinisch HER2-
negativ ist (basierend auf Immunhistochemie und/oder in situ-Hybridisierung). Dies riihrt

daher, dass nicht alle Fille innerhalb der iiber GEP-definierten molekularen Gruppe ,,HER2-
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enriched” eine klinische HER2-Positivitit aufweisen und somit die Bezeichnung ,,HER2-
enriched anstelle von ,,HER2-positiv* zu verwenden ist [16]. Den derzeitigen Goldstandard
hinsichtlich einer systemischen Therapieentscheidung stellt daher zunichst weiterhin die
Bestimmung des Hormonrezeptor- und HER2-Status sowie weiterer klinischer Parameter wie

TumorgroBe, Nodalstatus und des histologischen Grades dar [18].

1.4 Allgemeine Tumorgenese

Nach derzeitigem Wissensstand sind Tumoren klonalen Ursprungs, d.h. sie gehen auf eine
einzelne Ursprungs-Zelle zuriick [15, 32]. Es existieren zwei gidngige Hypothesen, die die
Eigenschaften der Einzelzellen eines Tumors beschreiben. Die stochastische Hypothese besagt,
dass jede Zelle eines Tumors eine gleich hohe Wahrscheinlichkeit besitzt zu proliferieren und
nach Transplantation einen neuen Tumor auszubilden. Dieser Annahme gegeniiber steht die
Stammzellhypothese, welche den Einzelzellen eines Tumors eine funktionelle Heterogenitét
zuschreibt. Nur wenige Zellen des Tumors besitzen dieser Hypothese nach das Potential nach
Transplantation zu einem neuen Tumor auszuwachsen und werden als Tumorstammzellen
bezeichnet. Diese Tumorstammzellen oder Tumor-initiierenden Zellen (engl. tumour-initiating
cells, TICs) besitzen, im Vergleich zu den durch asymmetrische Zellteilung entstehenden
Progenitorzellen, die Fahigkeit zur Selbsterneuerung [15]. Die Existenz von
Tumorstammzellen konnte sowohl fiir humane Leukdmien [33] als auch solide Tumoren
einschlieBlich des Mammakarzinoms demonstriert werden [34]. Als Ursprungszellen der
Tumorstammzellen kommen sowohl Gewebestammzellen als auch Progenitorzellen in Frage,
welche die Fahigkeit zur Selbsterneuerung infolge genomischer Verdanderungen zuriickerlangt
haben [15].

Genetische und epigenetische Verdnderungen im Genom von Tumorzellen fithren zur
Ausprigung verschiedener Phénotypen, die je nach Umgebungsbedingungen, einen
Wachstumsvorteil vermitteln und so aufrechterhalten werden. Dieses Konzept der klonalen
Evolution von Tumoren, das von Nowell entwickelt wurde [35], geht auf die Grundprinzipien
der klassischen Evolutionstheorie von Darwin zuriick [15] und gestattet schlieflich die
Progression eines Tumors. Es wird davon ausgegangen, dass sich Tumorstammzellen im Laufe
der Tumorentwicklung auch symmetrisch teilen, so dass bei Auftreten unterschiedlicher
genomischer Ereignisse in verschiedenen Tumorstammzellen, heterogene Zellpopulationen mit
divergenten Zelleigenschaften innerhalb eines Tumors hervorgehen [15].

Die Entstehung einer Neoplasie aus einer gesunden Ursprungszelle und seine Entwicklung zu

einem invasiv wachsenden, metastasierenden malignen Tumor ist ein mehrstufiger Prozess, der
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iber verschiedene benigne Zwischenformen verlduft. Fiir das humane Mammakarzinom konnte
aus der Dokumentation verschiedener Zwischenstufen [13] von Russo und Kollegen schlielich

ein Modell der neoplastischen Progression beschrieben werden [36] (Abbildung 1-3).

Duktales Invasives
Normal : : - Karzinom duktales Metastasen
- in situ Karzinom
2 1-10 Jahre 15-20 Jahre 20-30 Jahre 1-5 Jahre

Abbildung 1-3: Modell der neoplastischen Progression des humanen Mammakarzinoms.
Dargestellt ist die Progression prid-maligner Vorstufen aus Normalgewebe der Brust zum invasiv-
duktalen Karzinom mit anschlieBender Metastasierung. (Verdndert nach [36]).

Die initialen benignen Formen des neoplastischen Wachstums der Brust stellen Hyperplasien
(Gewebe-Vergrolerungen durch Zunahme der Zellzahl) [11] dar. Diese Vorstufen entwickeln
sich schlieBlich zum in situ-Karzinom, einer pra-invasiven Form des malignen Karzinoms. In
situ-Karzinome unterscheiden sich von invasiven Karzinomen grundsitzlich dadurch, dass sie
die das Driisenepithel vom Stroma abgrenzende Basalmembran noch nicht durchbrochen
haben. Es ist jedoch hervorzuheben, dass nicht immer alle Zwischenstufen der Progressions-
Reihe linear durchlaufen werden und auch ein direkter Ubergang normalen Gewebes in ein in
situ- oder ein invasives Karzinom moglich ist [36].

Das mehrstufige Progressionsmodell spiegelt den Erwerb essentieller Tumoreigenschaften im
Laufe der Tumorentwicklung wider, die das Heranwachsen und Uberleben des Tumors sowie
seine Ausbreitung im Korper gestatten. Einige dieser Eigenschaften (engl. hallmarks) wurden
erstmals im Jahr 2000 von Hanahan und Weinberg formuliert [37] und schlieBlich im Jahr 2011
erweitert [38] (Abbildung 1-4). Dazu zdhlt zundchst die Deregulation des
Wachstumsprogrammes der Krebszellen durch: 1. Erreichung einer Unabhingigkeit von
exogenen Wachstumssignalen (beispielsweise durch autokrine Stimulation), 2. den Erwerb
einer Insensitivitdt gegeniiber Signalen zur Wachstumsinhibition [39], 3. Entwicklung einer
Apoptose-Resistenz und 4. den Erwerb eines unlimitierten replikativen Potentials. Um eine
Versorgung des heranwachsenden Tumorgewebes mit Sauerstoff und Néhrstoffen zu

gewdhrleisten, ist zudem die Stimulation der Gefdf3bildung (Angiogense) erforderlich. Dies
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wird durch Aufregulation stimulierender Faktoren wie VEGF und/oder Herabregulation

inhibierender Stoffe wie Thrombospondin-1 realisiert [40].

Unabhiingigkeit von Insensitivitiit gegeniiber
exogenen Wachstums-  Wachstumsinhibitoren
signalen

Reprogrammierung
des Energie-Stoff-
wechsels

Umgehung der
Immunabwehr

Erwerb replikativer

Apoptose-
Pop Immortalitit

Resistenz

Tumor-fordernde
Entziindung

Induktion der Fihigkeit zur Invasion
Angiogenese & Metastasierung

Abbildung 1-4: Darstellung essentieller Tumor-Eigenschaften. Abgebildet sind zentrale
Eigenschaften, die ein Tumor im Laufe der Progression zur malignen Neoplasie erwirbt (schwarze
Schrift). Genomische Instabilitdt und Tumor-assoziierte Entziindungen werden als ,,Forderer zum
Erwerb dieser Eigenschaften angesehen (graue Schrift). Die Bildmitte zeigt die heterogene
Zusammensetzung eines soliden Tumors, der neben den Krebszellen (grau), unter anderem aus
assoziierten Immunzellen (magentafarben), Fibroblasten (gelb) und GefiB3-bildenden Endothelzellen
und Perizyten besteht (Verdndert nach [38]).

Die Entwicklung eines malignen Tumors ist schlieBlich durch den Erwerb der Fahigkeit der
Krebszellen zur Gewebeinvasion und Metastasierung abgeschlossen. Dies setzt unter anderem
eine Verdnderung in Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten voraus. In der Mehrzahl der
Karzinome, einschlieBlich des Mammakarzinoms [41], wird ein funktioneller Verlust des
transmembraniren Zell-Adhisionsproteins E-Cadherin beobachtet [42].

Diesen sechs urspriinglich von Hanahan und Weinberg beschriebenen essentiellen Tumor-
Eigenschaften [37] wurden 2011 zwei weitere Tumor-Charakteristika hinzugefiigt. 1. Die
Reprogrammierung des zelluliren Energie-Stoffwechsels, um die {iiberschieBende
Zellproliferation zu unterhalten sowie 2. die Umgehung der Zerstorung durch das
Immunsystem [38]. Der Erwerb aller beschriebenen Tumor-Eigenschaften setzt eine Vielfalt
genetischer sowie epigenetischer Verdnderungen der Krebszellen und daraus resultierender

Phénotypen voraus. Nach den Prinzipien der klonalen Evolution [35] bleiben letztlich die
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Zellklone mit Tumor-fordernden Eigenschaften erhalten. Um diese phéinotypische Variabilitit
innerhalb eines Tumors zu gewihrleisten werden sowohl die genomische Instabilitit der
Krebszellen [43] als auch Tumor-assoziierte Entziindungsprozesse als zwei essentielle

,treibende Krifte* diskutiert [38].

1.5 Molekulargenetische Mechanismen der Tumorgenese

Der Entstehung und Progression von Tumoren liegt die Verdnderung (Mutationen und
epigenetische Veridnderungen) einer Vielzahl von Genen zugrunde, wobei kausal an der
Entstehung und Progression beteiligte Gene als Tumorgene bezeichnet werden. Die Mehrzahl
dieser Gene ist Protein-kodierend und ihre Genprodukte werden Tumorproteine genannt [15].
Infolge von Mutationen aktivierte Gene, welche die Tumorgenese unterstiitzen, werden als
Onkogene bezeichnet. Die entsprechenden nicht mutierten zelluldren Gene, Proto-Onkogene
genannt, sind hiufig in die Aktivierung des Zellzyklus und der Zellteilung involviert [44]. Als
funktionelle Gegenspieler sind Tumorsuppressorgene aufzufassen, die durch genomische
Veridnderungen wéhrend der Tumorgenese einen Funktionsverlust erfahren, der das
Tumorwachstum und die Progression fordert [45]. Von Driver-Mutationen, die Proto-
Onkogene aktivieren bzw. Tumorsuppressorgene hemmen, sind Passenger-Mutationen im

Genom zu unterscheiden, die nicht ursichlich in die Karzinogenese involviert sind.

Tabelle 1-2: Wichtige Eigenschaften von Proto-Onkogenen und Tumorsuppressorgenen.
(verdndert nach [15])

Proto-Onkogen Tumorsuppressorgen
chromosomale Verinderungen Amplifikation, Deletion, Rearrangement
Rearrangement
Punktmutationen hédufig an Hot Spots variabel
Herkunft der Mutationen somatisch (selten Keimbahn) Keimbahn, somatisch
mutierte Allele monoallelisch meist biallelisch
phénotypischer Effekt dominant rezessiv oder dominant-negativ
Promotor-Methylierung Hypomethylierung (selten) Hypermethylierung (hédufig)
hiufigste physiologische Funktion Foérderung von Proliferation Inhibition von Proliferation
und Apoptose und Apoptose
Aktivitét des Proteins in verstarkt reduziert

Tumorzellen

Wirkung auf Tumorgenese fordernd hemmend
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Die Veridnderung von Tumorgenen kann sowohl die Keimbahn betreffen und bereits in der
Zygote vorliegen als auch in somatischen Zellen (nach dem Zygotenstadium) erfolgen.
Allgemeine, wichtige Eigenschaften von Proto-Onkogenen und Tumorsuppressorgenen sind in

Tabelle 1-2 zusammengefasst [15].

1.5.1 Bedeutende Proto-Onkogene im humanen Mammakarzinom

Das Proto-Onkogen HER2/NEU (ERBB2) zdhlt zur Gen-Familie der epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptoren (engl. Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) und ist in 20-
30% aller invasiven Mammakarzinome und der Mehrzahl der DCIS-Fille mit hohem
histologischen Grad durch eine Amplifikation des Gen-Lokus aktiviert [46]. Die Amplifikation
resultiert, infolge einer Uberexpression des Tyrosinkinase-Rezeptors in der Zellmembran, in
einer Hyperresponsivitit der Zellen gegeniiber exogenen Wachstumssignalen und in einer
somit deregulierten Zellproliferation [37]. Eine HER2/NEU-Amplifikation ist, ohne
Anwendung einer zielgerichteten Therapie, mit einer schlechten Prognose des
Mammakarzinoms assoziiert [47]. Der Nachweis einer HER2/NEU-Amplifikation oder
Uberexpression, insbesondere in Brusttumoren frither Stadien, stellt eine Indikation fiir eine
Anti-HER2-Therapie dar [48]. Diese basiert auf der Verabreichung eines Fragmentes eines
monoklonalen Antikorpers (Trastuzumab, Handelsname Herceptin®), welcher gegen die
extrazelluldre Region des Rezeptors gerichtet ist. Die genaue Wirkungsweise ist noch nicht
eindeutig gekldrt, jedoch ist die Unterbindung der Rezeptor-Dimerisierung, die zu seiner
Aktivierung fithrt, eine diskutierte Wirkungsweise [15]. Der Nachweis einer
Amplifikation/Uberexpression von HER2/NEU in Brusttumoren entsprechend den Leitlinien
der ASCO (American Society of Clinical Oncology) und des CAP (College of American
Pathologists), basiert auf einem oder mehreren Testergebnissen. Als Eingangsuntersuchung
kann der immunhistochemische Nachweis einer Uberexpression des HER2/NEU-Proteins
erfolgen, der bei einheitlich intensiver Membranfirbung in mehr als 30% der untersuchten
invasiven Tumorzellen als positiv gewertet wird. Bei zweifelhaftem Befund erfolgt der FISH-
basierte Nachweis einer Amplifikation des auf Chromosom 17 lokalisierten HER2/NEU-Lokus.
Dieser gilt als positiv, wenn entweder durchschnittlich mehr als 6 Kopien des HER2/NEU-
Lokus pro Zellkern nachgewiesen werden oder der Quotient aus den Signalen fiir die
HER2/NEU- und CEP17 (perizentromerische nicht-kodierende Sequenz auf Chromosom 17)-
Sonde groBer 2,2 ist [15].

Die HER2/NEU-Aktivierung miindet schlieBlich in der Beeinflussung von stromabwirts

gelegenen Transkriptionsfaktoren und Zellzyklus-Regulatoren wie Cyclin D1, dessen Gen-
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Lokus in 20% aller Brustkrebsfille amplifiziert ist. Zudem wird in rund 50% der Brusttumoren
eine Uberexpression des Cyclin D1-Proteins festgestellt [49, 50]. Retinoblastom (RB)-Proteine
regulieren den Ubergang der Gl- in die S-Phase des Zellzyklus, indem diese E2F-
Transkriptionsfaktoren durch Bindung reprimieren. Diese Transkriptionsfaktoren induzieren
unter anderem die Transkription wichtiger Gene fiir die DNA-Synthese. Cyclin D1 aktiviert die
Kinase CDK4 (engl, Cyclin Dependent Kinase 4), welche infolge RB-Proteine phosphoryliert,
was in der Freisetzung von E2F-Transkriptionsfaktoren und folglich einer Zellzyklus-
Progression miindet [49].

Die Expression des Proto-Onkogens MYC (c-MYC) ist in vielen humanen Tumoren inklusive
des Mammakarzinoms dereguliert und hiufig mit einer schlechten Prognose assoziiert [51]. Die
Amplifikation des MYC-Lokus wird in rund 16% aller Brusttumoren beobachtet und ist damit
die hiufigste genomische Verinderung die zur Uberexpression des Transkriptionsfaktors fiihrt
[52]. Zudem wird die Expression von MYC iiber zahlreiche Signalwege wie den WNT- (siehe
Abschnitt 1.7.2.1) und Notch-Signalweg gesteuert, die haufig in Mammakarzinomen
dysreguliert sind. MYC beeinflusst die Expression zahlreicher Gene, die unter anderem
Zellproliferation, Uberleben und Apoptose steuern [52].

Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K) sind zentrale Knotenpunkte der zelluldren
Signaliibertragung und dementsprechend in die Regulation zahlreicher Prozesse wie
Proliferation, Apoptose, Migration und Adhision involviert. Die Enzyme sind aus einer
katalytischen und einer inhibierenden regulatorischen Untereinheit aufgebaut. Das Gen
PIK3CA codiert fiir eine katalytische Untereinheit eines PI3K-Isoenzyms und zéhlt zu den am
hdufigsten in humanen Tumoren mutierten Genen iiberhaupt. In rund 26% aller Tumoren der
Brust sind somatische Missense-Mutationen zu finden, die zu einer erhohten Kinaseaktivitit

und damit zur zelluldren Transformation fiihren [15, 53].

1.5.2 Bedeutende Tumorsuppressorgene im humanen Mammakarzinom

Das Tumorsuppressorgen TP53 weist in mehr als 50% aller humanen Tumoren Mutationen auf
und ist damit das am hédufigsten mutierte Tumorgen iiberhaupt [54]. Im humanen
Mammakarzinom sind Mutationen des 7P53-Lokus bereits mit frithen Tumorstadien [55] sowie
einer schlechten Prognose assoziiert [56] und betreffen rund 28% der analysierten
Brustkrebsfille [15]. In den meisten Tumoren wird ein monoallelischer Verlust von T7P53 und
Punktmutationen im verbliebenen Allel registriert, von denen es sich in der Mehrzahl um
Missense-Mutationen handelt, die eine Bindung des mutierten Transkriptionsfaktors p53 an die

DNA nicht mehr gestatten [55]. Neben somatischen Mutationen werden auch
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Keimbahnmutationen von 7P53 im Menschen beobachtet, die fiir das Auftreten des Li-
Fraumeni-Syndroms (diverse Tumorerkrankungen) priadisponieren [57]. Das Protein p53 ist
vereinfacht als zelluldrer Stress-Sensor aufzufassen. Abhingig vom Ausmall des zelluldren
Stress-Signals (z.B. DNA-Schiden, Hypoxie, Onkogen-Expression) kann iiber die Expression
entsprechender Zielgene sowohl ein tempordrer Zellzyklus-Stopp bzw. eine Einleitung des
Apoptose-Weges induziert werden. P53 hat damit die physiologische Funktion den Organismus
vor der Ausbreitung geschidigter Zellen zu schiitzen [54].

Obwohl die Ursache der meisten Mammakarzinome auf eine spontane Verdnderung der
Erbinformation somatischer Zellen zuriickzufiihren ist, liegt in 5-10% der Brustkrebsfille eine
erbliche Disposition vor. Héufig sind in diesen Fillen Mutationen in den beiden
Tumorsuppressorgenen BRCA 1 und BRCA2 (Breast Cancer 1/2) nachweisbar [15]. Frauen mit
heriditdrer Mutation in den Genen BRCAI oder 2 haben ein ungefidhr 10fach erhohtes Risiko
(gegeniiber Frauen ohne Mutation in einem der beiden Loci) im Laufe ihres Lebens an
Brustkrebs zu erkranken (Risiko zwischen 80-90% bis zum 75. Lebensjahr) [58]. 90% der
Mutationen (Frameshift, Nonsense, Missense) resultieren in trunkierten oder vorzeitig
abgebauten Proteinen [15]. BRCA-Proteine haben eine wichtige Funktion fiir die Erhaltung der
genomischen Integritiit, indem sie die Reparatur von Doppelstrangbriichen iiber homologe

Rekombination gwihrleisten [59].

1.6 Anwendungsbereiche von Biomarkern

Als biologischer Marker (Biomarker) wird im Allgemeinen ein objektiv, stabil und
reproduzierbar zu ermittelnder Parameter verstanden, der als Indikator fiir einen
physiologischen bzw. einen pathologisch-verinderten biologischen Prozess oder eine
pharmakologische Reaktion auf eine therapeutische Maflnahme genutzt wird [60].
Hinsichtlich ihrer klinischen Anwendung konnen verschiedene Biomarker-Klassen
unterschieden werden. Um das Risiko zur Entwicklung einer Erkrankung abschétzen zu konnen
werden Pridispositionsmarker genutzt. Fritherkennungsmarker (Screening-Biomarker)
wiederum dienen der Kontrolle iiber das eventuelle Vorliegen einer Erkrankung (bzw.
Vorstufen dieser) in symptomlosen Individuen, die ein durchschnittliches Risiko besitzen zu
erkranken. Wird eine Anomalie festgestellt (z.B. als Resultat eines Screening-Tests), so kann
mithilfe geeigneter diagnostischer Biomarker der Verdacht auf das Vorliegen einer Erkrankung
erhirtet bzw. abgeschwicht und zusitzlich die Art einer Erkrankung definiert werden. Fiir die
Findung einer adédquaten individuellen Therapie mit einem groftmdoglichen Benefit fiir den

Patienten haben prognostische sowie priadiktive Biomarker ein gro3es Potential. Prognostische
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Biomarker ermoglichen eine Abschitzung des Krankheitsverlaufes ohne Beriicksichtigung
einer moglichen Therapie, priadiktive Biomarker hingegen lassen Riickschliisse auf das
Ansprechen einer bestimmten Therapie zu. Sowohl prognostische als auch pridiktive
Biomarker konnen damit einen direkten Einfluss auf die Wahl einer Behandlung haben.
SchlieBlich dienen Monitoring-Biomarker dazu das Ansprechen auf eine Therapie bzw. das

Auftreten von Krankheits-Rezidiven zu iiberwachen [61, 62].

1.6.1 Brustkrebs-Fritherkennung

Die Prognose fiir eine Brustkrebserkrankung ist entscheidend abhidngig vom Zeitpunkt der
Diagnosestellung. Bei Detektion der Erkankung in einem frithen, noch lokal begrenzten
Stadium liegt die relative 5-J ahres-Uberlebensrate, unter Einsatz vorhandener Therapien, bei
rund 90%. Diese sinkt hingegen drastisch ab, wenn die Erkrankung erst in einem
fortgeschrittenen Tumorstadium detektiert wird [63]. Diese Tatsache unterstreicht die
Notwendigkeit einer Brustkrebs-Fritherkennung unter Verwendung sogenannter Screening-
Verfahren. Die bereits 1968 von der WHO (World Health Organisation) formulierten
Anforderungen an einen Screening-Test besitzen auch heute noch Giiltigkeit und bilden die

Basis fiir eine geplante Implementierung eines Screening-Programmes:

1. Das Screening ist durch eine hohe Inzidenz und/oder Mortalitit der zu detektierenden

Krankheit gerechtfertigt.

2. Der eingesetzte Screening-Test ist einfach durchfiihrbar, sicher, prdzise und weist eine

addquate Spezifitdt und Sensitivitit (analytisch und diagnostisch) auf.

3. Die Fritherkennung einer Erkrankung bzw. von Vorstufen dieser muss aufgrund bestehender

Therapie-Moglichkeiten mit einer signifikant verbesserten Prognose assoziiert sein.

4. Es liegen Evidenzen fiir eine Reduzierung der Inzidenz und/oder Mortalitit infolge eines

Einsatzes des Screening-Tests vor.

5. Der Nutzen (reduzierte Inzidenz und/oder Mortalitit) des Screening-Tests sollte die durch

den Test verursachten korperlichen und seelischen Belastungen iiberwiegen.

6. Zusitzlich sollte ein Screening-Programm Okonomisch vertretbar sein und einer

Qualitédtssicherung unterliegen.

7. Potentielle Teilnehmer des Screening-Programmes miissen iiber Vor-und Nachteile der

Teilnahme informiert werden [64].
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Das gesetzliche Fritherkennungsprogramm in Deutschland bietet Frauen ab 30 Jahren die
Moglichkeit einer jdhrlichen Tastuntersuchung der Brust (Palpation). Das Mammographie-
Screening 1ist das Standard-Verfahren fiir die Brustkrebs-Fiirherkennung und ein
entsprechendes Mammographie-Screening-Programm wurde zwischen 2005 und 2009
flichendeckend in Deutschland implementiert. Dieses dient der Untersuchung von Frauen im
Alter von 50 bis 69 Jahren im 2-Jahres-Turnus. Ziel ist es durch die Detektion und Behandlung
frither Tumorstadien die Brustkrebs-spezifische Mortalitidt zu reduzieren. Aufgrund der erst
kiirzlichen Implementierung des Mammographie-Screening-Programmes in Deutschland ist
eine Beurteilung einer potentiellen Reduktion der Brustkrebs-spezifischen Mortalitéit noch nicht
moglich [1]. Eine Meta-Studie des Cochrane-Netzwerkes von 2009 schitzt die auf das
Mammographie-Screening zuriickzufithrende Reduzierung der Brustkrebs-spezifischen
Mortalitdt von Frauen im Alter von 50 bis 69 Jahren auf rund 15% ein [65].

Neben einer wahrscheinlichen Reduzierung der Brustkrebs-spezifischen Mortalitit sind auch
Nachteile mit dem Mammographie-Screening assoziiert, die teilweise auf Limitationen der
Methode zuriickzufiihren sind [66]. Abbildung 1-5 gibt einen Uberblick iiber einige Vor- und
Nachteile der Screening-Mammographie mit thren moglichen Konsequenzen fiir sich dieser

unterzichende Frauen.
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Abbildung 1-5: Vorteile und Risiken der Screening-Mammographie. Zusammenfassende
Darstellung von Vor- und Nachteilen der Screening-Mammographie und ihrer moglichen
Konsequenzen fiir sich dieser unterzichende Frauen (Verindert nach [66]).

Hervorzuheben ist eine nicht hinreichende klinische Spezifitit (Richtig-Negativ-Rate) und

Sensitivitdt (Richtig-Positiv-Rate) der Mammographie bei Untersuchungen von Frauen mit
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dichtem Brustgewebe, welches bei rund 50% aller Frauen unter 50 Jahren und mehr als 30%
der Frauen iiber 50 Jahren aufzufinden ist [67]. In einer Studie von Carney et al. aus dem Jahr
2003 wurde eine um rund 8% reduzierte Spezifitit (89% gegeniiber 97%) und eine ca. 24%-ige
Reduktion der Sensitivitit (63% gegeniiber 87%) der Mammographie bei Untersuchungen von
Frauen mit dichtem Brustparenchym gegeniiber solchen mit hohem Fettanteil im Brustgewebe
beobachtet [68]. Fiir Frauen mit einem hohen Brustkrebs-Risiko (siehe Abschnitt 1.5.2) kommt
zusdtzlich die kostspieligere Technik der Magnetresonanztomographie (engl. Magnetic
Resonance Imaging, MRI) zum Einsatz, welche selbst in dichtem Brustgewebe eine exzellente
Bildgebung bietet [69]. Jedoch wird die hohe Sensitivitdt der Technik (85% bis 100%) von
einer hohen Rate falsch-positiver Befunde begleitet [70]. Neben der Giite des bildgebenden
Verfahrens und der Beschaffenheit des Gewebes ist die Erfahrung des Arztes bei der
Auswertung des Mammogramms ein nicht zu vernachldssigender Faktor, der sich auf die
klinischen Spezifitits- und Sensitivititswerte der jeweiligen Methode auswirkt [71]. Die
Konsequenzen eines falsch-positiven Befundes konnen weitreichend sein. Dazu zédhlen
zusitzliche unnotige Folgeuntersuchungen (bildgebend und/oder Biopsien), welche neben
langer andauernden psychologischen Belastungen der Frauen in einigen Fillen, immense
Kosten zur Folge haben. Ein falsch-negatives Screening-Resultat zieht hingegen eine spitere
Diagnose und Therapie mit einer moglicherweise schlechteren Prognose der Erkrankung nach
sich [66]. Der Vorteil einer sensitiven Screening-Technik birgt gleichzeitig den Nachteil einer
Uberdiagnose in sich. Als Uberdiagnose wird die Detektion von Erkrankungen bezeichnet, die
innerhalb der Lebensspanne eines Individuums nicht symptomatisch und somit nicht klinisch
relevant geworden wéren. In diesen Fillen iiberwiegen die Nachteile einer unnotigen Risiko-
behafteten und kostenintensiven Therapie die Vorteile des Screening-Programms. Diese
Problematik betrifft zum Grofiteil die Detektion pri-invasiver Brusttumoren mittels
Mammographie [66].

Die aufgefiihrten Limitationen und Risiken der Mammographie und MRI unterstreichen den
dringenden Bedarf an neuen, minimal-invasiven Screening-Tests, welche die bestehenden
bildgebenden Verfahren zur Brustkrebs-Friiherkennung komplementieren konnen. Die Analyse
von Biomarkern in Korperfliissigkeiten wie Blutserum haben ein grofes Potential fiir die

Fritherkennung und das Monitoring von Krebserkrankungen [72, 73].

1.6.2 Biomarker fiir die Brustkrebs-Friiherkennung
Die Messung von im Blut befindlichen Biomarkern (z.B. Proteine und Nukleinsiduren) ist eine

minimal-invasive (Vorteil einer hohen gesellschaftlichen Akzeptanz), kostengiinstige und
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relativ einfach durchfithrbare Methode, die sich daher fiir das Screening nach einer
Krebserkrankung eignet [74]. Im Blutserum detektierbare Protein-Biomarker haben bereits in
der Vergangenheit Eingang in die klinische Routine gefunden. Bekannte Beispiele sind die
Messung der Serumkonzentration des Prostata-spezifischen Antigens (PSA) fiir die
Fritherkennung des Prostatakarzinoms [74] sowie des Proteins CA125 als Monitoring- und
erginzender Diagnose-Marker fiir das Ovarialkarzinom [75]. Die Proteine Mucin-1 (MUC-1)
und CEA (Carcinoembryonic Antigen) sind die derzeitig einzigen von der ASCO (American
Society of Clinical Oncology) fiir die klinische Nutzung empfohlenen zirkulierenden Biomarker
fiir das humane Mammakarzinom [73]. Aufgrund ihrer unzureichenden klinischen Spezifitit
und Sensitivitét fiir die Fritherkennung bezieht sich die derzeitige Empfehlung ausschlielich
auf eine Nutzung als ergidnzende Monitoring-Biomarker fiir Frauen mit metastasierendem
Brustkrebs. Alle Beispiele demonstrieren die methodische Realisierbarkeit Blut-basierter
Biomarker-Tests, zeigen jedoch gleichzeitig die Limitationen der Nutzung von Einzelmarkern
fiir die Krebsfritherkennung hinsichtlich der Erzielung addquater Werte fiir die diagnostische
Spezifitiat und Sensitivitdt auf [76]. Diese Limitationen sind unter anderem auf die inter- und
intratumorale Heterogenitit von Krebserkrankungen (sieche Abschnitte 1.3 und 1.4)
zuriickzufithren. Um eine Blutserum-basierte Fritherkennung des Mammakarzinoms zu
gewihrleisten ist daher die Kombination mehrerer Einzelmarker zu einem Biomarker-Panel

mit dem Ziel der Abdeckung aller molekularen Brustkrebs-Subtypen anzustreben [23, 76, 77].

1.6.3 Mikrofluide Chip-Technologien fiir die Krebs-Friiherkennung

Ein groBles Potential fiir den routineméBigen Einsatz fiir die Krebsfritherkennung sowie das
Monitoring von Krebserkrankungen haben mikrofluide Chip-Systeme [78]. Das EU-geforderte,
interdisziplinire ,,MicroBioMed“-Projekt (Microtechnologies for BioMedicine applications)
hat sich zum Ziel gesetzt ein mikrofluides Chip-System, vorrangig fiir die Blutserum-basierte
Brustkrebs-Fritherkennung, zu entwickeln. Monoklonale Antikorper gegen validierte Protein-
Serum-Biomarker [79] sollen auf der mikrofluiden Chip-Oberfliche immobilisiert werden. Die
Zugabe geringer Mengen Blutserum in das mikrofluide System soll schlieBlich zur spezifischen
Bindung der im Serum befindlichen Analyten an die immobilisierten Antikorper auf der
Oberflache des Chips und SO zur Signal-Generierung fiihren
(http://www.microbiomed.ulg.ac.be/).

Die Vorteile dieser sich weiter entwickelnden Chip-Technologien gegeniiber géingigen
Labormethoden zur Analyse von Biomarkern in Korperfliissigkeiten wie der ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay)-Technik, ist ihre einfache und schnelle Durchfiihrbarkeit und
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ihre relativ kostengiinstige Herstellung. Zudem wird durch die Vor-Ort-Diagnose (engl. Point-
Of-Care, POC) eine Minimierung der moglichen Probenmaterial-Degradation und eine
Reduzierung der Stressbelastung fiir den Screening-Teilnehmer aufgrund unmittelbarer
Verfiigbarkeit der Test-Resultate erreicht. Chip-Systeme, die eine optische oder
elektrochemische Signalgenerierung nutzen, sind heute bereits sehr sensitiv und erlauben eine

Messung im unteren pg/ml-Bereich bzw. darunter [76].

1.6.4 Prognostische und pridiktive Marker fiir das Mammakarzinom

Die rechtzeitige Findung einer addquaten Therapie nach Diagnosestellung ist entscheidend fiir
einen Behandlungserfolg. Das Ziel ist die effektive Behandlung der Krebserkrankung bei Wahl
einer Therapie mit moglichst geringen Nebenwirkungen. Prognostische und pradiktive
Parameter erleichtern die Auswahl einer individuellen Therapie mit grostmoglichem Nutzen
fir den Patienten. Dabei erlauben prognostische Marker die Vorhersage des
Krankheitsverlaufes und so die Abschitzung der Sinnhaftigkeit der Gabe einer aggressiven
Chemotherapie. Mittels priadiktiver Marker ist es wiederum moglich das Ansprechen auf eine
bestimmte Therapie vorherzusagen [61].

Die derzeitig wichtigsten zu beriicksichtigenden Faktoren hinsichtlich der Findung einer
Therapieentscheidung fiir das humane Mammakarzinom stellen nach wie vor die Ermittlung
der Kklinisch-pathologischen Parameter des TNM-Systems (Tumorgrofe, axilldrer
Lymphknoten-Status, Vorliegen von Fernmetastasen) [20], der Tumorgraduierung [19], sowie
die Bestimmung des Hormonrezeptor (Ostrogen-und Progesteronrezeptor)- und HER2/NEU-
Status dar [22, 80] (siche Abschnitt 1.3). Dabei gilt die Bestimmung des axilldren
Lymphknoten-Status als der momentan stirkste prognostische Faktor fiir das humane
Mammakarzinom: im Vergleich zu einer Rezidiv-Quote von rund 30% fiir Mammakarzinom-
Patientinnen mit negativem Nodal-Status, wird in 65% der Fille mit positivem Lymphknoten-
Status ein Relaps verzeichnet [81]. Eine weitere prognostische Stratifizierung des nodal-
negativen Mammakarzinoms zur Abschitzung des Rezidiv-Risikos kann durch zusitzliche
Bestimmung der Invasionsfaktoren UPA (Urokinase-Plasminogen-Aktivator) und PAIl
(Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1) in frischem oder kryoasserviertem Brusttumorgewebe
mittels ELISA-Technik erfolgen. Eine niedrige UPA/PAII-Expression ist mit einer guten
Prognose, d.h. sowohl einem lingeren Rezidiv-freien als auch Gesamt-Uberleben assoziiert, so
dass in diesen Fillen auf eine adjuvante Chemotherapie verzichtet werden kann [82].

Unter den obigen genannten Faktoren ist der Hormonrezeptor-Status als vergleichsweise

schwacher Prognose-Parameter einzustufen [61, 83]. Unbehandelte Brustkrebs-Patientinnen
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mit positivem Ostrogenrezeptor-Status haben im  Vergleich zu unbehandelten
Ostrogenrezeptor-negativen Patientinnen eine nur geringfiigig bessere Prognose [61].
Andererseits ist der Hormonrezeptor-Status ein wichtiger pradiktiver Parameter, der das
Ansprechen auf eine endokrine Behandlung sowohl im Rahmen einer adjuvanten Therapie als
auch fiir das metastasierte Mammakarzinom vorhersagt [73, 84]. Nach neueren Erkenntnissen
haben Patientinnen, die sowohl einen positiven Ostrogen- als auch Progesteronrezeptor-Status
aufweisen einen groferen Nutzen einer endokrinen Therapie mit Tamoxifen im Vergleich zu
solchen, die nur eine Ostrogenrezeptor-Positivitit aufweisen [85].

Eine Amplifikation und Uberexpression des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors
HER2/NEU (siehe Abschnitt 1.5.1) ist unbehandelt mit einer schlechten Prognose des
Mammakarzinoms assoziiert [86, 87]. Der Nachweis einer Amplifikation/Uberexpression
zwecks Nutzung als prognostischer Parameter wird jedoch derzeit durch die ASCO (American
Society of Clinical Oncology) nicht empfohlen. Gleichzeitig ist der Nachweis einer
HER2/NEU-Amplifikation/Uberexpression eine Indikation fiir eine zielgerichtete Anti-HER2-
Therapie und somit ein wichtiger pradiktiver Biomarker fiir die Behandlung des
Mammakarzinoms [31].

Mit dem Aufkommen eines immer groBeren Einsatzes molekulargenetischer Methoden wurden
in den letzten Jahren einige prognostische Tests entwickelt, die auf Messung von
Genexpressionsprofilen beruhen. Beispiele sind der Oncotype DX™-[88, 89], der
MammaPrint®- [90, 91] sowie der EndoPredict®-Test [92, 93]. Alle drei Tests zielen darauf ab
Niedrig- und Hoch-Risiko-Gruppen von Brustkrebs-Patientinnen fiir das Auftreten von
Rezidiven zu identifizieren, um so eine Entscheidungshilfe bei der Wahl fiir eine adjuvante

Chemotherapie bereit zu stellen [94].

1.7 Kandidatengene dieser Arbeit und involvierte Signalwege

1.7.1 Die Anterior Gradient (AGR)- Proteinfamilie

Die humane AGR-Proteinfamilie, welche zur Proteindisulfidisomerase (PDI)-Familie gezihlt
wird, setzt sich aus drei Mitgliedern zusammen, namentlich TXNDC12 (AGR1), AGR2 und
AGR3 [95-97]. Proteindisulfidisomerasen sind durch eine oder mehrere Thioredoxin-Doménen
charakterisiert, die es Thnen ermoglichen Disulfidbriicken von Zielproteinen im Lumen des
endoplasmatischen Retikulums (ER) zu oxidieren, zu reduzieren und zu isomerisieren [98]. Im

Gegensatz zu AGRI1, dem evolutiondr éltesten Protein der AGR-Familie, welches das
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gewoOhnliche Thioredoxin-Motif der Form CXXC aufweist, sind AGR2 und AGR3 durch ein
divergentes Motif der Form CXXS gekennzeichnet, dessen genaue molekulare Funktion noch
nicht geklart ist [96, 99]. Neben einem N-terminalen Sezernierungssignal besitzen AGR2 und
AGR3 ein nicht-kanonisches ER-Riickhol-Signal in ihrem C-Terminus [96].

Obwohl fiir AGR2 (wie fiir AGR3) bisher kein direkter Beweis fiir eine Thioredoxin-Aktivitit
erbracht wurde, gibt es dennoch indirekte Belege fiir eine Involvierung von AGR2 in die
Prozessierung von Zielproteinen im ER, insbesondere von Muzinen [100-102]. AGR2 kommt
zudem eine entscheidende Rolle bei der Aufrechterhaltung der Homoostase des ER zu. Es
wurde gezeigt, dass ER-Stress iiber die Aktivierung des UPR (engl. Unfolded Protein
Response)-Signalweges zur Induktion der AGR2-Expression fiihrt, welche wiederum die
Stress-induzierte Apoptose reduzieren konnte [103, 104]. Die Aufregulation von AGR2 in
humanen Tumoren, einschlieBlich des Ostrogenrezeptor-a-positiven Mammakarzinoms, ist ein
weit verbreitetes Phanomen [105—113].Widrige Faktoren der Tumorumgebung wie Hypoxie,
Niahrstoffmangel, aber auch eine gesteigerte Proteinsynthese- und Sezernierungsrate in
Tumorzellen konnen zur Anhdufung fehlgefalteter Proteine im ER fithren und somit in die
Aktivierung der UPR miinden. Es ist wahrscheinlich, dass die gesteigerte Expression von
Proteindisulfidisomerasen wie AGR2 zu einer Reduzierung des proteotoxischen Stresses fiihrt
und den Krebszellen foglich einen Wachstums- und Uberlebensvorteil verschaffen kann [103,
114]. Im Brustkrebs und anderen Tumor-Entititen konnte neben einer AGR2-vermittelten
Steigerung der Zellwachstums, ebenso eine Forderung progressions-assoziierter Eigenschaften
wie Migration und Adhésion beobachtet werden, die in einer gesteigerten Metastasierung
miindeten [105, 111, 115-117]. Ubereinstimmend mit der funktionellen Rolle wurde AGR2
tiberwiegend als prognostischer Faktor fiir einen ungiinstigen Krankheitsverlauf des
Mammakarzinoms beschrieben [116, 118, 119]. Zusitzlich zu einer Lokalisation im ER konnte
AGR2 in anderen zelluliren Kompartimenten einschlieBlich der Zelloberfliche und im
extrazelluldren Raum detektiert werden [105, 120, 121]. Dies ist moglicherweise auf einen
unvollstindigen retrograden Transport im sekretorischen Weg, insbesondere im Fall einer
Tumor-bedingten Uberexpression von AGR2, zuriickzufiihren [99]. Auch im Brustkrebs gibt
es indirekte Hinweise auf eine extrazelluldre Lokalisation der Proteine AGR2 und AGR3.
Basierend auf einer Yeast-Two-Hybrid-Analyse schlussfolgerten Fletcher und Kollegen eine
Bindung von AGR2 und AGR3 an die jeweils extrazelluldre Region der Zellmembranproteine
Dystroglycan und LYPD3 [113]. Bemerkenswerterweise zeigten mehrere Studien signifikant
erhohte Proteinkonzentrationen von AGR2 im Serum bzw. Plasma von Patienten mit Ovarial-

[109, 122], Lungen-[123] und Prostatakarzinom [124] im Vergleich zu gesunden Kontrollen
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und weisen damit auf eine putative Nutzbarkeit von AGR2 als Serumbiomarker hin. Eine
Analyse der potentiellen klinischen Relevanz von AGR2 als Serumbiomarker fiir das humane
Mammakarzinom wurde bisher nicht durchgefiihrt.

AGR3, das wahrscheinliche Paralog zu AGR2, weist eine Aminosduresequenz-
Ubereinstimmung von 71% mit AGR2 auf und ist benachbart zum AGR2-Lokus auf
Chromosom 7p21 lokalisiert [113]. AGR3 wurde als BMP11 (Breast Cancer Membrane
Protein 11) in der Zellmembran-Fraktion humaner Brustkrebs-Zelllinien identifiziert und als
aufreguliert [125] und co-exprimiert mit AGR2 in Ostrogenrezeptor-o-positivem Brustkrebs
beschrieben [113]. Neuere Studien zeigen zudem eine Aufregulation von AGR3 im Ovarial-
[126] sowie Prostatakarzinom [127] und weisen AGR3 als moglichen diagnostischen Marker
fiir das intrahepatische Cholangiokarzinom aus [128]. Interessanterweise wurde AGR3 nicht
zusammen mit AGR2 in den vielen durchgefiihrten Krebs-assoziierten OMICS-Analysen
identifiziert [129]. Ebenso sprechen eine entkoppelte Expression von AGR2 und AGR3 im
Ovarial- und Prostatakarzinom [130, 131] sowie eine nicht identische subzelluldre Lokalisation
[130] gegen eine vollstindige funktionelle Redundanz beider Proteine [99]. Im Vergleich zu
AGR?2 liegen kaum Kenntnisse iiber die physiologische Rolle noch iiber den putativen Einfluss
von AGR3 auf die Karzinogenese vor [129]. Eine mogliche klinische Relevanz von AGR3
wurde bisher nur im Ovarialkarzinom néher untersucht. Wohingegen King und Kollegen AGR3
als prognostischen Marker fiir einen giinstigen Verlauf des serdsen Ovarialkarzinoms
identifizierten [126], deutet das Ergebnis einer Folge-Studie auf eine mogliche Involvierung
von AGR3 in die Entstehung einer Cisplatin-Resistenz im Ovarialkarzinom hin [130].

Die putative klinische Nutzbarkeit von AGR3 als diagnostischer und prognostischer Biomarker
fiir das humane Mammakarzinom wurde bisher nicht analysiert. Auch ist ungeklirt, ob AGR3
einen funktionellen Einfluss auf die Entstehung und Progression des Mammakarzinoms ausiibt

und somit eine mogliche neue therapeutische Zielstruktur darstellt.

1.7.2 Der WNT-Signalweg

Der WNT-Signalweg kontrolliert diverse biologische Prozesse wihrend der
Embryonalentwicklung sowie in adulten Geweben aller Tiere, darunter die Proliferation,
Apoptose, Differenzierung, Migration, Adhésion und Aufrechterhaltung des Stammzell-
Charakters. Eine Deregulation des WNT-Signalweges ist daher auch mit Krebsentstehung und
—progression assoziiert [132]. Vereinfachend kann der WNT-Signalweg in einen kanonischen/
B-Catenin-abhidngigen und in (mehrere) nicht-kanonische/p-Catenin-unabhingige Signalwege

eingeteilt werden (Abbildung 1-6) [133].
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1.7.2.1 Der kanonische WNT/p-Catenin-Signalweg

Der kanonische WNT- ist nach dem MAPK-Signalweg derjenige Weg, dessen Signalwegs-
Komponenten am héufigsten Mutationen in menschlichen Tumoren aufweisen [15, 134]. Im
Gegensatz zum kolorektalen Karzinom mit einer Mutations-Héufigkeit von 90% der Fille, sind
Mutationen in Signalproteinen des WNT-Signalweges im Mammakarzinom eher selten [15,
135]. Dennoch wird in etwa 40-60% der Mammakarzinome eine erhohte
zytoplasmatische/nukledre [B-Catenin-Proteinexpression nachgewiesen, die eine aberrante
Aktivierung des kanonischen WNT-Signalweges impliziert [136, 137]. Das zentrale Molekiil
des kanonischen WNT-Signalweges ist -Catenin, dessen zytoplasmatische Konzentration iiber
einen Multiprotein-Komplex (,,Destruction Complex ) reguliert wird. Dieser setzt sich neben
anderen Proteinen, aus Adenomatdse Polyposis coli (APC), AXIN sowie den Kinasen Casein-
Kinase-1a (CKla) und Glykogensynthase-Kinase-3f (GSK-38) zusammen. In Abwesenheit
eines WNT-Liganden (im nicht deregulierten Signalweg) wird B-Catenin iiber die beiden
Kinasen des Komplexes mehrfach phosphoryliert und damit fiir die Ubiquitinierung durch die
Ubiquitinligase  fS-Transducin  Repeat-containing Protein (B-TRCP) markiert. Die
Ubiquitinierung resultiert schlieBlich in der proteasomalen Degradation von B-Catenin.
Insgesamt sind 19 WNT-Liganden-Isoformen und 10 verschiedene Frizzled (FZD)-Rezeptoren
im Sdugergenom kodiert. Nach Bindung eines WNT-Liganden an einen FZD-Transmembran-
Rezeptor sowie einen Co-Rezeptor der LDL (Low Density Lipoprotein)-Familie, namentlich
LRPS5 und LRP6, wird das zytoplasmatische Adapterprotein Dishevelled (DVL) sowie AXIN
an das Rezeptor-Heterodimer aus FZD und LDLR gebunden. Rekrutiertes DVL inhibiert, tiber
einen nicht vollstiandig geklirten Mechanismus, die Aktivitit des Destruction Complex, was zu
einer Akkumulation zytosolischen und nukledren B-Catenins fiihrt. Dieses aktiviert im Zellkern
einen Transkriptionsfaktor der TCF/LEF-Familie (7-Cell Factor/Lymphoid enhancing Factor)
[132, 138, 139]. Die Induktion der Expression von Zielgenen des kanonischen WNT-
Signalweges wie MYC und CCNDI1 resultiert vor allem in einer erhohten Zellproliferation

[140, 141].
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Abbildung 1-6: Modell des WNT-Signalweges. Vereinfachte schematische Darstellung des
kanonischen WNT/B-Catenin-Signalweges sowie mehrerer nicht-kanonischer/p-Catenin-unabhéngiger
WNT-Signalwege. In Abwesenheit eines WNT-Liganden (nicht aktiv) wird die zytosolische
Konzentration des Transkriptions-Aktivators f-Catenin iiber den ,,Destruction Complex “, bestehend aus
APC, AXIN und GSK-3p, sowie iiber die Ubiquitinligase B-TRCP reguliert. Die Phosphorylierung von
B-Catenin iiber den Destruction Complex und die anschlieBende Ubiquitinierung fithren zur
proteasomalen Degradation des Proteins. Die Bindung eines WNT-Liganden, in Anwesenheit eines Co-
Rezeptors LRP5 oder 6, an einen Frizzled (FZD)-Rezeptor fiithrt zur Rekrutierung von Dishevelled
(DVL) und AXIN an den Rezeptor-Komplex. Die resultierende Destabilisierung des Destruction
Complex miindet in einer Akkumulation zytosolischen B-Catenins, das in den Nukleus transloziert und
dort iiber die Bindung an den Transkriptionsfaktor TCF/LEF die Expression von Zielgenen wie MYC
und CCDNI1 induziert. Unter den nicht-kanonischen Signalwegen sind der WNT/Ca?*- sowie der
WNT/PCP-Signalweg am besten charakterisiert. Diesen Signalwegen ist, wie dem kanonischen, die
Bindung von WNT-Liganden an FZD-Rezeptoren und eine Rekrutierung von DVL gemein. Dem Co-
Rezeptor ROR2 kommt eine bedeutende Rolle bei der Aktivierung nicht-kanonischer WNT-Signalwege
zu. Wohingegen der WNT/Ca**-Signalweg zur Aktivierung Ca®*-abhingiger Proteine wie CamKII
fiihrt, werden iiber den WNT/PCP-Signalweg monomere GTPasen wie RHOA und RAC1 sowie die
Kinase JNK aktiviert, die Zellbewegungen beeinflussen. Eine Aktivierung nicht-kanonischer
Signalwege kann zur Inhibition des nicht-kanonischen Signalweges fiihren. Dies ist sowohl auf Ebene
der B-Catenin-Stabilisierung als auch stromabwirts iiber Hemmung von TCF moglich. Sezernierte
Proteine wie SFRP, WIF und DKK fungieren hauptsidchlich als Inhibitoren des kanonischen
Signalweges. (Veridndert nach [133]).
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1.7.2.2 Der WNT/PCP-Signalweg

Einer der am besten charakterisierten nicht-kanonischen WNT-Signalwege [142] ist der PCP
(Planar Cell Polarity)-Signalweg, welcher gerichtete Zellbewegungen und die Polarisierung
von Zellen innerhalb einer Ebene steuert [143]. In Vertebraten reguliert dieser Signalweg
entscheidende Entwicklungsprozesse wie die SchlieBung des Neuralrohres iiber den
Mechanismus der konvergenten Extension sowie die Anordnung von Haarsinnes-Zellen
withrend der Entwicklung des Innenohrs [144]. Zusitzlich zur vorhandenen basal-apikalen
Polaritdt von Epithelzellen wird iiber den PCP-Signalweg deren Anordnung entlang einer
zusitzlichen Achse - innerhalb der Ebene des Epithels - reguliert. Eine Aktivierung des PCP-
Signalweges erfordert zuvor eine spezifische asymmetrische Lokalisation seiner Kern-
Molekiile entlang der apikal-basalen Achse der Epithelzellen [145, 146]. Zu den Kern-
Komponenten des Signalweges in Vertebraten zédhlen Frizzled (FZD), Dishevelled (DVL),
Van-Gogh-like (VANGL), CELSR (siche Abschnitt 1.7.3), PRICKLE und Ankyrin Repeat
Domain 6 (ANKRD®6) [143, 147].
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Abbildung 1-7: Der PCP-Signalweg. Schematische Darstellung zentraler Signalproteine des PCP-
Signalweges in Vertebraten. Die Bindung eines WNT-Liganden an einen FZD-Rezeptor und den Co-
Rezeptor ROR2 fiihrt zur Rekrutierung von DVL durch FZD an die Plasmamembran. Extrazellulires
CTHRCI1 fordert die Bildung der WNT-FZD-ROR2-Komplexe. PRICKLE ist ein negativer Regulator
der DVL-Rekrutierung. NKD fungiert als selektiver Aktivator der PCP- bei gleichzeitiger Hemmung
der kanonischen WNT-Signalkaskade durch Bindung von DVL. Stromabwirts von DVL werden kleine
GTPasen der RHO-Familie wie RAC1 und RHOA aktiviert, die das Aktinzytoskelett modulieren und
Zellbewegungen beeinflussen. CELSR reguliert die asymmetrische Verteilung der Kern-Komponenten
VANGL und FZD in der Plasmamebran und damit die Aufrechterhaltung der PCP-Signalwegs-
Aktivierung. (Verdndert nach [148]).
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Die Aktivierung des WNT/PCP-Signalweges erfolgt tiber die Bindung eines WNT-Liganden
an einen FZD-Rezeptor sowie den Co-Rezeptor ROR2 [149, 150] (Abbildung 1-7).
Urspriinglich wurde angenommen, dass die Aktivierung des kanonischen bzw. nicht-
kanonischer WNT-Signalwege auf intrinsische Eigenschaften der WNT-Liganden
zuriickzufiihren sei, wobe1 WNT1 und WNT3A als kanonische, hingegen WNTS5A und WNT11
als nicht-kanonische Liganden klassifiziert wurden [133]. Es mehren sich jedoch Hinweise,
dass dariiber hinaus die Rezeptor-Verfiigbarkeit (wie LRP5/6 und ROR2) iiber die selektive
Aktivierung des kanonischen bzw. nicht-kanonischer WNT-Signalwege entscheidet [151, 152].
Ein erst kiirzlich identifizierter moglicher selektiver Aktivator des WNT/PCP-Signalweges
stellt das sezernierte Glykoprotein CTHRC1 dar (siehe Abschnitt 1.7.4). Es wird vermutet, dass
CTHRCI die Bildung von WNT-FZD-ROR2-Komplexen fordert und dadurch gleichzeitig die
Aktivitit des kanonischen Signalweges reduziert [149]. Die Rekrutierung des zentralen
Adapterproteins DVL an den aktivierten FZD-Rezeptor fiihrt zur Stimulation monomerer
GTPasen der RHO-Familie wie RHOA und RACI1, die schlieBlich uiber weiter stromabwirts
gelegene Molekiile die Modulation des Aktinzytoskelettes und damit Zellbewegungen
beeinflussen [153]. Naked-Proteine (NKD1 und 2) wurden als intrazelluldre ,,Schalter*
identifiziert, die durch Bindung an DVL sowohl die Aktivitit des kanonischen WNT-
Signalweges hemmen als auch gleichzeitig stromabwirts gelegene Signalmolekiile der
WNT/PCP-Kaskade aktivieren konnen [154, 155].

Ein derzeitiges Modell postuliert eine mogliche biphasische Rolle des WNT/PCP- @hnlich der
des TGFpB-Signalweges in der Karzinogenese [148, 156]. Auf der einen Seite konnte eine
inhibierende Wirkung nicht-kanonischer WNT-Signalwege inklusive des WNT/PCP-
Signalweges auf den  Tumorzellwachstum-fordernden =~ WNT/B-Catenin-Signalweg
nachgewiesen werden [149, 151, 157, 158], was eine mogliche tumorsuppressive Rolle nicht-
kanonischer Signalwege in frithen Stadien der Tumorentstehung erkldren kann [148]. In
mehreren Studien wird auf der anderen Seite eine Stimulation der Migration und Invasion von
Tumorzellen durch Aktivierung nicht-kanonischer Signalwege aufgezeigt, was ihre mogliche
Involvierung in die Tumorprogression und Metastasierung bereits etablierter Tumoren

hervorhebt [159-163].

1.7.3 Die CELSR-Proteinfamilie
Die Familie der CELSR (engl. cadherin epidermal growth factor laminin G seven-pass G-type
receptor)-Proteine setzt sich aus den drei Mitgliedern CELSR1 bis 3 zusammen und wird zur

Subfamilie der Adhésions-G-Protein-gekoppelten Rezeptoren innerhalb der Superfamilie der
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G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (engl. G Protein-Coupled Receptors, GPCRs) gezihlt
[164]. Strukturell sind alle Adhdsions-GPCRs durch eine N-terminale, extrazelluldire Doméne
charakterisiert, welche den Grofteil des Proteins ausmacht und iiber eine stingelartige, ein
GPS-Motif (engl. GPCR Proteolytic Site) enthaltende Region mit der 7-Transmembran-
Domine des Proteins verbunden ist [165]. Abbildung 1-8 zeigt die Dominen-Architektur fiir
das CELSR1-Volllingen-Protein (~330 kDa, http://www.uniprot.org/).

am» Cadherin-Domiéine
@ EGF-CA-Domine

‘ LamininG-Domiéne
@ EGF-Lam-Domiine

. HormR-Domiine

~330 kDa

I GAIN-Domine
GPS

Abbildung 1-8: Domiinen-Architektur von CELSRI1. Schematische Darstellung der Doménen-
Anordnung von CELSRI1. Das Vollldngen-Protein weist ein Molekulargewicht von ~330 kDa auf, wobei
die N-terminale Ektodomine mit ~270 kDa den Grof3teil des Proteins bildet. EGF: Epidermal Growth
Factor; CA: Kalzium; Lam: Laminin; HormR: Hormon-Rezeptor; GAIN: GPCR Autoproteolysis-
INducing; GPS: GPCR Proteolytic Site. (Verdndert nach [164]).

Die Ektodomine (~270 kDa) von CELSR1 setzt sich unter anderen aus zahlreichen Kalzium-
bindenden Adhisions-Dominen (Cadherin-, EGF, LamininG-, EGF-Laminin-Dominen)
zusammen [164]. Studien konnten eine homophile trans-Interaktion der Ektodoméinen aller drei
CELSR-Proteine belegen [166, 167]. Ein weiteres charakteristisches Motif vieler Adhésions-
GPCRs ist die Hormon-Rezeptor-Doméne. Bisher wurden jedoch keine Liganden (Hormone)
fiir Adhisions-GPCRs identifiziert [168]. Die GAIN (engl. GPCR Autoproteolysis-INducing)-
Doméne ist in allen humanen Adhésions-GPCRs vorhanden und beinhaltet das GPS (engl.
GPCR Proteolytic Site)-Motif [169, 170]. Fiir einige Adhédsions-GPCRs konnte bereits eine
Prozessierung des jeweiligen Rezeptors im endoplasmatischen Retikulum, iiber einen
intramolekularen Autoproteolyse-Mechanismus im Konsensus-GPS-Motif, in zwei Fragmente
nachgewiesen werden [170-172]. Es konnte ferner gezeigt werden, dass die Prozessierung fiir

die Rezeptor-Funktion essentiell war [170]. Nur der humane Rezeptor CELSR2, jedoch nicht
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CELSR1 und 3, weist das Konsensus-GPS-Motif auf. Experimentelle Analysen einer
moglichen Spaltung der humanen CELSR-Proteine sind daher erforderlich [164].

Das Expressionsspektrum von CELSR1-3 im Siuger ist breit. Alle drei Gene weisen eine
verstidrkte Expression im Nervensystem, insbesondere im embryonalen und frithen post-natalen
Stadium auf [173, 174]. Beispiele fiir nicht-neuronale Expressionsorte von CELSR1-3 sind die
Cochlea, die Lunge, die Niere und das Verdauungssystem [164]. Als Kern-Komponenten des
WNT/PCP-Signalweges (sieche Abschnitt 1.7.2.2) sind CELSR1-3 essentielle Regulatoren
embryonaler Entwicklungsprozesse wie der SchlieBung des Neuralrohres [144, 167, 175], der
Entwicklung des Corti-Organs [144], der Ausbildung von Lymphgefd3-Klappen [176] sowie
der Pankreas-Entwicklung [177].

Wie bereits erldutert (sieche Abschnitt 1.7.2.2) ist der WNT/PCP-Signalweg in die
Karzinogenese involviert und weist dort eine mégliche biphasische Rolle auf. Die derzeitig nur
wenigen verfiigbaren Studien, die CELSRI im Zusammenhang mit humanen
Krebserkrankungen beschreiben, erzeugen ein zweigeteiltes Bild hinsichtlich moglicher
tumorfordernder bzw. —suppressiver Eigenschaften des Gens. In leukdmischen Erkrankungen
scheint eine Expression von CELSR1 mit einem aggressiveren Phénotypen assoziiert zu sein
[178, 179]. So konnte in Krebszellen der chronisch lymphatischen Leukdmie (CLL), besonders
in fortgeschrittenen Krankheitsstadien, eine verstirkte Expression von Komponenten des
WNT/PCP-Signalweges inklusive CELSR1 festgestellt werden. Die gesteigerte Aktivitit des
PCP-Signalweges war mit erhohter Migration und transendothelialer Invasion der Krebszellen
sowie einer insgesamt schlechteren Prognose assoziiert [179]. Im Plattenepithelkarzinom der
Mundhohle konnte ebenfalls ein fordernder Einfluss von CELSR1 auf Migration und Invasion,
aber auch die Proliferation herausgestellt werden [180]. Andererseits suggeriert die
Beobachtung einer Hypermethylierung des CELSRI-Promotors in der zirrhotischen Leber
sowie dem hepatozelluldren Karzinom gegeniiber Normalgeweben mogliche tumorsuppressive
Effekte des Proteins [181]. Im humanen Mammakarzinom wurde CELSRI als Teil einer
putativen prognostischen DNA-Signatur zur Vorhersage eines Ubergangs des niedrig-gradigen
DCIS zum invasiven Karzinom identifiziert: in DCIS-Fillen ohne invasive Komponente konnte
gegeniiber denen mit invasiven Bereichen ein erhohter Anteil an Féllen beobachtet werden, der
eine Amplifikation des CELSRI-Lokus aufwies [182]. In zwei weiteren Studien wurde eine
Assoziation zwischen Ostrogenrezeptor-a-positiven Mammakarzinomen und einer CELSRI-
Expression herausgestellt [183, 184].

Die putative klinische Nutzbarkeit von CELSRI1 als prognostischer sowie diagnostischer

Biomarker fiir das humane Mammakarzinom wurde bisher nicht hinreichend bzw. nicht
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untersucht. Auch ist ungeklirt, ob CELSR1 einen Einfluss auf Entstehung und Progression des
humanen Mammakarzinoms hat und somit (besonders als Plasmamembran-stiandiger Rezeptor)

eine mogliche neue therapeutische Zielstruktur darstellt.

1.7.4 Das Protein Collagen Triple Helix Repeat-Containing 1 (CTHRC1)

Collagen Triple Helix Repeat-Containing 1 (CTHRC1) ist ein auf Vertebraten beschrinktes,
dort hochkonserviertes, sezerniertes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von rund 26
kDa (http://www.uniprot.org/) [185, 186]. Es weist eine nur geringe Ahnlichkeit zu anderen
bekannten Proteinen auf und ist durch ein kurzes, N-terminal gelegenes Kollagen-Motif, das
vermutlich eine Trimerisierung ermoglicht, charakterisiert [186].

CTHRCI1 wurde funktionell zuerst als ein in GefdBwénden verletzter Ratten-Arterien transient
induziertes Protein beschrieben. Dort war die Expression auf Fibroblasten und glatte
Muskelzellen beschriankt und auch extrazelluldr detektierbar [186]. Im embryonalen und post-
natalen Mausgewebe konnte ein Expressionsprofil fiir CTHRC1 beschrieben werden, das eine
starke Uberlappung mit dem von TGFP (engl. Transforming Growth Factor-)-
Familienmitgliedern aufwies [187]. Eine hohe Expression war im sich entwickelnden Knochen-
und Knorpelgewebe nachweisbar. Ebenso wurde CTHRC1 unter anderem im Notochord,
Neuralrohr, der Niere sowie im Herzen der Embryonen detektiert. Im adulten Stadium war
CTHRCI in Kollagen-reichen Geweben wie der Knochenmatrix, Knorpelgewebe und der Haut
lokalisiert. Neben einer stromalen Expression war CTHRCI1 auch in Epithelien wie der
Epidermis sowie dem Lungen- und Speiserohrenepithel nachweisbar [187].

In Ubereinstimmung mit der Expression an Orten aktiver Kollagen-Ablagerung konnte fiir
CTHRCI eine Funktion in der Remodellierung verletzter Gefifle und der Knochenmatrix
herausgestellt werden [186, 188, 189]. In remodellierenden Gefdlen wurde CTHRCI1 als
Inhibitor der Kollagen-Ablagerung (I und III) iiber eine Hemmung des SMAD2/3-Signalling in
Fibroblasten und glatten Muskelzellen identifiziert. Da eine CTHRC1-Expression gleichzeitig
iiber TGFB1 und BMP4 (engl. Bone Morphogenetic Protein 4) stimuliert werden konnte, ist
CTHRCI1 ein moglicher negativer Feedback-Regulator der Kollagen-Deposition in
GefiBwinden. Bemerkenswerterweise steigerte die Uberexpression von CTHRCI die
Migration glatter Muskelzellen und Fibroblasten [186, 188]. Im Einklang mit einer méglichen
Beeinflussung der Zellmotilitit wurde eine Stimulation des Zellbewegungen regulierenden
WNT/PCP-Signalweges iiber CTHRCI1 belegt (sieche Abschnitt 1.7.2.2) [149, 190]. Es ist
denkbar, dass sowohl die Modulation des Aktinzytoskelettes iiber die PCP-Signalkaskade, aber

auch eine verminderte stromale Kollagen-Ablagerung einen Einfluss auf die Zellmotilitit haben
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konnen [191]. Eine neuere Studie, die CTHRCI im Hypothalamus und der Hypophyse
lokalisierte, deutet zudem auf eine Rolle von CTHRC1 als putatives zirkulierendes Hormon mit
metabolischen Effekten hin [185].

Interessanterweise ist CTHRC1 mit Entziindungsprozessen [192] und humanen malignen
Krebserkrankungen assoziiert [193]. Es konnte gezeigt werden, dass CTHRC1 in der Merhzahl
solider Tumoren, darunter gastrointestinale Tumoren, Karzinome der Lunge, des Pankreas, der
Leber und der Brustdriise gegeniiber dem jeweiligen Normalgewebe iiberexprimiert ist [193].
Eine teils gezeigte Assoziation der CTHRC1-Expression mit fortgeschrittenen Tumorstadien
und schlechter Prognose sowie der in vitro und in vivo-Nachweis einer CTHRCI1-vermittelten
Forderung der Migration/Invasion von Tumorzellen und der damit verbundenen Metastasierung
in einigen Tumorentititen, untermauern eine potentielle Involvierung von CTHRCI in die
Tumorprogression, hdufig via Stimulation des WNT/PCP-Signalweges [190, 194-197].

Im  humanen  Mammakarzinom  wurde  CTHRCI erstmals als ein in
Myoepithelien/(Myo)fibroblasten exprimiertes Gen beschrieben [198, 199]. Turashvili und
Kollegen identifizierten CTHRCI spiter als ein in epithelialen Zellen des ILC (invasiv-
lobuldres Karzinom) gegeniiber normalen Brustepithelzellen verstirkt exprimiertes Gen [200].
In zwei neueren Studien wurde die potentielle prognostische Relevanz einer CTHRCI-
Proteinexpression im Brustkrebs analysiert [201, 202]. Beide Studien beschrieben eine hohe
CTHRCI1-Proteinexpression als prognostischen Faktor eines verkiirzten Rezidiv-freien
Uberlebens. In einer der beiden Studien wurde der prognostische Effekt stromal exprimierten
CTHRCI1-Proteins in Abhédngigkeit von ebenfalls stromal gebildetem Periostin untersucht
[201], hingegen in der zweiten der Einfluss von im Tumorepithel exprimierten CTHRCI1 auf
das Uberleben (unabhiingig von einer Periostin-Expression) analysiert [202]. Zudem wurde nur
in einer der beiden Studien eine multivariate Analyse durchgefiihrt, die jedoch keine
signifikante Unabhéngigkeit von CTHRCI als prognostischer Marker bestitigen konnte [202].
Weitere unabhéngige Studien sind folglich notig, um eine mogliche prognostische Nutzbarkeit
von CTHRCI1 fiir das humane Mammakarzinom zu validieren. Es ist hervorzuheben, dass ein
potentieller funktioneller Einfluss von CTHRCI, vor allem auf progressions-assoziierte
Tumorzell-Eigenschaften wie die Migration, im Brustkrebs noch nicht analysiert wurde.
CTHRC ist ein sezerniertes Protein mit wahrscheinlichem Zugang zum Blutkreislauf [185].
Eine Untersuchung der Verwendbarkeit von CTHRC1 als moglichen Blut-basierten Biomarker
fir das humane Mammakarzinom lag vor Durchfithrung der entsprechenden dieser Arbeit

zugrunde liegenden Experimente nicht vor.
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1.7.5 Die Neuromedin-Peptid-Familie

Die Neuromedin-Peptid-Familie wurde erstmals in den 1980er-Jahren in Riickenmarks-Isolaten
von Schweinen identifiziert und zeichnete sich durch die Fdhigkeit zur Stimulation der
Kontraktion glatter Muskelzellen aus [203].

Die Namensgebung des Mitgliedes Neuromedin U (NMU) ist auf den urspriinglich
beobachteten kontraktilen Effekt des Peptids auf den Uterus der Ratte zuriickzufiihren [204].
Neuromedin U, insbesondere das amidierte C-terminale Pentapeptid, ist evolutionir stark
konserviert, was eine essentielle Rolle sowohl fiir Wirbeltiere als auch Invertebraten
unterstreicht. Humanes NMU besteht in seiner Prid-Pro-Form aus 174 Aminosduren. Nach
vollstandiger Prozessierung resultiert das aus 25 Aminosduren bestehende C-terminal
lokalisierte, biologisch aktive Peptid NMU-25 [205].

Neuromedin U wird im Menschen in distinkten Regionen des Gehirns wie der
Hirnanhangsdriise und dem Hypothalamus sowie in peripheren Geweben, insbesondere dem
Gastrointestinaltrakt und dem kardiovaskuldren System, aber auch im Fettgewebe,
Knochenmark und Immunzellen nachgewiesen [205-209].

Mit Neuromedin U-Rezeptor 1 und 2 (NMURI und NMUR?2) sind bisher zwei G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren identifiziert worden, deren Expressionsprofil mit demjenigen fiir NMU
ibereinstimmt und die nachweislich durch NMU-Peptide gebunden und stimuliert werden [207,
210-212]. NMURI1 wird vor allem in peripheren Geweben, NMUR?2 hingegen verstirkt im
Zentralnervensystem exprimiert [212].

Das breite Expressionsprofil von NMU und seinen beiden bekannten Rezeptoren spiegelt die
vielfiltigen physiologischen Funktionen des Peptides wider. Neben nachgewiesenen
kontraktilen Effekten von NMU auf die glatte Muskulatur einiger Darmabschnitte sowie der
Harn- und Gallenblase des Menschen [213, 214], ist NMU als anorexigenes Peptid
entscheidend in die Regulation der Nahrungsaufnahme und der Energie-Homdoostase des
Organismus involviert. Die intrazerebroventrikulidre Applikation von NMU in Ratten resultierte
in einer reduzierten Nahrungsaufnahme und verrringertem Korpergewicht [215], hingegen
fiilhrte die Uberexpression von NMU in transgenen Miusen zu einem diinneren,
hypophagischen Phinotypen mit verringertem Korperfettanteil [216]. Im Menschen konnte
eine Korrelation zwischen Mutationen im NMU-Gen, die zu eingeschrinkter bzw.
ausbleibender Aktivitit des Peptids fiihren, und Ubergewicht oder Adipositas nachgewiesen
werden [217]. Erst kiirzlich wurde gezeigt, dass NMU die Insulin-Sezernierung der Inselzellen
des Pankreas hemmt und so auch in der Peripherie des Korpers entscheidend Einfluss auf die

Energie-Homoostase nehmen kann [218, 219]. Weiterhin konnte nach intravenoser NMU-
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Applikation ein vasokonstriktiver Effekt in Ratten und Hunden beobachtet werden [220, 221],
wobei die Ergebnisse hauptsidchlich auf eine lokale Regulation des intestinalen Blutflusses
hindeuten [205].

Neben weiteren Effekten auf die Knochenbildung, die Nozizeption und den zirkadianen
Rhythmus, wird Neuromedin U auch mit pathophysiologischen Prozessen wie
Entziindungsreaktionen, Krebsentstehung und -progression in Verbindung gebracht [205].
Mehrere Studien deuten auf entziindungsfordernde Effekte von NMU durch Induktion der
Sezernierung von Faktoren wie Interleukin-6 und TNF-a durch Lymphozyten, Makrophagen
und Mastzellen hin [222-224], obwohl NMU eine eher anti-inflammatorische Rolle im
Zentralnervensystem zu haben scheint [225].

Erste beschriebene Assoziationen zwischen Neuromedin U und Krebserkrankungen deuteten
urspriinglich auf tumorsuppressive Effekte des Proteins hin. So wurde NMU in Tumoren der
Mundhohle, im Speiserdhren-Karzinom und der Kopf-Hals-Krebserkrankung als ein in
Krebszelllinien und primdren Tumorzellen, teils iiber Methylierung, herabreguliertes Gen
identifiziert. Ferner konnte ein suppressiver Effekt von NMU auf die Koloniebildung humaner
Plattenepithelkarzinom-Zellen des Osophagus beobachtet werden [226-228]. Im Gegensatz
dazu wurde in der Mehrzahl der bisherigen Studien eine Aufregulation des NMU-Gens,
darunter in Primérzellen der akuten myeloischen Leukdmie (AML) [229], im Ovarial- [230],
nicht-kleinzelligen Lungen- (NSCLC) [231], Harnblasen- [232], Pankreas- [233] und im
klarzelligen Nierenzellkarzinom (CCRCC) [234] gezeigt. In vitro-Versuche belegten
tiberwiegend fordernde Effekte von NMU auf das Zellwachstum und/oder progressions-
assoziierte Eigenschaften wie das Migrations- und Invasionspotential der Tumorzellen [229,
231, 233]. In in vivo-Experimenten konnten diese Effekte bestitigt werden. So zeigten Wu und
Kollegen im Nacktmaus-Xenograft-Modell eine NMU-vermittelte Steigerung der
Tumorbildung, Lungenmetastasierung sowie der Tumorkachexie [232].

Erst kiirzlich, wihrend der Durchfiihrung und Auswertung NMU-basierter Experimente im
Rahmen der vorliegenden Dissertation, wurde Neuromedin U erstmalig in Verbindung mit dem
humanen Mammakarzinom publiziert [235]. Rani und Kollegen beschriecben NMU als
moglichen pradiktiven Biomarker fiir Resistenzen gegeniiber HER2-zielgerichteten Therapien
(siehe Abschnitt 1.5.1) im in vitro-Modell. Zudem wurde ein moglicher prognostischer Nutzen
sowie eine funktionelle Involvierung von NMU in Entstehung und Progression des humanen
Mammakarzinoms postuliert [235]. Die Aussagekraft der genannten Studie ist jedoch aufgrund
folgender Punkte eingeschrénkt: eine vergleichende Expressionsanalyse von NMU im Normal-

und Tumorgewebe der Brust und damit eine grundlegende Uberpriifung einer putativen
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Relevanz von NMU fiir die maligne Erkrankung der Brustdriise im Menschen, erfolgte nicht.
Zudem wurde kein spezifischer Endpunkt fiir die genutzten in silico-Uberlebensdaten definiert,
sondern Daten fiir das Rezidiv-freie, das Fernmetastasen-freie und das Gesamtiiberleben
kombiniert, was eine verldssliche Interpretation der prognostischen Daten erschwert. Zwar
wurde mit HSP27 ein erster moglicher Interaktionspartner von Neuromedin U im
Mammakarzinom identifiziert [235], eine umfassende genomweite Analyse zur Identifizierung
NMU-modulierter zelluldrer Prozesse und Schliisselmolekiile im Mammakarzinom, erfolgte
hingegen nicht.

NMU ist ein sezerniertes Protein, das in geringen Mengen im Blutkreislauf des Menschen
nachgewiesen wurde [208]. Ketterer und Kollegen lieferten erste Hinweise auf eine mogliche
Nutzbarkeit von NMU als Serum-basierten Biomarker fiir das humane Pankreaskarzinom
[233]. Eine entsprechende mogliche Verwendbarkeit von NMU als Serumbiomarker fiir das

humane Mammakarzinom wurde bisher nicht analysiert.

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Die Prognose der Brustkrebs-Erkrankung ist entscheidend abhingig von Zeitpunkt der
Diagnosestellung, mit einer hohen Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Detektion und Therapie
der Erkrankung in einem frithen, noch lokal begrenzten Stadium. Die anerkannten Limitationen
des derzeitigen ,,Goldstandards* der Brustkrebs-Fritherkennung, der Screening-
Mammographie, unterstreichen den Bedarf an neuen komplementdren Strategien. FEin
vielversprechender, minimal-invasiver Ansatz ist die Detektion von in Korperfliissigkeiten wie
Blutserum befindlichen Proteinbiomarkern, die das Vorliegen einer Brustkrebserkrankung
anzeigen konnen. GroBles Potential fiir einen routineméBigen Einsatz haben mikrofluide Chip-
Technologien, die sich durch eine schnelle und einfache Durchfiihrbarkeit sowie geringe
Produktionskosten auszeichnen. Das EU-geforderte, euregionale, interdisziplinére
MicroBioMed-Projekt hat sich die Entwicklung eines mikrofluiden, Blutserum-basierten Chip-
Systems, vorrangig fiir die Brustkrebs-Fritherkennung, zum Ziel gesetzt. Monoklonale
Antikorper gegen validierte Serum-Proteinbiomarker sollten von Kooperationspartnern
schlieBlich in den entwickelten Biochip integriert werden.

Als biomedizinischer Partner innerhalb des MicroBioMed-Projektes war die Identifizierung
und Validierung neuer potentieller Serum-Proteinbiomarker fiir die Brustkrebs-Fritherkennung
mit adidquater klinischer Spezifitit und Sensitivitét ein Ziel der vorliegenden Arbeit. Aus einem
tiber drei verschiedene Ansitze (Gewebe-basierter cDNA-Microarray, proteomische Serum-

Analyse, in silico-Analyse) ermittelten initialen Kandidaten-Pool sollten in zwei nachfolgenden
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Stufen potentielle Serum-Proteinbiomarker identifiziert und schlieflich an einem Kollektiv
humaner Seren validiert werden.

In der ersten Stufe galt es die Tumor-spezifische Aufregulation in humanen Brustkrebs-
Zelllinien sowie an unabhingigen Gewebekollektiven (Brusttumor- und Normalgewebe) auf
mRNA- und Proteinebene zu bestitigen. Im Falle fehlender Informationen in 6ffentlichen
Datenbanken hinsichtlich einer Sezernierung, sollten in vitro-Sezernierungsanalysen fiir
ausgewihlte Kandidaten durchgefiihrt werden. Ferner galt es iiber Korrelationsanalysen
diejenigen Biomarker-Kandidaten zu ermitteln, deren Expression mit Indikatoren eines frithen
Tumorstadiums assoziiert ist und somit eine besondere potentielle Eignung fiir die
Fritherkennung aufweisen. Um moglichst hohe Werte fiir die klinische Spezifitat und
Sensitivitit zu erzielen wurde eine Kombination von Biomarkern zu einem Panel angestrebt,
das in der Lage ist moglichst alle molekularen Subtypen der heterogenen Brustkrebserkrankung
zu detektieren. Aus diesem Grund sollte das Subtyp-spezifische Expressionsmuster der
Kandidaten in unabhéngigen Brustkrebs-Gewebekollektiven bestimmt werden.
Vielversprechende, innerhalb der ersten Stufe identifizierte Kandidaten galt es in der zweiten
Stufe anhand eines Kollektivs humaner Serumproben von Brustkrebs-Patientinnen
(tiberwiegend niedriges Tumorstadium) und gesunden Spenderinnen zu validieren. Mittels
ROC (Receiver Operating Characteristic)-Analyse sollte die Beurteilung der klinischen
Effizienz von Einzelmarkern sowie deren Kombination erfolgen. Das vorrangige Ziel war die
Erreichung maximaler klinischer Spezifitit bei addquater klinischer Sensitivitéit. AbschlieBend
sollte die cDNA moglicher geeigneter Kandidaten in mit Hexa-Histidin-7Tag versehene
Vektoren kloniert werden. Kooperationspartner innerhalb des MicroBioMed-Projektes sollten
schlieBlich, unter Verwendung der klonierten Vektoren, monoklonale Antikdrper generieren,

die mittelfristig in den angestrebten mikrofluiden Biochip integriert werden konnen.

Neben der Fritherkennung von Krebserkrankungen verfolgt die molekulare Onkologie die
Aufschliisselung molekularer Ursachen der Krebsentstehung und —progression mit dem Ziel
der Identifizierung zentraler Schliisselmolekiile und relevanter Signalwege der Karzinogenese,
die neue therapeutische Zielstrukturen darstellen konnen. Prognostische und pridiktive
Biomarker unterstiitzen den Kliniker bei der Findung einer adiquaten individuellen Therapie
mit einem groBtmoglichen Benefit fiir den Patienten.

Ein zweites Ziel dieser Arbeit bestand daher darin die noch relativ wenig erforschten Tumor-

assoziierten Gene AGR3, CELSR1, CTHRCI und NMU hinsichtlich ihrer moglichen klinischen
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Nutzbarkeit als prognostische Marker fiir das humane Mammakarzinom mithilfe von Kaplan-
Meier-Uberlebensanalysen zu untersuchen.

Die zudem vor Beginn dieser Arbeit noch unbekannte putative funktionelle Involvierung der
genannten Kandidaten AGR3, CELSRI1, CTHRCI] und NMU in die Karzinogenese des
humanen Mammakarzinoms, sollte iiber die Generierung stabiler und transienter gain/loss-of-
function in vitro-Brustkrebs-Modelle untersucht werden. Mithilfe von in vitro-Experimenten
galt es ihren potentiellen Einfluss auf fundamentale, wihrend der Krebsentstehung und im
Laufe der malignen Progression verinderte zelluldre Prozesse wie Proliferation, Apoptose,
Migration und Adhision zu analysieren.

Fir ein auf Grundlage der gewonnen in-vitro-Daten als potentiell relevant fiir die
Karzinogenese des humanen Mammakarzinoms eingestuften Kandidaten sollte die molekulare
Wirkungsweise unter Nutzung der Microarray-Technologie im Detail untersucht werden.
Vorrangiges Ziel war es mogliche zentrale, modulierte biologische Prozesse (Signalwege)
sowie Schliisselmolekiile zu identifzieren, die zur Ausprigung der beobachteten Krebs-

relevanten phanotypischen Effekte beitragen konnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Klinisches Patientenmaterial

2.1.1 Kryokonserviertes humanes Frischgewebe

Im Rahmen dieser Dissertation wurde ein Kollektiv bestehend aus insgesamt 62
kryokonservierten Brusttumoren und 13 Brust-Normalgewebeproben, erhalten aus der RWTH
zentralisierten Biobank (RWTH cBMB) der Uniklinikk RWTH Aachen, aufgebaut. Das
Gewebematerial wurde fiir Expressionsstudien der Biomarker-Kandidaten innerhalb des
MicroBioMed-Projektes genutzt. Die Entnahme der Gewebeproben erfolgte nach
Diagnosestellung eines primidren Mammakarzinoms in den Jahren 2010 und 2011. Alle
Patientinnen hatten eine Einverstindniserkldrung zur Kryokonservierung und Verwendung
ihres Gewebes fiir Forschungszwecke unterzeichnet. Fiir die Untersuchungen des Brustgewebe-
Materials lag ein positives Votum seitens der Ethikkommission der Uniklinik RWTH Aachen
(EK-206/09) vor. Nach Geweberesektion wurden die Proben sofort in fliissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zu ihrer Verwendung bei -80°C gelagert. Zur Bestimmung des Anteils
an Normal- und Tumorepithel wurden Himatoxylin-Eosin-gefidrbte Schnitte (10 pm)
angefertigt. Nur Mammakarzinom-Proben mit einem Tumorzellanteil von mehr als 70% und
Brust-Normalgewebeproben mit einem Epithelanteil von mindestens 30% wurden in die
Untersuchungen einbezogen. Die Auswahl der Fille erfolgte unselektiert und konsekutiv nach
Verfiigbarkeit der Gewebe. Eingeschlossen in das Kollektiv wurden Patientinnen mit einem
unilateralen, primdren Mammakarzinom ohne vorangegangenen Brustkrebs-Befund. Der Erhalt
einer neoadjuvanten Chemotherapie stellte ein Ausschlusskriterium dar. Klinische Pathologen
bewerteten die Tumor-Histologie nach den Kriterien der Welt-Gesundheits-Organisation
(WHO) und die Tumor-Klassifikation nach dem etablierten TNM-System [20]. Der
histologische Grad wurde nach dem System von Bloom und Richardson, welches durch Elston
und Ellis modifiziert wurde [19], bestimmt. Die klinisch-pathologischen Parameter des

Gewebekollektivs sind in Tabelle 6-1 des Anhangs zusammengefasst.

2.1.2 Formalin-fixiertes, Paraffin-eingebettetes Gewebe (FFPE)
Die Proteinexpression des Kandidaten AGR3 in humanen Mammakarzinom- und nicht

neoplastisch-verdnderten Brustgeweben wurde durch immunhistochemische Firbung eines
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zuvor beschriebenen Tissue Microarray der Universititsklinik Regensburg bestehend aus 289
primédren Brusttumoren und korrespondierenden Brust-Normalgeweben analysiert [236]. Fiir
272 Brustkrebs-Patientinnen lagen Daten iiber deren Krankheitsverlauf (Clinical Follow-Up)
vor, im Median iiber einen Zeitraum von 79 Monaten (Zeitspanne 0-149 Monate), so dass
zusitzlich die potentielle prognostische Relevanz dieses Kandidaten untersucht werden konnte.
Die klinisch-pathologischen Parameter der auswertbaren Brustkrebs-Fille fiir die AGR3-
Farbung (190 auswertbare Fille, davon 188 mit Follow-Up-Daten) sind in Tabelle 6-2
(Anhang) zusammengefasst. Fiir die Kandidaten ASPN, CTHRC1 und NMU wurden zwecks
Uberpriifung ihrer Expression und Lokalisation im Mammakarzinom im Vergleich zu Brust-

Normalgeweben, FFPE-Einzelschnitte gefirbt.

2.1.3 Kryokonserviertes humanes Serum

Fiir die Validierung der im Rahmen des MicroBioMed-Projektes identifizierten potentiellen
Brustkrebs-Biomarker wurde ein Serumkollektiv bestehend aus insgesamt 96 humanen,
prdoperativen Serumproben erstellt. Die Serumproben von Brustkrebs-Patientinnen (n=48)
wurden iiber die Stiftung PATH (http://stiftungpath.org/) bezogen, die Kontrollseren gesunder
Frauen (n=48) konnten aus dem Universititsklinikum Erlangen erhalten werden. Alle
Patientinnen hatten eine Einverstdndniserkldrung zur Konservierung und Verwendung ihres
Serums fiir Forschungszwecke unterzeichnet. Fiir Untersuchungen des Serum-Materials lag ein
positives Votum seitens der Ethikkommissionen der beteiligten Zentren vor (EK-255/06,
Medizinische Fakultit Universitit Bonn; EK-3937 und EK-4514, Medizinische Fakultit
Universitit Erlangen). Zwecks besserer Vergleichbarkeit erfolgte die Probenauswahl so, dass
das mediane Alter beider Gruppen identisch war (59,5 Jahre). Von jeder Patientin wurden 10
ml Vollblut in Serum-Roéhrchen entnommen, das Serum prépariert und sofort bei -80 °C
eingefroren. Die klinisch-pathologischen Parameter des Serumkollektivs sind Tabelle 6-3

(Anhang) zusammengefasst.

2.1.4 In silico-Mammakarzinom-Studie

Zur Validierung eigensténdig generierter Expressionsdaten fiir analysierte Kandidatengene,
deren Korrelationen mit klinisch-pathologischen Parametern sowie zur Durchfiihrung
univariater Uberlebensanalysen wurde ein in silico-Kollektiv einer unabhingigen Studie
bestehend aus insgesamt 997 Brustkrebs-Fillen, von denen fiir 516 Fille eine PAMSO0-

Klassifizierung in die molekularen Brustkrebs-Subtypen vorlag, herangezogen [237]. Die



-36- Material und Methoden

Expressions-Daten (I/llumina HiSeq) firr das jeweilige Gen wurden iiber das cBio Cancer
Genomics Portal (http://cbioportal.org) [238] bezogen. Die korrespondierenden klinischen
Parameter und Uberlebensdaten der analysierten Brustkrebs-Fille konnten iiber das TCGA
(The Cancer Genome Atlas)- Datenportal (https://tcga-
data.nci.nith.gov/tcga/tcgaDownload.jsp) erhalten werden. Die spezifischen Kennungen (/Ds)
der analysierten Brustkrebsfille wurden kiirzlich publiziert [79]. Die klinisch-pathologischen-

Parameter des Kollektivs sind zudem zusitzlich in Tabelle 6-4 des Anhangs zusammengefasst.

2.2 Bakterienstimme
Die Nutzung der Bakterienstimme Escherichia coli JIM83 und DM5a erfolgte zwecks Plasmid-

Vermehrung und -Klonierung.

2.3 Humane Mammakarzinom-Zelllinien

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten humanen Zelllinien wurden von der American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA) bezogen und den Angaben des Anbieters
entsprechend kultiviert. Alle Zelllinien wurden in dreimonatigen Abstinden auf die
Abwesenheit von Mycoplasmen hin untersucht. Die genutzten Zelllinien sind in Tabelle 2-1

aufgefiihrt.

Tabelle 2-1: Verwendete humane Mammakarzinom-Zelllinien und deren Ursprung (nach [239])

Zelllinie Ursprungsgewebe

MCF10A benigne Verdanderung der Brust

MCF12A spontane Immortalisation

MCF7 invasiv duktales Karzinom, pleurale Effusion
BT20 invasiv duktales Karzinom, Primartumor

BT474 invasiv duktales Karzinom, Primartumor

BT549 papilldres invasiv duktales Karzinom, Primédrtumor

MDA-MB-231 Adenokarzinom, pleurale Effusion
MDA-MB-415 Adenokarzinom, pleurale Effusion
MDA-MB-436 invasiv duktales Karzinom, pleurale Effusion
MDA-MB-468 Adenokarzinom, pleurale Effusion

T47D invasiv duktales Karzinom, pleurale Effusion
UACCS812 invasiv duktales Karzinom, Primartumor
HCC1937 duktales Karzinom, Primértumor

Hs578T invasiv duktales Karzinom, pleurale Effusion

SKBR3 Adenokarzinom, pleurale Effusion
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2.4 Gerite, Software, Chemikalien und Losungsmittel

2.4.1 Gerite

Tabelle 2-2: Verwendete Geriite

Geriit

Hersteller

Axiovert 200 Mikroskop

ABI PRISM 7000 Sequence Detection System
Brutschrank (20% O», 5% CO,, 37 °C)
CASY® Cell Counter und Analyzer
Digital pH-Meter

Eppendorf Research Pipetten
Eppendorfzentrifuge 5415C (Rotor: UE001)
Gel-Dokumentationseinheit

Gene Pulser II Electroporation System
Kryotom HM560

Laborwaage

LightCycler 1Q5

Megafuge 1.0 (Rotor: BS4402/A)
NanoDrop ND1000

NICOOL LM10
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25
Reinraumwerkbank Hera Safe
Schiittler MTS4
Stromversorgungsgerit

Thermoblock DRI-BlockDB-2A
Thermomixer compact

Thermocycler PTC-200
Tischzentrifuge 4515D
UV-Leuchttisch TFX

Vortex MS2 Minishaker

Wasserbad

Zeiss, Jena

Applied Biosystems, Weiterstadt
Biorad, Miinchen

OLS OMNI Life Science, Bremen
Schirfe System, Reutlingen
Eppendorf, Wesseling

Eppendorf, Wesseling

MWG Biotech AG, Ebersberg
Biorad, Miinchen

Microm Laborgerite, Walldorf
Laborgerite, Walldorf

Biorad, Miinchen

Sartorius, Gottingen

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Air Liquide GmbH, Diisseldorf
Zeiss, Jena

Hera Safe Heraeus/Kendro, Diisseldorf
IKA-Werke, Staufen

Gibco / BRL, Eggenstein

Techne, Burkhardtsdorf
Eppendorf, Wesseling

MJ Research, Waltham
Eppendorf, Wesseling

Vilber Lourmat, Frankreich
IKA-Werke, Staufen

GFL, Burgwedel
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2.4.2 Software und Datenbanken

Tabelle 2-3: Software und Datenbanken

Software/Datenbank

Webadresse/Hersteller

cBioPortal Datenbank

CoralDRAW Bildbearbeitung

ENSEMBL Datenbank

Expasy Online Portal

Genomatix Datenbank

GeneCards Datenbank

GOBO-Datenbank

GraphPad Prism 5.0 Gold Statistik Software
ImageJ

Kaplan-Meier-Plotter Datenbank

Primer3 Online Portal

PUBmed Datenbank

PFAM Online Portal

SPSS Statistik Software (17.0)

The Human Protein Atlas Datenbank
UCSC Genome Cancer Browser Datenbank
UniProt

http://www.cbioportal.org/public-portal/
Corel Corporation, USA
http://www.ensembl.org
http://www.expasy.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://primer3.ut.ee/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://pfam.sanger.ac.uk

SPSS, Chicago, IL, USA
http://www.proteinatlas.org/
https://genome-cancer.ucsc.edu/
http://www.uniprot.org/

2.4.3 Chemikalien

Sofern nicht anders aufgefiihrt wurden alle Chemikalien in p.A. Qualitidt oder in der reinsten

erwerbbaren Form verwendet. Nicht aufgelistete Chemikalien wurden von den Firmen Merck

und Sigma-Aldrich bezogen oder sind im entsprechenden Abschnitt des Methodenteils

vermerkt.

Tabelle 2-4: Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Agarose SeaKem LE agarose Cambrex, Rockham, ME, USA
Ammoniumsulfat Merck, Darmstadt

Ampicillin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Chloroform Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Dihtiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Fotales Kilberserum (FKS)

FuGENE HD Transfektions-Reagenz
Geniticin (G418)

Glycin

HiPerFect Transfektions-Reagenz
Kaliumchlorid

Kristallviolett

L-Glutamin

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Seromed Biochrom, Deisenhofen
Roche Diagnostics, Mannheim
Life Technologies, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

PAA, Colbe
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Magnesiumchlorid Merck, Darmstadt

Matrigel BD Biosciences, Bedford, MA, USA
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Methylenblau Merck, Darmstadt

Milchpulver Roth, Karlsruhe

Natriumacetat Merck, Darmstadt

Natriumchlorid Merck, Darmstadt

Penicillin; Streptomycin Biochrom, Berlin

Peroxidase Blocking Reagenz Dako Corporation, Carpinteria, CA, USA
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roth, Karlsruhe

Salzsdure Merck, Darmstadt

Staurosporin Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Tissue-Tek Sakura Finetek, Niederlande Trichostatin
Tris Roth, Karlsruhe

Tris-Hydrochlorid Roth, Karlsruhe

tri-Natriumcitrat Dihydrat Roth, Karlsruhe

TRIzol® Invitrogen, Karlsruhe

Trypsin Biochrom, Berlin

Tunicamycin Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Tween 20 Roth, Karlsruhe

Zitronensiure Fluka, Neu-Ulm

2.4.4 Losungsmittel

Tabelle 2-5: Losungsmittel

Chemikalie Hersteller

Aceton Merck, Darmstadt
Chloroform Merck, Darmstadt
Ethanol Merck, Darmstadt
Formaldehyd Merck, Darmstadt
Isopropanol Merck, Darmstadt
Xylol Merck, Darmstadt

2.5 Puffer und Losungen

Im Folgenden nicht aufgefiihrte Puffer und Losungen sind im jeweiligen Abschnitt des

Methodenteils beschrieben oder Bestandteile kommerzieller Kits.
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Tabelle 2-6: Verwendete Puffer und Losungen

Puffer/Losung Zusammensetzung

Allgemeine Puffer und Liésungen

10xPBS-Puffer (pH 7,5) 160 mM Na,HPO4, 40 mM NaH>POs, 1,5 M NaCl
10xTBS-Puffer (pH 7,6) 500 mM Tris-HCI, 1,5 M NaCl

DEPC-H,O 0,1% (w/v) DEPC in H>O, ii. N. geriihrt, autoklaviert

Eosin-Losung 1 g Eosin in 100 ml H,O

Lysepuffer (pH 7,2) 0,64 M NH.CI, 0,04 M KHCOs, 0,01 M EDTA, mit ddH,O auf 2 1
auffiillen

Mayers-Hiamalaun- 1 g Himatoxylin, 200 mg Na-lodat, 50 g Aluminiumkaliumsulfat, 50 g

Losung Chloralhydrat, 1 g Zitronenséure, in 1 1 H2O

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

Tris-Puffer (pH 7,6) 10 mM Tris-HCI, mit ddH,O auf 100 ml auffiillen

Puffer und Losungen fiir die Agarose-Gelelektrophorese

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

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

Agarose-Losung 2% (w/v) Agarose in 1xXTBE-Puffer

Ethidiumbromid-Losung 35 pl Ethidiumbromid-Stamml6sung (10 mg/ml) in 1xTBE-Puffer (350
ng/)

Puffer und Losungen fiir die Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Westernblot

Blocking-Losung 5% (w/v) Milchpulver in 1xTBS, 0,1% Tween 20

Lyse-/Probenpuffer 1 ml 4xNuPage-SDS Puffer Invitrogen, 200 ul 1 M DTT, ad. 2,8 ml
ddH-O

RIPA-Lysepuffer 50 mM Tris-HCI (pH 7,2), 250 mM NacCl, 2% (v/v) NP-40, 0,1% (w/v)

SDS, 0,5% (w/v) Natriumdeoxycholat, 2,5 mM EDTA
1xSDS-Page Laufpuffer 50 ml NuPage 20xLaufpuffer Invitrogen (MOPS/MES), ad. 1 1 ddH>O

Transfer-Puffer 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol ad. 1 1 ddH,O
TBS-Tween 20 1xTBS, 0,1% Tween 20

Puffer und Losungen fiir die Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

dNTP-Mix dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 2.5 mM

MgCl, 25 mM Stocklosung Promega, Mannheim

10xPCR-Puffer 500 mM KCl, 100 mM Tris-HCI (pH 8,3)

10xMSP-Puffer 500 mM KCl, 100 mM Tris-HCI (pH 8.3), 2 mM MgCl,

Puffer und Losungen fiir die Zellkultur

10x PBS-Puffer (pH 7,5) 160 mM Na,HPO,, 40 mM NaH>PO4, 1,5 M NaCl

Kristallviolett-Losung 0,25% (w/v) Kristallviolett in 10% Formaldehyd/80% Methanol/10%
H,O

Trypsin-EDTA-Losung 0,05% Trypsin, 0,02% EDTA in 1xPBS

Puffer und Losungen fiir die Inmunhistochemie

Tris-EDTA-Puffer 10 mM Tris, 1 mM EDTA, 0.05% Tween 20, pH 9,0

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

2.6 Medien fiir die Zellkultur
Alle Zellkulturmedien wurden von der Firma PAA Laboratories (Colbe) bezogen und mit den

aufgefiihrten Zusétzen supplementiert.
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Tabelle 2-7: Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien

Zelllinie Medium und Zuséitze

BT549 DMEM 4,5 g/l Glukose; 10% FKS, 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/l Penicillin; 50
mg/l Streptomycin

Hs578T DMEM 1,0 g/l Glukose; 10% FKS, 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/l Penicillin; 50
mg/l Streptomycin, 10 ug/ml Insulin

MCF7 RPMI 1640, 10% FKS, 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/l Penicillin; 50 mg/I
Streptomycin, 10 pg/ml Insulin, nicht-essentielle Aminosduren, 1 mM Natriumpyruvat

SKBR3 DMEM 1,0 g/l Glukose; 10% FKS, 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/l Penicillin; 50
mg/l Streptomycin

UACC812 RPMI 1640, 20% FKS, 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/l Penicillin; 50 mg/l

Streptomycin, 20 ng/ml EGF

2.7 Medien fiir die Anzucht von Escherichia coli

Tabelle 2-8: Zusammensetzung der Medien fiir die Bakterienkultivierung

Medium?® Zusammensetzung

LB-Medium 10 g NaCl, 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt; ad 1000 ml H.O
(pH 7.4)

LB-Agar 10 g NaCl, 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt, 15 g Bacto-Agar;
ad 1000 ml H>O (pH 7.4)

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

KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOs, 20 mM Glukose; ad 1000 ml
H>0 (pH 7.0)

2 alle Medien wurden bei 121 °C und 2 bar fiir 20 Minuten autoklaviert; zur Selektion nach

Transformation wurden die Medien mit 100 pg/ml Ampicillin versetzt

2.8 Antikorper und Blocking-Peptide

Tabelle 2-9: Verwendete Primirantikorper und Blocking-Peptide

Bezeichnung Klonalitiit Wirtsspezies Epitop Hersteller

AGR2 (HPA007912) polyklonal Kaninchen intern Atlas Antibodies

AGR3 (ab82400) monoklonal Maus intern Abcam

ASPN (HPAO008435) polyklonal Kaninchen intern Atlas Antibodies

B-Aktin (A5441) monoklonal ~ Maus N-terminal Sigma-Aldrich

B-Tubulin (ab6046) polyklonal Kaninchen N-terminal Abcam

CELSRI (E-19, sc- polyklonal Ziege N-terminal, Santa Cruz

46839) extrazelluldr

CELSRI1 (E-19) Peptid - - - Santa Cruz

CELSRI1 (ABT119) polyklonal Kaninchen N-terminal, Merck Millipore
extrazellulidr

CTHRC1 (ab85739) polyklonal Kaninchen C-terminal Abcam

CD44 (156-3C11) monoklonal Maus Region Pro210 Cell Signaling

MYC (D84C12) monoklonal Kaninchen N-terminal Cell Signaling

DKKI1 (#4687) polyklonal Kaninchen Region GIn75 Cell Signaling

LRP6 (C47E12) monoklonal ~ Kaninchen extrazelluldr Cell Signaling

P-LRP6 (2568) polyklonal Kaninchen Region Ser1490 Cell Signaling
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NKD2 (C67C4) monoklonal Kaninchen Region Ala217 Cell Signaling
NMU (HPA025926) polyklonal Kaninchen C-terminal Atlas Antibodies
RACTI (Kit #8815) monoklonal Maus k.A. Cell Signaling

k.A.: keine Angabe

Tabelle 2-10: Verwendete Sekundirantikorper
Bezeichnung Klonalitit Wirtsspezies Hersteller
Anti-Kaninchen/HRP (P0448) polyklonal Ziege Dako
Anti-Maus/HRP (P0447) polyklonal Ziege Dako
Anti-Ziege/HRP (P0449) polyklonal Kaninchen Dako

2.9 Molekularbiologische Kits

Tabelle 2-11: Verwendete molekularbiologische Kits
Bezeichnung Hersteller

Active Rac1 Detection Kit

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

CytoSelect™ 24-Well Cell Migration Assay, 8 pm
UltraVision Quanto Detection System HRP DAB
ELISA Kit for Anterior Gradient Protein 2 (AGR2)
ELISA Kit for Anterior Gradient Protein 3 (AGR3)
ELISA Kit for Asporin (ASPN)

ELISA Kit for Collagen Triple Helix Repeat Containing
Protein 1 (CTHRC1)

GoTaq® Flexi DNA Polymerase

1Q SYBR Green Supermix
Mycoplasmen-Detektions PCR Kit™
NucleoBond® Xtra Maxi Kit

QIAamp DNA Mini Kit

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick® Gel Extraction Kit

Reverse Transcription System

RNAi Human/Mouse Starter Kit

UltraVision Quanto Detection System HRP Polymer
Vivapure anti-HSA/IgG-Kit

XTT Cell Proliferation Kit™ II

Big Dye Terminater v1.1 Cycle Kit

Cell Signaling, Danvers, MA, USA
Promega, Mannheim

Thermo Scientific, Fremont, CA, USA
Cell Biolabs, San Diego, CA, USA
Thermo Scientific, Fremont, CA, USA
USCN Life Science Inc., Wuhan, China
Cusabio Biotech, Wuhan, China
Cusabio Biotech, Wuhan, China
USCN Life Science Inc., Wuhan, China

Promega, Mannheim

Bio-Rad, Miinchen

Minevra Biolabs, Berlin
Machery-Nagel, Diiren
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden

Thermo Scientific, Fremont, CA, USA
Sartorius, Gottingen

Roche Diagnostics, Mannheim
Applied Biosystems, CA, USA
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2.10 Enzyme fiir die Plasmid-Klonierung

Tabelle 2-12: Verwendete Enzyme fiir die Plasmid-Klonierung

Enzym Hersteller

Alkalische Phosphatase (CIP) New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA
Nhel-HF New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA
NotI-HF New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA

Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase
T4 DNA-Ligase

New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA
New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA

2.11 Rekombinantes Protein

Tabelle 2-13: Kommerzielles verwendetes rekombinantes Protein

Protein Hersteller
AGR2 Biorbyt, Cambridge, England
AGR3 Biorbyt, Cambridge, England

2.12 Oligonukleotide

Tabelle 2-14: Oligonukleotide fiir die Real-Time PCR

HUGO Name Sequenz (5°>3¢) Ta[°C] Produkt [bp]
AGR2F ATTGGCAGAGCAGTTTGTCC 60 179
AGR2 R GAGCTGTATCTGCAGGTTCGT

AGR3 F CTGGAGGATTGTCAATACTC 60 103
AGR3 R GCATAAGGTTTAGCATGAT

ASPN F TCACTTTATGGTCTGATCCTGAAC 60 150
ASPN R GTTCTGCTAATGATTTGGGAAGA

CD44 F GCATCGGATTTGAGACCTGC 60 125
CD44 R GGAGGTGTTGGATGTGAGGA

CELSRI F CGCTCATGGAGGTGTCTGT 60 140
CELSRI R CAGGAACTTCTCCTGGGACAT

CLDNIF CTATGACCCTATGACCCCAGT 60 158
CLDNI R TTGGATAGGGCCTTGGTGTT

CTHRCIF CCAACTACAAGCAGTGTTCATGGA 60 175
CTHRCI R TTGAATGTGAAATACCAACGCTGAC

DDIT3 F AGCAGATGTGCTTTTCCAGA 60 185
DDIT3 R TTGATTCTTCCTCTTCATTTCCA

DKKI F CCCCGGGAATTACTGCAAAA 60 142
DKKI R AGACAAGGTGGTTCTTCTGGA

GAPDH F GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA 60 739
GAPDH R TGGACTCCACGACGTACTCA

GHSRIa F ACCAGAACCACAAGCAAACC 60 141
GHSRIa R GGCTGATCTGAGCAATCTCC

GHSRIb F CTTGGGACACCAACGAGTG 60 263
GHSRIbR AGGACCCGCGAGAGAAAGC
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GREMI F ACAGTATGAGCCGCACAGC 60 150
GREMI R TGAGTCTGCTCTGAGTCATTGTG
LRP5F AAGCTGTGAATGTGGCCAAG 60 152
LRP5 R CACGATGCAGGTCTTCATGT
LRP6 F GCATGTGATTGGCTTGGAGA 60 176
LRP6 R TCTCCCCAGTCTGTCCAGTA
MMPI F CACATCTGACCTACAGGATTGAA 60 143
MMPI R TGATGTCTGCTTGACCCTCA
MYCF ATTCTCTGCTCTCCTCGACG 60 155
MYCR AGCCTGCCTCTTTTCCACA
NKD2 F GATGACGGAGAGAGGGCAG 60 150
NKD2 R CCCGCAGTTGTCAAAGTCAT
NMUF GGATTACAGCCTGAACAACAGC 60 143
NMUR GGCTTTGGTAGCATTCCCATA
NMURIF CAGCCAGGTCCAGATACACC 60 164
NMURI R CAGGCCATCTGTCCACTGT
NMUR2F CATCATCCAGGTCACCTCCT 60 120
NMUR2 R TTCCCTTCATCTGCCTCAAG
NTSRI F ACCGTCAAGGTCGTCATACA 60 170
NTSRI R ATGCTGAATGTGCTGTGCTC
PLGF CTAAGAAGCAGCTGGGAGCA 60 141
PLGR TGGAGGACTTCCTGTTTTCAG
S100P F ACGCAGACCCTGACCAAG 60 151
S100P R TGAACTCACTGAAGTCCACCTG
WNTIIF CGTGTGCTATGGCATCAAGT 60 144
WNTI11 R GTGTGCATGAGCTCCAGGT

F: Forward; R: Reverse; Ta: Anlagerungs-Temperatur; bp: Basen-Paare

Tabelle 2-15: Oligonukleotide fiir die Plasmid-Klonierung
Name Sequenz (5‘2>3¢) Tm Produkt

[°CI [bp]

AGR2F- CAGGCTAGCATGGAGAAAATTCCAGTGTCAGC 66

Egz R- CAGGCGGCCGCCAATTCAGTCTTCAGCAACTTGAGAGC 78
11;12)}51?3 F- CAGGCTAGCATGATGCTACACTCAGCTTTGGG 68
nglzelj’ R- CAGGCGGCCGCTAGCTCTGACTGAATAAGTCTTAATGC 74
Flz\ll(;tolrward; R: Reverse; Tm: Schmelz-Temperatur; bp: Basen-Paare

545

521

Tabelle 2-16: Oligonukleotide fiir die Sanger-Sequenzierung

Name Sequenz (5‘23°)
pT-Rex-DEST30-CMV-Seq F CCTGGAGACGCCATCCACGC
AGR2 F1-Seq TCCAGTGTCAGCATTCTTGC
AGR?2 F2-Seq ATGAGTGCCCACACAGTCAA
AGR2 F3-Seq GCCAGTATGTCCCCAGGATT
AGR3 F1-Seq ACTCAGCTTTGGGTCTCTGC
AGR3 F2-Seq CATCACCTGGAGGATTGTCA

AGR3 F3-Seq TGGGCAATATGTGCCTAGAA
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CTHRCI F1-Seq AATGGCATTCCGGGTACA

CTHRCI F2-Seq CAGGACCTCTTCCCATTGAA

NMU F1-Seq ATGCTGCGAACAGAGAGCTG

NMU F2-Seq ATGCTACCAAAGCCTCAGGA

pMS-CMV-Seq F GGCAGTACATCAAGTGTATCATATGCC
F: Forward

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

Name Sequenz (5°23°) Ta[°C] Produkt [bp]
CMV-Integ F CCGGTGATATCCTCGACG 62

CTHRCI-Integ R CTCAGAGGCGCTCGACGG 62 147
NMU-Integ R ATTGGAGCACCTCGGCAGG 62 152

Integ: Integration; F: Forward; R: Reverse; Ta: Anlagerungs-Temperatur; bp: Basen-Paare

2.13 Vektoren

2.13.1 Uberexpressions-Vektoren

2.13.1.1 pT-REx-DEST30
Funktionelle Uberexpressions-Studien dieser Arbeit fiir die Gene AGR3 und NMU basieren auf

Nutzung des Vektors pT-REx-DEST30.

. _AGR3/INMU |

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung des pT-REx-DEST30-Vektors. Die Volllingen-cDNA
des jeweiligen Gens (AGR3, NMU) befindet sich unter Kontrolle des fiir die Uberexpression genutzten
CMV-Promotors (Pcmy) (verdndert nach Instruction Manual pT-REx-DEST Gateway™ Vectors,
Invitrogen).
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Die Volllingen-cDNA des jeweiligen Gens befindet sich unter Kontrolle eines CMV-
Promotors. Der Vektor weist eine Ampicillin-Resistenz-Kassette sowie ein Neomycin-
Resistenz-Gen fiir die prokaryotische bzw. die eukaryotische Zell-Selektion auf. Die
gebrauchsfertigen Konstrukte fiir AGR3 (IOHx29439) und NMU (IOHx10556) wurden
kommerziell erworben (Source BioScience LifeSciences, Nottingham, England). Der Leer-
Vektor als Negativkontrolle wurde iiber die Firma Invitrogen (Karlsruhe) bezogen (Abbildung

2-1).

2.13.1.2 pMS-L-SNAP-mut 2715 IV

Fir die Herstellung rekombinanten AGR2- und AGR3-Proteins zwecks Antikorper-
Generierung durch Kooperationspartner im MicroBioMed-Projekt, wurde der Vektor pMS-L-
SNAP-mut 2715 IV genutzt, der freundlicherweise von Dr. Christoph Stein (Fraunhofer-IME,
Institut fiir Molekularbiologie und Angewandte Okologie, Aachen) zur Verfiigung gestellt
wurde (Abbildung 2-2).

Igkappa-Leader
CgM\};-Promotor

Nhel-Schnittstelle

His-Tag

AmpR NotI-Schnittstelle

-0 pMS-L-SNAP-mut 2715 TV 200~
8.0 kb

ZeoR s

Abbildung 2-2: Schematische Darstellung des Vektors pMS-L-SNAP-mut 2715 IV. Fir die
Uberexpression der Gene AGR2 und AGR3 wurde die jeweilige Volllingen-cDNA (ohne Terminations-
Codon) iiber die Restriktionsschnittstellen fiir Nhel und Notl in einen gemeinsamen offenen
Leserahmen mit einem zum C-Terminus des Proteins korrespondierenden Hexa-His-7Tag unter die
Kontrolle des CMV-Promotors kloniert. Der im Vektor vorhandene Igk-Leader wurde so, zwecks
Nutzung des endogenen Sezernierungs-Signals, entfernt. AmpR: Ampicillin-Resistenz; ZeoR: Zeocin-
Resistenz.
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Die Vollldgen-cDNA von AGR2 bzw. AGR3 ohne Terminations-Codon wurde iiber eine Nhel-
und Notl-Schnittstelle in den Vektor kloniert, so dass deren Expression unter die Kontrolle
eines CMV-Promotors gestellt wurde. Die anfanglich im Vektor befindliche Igk-Leader-
Sequenz wurde so, zwecks Nutzung des nativen ER (Endoplasmatisches Retikulum)-
Signalpeptids fiir die Sezernierung des Proteins, entfernt. Das jeweilige zum C-Terminus
korrespondierende Ende der cDNA (ohne Stopp-Codon) grenzte so direkt an einen fiir die
Proteinaufreinigung zu nutzenden Hexa-Histidin-7ag. Die Klonierung ist im Abschnitt 2.15.9
beschrieben. Die Selektion prokaryotischer bzw. eukaryotischer Zellen wird durch ein

Ampicillin- bzw. Zeocin-Resistenz-Gen im Vektor gewihrleistet.

2.13.2 shRNA-Plasmide
Fiir funktionelle Knockdown-Studien des Gens AGR3 wurden kommerziell erhiltliche ShRNA

short hairpin RNA)-Plasmide der Firma Qiagen (Hilden) genutzt (Katalognummer:
KH10832N). Parentaler Vektor ist der pGeneClip™ Neomycin-Vektor der Firma Promega
(Mannheim). Die inserierte sShARNA-Sequenz befindet sich unter Kontrolle eines U1-Promotors.
Die Selektion prokaryotischer bzw. eukaryotischer Zellen wird durch ein Ampicillin- bzw.
Neomycin-Resistenz-Gen gewihrleistet (Abbildung 2-3). Die genutzten shRNA-Sequenzen
sind in Tabelle 2-18 aufgefiihrt.
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Abbildung 2-3: Schematische Darstellung des pGeneClip™ Neomycin-Vektors. Die jeweilige
shRNA-Sequenz fiir den RNA-Interferenz-vermittelten Knockdown befindet sich unter Kontrolle des
Ul-Promotors (verindert nach Instruction Manual GeneClip™ U1 Hairpin Cloning Systems, Promega).
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Tabelle 2-18: shRNA-Sequenzen

Name Sequenz (5239
shRNA-Plasmid AGR3 Nr.1 TCATGTTTGTAGACCCTTCTT
shRNA-Plasmid Negativkontrolle GGAATCTCATTCGATGCATAC

2.14 siRNA

Fiir transiente funktionelle Knockdown-Experimente wurden kommerziell erhiltliche si (small
interfering) RNAs der Firma Qiagen (Hilden) bezogen. Die Sequenzen genutzter siRNAs gegen
mRNA der Gene CELSRI und CTHRC1 sind in Tabelle 2-19 aufgefiihrt.

Tabelle 2-19: Sequenzen verwendeter CELSRI- und CTHRC1-siRNA

Name Sequenz (5‘23¢) Katalognummer
CELSRI_1 TGGCGTTTCCTAAGTACGAAA S100104055
CELSRI_3 CGGGATCCTGGATGTGATCAA S100104069

CTHRCI_4 CCAGGTCGGGATGGATTCAAA 5100356594
CTHRCI_5 ATGCGTTCAAATAGTGCTCTA 5104295074

2.15 Molekulargenetische Methoden

2.15.1 Isolation genomischer DNA aus humanem kryokonserviertem Frischgewebe und
humanen Mammakarzinom-Zelllinien

Die Isolierung genomischer DNA aus humanem Frischgewebe sowie humanen
Mammakarzinom-Zelllinien erfolgte mithilfe des QIAamp DNA Mini Kit der Firma Qiagen
(Hilden) gemél} Herstellerangaben.

Fiir die Lyse von Mamma-Tumorgewebe wurden 10 Schnitte (10 um) angefertigt, diese in
einem Reaktionsgefil zusammengefiihrt und anschlieBend mit 25 pl Proteinase K sowie 180
ul ATL-Puffer versetzt, um diese ii.N. bei 56 °C und 800 rpm auf einem Thermomixer zu
inkubieren. Zur Komplettierung der Lyse sowie zwecks Entfernung von koprizipitierter RNA
wurden 20 U RNAse A in 180 ul AL-Puffer dem Ansatz hinzugefiigt. Dem 2-miniitigen
RNAse-Verdau bei Raumtemperatur folgte ein Inkubationsschritt bei 70 °C fiir 10 Minuten
zwecks Inhibierung der RNAse-Aktivitit. Nach Zugabe von 200 ul 100 % EtOH zur
Prézipitation der DNA wurde der Ansatz auf eine QIAmp-Séule geladen und diese bei 6000 g
zentrifugiert. Die an die Sidulen-Matrix gebundene DNA wurde mit 500 ul AW1-Puffer und
nachfolgend mit 500 ul AW2-Puffer gewaschen und schlieBlich mit 50 pl auf 70 °C erhitzten

TRIS-Puffer eluiert. Fiir die Extraktion genomischer DNA aus humanen Zelllinien wurden
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5x%10° Zellen trypsiniert, diese pelletiert und in 200 ul PBS resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte
durch Zugabe von 20 pl einer Proteinase K-Losung (20 pg/ml) in 200 pl AL-Puffer und
anschlieBender Inkubation bei 56 °C fiir 10 Minuten. Koprizipitierte RNA wurde durch einen
S-miniitigen RNAse A-Verdau (20 U) bei RT degradiert. Die anschlieBende DNA-Isolation

erfolgte unter identischen Bedingungen wie oben fiir das humane Frischgewebe beschrieben.

2.15.2 Gesamt-RNA-Isolation aus humanem kryokonserviertem Frischgewebe und
humanen Mammakarzinom-Zelllinien

Die Isolation von Gesamt-RNA aus humanem kryokonserviertem Frischgewebe und
Mammakarzinom-Zelllinien wurde mithilfe von TRIzol®-Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe)
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Dazu wurden 10 Schnitte (20 um) Frischgewebe sowie
2x10% Zellen mit jeweils 1 ml TRIzol®-Reagenz versetzt und nach kurzem Vortexen fiir 5
Minuten bei RT lysiert. AnschlieBend wurden dem Ansatz 200 pl Chloroform zugefiigt, dieser
mehrmals invertiert und erneut fiir 3 Minuten bei RT inkubiert. Durch Zentrifugation (alle
Zentrifugationsschritte bei 4 °C und 8000 g) fiir 15 Minuten erfolgte im Anschluss die Trennung
der roten, organischen Phase von der klaren, wissrigen Phase. Die die RNA enthaltende obere,
wissrige Phase wurde vorsichtig in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefif} tiberfiihrt und diese durch
Zugabe von 500 ul Isopropanol (Inkubation 10 Minuten bei RT) und einen anschlieBenden
Zentrifugationsschritt sedimentiert. Nach einem Waschschritt mit 1 ml 75 % EtOH und
anschlieBendem Abdampfen des Pellets erfolgte schlieBlich die Resuspension, je nach RNA-
Menge, in 22-30 ul DEPC-H>0. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80 °C.

2.15.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsiure-Loésungen

Die Konzentrations-und Reinheitsbestimmung von DNA- und RNA-Ldsungen wurde mithilfe
des Spektralphotometers NanoDrop® ND100 (Thermo Scientific, Waltham, MA) unter
Verwendung von 2 ul der zu vermessenden Losung durchgefiihrt. Die photometrische
Konzentrationsbestimmung basiert dabei auf dem Lambert-Beer’schen Gesetz und nutzt die
spezifische maximale Extinktion von Nukleinsduren bei A = 260 nm. Der zuverléssige
Messbereich fiir dSDNA- bzw. RNA-Losungen liegt zwischen 2-3700 ng/ul bzw. 2-3000
ng/ul. Der Reinheitsgrad der Nukleinsidure-Losung (vor allem Kontamination durch Proteine)

wird durch zusitzliche Messung der Absorption bei 280 nm, dem Absorptionsmaximum
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aromatischer Aminosdurereste, ermittelt. Fiir eine reine DNA-LOsung ergibt sich ein Quotient

0oD260nm

———von >1,8, hingegen ein Wert von >2,0 fiir eine reine RNA-Ldsung.
0D280nm

2.15.4 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Die enzymatische Synthese von Einzelstrang-cDNA wurde mittels des Reverse Transcription
System (Promega, Mannheim) den Herstellerangaben folgend durchgefiihrt. Fiir die Synthese
wurde 1 pg Gesamt-RNA in ein Gesamtvolumen von 8,9 ul RNase-freies H,O aufgenommen
und der Ansatz zwecks Denaturierung von Sekundérstrukturen der RNA fiir 10 Minuten bei 70
°C inkubiert. AnschlieBend wurden 11,1 pl eines alle Komponenten fiir die Synthese
enthaltenden Mastermix (Tabelle 2-20) zum Ansatz pipettiert und dieser fiir 10 Minuten bei RT
gelagert, gefolgt von einem 15-miniitigen Inkubationsschritt bei 42 °C, innerhalb dessen die
cDNA-Synthese vermittelt durch das Enzym AMV-Reverse-Transkriptase erfolgte. Schlie3lich
wurde das Enzym durch 5-miniitige Inkubation bei 95 °C inaktiviert. Die Lagerung der cDNA
(Endkonzentration: 10 ng/ul) erfolgte bei -20 °C.

Tabelle 2-20: Zusammensetzung Mastermix cDNA-Synthese fiir 1xAnsatz

Komponente Mastermix (1x) Volumen [ul]
MgCl, [25 mM] 4
Reverse Transkriptase Puffer [10x] 2
dNTP-Mix [je 1 mM] 2
RNase-Inhibitor [40 U/ul] 0,5
AMYV-Reverse-Transkriptase [25 U/ul] 0,6
Oligo-dT-Nukleotide [0,5 pg/ul] 1
Hexamer-Oligonukleotide [0,5 pg/ul] 1

2.15.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR), entwickelt durch
Kary Mullis, ist eine Methode, welche die Amplifikation beliebig gewéhlter Nukleinsédure-
Sequenzen ermoglicht [240]. Die Technik basiert auf Nutzung einer hitzestabilen DNA-
Polymerase (hier Tag-Polymerase aus Thermus aquaticus), welche die Synthese eines neuen
DNA-Einzelstrangs anhand einer bereits bestehenden, Sequenz-komplementiren DNA-
Matrize katalysiert. Voraussetzung fiir die Aktivitit des Enzyms ist die Pridsenz eines
Abschnitts doppelstringiger DNA. Das Enzym katalysiert die Ausbildung einer
Phosphorsédureester-Bindung aus der freien Hydroxylgruppe am 3‘-C-Atom der Desoxyribose

am Ende des doppelstringigen DNA-Bereichs mit der a-Phosphat-Gruppe am 5 C-Atom eines
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neuen Nukleotids unter Abspaltung von Pyrophosphat. Durch Zugabe eines ,,Forwérts“- und
eines ,,Riickwérts“-Oligonukleotids (Primers), die komplementir zu zwei spezifischen
Sequenzabschnitten einer DNA-Probe sind und den zu amplifizierenden Bereich flankieren,
wird diese Voraussetzung geschaffen. Die weiteren Komponenten eines typischen PCR-

Ansatzes sind in Tabelle 2-21 aufgefiihrt.

Tabelle 2-21: Ansatz fiir Standard-PCR

Komponente Volumen [pl]

Puffer [5x] 5

MgCl, [25 mM] 1,5

dNTP-Mix [jeweils 10 mM] 0,5
Primer For + Rev [jeweils 10 uM] 1
Tag-Polymerase [5 U/ul] 1
DNA-Template [1-10 ng/ul] 1

ad 25 pl ddH,O 14

Der PCR-Reaktionsverlauf besteht typischerweise aus 30 bis 40 Zyklen -eines
Temperaturprofils, welches sich hauptsidchlich aus folgenden 3 Schritten zusammensetzt:
einem Denaturierungsschritt bei 95 °C (Aufschmelzen der doppelstringigen DNA in
Einzelstringe), dem Primer-Annealing (Hybridisierung der Primer an die einzelstringige
DNA, bei meist 50-60 °C) und der Elongation bei 72 °C (Katalyse der Synthese des zum
Matrizen-Strang komplementidren Nukleotid-Polymers mittels Tag-Polymerase). Ein typisches

Temperaturprofil ist in Tabelle 2-22 zusammengefasst.

Tabelle 2-22: Temperaturprofil einer Standard-PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 95 5 Min 1x
Denaturierung 95 30 Sek
Primer-Hybridisierung 50-60 30 Sek 30-40x
Elongation 72 45 Sek*

Finale Elongation 72 5 Min 1x

a: abhédngig von der Linge des Amplifikats (1min/1000 bp); bp: Basen-Paare

Die Amplifikation der DNA folgt hypothetisch einem exponentiellen Verlauf (2"), welcher
jedoch aufgrund hiufig vorhandener inhibitorisch wirkender Kontaminationen im
Probenmaterial praktisch meist nicht erreicht wird. Dazu zihlt beispielsweise ein Uberschuss

an Salzen, Riickstinde von ionischen Detergenzien [241], Alkoholen und Phenolen [242] durch
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die Probenaufbereitung sowie biologische Kontaminationen wie Kollagene [243], Himoglobin

[244] und Immunglobulin G [245].

2.15.6 Auftrennung von DNA-Fragmenten mittels Agarose-Gelelektrophorese

Das Prinzip zur Auftrennung von DNA-Fragmenten in einer Agarose-Gelmatrix entsprechend
threm Molekulargewicht basiert auf der differentiellen Laufgeschwindigkeit der negativ
geladenen DNA-Molekiile in einem elektrischen Feld durch das als Molekularsieb fungierende
Gel in Richtung Anode. Die Laufgeschwindigkeit der DNA-Fragmente ist dabei invers
proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichts. Je nach zu separierenden
MolekiilgroBen wurde Agarose in einer Konzentration zwischen 1-2% in 1xTBE-Puffer
aufgekocht und nach Abkiihlung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid versetzt (0,5
pug/ml). Nach Aushirten des Gels wurde dieses in eine Elektrophorese-Kammer eingebracht,
welche mit Ethidiumbromid-haltigem (0,5 pg/ml) 1xTBE-Laufpuffer befiillt wurde. Groen-
Standard sowie Probenvolumina zwischen 12-16 pl (versetzt mit 5xLadepuffer) wurden
anschlieBend auf das Gel geladen und die Elektrophorese bei einer Feldstirke von 5 V/cm
durchgefiihrt. Die Visualisierung der separierten DNA-Fragmente im Gel erfolgte durch
Anregung des in die kleine Furche der DNA-Doppelhelix interkalierenden Ethidiumbromids in
einem UV-Transilluminator. Emittiertes Fluoreszenzlicht im sichtbaren Bereich wurde

schlieBlich mithilfe einer hochauflésenden CCD-Kamera digitalisiert.

2.15.7 Semiquantitative Real-Time-PCR (RT-PCR)

Die bereits 1992 beschriebene Methode [246] wird auch heute noch in modifizierter Form
sowohl in der klinischen Routine als auch der Forschung angewendet. Im Rahmen dieser Arbeit
diente die Methode der Quantifizierung von Genexpressionsunterschieden in Gewebeproben
und Zelllinien. Die hier genutzte Technik basiert auf Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffs
SYBR Green I, welcher in doppelstringige DNA (dsDNA) interkaliert. Im Gegensatz zum
kaum fluoreszierenden frei in Losung vorliegenden Farbstoff-Molekiil, weist der gebildete
DNA-Farbstoff-Komplex ein Absorptionsmaximum fiir blaues Licht (Amax= 498 nm) auf und
emittiert griines Fluoreszenzlicht (Amax= 522 nm). Die Messung der Zunahme der Fluoreszenz
nach jedem Amplifikationszyklus erlaubt somit eine Visualisierung der Vervielfiltigung des
dsDNA-Produkts in Echtzeit (Real-Time) und damit auch einen Riickschluss auf die

Ausgangsmenge eines spezifischen Genproduktes (cDNA) in einer Probe.
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Fiir die RT-PCR wurde der Light Cycler 1Q5 (Bio-Rad) sowie der iQ SYBR Green Supermix
(Bio-Rad) den Herstellerangaben entsprechend verwendet. Die Zusammensetzung eines RT-
PCR-Reaktionsansatzes ist in Tabelle 2-23 und das Temperaturprofil eines typischen Ansatzes

in Tabelle 2-24 dargestellt.

Tabelle 2-23: Zusammensetzung eines RT-PCR-Reaktionsansatzes

Komponente Volumen [pl]

iQ SYBR Green Supermix [2x] 10
Primer Forward + Reverse [10 uM] jeweils 0,5

cDNA-Template [1 ng/ul] 1

ad 20 pl Nuklease-freies ddH,O 8

Tabelle 2-24: Temperaturprofil eines typischen RT-PCR-Ansatzes

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

Denaturierung 95 15 Sek

Primer-Hybridisierung 60 15 Sek 40x%
Elongation 72 20 Sek

Finale Elongation 72 1 Min 1x

Schmelzkurvenanalyse 40-99 10-20 Min 1x

Zur Messung der Expression eines Zielgens in klinischem Material und Zelllinien wurde
zunichst Gesamt-RNA isoliert und die darin befindliche mRNA in cDNA umgeschrieben. Fiir
jede Probe wurde die Messung der Genexpression eines Zielgens im Dreifachansatz
durchgefiihrt. Zwecks Normierung der Zielgen-Expression wurde die Expression des ubiquitér
exprimierten Haushalts-Gens  Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
zusitzlich fiir jede Probe bestimmt und als Referenz fiir die eingesetzte cDNA-Menge
herangezogen. Fiir jeden RT-PCR-Lauf wurde eine Negativkontrolle mit ddH>O anstelle von

cDNA mitgefiihrt, um mogliche Kontaminationen auszuschliefen.

Quantifizierung der Gen-Expression

Grundlage fiir die Quantifizierung der Gen-Expression ist die Definition des Cycle-Threshold
(CT)-Wertes [247]. Dieser Wert gibt die PCR-Zykluszahl an, bei der das gemessene
Fluoreszenzsignal die Hintergrund-Fluoreszenz signifikant iiberschreitet. Dieser Zeitpunkt

markiert den Ubergang einer linearen in die exponentielle Amplifikationsphase. Der CT-Wert
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ist umso kleiner, je hoher die Ausgangs-Anzahl der zu amplifizierenden Template-cDNA ist
bzw. je stirker folglich das analysierte Gen in der untersuchten Probe exprimiert wird. Ermittelt
wird nicht die absolute Fluoreszenz, sondern die Differenz der Fluoreszenzsignale zu zwei
verschiedenen Zeitpunkten. Der gemessene CT-Wert fiir ein Zielgen in einer Probe wurde

schlieBlich auf die Expression des Referenzgens GAPDH normiert:
ACT = CTZielgen — CTGAPDH .

Um die normierte Zielgen-Expression einer Probe 1 zur Zielgen-Expression einer Probe 2

anzugeben, wurde die Differenz ihrer ACT-Werte ermittelt [248]:

AACT = ACTProbel - ACTProbeZ .

Fiir den Fold Change (FC) der differentiellen Zielgen-Expression der Probe 1 im Vergleich zur
Probe 2 ergibt sich:

Expressionsstirke = 2744¢T

Schmelzkurvenanalyse

Die im Anschluss an die Amplifikation erfolgende Schmelzkurvenanalyse gestattet die
Identifizierung aller wihrend der RT-PCR gebildeten doppelstringigen Amplifikate. Dies ist
fir die Etablierung eines neuen Primer-Paares von entscheidender Bedeutung, um eine
Quantifizierung unspezifischer Nebenprodukte sowie haufig auftretender Primer-Dimere
auszuschliefen. Abhingig von der Linge des Produktes und dessen GC-Gehalt ergibt sich fiir
eine dsDNA eine spezifische Temperatur, ab der diese denaturiert wird. Die Ermittlung der
Schmelztemperatur wird durch simultane Messung des Fluoreszenzsignals iiber das
interkalierende SYBR Green wihrend der Temperaturerhohung erméglicht. Kommt es zum
Aufschmelzen der DNA-Doppelstringe wird ein Abfall der Fluoreszenz detektiert. Zusétzlich
zur Schmelzkurvenanalyse erfolgte zur Etablierung eines neuen Primer-Paares eine

gelelektrophoretische Auftrennung mit anschlieBender Begutachtung der ProduktgroBe.

2.15.8 DNA-Sequenzierung nach Sanger
Kommerziell erworbene sowie selbststandig klonierte Vektoren wurden vor ihrer Verwendung
zwecks Uberpriifung ihrer Sequenzabfolge auf Mutationen mithilfe des Sequencer ABI Prism

3100 Avant Genetic Analyzer 2001 unter Verwendung des Big Dye Terminater vi.1 Cycle Kit
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(Applied Biosystems, CA, USA) gemidll Herstellerangaben sequenziert. Der angewandten
Sequenzier-Technik liegt das Prinzip der Didesoxynukleotid-Kettenabbruchmethode nach
Sanger zu Grunde [249]. Neben allen 4 dNTPs befinden sich im Ansatz der Sequenzierungs-
PCR im Vergleich zu einem Standard-PCR-Ansatz zusitzlich Fluoreszenzfarbstoff-markierte
2¢-3*-Didesoxynukleotide (ddNTPs), welche nach Einbau in den neusynthetisierten DNA-
Strang zum Abbruch der PCR fiihren. Weiterhin befindet sich je Sequenzierungs-PCR nur ein
Primer im Ansatz, der die Sequenzierungs-Richtung vorgibt. Es entstehen so Amplifikate
unterschiedlicher Linge, die an unterschiedlichen Positionen ein terminierendes ddNTP
aufweisen. Da fiir jede der 4 Basen eine unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoff-Markierung
gewihlt wurde, konnen iiber die im Sequenzierer ablaufende Kapillar-Elektrophorese und
Fluoreszenzanregung Position und Base bestimmt werden. Die Komponenten einer Standard-
Sequenzierungs-PCR sowie das zugehorige Temperaturprofil sind in Tabelle 2-25 und Tabelle

2-26 zusammengefasst.

Im Anschluss an die Sequenzierungs-PCR wurde das Produkt jedes Ansatzes (separat) gefillt,
indem das Gesamtvolumen mit 80 ul HPLC-H>O, 10 ul einer 3 M Natriumacetat-Lésung (pH
4,6) sowie 250 ul 100% EtOH vereint wurde. Die Fillung erfolgte durch einen 20-miniitigen
Zentrifugationsschritt bei 8000 x g. Das Prizipitat wurde anschlieBend in 75% EtOH

gewaschen, getrocknet und fiir die Sequenzierung in 25 ul Formamid aufgenommen.

Tabelle 2-25: Zusammensetzung einer Standard-Sequenzierungs-PCR

Komponente Volumen [pl]

Terminator Ready Reaction Mix [5x] 2
Puffer 2

Primer [10 pmol/ul] 1

Plasmid-DNA [1-10 ng/ul] 1
ad 20 pl ddH,0 14

Tabelle 2-26: Temperaturprofil einer Sequenzierungs-PCR

Schritt Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen
Initiale Denaturierung 96 5 Min 1x
Denaturierung 96 15 Sek
Primer-Hybridisierung 55 15 Sek 38x
Elongation 60 4 Min

Finale Elongation 60 1 Min 1x
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2.15.9 Klonierung von Uberexpressions-Vektoren zur Herstellung rekombinanten
Proteins
Ziel war die Klonierung eines Vektors, der die Produktion sezernierten, rekombinanten AGR2-
bzw. AGR3-Proteins ermdoglicht. Dieses Protein sollte von Kooperationspartnern im
MicroBioMed-Projekt (Fraunhofer-IME, Institut fiir Molekularbiologie und Angewandte
Okologie, Aachen) in HEK 293T-Zellen erzeugt und zur Generierung monoklonaler Antikorper
gegen diese Proteine genutzt werden. Dazu wurde die jeweilige Volllangen-cDNA (ohne
Terminations-Codon) so in den Vektor pMS-L-SNAP-mut 2715 1V kloniert (siehe Abschnitt
2.13.1.2), dass sich diese in einem gemeinsamen offenen Leserahmen mit einem C-terminalen

6-fachen Histidin-Tag sowie unter Kontrolle eines CMV-Promotors befand.

2.15.9.1 PCR mit Linker-Primern

Um eine Ligation der AGR2- und AGR3-cDNA in den Zielvektor pMS-L-SNAP mut 2715 IV
zu ermoglichen wurden fiir deren Amplifikation Primer mit Nhel-bzw. Notl-
Restriktionsschnittstelle im 5°-Uberhang verwendet (siehe Tabelle 2-15). Die Amplifikation
erfolgte zwecks Reduzierung moglicher Synthesefehler anstelle der herkdmmlichen Tag- mit
der genaueren Phusion-DNA-Polymerase (New England Biolabs Inc., Ipswich, USA), wobei
der pT-REx-DEST30-Vektor mit AGR2-bzw. AGR3-Volllingen-cDNA (beide Source
BioScience LifeSciences, Nottingham, England) als Template verwendet wurde. Die

Zusammensetzung des PCR-Ansatzes ist in Tabelle 2-27 aufgefiihrt.

Tabelle 2-27: Zusammensetzung der PCR mit Linker-Primern

Komponente Volumen [pl]

HF-Puffer [5x] 5
dNTP-Mix [je 10 mM] 0,5
Primer Forward/Reverse [10 pM] 1,25
Phusion-DNA-Polymerase [2 U/ul] 0,25
Plasmid-DNA [10 ng/ul] 1
ad 25 pl H,O 15,75

2.15.9.2 Reinigung von DNA-Amplifikaten und —Fragmenten nach Restriktionsverdau
Zur Isolation von PCR-Produkten aus Agarosegelen und zur Entfernung von Enzymen oder
Puffer-Riickstinden vorausgegangener Reaktionen (wie Restriktionsverdau), wurde das

QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) gemil den Herstellerangaben verwendet.
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2.15.9.3 Restriktionsverdau und Dephosphorylierung linearer Vektor-DNA

Die generierten AGR2- und AGR3-Amplifikate mit Restriktionsschnittstellen fiir Nhel und
Notl (siehe Abschnitt 2.15.9.1) sowie der Vektor pMS-L-SNAP-mut 2715 IV (Abschnitt
2.13.1.2) wurden in einem Doppelverdau-Ansatz mit den Restriktionsendonukleasen Nhel und
Notl nach Herstellerangaben (New England Biolabs Inc., Ipswich, USA) fiir 2 Stunden bei
37°C verdaut. Zusitzlich wurde das Enzym alkalische Phosphatase (New England Biolabs Inc.,
Ipswich, USA) zum Ansatz fiir den Vektor-Verdau gegeben (Tabelle 2-28 und Tabelle 2-29).
Die Dephosphorylierung der linearisierten Vektor-DNA sollte eine Religation dieser
verhindern, um so die Ligations-Effizienz mit der AGR2- bzw. AGR3-cDNA zu erhohen.
Abschlielend wurde zur Inaktivierung der Enzyme eine Hitzebehandlung der Ansitze fiir 20

Minuten bei 80 °C durchgefiihrt.

Tabelle 2-28: Restriktionsverdau der AGR2- und AGR3-Amplifikate

Komponente Volumen [ul]

Amplifikat 19

Puffer [10x] 2

Nhel [10 U/ul] 1

NotI [10 U/ul] 1

ad 30 ul Nuklease-freies H.O 7

Tabelle 2-29: Restriktionsverdau und Dephosphorylierung des Vektors pMS-L-SNAP-mut 2715
v

Komponente Volumen [ul]

1 ug Vektor 1,3

Puffer [10x] 2

Nhel [10 U/ul] 1

Notl [10 U/ul] 1

Alkalische Phosphatase [10 U/ul] 1
ad 30 ul Nuklease-freies H.O 13,7

2.15.9.4 Ligation
Nach erfolgter Reinigung (siche Abschnitt 2.15.9.2) der verdauten Amplifikate sowie des
linearisierten, dephosphorylierten Vektors, erfolgte deren Ligation. Der Ligationsansatz ist in

Tabelle 2-30 aufgefiihrt. Der Berechnung der Menge an Insert bei Verwendung von 100 ng

3X100 ng x Insert (bp)
Vektor (bp)

linearisierter Vektor-DNA lag folgende Formel zugrunde: . Die Ligation

erfolgte bei 16 °C ii.N.
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Tabelle 2-30: Ligationsansatz

Komponente Volumen
Puffer [10x] 1
linearisierte Vektor-DNA (100 ng) 2,81
Insert-DNA (23,6 ng) 0,51
T4 DNA-Ligase [5 U/ul] 0,2
ad 10 pl ddH,O 5,48

2.15.10Transformation von E.coli
Der gesamte Ligationsansatz wurde anschlieBend mit 50 pl des chemisch-kompetenten DMS5a
E.coli-Stammes mittels Pipette vermischt und fiir 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die Aufnahme

der Vektor-DNA erfolgte durch einen Hitze-Schock von 1 Minute bei 42 °C.

Zur Vermehrung kommerziell erworbener Plasmide wurde der E.coli-Stamm JM83 fiir eine
Transformation via Elektroporation genutzt. Dazu wurden 10 ng Vektor-DNA mit 40 ul
kompetenter Zellen in einer Elektroporationskiivette durch vorsichtiges Auf-und Abpipettieren
vermischt. Das Anlegen eines Spannungsimpulses im Elektroporator von max. 2,5 kV fiir

wenige Millisekunden sollte zur Aufnahme der Plasmide in die kompetenten Bakterien fiihren.

Zur Regenerierung der chemisch- sowie elektrisch-kompetenten Zellen wurden nach
Transformation 400 pl vorgewédrmtes SOC-Medium in den Ansatz pipettiert und dieser fiir 30
Minuten bei 37 °C inkubiert. Zur Selektion transformierter Bakterien wurden 50-100 ul des
Transformations-Ansatzes unter sterilen Bedingungen auf eine LB-Ampicillin-Platte (100
ug/ml Ampicillin) ausplattiert und 4i.N. bei 37 °C inkubiert. Zur Kontrolle der verwendeten
Zellen wurden zusitzlich 50 pl transformierter Zellen auf LB-Platten ohne Ampicillin sowie
zur Kontrolle der Ampicillin-Platten das gleiche Volumen nicht-transformierter Bakterien auf

LB-Ampicillin-Platten ausplattiert und diese unter gleichen Bedingungen inkubiert.

2.15.11Inokulation von Fliissigkulturen transformierter E.coli

Fiir eine Plasmid-Mini-Préparation (Abschnitt 2.15.12) wurden 2 ml LB-Ampicillin-Medium
(100 pg/ml Ampicillin) mit Zell-Material einer herangewachsenen E.coli-Einzelkolonie mittels
steriler Pipettenspitze inokuliert und das Gefid3 fiir 16 Stunden bei 37 °C und 150 U/min
inkubiert. Fir eine Plasmid-Maxi-Pridparation (Abschnitt 2.15.13) wurde zunichst eine
Vorkultur (5 ml LB-Ampicillin-Medium in sterilem 50 ml-Erlenmeyer-Kolben) angeimpft und
diese fiir 8 Stunden bei 37 °C unter Schiitteln (150 U/min) inkubiert. Anschlieend wurden 500
ul der Vorkultur in einen 500 ml-Erlenmeyer-Kolben mit 150 ml vorgelegtem LB-Ampicillin-
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Medium {iberfithrt und diese Hauptkultur unter den obigen Bedingungen iiber Nacht

angereichert.

2.15.12Plasmid-Mini-Priparation

Die Plasmid-Mini-Pridparation wurde einer Plasmid-Klonierung angeschlossen, um so
moglichst effizient eine groBere Anzahl an Einzelklonen auf die Prédsenz des gewiinschten
Plasmids via Sequenzierung priifen zu konnen. Die Plasmid-Isolation erfolgte mithilfe des

QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) gemil} den Herstellerangaben.

2.15.13Plasmid-Maxi-Priparation
Die Plasmid-Maxi-Priparation diente zur Gewinnung von Plasmid-DNA in gro3en Mengen
und wurde mittels des NucleoBond® Xtra Maxi Kit des Herstellers Machery-Nagel (Diiren)

gemal den Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.16 Proteinchemische und immunologische Methoden

2.16.1 Herstellung von Schnitten aus humanem Gewebematerial

Die Erzeugung von Gewebeschnitten aus humanem Formalin-fixiertem, Paraffin-
eingebettetem Material fiir immunhistochemische Farbungen erfolgte mithilfe eines
Mikrotoms. Dazu wurden die Paraffinblocke in das Gerit eingespannt und Schnitte einer Dicke
von 2 um angefertigt. Diese wurden abschlieBend auf Poly-L-Lysin-beschichtete Objekttriger
gezogen und U.N. bei 37°C getrocknet. Zur histologischen Begutachtung. humaner

Frischgewebe wurden hingegen 10 um-Schnitte erzeugt.

2.16.2 Hamatoxylin-Eosin-(HE)-Farbung humaner Frischgewebe

Die HE-Firbung humaner kryokonservierter Frischgewebe diente der sicheren
mikroskopischen Diskriminierung gesunder von pathologisch-verinderten Gewebestrukturen.
Gewebeschnitte wurden dazu zunéchst fiir 2 Minuten in einer Kiivette mit Himalaun-Losung
(nach Meyer) inkubiert. Der basische Farbstoff fiihrt zur Blaufirbung anionischer
Gewebestrukturen und damit auch der Nukleinsdure-haltigen Zellkerne. Nach einem

Waschschritt mit VE-Wasser erfolgte die Anfirbung eosinophiler (kationischer) Strukturen wie
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diversen zytoplasmatischen Proteinen, Hiamoglobin und Kollagenfasern mittels Eosin-Losung
fiir eine Minute. Zur Entwésserung der gefiarbten Schnitte wurden diese in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (siehe Tabelle 2-34) inkubiert und mit Vitro-Clud ® (Langenbrinck,

Emmendingen) eingedeckelt.

2.16.3 Methylenblau-Fiarbung humaner Frischgewebe

Zur raschen Abschidtzung des Epithelanteils humaner Frischgewebe-Schnitte der Mamma
wurden Methylenblau-Préparate angefertigt. Methylenblau ist (wie Himatoxylin) ein basischer
Farbstoff und fiihrt unter anderem zur Blaufirbung von Zellkernen. Dazu wurden
Frischgewebe-Schnitte mit einigen Tropfen einer 0,1% Methylenblau-Losung benetzt und fiir
30 Sekunden gefiarbt. AnschlieBend wurde der iiberschiissige Farbstoff vorsichtig mit VE-

Wasser entfernt.

2.16.4 Immunhistochemie (IHC) an humanem Paraffinmaterial

Die immunhistochemische Firbung von Gewebeschnitten diente der histologischen
Lokalisation (zelluldre/subzelluldre bzw. extrazellulire Expression; exprimierender Zelltyp)
von Zielproteinen. In der vorliegenden Arbeit sollten hauptséichlich Expressionsunterschiede
dieser Zielproteine in Brusttumor- und korrespondierenden neoplastisch-unveridnderten
Mamma-Geweben analysiert werden. Der Detektion des Zielproteins lag eine Polymer-basierte
(Biotin/Avidin-unabhingige) Technik zugrunde: der gegen das Zielprotein gerichtete
Primirantikérper wird von einem Sekundirantikorper gebunden, welcher wiederum iiber eine
Polymerstruktur an das Enzym Meerrettich-Peroxidase (engl. Horseradish Peroxidase, HRP)
gekoppelt ist. Durch Zugabe des HRP-Substrats 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB) entsteht durch

Oxidation ein braunes, in Alkohol unlosliches Endprodukt.

2.16.4.1 Vorbehandlung von Paraffin-Gewebeschnitten fiir die IHC

Die auf Objekttragern befindlichen paraffinierten humanen Gewebeschnitte wurden ii.N. bei
37°C getrocknet. Zwecks Entparaffinierung wurden die Schnitte mit Xylol behandelt und
anschliefend in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (Tabelle 2-31).
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Tabelle 2-31: Absteigende Alkoholreihe fiir die IHC

Losung Zeit

Xylol 100% 3 x 10 Min
Ethanol 100% 1 x 5 Min
Ethanol 100% 1 x 5 Min
Ethanol 96% 1 x 2 Min
Ethanol 96% 1 x 2 Min
Ethanol 70% 1 x 1 Min
VE-Wasser 1 x 1 Min

Nach Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebe wurden diese zwecks Antigen-
Demaskierung einer Hitzevorbehandlung unterzogen. Diese Prozedur fiihrt zur erhohten
Reaktivitdt der spezifischen Gewebeantigene mit dem jeweiligen Primérantikorper [250].
Neben der Methode zur Hitze-Vorbehandlung ist die Wahl eines geeigneten Puffers
entscheidend fiir eine effiziente Antigen-Demaskierung. In Tabelle 2-32 sind Vorbehandlungs-
Methode und verwendeter Puffer fiir die in dieser Arbeit mittels Immunhistochemie

analysierten Antigene zusammengefasst.

Tabelle 2-32: Hitze-Vorbehandlung zur Antigen-Demaskierung

Antigen Puffer Methode
AGR3  Citrat-Puffer (pH 6,0) Dampfdrucktopf (20 Min)
ASPN Tris-Puffer (pH 9,0) Wasserbad (98 °C; 30 Min)
CTHRC1 Citrat-Puffer (pH 6,0) Wasserbad (98 °C; 30 Min)
NMU Citrat-Puffer (pH 6,0) Wasserbad (98 °C, 30 Min)

2.16.4.2 Immunhistochemische Firbung

Nach Abkiihlung fiir 30 Minuten bei RT wurden die Gewebeschnitte in Chamber-Slides
eingespannt und einmal mit VE-Wasser gewaschen. Die folgende immunhistochemische
Farbung wurde mithilfe des Kits UltraVision Quanto Detection System HRP DAB des
Herstellers Thermo Fisher Scientific (Fremont, CA, USA) den Herstellerangaben folgend
durchgefiihrt. Um endogene Peroxidasen zu hemmen, welche unspezifische Hintergrund-
Signale erzeugen, wurden die Schnitte mit 100 pl einer Peroxidase-Blockierungs-Losung fiir
10 Minuten inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit Waschpuffer (Dako) wurde der
entsprechende Primirantikérper in der jeweiligen Verdiinnung auf die Schnitte pipettiert

(Tabelle 2-33) und fiir 45 Minuten bei RT inkubiert.
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Tabelle 2-33: Primérantikorper-Verdiinnungen fiir die IHC

Antikorper Verdiinnung
AGR3 (ab82400) 1:1000
ASPN (HPAO008435) 1:500
CTHRCI (ab85739) 1:300
NMU (HPA025926) 1:10

Zur Entfernung unspezifisch gebundenen Primérantikorpers folgten zwei Waschschritte fiir
jeweils 5 Minuten. AnschlieBend wurden 100 ul der Primary Antibody Amplifier Quanto-
Losung fiir 10 Minuten auf die Schnitte gegeben, bevor diese durch zwei Waschschritte entfernt
wurde. Die Zugabe des iiber ein Polymer HRP-konjugierten Sekundarantikorpers (HRP
Polymer Quanto) erfolgte fir 10 Minuten bei RT. Um unspezifisch gebundenen
Sekundirantikorper griindlich zu entfernen, wurden 4 Waschschritte mit Waschpuffer und VE-
Wasser durchgefiihrt. Der visuelle Nachweis vorhandener Antigen-Antikorper-HRP-Komplexe
wurde durch Zugabe von 150 ul des Chromogens DAB je Schnitt fiir eine Inkubationszeit von
5 Minuten realisiert. Abschlieend wurden die Schnitte in VE-Wasser gewaschen und eine 5-
miniitige Gegenfarbung mit Himalaun durchgefiihrt. Nach Blduen der Schnitte in lauwarmem
Leitungswasser fiir 5 Minuten wurden die Gewebe in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Tabelle

2-34) entwissert und darauf mit Vitro-Clud® (Langenbrinck, Emmendingen) eingedeckelt.

Tabelle 2-34: Aufsteigende Alkoholreihe fiir die IHC

Losung Zeit

VE-Wasser 1 x 1 Min
Ethanol 70% 1 x 1 Min
Ethanol 96% 1 x 1 Min
Ethanol 96% 1 x 1 Min
Ethanol 100% 1 x 1 Min
Ethanol 100% 1 x 1 Min
Xylol 100% 2 x 1 Min

2.16.5 Isolation von Gesamtprotein aus humanem kryokonserviertem Frischgewebe und
humanen Mammakarzinom-Zelllinien

Fiir Proteinexpressions-Analysen humaner kryokonservierter Frischgewebe mittels Western

Blot wurden 10 x 20 um-Schnitte an einem Gefrier-Mikrotom angefertigt und in einem

vorgekiihlten 1,5 ml-Reaktionsgefid vereint. Zur Lyse des Gewebes wurden 300 ul eiskalter

RIPA-Puffer versetzt mit Protease-Inhibitoren (cOmplete Protease Inhibitor Cocktail Tablets,

Roche, Mannheim) in das Gefal} pipettiert, dieses kurz gevortext und abschliefend das Gewebe
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2 x 15 Sekunden sonifiziert (35% Intensitit, je 9 Zyklen). Zur Abtrennung der Zelltriimmer
vom Proteinlysat wurden die Proben fiir 25 Minuten bei 16000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der
Protein-haltige Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefif iiberfiihrt. Die Lagerung
erfolgte bei -80 °C. Zur Herstellung von Gesamtprotein-Lysaten aus Mammakarzinom-
Zelllinien, wurden Zellen bis zu einer Anzahl von ca. 2x10° Zellen in einer Petrischale
kultiviert, nach Zugabe von 500 ul NuPage Lyse-Probenpuffer (Invitrogen, Karlsruhe) oder
RIPA-Puffer mit einem sterilen Zellschaber von der Oberfliche gelost und in ein 1,5 ml-
Reaktionsgefdl tiberfiihrt. Nach Sonifizierung und Abtrennung der Zelltriimmer durch

Zentrifugation wurden die Proben bei -80 °C gelagert.

2.16.6 Albumin (HSA)- und IgG-Abreicherung humaner Serumproben

Serum ist der fliissige Anteil des Blutes abziiglich aller Gerinnungsfaktoren (welche noch im
Plasma vorhanden sind). Der Proteinanteil humanen Plasmas setzt sich zu 75% aus den
abundanten Proteinen Serumalbumin (HSA) und Immunglobulin der Klasse G (IgG)
zusammen, wobei dhnliche Werte fiir humanes Serum gelten [251]. Fiir den Nachweis weniger
abundanter Proteine mittels Western Blot wurde daher zunichst eine Abreicherung von HSA
und IgG mithilfe des Vivapure Anti-HSA/IgG-Kits (Sartorius, Gottingen) gemdll den
Herstellerangaben vorgenommen. Die Sédulen-basierte Technik nutzt eine Matrix bestehend aus
einem anti-HSA-Antikorper-Fragment, sowie Protein G zur Bindung der IgG-Molekiile. In
einer Sdule wurden 440 ul Sdulen-Matrix und 20 ul humanes Serum vereint und fiir 15 Minuten
bei RT auf einem Schiittler (350 U/min) inkubiert. Der Durchfluss nach Zentrifugation (1 Min,
400 x g) enthielt das HSA/IgG-abgereicherte Serum. Zur Erh6hung der Proteinausbeute wurde
die Zentrifugation dreimal mit jeweils 200 ul Bindungs-Puffer wiederholt, so dass sich ein
Gesamtvolumen von ca. 1 ml abgereicherte Probe pro 20 ul eingesetztes Serum-Volumen
ergab. Zwecks Konzentrierung und Umpufferung wurde die abgereicherte Probe zweimal
zusammen mit 4 ml sterilem 1xXPBS bei 2500 x g in einer Molekulargewichtsfilter-Sdule
(Vivaspin 6, 10 kDa MWCQO; Sartorius, Gottingen) zentrifugiert, bis ein finales Volumen von
200 pl erreicht war. Zum Laden der Probe auf ein Proteingel wurde diese 1:2 mit 2xNuPage

Lyse-Probenpuffer (Invitrogen, Karlsruhe) verdiinnt.
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2.16.7 Proteinnachweis in konditioniertem Medium humaner Mammakarzinom-
Zelllinien
Im Zuge des MicroBioMed-Projektes sollten Protein-Biomarker identifiziert werden, die im
Mammakarzinom  gegeniiber  korrespondierenden, nicht  neoplastisch-verdnderten
Kontrollgeweben stirker exprimiert werden und so den Krebszustand anzeigen kénnen. Der
Nachweis der Brustkrebserkrankung sollte iber humanes Blutserum erfolgen, so dass potentiell
sezernierte und Membran-stiandige Protein-Kandidaten mit einer hohen Wahrscheinlichkeit auf
eine Auffindbarkeit im Blutkreislauf ausgewihlt wurden. Fiir Kandidaten (hier CELSR1),
welche weder in der Literatur noch in Datenbanken als sezerniert (16sliche Proteine) bzw. fiir
die bisher kein Ektodominen-Shedding (Transmembranproteine) beschrieben wurde, sollte
zunichst deren Auffindbarkeit im Zellkulturiiberstand humaner Mammakarzinom-Zelllinien
(konditioniertes Medium) iiberpriift werden. Dazu wurde eine Zelllinie ausgewdhlt, welche eine
deutliche Protein-Expression des zu analysierenden Kandidaten im Gesamtprotein-Lysat
aufwies. Diese wurde in einer 175T-Zellkulturflasche (Corning, Tewksbury MA, USA) so
ausgesit, dass nach 24-stiindiger Inkubation in 30 ml Medium ohne fetales Kilberserum (FKS)
eine Konfluenz von ca. 80% erreicht war. Zur Detektion der Kandidatenproteine im
konditionierten Medium war es notwendig die Zellen in Medium ohne FKS zu kultivieren,
welches einen hohen Proteingehalt aufweist und damit die Detektion gering konzentrierter
Proteine erschwert. Das konditionierte Medium (30 ml) wurde im Folgenden iiber eine
Molekulargewichtsfilter-Saule (Vivaspin 20, 30 kDa MWCO; Sartorius, Géttingen) in 1xXPBS
umgepuffert und konzentriert (Endvolumen 200 pl). Fiir eine Western Blot-Analyse wurden 15
ug Protein in NuPage-Puffer (Invitrogen, Karlsruhe) verdiinnt und auf ein Proteingel geladen.
Da auch nicht-sezernierte/gesheddete Proteine durch Nekrose oder Apoptose in den
Zelliiberstand gelangen, wurde das Gesamtprotein-Lysat der kultivierten Zellen als Kontrolle
herangezogen: ergab sich im Western Blot fiir das konditionierte Medium im Vergleich zum
Gesamtprotein-Lysat ein deutlich vergroBerter Ratio aus Zielprotein- zu B-Aktin-Signal, so

wurde das Protein als sezerniert/gesheddet angesehen.

2.16.8 Konzentrationsbestimmung von Protein-Lésungen mittels Bicinchoninsiure

Die Konzentrationsbestimmung von Protein-Losungen erfolgte mithilfe des BCA Protein Assay
Kit (Thermo Scientific, Fremont, CA, USA) gemil} Herstellerangaben. Das Prinzip des 1985
von Smith et al. [252] entwickelten Verfahrens ist die Reduktion von Cu?*- zu Cu*-Ionen durch
Peptide einer Linge von mindestens 3 Aminosduren. Cu*-Ionen bilden Chelat-Komplexe mit

Peptidbindungen, welche eine Blaufirbung verursachen. Diese ist proportional zur Menge
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vorhandener Peptide bzw. Proteine. Jedes gebildete Cu*-lon chelatisiert in der Folge zwei
Bicinchoninsdure (BCA)-Molekiile, was in einer um den Faktor 100 sensitiveren Violett-
Farbung miindet, die ein Absorptionsmaximum von 562 nm aufweist und in einem Photometer
vermessen werden kann. Die exakte Bestimmung der Proteinkonzentration einer Ldsung
erfolgte unter Verwendung einer Standardreihe bekannter Proteinkonzentrationen mit bovinem

Serumalbumin (BSA).

2.16.9 Nachweis der aktiven Form kleiner G-Proteine mittels Pulldown-Assay

Kleine (monomere) G-Proteine der Ras-Superfamilie beeinflussen zahlreiche zellulire
Funktionen wie Zellzyklus-Kontrolle, Apoptose und Aktin-Zytoskelett-Organisation. In ihrem
inaktiven Zustand liegen sie in einer Guanosindiphosphat (GDP) gebundenen Form vor, kénnen
jedoch durch Bindung von Guanosintriphosphat (GTP) in ihren aktiven Zustand iibergehen
[253]. Zum Nachweis der aktiven GTP-gebundenen Form von Racl wurde ein kommerzielles
Kit (Active Racl Detection Kit) des Herstellers Cell Signaling (Danvers, MA, USA) verwendet.
Das Prinzip zur Isolation der aktiven Form von Rac1 beruht auf Verwendung eines spezifischen
Bindungspartners, der Rac/Cdc42-Bindungsdoméne der Proteinkinase PAK1 (PAK1-PBD),
welche nur die GTP-gebundene Form der beiden G-Proteine bindet. Diese Bindungsdoméne ist
zudem mit dem Enzym Glutathion-S-Transferase (GST) fusioniert, so dass der Komplex aus
Bindungsdomédne und Rac-GTP an einer Glutathion-haltigen Sdulenmatrix immobilisiert
werden kann. Die Versuche wurden zur Analyse einer differentiellen Aktivierung des kleinen
G-Proteins in stabilen NMU-Transfektanden und Kontroll-Klonen der Mammakarzinom-
Zelllinie SKBR3 (siehe Abschnitt 3.2.4.11) durchgefiihrt. Von jedem zu analysierenden
Zellklon wurden 2x10° Zellen in einer Petrischale ausgesit (10 cm Durchmesser) und iiber
einen Zeitraum von 48 Stunden bis zum Erreichen einer Konfluenz von 80% kultiviert. Nach
Waschen der Petrischale in eiskaltem 1xPBS, wurde 1 ml Lyse/Bindungs/Wasch-Puffer
versetzt mit I mM Proteinase-Inhibitor PMSF (Roth, Karlsruhe) auf die Zellen pipettiert, diese
mithilfe eines sterilen Zellschabers von der Oberfliche abgelost und die Suspension in ein 1,5
ml-Reaktionsgefil} iiberfithrt. Nach Lyse fiir 5 Minuten auf Eis wurden Zelltrimmer durch
Zentrifugation (16000 x g, 4 °C, 15 Minuten) abgetrennt und der Uberstand in ein neues Gefi
tiberfiihrt. Fiir eine genaue Vergleichbarkeit der einzelnen Zelllysate wurde deren
Proteinkonzentration auf 1 pg/ul eingestellt. Nach Aquilibrierung einer Gluthation-Agarose-
haltigen Sdule wurden 20 pg GST-PAKI-PBD und 550 pg Zelllysat in der Séule vereint. Nach
kurzem Vortexen der Probe erfolgte die Prézipitation aktiver Racl-Proteine fiir 1 Stunde bei 4

°C auf einem Schiittler (150 U/min). Nach Zentrifugation der Losung (6000 x g, 20 Sekunden)
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wurde die Sdule zur Ablosung unspezifisch gebundener Proteine dreimal mit 400 pl
Lyse/Bindungs/Wasch-Puffer gewaschen und schlielich aktives G-Protein durch Zugabe von
50 ul SDS-Probenpuffer mit 200 mM DTT durch Zentrifugation (6000 x g, 2 Minuten) in ein
neues Reaktionsgefdl eluiert. Fiir eine Western Blot-Analyse wurden 25 pl denaturiertes (95
°C, 5 Minuten) Eluat auf ein Gel aufgetragen. Zur Normierung der Western Blot-Signale fiir
Rac1-GTP wurde der Ratio der Signale fiir Rac1-GTP und der Gesamtmenge zelluldren Racl-
Proteins gebildet.

2.16.10SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese nach Laemmli [254] ist eine
Methode zur Separierung von Proteinen nach Molekulargewicht. Die Gelmatrix aus Acrylamid
und Bisacrylamid ldsst sich in ein Sammelgel (3-4%, pH 6,8) sowie ein Trenngel (5-25%, pH
8,8) gliedern. Zur Denaturierung der Proteine werden diese in einem Puffer aufgekocht, der
sowohl das Reagenz Dithiothreitol (DTT) zur Reduktion bestehender Disulfidbriicken als auch
das anionische Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) enthédlt. SDS lagert sich an die
Polypeptidketten an (ca. 1,4 g SDS/1 g Polypeptid) und iiberdeckt so deren Eigenladung.
Daraus ergibt sich fiir jedes Polypeptid ein gleiches Ladungs-Massenverhiltnis, so dass die
Auftrennung der Proteine im Gel im elektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht
(Kettenlidnge) erfolgt. Die Funktion des groBporigen Sammelgels besteht in der Konzentrierung
der Proteine vor deren Ubergang in das kleinporige Trenngel, in dem schlieBlich die
Separierung der Proteine nach Molekulargewicht erfolgt (Siebeffekt). Das im Laufpuffer
enthaltene Glycin (Folge-Ion) liegt im leicht sauren Sammelgel als Zwitterion mit neutraler
Nettoladung vor und weist somit eine geringe elektrophoretische Mobilitét auf, wohingegen die
Chlorid-Ionen (Leit-Ionen) im Puffer mit hoher Mobilitét in Richtung Anode wandern. In der
Ladungstriger-armen Zone zwischen Folge-und Leit-lonen kommt es zur Konzentrierung

(,,Stapelung®) der negativ geladenen Proteine (protein stacking).

Fiir die Durchfiihrung der SDS-PAGE wurde das NuPAGE-System des Herstellers Invitrogen
(Karlsruhe) genutzt. Die zu analysierenden Proteinproben wurden in 1xNuPage-Probenpuffer
(Invitrogen, Karlsruhe), versetzt mit DTT, fiir 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht. Je nach
Proteinkonzentration wurden Volumina zwischen 15 bis 35 ul der Probe auf ein Proteingel
aufgetragen. Es kamen sowohl 5-12% Tris-Glycin-Gradientengele (NuPage, Invitrogen,
Karlsruhe) zur Auftrennung von Proteinen im Molekulargewichtsbereich von 15 kDa bis 150

kDa als auch 3-8% Tris-Acetat-Gradientengele (NuPage, Invitrogen, Karlsruhe) zwecks
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Separierung groBer Proteine (klarer Auftrennungsbereich von 40 kDa bis 500 kDa) zum
Einsatz. Fiir die Gelelektrophorese wurde das XCell SureLockTM Mini-Cell System (Invitrogen,

Karlsruhe) verwendet.

2.16.11Westernblotting und Immunodetektion

Zum Nachweis bestimmter Proteine in einer Probe werden die zunéchst tiber eine SDS-PAGE
nach Molekulargewicht aufgetrennten Polypeptide unter Erhaltung des Separierungs-Musters
auf eine Tragermembran transferiert (Western Blot). Ein senkrecht zum Proteingel angelegtes
elektrisches Feld fiihrt zur Wanderung der negativ geladenen SDS-Polypeptid-Komplexe aus
dem Gel in Richtung Anode, wobei diese iiber hydrophobe Wechselwirkungen an der auf das

Polyacrylamid-Gel aufgelagerten Membran haften bleiben.

Der Western Blot wurde mithilfe eines Tank-Blot-Systems des Herstellers Biorad (Miinchen)
nach Herstellerangaben durchgefiihrt. Nach 5-miniitiger Aktivierung der Polyvinylidenfluorid
(PVDF)-Membran in Methanol wurden Proteingel und Luftblasen-frei aufgelagerte Membran
(Biorad, Miinchen) beidseitig von jeweils einem dufleren Kunststoffschwamm (Biorad,
Miinchen) und einem innen liegenden saugfiahigen Whatmann-Filterpapier umschlossen.
Dieses sogenannte Sandwich wurde anschlieBend in die mit Transferpuffer-gefiillte
Blotkammer eingebracht. Um eine Kiihlung wihrend des Westernblottings zu gewihrleisten
wurde zusétzlich ein Kiihlelement in der Kammer installiert. Der Transfer der Proteine auf die
Trigermembran erfolgte fiir 1 Stunde bei konstanter Spannung von 100 V. Zur Kontrolle eines

erfolgreichen Transfers wurde eine Ponceau S-Firbung (siehe Abschnitt 2.16.12) durchgefiihrt.

Immunodetektion

Der Nachweis bestimmter auf der Trigermembran befindlicher Proteine erfolgt durch das
Prinzip der indirekten Immunodetektion, bei der zunéchst ein Primérantikorper das auf der
Membran befindliche Ziel-Epitop bindet. AnschlieBend wird ein gegen den Primirantikorper
gerichteter Enzym-konjugierter Sekundérantikorper hinzugefiigt, der eine Detektion iiber eine
Enzym-Substrat-Reaktion gestattet.

Im Anschluss an den Transfer wurde die Membran einmalig fiir 5 Minuten in Waschpuffer
(1xXTBS mit 0,1% Tween-20) zur Entfernung von Transferpuffer-Riickstinden geschwenkt. Zur
Reduzierung unspezifischer Antikorperbindungen wurde die Membran in Blocking-Losung

(5% Milchpulver oder BSA in 1xTBS mit 0,1% Tween-20), abhingig vom jeweiligen
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Antikorper, fiir 1 Stunde bei RT oder ii.N. bei 4 °C auf einem Schiittler inkubiert. Anschlieend
wurde der jeweilige Primérantikorper fiir 1 Stunde bei RT oder ii.N. bei 4 °C unter Schwenken
auf der Membran inkubiert (siehe Tabelle 2-35). Nach dreimaligem Waschen der Membran fiir
jeweils 5 Minuten mit Waschpuffer (Entfernung unspezifisch gebundenen Primérantikorpers)
wurde der Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelte Sekundirantikorper (Dako) nach
Herstellerangabe fiir 1 Stunde bei RT unter Schwenken auf der Membran inkubiert. Erneut
wurden durch dreimaliges Waschen (je 5 Minuten) unspezifisch gebundene
Sekundérantikorper-Molekiile entfernt. Die Visualisierung der Proteinbanden in einer durch die
HRP katalysierten Chemilumineszenz-Reaktion, wurde durch Verwendung des ECL Western
Blotting Substrate (Pierce, Rockford, USA) bzw. das SuperSignal West Femto Maximum

Sensitivity Substrate gemil} den Herstellerangaben erreicht.

Tabelle 2-35: Primirantikorper fiir die Inmunodetektion im Western Blot

Primérantikorper  Verdiinnung und Puffer Zeit und Temperatur

AGR2 (HPA007912) 1:250; MP i.N., 4 °C
AGR3 (ab82400) 1:1000; MP 1 Stunde, RT
ASPN (HPA008435) 1:250; MP 1 Stunde, RT
B-Aktin (A5441) 1:5000; MP i.N., 4 °C
B-Tubulin (ab6046) 1:500; MP i.N., 4 °C
CD44 (156-3C11) 1:1000; BSA i.N., 4 °C
CELSR1 (E-19) 1:500; MP i.N., 4 °C
CELSR1 (ABT119) 1:500; MP i.N., 4 °C
CTHRCI (ab85739) 1:500; MP 1 Stunde, RT
c-Myc (D84C12) 1:1000; BSA i.N., 4 °C
DKKI1 (#4687) 1:1000; BSA i.N., 4 °C
LRP6 (C47E12) 1:1000; BSA i.N., 4 °C
P-LRP6 (2568) 1:1000; BSA i.N., 4 °C
NKD2 (C67C4) 1:1000; BSA i.N., 4 °C
NMU (HPA025926) 1:250; MP 1 Stunde, RT
Racl (Kit #8815) 1:1000; BSA i.N., 4 °C

MP: 5% Milchpulver in TBS mit 0,1% Tween-20; BSA: 5% bovines Serumalbumin in TBS mit 0,1%
Tween-20; ii.N.: iiber Nacht; RT: Raumtemperatur

2.16.12Ponceau S-Firbung

Zum Nachweis eines erfolgreich verlaufenen Western Blots wurden die auf die Trigermembran
transferierten Proteine mittels Ponceau S-Losung fiir 5 bis 10 Minuten bei RT unter Schwenken
gefiirbt (Detektionsgrenze: 5-15ng/mm?). AnschlieBend wurde iiberschiissige Losung solange
mit ddH>O von der Membran gewaschen, bis die angefarbten Proteinbanden deutlich sichtbar

waren.
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2.16.13Peptid-Kompetitions-Assay (PCA)

Der Peptid-Kompetitions-Assay stellt eine gingige Moglichkeit dar, die Spezifitit der in einem
Western Blot-Experiment erhaltenen Banden zu iiberpriifen. Dazu wird der Primérantikrper
vor seiner Zugabe auf die Membran mit einem ca. 2,5- bis 5-fachen Masseniiberschuss an
Blocking-Peptid inkubiert (bzw. 200-facher molarer Uberschuss an Peptid). Dieses Peptid
entspricht dem zu seiner Generierung verwendeten Immunisierungs-Peptid, welches dem
Wirtstier injiziert wurde. Der so neutralisierte Antikorper wird anschlieBend mit der Membran
inkubiert. Aufgrund seiner belegten Bindungsstellen kann keine spezifische Bindung an die auf
der Membran befindlichen Epitope erfolgen (Kompetition). Parallel wird der gleiche Ansatz
ohne Blocking-Peptid durchgefiihrt. Durch den direkten Vergleich der Bandenmuster beider
Ansitze konnen so spezifische von unspezifischen Banden unterschieden werden. Dabei gelten
nur solche Banden als spezifisch, die im Ansatz mit Blocking-Peptid nicht mehr vorhanden

sind.

Der Kompetitions-Assay wurde in der vorliegenden Arbeit zur Etablierung des CELSRI1-
Antikorpers (E-19) der Firma Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) genutzt. Fiir
die Peptid-Kompetition wurde diejenige Antikorper-Verdiinnung gewihlt, die in Vorversuchen
zur Detektion eines Bandenmusters bestehend aus multiplen Banden fiihrte: 1:500 mit 5%
Milchpulver in 1xTBS/0,1% Tween-20 (siehe Tabelle 2-35). In einen der zwei Ansétze wurde
nun das zugehorige Blocking-Peptid E-19 P (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)
in einem 2,5-fachen Masseniiberschuss (relativ zum Antikorper) hinzugefiigt. In den
Kontrollansatz ohne Peptid wurde ein dquivalentes Volumen an Puffer zugegeben. Beide
Ansitze wurden anschlieBend fiir 30 Minuten bei RT auf einem Schwenktisch inkubiert. Auf
zwel identische Protein-Membranen wurde nun jeweils einer der beiden Antikorper-Ansitze

hinzugefiigt und die Immunodetektion wie unter 2.16.11 beschrieben, durchgefiihrt.

2.16.14Quantitativer Antigen-Nachweis in humanem Blutserum mittels ELISA

Im Zuge des MicroBioMed-Projektes identifizierte Serums-Biomarker-Kandidaten zur
Erkennung von Brustkrebs, sollten innerhalb der letzten Validierungsstufe in humanen Seren
von Brustkrebs-Patientinnen sowie gesunder Spenderinnen detektiert werden. Das genutzte
quantitative Nachweisverfahren war der sogenannte Sandwich-ELISA (Enzyme-linked
immunosorbent assay). Voraussetzung fiir diese Methode ist, dass der zu detektierende Analyt
mindestens zwei verschiedene Epitope aufweist, die von zwei unterschiedlichen

Primirantikdrpern — einem Fang-Antikorper zur Immobilisierung des Antigens sowie einem
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Detektions-AntikOrper zur Signalgenerierung — gebunden werden konnen [255]. Auf der
Oberfliache der Kavitidten einer 96-Well-Platte wird der Fang- Antikorper immobilisiert. Nach
Zugabe eines Proben-Aliquots in die Kavitit kommt es zur Bindung darin befindlicher
spezifischer Antigene an den Fang-Antikorper. AnschlieBend erfolgt die Komplettierung des
wandwichs*“ durch Bindung des primédren Detektions-Antikorpers an das noch freie Epitop.
Die Signalgenerierung wird durch Zugabe eines Enzym-gekoppelten Sekundirantikorpers
ermoglicht, der nach Substrat-Applikation eine quantifizierbare Farbreaktion katalysiert
(Abbildung 2-4). Die Quantifizierung komplexer Proben (Matrizes) wie Serum mittels
Antikorper-basierter Messverfahren wird hidufig durch den sogenannten Matrix-Effekt
erschwert. Dieser bezeichnet einen storenden Einfluss durch in der Proben-Matrix befindliche
Komponenten auf die Quantifizierung und fithrt zu Messfehlern [256]. Ein weiteres zu
beriicksichtigendes Phidnomen stellt der Hook-Effekt dar [257], der im Fall sehr hoher
Analyten-Konzentrationen eintritt. Dies fiihrt zu einer Sittigung der Assay-Antikorper und
resultiert in gemessenen Konzentrationen, die deutlich unterhalb der realen liegen. Durch

Verdiinnung der Probe konnen diese Effekte oft reduziert oder umgangen werden.

fi?éﬁii A Antigen
A Fang-Antikorper
Substrat
* Detektions-Antikorper
Y x Enzym-konjugierter
96-Well-Platte Sekundérantikérper

Abbildung 2-4: Prinzip des Sandwich-ELISA. An einer Oberfliche (hier: 96-Well-Platte)
immobilisierte primdre Fang-Antikorper binden nach Zugabe eines Analyten die darin befindlichen
spezifischen Antigene. Ein zweiter Primérantikorper (Detektions-Antikorper) bindet an ein weiteres,
freies Epitop des iiber den Fang-Antikorper immobilisierten Antigens. Nach Applikation eines gegen
den Detektions-Antikdrper gerichteten Enzym-konjugierten Sekundirantikorpers, erfolgt die
Signalgenerierung durch enzymatischen Substrat-Umsatz in ein farbiges Produkt. (Verdndert nach
Sandwich ELISA Protocol Summary, Abcam).

Die Analyse der Serums-Konzentrationen wurde mithilfe kommerziell erhéltlicher Sandwich-
ELISA-Kits fiir die Kandidaten ASPN (ASPN ELISA Kit, Cusabio, Wuhan, China), AGR2
(ELISA Kit for AGR2, USCN Life Science Inc, Wuhan, China), AGR3 (AGR3 ELISA Kit,
Cusabio, Wuhan, China) und CTHRC1 (ELISA Kit for CTHRCI, USCN Life Science Inc,
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Wuhan, China) gemdll den Herstellerangaben durchgefiihrt. Fiir jedes ELISA-Kit wurde in
einem Vorversuch die optimale Verdiinnungsstufe der Serum-Proben zwecks Ausschluss von
Messfehlern verursacht durch Hook- sowie Matrix-Effekt ermittelt. Um eine systematische
Messabweichung (Bias) verursacht durch festgelegte Lokalisation der beiden zu
vergleichenden Versuchsgruppen auf der ELISA-Platte zu umgehen, wurde die Anordnung von
Brustkrebs- und Kontroll-Seren randomisiert. Die Vermessung jeder Probe erfolgte zudem in

Doppelbestimmung.

2.17 Zellbiologische Methoden

2.17.1 Kultivierung humaner Zelllinien

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen (an einer Sterilbank) zur
Vermeidung von Kontaminationen (Bakterien, Pilze) durchgefiihrt. Die Kultivierung der
Zelllinien in einem Inkubator (37 °C, CO»-Sittigung von 5%, 95% Luftfeuchtigkeit) erfolgte,
abhéngig von der vorhandenen Zellmenge, in Kulturflaschen mit folgenden Flachen: T25 (25
cm?), T75 (75 cm?) und T175 (175 cm?). Zusitzlich wurden Petrischalen mit einem
Durchmesser von 10 cm genutzt. Die Zusammensetzung der Zellkulturmedien fiir die einzelnen
Mammakarzinom-Zelllinien ist in Abschnitt 2.6 dargestellt. Das Medium wurde zwecks
akkumulierender Stoffwechselprodukte und dem Verbrauch der enthaltenen Nihrstoffe alle

zwei bis drei Tage erneuert.

2.17.2 Ernte humaner Zelllinien

Bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 70-80% wurde das Zellkulturmedium abgesaugt, die
Zellen einmal in 1XPBS gewaschen und diese anschlieBend durch Inkubation fiir 5 Minuten bei
37 °C mit einer Trypsin-EDTA-Losung von der Oberfliche der Kulturgefdle abgelost. EDTA
fiihrt zur Komplexierung zweiwertiger Kationen wie Mg?* und Ca®*, welche eine zentrale Rolle
fiir die Zell-Matrix-Adhésion haben. Trypsin bewirkt den proteolytischen Abbau von an der
Adhision beteiligten Proteinen. Der Verlauf der Ablosung wurde lichtmikroskopisch
kontrolliert. Durch Zugabe von FKS-haltigem Medium wurde die proteolytische Reaktion
abgestoppt. Die Zellen wurden anschlie3end pelletiert (250 x g, 5 Minuten) und nach Aufnahme
in frisches Medium entweder fiir Zellkultur-Experimente ausgesidt sowie zur

Kryokonservierung oder Isolation von Protein und Nukleinsduren verwendet.
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2.17.3 Kryokonservierung und Inkulturnahme humaner Zelllinien

Zur Kryokonservierung von Zelllinien wurden diese wie unter Abschnitt 2.17.2 beschrieben
nach Erreichen entsprechender Konfluenz von 80% in einer T75-Zellkulturflasche mit Trypsin-
EDTA geerntet und pelletiert. Das Zellpellet wurde darauf in 3 ml Einfriermedium mit 10%
Dimethylsulfoxid (DMSO) wund 20% FKS resuspendiert. DMSO fungiert als
Gefrierschutzmittel, indem es in die Zellmembran eindringt und die Bildung von Eiskristallen
wihrend des Einfrierprozesses unterbindet, welche zum Absterben der Zellen fiihren konnen.
Da DMSO zudem zytotoxisch wirkt wurde die Zellsuspension in Kryordhrchen tiberfiihrt (1
ml-Aliquots) und diese fiir eine moglichst geringe Verstoffwechselung des Zellgifts umgehend
auf Eis gelagert. Zum Einfrieren der Zellen (ii.N., -80 °C) wurden die Kryoréhrchen in einen
mit Isopropanol gefiillten Einfrierbehilter (Mr. Frosty, Thermo Scientific, Waltham, USA)
eingebracht, welcher eine zellschonende Abkiihlungsrate (-1 °C/Minute) gewihrleistet. Die
Lagerung der Zellen erfolgte ab dem nédchsten Tage in fliissigem Stickstoff (-196 °C).

Zur Inkulturnahme eingefrorener Zellen wurde ein 1ml-Aliquot auf Eis aufgetaut und dieses in
eine T75-Kulturflasche mit vorgelegtem Zellkulturmedium mit 20% FKS (10 ml) iberfiihrt.
Zur Entfernung von DMSO-Resten und toten Zellen erfolgte bereits am néchsten Tag ein

Mediumwechsel.

2.17.4 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl in einer Zellsuspension erfolgte mithilfe des CASY® Cell Counter
and Analyser (OLS OMNI Life Science, Bremen). Nach Aufnahme eines 100 pl-Aliquots in
9,9 ml isotonische Messlosung (Casyton, OLS OMNI Life Science, Bremen) wurde die
Messkapillare des Gerites in die Messlosung eingetaucht. Die unter elektrischer Spannung
stehende Kapillare weist eine Messpore auf, durch die nacheinander Zellen eingesaugt werden.
Bei Durchtritt einer Zelle durch die Pore kommt es zu einer Anderung des elektrischen
Stromflusses: vitale Zellen mit intakter Zellmembran blockieren den Stromfluss und generieren
ein Volumen-abhingiges Signal. Tote Zellen/Zelltriimmer erlauben aufgrund ihrer Membran-

Perforation das Schliefen des Stromkreises und werden ebenfalls groenspezifisch erfasst.

2.17.5 Generierung stabiler genetisch-verinderter Mammakarzinom-Zelllinien
Die Erzeugung stabil genetisch-verdnderter Mammakarzinom-Zelllinien (stabile Transfektion)
diente in der vorliegenden Arbeit der erstmaligen funktionellen Analyse der Gene AGR3 und

NMU im humanen Mammakarzinom. Mithilfe dieser generierten Tumor-Modelle sollte in
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nachfolgenden in vitro-Experimenten (siche Abschnitt 2.18) die Bedeutung der Kandidaten fiir
die Vermittlung fundamentaler Krebszell-Eigenschaften, die entscheidend fiir Entstehung und
Progression des humanen Mammakarzinoms sind [37], untersucht werden. Fiir die
Uberexpression der Gene AGR3 in BT549 und NMU in den Zelllinien SKBR3 und Hs578T
wurde der kommerziell erhiltliche Vektor pT-REx-DEST30 mit der jeweiligen Volllingen-
cDNA des Gens (Source BioScience LifeSciences, Nottingham, England) sowie der
korrespondierende Leer-Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) in die Zellen eingebracht (Abschnitt
2.13.1.1). Ein RNA-Interferenz (Abschnitt 2.17.6) vermittelter Expressionsverlust von AGR3
in der Zelllinie MCF7 wurde mithilfe eines kommerziell erhiltlichen shRNA-Plasmids
(Qiagen, Hilden) (Abschnitt 2.13.2) durchgefiihrt. Um den Erhalt stabil genetisch-verdnderter
Zellen zu gewihrleisten und nicht-transfizierte Zellen zu entfernen (Selektion), wurden die
Zellen nach Transfektion in Medium mit dem Antibiotikum G418 (Invitrogen, Karlsruhe)

kultiviert.

2.17.5.1 G418-Konzentrationsbestimmung

Die Aufnahme der in den Abschnitten 2.13.1.1 und 2.13.2 beschriebenen Vektoren in die Zelle
fiihrt aufgrund eines Plasmid-kodierten Neomycin-Resistenzgens zur Unempfindlichkeit der
Transfektanden gegeniiber dem Antibiotikum G418. Die Selektion erfolgreich transfizierter
Zellen erfolgte daher liber den Zusatz von G418 in das Zellkulturmedium. Die optimale, letale
G418-Konzentration wurde ermittelt, indem 2-3x10° Zellen (abhiingig von der Zelllinie) in den
Kavititen steriler 6-Well-Platten ausgesit wurden. Am nédchsten Tage erfolgte die Zugabe von
G418 in unterschiedlichen Konzentrationen. Als Kontrolle fungierte ein Ansatz ohne G418.
Die Inkubation in G418-haltigem Medium erfolgte iiber einen Zeitraum vom 14 Tagen, wobei
das Medium alle zwei Tage erneuert wurde. Als optimale, letale G418-Konzentration wurde
die niedrigste Konzentration erachtet, die zum Absterben aller Zellen fiihrte. Tabelle 2-36 zeigt
die ermittelten letalen G418-Konzentrationen fiir die in dieser Arbeit stabil transfizierten

Mammakarzinom-Zelllinien.

Tabelle 2-36: Letale G418-Konzentrationen

Zelllinie letale G418-Konzentration [pug/ml]

BT549 400
Hs578T 600
MCF7 350

SKBR3 1000
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2.17.5.2 Lipofektion

Am Vortag der Transfektion wurden 2-3x10° Zellen/Well in 6-Well-Platten ausgesiit, so dass
fiir diese eine Konfluenz von 70-80% erreicht wurde. Die Transfektion wurde geméall den
Herstellerangaben mithilfe des FuGene HD Kit der Firma Roche (Mannheim) durchgefiihrt.
Die Aufnahme der DNA in die Zelle erfolgt durch Bindung der negativ geladenen DNA an die
positiv geladene Oberfldache von Liposomen im Reagenz. Die DNA gelangt schlielich durch
Fusion von DNA-Liposomen-Komplexen mit der eukaryotischen Zellmembran in die Zelle
(Lipofektion). Das optimale Verhiltnis von Vektor-DNA-Menge zum Volumen an FuGene
HD-Reagenz wurde in einem Vorversuch fiir jede Zelllinie ermittelt, wobei sich fiir alle in
Tabelle 2-36 aufgefiihrten Zelllinien ein Verhiltnis von 2 ug Vektor-DNA zu 6 ul und 8 ul
FuGene HD als geeignet erwies. Tabelle 2-37 zeigt das Transfektions-Schema, welches allen

durchgefiihrten stabilen Transfektionen dieser Arbeit zugrunde liegt.

Tabelle 2-37: Transfektions-Schema

Ansatz Funktion Vektor-DNA [ugl FuGene HD [nl] ddH,O [ul]
A Selektionskontrolle - - 100
B Reagenzkontrolle - 8 92
C Voll-Vektor 6:2 2 6 94
D Voll-Vektor 8:2 2 8 92
E Leer-Vektor 6:2 2 6 94
F Leer-Vektor 8:2 2 8 92

Nach sorgfiltigem Mischen erfolgte eine Inkubation der Transfektionsansétze fiir 10 Minuten
bei RT. AnschlieBend wurde das Gemisch tropfenweise auf die in 2 ml Medium befindlichen
Zellen pipettiert. Nach einer Kultivierungszeit von 72 Stunden wurden die Zellen in den
Ansitzen A, C, D, E und F durch Trypsinieren geerntet (Ansatz B wurde verworfen). Zur
Generierung eines Pools aus verschiedenen stabilen Transfektanden wurden die geernteten
Zellen in eine T75-Kulturflasche mit 10 ml G418-haltigem Medium iiberfithrt und diese vor
threr Verwendung in Experimenten fiir mindestens 14 Tage unter Selektionsdruck kultiviert.
Zur Selektion von stabilen Einzelklonen wurde das geerntete Zellpellet in 10 ml Medium
resuspendiert und die Zellsuspension entsprechend dem in Tabelle 2-38 aufgefiihrten Schema

in Petrischalen (10 cm Durchmesser) mit G418-haltigem Medium verdiinnt.
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Tabelle 2-38: Verdiinnungsschema fiir Einzelklon-Isolierung

Verdiinnung 1:10 1:20 1:50 1:100 1:200 1:300 1:500 1:1000
Medium [ml] 9 95 98 99 995 997 998 999
Zellsuspension [ml] 1 05 02 01 0,05 003 002 0,01

Die Kultivierung der Zellen in G418-haltigem Medium (siehe Tabelle 2-36) erfolgte fiir
mindestens 14 Tage. Erst nach vollstandigem Absterben der mitgefiihrten, nicht-transfizierten
Wildtypzellen (Selektionskontrolle, Ansatz A) wurde mit der Isolierung stabiler Einzelklone
begonnen. Dazu wurden die bereits makroskopisch sichtbaren Kolonien (Einzelklone) in den
Petrischalen (Ansidtze C bis F) durch Auflage von Klonierungsringen und anschliefender
Zugabe von Trypsin in die so entstandenen isolierten Kompartimente von der Petrischale
abgelost und in einzelne Kavititen von 96-Well-Platten iiberfiihrt. Nach Erreichen einer
Konfluenz von 80-90% wurden die Klone in ein ndchstgroB3eres Platten- (48-, 24-, 6-Well) bzw.
Kulturflaschen-Format (T25, T75) umgesetzt. Zur Uberpriifung der stabilen Integration der
Konstrukte in das Genom wurden DNA-Proben und fiir die Expressionsanalyse des jeweiligen

Gens RNA- sowie Proteinproben isoliert.

2.17.6 RNA-Interferenz (RNAi)

Das Phidnomen der effektiven Abschaltung der Genexpression iiber dsSRNA wurde 1998
erstmals von Fire und Kollegen beschrieben [258]. Diese injizierten dsSRNA in den Nematoden
C. elegans und beobachteten neben einer Abschaltung der Zielgen-Expression eine stabile
Weitergabe dieser Gen-Stilllegung an die Nachkommen (RNA-Interferenz, RNAi). RNAI ist
ein natiirlich vorkommender Prozess in Eukaryoten, dessen funktioneller Ursprung vermutlich
die Abwehr bzw. Stilllegung von RNA-Viren und Transposons ist [259]. Die Existenz von
dsRNA in der Euzyte fiihrt vermittelt durch die Doppelstrang-spezifische RNase III ,,Dicer*
zur Spaltung dieser in siRNAs (small interfering RNAs) einer Ldange von 21 bis 23 Nukleotiden
mit beidseitigem 3°‘-Uberhang aus je 2 Nukleotiden. Der zur Ziel-mRNA komplementire
Einzelstrang der siRNA (guide strand) wird in einen Multiprotein-Komplex inkorporiert
(RISC, RNA-induced silencing complex) und vermittelt so die post-transkriptionelle
Degradation der Ziel-mRNA [260].

In dieser Arbeit wurde ein transienter Expressionsverlust von CELSRI in der Zelllinie MCF7
sowie CTHRC1 in BT549 mittels siRNA-Transfektion (siche Abschnitt 2.14) induziert. Zudem
wurde durch Einbringung eines shRNA (short hairpin RNA)-Plasmids ein stabiler
Expressionsverlust von AGR3 in der Zelllinie MCF7 generiert (siehe Abschnitt 2.17.5). Die
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vom stabil im Genom integrierten Vektor kodierte RNA bildet durch intramolekulare
Basenpaarung eine Haarnadelstruktur mit doppelstrangigem Anteil aus, der wie oben
beschrieben, die Erzeugung von siRNAs induziert. Fiir die transiente siRNA-Transfektion
wurden siRNAs sowie das Transfektionsreagenz HiPerfect vom Hersteller Qiagen (Hilden)
bezogen. Fiir beide Zellmodelle und Ziel-Gene wurde in Vorversuchen ein Protokoll etabliert.
Fiir den Knockdown von CTHRC1 in BT549 sowie CELSRI in MCF7 wurden am Vortag der
Transfektion 2x10° Zellen in den Kavititen einer 6-Well-Platte ausgesit. Die Transfektion
erfolgte am nédchsten Tag mit insgesamt 600 ng CTHRCI-spezifischer (je 300 ng zweier
verschiedener siRNAs) bzw. 300 ng CELSRI-spezifischer siRNA (je 150 ng zweier
verschiedener siRNAs). Als Negativkontrolle wurde jeweils die entsprechende Menge einer
kommerziellen, artifiziellen siRNA (Qiagen) verwendet, die keine Homologie zum
menschlichen Genom aufweist. Nach 8-miniitiger Inkubation der siRNAs mit dem
Transfektionsreagenz wurde der Ansatz tropfenweise auf die in 2,3 ml Medium (ohne LG/PS)
befindlichen Zellen pipettiert. Nach 72 Stunden wurde der konfluente Zellrasen trypsiniert, die
gleiche Anzahl an Zellen ausgesit und diese nach obigem Protokoll direkt erneut transfiziert.
Zwei Tage spiter (nach 120 Stunden) konnten die Experimente mit dem CTHRCI-Knockdown-
Modell begonnen werden. Fiir das CELSRI-Modell wurde eine dritte Transfektion (nach 144
Stunden) durchgefiihrt und die Versuche nach insgesamt 192 Stunden gestartet. In Tabelle 2-39

ist die Zusammensetzung der Transfektionsansitze aufgefiihrt.

Tabelle 2-39: Zusammensetzung Ansatz fiir siRNA-Transfektion

Komponente CTHRCI (600 ng) CELSRI (300 ng)

siRNA, 1uM [ul] 48 24
Medium?® [ul] 52 76
HiPerfect [ul] 12 12

a: ohne FKS und LG/PS

2.18 Funktionelle in vitro-Experimente

2.18.1 XTT-Proliferationstest

Die Analyse des Zellwachstums von Mammakarzinom-Zelllinien wurde mithilfe des X7TT Cell
Proliferation Kit Il (Roche, Mannheim) durchgefiihrt. Der Assay basiert auf der Reduktion des
Tetrazolium-Salzes XTT zu einem wasserldslichen, organgefarbenen Formazan-Salz vermittels

des mitochondrialen Succinat-Tetrazolium Reduktase Systems in metabolisch-aktiven (vitalen)
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Zellen [261]. Die Menge gebildeten Formazans (Absorption von Licht einer Wellenldnge
zwischen A=450 nm und A=500 nm) korreliert direkt mit der Anzahl vitaler Zellen im
analysierten Ansatz und konnte iiber Messung an einem Spektralphotometer (Infinitive 500,
Tecan) quantifiziert werden. Anstelle der direkten Messung der Zellproliferation wurde folglich
die Anzahl vorhandener lebender Zellen (Resultat aus Proliferation und Apoptose) zu
verschiedenen Zeitpunkten einer Messreihe ermittelt (nach 24, 48, 72, 96 Stunden nach
Zellaussaat). Dazu wurden 1000 Zellen jeder Versuchsgruppe im 6-fachen Ansatz in einer 96-
Well-Platte ausgesidt und in einem Brutschrank inkubiert (4 Platten insgesamt). Als
Negativkontrolle wurden auf jeder Platte 2 Wells mit (zellfreiem) Medium mitgefiihrt. 24
Stunden nach Aussaat erfolgte die erste Messung, welche zur Normierung der darauffolgenden
Messwerte genutzt wurde. Nach Erneuerung des Mediums (100 ul) wurden 50 pl des
aktivierten XTT-Reagenz in jedes Well pipettiert. Zur Aktivierung wurde dem XTT-Reagenz
zuvor ein Elektronenkopplungs-Reagenz im Verhiltnis 1:50 zugesetzt. Nach einer Inkubation
fiir 4 Stunden bei 37 °C im Brutschrank erfolgte die Quantifizierung der Farbreaktion am
ELISA-Reader. Die erhaltenen Absorptions-Werte bei A=492 nm wurden durch Subtraktion der

Messwerte bei A=650 nm (unspezifische Absorption) korrigiert.

2.18.2 Koloniebildungstest (Colony Formation Assay, CFA)

Der Koloniebildungstest stellt neben dem XTT-Proliferationstest eine Methode zur
Quantifizierung des Zellwachstums (Resultat aus Proliferation und Apoptose) dar. Zudem gibt
der Assay Aufschluss iiber die Fihigkeit der Zellen zur Koloniebildung und gestattet zusétzlich
anhand der Analyse ihrer Morphologie Riickschliisse auf Progressions-assoziierte
Zelleigenschaften (Migration, Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhésion) zu ziehen. Von jeder
Versuchsgruppe wurden 1000-2000 Zellen/Well einer 6-Well-Platte in 2 ml Medium ausgesiit,
wobei jede Gruppe in Dreifachbestimmung analysiert wurde. Fiir stabile Einzelklone wurde der
Selektionsdruck durch Zugabe der entsprechenden Menge G418 in das Medium
aufrechterhalten. Die Zellen wurden insgesamt fiir 10-14 Tage bei 37 °C im Brutschrank
kultiviert und das Medium alle zwei bis drei Tage erneuert. AnschlieBend wurde jedes Well
einmal vorsichtig mit 2 ml PBS gewaschen und zur Fixierung und Anférbung der
Einzelkolonien 1 ml einer 0,5%igen Kristallviolett-Losung (80% Methanol, 10% Formaldehyd,
10% ddH>O) zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei RT sowie drei
Waschschritten mit H2O wurden die fixierten und gefidrbten Kolonien fotografiert. Die
densitometrische Auswertung des Koloniewachstums wurde mithilfe der Software Imagel

(1.45, National Institute of Health, USA) durchgefiihrt.
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2.18.3 Caspase 3/7-Aktivititsmessung

Als Maf fiir ablaufende Apoptose in stabilen SKBR3 NMU- und Kontroll-Klonen wurde die
Aktivitat der Effektor-Caspasen 3 und 7 mithilfe des ApoOne® Homogeneous Caspase-3/7
Assay (Promega) entsprechend den Herstellerangaben ermittelt. Die Detektion aktiver Caspase
3/7 erfolgte durch Zugabe des nicht-fluoreszierenden Rhodamin-Derivats Z-DEVD-R110, das
ein Substrat der Caspase 3/7 darstellt und nach Abspaltung des DEVD-Peptids in den
Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin110 (Anregung: A=485 nm; Emission: A=577 nm) umgewandelt
wird. Die an einem ELISA-Reader quantifizierbare Fluoreszenz korreliert mit der als Apoptose-
Maf geltenden Caspase 3/7-Aktivitit. Dazu wurden 15x10° Zellen jedes Einzelklons in 50 pl
in einem 6-fachen Ansatz in den Kavititen einer 96-Well-Platte ausgesit und ii.N. bei 37 °C in
einem Brutschrank kultiviert. Zur Induktion der Apoptose wurde Staurosporin (Sigma-Aldrich,
Deisenhofen) in einer finalen Konzentration von 1 uM in 3 der 6 Wells hinzugegeben. Die
Wells ohne Staurosporin fungierten als Negativkontrolle. Zusitzlich wurde ein Blank (Medium
ohne Zellen) in Zweifach-Bestimmung mitgefiihrt. Nach 24-stiindiger Apoptose-Induktion bei
37 °C erfolgte die Zugabe von 50 ul des Caspase 3/7-Substrates (1:100 in Lysepuffer verdiinnt)
fir 4 Stunden bei RT unter Lichtausschluss. AbschlieBend wurden alle Ansitze in eine
schwarze ELISA-Platte iiberfiihrt und das Fluoreszenzsignal an einem ELISA-Reader

(Infinitive 500, Tecan) quantifiziert.

2.18.4 Zell-Matrix-Adhisionstest

In ihrer physiologischen Umgebung treten alle Zellen (ausgenommen Erythrozyten) transient
oder dauerhaft in Kontakt zur umgebenden Extrazelluldrmatrix. Epithelzellen sind an einer
Basalmembran verankert, die sie vom Stroma abtrennt. Zwecks Simulation der in vivo-Situation
wurden 6-Well-Platten mit Matrigel™ Basement Membrane Matrix der Firma BD Bioscience
(Bedford, MA, USA) beschichtet. Matrige]™ entstammt einem Engelbrecht-Holm Swarm
(EHS) Maus Sarkom, einem an extrazellulirem Matrixprotein reichen Tumor und simuliert mit
Komponenten wie Laminin und Collagen IV die natiirliche Basalmembran. Matrigel™ wurde
mit FKS-freiem Zellkulturmedium zu einer Arbeitslosung gemischt (10 pg/ml
Endkonzentration) und zur Beschichtung je 1 ml dieser Losung in die Wells pipettiert. Nach
einer Polymerisationsphase fiir 2 Stunden wurde der fliissige Uberstand abgenommen und die
Oberfldache vorsichtig zweimal mit je 1 ml FKS-freiem Medium gewaschen. AnschlieBend
wurden 2,5 bis 5x10° Zellen (abhiingig von der Zelllinie) in 2 ml FKS-freiem Medium ausgesiit
und fiir I Stunde in einem Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Durch zweimaliges vorsichtiges

Waschen mit je 1 ml FKS-freiem Medium wurden nicht-adhédrente Zellen entfernt und



Material und Methoden -79-

adhirente Zellen durch 10-miniitige Inkubation mit 70% EtOH bei RT fixiert. Die adhédrenten
Zellen wurden nachfolgend mit einer 0,1% Kiristallviolett-Losung angefirbt und nach 20
Minuten iiberschiissiger Farbstoff durch dreimaliges Waschen mit je 2 ml H,O entfernt. Nach
Trocknung der Platten ii.N. bei 37 °C wurde der Farbstoff mit 0,02% Triton-X und Isopropanol
gelost und jeweils 200 pl des Uberstandes in einer Dreifach-Bestimmung in eine 96-Well-
Mikrotiterplatte iiberfiithrt. Die Absorption bei einer Wellenldnge von A= 590 nm wurde in

einem ELISA-Reader gemessen.

2.18.5 Wundheilungstest

Zur Analyse des Migrationsverhaltens von Mammakarzinom-Zelllinien wurde ein
Wundheilungstest (auch als Scratch Assay bezeichnet) durchgefiihrt. Dieser Test untersucht die
Fahigkeit der Zellen durch Migration iiber einen Zeitraum eine zellfreie Fliche (Scratch) zu
besiedeln. Zur Erzeugung einer zellfreien Fldache definierter Breite wurden spezielle, sterile
Silikonrahmen (Ibidi, Martinsried) verwendet. Diese umgeben jeweils zwei Teilkammern (je
0,22 cm?), die in der Mitte durch einen Steg einer Breite von 500 + 50 um voneinander getrennt
sind. Diese Silikonrahmen wurden unter sterilen Bedingungen in die Kavitéten einer 6-Well-
Platte eingebracht und eine entsprechende Zellzahl (SKBR3: 40x 103, Hs578T: 18x103%, BT549:
15x10%, MCF7: 20x10? Zellen) in einem Gesamtvolumen von 100 pl je Teilkammer ausgesit,
so dass nach ca. 24-stiindiger Inkubation ein konfluenter, einschichtiger Zellrasen in beiden

Teilkammern entstand.

Abbildung 2-5: Wundheilungstest mit Ibidi-Zellkultureinsitzen. Die Zellkultureinsitze werden
unter sterilen Bedingungen in die Kavititen einer 6-Well-Platte eingebracht (1) und anschliefend die
Zellsuspension in die beiden Teilkammern pipettiert (2). Nach Ausbildung eines konfluenten,
einschichtigen Zellrasens werden die Einsédtze mit einer sterilen Pinzette entfernt (3), um nach zwei
Waschschritten frisches Medium auf die Zellen zu geben (4). (Instruction Manual, 1bidi).
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Nach Entfernung des Rahmens mit einer Pinzette wurde eine zellfreie Fliche freigelegt, die der
Breite des Stegs entsprach. Nach zweimaligem, vorsichtigem Waschen mit 1xPBS zur
Entfernung nicht-adhérenter Zellen und Zelltriimmer und dem Befiillen der Kavitdt mit 2 ml
Medium, konnte der Versuch gestartet werden (Abbildung 2-5).

Zur Dokumentation der Besiedlung der zellfreien Flache wurde ein Mikroskop (Axiovert
TV100, Zeiss, Jena) mit einer hochauflosenden ColourVision III CCD Kamera verwendet. Zur
Erfassung eines moglichst groen Ausschnitts wurden die Aufnahmen des fiir jede Probe immer
gleich gewihlten Ausschnitts bei 25-facher Vergroferung in definierten Zeitabstdnden
durchgefiihrt. Die Quantifizierung der zellfreien Fldche (in Pixel) fiir jeden Messzeitpunkt
erfolgte mithilfe der Software ImageJ (1.45, National Institute of Health, USA). Der Wert fiir
jeden Messzeitpunkt wurde in Relation zur jeweiligen zellfreien Ausgangsfliche zum

Messzeitpunkt T = 0 Stunden angegeben.

2.18.6 Boyden Chamber-Migrationstest

Eine weitere Methode zur Analyse des Migrationsverhaltens von Zellen stellt der Boyden
Chamber-Migrationstest [262] dar, welcher mithilfe des CytoSelect™ 24-Well Cell Migration
Assay (Cell Biolabs, San Diego, CA, USA) Kits durchgefiihrt wurde. Der Test beruht auf
Nutzung sogenannter Transwell-Einsidtze, Kammern, deren Béden aus Polycarbonat-Filtern
einer Porengrofle von 8 um bestehen und die die chemotaktische Migration von Zellen durch
den Filter gestatten. Fiir die Analyse des Migrationsverhaltens von BT549-Mammakarzinom-
Zellen nach siRNA-vermitteltem CTHRCI-Knockdown, wurden diese sowie zugehorige
Kontrollen fiir 20 Stunden durch FKS-Entzug im Medium ausgehungert. Nach Einbringung der
Transwell-Einsitze in mit 10% FKS-haltigem Medium (500 pl) befiillte Kavitéiten einer 24-
Well-Platte (untere Kammer) wurden 15x10* Zellen in FKS-freiem Medium (300 pl) in die
Transwell-Einsitze ausgesit (obere Kammer) und die Platte fiir 7 Stunden bei 37 °C in einem
Brutschrank inkubiert. Die in dieser Zeit in Richtung des chemotaktischen Reizes FKS durch
die Membran migrierten Zellen bleiben auf der Unterseite des Filters haften. Zur Entfernung
nicht-migrierter Zellen innerhalb der oberen Kammern wurde das Medium abgenommen und
diese griindlich mit sterilen Wattestdbchen gereinigt. Die Anfdarbung der migrierten Zellen fiir
10 Minuten bei RT erfolgte durch Transfer der Einsitze in eine frische 24-Well-Platte, die je
Kavitéit mit 400 pl Cell Stain Solution befiillt wurde. Nach mehrmaligem griindlichem Waschen
der Einsitze in Wasser zur Entfernung iiberschiissiger Farbelosung, wurden diese zwecks
Entfarbung migrierter Zellen in jeweils 200 pl Extraction Solution fiir 10 Minuten bei RT in

einer neuen 24-Well-Platte inkubiert. Die so herausgeloste Menge an Farbstoff ist proportional
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zur Anzahl migrierter Zellen und konnte durch Vermessung der Absorption bei A= 560 nm eines

Aliquots (100 pl) in einem ELISA-Reader quantifiziert werden (Abbildung 2-6).

@ Aussiien der Zellen in Boyden-Kammer

Chemotaxis (Inkubation Brutschrank)

@_

migrierte Zellen haften an Unterseite
der Membran

Entfernung nicht-migrierter Zellen

I_

Anfarbung migrierter Zellen

® Zcllen [ ] Medium + 10% FKS
[ JFKS-freies Medium [[l] Firbelosung

[ JPolycarbonat-Membran

Abbildung 2-6: Prinzip des Boyden Chamber-Migrationstests. Die Zellen werden in FKS-freiem
Medium in der Boyden-Kammer ausgesit, die iiber eine Membran mit dem in der darunter liegenden
Kavitét befindlichen 10% FKS-haltigen Medium in Kontakt steht. Wihrend der Inkubationszeit im
Brutschrank migrieren Zellen, dem chemotaktischen Reiz (FKS) folgend, durch die Membran und
bleiben an deren Unterseite haften. Nach Entfernung nicht-migrierter Zellen erfolgt die Anfarbung der
migrierten Zellen durch den Transfer der Kammer in Firbelosung. (Verdndert nach Product Manual,
Cell Biolabs, Inc.).

2.18.7 Induzierter Stress des endoplasmatischen Retikulums (ER)

Das in zahlreichen humanen Krebsentititen stark exprimierte, zur Proteindisulfidisomerase
(PDI)-Familie zédhlende Protein AGR2 wird unter ER-Stress im Zuge der UPR (unfolded
protein response) induziert und vermittelt den Tumorzellen als Chaperon vermutlich einen
Wachstums- bzw. Uberlebensvorteil [103]. Um zu iiberpriifen, ob dem homologen Protein
AGR3 mit bisher unbeschriebener zelluldrer Funktion eine dhnliche Rolle innerhalb der UPR
zukommen kann, wurden Zellen der humanen Mammakarzinom-Zelllinien MCF7 (2x10°) und
BT549 (1,8x10%) in den Kavititen von 6-Well-Kulturschalen aus gesit und nach Erreichen einer
Konfluenz von 70% mit Tunicamycin (5 pg/ml in DMSO; Sigma-Aldrich) versetzt.

Tunicamycin inhibiert die N-Glykosylierung von Proteinen im ER und fiihrt zur Anhdufung
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fehlgefalteter Proteine [263]. Als Kontroll-Gruppen wurden DMSO- und unbehandelte Zellen
der jeweiligen Zelllinie mitgefiihrt. Nach Inkubationszeiten von 12 und 24 Stunden bei 37 °C
in einem Brutschrank wurden die Zellen in 1 ml Trizol aufgenommen und nach RNA-Isolation
die Expression der Gene AGR3, AGR2 sowie des ER-Stress-Indikators DDIT3 (CHOP) [264]
gemessen. Die Expression der Zielgene wurde auf die Expression des Haushaltsgens GAPDH

normiert.

2.18.8 Microarray-basierte Genexpressionsanalyse des SKBR3 NMU-Tumormodells

Um erstmalig durch Neuromedin U (NMU) modulierte biologische Prozesse sowie NMU-
assoziierte Gen-Signaturen im humanen Mammakarzinom zu identifizieren, wurde eine
Microarray-Analyse unter Einschluss von jeweils drei unabhingigen SKBR3 NMU-
Einzelklonen (Testgruppe) und SKBR3 Leervektor-Kontrollen (Kontrollgruppe) durchgefiihrt.
Die experimentelle Durchfiihrung sowie die statistische Auswertung der Rohdaten wurden in
der Chip Facility des IZKF (Interdisziplinédres Zentrum fiir Klinische Forschung) der Uniklinik
RWTH Aachen, unter Verwendung des GeneChip Human Gene 2.0 ST Array des Herstellers
Affymetrix (Santa Clara CA, USA), durchgefiihrt. Der Chip deckte mehr als 33.500 Protein-
kodierende sowie mehr als 11.000 nicht-kodierende RefSeq-, Ensembl- und IncRNAdb-
annotierte Transkripte ab. Um differentiell exprimierte Gene zwischen Test- und
Kontrollgruppe zu identifizieren wurde eine Klassen-Vergleichsanalyse mithilfe der Software
Affymetrix Transcriptome Analysis Console (TAC) 2.0 durchgefiihrt. Gene wurden als
differentiell exprimiert angesehen, wenn ein P-Wert < 0,05 (one-way ANOVA) vorlag. Um
durch NMU-modulierte biologische Prozesse und Signalwege zu ermitteln wurde eine Gene
Ontology (GO)-Analyse [265] mithilfe der Programme AltAnalyze (Version 2.0.8) [266] und
GO-Elite [267] durchgefiihrt. Die Filter-Parameter fiir die Identifizierung signifikant tiber-
reprasentierter GO-Annotationen (unterteilt in die drei GO-Klassen ,,zelluldre Komponente*,
,biologischer Prozess®, ,,molekulare Funktion®), waren ein Z-Score von mindestens 1,96
(,,Beobachtet-Erwartet-Verhéltnis*), ein P-Wert < 0,05 (exakter Test nach Fisher) sowie eine
Anzahl von mindestens zwei verdnderten Genen der jeweiligen GO-Annotation. Gene, die
zwischen Test- (NMU) und Kontrollgruppe (Leervektor) um einen Faktor grof3er 1,5 mit einem

P-Wert < 0,05 differentiell exprimiert waren, wurden als ,,verdndert™ definiert.
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2.19 Statistische Methoden

Alle statistischen Analysen wurden mithilfe der Programme SPSS 17.0 (SPSS, IL, USA) oder
GraphPad Prism (5.0, CA, USA) durchgefiihrt und waren zweiseitig angelegt. Eine
Fehlerwahrscheinlichkeit von P < 0,05 wurde als statistisch signifikant definiert. Vergleiche
zweier unabhédngiger Gruppen wurden mithilfe des nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-
Tests vorgenommen, hingegen erfolgte der Vergleich von mehr als zwei unabhingigen
Stichproben  mithilfe  des  nicht-parametrischen = Kruskal-Wallis-Tests.  Bivariate
Korrelationsanalysen zwischen Expressionsdaten und klinisch-pathologischen Parametern
wurden mittels Kontingenztabellen unter Anwendung des exakten Tests nach Fisher
durchgefiihrt. Die Evaluierung der klinischen Relevanz der Protein-Serumbiomarker-
Kandidaten AGR2 und AGR3 fiir das humane Mammakarzinom erfolgte mittels Durchfithrung
einer ROC (Receiver Operating Characteristics)-Analyse. Als MaB fiir die Giite des Tests kann
die Flache unterhalb der ROC-Kurve herangezogen werden (Area Under Curve, AUC). Zur
Beurteilung der prognostischen Relevanz eines potentiellen Biomarker-Kandidaten im
humanen Mammakarzinom wurden univariate Uberlebensanalysen nach der Methode von
Kaplan und Meier durchgefiihrt und die Signifikanz der Funktion mittels Log-Rank-Test
beurteilt. Eine multivariate Cox Regressions-Analyse mit Einschluss-Methode wurde
anschlieend durchgefiihrt, um die Unabhingigkeit eines innerhalb der univariaten Analyse als
signifikant ermittelten prognostischen Faktors von anderen Kovariaten zu iiberpriifen. In die
multivariate Analyse wurden nur die Faktoren einbezogen, die innerhalb der univariaten

Analyse das Signifikanz-Niveau erreichten.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifizierung und Validierung potentieller Proteinbiomarker fiir die Blut-basierte
Brustkrebs-Friiherkennung
Das humane Mammakarzinom, die am hdufigsten diagnostizierte maligne Krebserkrankung der
Frau weltweit, ist zudem die Entitét, welche fiir den groSten Anteil Krebs-bedingter Sterbefille
von Frauen verantwortlich ist [2]. Die Prognose der Erkrankung ist entscheidend abhingig vom
Zeitpunkt der Diagnosestellung. Wird die Brustkrebserkrankung in einem frithen, noch lokal
begrenzten Stadium diagnostiziert, liegt die relative 5-Jahres-Uberlebensrate bei 90%, hingegen
sinkt diese auf 20% bei Diagnose einer bereits metastasierten Brustkrebserkrankung [63]. Der
dringende Bedarf an neuen, komplementidren Diagnose-Strategien wird durch die erkannten
Limitationen der Screening-Mammographie [66, 69] verdeutlicht. Einen vielversprechenden
Ansatz stellt die Identifizierung von in Korperfliissigkeiten wie Blutserum detektierbaren
Proteinbiomarkern dar [268]. Ein darauf basierendes Feld mit enormem Potential fiir die Krebs-
Fritherkennung ist die Entwicklung mikrofluidischer Chip-basierter Technologien [78]. Als
Partner im interdisziplindren Kooperationsprojekt MicroBioMed sollten im Rahmen dieser
Arbeit zirkulierende Proteinbiomarker identifiziert und validiert werden, welche das Vorliegen
einer Brustkrebserkrankung mit addquater klinischer Spezifitit und Sensitivitit robust anzeigen
konnen. Dabei wurde eine minimale Kombination von Markern zu einem Panel angestrebt, das
in der Lage ist moglichst alle molekularen Subtypen der heterogenen Brustkrebserkrankung
[23] zu erfassen. Von Kooperationspartnern generierte Antikorper gegen die validierten
Biomarker sollten schlieBlich in einen mikrofluiden, Chip-basierten Biosensor integriert

werden.

3.1.1 Erste Stufe: Identifizierung potentieller Proteinbiomarker

Zur Identifizierung eines initialen Kandidaten-Pools wurden drei unterschiedliche Strategien
verfolgt. In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Dahl (Molekulare Onkologie, Pathologie, Uniklinik
RWTH Aachen) konnte ein Ser differentiell im Mammakarzinom im Vergleich zu
korrespondierendem Normalgewebe exprimierter Gene mittels Microarray-Technologie
identifiziert werden [236, 269]. In weiteren Vorarbeiten in Kooperation mit Dr. Corinna Henkel
(Medizinisches  Proteom-Center =~ Bochum, Bochum) wurde ein proteomischer
Identifizierungsansatz verfolgt, der einen direkten Vergleich der Proteinzusammensetzung von

Serum-Proben gesunder Spenderinnen und Brustkrebspatientinnen zum Ziel hatte und auf der



Ergebnisse -85-

Kombination von 2D-DIGE (zweidimensionale differentielle Gelelektrophorese)-Technik mit
anschlieBender Massenspektrometrie basierte (unverdffentlichte Daten). Weitere Biomarker-
Kandidaten konnten in einer in silico-Analyse unter Verwendung der TCGA (The Cancer
Genome  Atlas)-Datenbank [237, 238] mit  kombinierter = Literaturrecherche
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) identifiziert werden. Die Auswahl der Kandidaten
orientierte sich an folgenden Kriterien: 1. die Expression des Kandidaten war in
Mammakarzinom-Proben signifikant (P < 0,05) um einen Faktor > 2 gegeniiber
Normalgewebe-Kontrollen gesteigert, 2. das Protein wird sezerniert oder weist eine
Ektodomine auf (Membranproteine) und gelangt so mit hoher Wahrscheinlichkeit in den
Blutkreislauf (basierend auf Literaturrecherche und in silico-Analyse). Der so identifizierte

Kandidaten-Pool setzte sich aus insgesamt 15 Kandidaten zusammen (Tabelle 3-1).

Tabelle 3-1: Identifizierter Kandidaten-Pool

HUGO-Genname
AGR2
AGR3
ASPN

COLIOAI
COLIIAI
CELSRI
CTHRC(CI
FNI
GREM1
MMP1
NMU
PLG
S100P
SPP1
VCAN

3.1.1.1 Expression der Biomarker-Kandidaten in humanen Mammakarzinom-Zelllinien
In einem ersten Schritt wurde die Expression der Biomarker-Kandidaten in humanen
Mammakarzinom-Zelllinien analysiert. Zelllinien stellen addquate Tumor-Modelle dar und
erlauben erste Informationen iiber mégliche im Tumor deregulierte Gene zu erhalten [239].
Abbildung 3-1 zeigt repréasentativ die mRNA-Expression der Kandidatengene AGR3, CELSRI,
CTHRCI und NMU in 14 malignen Brustkrebs-Zelllinien in Relation zur mittleren Expression
des jeweiligen Gens in den beiden benignen Brust-Zelllinien MCF10A und MCF12A.
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Abbildung 3-1: Identifizierung aufregulierter Biomarker-Kandidaten in malignen
Mammakarzinom-Zelllinien. Linke Graphen: mRNA-Expression der Gene AGR3, CELSRI,
CTHRCI und NMU in 14 malignen Mammakarzinom- und zwei benignen Brust-Zelllinien. Die
Expression jeder Zelllinie ist relativ zur mittleren Expression des jeweiligen Gens in den beiden
benignen Zelllinien MCF10A und MCF12A angegeben. Das Haushaltsgen GAPDH fungierte als
interner Standard der relativen Expression. Vertikale Balken: + SEM der Dreifachbestimmung. Mittlere
Graphen: relative mRNA-Expression der Gene AGR3, CELSRI, CTHRC1 und NMU nach Gruppierung
der Zelllinien ihrem molekularen Subtypen entsprechend. Vertikale Linien: + SEM. Rechte Western
Blots: Expression der Proteine AGR3, CELSR1 und CTHRC1 in malignen Mammakarzinom-Zelllinien
und der benignen Zelllinie MCF10A bzw. MCF12A. NMU-Protein konnte in keiner der untersuchten
Zelllinien  detektiert werden. B-Aktin  fungierte als Ladekontrolle der aufgetragenen
Gesamtproteinmenge.
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Tabelle 3-2: Ubersicht iiber mRNA-Expressionsinderungen analysierter Kandidatengene in
humanen Mammakarzinom-Zelllinien. Angegeben ist die Anderung der mittleren mRNA-
Expression (FC, Fold Change) der Kandidatengene in verschiedenen Gruppen relativ zur mittleren
Expression dieser Gene in den beiden benignen Brust-Zelllinien MCF10A und MCF12A.

Maligne / Benigne Luminal / Benigne Basal / Benigne Basal A / Benigne Basal B / Benigne

AGR3 >10.0 (+) >10.0 (+) >10.0 (+) =100 (+) >3.0(-)
ASPN = =1.5() = kA. k.A.
CELSR1 >2.0(+) >3,0(+) = >2.0(+H) >2.0(-)
CTHRCI =3.0(+) >5.0() 250 22.0() >10,0 ()
GREM1 >5.0(+) >2.0(+) >50(+) kA kA
MMPI >5.0(+) >5.0(+) 25.0(+) kA. kA.

NMU =20 (+) =154 3.0 (4) =40 () =30
PLG = >1.5(-) = kA kA
S100P >2,0(%) >3,0(H) >10.0 (-) KA. kKA.

(+): mRNA-Expression aufreguliert; (-): mRNA-Expression herabreguliert; = : FC < 1,5; k.A.: keine
Angabe aufgrund geringer Probenanzahl

Die mRNA-Expressionsanalyse veranschaulicht eine Expressionssteigerung aller vier
Kandidatengene in den malignen gegeniiber den benignen Zelllinien um einen Faktor > 2,
wobei die deutlichste Erhohung der Expression fiir den Kandidaten AGR3 verzeichnet wurde
(FC, Fold Change: 17.502). Durch Gruppierung der Zelllinien entsprechend ithrem molekularen
Subtypen [239] lieB sich eine Assoziation der AGR3-, sowie CELSRI-mRNA-Expression mit
dem luminalen, hingegen fiir die Gene CTHRCI und NMU mit dem basalen Subtypen
feststellen. Die mRNA-Expressionsdaten konnten ferner durch Analyse der Proteinexpression
mittels Western Blot fiir die Kandidaten AGR3, CELSR1 und CTHRCI bestitigt werden,
wohingegen eine Detektion von NMU-Protein in keiner der untersuchten Zelllinien moglich
war. Tabelle 3-2 fasst die Ergebnisse der mRNA-Expressionsanalyse fiir alle neun untersuchten
Biomarker-Kandidaten zusammen.

Parallel zur in vitro-Analyse wurde die Expression der Kandidaten auf mRNA- und
Proteinebene in humanen Mammakarzinomen und Brust-Normalgeweben untersucht (siehe

Abschnitt 3.1.1.3).
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3.1.1.2 Nachweis von CELSRI1-Protein im konditionierten Medium humaner
Mammakarzinom-Zelllinien

Ein Kriterium fiir die Auswahl potentieller Serum-Proteinbiomarker fiir weiterfithrende
Analysen stellte deren Sezernierung dar. Daneben wurden auch Membranproteine mit
extrazelluldrer Domine beriicksichtigt, welche durch Abspaltung als l16sliches Proteinfragment
in den Extrazellularraum gelangen kann [270]. Bei acht der insgesamt neun analysierten
Kandidaten (siehe Tabelle 3-2) handelte es sich um 16sliche Proteine, deren Sezernierung in der
Literatur bereits belegt ist. Die Ausnahme bildete der 7-Transmembran-Rezeptor CELSR1, fiir
dessen Homolog Flamingo aus Drosophila melanogaster eine autokatalytische Abspaltung der
Ektodomine (bereits im Lumen des endoplasmatischen Retikulums) beschrieben wurde [165].
Um eine mogliche Abspaltung der Ektodomine von CELSRI1 zu {iiberpriifen wurde
konditioniertes Medium (KM) der stark CELSRI1-Protein exprimierenden Zelllinie MCF7
(siehe Abbildung 3-1) mithilfe eines gegen die N-terminale, extrazellulidre Region von CELSR1
gerichteten Antikorpers, untersucht. Es ist anzumerken, dass sich der fiir die Sezernierungs-
Experimente verwendete Antikorper (E-19, sc-46839) von demjenigen fiir die
Expressionsstudie in Abbildung 3-1 genutzten (ABT119), unterscheidet.

Im konditionierten Medium konnte ein distinktes Signal detektiert werden, welches der
CELSR1-Ektodomine (269 kDa) entsprechen konnte (Abbildung 3-2). Das Volllingen-Protein
(328 kDa) konnte erwartungsgemal nicht nachgewiesen werden. Da Proteine auch passiv tiber
apoptotische oder nekrotische Zellen in den Zellkulturiiberstand gelangen, wurde das
Gesamtprotein-Lysat von MCF7-Zellen als Kontrolle mitgefiihrt. Im Gesamtprotein-Lysat
konnten sowohl das Volllingen-Protein, die putative Ektodomédne von CELSR1 sowie eine
mogliche zweite, 16sliche Isoform von CELSR1 (150 kDa; http://www.uniprot.org) detektiert
werden, die jedoch nicht im konditionierten Medium nachweisbar war. Die Spezifitit des
Bandenmusters wurde in einem Blocking-Experiment durch Inkubation des Primérantikorpers
mit dem zugehorigen Immunisierungs-Peptid iiberpriift. Der deutlich sichtbar erhthte Quotient
aus CELSR1- zu B-Aktin-Signal im Uberstand im Vergleich zum Gesamtprotein-Lysat sowie
fehlendes Volllingen-Protein im konditionierten Medium, deuten auf eine Abspaltung der
Ektodomidne und damit auf eine potentielle Nutzbarkeit von CELSRI1 als Serum-

Proteinbiomarker hin.
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Abbildung 3-2: Detektion von CELSR1-Protein in konditioniertem Medium der Zelllinie MCF7.
Moglicher Western Blot-Nachweis der CELSR1-Ektodomine (269 kDa) in konditioniertem Medium
(KM) der Zelllinie MCF7. Als Vergleich wurde die Proteinexpression von CELSR1 im Gesamtprotein-
Lysat (Gesamt) von MCF7-Zellen untersucht. Es wurden 3 spezifische Signale identifiziert: Vollldngen-
Protein (328 kDa), die putative CELSR1-Ektodoméne (269 kDa) sowie eine mogliche weitere Isoform
(150 kDa). Ein Blocking-Experiment mit dem zur Antikdrper-Generierung genutzten CELSR1-Peptid
diente der Diskriminierung spezifischer und unspezifischer Banden: verbleibende Banden nach
Inkubation des Primédrantikoérpers mit Blocking-Peptid (+ Peptid) wurden als unspezifische Signale
gewertet. B-Aktin fungierte als Ladekontrolle.

3.1.1.3 Expression der Biomarker-Kandidaten in humanen Mammakarzinomen und
Brust-Normalgeweben
Parallel zur in vitro-Analyse humaner Mammakarzinom-Zelllinien (siehe Abschnitt 3.1.1.1)
wurde eine Tumor-spezifische Expression potentieller Biomarker-Kandidaten in humanen
Mammakarzinomen im Vergleich zu Brust-Normalgeweben untersucht - eine gingige
Vorgehensweise zur Identifizierung geeigneter Serum-Proteinbiomarker [271]. Dazu erfolgte
zunichst die Etablierung eines Kollektivs bestehend aus 62 kryoasservierten Brusttumoren und
13 Brust-Normalgeweben. Die klinisch-pathologischen Parameter des Kollektivs sind in
Tabelle 6-1 des Anhangs zusammengefasst. Die Validierung der generierten mRNA-
Expressionsdaten fiir die Kandidatengene und deren Korrelationen mit klinisch-pathologischen
Parametern erfolgte zusitzlich durch in silico-Analyse einer unabhédngigen Studie (siehe
Abschnitt 2.1.4). Diese umfasste mRNA-Expressionsdaten fiir insgesamt 997 Brusttumoren.
Die Rohdaten dieser Studie sind tiberwiegend durch das TCGA (The Cancer Genome Atlas)-
Netzwerk veroffentlicht worden [237]. Die klinisch-pathologischen Parameter des Kollektivs
sind zusitzlich in Tabelle 6-4 des Anhangs aufgefiihrt. AbschlieBend wurde iiberpriift, ob sich
auf mRNA-Ebene gezeigte Expressionsunterschiede zwischen Brusttumor-und Normalgewebe

sowie herausgestellte Korrelationen auch auf Proteinebene bestétigen lassen.
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3.1.1.3.1 Der Biomarker-Kandidat AGR3

Die semi-quantitative AGR3-mRNA-Expressionsanalyse der kryoasservierten Tumor- und
Normalgewebe der Brust ergab bei Vergleich aller Tumoren (n=62) mit der Normalgewebe-
Gruppe (n=13) eine Erhohung der AGR3-Expression in den Mammakarzinomen im Median um
einen Faktor von 2,3 (Abbildung 3-3A). Die Gruppierung aller Mammakarzinome, basierend
auf immunhistochemischen (IHC) und Fluoreszenz-in situ-Hybridisierungs (FISH)-Daten fiir
Ostrogen-, Progesteron- und HER2/NEU-Rezeptor, in die Subtypen ,.Luminal®, ,,HER2-
positiv® und ,.triple-negativer Brustkrebs (TNBC)“ [18], ergab eine signifikante (P < 0,05)
Aufregulation der AGR3-Expression in luminalen Brustkrebs-Fillen im Vergleich zum
Normalgewebe (medianer FC: 6,7; Abbildung 3-3B). Die Assoziation zwischen luminalem
Subtypen und erhohter AGR3-mRNA-Expression konnte ferner mittels Durchfithrung eines
exakten Tests nach Fisher bestitigt werden. Dieser zeigte eine hochsignifikante, positive
Korrelation zwischen positivem Ostrogen- sowie Progesteronrezeptor-Status und der AGR3-
mRNA-Expression (fiir beide P < 0,001; Tabelle 3-3). Hingegen wurde eine reduzierte AGR3-
Expression in den HER2-positiven und triple-negativen Brustkrebs-Fallen (medianer FC: 10,0
und 100,0) im Vergleich zum Normalgewebe festgestellt (Abbildung 3-3B). Zudem konnte eine
signifikante Aufregulation der AGR3-Expression in gut (G1) und miBig (G2) (P < 0,05;
medianer FC: 9,1), jedoch nicht in schlecht (G3) differenzierten Mammakarzinomen (medianer
FC: 1,3) im Vergleich zum normalen Brustgewebe gezeigt werden (Abbildung 3-3C). Die
Assoziation zwischen Grad 1/2-Tumoren und erhohter AGR3-Expression wurde mittels

exaktem Test nach Fisher bestitigt (P < 0,05; Tabelle 3-3).



Ergebnisse -91-

[ | Normalgewebe (n=13): Median: 1
100+ I Brusttumor (n=62); Median: 2,3

-
g o
o o

} 1 1

-mRNA-Expression [log FC] »,

AGR3-mRNA-Expression [FC]

15
10
6,7
& 5
& i
0.0001-
i 1,0 | 0,1 00l
0 : =
6@ '&“‘\‘\ & ébo
R Y R
Y {3@/
$
C ns D
f ¥ F 1 ok ok |
— EE
0 || — 12500 _
= 1104 Luminal A = —_
S 60 T & 9500
3 - 8
= e | s -
?" 204 % 6500 _
K Luminal B o
< 45 < 3500
: " 2 =
T 104 o1 e HER2-enriched & 200~ !
é - -enricne g:‘l 200—
% 5 i - d Basal-like g 100~
0 - J : Normal-like 0 - - =
A& [
& _— 1516 » & 5 N @
s & e orma P & P S
¢ R & o &
—_— Y ) Q‘} éo
Qf(/

Abbildung 3-3: Aufregulation der AGR3-mRNA-Expression in G1/G2- und luminalen
Brusttumoren. (A) Real-Time-PCR-basierte AGR3-mRNA-Expressionsanalyse in 62 kryoasservierten
Mammakarzinomen und 13 Brust-Normalgeweben. Die Expression aller Proben wurde auf die mediane
AGR3-mRNA-Expression der Normalgewebe normiert. Das Haushaltsgen GAPDH fungierte als
interner Standard der relativen Expression. Vertikale Linien: + SEM der Dreifachbestimmung. (B und
C) Box Plots der Proben aus A verdeutlichen eine signifikante Aufregulation der AGR3-mRNA-
Expression im IHC-klassifizierten luminalen Brustkrebs-Subtypen sowie gut (G1) und maBig (G2)
differenzierten Mammakarzinomen. TNBC: triple-negative Mammakarzinome, G3: schlecht
differenzierte Mammakarzinome. Horizontale Linien: Mediane, vertikale Linien: Minima und Maxima,
Boxen: 25%- bis 75%-Quartile. Zahlen innerhalb bzw. oberhalb der Boxen entsprechen dem Median.
*: P < 0,05; #*¥: P < 0,01; ns: nicht signifikant (zweiseitiger Dunn’s multipler Vergleichstest). (D) In
silico-AGR3-mRNA-Expressionsanalyse in 516 PAMDSO0-klassifizierten Brusttumoren. Die
Expressionsdaten der Tumoren sind als Heat Map zusammen mit Normalgewebe-Expressionsdaten
(links) sowie als Box Plot (rechts) dargestellt. Rot: hohe, schwarz: intermediére, griin: niedrige AGR3-
mRNA-Expression. Horizontale Linien: Mediane, vertikale Linien: Minima und Maxima, Boxen: 25%-
bis 75%-Quartile. ***: P < 0,001 (zweiseitiger Dunn’s multipler Vergleichstest).
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Tabelle 3-3: Korrelation klinisch-pathologischer Parameter des Kryogewebe-Kollektivs mit der

AGR3-mRNA-Expression

Parameter Kategorisierung n* AGR3 hoch® AGR3 niedrig® P-
Wert¢

Gesamt - 62 31(50,0%) 31 (50,0%) -
Alter bei Diagnosestellung  Median: 63,5

Jahre

<63,5 Jahre 31 14 (45,2%) 17 (54,8%)

>63,5 Jahre 31 17 (54,8%) 14 (45,2%) 0,612
TumorgroBe?

pT1 35 19(54,3%) 16 (45,7%)

pT2-3 27 12 (44,4%) 15 (55,6%) 0,609
Lymphknoten-Status?

pNO 34 15 (44,1%) 19 (55,9%)

pN1-3 27 15 (55,6%) 12 (44,4%) 0,444
Histologischer Tumorgrad®

Gl1-2 23 16 (69,6%) 7 (30,4%)

G3 38 14 (36,8%) 24 (63,2%) 0,018
Histologischer Subtyp

invasiv-duktal 55 27(49,1%) 28 (50,9%)

invasiv-lobuldr 5 3(60,0%) 2 (40,0%) 1,000
Ostrogenrezeptor-Status

negativ (IRST0-2) 18 0(0,0%) 18 (100,0%)

positiv (IRST3-12) 42 30 (71,4%) 12 (28,6%) <0,001
Progesteronrezeptor-Status

negativ (IRST0-2) 20 2 (10,0%) 18 (90,0%)

positiv (IRS*3-12) 39 28 (71,8%) 11 (28,2%) <0,001
HER2-Status®

negativ 53 29 (54,7%) 24 (45,3%)

positiv 8 2(25,0%) 6 (75,0%) 0,147

*Weibliche Patienten mit primédrem, unilateralen, invasiven Mammakarzinom.’Die Expression aller
Tumor-Proben wurde auf die mediane AGR3-mRNA-Expression der Normalgewebe normiert. Das
Haushaltsgen GAPDH fungierte als interner Standard der relativen Expression. Die Dichotomisierung
der relativen Expressionsdaten erfolgte am Median. °Exakter Test nach Fisher; zweiseitiges
Signifikanzniveau. ‘Gemil TNM-Klassifikation nach Sobin und Wittekind [20]. °*GemiB Bloom und
Richardson, modifiziert nach Elston und Ellis [19]. Tmmunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und
Stegner [272]. €Uberexpression des HER2/NEU-Gens wurde gemidB IHC-basiertem DAKO-Score-
System diagnostiziert. Zweifelhafte (DAKO-IHC: 2+) Fille wurden zusétzlich mittels FISH-Analyse
auf Amplifikation des Gens hin analysiert. Prozentangaben kénnen aufgrund von Rundungsfehlern
ungleich 100% sein. Signifikante P-Werte (P < 0,05) sind durch Fettdruck hervorgehoben.

Die Validierung der generierten mRNA-Expressionsdaten fiir AGR3 erfolgte iiber die in silico-
Analyse eines unabhéngigen Datensatzes des TCGA-Portals [237]. Fiir 516 Fille der insgesamt
997 Mammakarzinome lag eine PAMS5O0-Klassifizierung in die molekularen Brustkrebs-

Subtypen (Luminal A, Luminal B, HER2-enriched, Basal-like) vor [27]. Die eigenen mRNA-
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Daten unterstiitzend zeigte sich eine hochsignifikant aufregulierte AGR3-mRNA-Expression in
beiden luminalen Subtypen (Luminal A und B) gegeniiber den basalen Brusttumoren (Basal-

like) (fiir beide P < 0,001; Abbildung 3-3D).

Tabelle 3-4: Korrelation Kklinisch-pathologischer Parameter des in silico-Datensatzes mit der

AGR3-mRNA-Expression

Parameter Kategorisierung n* AGR3 hoch® AGR3 niedrig® P-
Wert¢

Gesamt - 993 497 (50,1%) 496 (49,9%) -
Alter bei Diagnosestellung  Median: 58 Jahre

<58 Jahre 500 221 (44,2%) 279 (55,8%)

>58 Jahre 483 271 (56,1%) 212 (43,9%) <0,001
TumorgroBe?

pT1 252 135(53,6%) 117 (46,4%)

pT2-4 705 345 (48,9%) 360 (51,1%) 0,213
Lymphknoten-Status®

pNO 451 219 (48,6%) 232 (51,1%)

pN1-3 493 254 (51,5%) 239 (48,5%) 0,397
Fernmetastasierung®

pMO 837 416 (49,7%) 421 (50,3%)

pM1 15 7(46,7%) 8 (53,3%) 1,000
Tumor-Stadium?

Stadium 1 161 93 (57,8%) 68 (42,2%)

Stadium 2-4 781 380 (48,7%) 401 (51,3%) 0,038
Ostrogenrezeptor-Status

negativ (IRS°0-2) 175 8 (4,6%) 167 (95,4%)

positiv (IRS¢3-12) 592 385 (65,0%) 207 (35,0%) <0,001
Progesteronrezeptor-Status

negativ (IRS® 0-2) 249 44 (17,7%) 205 (82,3%)

positiv (IRS3-12) 515 346 (67,2%) 169 (32,8%) <0,001
HER2-Status'

negativ 638 339 (53,1%) 299 (46,9%)

positiv 114 45(39,5%) 69 (60,5%) 0,008

"Weibliche Patienten mit Mammakarzinom.® Die Dichotomisierung der relativen RNA-

Expressionsdaten fir AGR3 erfolgte am Median. °Exakter Test nach Fisher;

zweiseitiges

Signifikanzniveau. ‘GemiB TNM-Klassifikation nach Sobin und Wittekind [20]. ‘Immunreaktiver Score
(IRS) nach Remmele und Stegner [272]. ‘Uberexpression des HER2/NEU-Gens wurde gemi THC-
basiertem DAKO-Score-System diagnostiziert. Zweifelhafte (DAKO-IHC: 2+) Fille wurden zusétzlich
mittels FISH-Analyse auf Amplifikation des Gens hin analysiert. Prozentangaben kénnen aufgrund von
Rundungsfehlern ungleich 100% sein. Signifikante P-Werte (P < 0,05) sind durch Fettdruck
hervorgehoben.
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Ferner wurde eine positive Korrelation zwischen positivem Ostrogen- sowie
Progesteronrezeptor-Status und AGR3-mRNA-Expression mittels exaktem Test nach Fisher
bestitigt (fiir beide P < 0,001; Tabelle 3-4). Uberdies konnte eine hochsignifikante negative
Korrelation zwischen positivem HER2-Rezeptor-Status und AGR3-Expression herausgestellt
werden (P < 0,01; Tabelle 3-4), die sich tendenziell anhand der eigenen mRNA-
Expressionsdaten bereits andeutete (siehe Tabelle 3-3). Aufgrund fehlender Information iiber
den Differenzierungsgrad der Tumoren konnte eine mogliche Korrelation zwischen guter (G1)
bis maBiger (G2) Differenzierung der Tumoren und erhohter AGR3-Expression nicht am
unabhiingigen in silico-Kollektiv des TCGA-Datenportals verifiziert werden. Im Hinblick auf
die potentielle Nutzung von AGR3 als Biomarker fiir die Brustkrebs-Friiherkennung wurde ein
moglicher Zusammenhang zwischen AGR3-Expression und Tumor-Stadium untersucht. Es
zeigte sich eine signifikante (P < 0,05) Assoziation zwischen erhthter AGR3-Expression und
frithem Tumor-Stadium (Tabelle 3-4).

Abschliefend galt es die auf mRNA-Ebene gezeigte differentielle Expression fiir AGR3
zwischen Normal- und Tumorgewebe auf Proteinebene zu bestitigen. Dazu wurde ein Tissue
Microarray (TMA) bestehend aus 39 Normalgeweben und 190 Brustkrebstillen mithilfe eines
monoklonalen AGR3-Antikorpers gefidrbt. Die klinisch-pathologischen Parameter des TMA
sind in Tabelle 6-2 (Anhang) zusammengefasst.

Die Spezifitit fiir AGR3 sowie eine ausbleibende Kreuzreaktivitit mit dem homologen Protein
AGR?2 wurden zuvor mittels Western Blot-Analyse iiberpriift (Abbildung 3-4A). Im normalen
Brustgewebe konnte eine zytoplasmatische AGR3-Proteinexpression in vereinzelten Zellen des
Brustepithels detektiert werden (Abbildung 3-4B). In Ubereinstimmung mit den mRNA-Daten
zeigte sich eine starke zytoplasmatische AGR3-Expression in epithelialen Krebszellen des
luminalen Subtyps (Abbildung 3-4C), hingegen eine ausbleibende oder schwache Anfidrbung
in triple-negativen Brusttumoren (Abbildung 3-4D und E). Die statistische Quantifizierung der
AGR3-Firbung unter Verwendung eines von Remmele und Stegner entwickelten
immunreaktiven Scores (IRS) [272] ergab eine signifikante (P < 0,05) mediane Aufregulation
der AGR3-Proteinexpression in den analysierten Brusttumoren im Vergleich zu den
Normalgewebe-Kontrollen (Abbildung 3-4F). Erneut im Einklang mit den mRNA-Daten
bestitigte sich einerseits eine hochsignifikante (P < 0,001) Aufregulation der AGR3-
Proteinexpression in den IHC-klassifizierten luminalen Tumoren, andererseits eine signifikant
(P < 0,05) reduzierte Expression in den triple-negativen Brustkrebs-Féllen (TNBC) im
Vergleich zur Normalgewebe-Expression. Kein signifikanter Expressionsunterschied wurde

zwischen HER2-positiven Fillen und der Normalgewebe-Gruppe festgestellt.
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Abbildung 3-4: Aufregulation der AGR3-Proteinexpression in G1/G2- und luminalen Tumoren
der Brust. (A) Spezifischer Nachweis rekombinanten AGR3-(rAGR3, 100 ng), jedoch nicht des
homologen AGR2-Proteins (rAGR2, 100 ng) mithilfe des fiir die IHC genutzten monoklonalen AGR3-
Antikorpers. (B) Zytoplasmatische Anfiarbung von AGR3 in vereinzelten Zellen des normalen
Brustepithels. (C) Starke zytoplasmatische Anfirbung von AGR3-Protein in epithelialen Krebszellen
eines IHC-klassifizierten luminalen Brusttumors. (D) Ausbleibende und (E) schwache zytoplasmatische
AGR3-Proteinexpression in zwei triple-negativen (INBC) Brustkrebs-Fillen. Alle Messbalken: 50pm.
(F) Die Box Plot-Analyse zeigt eine signifikante Aufregulation der AGR3-Proteinexpression in allen
Brusttumoren (n=190) und im IHC-klassifizierten luminalen Sybtypen (n=113), hingegen eine
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signifikante Herabregulation von AGR3 in triple-negativen Brustkrebs-Fillen (TNBC, n=23) im
Vergleich zur Normalgewebe-Expression (n=39). (G) Der Box Plot verdeutlicht eine hochsignifikante
Aufregulation von AGR3-Protein in gut (G1) und miBig (G2) differenzierten Mammakarzinomen
(n=104) im Vergleich zur Normalgewebe-Expression (n=39). Die Zahlen innerhalb der Boxen
entsprechen dem jeweiligen medianen IRS. Horizontale Linien: Mediane, Boxen: 25%- bis 75%-
Quartile, vertikale Linien: Minima und Maxima. Signifikanzen beruhen auf zweiseitigem Dunn’s
multiplem Vergleichstest. *: P < 0,05, ***: P < 0,001, ns: nicht signifikant. IRS: immunreaktiver Score
nach Remmele und Stegner [272].

Tabelle 3-5: Korrelation der klinisch-pathologischen Parameter des TMA mit der AGR3-

Proteinexpression

Parameter Kategorisierung n* AGR3 hoch® AGR3 niedrig® P-
Wert¢

Gesamt - 190 101 (53,2%) 89 (46,8%) -
Alter bei Diagnosestellung  Median: 58 Jahre

<58 Jahre 92 44 (478%) 48 (52,2%)

>58 Jahre 96 55(57,3%) 41 (42,7%) 0,242
TumorgroBe?

pT1 61  32(52,5%) 29 (47,5%)

pT2-4 125 66(52,8%) 59 (47,2%) 1,000
Lymphknoten-Status®

pNO 81 40(49,4%) 41 (50,6%)

pNI-3 102 55(53,9%) 47 (46,1%) 0,555
Histologischer Tumorgrad®

GI-2 104 64 (61,5%) 40 (38,5%)

G3 82 34 (41,5%) 48 (58,5%) 0,008
Histologischer Subtyp

invasiv-duktal 173 91 (52,6%) 82 (47,4%)

invasiv-lobulér 7 6 (85,7%) 1(14,3%) 0,126
Ostrogenrezeptor-Status

negativ (IRS'0-2) 44 9 (20,5%) 35 (79,5%)

positiv (IRS'3-12) 101 66 (65,3%) 35 (34,7%) <0,001
Progesteronrezeptor-Status

negativ (IRS"0-2) 107 51 (47,7%) 56 (52,3%)

positiv (IRS'3-12) 51 33 (64,7%) 18 (35,3%) 0,060
HER2-Status?®

osave O 1 43 746561%) 58 43.9%)

positive (3+) 30 11(36,7%) 19 (63,3%) 0,069

"Weibliche Patienten mit primédrem, unilateralen, invasiven Mammakarzinom.” Die Dichotomisierung
erfolgte am Median des immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele und Stegner [272]: IRS 0-4
(niedrig), IRS 6-12 (hoch). “Exakter Test nach Fisher; zweiseitiges Signifikanzniveau. ‘GemiR TNM-
Klassifikation nach Sobin und Wittekind [20]. *Gemif3 Bloom und Richardson, modifiziert nach Elston
und Ellis [19]. fIRS nach Remmele und Stegner [272]. #Uberexpression des HER2/NEU-Gens wurde
geméll ITHC-basiertem DAKO-Score-System diagnostiziert. Prozentangaben kénnen aufgrund von
Rundungsfehlern ungleich 100% sein. Signifikante P-Werte (P < 0,05) sind durch Fettdruck
hervorgehoben.
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Weiterhin iibereinstimmend mit den mRNA-Daten konnte eine hochsignifikante (P < 0,001)
Aufregulation der AGR3-Proteinexpression in G1- und G2-Brusttumoren im Vergleich zur
Normalgewebe-Expression gezeigt werden (Abbildung 3-4G). Die positive Korrelation
zwischen AGR3-Proteinexpression und dem luminalen Subtypen sowie mit gut (G1) und méiBig
(G2) differenzierten Tumoren, wurde schlieBlich mittels exaktem Test nach Fisher untermauert
(Tabelle 3-5).

Von Bedeutung fiir einen Fritherkennungsmarker ist neben der Detektion frither Stadien
invasiver Tumoren bereits der Nachweis von pri-invasiven Lisionen, die im Vergleich zu
invasiven Stadien eine deutlich bessere Prognose aufweisen [273]. Dazu wurde die AGR3-
Proteinexpression in invasiven Tumorzellen, der Expression in nicht-invasiven Tumoranteilen
(hier nur duktale Karzinome in situ (DCIS)) und Brust-Normalgeweben gegeniiber gestellt.
Abbildung 3-5 zeigt eine graduelle Zunahme der AGR3-Proteinexpression vom Normalgewebe
iiber die DCIS-Anteile bis hin zu den invasiven Tumorzellen (medianer FC des IRS gegeniiber

Normalgewebe: 2 (DCIS), 3 (invasiver Tumor)).

34| 2
i:lL

No;mal D(ITIS Invasiv

AGR3-Firbung (IRS)
T

Abbildung 3-5: Graduelle Zunahme der AGR3-Proteinexpression vom Brust-Normalgewebe bis
zum invasiven Mammakarzinom. Darstellung der AGR3-Proteinexpression in Brust-Normalgeweben
(n=39), pri-invasiven Brustldsionen (DCIS, duktales Karzinom in situ, n=9) und invasiven
Brusttumoren (n=181) mittels Box Plot. Im Median ergab sich eine hochsignifikante Aufregulation der
AGR3-Proteinexpression in den invasiven Tumoren im Vergleich zum Normalgewebe. **: P < 0,01;
ns: nicht signifikant (zweiseitiger Dunn’s multipler Vergleichstest). IRS: immunreaktiver Score nach
Remmele und Stegner [272]. Zahlen innerhalb der Boxen entsprechen dem Median des IRS.

Zusammenfassend konnte mit AGR3 ein potentieller Brustkrebs-Biomarker identifiziert
werden, der vor allem die Detektion gut (G1) bis mittelgradig (G2) differenzierter, luminaler

Tumoren gewihrleisten kann. Seine putative Eignung fiir die Fritherkennung zeigte sich ferner



-98- Ergebnisse

in einem detektierbaren graduellen Anstieg der AGR3-Proteinexpression in Priakanzerosen, mit
einer maximalen Expression in den invasiven Mammakarzinomen im Vergleich zum

Normalgewebe.

3.1.1.3.2 Weitere Biomarker-Kandidaten

Die Ergebnisse der semi-quantitativen mRNA-Expressionsanalyse fiir die Kandidatengene
ASPN, CELSRI, CTHRCI, GREMI und NMU im Mamma-Kryogewebe-Kollektiv (sieche
Tabelle 6-1 des Anhangs) sind in Tabelle 3-6 zusammengefasst. Dargestellt ist der mediane
Fold Change (FC) der Expression fiir das jeweilige Gen betrachtet iiber alle Mammakarzinome
sowie nach Gruppierung in die Subtypen Luminal, HER2-positiv und triple-negativer

Brustkrebs (TNBC) relativ zur Normalgewebe-Expression.

Tabelle 3-6: Medianer FC der Kandidatengen-mRNA -Expression iiber alle Tumoren und in IHC-
klassifizierten Brustkrebs-Subtypen in Relation zur Normalgewebe-Expression

n®  alle Tumoren® Luminal® HER2-positiv* TNBC*
ASPN 62 4,5 (+)** 8,1 (+)*** 34 (+) 1,4 (-)
CELSRI1 62 1,5(+) 2,6 (+) 3,0 (-) 2,9 (-)
CTHR(C1 62 9,2 (4)¥** 11,0 (4)*** 9.7 (+) 3.9 (+)*
GREM1 37 1,6(+) 2,2 (+) k.A. 1,2 (-)
NMU 62 1,2(+) 1,7 () 3,0(+) 35(+)

“Anzahl analysierter Mammakarzinome. °Signifikanz nach zweiseitigem Mann-Whitney-U-Test. **: P
< 0,01; ***: P < 0,001. °Signifikanz nach zweiseitigem Dunn’s multiplem Vergleichstest.*: P < 0,05;
*#*%: P < 0,001. (+): aufreguliert in Gruppe, (-): herabreguliert in Gruppe relativ zur medianen
Normalgewebe-Expression (n=13); FC: Fold Change, TNBC: triple-negativer Brustkrebs, k.A.: keine
Angabe aufgrund zu geringer Probenanzahl

Als weiterer vielversprechender Kandidat neben AGR3 stellte sich das Gen ASPN heraus,
dessen Expression iiber alle analysierten Mammakarzinome betrachtet hochsignifikant (P <
0,01) um einen Faktor von 4,5 im Median gegeniiber der Normalgewebe-Expression
aufreguliert war, zudem eine deutliche Assoziation mit dem luminalen Subtypen (medianer FC
gegeniiber dem Normalgewebe: 8,1; P < 0,001) aufwies (Tabelle 3-6). Die Assoziation
zwischen einer erhohten ASPN-Expression mit Mammakarzinomen des luminalen Subtyps
wurde mittels exaktem Fisher-Test am oben erwihnten Kryogewebe-Kollektiv sowie durch
Analyse des unabhidngigen in silico-Mammakarzinom-Kollektivs (sieche Abschnitt 2.1.4)
bestitigt (Tabelle 3-7 und Tabelle 3-8). Als bedeutsam fiir eine potentielle Nutzung als

Fritherkennungsmarker stellte sich die signifikante Assoziation einer erhohten ASPN-
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Expression mit pT1-Tumoren in beiden unabhédngigen Kollektiven (Tabelle 3-7 und Tabelle
3-8) heraus.

Das Gen CTHRC]I wies die stirkste Uberexpression aller analysierten Kandidaten auf, sowohl
bei Betrachtung der Gesamtheit der Mammakarzinome (medianer FC: 9,2; P < 0,001) als auch
innerhalb der einzelnen Brustkrebs-Subtypen (medianer FC > 3,9) gegeniiber den
Normalgeweben (Tabelle 3-6) und stellte somit einen aussichtsreichen Kandidaten dar.

Als potentieller Marker fiir nicht-luminale Tumoren erwies sich das Gen NMU, dessen stirkste
Expression in den HER2-positiven und triple-negativen Mammakarzinomen verzeichnet wurde
(medianer FC gegeniiber der Normalgewebe-Expression: 3,0 und 3,5; Tabelle 3-6). Die mittels
exaktem Test nach Fisher herausgestellte signifikante positive Korrelation zwischen NMU-
Expression und negativem Ostrogen- sowie Progesteronrezeptor-Status beziehungsweise
positivem HER?2-Status, bestétigte die obige Feststellung (Tabelle 3-7 und Tabelle 3-8).

Fiir den Kandidaten CELSR] zeigte sich eine relativ geringe Aufregulation der Expression in
den Brusttumoren gegeniiber der Normalgewebe-Expression (medianer FC: 1,5; Tabelle 3-6).
Die Subgruppenanalyse verdeutlichte eine verstirkte CELSRI-Expression im luminalen
Subtypen (medianer FC gegeniiber Normalgewebe-Expression: 2,6; Tabelle 3-6). Die
Assoziation zwischen erhohter CELSRI-Expression und dem luminalen Brustkrebs-Subtypen
konnte durch den Nachweis einer hochsignifikanten positiven Korrelation der CELSRI-
Expression mit positivem Ostrogen- sowie Progesteronrezeptor-Status belegt werden (fiir alle
P < 0,001; Tabelle 3-7 und Tabelle 3-8). Von besonderer Relevanz im Hinblick auf eine
potentielle Nutzung als Fritherkennungsmarker stellte sich eine signifikante Assoziation der
CELSR1-Expression mit pT1-Tumoren und einem insgesamt niedrigeren Tumorstadium heraus
(Tabelle 3-8, fiir beide P < 0,05).

Aufgrund der nur geringen Tumor-spezifischen Aufregulation der mRNA-Expression wurden

die Kandidatengene CELSRI und GREM1 (siehe Tabelle 3-6) fiir nachfolgende Analysen auf

Proteinebene nicht weiter berticksichtigt.
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Tabelle 3-7: Korrelation der klinisch-pathologischen Parameter des Kryogewebe-Kollektivs® mit
mRNA-Expressionsdaten fiir die Kandidatengene ASPN, CELSR1, CTHRC1, GREM1 und NMU

Parameter ASPNP CELSRI® CTHRCI® GREMI® NMU"
[nN; nH [nN; nH [nN; nH [nN; nH [nN; nH
H™)] (H™)] (H™)] H™)] (H™)]

Alter;

Median: 63,5 Jahre

<63,5 Jahre 13;18 18;13 17; 14 8,9 14; 17
(58,1) (41,9) (45,2) (52,9) (54,8)

>63,5 Jahre 18; 13 13; 18 14; 17 11;7 17; 14
(41,9) (58,1) (54,8) (45,0) (45,2)

Tumorgrofe*

pT1 13; 22 16; 19 16; 19 8; 11 21; 14
(62,9) (54,3) (54,3) (57,9) (40,0)

pT2-3 18; 9 15; 12 15;12 11;7 10; 17
(33,3)* (44,4) (44,4) (38,9) (63,0)

Lymphknoten-Status®

pNO 18; 16 17; 17 17; 17 12; 9 18; 16
47,1) (50,0) (50,0) (42,9) 47,1)

pN1-3 12; 15 14; 13 13; 14 7: 8 13; 14
(55,6) (48,1) (51,9) (53,3) (51,9)

Histologischer

Tumorgrad?

G1-2 6; 17 6; 17 9; 14 5;9 14; 9
(73,9) (73,9) (60,9) (64,3) (39,1)

G3 24; 14 25;13 22; 16 14; 9 17; 21
(36,8)** (34,2)** 42,1) (39,1) (55,3)

Histologischer Subtyp

invasiv-duktal 27; 28 28; 27 27; 28 15; 18 27; 28
(50,9) 49,1) (50,9) (54,5) (50,9)

invasiv-lobuldr 2;3 2;3 2:3 2;0 3;2
(60,0) (60,0) (60,0) (0,0) (40,0)

Ostrogenrezeptor-Status

negativ (IRS 0-2)° 1751 1751 10; 8 10; 2 3; 15
(5,0) (5,0) (44.4) (16,7) (83,3)

positiv (IRS 3-12)¢ 13; 29 14; 28 20; 22 8; 15 27; 15
(69,0)**:* (66,7)%** (52,4) (65,2)* (33,3)*=*

Progesteronrezeptor-

Status

negativ (IRS 0-2)° 16; 4 18;2 13;7 8;4 4; 16
(20,0) (10,0) (35,0) (33,3) (80,0)

positiv (IRS 3-12)¢ 13; 26 13; 26 16; 23 9;13 26; 13
(66,7)** (66,7)%** (59,0) (59,1) (33,3)%=*

HER2-Status’

negativ 27; 26 25; 28 27,26 14; 17 29; 24
(49,1) (52,8) 49,1) (54,8) (45,3)

positiv 3;5 6;2 3;5 4; 1 1;7
(62,5) (25,0) (62,5) (20,0) (87,5)

“"Weibliche Patienten mit primérem, unilateralen, invasiven Mammakarzinom (n=62).’Die Expression
aller Tumor-Proben wurde auf die mediane Zielgen-Expression der Normalgewebe normiert. Das
Haushaltsgen GAPDH fungierte als interner Standard der relativen Expression. Die Dichotomisierung
der relativen Expressionsdaten erfolgte jeweils am Median. nN: Anzahl Tumoren mit niedriger Zielgen-
Expression; nH: Anzahl Tumoren mit hoher Zielgen-Expression; H?: Prozentualer Anteil der Tumoren
mit hoher Zielgen-Expression in Relation zur analysierten Gesamtprobenzahl. ‘Gemidl TNM-
Klassifikation nach Sobin und Wittekind [20]. ‘Gemii8 Bloom und Richardson, modifiziert nach Elston
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und Ellis [19]. ‘Immunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner [272]. beerexpression des
HER2/NEU-Gens wurde gemifl IHC-basiertem DAKO-Score-System diagnostiziert. Zweifelhafte
(DAKO-IHC: 2+) Fille wurden zusitzlich mittels FISH-Analyse auf Amplifikation des Gens hin
analysiert. Signifikante Korrelationen (P < 0,05) beruhend auf exaktem Test nach Fisher (zweiseitig)
sind durch Fettdruck hervorgehoben.*: P < 0,05; **: P < 0,01; ***: P < 0,001.

Tabelle 3-8: Korrelation der klinisch-pathologischen Parameter des irn silico-Datensatzes® mit
mRNA-Expressionsdaten fiir die Kandidatengene ASPN, CELSRI1, CTHRCI und NMU

Parameter ASPNP® CELSRI® CTHRCI® NMU
[nN; nH [nN; nH [nN; nH [nN; nH
(HM)] (HM)] (HM)] (H™)]

Alter;

Median: 58 Jahre

<58 Jahre 239; 261 270; 230 241; 259 227; 273
(52,2) (46,0) (51,8) (54,6)

>58 Jahre 253; 230 223; 260 253; 230 267; 216
(47,6) (53,8)* (47,6) (44,7)**

Tumorgrofe*

pT1 106; 147 112; 141 115; 138 136; 117
(88,1) (55,7) (54,5) (46,2)

pT2-4 377; 328 366; 339 366; 339 345; 360
(46,5)** (48,1)* (48,1) (51,1)

Lymphknoten-Status®

pNO 235; 216 235; 216 233; 218 210; 241
(47,9) (47,9) (48,3) (53,4)

pN1-3 240; 253 238; 255 240; 253 261; 232
(51,3) (51,7) (51,3) 47,1)

Fernmetastasierung®

pMO 427; 410 428; 409 426; 411 425; 412
(49,9) (48,9) (49,1) (49,2)

pM1 6;9 9;:6 4;11 7,8
(60,0) (40,0) (73,3) (53,3)

Tumor-Stadium*

Stadium 1 73; 88 69; 92 80; 81 89; 72
54,7 (57,1) (50,3) (44,7)

Stadium 2-4 406; 375 403; 378 397; 384 387; 394
(48,0) (48,3)* (49,2) (50,4)

Ostrogenrezeptor-Status

negativ (IRS 0-2)¢ 129; 46 162; 13 87; 88 36; 139
(26,3) 7.4) (50,3) (79.,4)

positiv (IRS 3-12)¢ 246; 346 220; 372 289; 303 347; 245
(58,4)*** (62,8)*%#* (51,2) (41,4)%%*

Progesteronrezeptor-

Status

negativ (IRS 0-2)¢ 169; 80 199; 50 125; 124 725177
32,1) (20,1) (49,8) (71,1)

positiv (IRS 3-12)¢ 203; 312 181; 334 248; 267 310; 205
(60,6)*** (64,9)*** (51,8) (39,8)*#*

HER2-Status®

negativ 316; 322 302; 336 329; 309 337; 301
(50,5) (52,7) (48,4) 47,2)

positiv 47, 67 66; 48 40; 74 48; 66

(58.,8) 42,1)* (64,9)** (57,9)*
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"Weibliche Patienten mit Mammakarzinom (n=993). "Die Dichotomisierung der relativen RNA-
Expressionsdaten erfolgte jeweils am Median. nN: Anzahl Tumoren mit niedriger Zielgen-Expression;
nH: Anzahl Tumoren mit hoher Zielgen-Expression; H”: Prozentualer Anteil der Tumoren mit hoher
Zielgen-Expression in Relation zur analysierten Gesamtprobenzahl. ‘Geméill TNM-Klassifikation nach
Sobin und Wittekind [20]. ‘Immunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner [272].
*Uberexpression des HER2/NEU-Gens wurde gemidB IHC-basiertem DAKO-Score-System
diagnostiziert. Zweifelhafte (DAKO-IHC: 2+) Fille wurden zusitzlich mittels FISH-Analyse auf
Amplifikation des Gens hin analysiert. Signifikante Korrelationen (P < 0,05) beruhend auf exaktem Test
nach Fisher (zweiseitig) sind durch Fettdruck hervorgehoben.*: P < 0,05; **: P < 0,01; ***: P < 0,001.
k.A.: keine Angabe.

Fiir den Biomarker-Kandidaten ASPN konnte, in Ubereinstimmung mit seiner beschriebenen
Rolle als Kollagen-bindendes Protein [274], eine auf die extrazellulire Matrix (EZM)
beschriankte immunhistochemische Farbung in Normal- und Tumorgeweben der Brust
beobachtet werden (Abbildung 3-6A und B).

Fiir CTHRCI1 zeigte sich eine méBig bis starke zytoplasmatische Anfidrbbarkeit des Epithels
und stromaler Zellen sowohl im Normalgewebe der Brust als auch im Mammakarzinom.
Hingegen wurde eine auffillige Zunahme von CTHRC1-Protein in der Tumor-assoziierten im
Vergleich zur EZM des Normalgewebes verzeichnet (Abbildung 3-6C und D).

Eine verlissliche Aussage hinsichtlich einer Tumor-spezifischen Aufregulation, wie nach den
mRNA-Daten fiir ASPN und CTHRC erwartet (siche Tabelle 3-6), lief} sich fiir beide Proteine
anhand immunhistochemischer Farbungen nicht treffen. Zwecks besserer Quantifizierbarkeit
der Expression wurden die gleichen Antikorper fiir ASPN und CTHRCI1 im Western Blot fiir
die Analyse von Gewebelysaten genutzt (Abbildung 3-7). Zwar liel sich eine teils starke
spezifische Expression beider Proteine in den analysierten Mammakarzinom-Proben
nachweisen, jedoch konnte auch hier aufgrund nur eines fiir Western Blot-Analysen zur
Verfiigung stehenden Normalgewebes keine verldssliche Quantifizierung vorgenommen
werden.

Der Nachweis iiberwiegend zytoplasmatisch lokalisierten, endogenen NMU-Proteins im
Normal- und Tumorgewebe der Brust konnte nur in wenigen Féllen mit sehr starker NMU-
mRNA-Expression erbracht werden, so dass eine Quantifizierung der Proteinexpression in
Normal- und Tumorproben nicht moglich war. Im analysierten Gewebe wurde eine die mRNA-
Daten unterstiitzende, gesteigerte NMU-Proteinexpression in epithelialen Krebszellen eines
triple-negativen Mammakarzinoms im Vergleich zum Tumor-assoziierten Normalepithel der
Brust nachgewiesen (Abbildung 3-6E und F). Die ektopische NMU-Expression in

Mammakarzinom-Zelllinien erlaubte unter Verwendung des gleichen Antikérpers den
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spezifischen Western Blot-Nachweis von NMU-Protein (siche Abbildung 3-31). Hingegen war

die Detektion endogenen Proteins in Gewebelysaten nur in wenigen Einzelfillen moglich.

-y
o Sk

Abbildung 3-6: Charakterisierung der Proteinexpression der Biomarker-Kandidaten ASPN,
CTHRC1 und NMU in humanem Normal- und Tumorgewebe der Brust. Auf die extrazellulire
Matrix (EZM) beschrinkte ASPN-Expression in (A) Brust-Normalgewebe und (B) einem I[HC-
klassifizierten luminalen Mammakarzinom. Normal (N)- und Tumor (T)-Epithel zeigten keine
Expression. (C) MiBig bis starke zytoplasmatische CTHRC1-Expression im normalen Brustepithel (N)
und assoziierten stromalen Zellen (Pfeile) sowie Detektion einer schwachen Firbung der umgebenden
EZM. (D) Starke Zunahme der CTHRC1-Anfirbbarkeit in der Tumor-assoziierten EZM im Vergleich
zu der des Normalgewebes in C. MiBig bis starke zytoplasmatische Expression in epithelialen
Krebszellen (T) des IHC-klassifizierten luminalen Subtyps sowie stromalen Zellen (Pfeile). Schwache
Féarbung im Tumor-assoziierten Normalepithel (N). (E und F) Schwache zytoplasmatische Firbung im
Tumor-assoziierten normalen Brustepithel (N), hingegen gesteigerte NMU-Expression in epithelialen
Krebszellen (T) eines triple-negativen Mammakarzinoms.
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Abbildung 3-7: Proteinexpression von ASPN und CTHRC1 in humanem Normal- und
Tumorgewebe der Brust. Western Blot-Nachweis von ASPN und CTHRC1 in Gewebelysaten der
normalen Brust und Mammakarzinom-Proben. Als Ladekontrolle fungierte f-Aktin. TNBC: Triple-
negativer Brustkrebs.

3.1.2 Zweite Stufe: Validierung potentieller Serumbiomarker im humanen Serum

Die Auswahl vielversprechender potentieller Serumbiomarker fiir eine Validierung an humanen
Serumproben erfolgte auf Grundlage 1. der festgestellten Stirke (Fold Change) der
Aufregulation in Brusttumor- gegeniiber Normalgeweben, 2. Korrelationen der Expression mit
fiir die Fritherkennung wichtigen Indikatoren eines frithen Tumorstadiums, sowie 3. unter
Beriicksichtigung der Abdeckung aller molekularen Brustkrebs-Subtypen zwecks Erzielung

maximal moglicher klinischer Spezifitdt und Sensitivitit eines angestrebten Biomarker-Panels.
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Abbildung 3-8: Protein-Konzentrationen der Biomarker-Kandidaten ASPN und CTHRC1 im
Blutserum von Brustkrebs-Patientinnen und gesunden Spenderinnen. Scatter Plot-Darstellung der
Konzentrationen der Biomarker-Kandidaten (A) ASPN und (B) CTHRC1 im Serum von Brustkrebs-
Patientinnen (n=20) und gesunden Spenderinnen als Kontrollgruppe (n=20). *: P < 0,05; ns: nicht
signifikant (Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig). Horizontale Linien: Median der Konzentration fiir die
jeweilige Gruppe. Die mediane Konzentration der jeweiligen Gruppe ist in der Abbildung dargestellt.



Ergebnisse -105-

In einem Vorversuch wurde zunichst der qualitative Nachweis der Biomarker-Kandidaten
AGR3, ASPN und CTHRC1 in Serumalbumin (HSA)- und Immunglobulin G (IgG)-
abgereicherten humanen Serumsproben angestrebt (siche Abschnitt 2.16.6), welcher jedoch
nicht erbracht werden konnte.

Der quantitative Nachweis sollte schlieBlich mithilfe der sensitiven Sandwich-ELISA-Technik
erfolgen (siche Abschnitt 2.16.14). Dazu wurde ein Serum-Kollektiv aus 48 Brustkrebs-
assoziierten Seren (iiberwiegend frithes Tumorstadium) sowie Seren gesunder Spenderinnen
als Kontrollgruppe etabliert. Beide Gruppen wiesen ein medianes Alter von 59,5 Jahren auf
(mittleres Alter: 60,8 Jahre (Normal-Seren); 60,9 Jahre (Brustkrebs-assoziierte Seren)). Die

klinisch-pathologischen Parameter der Tumor-assoziierten Seren sind in Tabelle 6-3 des

Anhangs dargestellt.
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Abbildung 3-9: Evaluierung der Biomarker-Effizienz fiir den Kandidaten AGR3. (A) Scatter Plot-
Darstellung der AGR3-Proteinkonzentration im Blutserum von Brustkrebs-Patientinnen (n=40) und
gesunden Spenderinnen als Kontrollgruppe (n=40). Es zeigte sich eine hochsignifikant erhéhte AGR3-
Konzentration im Serum von Brustkrebs-Patientinnen im Vergleich zur Kontrollgruppe. ***: P < (0,001
(Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig). Horizontale Linien und Werte: Mediane Konzentration der
jeweiligen Gruppe. (B) Bestimmung der Biomarker-Effizienz (Sensitivitit/Spezifitit) fiir den
Kandidaten AGR3 mittels ROC (Receiver Operating Characteristic)-Analyse. Dargestellt ist eine ROC-
Kurve (blau) mit einer Diskriminierungsstirke (AUC, Area Under Curve) von 0,718 (**: P < (,01). Die
diagonale Linie (griin) veranschaulicht eine AUC von 0,5, bei der keine Diskriminierung von Test- und
Kontrollgruppe moglich ist. Abhédngig vom definierten Schwellenwert fiir die AGR3-Serum-
Konzentration weist die ROC-Kurve einem bestimmten Sperzifitits- einen korrespondierenden
Sensitivitdtswert zu: ein Schwellenwert fiir die AGR3-Konzentration von 0,51 ng/ml definierte bei einer
Spezifitiat von 100%, eine Sensitivitit von 25%. KI: Konfidenzintervall.

Fiir den Kandidaten ASPN zeigte sich eine nicht-differentielle Konzentration des Proteins in

Brustkrebs-assoziierten Seren (n=20, mediane Konzentration: 64,7 pg/ml) im Vergleich zu
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gesunden Kontrollen (n=20, mediane Konzentration: 71,5 pg/ml) (Abbildung 3-8A). Hingegen
lag eine statistisch signifikant (P < 0,05) erhohte CTHRCI1-Proteinkonzentration in den
Brustkrebs-assoziierten Seren (n=20, mediane Konzentration: 0,47 ng/ml) im Vergleich zur
Kontrollgruppe vor (n=20, mediane Konzentration: 0,0 ng/ml) (Abbildung 3-8B). Da der
iberwiegende Anteil der gemessenen Konzentrationen an der unteren Grenze des
Detektionslimits fiir den genutzten Assay lag, wurde auch die Analyse des Kandidaten
CTHRCI nicht an weiteren Seren des Kollektivs fortgesetzt.

Fiir AGR3 konnte eine hochsignifikant erhohte Konzentration in den Brustkrebs-assoziierten
Seren (n=40) im Vergleich zu den Kontrollen gesunder Spenderinnen (n=40) ermittelt werden
(P < 0,001; medianer FC: 3,0; Abbildung 3-9A). Die Evaluierung der Effizienz von AGR3 als
putativer Serumbiomarker fiir die Brustkrebs-Detektion, erfolgte mittels ROC (Receiver
Operating Characteristic)-Analyse. Die Definition des Schwellenwertes fiir die AGR3-Serum-
Konzentration (0,51 ng/ml), bei dessen Erreichen vom Vorliegen einer Brustkrebserkrankung
ausgegangen wird, erfolgte unter Beriicksichtigung der Erzielung maximaler klinischer
Spezifitit (Richtig-Negativ-Rate). Die Definition erlaubte die Diskriminierung von Brustkrebs-
Patientinnen und gesunden Spenderinnen mit einer klinischen Sensitivitdt (Richtig-Positiv-
Rate) von 25% bei 100% Spezifitit (P < 0,01; AUC: 0,718; 95% KI: 0,606 bis 0,830)
(Abbildung 3-9B).
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Abbildung 3-10: Evaluierung der Effizienz des Biomarker-Kandidaten AGR2 und des AGR2-
AGR3-Biomarker-Dupletts. (A) Scatter Plot-Darstellung der AGR2-Proteinkonzentration im Serum
von Brustkrebs-Patientinnen (n=40) und gesunden Spenderinnen als Kontrollgruppe (n=40). Es zeigte
sich eine hochsignifikant erhohte AGR2-Konzentration im Serum von Brustkrebs-Patientinnen im
Vergleich zur Kontrollgruppe. ***: P < 0,001 (Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig). Horizontale Linien
und Werte: mediane Konzentration der jeweiligen Gruppe. (B und C) Bestimmung der Effizienz
(Sensitivitit/Spezifitit) fir den Biomarker-Kandidaten AGR2 sowie des AGR2-AGR3-Biomarker-
Dupletts mittels ROC (Receiver Operating Characteristic)-Analyse. Dargestellt ist die jeweilige ROC-
Kurve (blau) mit einer Diskriminierungsstirke (AUC, Area Under Curve) fiir AGR2 von 0,841 (*¥%*: P
< 0,001) und des AGR2-AGR3-Dupletts von 0,827 (***: P < 0,001). Die jeweilige diagonale Linie
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(griin) veranschaulicht eine AUC von 0,5, bei der keine Diskriminierung von Test- und Kontrollgruppe
moglich ist. Abhéngig vom definierten Schwellenwert fiir die AGR2- bzw. die gemittelte Konzentration
von AGR2 und AGR3 in einer Probe (19 Kontroll-, 32-Brustkrebs-Seren) weist die ROC-Kurve einem
bestimmten Spezifitits-, einen korrespondierenden Sensitivitdtswert zu: ein Schwellenwert fiir die
AGR2-Konzentration von 1,88 ng/ml definierte bei einer Spezifitit von 97,5% eine Sensitivitidt von
7,5%. Ein Schwellenwert fiir die gemittelte AGR2-AGR3-Konzentration von 0,48 ng/ml definierte bei
einer Spezifitdt von 89,5% eine Sensitivitdt von 64,5%. KI: Konfidenzintervall.

Mit dem Hintergrund die klinische Sensitivitit der Serum-basierten Brustkrebs-Detektion
weiter zu steigern, erfolgte die Fokussierung auf einen zusitzlichen Biomarker-Kandidaten,
namentlich AGR2. Das wahrscheinliche Paralog von AGR3 [113] wurde bereits als moglicher
Serumbiomarker fiir das Ovarial-[109], Lungen-[123] und Prostatakarzinom [124] beschrieben.
Trotz der bekannten starken Aufregulation der AGR2-Expression im Brustkrebs im Vergleich
zum Brust-Normalgewebe und seiner wahrscheinlichen Sezernierung [112] wurde das
Biomarker-Potential von AGR?2 fiir das humane Mammakarzinom noch nicht untersucht. Unter
Verwendung eines etablierten ELISA-Assays [124, 275] wurde die AGR2-Konzentration in 40
altersgematchten Serum-Paaren ermittelt. Es zeigte sich eine hochsignifikante Erhhung der
AGR2-Konzentration im Serum von Brustkrebs-Patientinnen im Vergleich zu den Kontroll-
Seren (P < 0,001; medianer FC: 2,2; Abbildung 3-10A).

Basierend auf den FErgebnissen der ROC-Analyse erlaubte die Festlegung eines
Schwellenwertes fiir die AGR2-Serum-Konzentration von 1,88 ng/ml eine Diskrimierung von
Brustkrebs-Patientinnen und gesunden Frauen mit einer klinischen Sensitivitdt von 7,5% bei
maximal moglicher Spezifitit von 97,5% (P < 0,001; AUC: 0,841; 95% KI: 0,606 bis 0,830)
(Abbildung 3-10B). Die Kombination der beiden putativen Biomarker AGR2 und AGR3, durch
Bestimmung ihrer gemittelten Konzentration in den analysierten Seren (19 Kontroll- und 32
Brustkrebs-assoziierte Seren) zu einem Biomarker-Duplett, resultierte bei Definition des
Schwellenwertes fiir die gemittelte AGR2-AGR3-Serumkonzentration von 0,48 ng/ml in einer
deutlichen Erhohung der klinischen Sensitivitit auf 64,5% bei gleichzeitiger Aufrechterhaltung
einer hohen klinischen Spezifitit von 89,5% (P < 0,001; AUC: 0,827; KI: 0,693 bis 0,962)
(Abbildung 3-10C).

Gegen die als aussichtsreiche putative Biomarker fiir die Brustkrebs-Fritherkennung
identifizierten Kandidaten AGR2 und AGR3 sollten im Rahmen des MicroBioMed-Projektes
schlieBlich monoklonale Antikorper durch Kooperationspartner (Fraunhofer-IME, Institut fiir
Molekularbiologie und Angewandte Okologie, Aachen) generiert, um letztlich in das
angestrebte mikrofluide Chip-System fiir die Brustkrebs-Diagnostik integriert zu werden. Dazu

wurde die AGR3- bzw. AGR2-Volllingen-cDNA (ohne Terminations-Codon) in einen Vektor
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mit Hexa-Histidin-Tag kloniert, der von den Kooperationspartnern fiir die Erzeugung
rekombinanten Proteins fiir die Inmunisierung von Wirtstieren zwecks Antikdrper-Produktion

genutzt werden sollte. Die vollstindige Klonierungsstrategie ist im Abschnitt 2.15.9 dargestellt.

3.2 Prognostische und funktionelle Relevanz ausgewihlter Kandidaten fiir das
Mammakarzinom

Die im Rahmen des MicroBioMed-Projektes urspriinglich als potentielle Brustkrebs-

Fritherkennungsmarker identifizierten Kandidaten sollten in der vorliegenden Arbeit zusitzlich

hinsichtlich ihrer putativen prognostischen Nutzbarkeit sowie ihrer moglichen Bedeutung fiir

Entstehung und Progression des humanen Mammakarzinoms untersucht werden.

3.2.1 Der Kandidat AGR3

Die potentielle klinische Relevanz von AGR3 als prognostischer Marker fiir das humane
Mammakarzinom sowie seine putative funktionelle Bedeutung hinsichtlich Entstehung und
Progression der Brustkrebserkrankung sind bisher nicht untersucht worden. Das homologe
Protein AGR2 ist hingegen als ein das Tumor-Zellwachstum und die -Progression fordernder
Faktor im Brustkrebs und anderen Entititen beschrieben [99] und wird zudem als

prognostischer Marker fiir einen ungiinstigen Verlauf des humanen Mammakarzinoms [118,

119] diskutiert.

3.2.1.1 AGRS3 ist ein prognostischer Faktor fiir einen ungiinstigen Verlauf des gut bis
mittelgradig differenzierten Mammakarzinoms
Die Untersuchung einer potentiellen prognostischen Relevanz von AGR3 fiir das humane
Mammakarzinom erfolgte durch Firbung eines 190 Brustkrebsfille umfassenden Tissue
Microarrays mit zugehorigen Uberlebensdaten. Die klinisch-pathologischen Parameter des
Kollektivs sind in Tabelle 6-2 des Anhangs zusammengefasst. Die Dichotomisierung nach
Proteinexpressionsstérke fiir AGR3 erfolgte am Median des nach Remmele und Stegner [272]
berechneten immunreaktiven Scores (IRS) in die Gruppen ,,AGR3 niedrig® (IRS 0-4) und
,AGR3 hoch* (IRS 6-12). Fiir die univariate Uberlebensanalyse wurde der Log-Rank-Test

entsprechend der Kaplan-Meier-Methode angewendet.
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Abbildung 3-11: Eine erhéhte AGR3-Proteinexpression in Grad 1/2-Brustkrebs-Fillen ist mit
einem verringerten Tumor-spezifischen Uberleben assoziiert. Univariate Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven illustrieren das Tumor-spezifische Uberleben von Patientinnen mit niedriger (graue
Kurven) in Relation zu Patientinnen mit hoher AGR3-Proteinexpression (schwarze Kurven) in (A) allen
Mammakarzinomen, (B) Grad 1/2, sowie (C) Grad 3-Brusttumoren. Die Dichotomisierung der AGR3-
Proteinexpression erfolgte am Median des immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele und Stegner
[272] : ,,AGR3 niedrig” (IRS = 0-4), ,,AGR3 hoch* (IRS = 6-12). Vertikale Linien: zensierte Fille.

Tabelle 3-9: Univariate Analyse klinisch-pathologischer Parameter in Grad®* 1/2-Brusttumoren

im Hinblick auf das Tumor-spezifische Uberleben

Parameter Kategorisierung Tumor-spezifisches Uberleben
n Ereignisse P-Wert®

AGR3-Proteinexpression®

AGR3niedrig 40 9

AGR3hoch 64 31 0,02
Alter bei Diagnosestellung

<54,5 Jahre 52 13

>54,5 Jahre 52 27 0,002
TumorgroBe!

pT1 44 8

pT2-4 59 31 <0,001
Lymphknoten-Status®

pNO 53 14

pN1-3 47 22 0,016
Histologischer Subtyp

invasiv-duktal 92 35

invasiv-lobulir 5 3 0,165
Ostrogenrezeptor-StatuS

negativ (IRS® 0-2) 15 6

positiv (IRS® 3-12) 59 21 0,636
Progesteronrezeptor-Status

negativ (IRS¢ 0-2) 45 20

positiv (IRS® 3-12) 39 12 0,108
HER2-Status®

negativ (0; 1+; 2+) 75 31

positiv (3+) 12 2 0,270

3GemiB Bloom und Richardson, modifiziert nach Elston und Ellis [19]. ®Log-Rank Test mit
zweiseitigem Signifikanzniveau von P < 0,05. “Dichotomisierung am medianen immunreaktiven Score
(IRS) nach Remmele und Stegner [272]: ,,AGR3 niedrig” (IRS = 0-4), ,,AGR3 hoch“ (IRS = 6-12).
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dNach TNM-Klassifikation gemidB Sobin und Wittekind [20]. ‘Immunreaktiver Score (IRS) nach
Remmele und Stegner [272]. Uberexpression des HER2/NEU-Gens wurde gemiB IHC-basiertem
DAKO-Score-System diagnostiziert. Signifikante P-Werte (P < 0,05) sind durch Fettdruck
hervorgehoben.

Bei Betrachtung aller Brustkrebs-Fille konnte kein signifikanter Einfluss der AGR3-
Proteinexpression auf das Tumor-spezifische Uberleben festgestellt werden (Abbildung
3-11A). Nach Subgruppierung der Patienten-Kohorte war jedoch innerhalb der gut (G1) bis
mittelgradig (G2) differenzierten Mammakarzinome, in welchen AGR3 stark exprimiert wird
(sieche Abbildung 3-4G), ein signifikanter (P < 0,05) prognostischer Effekt der AGR3-
Proteinexpression auf das Tumor-spezifische Uberleben ersichtlich (Abbildung 3-11B und
Tabelle 3-9). Die isolierte Analyse der schlecht differenzierten (G3) Brusttumoren lief3
hingegen keinen signifikanten Einfluss der AGR3-Expression auf das Tumor-spezifische
Uberleben erkennen (Abbildung 3-11C). Patientinnen mit gut bzw. mittelgradig differenziertem
Mammakarzinom und hoher AGR3-Proteinexpression zeigten ein signifikant verkiirztes
Tumor-spezifisches Uberleben (Mittelwert: 142,5 + 9,6 Monate; 95% KI: 123,8 — 161,2) im
Vergleich zu den Fillen mit niedriger AGR3-Expression (Mittelwert: 181,7 + 10,1 Monate;
95% KI: 162,0 — 201,4).

Tabelle 3-10: Multivariates Cox-Regressionsmodell mit allen potentiell das Tumor-spezifische
Uberleben von Grad?® 1/2-Brusttumoren beeinflussenden Faktoren

Variable HR P-Wert 95%XKI1
Untere Obere
Grenze Grenze

AGR3-Proteinexpression®

AGR3niedrie 1,000

AGR3hoch 2,186 0,048 1,008 4,740
TumorgrobBe*

pT1 1,000

pT2-4 3,453 0,005 1,455 8,194
Lymphknoten-Status®

pNO 1,000

pN1-3 1,879 0,087 0,912 3,869
Alter bei Diagnosestellung

<54,5 Jahre 1,000

>54,5 Jahre 2,481 0,011 1,231 4,999

@ GemiB Bloom und Richardson, modifiziert nach Elston und Ellis [19]. ® Dichotomisierung am
medianen immunreaktiven Score (IRS) nach Remmele und Stegner [272]: ,,AGR3 niedrig® (IRS = 0-
4), ,,AGR3 hoch* (IRS = 6-12). ¢ Nach TNM-Klassifikation gemill Sobin und Wittekind [20].
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Signifikante P-Werte (P < 0,05) sind durch Fettdruck hervorgehoben. HR: Hazard-Rate; KI:
Konfidenzintervall.

AnschlieBend galt es zu iiberpriifen, ob der in der univariaten Uberlebensanalyse herausgestellte
putative prognostische Wert von AGR3 innerhalb der Subgruppe der G1/2-Mammakarzinome
unabhiingig von bekannten prognostischen Faktoren ist und somit einen eigenstindigen
Informationsgewinn liefern kann. Dazu wurde eine multivariate Cox-Regressionsanalyse unter
Einschluss aller Faktoren durchgefiihrt, die in der univariaten Analyse einen signifikanten
Einfluss auf das Tumor-spezifische Uberleben innerhalb der Gruppe der G1/G2-
Mammakarzinome zeigten (Tabelle 3-10). Das Cox-Regressionsmodell bestitigte die
Unabhingigkeit von AGR3 als prognostischer Marker fiir einen ungiinstigen Verlauf gut bis
mittelgradig differenzierter Mammakarzinome (multivariate Hazard-Rate: 2,186; 95% KI:

1,008 —4,740; P < 0,05).

3.2.1.2 Der Einfluss von AGR3 auf die Koloniebildungsfihigkeit humaner
Mammakarzinomzellen

In Anbetracht des herausgestellten unabhingigen prognostischen Wertes von AGR3 in gut bis
mittelgradig differenzierten Mammakarzinomen sollte im Folgenden {iiberpriift werden, ob
dieser Beobachtung eine biologische Funktion des Proteins AGR3 innerhalb der Karzinogenese
dieser Subgruppe des Mammakarzinoms zugrunde liegt. Als geeignetes reprisentatives in vitro-
Tumormodell fiir gut bis mittelgradig differenzierte Mammakarzinome wurde die luminale,
epithelial-wachsende Brustkrebs-Zelllinie MCF7 ausgewihlt [239], welche eine starke
endogene AGR3-Proteinexpression aufweist (sieche Abbildung 3-1).

Unter Verwendung eines shRNA-Plasmids fir den RNA-Interferenz-vermittelten
Expressionsverlust von AGR3 sowie eines Negativkontroll-shRNA-Plasmids, wurden unter
Selektionsdruck zwei genetisch stabil-verdnderte Zellpools (Gemisch aus Transfektanden, die
mit dem gleichen Vektor transfiziert wurden) generiert, deren AGR3-Expression auf RNA- und
Proteinebene in Abbildung 3-12A gegeniibergestellt ist. Die Untersuchung des Zellwachstums
in Abhiéngigkeit von der AGR3-Expression erfolgte mithilfe eines Koloniebildungstests. Von
jeder Versuchsgruppe wurden 1000 Zellen in einer 6-Well-Zellkulturschale in
Dreifachbestimmung ausgesit und die Koloniebildung nach 10 Tagen Kultivierung analysiert.
Insgesamt wurden drei unabhédngige Versuche durchgefiihrt. Wie bereits makroskopisch
erkennbar war, fithrte der Expressionsverlust von AGR3 im gut differenzierten MCF7-

Tumormodell zu einem deutlich reduzierten Koloniewachstum (Abbildung 3-12B). Die



-112- Ergebnisse

Quantifizierung der qualitativen Beobachtungen mittels densitometrischer Auswertung
angeférbter Kolonien, ergab ein im Median um 39,9% hochsignifikant (P < 0,01) reduziertes
Koloniewachstum infolge des AGR3-Expressionsverlustes gegeniiber der Negativkontrolle

(Abbildung 3-12C).
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Abbildung 3-12: Einfluss der AGR3-Expression auf das Koloniewachstum der humanen
Brustkrebs-Zelllinien MCF7 und BT549. (A) Oben: Vergleich der AGR3-mRNA-Expression stabiler
MCF7-Zellpools, transfiziert mit einem Negativkontroll-shRNA-Plasmid (shNegativ) bzw. einem
gegen AGR3-mRNA gerichteten shRNA-Plasmid (shAGR3). Die Expression der Kontrollgruppe
(shNegativ) wurde gleich 1 gesetzt. Das Haushaltsgen GAPDH fungierte als interner Standard der
relativen Expression. Vertikale Linien: + SEM der Dreifachbestimmung. Unten: AGR3-
Proteinexpression der beiden MCF7-Zellpools. Ladekontrolle: B-Aktin. (B) Reprisentative Aufnahme
eines Koloniebildungstests in einer 6-Well-Kulturschale nach 10-tdgiger Kultivierung stabiler MCF7-
Zellpools in Dreifachbestimmung. (C) Box Plot-Analyse nach densitometrischer Auswertung des
Koloniewachstums der beiden Versuchsgruppen. Insgesamt wurden drei unabhingigeVersuche jeweils
in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Normiert wurde auf das mediane Koloniewachstum der
Kontrollgruppe (shNegativ). Horizontale Linien: Mediane; vertikale Linien: Minima und Maxima;
Boxen: 25%- bis 75%-Quartile. **: P < 0,01 (Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig). (D) Oben: AGR3-
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mRNA-Expression in stabilen BT549-Zellpools, transfiziert mit einem Leervektor (Leer) bzw. einem
AGR3-Uberexpressionsvektor (AGR3). Die Expression der Kontrollgruppe (Leer) wurde gleich 1
gesetzt. Das Haushaltsgen GAPDH fungierte als interner Standard der relativen Expression. Vertikale
Linien: + SEM der Dreifachbestimmung. Unten: AGR3-Proteinexpression der beiden BT549-Zellpools.
Ladekontrolle: B-Aktin. (E) Reprisentative Aufnahme eines Koloniebildungstests in einer 6-Well-
Kulturschale nach 10-tdgiger Kultivierung stabiler BT549-Zellpools in Dreifachbestimmung. (F) Box
Plot-Analyse nach densitometrischer Auswertung des Koloniewachstums der beiden Versuchsgruppen.
Insgesamt wurden fiinf unabhingige Versuche jeweils in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Normiert
wurde auf das mediane Koloniewachstum der Kontrollgruppe (Leer). Horizontale Linien: Mediane;
vertikale Linien: Minima und Maxima; Boxen: 25%- bis 75%-Quartile. ***: P < 0,01 (Mann-Whitney-
U-Test, zweiseitig).

Zusitzlich wurde unter Verwendung der Mammakarzinom-Zelllinie BT549 des basalen
Subtyps [239] ein genetisch stabil-verindertes AGR3-Uberexpressionsmodell (gain-of-
function) generiert, welches die schlecht differenzierten (G3) Brusttumoren in vitro abbilden
sollte. Die Transfektion erfolgte mithilfe des Vektors pT-REx-DEST30, in welchem die
Volllingen-AGR3-cDNA unter Kontrolle eines CMV-Promotors stand beziehungsweise einem
Leervektor ohne inserierte cDNA als Negativkontrolle. Die AGR3-Expression der beiden
generierten stabilen Zellpools ist in Abbildung 3-12D dargestellt. Die in vitro-Versuche mit
dem generierten BT549-Modell wurden unter Mithilfe der Master-Studentin Natalie Klotz
unter meiner Anleitung durchgefiihrt. Im Koloniebildungstest fiihrte die forcierte AGR3-
Expression zu einem deutlich reduzierten, makroskopisch sichtbaren Koloniewachstum
(Abbildung 3-12E). Die densitometrische Auswertung ergab eine im Median um 35,4%
hochsignifikant (P < 0,001) reduzierte Koloniebildung der AGR3-iiberexprimierenden BT549-
Zellen im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle (Abbildung 3-12F).

Zusammenfassend zeigte sich, in Ubereinstimmung mit den prognostischen Daten, ein das
Krebszellwachstum fordernder Effekt von AGR3 im MCF7-in vitro-Tumormodell zur
Abbildung gut differenzierter Tumoren der Brust. Im BT549-Tumormodell, welches die
schlecht differenzierten, aggressiven Mammakarzinome représentierte, wurde hingegen eine

tumorsuppressive Wirkung von AGR3 festgestellt.

3.2.1.3 Analyse der ER-Stressinduktion von AGR3 in humanen Brustkrebszellen

Das in zahlreichen humanen Krebsentititen stark aufregulierte, zur Proteindisulfidisomerase
(PDI)-Familie zidhlende Protein AGR2 [99] wird unter Stress des endoplasmatischen
Retikulums (ER) im Zuge der UPR (Unfolded Protein Response) induziert und vermittelt so

den Tumorzellen als Chaperon einen moglichen Wachstums- bzw. Uberlebensvorteil [103].
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Abbildung 3-13: Genexpressionsinderung von AGR2, AGR3 und DDIT3 nach Tunicamycin-
induziertem Stress des endoplasmatischen Retikulums. Expression der Gene AGR2 und AGR3,
sowie des ER-Stress-Indikator-Gens DDIT3 (CHOP), in den Mammakarzinom-Zelllinien (A) MCF7
und (B) BT549. Die Zellen wurden fiir 12 bzw. 24 Stunden mit 5 pg/ml Tunicamycin (Tun, geldst in
DMSO) behandelt. Ein dquivalentes Volumen DMSO bzw. steriles Wasser (Negativ) wurde fiir 24
Stunden auf die Kontrollansitze gegeben. Die Expression des jeweiligen Gens nach DMSO-Behandlung
wurde gleich 1 gesetzt und diente der Normierung. Das Haushaltsgen GAPDH fungierte als interner
Standard der relativen Expression. Vertikale Linien: + SEM der Dreifachbestimmung.

Um zu iiberpriifen, ob dem homologen Protein AGR3 mit bisher unbeschriebener zellulidrer
Funktion eine &hnliche Tumor-fordernde Rolle, zumindest in gut differenzierten
Brustkrebszellen, zukommen kann, wurden Zellen der humanen Mammakarzinom-Zelllinien
MCF7 und BT549 mit Tunicamycin (geldst in DMSO) versetzt. Tunicamycin inhibiert die N-
Glykosylierung von Proteinen im ER und fiihrt zur Anhidufung fehlgefalteter Proteine [263].
Als Kontrollgruppen wurden DMSO- und unbehandelte (steriles Wasser) Zellen der jeweiligen
Zelllinie mitgefiihrt. Nach Inkubationszeiten von 12 und 24 Stunden mit Tunicamycin wurde
die Expression der Gene AGR3 und AGR2 sowie des ER-Stress-Indikators DDIT3 (CHOP)
[264] gemessen.

In beiden Zelllinien, MCF7 (Abbildung 3-13A) und BT549 (Abbildung 3-13B), konnte ER-
Stress mittels Tunicamycin-Exposition induziert werden, erkennbar an einer gegeniiber den
beiden Kontrollgruppen (DMSO, Wasser) deutlichen Aufregulation der DDIT3-Expression
(mittlerer FC nach 12 Stunden Tunicamycin-Exposition gegeniiber der DMSO-Kontrolle: 15,9
(MCF7), 31,6 (BT549)). Die beschriebene Rolle fiir AGR2 als ER-Stress-induzierbares Protein
konnte an beiden Mammakarzinom-Zelllinien bestitigt werden. Es zeigte sich eine deutlich
stirkere Induktion der AGR2-Expression in der Ostrogenrezeptor-a-negativen Zelllinie BT549
mit fehlender endogener AGR2-Expression im Vergleich zur Ostrogenrezeptor-a-positiven

Zelllinie MCF7 mit starker basaler AGR2-Expression (mittlerer FC nach 24 Stunden
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Tunicamycin-Exposition gegeniiber der DMSO-Kontrolle: 2,4 (MCF7), 284,0 (BT549)). In
beiden Zelllinien wurde hingegen keine oder nur eine geringfiigige Induktion der AGR3-
Expression infolge der Tunicamycin-Applikation nachgewiesen, was auf eine im Vergleich zu
AGR2 nicht-redundante zelluldre Funktion von AGR3 hindeutet (mittlerer FC nach 24 Stunden
Tunicamycin-Exposition gegeniiber der DMSO-Kontrolle: 0,8 (MCF7), 2,0 (BT549)).

3.2.2 Der Kandidat CELSR1

Trotz der zentralen Stellung von CELSRI1 innerhalb des Krebs-relevanten WNT/PCP-
Signalweges [147] ist seine klinische Bedeutung als moglicher Biomarker sowie die potentielle
funktionelle Involvierung in Krebsentstehung und —progression weitgehend ungeklért. Im
hepatozelluldren Karzinom wurde CELSRI als ein im Vergleich zum Normalgewebe
hypermethyliertes Gen beschrieben [181]. Liao und Kollegen identifizierten CELSR1 als
Bestandteil einer moglichen prognostischen DNA-Signatur zur Vorhersage einer malignen
Progression des niedrig-gradigen DCIS (duktalen Karzinom in situ) zum invasiven
Mammakarzinom. In dieser Studie wurde eine verstirkte Amplifikation des CELSR-Lokus in
Zellen des reinen DCIS ohne invasive Komponente beobachtet, welche beim Ubergang zum
invasiven Karzinom abnahm [182]. Wohingegegen die obigen Arbeiten indirekt auf mogliche
Tumor-suppressive Eigenschaften von CELSR1 hindeuten, suggerieren weitere Studien eine
Tumor-fordernde Rolle des Proteins in B-Zell-Non-Hodgin-Lymphomen [178, 179] sowie im
Mundhohlenkrebs [180]. Im Zuge dieser Dissertation wurden daher eine Untersuchung der
moglichen prognostischen Relevanz von CELSR1 sowie eine erstmalige funktionelle

Charakterisierung des Proteins im humanen Mammakarzinom angestrebt.

3.2.2.1 Die Analyse der prognostischen Relevanz von CELSRI1 fiir das humane
Mammakarzinom
Die in der vorliegenden Dissertation erstmalig durchgefithrte Subtyp-spezifische
Expressionsanalyse fiir CELSR1 im humanen Mammakarzinom offenbarte auf mRNA-Ebene
eine geringfiigige, nicht signifikante Aufregulation von CELSRI in Brusttumoren gegeniiber
der Normalgewebe-Expression (medianer FC: 1,5; Tabelle 3-6). Es konnte jedoch eine
hochsignifikante, positive Korrelation zwischen CELSRI-mRNA-Expression und niedrigerem
Tumorgrad sowie positivem Ostrogen- und Progesteron-Rezeptor-Status herausgestellt werden

(Tabelle 3-7 und Tabelle 3-8).
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Abbildung 3-14: Eine erhohte CELSRI-mRNA-Expression im humanen Mammakarzinom ist mit
einem lingeren Rezidiv-freien Uberleben assoziiert. Univariate Kaplan-Meier-Uberlebenskurven
illustrieren (A) das Gesamtiiberleben (GU) und (B) das Rezidiv-freie Uberleben (RFU) von
Mammakarzinom-Patientinnen mit niedriger (schwarze Kurven) in Relation zu Patientinnen mit hoher
CELSRI-mRNA-Expression (rote Kurven). Die Dichotomisierung in die Expressions-Gruppen
»CELSRI niedrig” und ,,CELSRI hoch® erfolgte am Median der mRNA-Expressionswerte fiir CELSRI.
Vertikale Linien: zensierte Falle. HR:Hazard-Rate, KI: Konfidenzintervall.

Fiir eine Analyse der Prognose von Mammakarzinom-Patientinnen in Abhéngigkeit von der
CELSRI-Expression wurden Daten des Online-Programms Kaplan-Meier Plotter [276]
herangezogen. Mithilfe des Programmes erfolgte die Generierung univariater Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven, basierend auf Affymetrix-Chip-Expressionsdaten fiir CELSRI und den
korrespondierenden Uberlebensdaten der Brustkrebsfille iiber einen Zeitraum von 120
Monaten. Es wurde sowohl das Gesamtiiberleben (GU) in 1117 sowie das Rezidiv-freie
Uberleben (RFU) in insgesamt 3554 Brustkrebs-Fillen in Abhingigkeit von der CELSRI-
Expression analysiert. Dabei waren sowohl lokale, regionale und ferne Rezidive in die Analyse
eingeschlossen [277].

Obwohl kein Einfluss einer CELSRI-mRNA-Expression auf das GU von Brustkrebs-
Patientinnen feststellbar war (Abbildung 3-14A), zeigte sich, dass eine erhohte CELSRI-
mRNA-Expression hochsignifikant (P < 0,001) mit einem lingeren RFU assoziiert ist
(Abbildung 3-14B).

3.2.2.2 Generierung eines transienten CELSRI1-Expressionsverlustes in MCF7-
Brustkrebszellen
Die generierten prognostischen Daten lieferten einen ersten Hinweis auf mogliche Tumor-

suppressive Eigenschaften von CELSR1 im humanen Mammakarzinom.
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Abbildung 3-15: CELSRI1-Expression nach induziertem transienten Knockdown in MCF7-
Brustkrebszellen. Représentative Darstellung der CELSR1-Expression in MCF7-Brustkrebszellen
nach 192-stiindiger Inkubation mit jeweils 300 ng siRNA. Oberer Graph: CELSR/-mRNA-Expression
in mittels Negativkontroll-siRNA (hellgrau) sowie mittels CELSRI-spezifischer siRNA (dunkelgrau)
transfizierten MCEF7-Zellen. Normiert wurde auf die Expression der Negativkontrolle. Das
Haushaltsgen GAPDH fungierte als interner Standard der relativen Expression. Vertikale Linien: +SEM
der Dreifachbestimmung. Untere Blots: zugehorige CELSRI1-Proteinexpression. Als Ladekontrolle
fungierte B-Aktin.

Um erstmalig eine potentielle Beeinflussung fundamentaler Krebszelleigenschaften durch
CELSR1 zu untersuchen, sollte im Folgenden ein transientes loss-of function-Zellkultur-Modell
erzeugt werden. Dazu wurde die luminale Brustkrebs-Zelllinie MCF7 ausgewihlt, welche eine
hohe endogene CELSR1-Expression auf mRNA- und Proteinebene aufwies (Abbildung 3-1B).
Die in vitro-Versuche wurden zusammen mit Eva Lorsy (M.Sc.) (AG Dahl, Molekulare
Onkologie, Pathologie, Uniklinik RWTH Aachen) durchgefiihrt.

Im optimierten Protokoll, welches fiir nachfolgende funktionelle Analysen verwendet wurde,
kam eine Gesamtmenge von 300 ng siRNA zum Einsatz. Der Knockdown von CELSR1 wurde
mittels Kombination zweier verschiedener siRNAs (jeweils 150 ng) durchgefiihrt, wobei die
gleiche Menge einer siRNA ohne Homologie zum humanen Genom als Negativkontrolle
diente. Nach dreimaliger Transfektion iiber einen Zeitraum von insgesamt 192 Stunden wurden
die MCF7-Zellen in funktionellen Assays analysiert (siche Abschnitt 2.17.6). Abbildung 3-15
zeigt einen représentativen transienten Knockdown von CELSRI1 nach 192-stiindiger siRNA-
Exposition: die Reduktion der CELSRI-mRNA-Expression um 55% im Vergleich zur

Negativkontrolle resultierte in einem Proteinverlust von 87%.
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3.2.2.3 Der Einfluss von CELSR1 auf das Zellwachstum humaner Mamma-
karzinomzellen
Um das Zellwachstum in Abhingigkeit von der CELSRI-Expression in der humanen

Mammakarzinom-Zelllinie MCF7 zu analysieren, wurde der XTT-Test genutzt.
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Abbildung 3-16: Der Einfluss von CELSR1 auf das Zellwachstum der luminalen
Mammakarzinom-Zelllinie MCF7. (A) Die kolorimetrische Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen
erfolgte mittels Absorptionsmessung (492nm/650nm) iiber einen Zeitraum von 96 Stunden. Dargestellt
ist das gemittelte Ergebnis aus vier unabhidngigen Versuchen fiir mittels CELSR/-spezifischer siRNA
(dungelgraue Kurve) sowie Negativkontroll-siRNA transfizierter MCF7-Zellen (hellgraue Kurve).
Vertikale Linien: £ SEM der Vierfachbestimmung. Die Absorptionswerte jeder Versuchsreihe wurden
auf den 24-Stunden-Wert normiert. (B) Scatter-Plot-Darstellung des Anderungsfaktors der Menge
vitaler Zellen nach 96 Stunden Kultivierung in Test-(siRNA CELSRI) und Kontrollgruppe
(Negativkontroll-siRNA). Dargestellt ist der Median der Vierfachbestimmung der jeweiligen Gruppe.
ns: nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig). A: Differenz der Mediane.

Nach Aussaat der gleichen Zellzahl fiir beide Versuchsansitze erfolgte die Messung der
Absorption alle 24 Stunden iiber einen Zeitraum von insgesamt vier Tagen. Die gemessenen
Absorptionswerte jedes Ansatzes wurden auf den jeweiligen Messwert zum Zeitpunkt 24
Stunden normiert, um mogliche Abweichungen bei der Zellaussaat zu korrigieren.

Insgesamt wurden vier unabhiingige Versuche mit MCF7-Zellen aus vier unabhingigen
transienten Transfektionen durchgefiihrt. In Abbildung 3-16A sind die gemittelten, viertigigen
Verlaufskurven fiir beide Versuchsansitze dargestellt. Der CELSR1-Knockdown in luminalen
MCF7-Zellen resultierte in einer im Median um 18,2% erhohten Anzahl vitaler Zellen nach 96-

stiindiger Kultivierung im Vergleich zur Negativkontrolle (Abbildung 3-16B).
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3.2.24 Der Einfluss von CELSR1 auf die Koloniebildung humaner Mamma-
karzinomzellen
Neben dem XTT-Assay wurde der Koloniebildungs-Test als weitere Moglichkeit zur

Bestimmung des Zellwachstums herangezogen.
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Abbildung 3-17: Einfluss von CELSR1 auf das Koloniewachstum der humanen Brustkrebs-
Zelllinie MCF7.(A) Reprisentative Aufnahme fixierter, angefirbter Kolonien in einer 6-Well-
Zellkulturschale nach 10-tdgiger Kultivierung. Gezeigt ist die Koloniebildung (in Dreifachbestimmung)
von mittels CELSRI-spezificher siRNA sowie mittels Negativkontroll-siRNA transfizierter MCF7-
Brustkrebszellen. (B) Die Box-Plot-Analyse nach densitometrischer Auswertung des
Koloniewachstums in vier unabhidngigen Experimenten zeigt ein hochsignifikant gesteigertes
Koloniebildungsvermodgen nach siRNA-induziertem CELSRI1-Knockdown im MCF7-Modell. Die
Normierung erfolgte auf das mediane Koloniewachstum der Negativkontrolle. Horizontale Linien der
Box-Plots: Mediane, vertikale Linien: Minima und Maxima, Boxen: 25%- bis 75%-Quartile. Die Werte
der Mediane der beiden Gruppen, sind in der Box-Plot-Darstellung abgebildet ***: P < 0,001
(zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test).

Dazu wurden je Versuchsgruppe (siRNA CELSRI und Negativkontrolle) in
Dreifachbestimmung 2000 Zellen pro Kavitit einer 6-Well-Kulturschale ausgesidt und das
Koloniewachstum nach 10 Tagen Kultivierung analysiert. Insgesamt wurden vier unabhéngige
Versuche durchgefiihrt.

Nach 10-tiagiger Kultivierungszeit wurde ein makroskopisch sichtbar gesteigertes
Koloniewachstum infolge siRNA-induziertem CELSRI1-Knockdown im MCF7-Modell
beobachtet (Abbildung 3-17A). Die semiquantitative, densitometrische Auswertung des
Koloniewachstums bestitigte die qualitativen Beobachtungen. Die reduzierte CELSRI-
Expression im luminalen MCF7-Modell resultierte in einer hochsignifikant (P < 0,001)
erhohten Koloniebildungsfihigkeit (Abbildung 3-17B). Im Vergleich zur Negativkontrolle,

deren medianes Koloniewachstum zwecks Normierung gleich 100% gesetzt wurde, war die
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Koloniebildung der mittels CELSRI-spezifischer siRNA behandelten MCF7-Zellen um 40%
auf 140% gesteigert. Die Daten stehen folglich im Einklang mit der bereits im XTT-Assay
beobachteten Erhohung des Zellwachstums infolge des CELSR1-Expressionsverlustes. Ob das
gesteigerte Zellwachstum aus einer erhohten Zellproliferations- oder einer reduzierten
Apoptoserate beziehungsweise einer Modulation beider Prozesse resultiert, ist in

weiterfiuhrenden Arbeiten noch zu klaren.

3.2.2.5 Der Einfluss von CELSR1 auf die Migrationsfihigkeit humaner Mamma-
karzinomzellen

Da CELSRI1 eine Haupt-Komponente des WNT/PCP-Signalweges und zudem ein Mitglied der
Cadherin-Superfamilie darstellt, war die Untersuchung der potentiellen Anderung von
progressions-assoziierten Eigenschaften in Mammakarzinomzellen wie Migration und
Adhision von besonderem Interesse [148, 278].

Zunichst wurde ein 2D-Wundheilungstest durchgefiihrt, welcher die Fihigkeit der Zellen
untersucht eine zellfreie Flidche zu besiedeln. Zur Erzeugung der zellfreien Flidche definierter
Breite wurden sterile Silikonrahmen verwendet, welche jeweils zwei Teilkammern umgeben,
die in der Mitte durch einen Steg voneinander getrennt sind. Je Teilkammer wurde eine
entsprechende Zellzahl ausgesit, so dass nach ca. 24-stiindiger Inkubation ein konfluenter,
einschichtiger Zellrasen in beiden Teilkammern, und nach Entfernung des Rahmens, eine die

beiden Zell-Monolayer trennende, zellfreie Fldache entstand.
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Abbildung 3-18: Repriisentative Darstellung eines Wundheilungstests nach siRNA-induziertem
CELSR1-Knockdown in MCF7-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle. Vergleichende,
reprasentative Foto-Dokumentation der Besiedlung der zellfreien Fldche iiber einen Zeitraum von 72
Stunden, dargestellt fir MCF7-Zellen, die mittels CELSRI-spezifischer sowie Negativkontroll-siRNA
transfiziert wurden. 25-fache Originalvergrolerung. Vertikale, gestrichelte Linien markieren den Rand
der zellfreien Ausgangsfliche zum Zeitpunkt O Stunden. Stern: vollstindige Besiedlung der Fliche.
Messbalken: entspricht 1000 um.

Zur Erfassung eines moglichst gro3en Bildbereiches wurden die Aufnahmen des fiir jede Probe
immer gleich gewihlten Ausschnitts bei 25-facher Vergroferung in definierten Zeitabstéinden
durchgefiihrt. Der Wert fiir die zellfreie Fliche fiir jeden Messzeitpunkt wurde fiir jede Probe
auf die jeweilige zellfreie Ausgangsfliche zum Zeitpunkt T = O Stunden normiert. Insgesamt

wurden vier unabhégige Versuche jeweils in Dreifachbestimmung durchgefiihrt.
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Es konnte eine beschleunigte Besiedlung der zellfreien Fliche durch MCF7-Zellen infolge
induzierter CELSRI-Expressionsreduktion im Vergleich zur Negativkontrolle beobachtet
werden. Die Dokumentation des Wundschlusses erfolgte iiber einen Zeitraum von 72 Stunden
und ist exemplarisch fiir Test- und Kontrollgruppe in Abbildung 3-18 dargestellt.

Die statistische Auswertung bestitigte die qualitativen Beobachtungen: nach 24 Stunden zeigte
sich eine geringe Differenz im Wundschluss von im Mittel 5,1% (P = 0,08), die nach 48 Stunden
mit 14,4% ihr Maximum erreichte (P < 0,05) und sich nach 72 Stunden auf 7,4% (P = 0,08)
reduzierte (Abbildung 3-19). Es ist anzumerken, dass aufgrund des beobachteten erhShten
Zellwachstums der MCF7-Zellen infolge des induzierten CELSR1-Expressionsverlustes im
2D-Wundheilungstest nicht eindeutig gekldart werden konnte, ob der dokumentierte
beschleunigte Wundschluss auf ein erhohtes Zellwachstum (siehe Abbildung 3-16 und
Abbildung 3-17), eine Steigerung der Migration beziehungsweise auf eine Modulation beider

Eigenschaften zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 3-19: Der Einfluss von CELSR1 auf die Migrationsfihigkeit der humanen
Mammakarzinom-Zelllinie MCF7. Vergleich des Wundschlusses von mittels CELSR]-spezifischer
siRNA (dunkelgraue Fliche) sowie mittels Negativkontroll-siRNA (hellgraue Flidche) transfizierter
MCF7-Brustkrebszellen iiber einen Zeitraum von 72 Stunden. Dargestellt ist der Mittelwert aus vier
unabhédngigen Versuchen, die jeweils in Dreifachbestimmung durchgefiihrt wurden (fiir jede Gruppe
n=12). Alle Werte wurden auf die zellfreie Ausgangsfliche zum Zeitpunkt T= 0 Stunden normiert
(100%). Vertikale Linien: + Standardabweichung. Asg swnsen: Differenz der zellfreien Flichen nach 48
Stunden. *: P < 0,05 (Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig).
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3.2.2.6 Der Einfluss von CELSR1 auf die Zell-Matrix-Adhiision humaner
Mammakarzinomzellen
Neben der Verdnderung migratorischer Eigenschaften, stellt eine deregulierte Zell-Matrix-
Adhiésion in Tumorzellen ein weiteres progressions-assoziiertes Charakteristikum dar [279].
Um die Basalmembran (die physiologische Barriere zwischen Epithel und Stroma) in vitro zu
simulieren, wurden 6-Well-Platten mit Matrigel™ Basement Membrane Matrix beschichtet.
Eine definierte Zellzahl mittels CELSR1-spezifischer und Negativkontroll-siRNA behandelter
MCF7-Zellen wurde fiir einen Zeitraum von einer Stunde auf die mit Matrigel beschichteten
Platten ausgesidt. Durch anschlielendes Waschen wurden nicht-adhirente Zellen entfernt,
adhirente Zellen schlieBlich fixiert und mit Kristallviolett-Losung angefidrbt. Die Menge des
herausgelosten Zell-gebundenen Farbstoffs ist proportional zur Anzahl adhérenter Zellen und
wurde an einem ELISA-Reader quantifiziert. Insgesamt wurden drei unabhéngige Versuche
jeweils in Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die MCF7-Zellen fiir jeden unabhingigen

Versuch stammten jeweils aus unabhéngigen transienten Transfektionen.
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Abbildung 3-20: Der Einfluss von CELSRI1 auf die Matrigel-basierte Zell-Matrix-Adhision der
humanen Mammakarzinom-Zelllinie MCF7. (A) Reprisentative Aufnahmen fixierter, adhirenter
MCF7-Zellen (siRNA CELSRI und Negativkontrolle) nach einstiindiger Adhidsion auf Matrigel-
beschichteten 6-Well-Zellkulturschalen. 50-fache Originalvergrofierung. Messbalken: 500 pm. (B) Box-
Plot-Darstellung der kolorimetrischen Bestimmung der Matrigel-basierten Zell-Matrix-Adhésion von
MCF7-Zellen, die mittels CELSRI-spezifischer sowie Negativkontroll-siRNA behandelt wurden. Es
wurden drei unabhingige Versuche jeweils in Dreifachbestimmng durchgefiihrt. Die Normierung aller
Werte erfolgte auf die mediane Zell-Matrix-Adhédsion der Negativkontrolle (100%). Horizontale Linien
der Box-Plots: Mediane, vertikale Linien: Minima und Maxima, Boxen: 25%- bis 75%-Quartile. Die
Werte der Mediane der beiden Versuchsgruppen sind in der Box-Plot-Darstellung abgebildet. ** : P <
0,01 (zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test).

Es wurde beobachtet, dass der Knockdown von CELSR1 in MCF7-Brustkrebszellen zu einer
gesteigerten Adhésionsfihigkeit der Zellen auf Matrigel fithrte. Abbildung 3-20A zeigt
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repriasentative Aufnahmen fixierter, adhédrenter Zellen von Test-und Kontrollgruppe nach
einstiindiger ~ Inkubation auf  Matrigel-beschichteten  6-Well-Kulturschalen.  Die
kolorimetrische, quantitative Auswertung bestitigte eine hochsignifikant (P < 0,01) gesteigerte
Fahigkeit der Zell-Matrix-Adhésion infolge einer siRNA-vermittelten Reduktion der CELSR1-
Expression in MCF7-Zellen (Abbildung 3-20B). Zwecks Normierung wurde die mediane Zell-
Matrix-Adhésion der Negativkontrolle mit 100% definiert. In den mittels CELSR-spezifischer
siRNA behandelten MCF7-Zellen ergab sich somit eine relative Steigerung der Zell-Matrix-

Adhiésion von im Median 102% im Vergleich zur Negativkontrolle.

3.2.3 Der Kandidat CTHRC1

CTHRCI1 wurde erstmalig als ein bei GefdBBverletzungen transient exprimiertes Protein
beschrieben, welches in der remodellierenden GefidBwand durch Fibroblasten sowie glatte
Muskelzellen gebildet wird und sowohl ihre Migration steigert als auch die Bildung von
Kollagen I inhibiert [186]. CTHRCI ist in der Mehrzahl der humanen soliden Tumoren als
iberexprimiert beschrieben, darunter Tumoren der Brustdriise [193, 194, 196, 197, 200, 280].
Zudem deuten Uberlebensanalysen sowie funktionelle in vitro-Versuche und in vivo-
Mausmodelle in mehreren Entititen auf eine Involvierung von CTHRCI in die
Tumorprogression hin, vermutlich durch Férderung der Migration und Invasivitit der
Krebszellen [194, 197, 280]. Ebenso suggerieren zwei neuere Studien im humanen
Mammakarzinom eine mogliche prognostische Relevanz von CTHRC1 fiir diese Entitét [201,
202]. Trotz dargelegter Assoziation der CTHRCI-Expression mit fortgeschrittenen
Brusttumoren und einem verringerten Rezidiv-freien Uberleben [202], wurden bisher keine
funktionellen Analysen von CTHRCI1 im Mammakarzinom durchgefiihrt. In der vorliegenden
Arbeit lag daher der Fokus auf der erstmaligen Analyse des moglichen Einflusses von CTHRC1

auf migratorische Eigenschaften humaner Brustkrebszellen.

3.2.3.1 Die Analyse der prognostischen Relevanz von CTHRC1 fiir das humane
Mammakarzinom

Bisher vorliegende prognostische Studien zu CTHRC1 im humanen Mammakarzinom zeigten

eine signifikante Assoziation zwischen erhohter CTHRC1-Proteinexpression und verkiirztem

Rezidiv-freien Uberleben (RFU) [201, 202]. Kharaishvili et al. beobachteten, dass der

prognostische Effekt stromal exprimierten CTHRCI1-Proteins abhédngig von einer ebenfalls

hohen stromalen Expression des Proteins Periostin war [201]. Kim und Kollegen analysierten
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hingegen den prognostischen Effekt von iiberwiegend in epithelialen Krebszellen exprimierten
CTHRCI-Proteins (unabhidngig von Periostin) [202]. Aufgrund dieser Diskrepanz beider
Studien sollte zwecks Validierung der potentiellen prognostischen Relevanz zunéchst der
Einfluss der CTHRC1-Expression auf das Gesamt- (GU) sowie das Rezidiv-freie Uberleben in
einem unabhidngigen Kollektiv untersucht werden. Dazu wurden RNA-HiSeq-
Expressionsdaten fiir CTHRC! sowie die zugehorigen Uberlebensdaten aus dem Datenportal
TCGA verwendet [237, 238] (siche Abschnitt 2.1.4). Daten fiir das Gesamtiiberleben lagen in
919, fiir das Rezidiv-freie Uberleben in 476 Brustkrebstfillen vor. Die Dichotomisierung in die
Gruppen ,,CTHRC niedrig™ und ,,CTHRCI hoch*“erfolgte am Median der mRNA-Expression
aller Brustkrebsfille.

Die univariate Uberlebensanalyse ergab, dass die CTHRCI-mRNA-Expression weder einen
signifikanten prognostischen Faktor fiir das Gesamtiiberleben (Abbildung 3-21A) noch das
Rezidiv-freie Uberleben (Abbildung 3-21B) im humanen Mammakarzinom darstellt.
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Abbildung 3-21: Der Einfluss der CTHRCI-Expression auf das Gesamt- und Rezidiv-freie
Uberleben von Brustkrebspatientinnen. Univariate Kaplan-Meier-Uberlebenskurven illustrieren (A)
das Gesamtiiberleben (GU) sowie (B) das Rezidiv-freie Uberleben (RFU) von Brustkrebspatientinnen
mit niedriger (graue Kurven) in Relation zum Uberleben von Patientinnen mit hoher CTHRCI-mRNA-
Expression (schwarze Kurven). Die Dichotomisierung in die Expressions-Gruppen ,,CTHRCI niedrig®
und ,,CTHRC] hoch* erfolgte am Median der mRNA-Expressionswerte fiir CTHRC]. Vertikale Linien:
zensierte Fille.
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3.2.3.2 Generierung eines transienten CTHRCI1-Expressionsverlustes in BT549-
Brustkrebszellen

Um erstmalig den moglichen Einfluss von CTHRCI auf die Migrationsfdhigkeit humaner
Mammakarzinomzellen zu untersuchen, sollte ein loss-of-function-Zellkultur-Modell erzeugt
werden. Die Analyse der CTHRC1-Expression in 14 malignen Brustkrebszelllinien sowie zwei
benignen Brustzelllinien verdeutlichte eine Assoziation der CTHRCI1-Expression mit Zellen
des molekularen Subtyps Basal B (Abbildung 3-1C). Kennzeichnend fiir Zellen dieses Subtyps
ist vor allem ihre mesenchymale Morphologie und ein damit einhergehendes hoheres
migratorisches und invasives Potential im Vergleich zu Zellen der beiden anderen Subtypen
[239]. Aufgrund einer hohen endogenen CTHRCI-mRNA-Expression sowie nachweisbaren
endogenen CTHRCI-Proteins, wurde die Zelllinie BT549 fiir den siRNA-vermittelten
Expressionsverlust von CTHRC1 ausgewihlt.
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Abbildung 3-22: siRNA-induzierter Expressionsverlust von CTHRC1 in BT549-Brustkrebszellen.
Reprisentative Darstellung der CTHRCI1-Expression in BT549-Brustkrebszellen nach 120-stiindiger
Inkubation mit jeweils 600 ng siRNA sowie in unbehandelten Wildtypzellen. Oberer Graph: CTHRCI-
mRNA-Expression in unbehandelten Wildtyp-, mittels Negativkontroll-siRNA sowie CTHRCI-
spezifischer siRNA transfizierten BT549-Zellen. Normiert wurde auf die Expression der unbehandelten
Wildtyp-Zellen. Das Haushaltsgen GAPDH fungierte als interner Standard der relativen Expression.
Vertikale Linien: + SEM der Dreifachbestimmung. Untere Western Blots: zugehorige CTHRCI1-
Proteinexpression. Als Ladekontrolle fungierte -Aktin.

Die nachfolgenden funktionellen Analysen erfolgten unter Verwendung einer Gesamtmenge

von 600 ng siRNA. Der Knockdown von CTHRC1 wurde mittels Kombination zweier
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CTHRC-spezifischer siRNAs (jeweils 300 ng) durchgefiihrt. Als Negativkontrolle diente die
gleiche Menge einer siRNA ohne Homologie zum humanen Genom. Die BT549-Zellen wurden
iber einen Zeitraum von insgesamt 120 Stunden mittels siRNA behandelt (siehe Abschnitt
2.17.6).

Abbildung 3-22 zeigt einen reprisentativen siRNA-induzierten CTHRCI1-Expressionsverlust
nach 120-stiindiger siRNA-Exposition. Mittels CTHRC1-spezifischer siRNA konnte eine 156-
fache Reduktion der CTHRCI-mRNA-Expression gegeniiber der wildtypischen Expression,
hingegen eine 280-fache Reduzierung relativ zur Expression Negativkontroll-siRNA
behandelter BT549-Zellen erzielt werden. Der CTHRC1-Knockdown resultierte in einer nicht

mehr nachweisbaren CTHRC1-Proteinexpression.

3.23.3 Der Einfluss von CTHRC1 auf die Migrationsfahigkeit humaner
Mammakarzinomzellen
Zunachst wurde die Fihigkeit der Zellen untersucht in einem 2D-Wundheilungstest durch
Migration eine zellfreie Fliache zu besiedeln. Die fotografische Dokumentation des fiir jede
Probe immer gleich gewihlten Ausschnitts wurde bei einer 25-fachen Vergroferung in
definierten Zeitabstinden durchgefithrt. Der Wert fiir die zellfreie Fliche fiir jeden
Messzeitpunkt wurde fiir jede Probe auf die jeweilige zellfreie Ausgangsfliche zum Zeitpunkt
T = 0 Stunden normiert. Insgesamt wurden drei unabhdgige Versuche jeweils in
Dreifachbestimmung durchgefiihrt.
Es konnte eine verlangsamte Besiedlung der zellfreien Fliche durch mittels CTHRCI-
spezifischer siRNA behandelter BT549-Brustkrebszellen im Vergleich zu beiden
Kontrollgruppen (unbehandelter BT549-Wildtyp, siRNA-Negativkontrolle) beobachtet
werden. Die Dokumentation des Wundschlusses erfolgte iiber einen Zeitraum von insgesamt
27 Stunden und ist exemplarisch fiir die Testgruppe (siRNA CTHRCI) sowie die siRNA-
Negativkontrolle in Abbildung 3-23 dargestellt.
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Abbildung 3-23: Reprisentative Darstellung eines Wundheilungstests mit BT549-Zellen nach
transientem CTHRC1-Expressionsverlust im Vergleich zur Negativkontrolle. Reprisentative Foto-
Dokumentation der Besiedlung der zellfreien Fliche iiber einen Zeitraum von 27 Stunden, dargestellt
fiir BT549-Zellen, die mittels CTHRC1-spezifischer sowie Negativkontroll-siRNA transfiziert wurden.
25-fache OriginalvergroBerung. Vertikale, gestrichelte Linien markieren den Rand der zellfreien
Ausgangsfliche zum Zeitpunkt 0 Stunden. Stern: vollstindige Besiedlung der Flidche. Messbalken: 1000
um.



Ergebnisse -129-

Die statistische Auswertung bestitigte die qualitativen Beobachtungen: ab dem Messzeitpunkt
10 Stunden konnte eine signifikante Differenz (P < 0,05) im mittleren Wundschluss zwischen
Testgruppe und beiden Kontrollgruppen fiir die folgenden Messzeitpunkte verzeichnet werden.
Die Differenz des Wundschlusses zwischen beiden Kontrollgruppen war hingegen zu keinem
der Messzeitpunkte signifikant differentiell (Abbildung 3-24A). Nach 27 Stunden wurde die
maximale mittlere Differenz in der zellfreien Fliche zwischen Testgruppe und beiden
Kontrollgruppen beobachtet. Diese betrug 39,5% zwischen Testgruppe und unbehandelten
BT549-Wildtypzellen (P < 0,01) und 43,3% zwischen Testgruppe und der siRNA-
Negativkontrolle (P < 0,01) (Abbildung 3-24B).
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Abbildung 3-24: Der Einfluss von CTHRCI1 auf den Wundschluss von BT549-Brustkrebszellen.
(A) Vergleich des Wundschlusses von mittels CTHRCI-spezifischer siRNA, Negativkontroll-siRNA
transfizierter sowie unbehandelter BT549-Zellen (Wildtyp) iiber einen Zeitraum von 27 Stunden.
Dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhingigen Versuchen, die jeweils in Dreifachbestimmung
durchgefiihrt wurden (fiir jede Gruppe n=9). Alle Werte wurden auf die zellfreie Ausgangsflache zum
Zeitpunkt T= 0 Stunden normiert (100%). Vertikale Linien: + Standardabweichung. (B) Vergleich der
zellfreien Flidche nach 27 Stunden fiir die drei Versuchsgruppen. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei
unabhédngigen Versuchen in Dreifachbestimmung (jeweils n=9). Vertikale Linien: +
Standardabweichung. Der Mittelwert der jeweiligen Gruppe ist im Diagramm abgebildet. **: P < 0,01;
ns = nicht signifikant (zweiseitiger Dunn’s multipler Vergleichstest).

Um eine isolierte Betrachtung der Migration ohne einen moglichen Einfluss der
Zellproliferation zu gewdhrleisten, wurde zusitzlich ein Boyden-Chamber-Migrationstest
durchgefiihrt (siehe Abschnitt 2.18.6). Dieser basierte auf Nutzung von Transwell-Einsétzen,

deren Boden aus Polycarbonat-Filtern mit einer Porengrée von 8 um bestanden.
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Abbildung 3-25: Der Einfluss von CTHRC1 auf das Migrationsverhalten humaner BT549-
Brustkrebszellen. Reprisentative mikroskopische Aufnahmen migrierter BT549-Zellen auf der
Unterseite der Polycarbonat-Membran des (A) unbehandelten, (B) mittels Negativkontroll-siRNA und
(C) CTHRC(I-spezifischer siRNA behandelten Ansatzes nach Fixierung und Anfirbung. (D)
Vergleichende Darstellung der relativen Migrationsraten der drei Versuchsgruppen nach 7-stiindiger
Migration. Abgebildet ist der Mittelwert aus drei unabhingigen Versuchen (zweimal in Zweifach-,
einmal in Dreifachbestimmung; jeweils n=7). Normiert wurde auf den Mittelwert der Migrationsrate der
unbehandelten Wildtypzellen (100%). *: P < 0,05; ns = nicht signifikant (zweiseitiger Dunn’s multipler
Vergleichstest).

Firr die Analyse des Migrationsverhaltens wurden Zellen der Testgruppe sowie beider
Kontrollgruppen zunidchst durch FKS-Entzug im Medium ausgehungert und anschlieBend in
FKS-freiem Medium in die obere Kammer der Transwell-Einsétze ausgesit. Das in der unteren
Kammer befindliche 10% FKS-haltige Medium fiithrte zur anschlieBenden Migration in
Richtung des chemotaktischen Reizes durch die Membran. Die auf der Unterseite der Membran
haftenden Zellen wurden, nach griindlicher Entfernung aller nicht-migrierten Zellen in der
oberen Kammer, fixiert und angeférbt. Die schlieBlich herausgeloste Menge an Farbstoff ist

proportional zur Anzahl migrierter Zellen und wurde durch Vermessung der Absorption
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quantifiziert. Insgesamt wurden drei unabhiingige Versuche (zweimal in Zweifach-, einmal in
Dreifachbestimmung) durchgefiihrt.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des 2D-Wundheilungstests (siehe Abbildung 3-24)
wurde eine reduzierte Migrationsrate der Testgruppe (siRNA CTHRCI) im Vergleich zu beiden
Kontrollgruppen beobachtet. Die Abbildung 3-25A bis C zeigen exemplarische mikroskopische
Aufnahmen fixierter, angefirbter Zellen auf der Unterseite der Transwell-Einsétze aller drei
Versuchsgruppen nach 7-stiindiger Migration. Die Normierung erfolgte schlielich auf die
mittlere Migrationsrate der unbehandelten Kontrollgruppe (100%). So ergab sich eine
Reduktion der mittleren Migrationsrate der Testgruppe um 30% gegeniiber der unbehandelten
Kontrollgruppe sowie eine im Mittel um 37% signifikant (P < 0,05) verminderte Migrationsrate

der Testgruppe relativ zur siRNA-Negativkontrolle (Abbildung 3-25D).

3.2.4 Der Kandidat NMU

Erst kiirzlich, wihrend der Entstehung der vorliegenden Arbeit, wurde NMU erstmalig als
moglicher priadiktiver und prognostischer Biomarker fiir einen ungiinstigen Verlauf der HER2-
positiven Brustkrebserkrankung beschrieben [235]. Erste funktionelle Daten von Rani ef al. im
humanen Mammakarzinom sowie die existierender Studien zu NMU in anderen Krebsentititen,
deuten auf eine mogliche progressionsférdernde Rolle des Proteins in der Krebserkrankung hin
[231-234]. In der vorliegenden Dissertation wurde urspriinglich eine erstmalige Untersuchung
der moglichen prognostischen Relevanz von NMU fiir das humane Mammakarzinom sowie des
Einflusses auf fundamentale Eigenschaften humaner Brustkrebszellen angestrebt. Dariiber
hinaus sollten erstmals mogliche iiber NMU im Mammakarzinom modulierte Signalwege im

in vitro-Tumormodell mittels Microarray-Technologie identifiziert werden.

3.2.4.1 Analyse der NMU-Expression in humanen Brusttumoren

Eine Subtyp-spezifische mRNA-Expressionsanalyse fiir NMU wurde bereits im Zuge dieser
Arbeit erstmalig durchgefiihrt (siehe Tabelle 3-6). Es konnte eine deutliche Aufregulation der
NMU-Expression in den IHC- und/oder FISH-klassifizierten HER2-positiven bzw. triple-
negativen Brustkrebs-Fillen gegeniiber der Normalgewebe-Expression herausgestellt werden.
Fiir eine detaillierte Analyse der NMU-Expression in den molekularen Brustkrebs-Subtypen
wurden RNA-HiSeq-Expressionsdaten des Datenportals TCGA [237, 238] herangezogen (siehe
Abschnitt 2.1.4.). Der in silico-Datensatz umfasste 516 PAMS50-klassifizierte Brustkrebs-Fille
und 113 Normalgewebe der Brust (Abbildung 3-26).
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Abbildung 3-26: NMU-mRNA-Expression im Brust-Normalgewebe und PAMS50-klassifizierten
Brustkrebs-Fallen. In silico-NMU-mRNA-Expressionsanalyse in 516 PAMS50-klassifizierten
Brusttumoren und 113 Normalgeweben der Brust des TCGA-Datenportals. Die Expressionsdaten sind
als (A) Heat-Map und (B) Box-Plot dargestellt. Rot: hohe, schwarz: intermedi‘re, griin: niedrige NMU-
mRNA-Expression. Horizontale Linien der Box-Plots: Mediane, vertikale Linien: Minima und Maxima,
Boxen: 25%- bis 75%-Quartile. Die Werte der Mediane der einzelnen Gruppen sind in der Box-Plot-
Darstellung abgebildet ***: P < 0,001; ns: nicht signifikant (zweiseitiger Dunn’s multipler
Vergleichstest).

Mit Ausnahme der normal-/ike Fille, wurde eine in allen weiteren Subtypen hochsignifikant
(fur alle P < 0,001) gesteigerte NMU-Expression gegeniiber der in den Normalgeweben
detektierten (mediane Expression: 0,0), beobachtet. In Ubereinstimmung mit den eigenstindig
generierten mRNA-Expressionsdaten zeigte sich die stédrkste, signifikante NMU-Expression in
den Subtypen HER2-enriched und Basal-like (mittlerer FC gegeniiber der Normalgewebe-
Expression: 28,3 und 58,1). Zusitzlich konnte eine hochsignifikante Expressionssteigerung in
den PAMSO0-klassifizierten luminalen Subtypen Luminal A und B des Mammakarzinoms

herausgestellt werden (mittlerer FC gegeniiber der Normalgewebe-Expression: 6,5 und 14,6).

Im Hinblick auf eine mogliche progressions-fordernde Rolle wurde zudem die NMU-
Expression in Abhédngigkeit von der Tumorgrofle untersucht. Bemerkenswerterweise konnte
eine verstirkte NMU-mRNA-Expression in gréferen Brusttumoren beobachtet werden
(Abbildung 3-27), was eine NMU-vermittelte Férderung von Eigenschaften suggeriert, die sich
erst in spiteren Tumorstadien als vorteilhaft erweisen. Im eigenstindig generierten Mamma-
Kryogewebe-Kollektiv (siche Abschnitt 2.1.1) wurde eine signifikant (P < 0,05) erhthte NMU-
Expression in grofleren Brusttumoren festgestellt (medianer FC: 3,3; Abbildung 3-27A), die
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tendenziell (P = 0,07) im unabhingigen TCGA-in silico-Kollektiv (sieche Abschnitt 2.1.4)
bestitigt werden konnte (medianer FC: 1,8; Abbildung 3-27B).
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Abbildung 3-27: NMU-mRNA-Expression in Abhiingigkeit von der Brusttumor-GroéBe. Die Box-
Plot-Darstellung zeigt die NMU-mRNA-Expression in Abhéngigkeit von der Grofie der Brusttumoren
D). (A) NMU-Expression in 62 Brusttumoren des Kryogewebe-Kollektivs. Die Normierung erfolgte
auf die mediane Expression der Brust-Normalgewebe. GAPDH fungierte als interner Standard der
relativen Expression. (B) NMU-Expression in 956 Brusttumoren des TCGA-Kollektivs. Horizontale
Linien und Werte: Mediane, vertikale Linien: Minima und Maxima, Boxen: 25%- bis 75%-Quartile. *:
P < 0,05 (zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test).

3.2.4.2 Die Analyse der prognostischen Relevanz von NMU fiir das humane
Mammakarzinom

Die anschliefende Analyse der Prognose von Mammakarzinom-Patientinnen in Abhéngigkeit
von der NMU-Expression erfolgte unter Verwendung des Online-Programms Kaplan-Meier
Plotter [276]. Das Programm diente der Berechnung univariater Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven, basierend auf Affymetrix-Chip-Expressionsdaten fiir das analysierte Gen
und den korrespondierenden Uberlebensdaten der Brustkrebsfille iiber einen Zeitraum von 120
Monaten. Der Subtypisierung der Brustkrebs-Fille (Luminal A, Luminal B, HER2-positiv,
Basal) liegt die Bestimmung der Proteinexpression von ESR1, HER2 und MKI67 gemif
Konsens der St. Gallen-Konferenz 2013 zugrunde [31].
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Abbildung 3-28: Eine erhohte NMU-mRNA-Expression in Brusttumoren des luminalen Subtyps
ist mit einem verringerten Rezidiv-freien Uberleben (RFU) assoziiert. Univariate Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven illustrieren das Rezidiv-freie Uberleben von Patientinnen mit niedriger (schwarze
Kurven) in Relation zu Patientinnen mit hoher NMU-mRNA-Expression (rote Kurven) in (A) allen
Brustkrebs-Fillen, Tumoren des Subtyps (B) Luminal A, (C) Luminal B, (D) HER2-positiv und (E)
Basal. Die Dichotomisierung in die Expressions-Gruppen ,,NMU niedrig” und ,,NMU hoch®, erfolgte
am Median der mRNA-Expressionswerte fiir NMU. Vertikale Linien: zensierte Fille. HR:Hazard-Rate,
KI: Konfidenzintervall.

Zuniichst wurde das Rezidiv-freie Uberleben (RFU) in insgesamt 3554 Brustkrebs-Fillen in
Abhingigkeit von der NMU-Expression analysiert. Dabei waren sowohl lokale, regionale und
ferne Rezidive in die Analyse eingeschlossen. [277]. Unter Beriicksichtigung aller Brustkrebs-
Fille stellte sich heraus, dass eine erhohte NMU-mRNA-Expression hochsignifikant (P < 0,001)
mit einem verringerten RFU assoziiert war (Abbildung 3-28A). Die Stratifizierung der
Brustkrebs-Kohorte nach Brustkrebs-Subtyp offenbarte, dass eine erhhte NMU-Expression
einen prognostischen Faktor fiir einen ungiinstigen Verlauf von Mammakarzinomen des
luminalen Subtyps darstellt (Abbildung 3-28B und C; fiir beide P < 0,001), jedoch nicht
signifikant mit dem RFU der nicht-luminalen (HER2-positive, basale) Fille assoziiert ist

(Abbildung 3-28D und E).
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Abbildung 3-29: Eine erhohte NMU-mRNA-Expression in Brusttumoren des luminalen Subtyps
ist mit einem verringerten Fernmetastasen-freien Uberleben (FMFU) assoziiert. Univariate

Kaplan-Meier-Uberlebenskurven illustrieren das Fernmetastasen-freie Uberleben von Patientinnen mit
niedriger (schwarze Kurven) in Relation zu Patientinnen mit hoher NMU-mRNA-Expression (rote
Kurven) in (A) allen Brusttumoren, Tumoren des Subtyps (B) Luminal A, (C) Luminal B, (D) HER2-
positiv und (E) Basal. Die Dichotomisierung in die Expressions-Gruppen ,,NMU niedrig” und ,,NMU
hoch* erfolgte am Median der mRNA-Expressionswerte fiir NMU. Vertikale Linien: zensierte Fille.
HR: Hazard-Rate, KI: Konfidenzintervall.

Um ein genaueres Mal fiir eine mogliche Involvierung von NMU in die Progression
(Metastasierung) des humanen Mammakarzinoms zu erhalten, wurde zusétzlich der Einfluss
von NMU auf das Fernmetastasen-freie Uberleben (FMFU) in insgesamt 1609 Bruskrebs-
Fillen iiber einen Zeitraum von 120 Monaten untersucht. Lokale und regionale Rezidive
wurden in dieser Analyse folglich nicht beriicksichtigt [277]. Unter Einschluss aller
Brusttumoren zeigte sich auch fiir das FMFU eine hochsignifikante (P < 0,001) Assoziation
einer erhohten NMU-Expression mit einer schlechteren Prognose (Abbildung 3-29A). Ebenfalls
in Ubereinstimmung mit den Daten fiir das RFU konnte eine erhdhte NMU-Expression in
luminalen Brustkrebs-Fillen als prognostischer Faktor fiir einen ungiinstigen Verlauf
identifiziert werden (Abbildung 3-29B und C). Ein signifikanter Einfluss der NMU-Expression
auf die Prognose wurde hier allerdings nur im Subtypen Luminal A beobachtet (P = 0,011).
Wie fiir das RFU gezeigt, konnte kein signifikanter Einfluss der NMU-Expression auf das
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FMFU der nicht-luminalen Fille (HER2-positiv, basal) beobachtet werden (Abbildung 3-29D
und E).

3.2.4.3 Generierung stabiler in vitro-Mammakarzinom-Modelle
Die prognostischen Daten der Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse sowie eine verstirkte NMU-
Expression in grofleren Brusttumoren, lieferten erste Hinweise auf potentielle

progressionsfordernde Eigenschaften von NMU im luminalen Mammakarzinom.
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Abbildung 3-30: NMU-Expression auf mRNA - und Proteinebene in humanen Mammakarzinom-
Zelllinien. (A) NMU-mRNA-Expression in 14 malignen Mammakarzinom- (graue Balken) und 2
benignen Brust-Zelllinien (weifle Balken). Die NMU-Expression aller Zelllinien wurde auf die mittlere
Expression des Gens in den beiden benignen Zelllinien MCFI10A und MCF12A normiert. Das
Haushaltsgen GAPDH fungierte als interner Standard der relativen Expression. Vertikale Balken: +
SEM der Dreifachbestimmung. FC: Fold-Change (B) Darstellung der NMU-Proteinexpression in den
wildtypischen Zelllinien Hs578T und SKBR3 sowie nach forcierter NMU-Expression in der Zelllinie
Hs578T (NMU). Als Ladekontrolle fungierte B-Aktin.

Um nachfolgend zu iiberpriifen, ob die prognostischen Daten eine onkogene Wirkung des
NMU-Proteins auf Mammakarzinom-Zellen widerspiegeln, sollten stabil genetisch-verinderte
in vitro-Tumormodelle generiert werden. Neben einem luminalen Modell sollte ein basales
gain-of-function-Modell erzeugt werden. Als geeignete Zellkultur-Modelle wurden die
luminale Mammakarzinom-Zelllinie SKBR3 sowie die basale Zelllinie Hs578T ausgewdhlt.
Beide Zelllinien wiesen eine niedrige endogene NMU-mRNA-Expression auf (Abbildung
3-30A) und bildeten zudem kein nachweisbares endogenes NMU-Protein (Abbildung 3-30B).
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Abbildung 3-31: NMU-mRNA und Protein-Expression in den stabil transfizierten humanen
Mammakarzinom-Zelllinien SKBR3 und Hs578T. (A und B) Oberer Graph: Darstellung der NMU-
mRNA-Expression in jeweils fiinf mittels Leervektor (hellgraue Balken) bzw. NMU-
Uberexpressionsvektor (dunkelgraue Balken) transfizierten Einzelklonen der Mammakarzinom-
Zelllinien SKBR3 und Hs578T. Die NMU-mRNA-Expression aller Klone der jeweiligen Zelllinie
wurde auf die mediane Expression der Leervektor-Kontrollen normiert. GAPDH fungierte als interner
Standard der relativen Expression. Vertikale Linien: + SEM der Dreifachbestimmung. FC: Fold Change.
Unten: Western Blot zeigt die korrespondierende NMU-Proteinexpression in den Leervektor (Leer)-
und den NMU-Vektor (NMU)-Einzelklonen. Als Ladekontrolle fungierte f-Aktin. Ausschlielich in
den mittels NMU-Uberexpressionsvektor transfizierten Einzelklonen beider Zelllinien konnte NMU-
Protein nachgewiesen werden.

Fiir die ektopische NMU-Expression in beiden Zelllinien wurde der Vektor pT-REx-DEST30-
NMU genutzt, in welchem die Volllangen-NMU-cDNA unter transkriptioneller Kontrolle eines
CMV-Promotors stand. Als Negativkontrolle erfolgte eine Transfektion mithilfe des gleichen
Vektorkonstruktes ohne inserierte cDNA (Leervektor) (siche Abschnitt 2.17.5). Die

Generierung stabiler Klone sowie Durchfithrung der in vitro-Experimente erfolgte unter
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Mitwirkung der Master-Studentinnen Natalie Klotz und Sabrina Szczepanski unter meiner
Betreuung.

Nach erfolgreicher Isolation stabil genomisch-verdnderter Leervektor- und NMU-Einzelklone,
wurde ihre NMU-Expression auf mRNA- und Proteinebene analysiert (Abbildung 3-31).
Lediglich in den NMU-Einzelklonen beider Zelllinien konnte NMU-Protein erfolgreich
nachgewiesen werden. Als interne Spezifitits-Kontrolle fiir mogliche phédnotypische Effekte
wurden bewusst NMU-Einzelklone mit variierender Proteinexpressions-Stirke ausgewdhlt. Im
Folgenden wurden die generierten NMU-Tumormodelle der Zelllinien SKBR3 und Hs578T
genutzt, um den Einfluss von NMU auf fundamentale Eigenschaften der Krebszellen zu

untersuchen [37, 38].

3.2.4.4 Der Einfluss von NMU auf das Zellwachstum humaner Mammakarzinomzellen

Der Verlust der Zellzykluskontrolle ist ein frithes Ereignis wihrend der Tumorgenese und
resultiert in einer gesteigerten Zellproliferation [37]. Der verwendete XTT-Test basiert auf
Reduktion des Tetrazolium-Salzes XTT zu einem wasserloslichen, organgefarbenen Formazan-
Salz vermittels des mitochondrialen Succinat-Tetrazolium-Reduktase-Systems in metabolisch-
aktiven (vitalen) Zellen. Die Menge gebildeten Formazans korreliert direkt mit der Anzahl
vitaler Zellen im analysierten Ansatz und ldsst sich mittels Absorptionsmessung quantifizieren.
Es ist zu beriicksichtigen, dass somit keine direkte Messung der Proliferation erfolgte, sondern
die Anzahl vorhandener lebender Zellen (Zellviabilitit) im Ansatz bestimmt wurde. Nach
Aussaat der gleichen Zellzahl fiir jeden Versuchsansatz erfolgte die Messung der Absorption
alle 24 Stunden iiber einen Zeitraum von insgesamt 4 Tagen. Die gemessenen Absorptionswerte
jedes Ansatzes wurden auf den jeweiligen Messwert zum Zeitpunkt 24 Stunden normiert, um
mogliche Abweichungen bei der Zellaussaat zu korrigieren. Fiir beide in vitro-Tumormodelle
(SKBR3 und Hs578T) wurden drei unabhédngige Versuche mit jeweils fiinf unabhingigen
Leervektor- und NMU-Klonen durchgefiihrt.

In Abbildung 3-32A und C sind die gemittelten, viertigigen Verlaufskurven fiir jeden
Einzelklon des SKBR3- und Hs578T-Tumormodells dargestellt. Fiir beide Tumormodelle
wurde eine nach 96 Stunden im Median reduzierte Zellviabilitit der NMU-Klone gegeniiber
den Leervektor-Kontrollen beobachtet. Die Reduktion fiir das SKBR3-Modell betrug im
Median 11% und war grenzwertig signifikant (Abbildung 3-32B; P = 0,06), hingegen wurde
eine im Median nicht signifikante, um 18% verminderte Anzahl vitaler Zellen im Hs578T-

Modell festgestellt (Abbildung 3-32D).
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Abbildung 3-32: Der Einfluss von NMU auf das Zellwachstum der humanen Mammakarzinom-
Zelllinien SKBR3 und HsS78T. Die kolorimetrische Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen erfolgte
mittels Absorptionsmessung (492 nm/650nm) iiber einen Zeitraum von 96 Stunden und wurde fiir
jeweils fiinf unabhéngige Leervektor (hellgraue Kurven)- und NMU-Einzelklone (dunkelgraue Kurven)
der Zellinien (A) SKBR3 und (C) Hs578T in jeweils drei unabhingigen Versuchen durchgefiihrt.
Vertikale Linien: £ SEM der Dreifachbestimmung. Die Absorptionswerte jeder Versuchsreihe wurden
auf den 24-Stunden-Wert normiert. Scatter-Plot-Darstellung der Anderung der Anzahl vitaler Zellen
nach 96 Stunden fiir jeweils fiinf unabhéngige Leervektor- und NMU-Einzelklone der Zelllinien (B)
SKBR3 und (D) Hs578T in Dreifachbestimmung. ns: nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test,
zweiseitig).

3.2.4.5 Der Einfluss von NMU auf die Koloniebildung humaner Mammakarzinomzellen
Neben dem XTT-Assay wurde der Koloniebildungs-Test (engl. Colony Formation Assay, CFA)
als weitere Moglichkeit zur Bestimmung des Zellwachstums herangezogen. Um das
Koloniebildungsvermégen der beiden NMU-gain-of-function-Modelle (SKBR3 und Hs578T)
zu charakterisieren, wurden je Einzelklon in Dreifachbestimmung 1000 Zellen pro Kavitét einer
6-Well-Kulturschale ausgesidt und das Koloniewachstum nach 14-tigiger Kultivierung
analysiert. Fiir beide Modelle wurden jeweils drei unabhingige Versuche mit je fiinf

unabhéngigen Leervektor- und NMU-Klonen durchgefiihrt.
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Abbildung 3-33: Der Einfluss von NMU auf das Koloniewachstum der humanen
Mammakarzinom-Zelllinien SKBR3 und Hs578T. Reprisentative Aufnahmen fixierter, angefirbter
Kolonien in 6-Well-Zellkulturschalen nach 14-tigiger Kultivierung. Gezeigt ist die Koloniebildung (in
Dreifachbestimmung) fiir jeweils drei Leervektor (Leer)- und NMU-Klone (NMU) des (A) SKBR3-und
(C) Hs578T-Modells. Die Box Plot-Analyse (drei unabhingige Versuche mit jeweils fiinf unabhingigen
Leervektor- und NMU-Einzelklonen) nach densitometrischer Auswertung des Koloniewachstums zeigt
ein hochsignifikant reduziertes Koloniebildungsvermogen infolge forcierter NMU-Expression im (B)
SKBR3-Modell, hingegen keinen signifikanten Unterschied im Koloniewachstum zwischen beiden
Versuchsgruppen im (D) Hs578T-Modell. Die Normierung erfolgte jeweils auf das mediane
Koloniewachstum der Leervektor-Kontrollen. Horizontale Linien der Box Plots: Mediane, vertikale
Linien: Minima und Maxima, Boxen: 25%- bis 75%-Quartile. Die Werte der Mediane der einzelnen
Gruppen sind in der Box Plot-Darstellung abgebildet ***: P < 0,001; ns: nicht signifikant (zweiseitiger
Mann-Whitney-U-Test).

Wohingegen nach zweiwochiger Kultivierungszeit ein makroskopisch deutlich reduziertes
Koloniewachstum infolge forcierter NMU-Expression im SKBR3-Modell beobachtet werden
konnte (Abbildung 3-33A), war kein sichtbarer Unterschied in der Koloniebildung zwischen
Test- und Kontrollgruppe des Hs578T-Modells festzustellen (Abbildung 3-33C). Die
semiquantitative, densitometrische Auswertung des Koloniewachstums bestitigte die
makroskopisch sichtbaren, qualitativen Beobachtungen. Die ektopische NMU-Expression
resultierte im SKBR3-Modell in einer hochsignifikant (P < 0,001) verminderten
Koloniebildungsfihigkeit (Abbildung 3-33B). Im Vergleich zu den Leervektor-Kontrollen,
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deren medianes Koloniewachstum zwecks Normierung gleich 100% gesetzt wurde, war die
Koloniebildung der NMU-Klone im Median um 46% auf 54% reduziert. Fiir das Hs578T-
Modell konnte nach densitometrischer Auswertung hingegen kein signifikant verdndertes
Koloniewachstum zwischen beiden Versuchsgruppen festgestellt werden (Abbildung 3-33D).
Bei Festlegung des medianen Koloniewachstums der Leervektor-Kontrollen auf 100%, ergab

sich fiir die NMU-Klone im Vergleich eine mediane Koloniebildung von 99%.

3.2.4.6 Der Einfluss von NMU auf die Apoptose humaner Mammakarzinomzellen

Im XTT-Test (Abbildung 3-32) zeigte sich bereits eine grenzwertig signifikante (P = 0,06)
Reduktion des Zellwachstums infolge forcierter NMU-Expression im SKBR3-Modell. Eine
Bestitigung dieser Beobachtung konnte schlielich im Koloniebildungstest iiber einen langeren
Kultivierungszeitraum von 14 Tagen erbracht werden. Hier resultierte die ektopische NMU-
Expression im luminalen SKBR3-Modell in einer hochsignifikant (P < 0,001) verminderten
Koloniebildungsfihigkeit (Abbildung 3-33). Im Folgenden galt es zu kldren, ob die NMU-
vermittelte Wachstumsreduktion das Resultat einer gehemmten Zellproliferations- oder einer
erhohten Apoptoserate beziehungsweise einer Modulation beider Prozesse darstellt. Als Mal}
fiir die Apoptoserate in den stabilen SKBR3 NMU-Klonen und Kontrollen wurde die Aktivitét
der Effektor-Caspasen 3 und 7 [281] mithilfe des ApoOne® Homogeneous Caspase-3/7 Assay
(Promega) entsprechend den Herstellerangaben ermittelt. Die Detektion aktiver Caspase 3/7
beruht auf Umwandlung eines nicht-fluoreszierenden Rhodamin-Derivats in den
Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin110. Die an einem ELISA-Reader quantifizierbare Fluoreszenz
korreliert mit der als Apoptose-MalBl geltenden Caspase 3/7-Aktivitit. Die Apoptose wurde
mittels Staurosporin-Applikation induziert [282]. Ansitze ohne Staurosporin fungierten als
Negativkontrollen.

Das Ergebnis aus drei unabhingigen Versuchen mit jeweils fiinf unabhéngigen Leervektor- und
NMU-Einzelklonen ist in Abbildung 3-34 dargestellt. Es zeigte sich keine signifikant
differentielle Caspase 3/7-Aktivitit (Apoptoserate) zwischen Test-und Kontrollgruppe des
SKBR3-Modells. Die mediane Aktivitit der Caspasen 3 und 7 in den Leervektor-Kontrollen
wurde gleich 100% gesetzt, so dass sich in den NMU-Klonen im Vergleich eine mediane
Aktivitdit von 96% ergab. Es wurde folglich angenommen, dass die beobachtete NMU-
vermittelte Wachstumsreduktion im Iuminalen SKBR3-Modell, auf eine verminderte

Zellproliferation zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 3-34: Der Einfluss von NMU auf die Apoptose in der humanen Mammakarzinom-
Zelllinie SKBR3. Als Maf fiir die Apoptoserate wurde die Aktivitit der Effektor-Caspasen 3 und 7
nach 24-stiindiger Apoptose-Induktion mittels Staurosporin (1 uM) bestimmt. Dazu wurde die
Fluoreszenzzunahme in einem Rhodamin-basierten Caspase-Assay (Anregung: 485 nm; Emission: 577
nm) ermittelt. Die Box-Plot-Analyse zeigte eine nicht-differentielle Caspase 3/7-Aktivitit zwischen
Test- und Kontrollgruppe des SKBR3-Modells. Gezeigt ist das Ergebnis aus drei unabhiingigen
Experimenten mit jeweils fiinf unabhingigen Leervektor- und NMU-Einzelklonen. Die Normierung
erfolgte auf die mediane Caspase 3/7-Aktivitit der Leervektor-Kontrollen. Horizontale Linien:
Mediane, vertikale Linien: Minima und Maxima, Boxen: 25%- bis 75%-Quartile. Die Werte der
Mediane der beiden Gruppen sind in der Box-Plot-Darstellung abgebildet. Ns: nicht signifikant
(zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test).

3247 Der Einfluss von NMU auf die Migrationsfihigkeit humaner
Mammakarzinomzellen

In einigen Krebsentititen wie dem Pankreas-, Nieren- und kiirzlich dem Mammakarzinom
konnte eine NMU-vermittelte Steigerung progressionsfordernder Eigenschaften wie ein
erhohtes Migrations- und Invasionspotential der Krebszellen demonstriert werden [233-235].
Im Folgenden sollte untersucht werden, welchen Einfluss Neuromedin U auf das
Migrationspotential luminaler (SKBR3) und basaler (Hs5S78T) Mammakarzinom-Zellen
ausiibt.

Dazu wurde ein 2D-Wundheilungstest (engl. Wound Healing bzw. Scratch Assay)
durchgefiihrt, welcher die Fihigkeit der Zellen untersucht eine zellfreie Flidche (Scratch) zu
besiedeln. Zur Erzeugung der zellfreien Fliche definierter Breite wurden sterile Silikonrahmen
verwendet, welche jeweils zwei Teilkammern umgeben, die in der Mitte durch einen Steg

voneinander getrennt sind.
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Abbildung 3-35: Reprisentative Darstellung eines Wundheilungstests fiir den Leervektor-Klon
#6 und den NMU-Klon #38 des SKBR3-Modells. Vergleichende, reprisentative Foto-Dokumentation
der Besiedlung der zellfreien Fldche, dargestellt fiir den Leervektor-Klon #6 und den NMU-Klon #38
des SKBR3-Modells iiber einen Zeitraum von sechs Tagen. 25-fache Originalvergroflerung. Vertikale,
gestrichelte Linien markieren den Rand der zellfreien Ausgangsfliche am Tag 0. Stern: vollstéindige
Besiedlung der Fliche. Messbalken: 1000 um.



-144- Ergebnisse

- -

0 Stunden fS

;

110 Stunden

B 13 Stunden

W

Leer #17 NMU #12

Abbildung 3-36: Reprisentative Darstellung eines Wundheilungstests fiir den Leervektor-Klon
#17 und den NMU-Klon #12 des Hs578T-Modells. Vergleichende, reprisentative Foto-
Dokumentation der Besiedlung der zellfreien Fliche, dargestellt fiir den Leervektor-Klon #17 und den
NMU-Klon #12 des Hs578T-Modells {iiber einen Zeitraum von 26 Stunden. 25-fache
Originalvergroflerung. Vertikale, gestrichelte Linien markieren den Rand der zellfreien Ausgangsflache
zum Zeitpunkt O Stunden. Stern: vollstindige Besiedlung der Fliche. Messbalken: 1000 um.

Je Teilkammer wurde eine entsprechende Zellzahl ausgesit, so dass nach ca. 24-stiindiger

Inkubation ein konfluenter, einschichtiger Zellrasen in beiden Teilkammern, und nach
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Entfernung des Rahmens, eine die beiden Zell-Monolayer trennende, zellfreie Fldche entstand.
Zur Erfassung eines moglichst groBen Ausschnitts wurden die Aufnahmen des fiir jede Probe
immer gleich gewihlten Ausschnitts bei 25-facher Vergroflerung in definierten Zeitabstinden
durchgefiihrt. Die Werte fiir die zellfreie Fliche fiir jeden Messzeitpunkt wurden fiir jede Probe
auf die jeweilige zellfreie Ausgangsfliche zum Messzeitpunkt T = 0 Tage/Stunden normiert.
Fiir beide Modelle (SKBR3 und Hs578T) wurden drei unabhéngige Versuche mit jeweils fiinf
unabhingigen Leervektor- und NMU-Einzelklonen durchgefiihrt.
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Abbildung 3-37: Der Einfluss von NMU auf die Migrationsfihigkeit der humanen
Mammakarzinom-Zelllinien SKBR3 und Hs578T. Vergleich des Wundschlusses von Leervektor
(n=5; hellgraue Fliche)- und NMU-Einzelklonen (n=5; dunkelgraue Fldche) des (A) SKBR3- und (C)
Hs578T-Modells iiber einen Zeitraum von sechs Tagen (SKBR3) bzw. 26 Stunden (Hs578T). Alle
Werte wurden auf die zellfreie Ausgangsflache zum Zeitpunkt T= 0 normiert (100%). Vertikale Linien:
+ Standardabweichung der Dreifachbestimmung. Ar.e: Differenz der zellfreien Flichen am Tag 4.
Vergleich des Wundschlusses der Einzelklone des (B) SKBR3-Modells zum Zeitpunkt 4 Tage und (D)
des Hs578T-Modells zum Zeitpunkt 13 Stunden. Vertikale Linien: + Standardabweichung der
Dreifachbestimmung. *** P < 0,001; ns: nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig).

Im luminalen SKBR3-Modell wurde eine beschleunigte Besiedlung der zellfreien Flidche in den

NMU-Klonen im Vergleich zu den Leervektor-Kontrollen beobachtet. Die Dokumentation des
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Wundschlusses erfolgte iiber einen Zeitraum von sechs Tagen und ist exemplarisch fiir den
Leervektor-Klon #6 und den NMU-Klon #38 in Abbildung 3-35 dargestellt. Es ist anzumerken,
dass trotz eines hochsignifikant reduzierten Zellwachstums der SKBR3 NMU-Klone (siehe
Abbildung 3-33), ein beschleunigter Wundschluss im Vergleich zu den Leervektor-Kontrollen
festgestellt wurde. Der beobachtete Phinotyp stellt folglich das Resultat einer erhohten, NMU-
vermittelten Migrationsfahigkeit der luminalen SKBR3-Zellen dar. Im Gegensatz dazu konnte
kein sichtbarer Unterschied im Wundheilungs-Test zwischen Test- und Kontrollgrupe des
basalen Hs578T-Modells verzeichnet werden. Die Dokumentation des Wundschlusses erfolgte
hier liber einen Zeitraum von 26 Stunden und ist repréisentativ fiir den Leervektor-Klon #17 und
den NMU-Klon #12 in Abbildung 3-36 dargestellt.

Die statistische Auswertung bestétigte die qualitativen Beobachtungen. Fiir das SKBR3-Modell
ergab sich zu jedem einzelnen Zeitpunkt iiber den gesamten Dokumentations-Zeitraum von
sechs Tagen eine im Mittel signifikante Differenz im Wundschluss zwischen NMU-Klonen und
Leervektor-Kontrollen, die auf eine NMU-vermittelte Migrationssteigerung hindeutet. Die
groBite, signifikante (P < 0,001) Differenz in der zellfreien Fliche zwischen den beiden
Versuchsgruppen betrug im Mittel 19,5% und wurde an Tag vier der Messreihe verzeichnet
(Abbildung 3-37A und B). Fiir das Hs578T-Modell konnte hingegen zu keinem Messpunkt der
Dokumentationsreihe iiber 26 Stunden eine signifikante Differenz in der zellfreien Fliche

zwischen Leervektor- und NMU-Klonen festgestellt werden (Abbildung 3-37C und D).

3.24.8 Der Einfluss von NMU auf die Zell-Matrix-Adhision humaner
Mammakarzinomzellen
Nachdem ein migrationsfordernder Effekt von Neuormedin U auf Zellen der luminalen
Mammakarzinom-Zelllinie SKBR3 im Wundheilungstest herausgestellt werden konnte (siehe
Abbildung 3-37), galt es im Folgenden eine mogliche zusitzliche Modulation der adhisiven
Eigenschaften beider Tumormodelle (SKBR3 und Hs578T) zu untersuchen. Eine deregulierte
Zell-Matrix-Adhésion stellt, neben der Verdnderung migratorischer Eigenschaften, ein weiteres
progressions-assoziiertes Charakteristikum invasiver Tumorzellen dar [279]. Epithelzellen sind
in ihrer physiologischen Umgebung an einer Basalmembran verankert, die sie vom Stroma
abtrennt. Zur Simulation der in vivo-Situation wurden 6-Well-Platten mit Matrigel™ Basement
Membrane Matrix beschichtet, welches reich an extrazelluldiren Komponenten wie Laminin und
Kollagen IV (zwei Hauptbestandteilen der natiirlichen Basalmembran) ist. Die mogliche NMU-
modulierte Zell-Matrix-Adhésion der Mammakarzinomzellen wurde untersucht, indem eine

definierte Zellzahl fiir einen Zeitraum von einer Stunde auf die mit Matrigel beschichteten
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Platten ausgesdt wurde. Durch anschlieBendes Waschen wurden nicht-adhirente Zellen
entfernt, darauffolgend adhirente Zellen fixiert und mit Kristallviolett-Losung angefirbt. Die
Menge des darauf herausgelosten Zell-gebundenen Farbstoffs ist proportional zur Anzahl
adhirenter Zellen und konnte an einem ELISA-Reader quantifiziert werden. Fiir beide
Zellmodelle wurden drei unabhingige Versuche mit jeweils fiinf unabhéngigen Leervektor-

und NMU-Einzelklonen durchgefiihrt.
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Abbildung 3-38: Der Einfluss von NMU auf die Matrigel-basierte Zell-Matrix-Adhiision der
humanen Mammakarzinom-Zelllinien SKBR3 wund HsS78T. Box-Plot-Darstellung der
kolorimetrischen ~ Bestimmung der Matrigel-basierten Zell-Matrix-Adhdsion von NMU-
iberexprimierenden (n=5, NMU, dunkelgrau) und Leervektor-Einzelklonen (n=5, Leer, hellgrau) des
(A) SKBR3- und (B) Hs578T-Modells. Es wurden jeweils drei unabhingige Versuche durchgefiihrt.
Die Normierung der Werte erfolgte auf die mediane Zell-Matrix-Adhision der Leervektor-Klone
(100%). Horizontale Linien der Box-Plots: Mediane, vertikale Linien: Minima und Maxima, Boxen:
25%- bis 75%-Quartile. Die Werte der Mediane der beiden Versuchsgruppen sind in der Box-Plot-
Darstellung abgebildet. * : P < 0,05; ns: nicht signifikant (zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test).

Im SKBR3-Modell wurde eine geringe, dennoch signifikant (P < 0,05) reduzierte Zell-Matrix-
Adhision der NMU-Klone auf Matrigel beobachtet (Abbildung 3-38A). Diese war im Median
auf 88,6% im Vergleich zu den Leervektor-Kontrollen (mediane Zell-Matrix-Adhision: 100%)
vermindert. Wie fiir die Zellproliferation und die migratorischen Eigenschaften beobachtet,
konnte kein signifikanter Einfluss von Neuromedin U auf die Zell-Matrix-Adhésion der basalen
Hs578T-Zellen festgestellt werden (Abbildung 3-38B). Bei einer medianen Zell-Matrix-
Adhision der Leervektor-Kontrollen von 100%, ergab sich fiir die NMU-Klone eine mediane

Adhésion von 101,5%.
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3.2.4.9 Expression potentieller NMU-Rezeptoren in Mammakarzinomzellen des
luminalen und basalen Subtyps

Es wurde bereits gezeigt, dass sowohl die physiologischen Effekte von Neuromedin U [205]
als auch die NMU-vermittelte Forderung progressions-assoziierter Krebszelleigenschaften
mindestens iiber zwei bekannte G-Protein-gekoppelte Rezeptoren — NMUR1 und NMUR?2 —
vermittelt werden [233, 234]. Zusétlich wurde kiirzlich ein Heterodimer aus zwei weiteren
Rezeptoren, namentlich neurotensin receptor 1 (NTSR1) und growth hormone secretagogue
receptor (GHSR), als moglicher Vermittler Tumor-fordernder Eigenschaften von NMU im
Lungenkarzinom identifiziert [231]. Da bisher nicht geklirt ist iiber welche Rezeptoren
Neuromedin U auf Brustkrebszellen wirkt, wurde die Expression der beiden bekannten NMU-
Rezeptoren sowie des putativen Rezeptor-Heterodimers in den beiden NMU-Modellen SKBR3
und Hs578T analysiert.

Im luminalen SKBR3-Modell wurden eine moderate NMUR2- sowie eine starke NTSRI-
mRNA-Expression herausgestellt, wobei eine mRNA-Expression der Rezeptoren NMURI und
GHSR nicht nachweisbar war. Im basalen Hs578T-Modell wurde hingegen keiner der
analysierten, moglichen NMU-Rezeptoren exprimiert (Abbildung 3-39). Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die beobachteten, phinotypischen Effekte von NMU im SKBR3-Modell
moglicherweise liber den Rezeptor NMUR?2 vermittelt werden und konnten zusitzlich das

Ausbleiben dieser Effekte im Hs578T-Modell erkliren.

Hs578T

GAPDH NMUR! NMUR2 NITSRI GHSRla GHSRIb

Abbildung 3-39: Expression potentieller Rezeptoren fiir Neuromedin U in den beiden
Mammakarzinom-Zelllinien SKBR3 und Hs578T. mRNA-Expression der beiden bekannten NMU-
Rezeptoren NMURI und NMUR?2 sowie der potentiellen NMU-Rezeptoren NTSR/ und GHSR (1a und
1b stellen zwei Splice-Varianten dar) in den beiden humanen Mammakarzinom-Zelllinien SKBR3 und
Hs578T. Die Messung der GAPDH-Expression fungierte als Ladekontrolle.

Um zu verifizieren, ob das SKBR3-Tumor-Modell die in vivo-Situation im Brusttumorgewebe
widerspiegelt, wurden RNA-HiSeg-Expressionsdaten von 516 PAMS0-klassifizierten
Mammakarzinomen des Datenportals TCGA herangezogen [237, 238] (siche Abschnitt 2.1.4).
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Wihrend NMUR1 hauptsichlich in basal-/ike Tumoren exprimiert wird (Abbildung 3-40A und
B), ist die NMUR2-Expression iiberwiegend auf luminale, HER2-enriched und normal-like
Mammakarzinome begrenzt (Abbildung 3-40A und C).
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Abbildung 3-40: NMURI- und NMUR2-mRNA-Expression in den molekularen
Mammakarzinom-Subtypen. /n silico-mRNA-Expressionsanalyse fiir NMURI und NMUR?2 in 516
PAMS0-klassifizierten Brusttumoren des TCGA-Datenportals. Die Expressionsdaten sind als (A) Heat-
Map und (B) Box-Plot dargestellt. Rot: hohe, schwarz: intermediire, griin: niedrige mRNA-Expression.
Horizontale Linien der Box-Plots: Mediane, vertikale Linien: Minima und Maxima, Boxen: 25%- bis
75%-Quartile. ***: P < 0,001 (zweiseitiger Dunn’s multipler Vergleichstest).

3.2.4.10 Identifizierung NMU-modulierter biologischer Prozesse und -assoziierter
Genexpressions-Muster im luminalen SKBR3-Modell
Um im Folgenden erstmalig biologische Prozesse und Signalwege zu identifizieren, die im
luminalen Mammakarzinom durch Neuromedin U moduliert werden und so zu einer
Reduzierung der Zellproliferation bei gleichzeitiger Steigerung eines migratorischen
Phinotypen fithren, wurde die Microarray-Technologie genutzt. Die Analyse wurde in der Chip
Facility des IZKF (Interdisziplindres Zentrum fiir Klinische Forschung) der Uniklinik RWTH
Aachen unter Verwendung des GeneChip Human Gene 2.0 ST Array des Herstellers Affymetrix
durchgefiihrt. Der Chip deckt mehr als 33.500 Protein-kodierende sowie mehr als 11.000 nicht-
kodierende RefSeq-, Ensembl- und IncRNAdb-annotierte Transkripte ab (siche Abschnitt
2.18.8). Insgesamt wurde das Expressionsprofil von jeweils drei unabhingigen SKBR3

Leervektor- und NMU-Einzelklonen analysiert. Uber-reprisentierte biologische Prozesse und
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Signalwege wurden in einer Gene Ontology (GO)-Analyse identifiziert. Die annotierten Gene
sind dabei unterschiedlichen GO-Klassen zugeordnet (,,zellulire Komponente®, ,,biologischer
Prozess*, ,,molekulare Funktion*), die wiederum in Sub-Bezeichnungen unterteilt werden. Die
Filter-Parameter fiir die Identifizierung signifikant veranderter GO-Annotationen waren ein Z-
Score von mindestens 1,96 (,,Beobachtet-Erwartet-Verhéltnis®), ein P-Wert < 0,05 (exakter
Test nach Fisher) sowie eine Anzahl von mindestens zwei verdnderten Genen in der jeweiligen
GO-Annotation. Gene, die zwischen Test- (NMU) und Kontrollgruppe (Leervektor) um einen
Faktor grofer 1,5 mit einem P-Wert < 0,05 differentiell exprimiert waren, wurden als
,,verandert* definiert.

Es konnten signifikante Verdnderungen in biologischen Prozessen beobachtet werden, die
bereits in fritheren Studien mit Neuromedin U assoziiert wurden und die Validitdt der eigenen
experimentellen Daten untermauern. Darunter befanden sich GO-Bezeichnungen, welche die
Knochenbildung (GO:0045671) [283], die Regulation des Blutdrucks (GO:0003071) [208],
Entziindungs-Reaktionen (GO:0001816) [222], sowie die Regulation der Energie-Homdoostase
bzw. metabolischer Prozesse (GO:0045913; GO:0006629; GO:0031018) betrafen [205, 219]
(siehe Tabelle 3-11 und Tabelle 3-12). Zusitzlich wiesen liber-représentierte GO-Annotationen
auf eine NMU-vermittelte Modulation bekannter Krebs-relevanter Signalwege hin. Darunter
befand sich eine signifikante Verdnderung des Ephrin- (GO:0048013; P < 0,01), WNT-
(GO:0090090 und GO:0030177, P < 0,001 und P < 0,05), TGFB- (GO:0060395 und
GO0:0030511, fiir beide P < 0,01), ERK- (GO:0070372, P < 0,01), sowie des Smoothened-
Signalweges (G0O:0008589, P < 0,05). Mit Ausnahme des WNT- und ERK-Signalweges [284,
285], wurde keiner der anderen zuvor mit Neuromedin U in Verbindung gebracht.

Um anschlieBend Genexpressions-Muster zu identifizieren, welche mit der NMU-vermittelten
Steigerung der Zellmotilitiit bei gleichzeitiger Reduktion der Zellproliferation assoziiert sind,
wurde eine Klassen-Vergleichsanalyse (engl. class comparison analysis) zwischen NMU-
Klonen und Leervektor-Kontrollen durchgefiihrt. Als Filter-Kriterium wurde eine signifikant
(P < 0,05) differentielle Expression Protein-kodierender Transkripte zwischen Test- und
Kontrollgruppe definiert. Insgesamt konnten so 1730 differentiell exprimierte Gene (exklusive
NMU) identifiziert werden, von denen 963 herunter- und 767 aufreguliert waren. Unter
Beriicksichtigung der signifikanten Verdnderung des Brustkrebs-relevanten WNT-Rezeptor-
Signalweges, welcher im Fokus der Arbeitsgruppe Dahl liegt, wurde das signifikant (P < 0,05)
in den NMU-Klonen aufregulierte Naked 2-(NKD2) als ein mogliches Schliisselmolekiil
identifiziert, das zur Modulation des WNT-Signalweges in luminalen SKBR3-Zellen beitragen
konnte (Tabelle 3-13).
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Tabelle 3-11: Ausgewiihlte, iiber NMU aufregulierte GO-Kategorien im SKBR3-Tumormodell

GO-1ID GO-Bezeichnung GO- Veridnderte Z- P-Wert®
Klasse Gene [%] Score
GO0:0045671 negative Regulation der Osteoclasten-  BP® 14,3 5,6801 0,0017
Differenzierung
GO:0003071 in die Regulation des systemischen BP 14,3 5,6801 0,0017
arteriellen Blutdrucks involvierter
renaler Prozess
GO:0090090 negative Regulation des kanonischen =~ BP 7,2 5,2387 00,0004
WNT-Rezeptor-Signalweges
GO0:0031532  Aktinzytoskelett-Reorganisation BP 9,8 5,2046 0,0012
GO0:0048013 Ephrin-Rezeptor-Signalweg BP 9,7 4,4832  0,0052
GO0:0040012 Regulation der Lokomotion BP 3,2 4,4050 0,0002
GO0O:0001816 Zytokin-Produktion BP 6,3 3,8590 0,0061
GO0:0051492 Regulation der Stress-Faser- BP 7,3 3,7315 0,0113
Anordnung
GO0:0042127 Regulation der Zellproliferation BP 2,1 3,4533 0,0018
GO:0045913 positive Regulation des Kohlenhydrat- BP 6,3 3,3407 0,0173

Metabolismus

sexakter Test nach Fisher, Signifikanzniveau von P < 0,05. °BP: Biologischer Prozess.

Tabelle 3-12: Ausgewilhlte, iiber NMU herabregulierte GO-Kategorien im SKBR3-Tumormodell

GO-ID GO-Bezeichnung GO- Verinderte Z- P-
Klasse Gene [%] Score  Wert?

GO0:0006629 Lipid-Metabolismus BP 43 7,7679  <0,0001

GO0:0031018 Entwicklung des endokrinen BP 11,9 5,3896 0,0005
Pankreas

GO:0060395 SMAD-Protein-Signaltransduktion  BP 17,6 5,3312  0,0022

GO:0007015 Aktinfilament-Organisation BP 6,7 4,8038 0,0003

GO:0030511 positive Regulation des TGFj3- BP 13,6 4,523  0,0047
Rezeptor-Signalweges

GO:0070372 Regulation der ERK1- und ERK2-  BP 6,3 42688 0,0010
Kaskade

GO0:0042127 Regulation der Zellproliferation BP 2,8 3,6925 0,0008

GO0:0022407 Regulation der Zell-Zell-Adhédsion ~ BP 6,2 3,3360 10,0090

GO:0030177 positive Regulation des WNT- BP 5,3 2,5922  0,0318
Rezeptor-Signalweges

GO0:0008589 Regulation des Smoothened- BP 6,1 2,5643 0,0417

Signalweges

2exakter Test nach Fisher, Signifikanzniveau von P < 0,05. °BP: Biologischer Prozess.
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Tabelle 3-13: Ausgewiihlte, deregulierte Gene des WNT-Rezeptor-Signalweges im SKBR3 NMU-
Modell

Gensymbol Log2 FC NMU vs. Leer P-Wert?*
WNTI11 0,799 < 0,001
NKD?2 0,390 < 0,05
CLDNI - 1,360 < 0,01
DKK1 - 1,960 < 0,01

2 one-way ANOVA

3.2.4.11 NMU-induzierte Modulation des WNT-Rezeptor-Signalweges in luminalen
SKBR3-Brustkrebszellen

Um die auf den Microarray-Daten basierende NMU-vermittelte Deregulation des WNT-

Rezeptor-Signalweges zu validieren, sollte die Expression im Chip-Experiment differentiell

exprimierter sowie weiterer WNT-Signalwegs-Komponenten mittels Real-Time PCR und

Western Blot in SKBR3 NMU-und Leervektor-Einzelklonen untersucht werden.
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Abbildung 3-41: Real-Time PCR-basierte mRNA-Expressionsanalyse ausgewihlter WNT-
Signalwegs-Komponenten im luminalen SKBR3 NMU-Tumormodell. Dargestellt ist die Box-Plot-
Analyse der mRNA-Expression verschiedener WNT-Signalwegs-Gene in NMU- und Leervektor-
Einzelklonen des luminalen SKBR3-Tumormodells. Es wurden jeweils fiinf unabhéngige NMU- und
Leervektor-Klone analysiert (Ausnahme CLDN/: fiinf NMU-Klone, vier Leervektor-Klone). Normiert
wurde auf die mediane Expression der Leervektor-Kontrollen. Das Haushaltsgen GAPDH fungierte als
interner Standard der relativen Expression. Horizontale Linien der Box-Plots: Mediane, vertikale Linien:
Minima und Maxima, Boxen: 25%- bis 75%-Quartile. Die Werte der Mediane der beiden
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Versuchsgruppen sind in der Box-Plot-Darstellung abgebildet. **: P < 0,01; *: P < 0,05; ns: nicht
signifikant (zweiseitiger Mann-Whitney-U-Test).

In Ubereinstimmung mit den Microarray-Daten konnte eine signifikante Aufregulation von
NKD2 auf mRNA- (P < 0,01; medianer FC: 2,9; Abbildung 3-41) und Proteinebene (P < 0,05;
medianer FC: 3,4; Abbildung 3-42 und Abbildung 3-43) in den SKBR3 NMU-Klonen
gegeniiber den Leervektor-Kontrollen gezeigt werden. Naked-Proteine (NKD1 und NKD?2)
wurden bisher hauptsdchlich als ,,Schalter-Proteine* beschrieben, die iiber eine direkte
Wechselwirkung mit der intrazellularen WNT-Signalwegs-Komponente Dishevelled (DVL)
einerseits die Aktivitdt des kanonischen WNT/B-Catenin-Signalweges inhibieren, andererseits

den WNT-PCP (Planar Cell Polarity)-Signalweg aktivieren konnen [155, 286].

SKBR3 Leer SKBR3 NMU
B H3 H6 #13 #1 #29 #34 #38 #41
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g i [P — w— w— = LRP6
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Abbildung 3-42: Western Blot-Analyse ausgewihlter WNT-Signalwegs-Komponenten im
luminalen SKBR3 NMU-Tumormodell. Reprisentative Western Blot-Darstellung  der
Proteinexpression ausgewihlter WNT-Signalwegs-Komponenten in unabhingigen SKBR3 NMU-
Einzelklonen und Leervektor-Kontrollen. Als Ladekontrollen fungierten B-Aktin, B-Tubulin, sowie
Gesamt-RAC1-Protein.

Eine Aktivierung des PCP-Signalweges fithrt zur Modulation der Aktinzytoskelett-
Organisation der Zelle und damit verbundenen Anderungen in Eigenschaften wie der

Zellmotilitdt und -adhédsion. Als wichtige Effektoren des PCP-Signalling fungieren kleine
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GTPasen der Rho-Familie wie RACI [153]. Es wurde bereits gezeigt, dass die Aktivierung des
PCP-Signalweges iiber den Effektor RAC1 zu einer Steigerung der Migrationsfihigkeit von
Krebszellen und einer damit verbunden erhohten Metastasierung fithren kann [148]. Als
mogliches MaB fiir eine putative verstirkte Aktivierung des PCP-Signalweges in SKBR3
NMU-Klonen gegeniiber den Leervektor-Kontrollen wurde die Menge der aktiven Form von
RACI1, RACI1-GTP, ermittelt und ins Verhiltnis zur vorhandenen Gesamtmenge zelluldren
RACI1-Proteins gesetzt. In der Tat konnte ein signifikant erhohter Ratio (P < 0,05; medianer
FC: 1,6) aus RACI-GTP zu Gesamt-RAC1 in den NMU-Einzelklonen ermittelt werden
(Abbildung 3-42 und Abbildung 3-43). Ebenfalls in Ubereinstimmung mit den Microarray-
Daten wurde eine signifikant (P < 0,05) erhohte WNT'1I-mRNA-Expression in SKBR3 NMU-
Klonen im Vergleich zur Kontroll-Klon-Expression beobachtet (medianer FC: 17,9; Abbildung
3-41). Interessanterweise wurde WNT11 zuvor mit einer erhhten Motilitdt von Krebszellen
(inklusive Brustkrebszellen) assoziiert, die zum Teil auf eine verstirkte Aktivierung des PCP-

Signalweges zuriickgefiihrt wurde [163, 287].
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Abbildung 3-43: Densitometrische Auswertung der Western Blot-Proteinexpression ausgewéhlter
WNT-Signalwegs-Komponenten im luminalen SKBR3 NMU-Modell. Box-Plot-Darstellung der
Western Blot-Ergebnisse nach densitometrischer Auswertung der Proteinexpression ausgewihlter
WNT-Signalwegskomponenten in unabhidngigen NMU-und Leervektor-Einzelklonen des SKBR3-
Modells. Die Darstellung des Ratio RAC1-GTP zu Gesamt RAC1-Protein basiert auf drei unabhédngigen
Experimenten mit jeweils vier unabhingigen NMU-und Leervektor-Einzelklonen. Die Darstellung der
Proteinexpression der restlichen WNT-Signalwegs-Komponenten (NKD2, LRP6, Phopho-LRP6, MYC,
CD44, DKK1) basiert auf Auswertung des jeweiligen in Abbildung 3-42 gezeigten Western Blots mit
jeweils vier unabhingigen Leervektor- und fiinf NMU-Einzelklonen. Normiert wurde auf die mediane
Expression der Leervektor-Kontrollen. Horizontale Linien der Box Plots: Mediane, vertikale Linien:
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Minima und Maxima, Boxen: 25%- bis 75%-Quartile. Die Werte der Mediane der beiden
Versuchsgruppen sind in der Box-Plot-Darstellung abgebildet.*: P < 0,05 (zweiseitiger Mann-Whitney-
U-Test).

Nachfolgend wurde untersucht, ob neben einer putativen Stimulation des PCP-, eine NMU-
vermittelte Modulation des kanonischen WNT/B-Catenin-Signalweges vorliegen konnte. Die
Aktivierung der kanonischen WNT-Signalkaskade bendétigt neben vorhandener WNT-
Liganden und Frizzled-Rezeptoren die Anwesenheit von Co-Rezeptoren der LDLR (low-
density lipoprotein receptor)-Familie, namentlich LRP5 und LRP6 [288]. Neuere
Untersuchungen deuten darauf hin, dass beide Co-Rezeptoren keine vollstindige funktionelle
Redundanz aufweisen [289]. Diese Annahme untertsiitzend konnte gezeigt werden, dass der
induzierte, alleinige Expressionsverlust von LRP6 zu einer reduzierten Aktivitit des
kanonischen WNT-Signalweges mit einhergehender Abnahme der Proliferation von

Brustkrebszellen fithren kann [140].
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Abbildung 3-44: Mogliches Modell der NMU-vermittelten Modulation des WNT-Rezeptor-
Signalweges in luminalen SKBR3-Brustkrebszellen. Die potentielle Bindung von NMU an den
Rezeptor NMUR?2 fiihrt, iiber einen ungekldrten Mechanismus, zu einer Aufregulation der
nachgeschalteten Signalwegs-Komponenten NKD2 und WNTI11 sowie einer herabregulierten
Expression des Rezeptors LRP6. Die verminderte Expression des Co-Rezeptors LRP6 sowie die erhohte
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Bildung des putativen Antagonisten des kanonischen WNT/B-Catenin-Signalweges NKD2 konnten zu
einer reduzierten Aktivierung des kanonischen WNT-Signalweges und folglich einer verminderten
Expression TCF/LEF-regulierter Ziel-Gene wie MYC, CD44, DKK1 und CLDNI1 beitragen. Die
reduzierte Expression des Proto-Onkogens MYC kann moglicherweise zu einer Herabregulation der
Zellproliferation fiihren. Es ist denkbar, dass die verstirkte Bildung von NKD2 und des nicht-
kanonischen WNT-Liganden WNT11 zu einer gesteigerten Aktivitidt des PCP (Planar Cell Polarity)-
Signalweges fiihren konnen. Die Stimulation (GTP-Bindung) von stromabwirts gelegenen PCP-
Effektorproteinen wie RAC1 kann moglicherweise zu einer erhohten Migrationsfahigkeit der SKBR3-
Brustkrebszellen beitragen.

Die Analyse der Expression der beiden zentralen Komponenten des kanonischen Signalweges
im SKBR3-Tumormodell zeigte eine unverdnderte mRNA-Expression von LRP5 in NMU- und
Leervektor-Einzelklonen (Abbildung 3-41), hingegen eine signifikante, NMU-vermittelte
Herabregulation der LRP6-Expression auf mRNA- (P < 0,05; Abbildung 3-41) und
Proteinebene (P < 0,05; Abbildung 3-42 und Abbildung 3-43). Des Weiteren konnte eine
signifikant (P < 0,05) verringerte Menge der aktivierten (Phospho-Serin 1490) Form von LRP6
[290] in SKBR3 NMU-Einzelklonen im Vergleich zu Leervektor-Kontrollen, vermutlich als
Folge verringerter LRP6-Proteinexpression, festgestellt werden (Abbildung 3-42 und
Abbildung 3-43).

Es wurde vermutet, dass die Kombination einer verringerten Menge des aktivierten Co-
Rezeptors LRP6 und einer erhohten Expression des potentiellen, kanonischen WNT-
Signalwegs-Antagonisten NKD2 in SKBR3 NMU-Einzelklonen zu einer reduzierten
Signalwegs-Aktivitit und folglich einer verringerten Expression TCF/LEF-regulierter Zielgene
beitragen konnte. Die Hypothese unterstiitzend wurde eine reduzierte Expression bekannter
kanonischer Zielgene gefunden, namentlich MYC [291], CD44 [292], DKK1 [293] und
CLDNI [294] (Abbildung 3-41, Abbildung 3-42, Abbildung 3-43). Die verminderte Expression
des bedeutenden Proto-Onkogens MYC [295] als Folge forcierter NMU-Expression konnte zur
beobachteten Reduktion der Zellproliferation im SKBR3-Modell beitragen.

In Abbildung 3-44 ist ein mogliches Modell der NMU-vermittelten Modulation des WNT-

Rezeptor-Signalweges in luminalen SKBR3-Brustkrebszellen zusammenfassend dargestellt.
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4 Diskussion

4.1 Identifizierung und Validierung potentieller Proteinbiomarker fiir die Blut-basierte
Brustkrebs-Friiherkennung
Das Mammakarzinom ist die hiufigste maligne Krebserkrankung der Frau in Deutschland und
weltweit [1, 2]. Die Notwendigkeit einer Fritherkennung der Brustkrebserkrankung wird durch
die Abhingigkeit der Prognose vom Zeitpunkt der Diagnosestellung verdeutlicht. Die relative
5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit fiir eine noch lokal begrenzte Erkrankung liegt unter
Einsatz derzeitiger Therapien bei rund 90%. Diese sinkt nach Metastasierung von Krebszellen
in entfernt liegende Organe hingegen drastisch auf rund 20% ab [63]. Das Ziel eines Screening-
Tests ist die Senkung der Erkrankungs-spezifischen Inzidenz und/oder Mortalitit, abhingig
davon, ob benigne Vorldufer-Liasionen der malignen Erkrankung bereits detektier- und
behandelbar sind [64]. In Deutschland wird friithestens im Jahr 2015 absehbar sein, ob und in
welchem Ausmafl das zwischen 2005 und 2009 implementierte Mammographie-Screening-
Programm zu einer Reduktion der Brustkrebs-spezifischen Mortalitét beitragen kann [1]. Eine
Meta-Studie des Cochrane-Netzwerkes von 2013 schitzt die auf das Mammographie-Screening
zuriickzufithrende Reduzierung der Brustkrebs-spezifischen Mortalitdt, unter Einbezug
randomisierter, klinischer Studien bis November 2012 (600.000 Fille umfassend), auf maximal
15% ein [296]. Es ist zu betonen, dass die Sinnhaftigkeit des Mammographie-Screening-
Programmes aufgrund erkannter Limitationen und Risiken kontrovers diskutiert wird.
Hervorzuheben ist insbesondere die Gefahr einer Uberdiagnose und Uberbehandlung, d.h. die
Detektion und eine damit einhergehende, teilweise mit erheblichen Gesundheitsrisiken
behaftete, kostenintensive Behandlung einer Brustkrebserkrankung, die in der Lebensspanne
eines Individuums ohne den Screening-Einsatz nicht symptomatisch und damit klinisch nicht
relevant geworden wire [296]. Des Weiteren sind die unzureichende diagnostische Spezifitit
und Sensitivitit der Screening-Mammographie bei einem Einsatz fiir Frauen mit dichtem
Brustparenchym zu erwihnen [68]. Der Anteil an Frauen mit dichtem Brustgewebe im Alter
tiber 50 Jahren betrdgt nach Schitzungen mehr als 30% [67]. Als besonders problematisch ist
der daraus resultierende Anstieg falsch-positiver Brustkrebs-Befunde zu bewerten. Die
Konsequenzen sind invasive Folgeuntersuchungen, die neben moglichen korperlichen Schiden
auch zu psychischen Beeintrichtigungen fiir die Screening-Teilnehmerinnen und immensen
Zusatzkosten fiir das Gesundheitssystem fithren konnen [297]. Das geschitzte kumulative

Risiko fiir eine Frau in einem europdischen Land nach 10 Screening-Teilnahmen im 2-Jahres-
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Rhythmus, beginnend mit 50 Jahren, einen falsch-positiven Mammographie-Befund zu
erhalten, liegt bei rund 20% [298].

Die Limitationen und die damit verbundenen Risiken der Screening-Mammographie
unterstreichen den Bedarf an komplementédren Fritherkennungs-Strategien fiir das humane
Mammakarzinom. FEinen minimal-invasiven Ansatz stellt die Detektion von in
Korperfliissigkeiten wie Blutserum befindlichen Biomarkern dar [72, 268]. Insbesondere fiir
zirkulierende Proteinbiomarker ist ein Potential fiir einen routineméfigen Einsatz belegt.
Beispielhaft sei auf die MUC1-basierten Tests CA 15-3 und CA 27.29 sowie die Messung der
CEA-Serumkonzentration verwiesen. Aufgrund ihrer unzureichenden klinischen Spezifitit und
Sensitivitdt in friilhen Brustkrebs-Stadien bezieht sich die derzeitige Empfehlung jedoch
ausschlieBlich auf eine Nutzung als ergéanzende Monitoring-Biomarker fiir das metastasierende
Mammakarzinom. Eine Empfehlung der ASCO (American Society of Clinical Oncology) fiir
einen Biomarker-basierten Brustkrebs-Fritherkennungs-Test liegt hingegen nicht vor [73]. Die
Nutzung mikrofluider Chip-Technologien fiir eine Vor-Ort-Diagnose (engl. Point-Of-Care,
POC) weist, aufgrund der potentiellen schnellen und simplen Durchfiihrbarkeit bei reduzierten
Kosten, ein enormes Potential fiir einen routinemifBigen Einsatz als mogliches Screening-Tool
auf [76, 78].

Ubergeordnetes Ziel des interdisziplinidren MicroBioMed-Projektes war die Entwicklung eines
mikrofluiden, Blutserum-basierten Chip-Systems, das vorrangig fiir die Brustkrebs-
Fritherkennung nutzbar sein sollte. Monoklonale Antikorper gegen validierte Serum-
Proteinbiomarker sollen von Kooperationspartnern mittelfristig in den entwickelten Biochip
integriert werden. Als biomedizinischer Partner innerhalb des Projektes war die Identifizierung
und Validierung dieser Serum-Proteinbiomarker mit adidquater klinischer Sperzifitdt und
Sensitivitit, Ziel der vorliegenden Arbeit.

Auf Grundlage von Gewebe-Expressionsdaten sowie unter Beriicksichtigung einer moglichen
Auffindbarkeit im Blutkreislauf wurden die Kandidaten ASPN, CTHRC1 und AGR3 als
aussichtsreiche, potentielle Serum-Proteinbiomarker fiir das humane Mammakarzinom
ermittelt. CELSR1, NMU und GREMI1 wurden aufgrund einer vergleichsweise geringen
festgestellten Tumor-spezifischen Aufregulation fiir weitere Analysen im humanen Serum nicht
weiter beriicksichtigt. Von den drei in humanen Seren analysierten Kandidaten ASPN,
CTHRCI und AGR3, erwies sich letztlich AGR3 als potentieller Biomarker fiir die Brustkrebs-
Fritherkennung.

Auf mRNA-Ebene wurde eine signifikante Aufregulation der ASPN-Expression im

Mammakarzinom, insbesondere in luminalen Tumoren gegeniiber Normalgeweben der Brust
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beobachtet. Ferner konnte eine signifikante Assoziation zwischen ASPN-Expression und gut
bis mittelgradiger Differenzierung sowie geringer Tumorgrofle (pT1) herausgestellt werden.
Auf Proteinebene lief sich eine Aufregulation der ASPN-Expression nicht quantifizieren. Der
immunhistochemische Nachweis von ASPN =zeigte eine auf die extrazellulire Matrix
beschrinkte Expression des Proteins sowohl im Normal- als auch im Tumorgewebe der Brust.
Turashvili und Kollegen identifizierten ASPN erstmals im Mammakarzinom als ein im Epithel
(jedoch nicht im Stroma) des ILC (invasiv-lobulidres Karzinom) gegeniiber dem des IDC
(invasiv-duktales Karzinom) sowie des normalen Brustgewebes aufreguliertes Gen [200]. Im
Gegensatz dazu wurde ASPN in einer Folge-Studie als Teil einer Signatur von im Brustkrebs-
assoziierten Stroma aufregulierter Gene beschrieben [299]. In Ubereinstimmung mit den
eigenen mRNA-Daten zeigten Castellana et al. eine Assoziation der ASPN-mRNA-Expression
mit Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen. Die immunhistochemische nukledre
Detektion von ASPN in epithelialen Brustkrebszellen [300] steht im Gegensatz zu der in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen extrazelluldren, stromalen Lokalisation. ASPN z#hlt zur
Familie der SLRPs (engl. Small Leucine-rich Repeat Proteoglycans), fiir deren Mitglieder
inklusive ASPN, eine Kollagen-Bindung beschrieben ist [274, 301, 302]. Auch neuere Studien
in unterschiedlichen Geweben wiesen ASPN als ein hauptsédchlich stromal lokalisiertes Protein
sowohl in Normal- als auch in Tumorgeweben nach [303, 304]. Neben anderen Tumorentititen
wurde ASPN Kkiirzlich als ein im Prostatakarzinom aufreguliertes Gen beschrieben [304]. In
einer massenspektrometrischen Analyse humaner Serumproben konnte eine signifikant erhthte
ASPN-Konzentration in Proben von Patienten mit fortgeschrittenem Prostatakarzinom
herausgestellt werden [305]. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals die potentielle
Nutzbarkeit von ASPN als Blutserum-basierter Biomarker fiir das Mammakarzinom anhand
Brustkrebs-assoziierter Seren von Patientinnen mit iiberwiegend frithen Tumorstadien
untersucht. Es konnte keine signifikant differentielle ASPN-Konzentration zwischen
Brustkrebs-assoziierten und altersgematchten Seren gesunder Spenderinnen festgestellt
werden. Trotz der detektierten starken Aufregulation der ASPN-mRNA-Expression im
Mammakarzinom lieB sich der Nachweis einer signifikant differentiellen ASPN-
Proteinexpression zwischen Tumor- und Normalgeweben der Brust nicht erbringen. Es ist
folglich moglich, dass sich der auf mRNA-Ebene detektierte Expressionsunterschied nicht oder
deutlich geringfiigiger auf Proteinebene manifestiert und somit zu einer nicht feststellbaren
signifikant differentiellen ASPN-Serumkonzentration zwischen Test- und Kontrollgruppe
fiihrte. Zudem wurde eine ASPN-Expression mit entziindlichen FErkrankungen wie

Osteoarthritis [302, 306] und Pankreatitis [303] in Verbindung gebracht. Eine Entziindungs-
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assoziierte, nicht Tumor-spezifische ASPN-Expressionsinduktion kann als weitere mogliche
Erkldrung einer im Serum nicht detektierbaren differentiellen ASPN-Konzentration zwischen
beiden Versuchsgruppen angesehen werden.

Fir CTHRCI konnte in der vorliegenden Arbeit die von allen untersuchten Kandidaten stérkste
signifikante Aufregulation auf mRNA-Ebene in Tumor- gegeniiber Normalgeweben der Brust
beobachtet werden. Eine Tumor-spezifische Aufregulation von CTHRCI1 ist in der
iiberwiegenden Mehrheit humaner, solider Tumoren inklusive des Mammakarzinoms bereits
beschrieben worden [193, 200, 202, 299]. Jedoch liegt eine Diskrepanz hinsichtlich des fiir
CTHRCI1 beschriebenen Expressionsmusters zwischen einzelnen Studien vor. In der
vorliegenden Arbeit wurde im Normal-und Tumorgewebe der Brust eine #hnlich starke,
zytoplasmatische CTHRCI1-Proteinexpression in stromalen und epithelialen Zellen
verzeichnet, hingegen eine auffillige Zunahme (auf qualitativer Ebene) der Anféirbbarkeit der
Brustkrebs-assoziierten extrazelluliren Matrix im Vergleich zu der des Normalgewebes
beobachtet. Wihrend zwei weitere Studien im Mammakarzinom CTHRC1 ebenfalls im Stroma
wie auch im Brustepithel lokalisierten [201, 202], wurde in anderen Arbeiten eine auf das
Stroma beschrinkte Expression fiir CTHRC1 beschrieben [192, 199]. Im humanen Serum
gesunder Spenderinnen war ein Nachweis von CTHRC1-Protein, mit wenigen Ausnahmen,
nicht moglich. Im Vergleich dazu konnte eine signifikant erhohte CTHRC1-Konzentration in
altersgematchten Brustkrebs-assoziierten Seren verzeichnet werden. Da die detektierten
Konzentrationen in den Brustkrebs-assoziierten Seren jedoch an der Grenze der analytischen
Sensitivitit des verwendeten Assays lagen, wurde CTHRC1 nicht weiter als moglicher
Serumbiomarker im Rahmen dieser Arbeit beriicksichtigt. In einer vorausgehenden Studie
wurde CTHRCI bereits als potentieller Serumbiomarker fiir das humane Mammakarzinom in
Erwigung gezogen. Jedoch konnte seine potentielle Nutzbarkeit aufgrund fehlender etablierter
ELISA nicht im humanen Serum gepriift werden [271]. In Ubereinstimmung mit den eigenen
Daten beschrieben Stohn und Kollegen die humane CTHRCI1-Plasmakonzentration gesunder
Spender im unteren pg/ml-Bereich [185]. Parallel zur Entstehung der vorliegenden Arbeit
tiberpriiften Duarte und Kollegen die Verwendbarkeit von CTHRCI als Serum-
Proteinbiomarker fiir diverse Erkrankungen, einschlieBlich humaner Tumorerkrankungen
inklusive Brustkrebs [192]. In dieser Studie konnte keine signifikante Erhohung im Tumor-
assoziierten Plasma diverser solider Tumorerkrankungen (einschlieflich Brustkrebs)
festgestellt werden. Hingegen wurde unter anderem eine Assoziation zwischen erhohter
CTHRCI1-Plasmakonzentration und rothaarigen Individuen sowie dem Vorliegen einer

Schwangerschaft, entziindlichen Erkrankungen und Diabetes herausgestellt.
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Mit AGR3 wurde ein neuer potentieller Serum-Proteinbiomarker fiir die Brustkrebs-
Fritherkennung identifiziert. In unabhingigen Gewebe-Kohorten konnte eine Aufregulation der
AGR3-Expression auf mRNA- und Proteinebene im humanen Mammakarzinom gegeniiber
Normalgewebe-Kontrollen gezeigt werden. Ferner wurde eine signifikante Assoziation der
AGR3-Expression mit gut bis mittelgradig differenzierten sowie Brusttumoren des luminalen
Subtyps herausgestellt. Diese Daten stehen im Einklang mit zwei fritheren Studien zu AGR3
im humanen Mammakarzinom, die allerdings kleinere Gewebe-Kollektive analysierten [113,
125]. Bisher wurde die potentielle klinische Relevanz von AGR3 als moglicher
Fritherkennungs-Proteinbiomarker fiir das humane Mammakarzinom nicht untersucht. Unter
Verwendung eines kommerziellen ELISA konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig eine
signifikant erhohte AGR3-Proteinkonzentration in Brustkrebs-assoziierten Seren im Vergleich
zu altersgematchten Kontroll-Seren gesunder Spenderinnen beschrieben werden. Es ist
erwihnenswert, dass sich die Kohorte der analysierten, Brustkrebs-assoziierten Seren
iberwiegend aus Patientinnen mit frithen (invasiven) Tumorstadien zusammensetzte, was eine
potentielle Nutzbarkeit von AGR3 als moglichen Fritherkennungsmarker unterstreicht. Dies ist
zudem in Ubereinstimmung mit dem bereits in pri-invasiven Lisionen (DCIS) beobachteten
Anstieg der AGR3-Proteinexpression gegeniiber dem Brust-Normalgewebe, mit der stirksten
AGR3-Expression im invasiven Mammakarzinom. Die Uberpriifung der Biomarker-Effizienz
von AGR3 mittels ROC (Receiver Operating Characteristic)-Analyse ergab, unter
Beriicksichtigung der Erzielung maximaler klinischer Spezifitit (100%), eine klinische
Sensitivitit von 25%. Es herrscht Konsens dariiber, dass die Verwendung von Einzelmarkern,
gerade fiir eine heterogene Erkrankung wie das humane Mammakarzinom [23], nicht geniigt
um die fiir einen Screening-Test zwingend erforderlichen hohen Werte fiir die diagnostische
Spezifitdt und Sensitivitit zu erzielen. Zudem hat die Kombination von Biomarkern zu einer
Signatur das Potential die Detektion einer spezifischen Krebs-Entitit wie Brustkrebs zu
gewibhrleisten [63, 76, 275, 307, 308]. Basierend auf diesen Erkenntnissen lag das vorrangige
Ziel dieser Arbeit in der Identifizierung mehrerer Einzel-Biomarker, die zu einem Panel
kombiniert werden konnen. AGR?2 ist das wahrscheinliche Paralog zu AGR3 [113] und wurde
bereits in einer groBen Anzahl humaner solider Tumoren, inklusive dem Mammakarzinom
[111, 112], als aufreguliert beschrieben [99]. Im Gegensatz zu AGR3 konnten dariiber hinaus
bereits erhohte AGR2-Konzentrationen in Serum- oder Plasmaproben von Patienten mit
Ovarial-, Lungen-, Pankreas- und Prostatakarzinom im Vergleich zu Kontrollen gesunder
Spender detektiert werden [109, 122-124, 275]. Die potentielle klinische Nutzbarkeit von

AGR2 als Serum-Proteinbiomarker fiir die Detektion von Brustkrebs wurde hingegen noch
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nicht untersucht. Unter Verwendung eines etablierten, kommerziellen ELISA [124, 275] konnte
erstmalig in der vorliegenden Arbeit eine signifikant erhohte AGR2-Konzentration in
Brustkrebs-assoziierten Seren im Vergleich zu altersgematchten Kontrollen gesunder
Spenderinnen nachgewiesen werden. Die Uberpriifung der Biomarker-Effizienz mittels ROC-
Analyse ergab eine auf der gemessenen AGR2-Serumkonzentration beruhende Diskrimierung
von Brustkrebs-Patientinnen und gesunden Frauen mit einer klinischen Sensitivitit von 7,5%
bei maximal moglicher Spezifitit von 97,5%. Die Kombination der beiden Einzelmarker AGR?2
und AGR3, durch Bildung ihrer gemittelten Konzentration in den analysierten Serumproben,
ergab eine deutliche Steigerung der klinischen Sensitivitit auf 64,5% bei gleichzeitiger
Aufrechterhaltung einer hohen kinischen Spezifitit von 89,5%.

Zusammenfassend wurden mit AGR3 und AGR2 zwei neue potentielle Serumbiomarker fiir
die Fritherkennung des humanen Mammakarzinoms identifiziert. Es ist hervorzuheben, dass
zusitzliche Analysen grofBer unabhingiger Serumkollektive erforderlich sind, um die
Robustheit des identifizierten AGR2/AGR3-Dupletts zu validieren. In diese Analysen sind
neben weiteren Brustkrebs-assoziierten Seren iiberwiegend frither Tumorstadien zusitzliche
Kontroll-Kohorten (Seren von Patientinnen mit benignen Veridnderungen der Brust, hidufigen
entziindlichen Erkrankungen sowie mit anderen Tumorentititen) einzuschlieBen. Um die
klinische Spezifitdt und Sensitivitit weiter zu erhohen, ist eine Kombination mit zusétzlichen
Serumbiomarkern wie den MUCI-basierten Tests CA 15-3 und CA 27.29 sowie CEA
erforderlich. Die Integration eines hinsichtlich diagnostischer Spezifitit und Sensitivitit
optimierten Panels in einen mikrofluiden Biochip konnte eine kostengiinstige, schnell und
simpel vor Ort durchfithrbare Methode zur Komplementation der Screening-Mammographie

darstellen.

4.2 Prognostische und funktionelle Relevanz ausgewihlter Kandidaten fiir das
Mammakarzinom
Neben der Entwicklung neuer Strategien fiir die Fritherkennung von Krebserkrankungen
verfolgt die molekulare Onkologie das Ziel aus der Entschliisselung der diesen Erkrankungen
zugrunde liegenden molekularen Mechanismen, neue therapeutische Optionen abzuleiten. Um
aus einem Repertoire an Behandlungsmoglichkeiten diejenigen zu selektieren, welche mit
einem groBtmoglichen, individuellen Patienten-Benefit verkniipft sind, bedarf es adidquater
prognostischer und pradiktiver Biomarker [61]. Das zweite Ziel dieser Arbeit bestand folglich
in der Analyse einer moglichen prognostischen Relevanz neuer Brustkrebs-assoziierter Gene

sowie der parallelen Untersuchung ihrer potentiellen Involvierung in die Entstehung und
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Progression des humanen Mammakarzinoms. Proteine, welche iiber die Modulation Tumor-
relevanter Signalwege die Karzinogenese fordern, stellen potentielle Zielstrukturen fiir

therapeutische Interventionen dar.

4.2.1 Der Kandidat AGR3

Die potentielle klinische Nutzbarkeit von AGR3 als prognostischer Biomarker fiir das humane
Mammakarzinom wurde vor Beginn dieser Arbeit noch nicht analysiert. Wie oben beschrieben
(siehe Abschnitt 4.1) wird AGR3 verstirkt in gut bis mittelgradig differenzierten und luminalen
Brusttumoren exprimiert. Die univariate Kaplan-Meier-Analyse ergab, dass eine hohe AGR3-
Proteinexpression innerhalb der Gruppe der Brustkrebs-Patientinnen mit gut (G1) bis
mittelgradiger (G2) Tumor-Differenzierung mit einem signifikant verringerten Tumor-
spezifischen Uberleben assoziiert ist. In einer multivariaten Cox-Regressionsanalyse konnte
AGR3 als unabhéngiger prognostischer Faktor bestitigt werden. Die neben der vorliegenden
Arbeit bisher einzige weitere Studie, welche den putativen prognostischen Nutzen von AGR3
analysierte, beschrieb das Protein als moglichen prognostischen Faktor fiir einen giinstigen
Krankheitsverlauf des serdsen Ovarialkarzinoms [126]. In Ubereinstimmung mit der im
Rahmen dieser Arbeit beobachteten potentiellen Nutzbarkeit von AGR3 als Prognose-
Parameter fiir einen ungiinstigen Verlauf von G1/G2-Mammakarzinomen wurde das homologe
Protein AGR?2 in der Mehrzahl vorliegender Studien ebenfalls als moglicher Biomarker fiir eine
ungiinstige Prognose der humanen Brustkrebserkrankung beschrieben [116, 118, 119].

Eine Tumor-assoziierte Aufregulation von AGR3 konnte neben Tumoren der Brust, im Ovarial-
[126] sowie Prostatakarzinom [127] beobachtet werden. Sowohl die genaue physiologische
Funktion als auch die Rolle von AGR3 innerhalb der Karzinogenese sind bisher weitgehend
ungeklart [129]. Zu Beginn dieser Arbeit lagen keine funktionellen Studien zu AGR3 in
humanen Krebserkrankungen vor, so dass im Rahmen dieser Arbeit eine erstmalige
Untersuchung eines moglichen Einflusses von AGR3 auf Tumor-relevante Eigenschaften
humaner Mammakarzinomzellen angestrebt wurde.

In Ubereinstimmung mit den generierten prognostischen Daten konnte ein moglicher
fordernder Effekt von AGR3 auf das Koloniebildungsvermdgen gut differenzierter MCF7-
Brustkrebszellen in einem loss-of-function-Modell herausgestellt werden. Im stabilen BT549-
gain-of-function-Zellkulturmodell zur Abbildung schlecht differenzierter, aggressiver
Mammakarzinome, wurde hingegen ein suppressiver Effekt von AGR3 auf das Zellwachstum
beobachtet. Es liegen mehrere indirekte Hinweise auf eine mogliche onkogene Wirkung von

AGR3 in anderen Krebsentititen vor. Zum Beispiel im Ovarialkarzinom konnte eine mogliche
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Involvierung von AGR3 in die Entstehung einer Cisplatin-Resistenz beobachtet werden [130].
Erst kiirzlich wurde in in vitro-Experimenten mit Zelllinien des humanen
Endometriumkarzinoms indirekt auf mogliche Zellwachstums-fordernde Eigenschaften von
AGR3 geschlossen [309]. Eine Studie von Al Zeyadi et al. zeigt zudem eine Amplifikation des
AGR3-Lokus im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom auf [310]. Dariiber hinaus ist auch das
homologe Protein AGR2 ein gut beschriebener onkogener Faktor in einigen Krebsentititen
[99], der auch im Mammakarzinom neben der Metastasierung [111] das Krebszellwachstum
von vorwiegend Ostrogenrezeptor-a-positiven Zellen fordert [115].

In vorausgegangenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die AGR2-Expression infolge von
Stress des endoplasmatischen Retikulums induziert werden kann [103]. Es wird angenommen,
dass AGR?2 als Chaperon dazu beitrdgt die proteotoxischen Einfliisse fehlgefalteter Proteine zu
reduzieren und so Krebszellen unter widrigen Bedingungen innerhalb des Tumormilieus einen
Wachstumsvorteil verschaffen kann [104, 114]. Es sollte in dieser Arbeit erstmals untersucht
werden, ob die AGR3-Expression ebenfalls durch Stress des endoplasmatischen Retikulums
(ER) induzierbar ist und ob dem Protein daher eine dhnliche molekulare Funktion wie AGR2
zukommen kann. In Tunicamycin-Expositions-Experimenten konnte in zwei unabhingigen
Brustkrebs-Zellkulturmodellen eine Aufregulation von AGR2 unter ER-Stressbedingungen
bestitigt, hingegen eine Induktion der AGR3-Expression nicht nachgewiesen werden. Diese
Daten stehen im Einklang mit einer erst kiirzlich publizierten Studie zu AGR3, die ebenfalls
eine ausbleibende AGR3-Expressionsinduktion infolge von ER-Stress beobachtete [311].
Zusammenfassend wurde mit AGR3 ein moglicher neuer Biomarker identifiziert, der neben
einer potentiellen Nutzbarkeit fiir die Brustkrebs-Fritherkennung, einen unabhingigen
prognostischen Informationsgewinn {iiber den Krankheitsverlauf gut bis mittelgradig
differenzierter Mammakarzinome liefern konnte. Erste funktionelle Daten demonstrieren eine
onkogene, Zellwachstums-fordernde Wirkung von AGR3 auf gut differenzierte, luminale
MCF7-Brustkrebszellen und unterstiitzen somit die prognostischen Daten. Zudem konnte
erstmals gezeigt werden, dass AGR3 in humanen Brustkrebszellen, ungleich dem homologen
Protein AGR2, nicht infolge von ER-Stress induziert wird, was eine nicht vollstindige
funktionelle Redundanz beider Proteine suggeriert. Die physiologische Rolle von AGR3 sowie
der molekulare Mechanismus, der eine Forderung des Zellwachstums in gut/mittelgradig
differenzierten Mammakarzinomen bedingt ist bisher unverstanden und muss in Folge-Studien

analysiert werden.
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4.2.2 Der Kandidat CELSR1

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmalig eine Subtyp-spezifische Expressionsanalyse fiir
CELSRI im humanen Mammakarzinom durchgefiihrt. Neben einer geringfiigigen, nicht
signifikanten Aufregulation der CELSRI-mRNA-Expression im Mammakarzinom gegeniiber
Normalgeweben der Brust, konnte eine signifikante Korrelation der CELSRI-Expression mit
Hormonrezeptor-positiven Karzinomen und niedrigerem Tumorgrad herausgestellt werden.
Diese Daten sind im Einklang mit zwei unabhédngigen, vorausgehenden Studien, die CELSRI
als Gen einer Ostrogenrezeptor-a-assoziierten Signatur im humanen Mammakarzinom
beschrieben [183, 184]. Hinsichtlich der putativen prognostischen Relevanz und funktionellen
Bedeutung von CELSRI1 fiir das Mammakarzinom lagen vor Beginn dieser Arbeit keine
Studien vor.

Die Durchfiihrung einer univariaten Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse unter Verwendung einer
groBBen in silico-Patientenkohorte des TCGA-Portals [237, 238] ergab eine signifikante
Assoziation zwischen erhohter CELSRI-mRNA-Expression und einem verlidngerten Rezidiv-
freien-Uberleben. Hingegen war kein Zusammenhang zwischen CELSRI-Expression und dem
Gesamtiiberleben der Brustkrebs-Patientinnen feststellbar. Ob CELSRI einen zusitzlichen
Informationsgewinn zu bereits klinisch genutzten prognostischen Markern liefern kann muss in
Folge-Studien in einer multivariaten Analyse untersucht werden.

Um zu iiberpriifen, ob den iiber die prognostischen Daten suggerierten moglichen
tumorsuppressiven Eigeschaften von CELSR1 eine Beeinflussung Tumor-relevanter
Zelleigenschaften zugrunde liegt, wurde ein transienter, siRNA-vermittelter CELSRI1-
Knockdown in luminalen, gut differenzierten MCF7-Zellen erzeugt. Die reduzierte CELSR1-
Proteinexpression resultierte in einem signifikant gesteigerten Zellwachstum und einer
signifikant erhohten Matrigel-Adhision der Zellen. Eine gesicherte Aussage iiber eine
verinderte Zellmigration konnte aufgrund der moglichen Uberlagerung mit der beobachteten
Zellwachstumssteigerung im 2D-Wundheilungstest nicht getroffen werden und bedarf der
weiteren experimentellen Kldrung. Insgesamt unterstiitzen auch diese ersten funktionellen
Daten im Mammakarzinom mogliche tumorsuppressive Effekte von CELSRI.
Interessanterweise beschrieben Liao und Kollegen CELSRI als Bestandteil einer moglichen
prognostischen DNA-Signatur zur Vorhersage einer malignen Progression des niedrig-gradigen
DCIS zum invasiven Mammakarzinom. Sie beobachteten eine verstirkte Amplifikation des
CELSR1-Genlokus in pri-invasiven Lisionen (reines DCIS), die sich hingegen beim Ubergang
zum malignen, invasiven Stadium wieder reduzierte [182]. Diese Daten implizieren damit

indirekt eine mogliche suppressive Funktion von CELSRI in malignen Brustkrebs-Stadien. In
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Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen wurde im zirrhotischen Lebergewebe sowie im
hepatozelluldren Karzinom eine Hypermethylierung des CELSRI-Promotors im Vergleich zu
Normalgewebe-Kontrollen verzeichnet [181].

CELSRI1 bis 3 zidhlen zu einer Subgruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (engl. G
Protein-Coupled Receptors, GPCRs), den Adhédsions-GPCRs [312]. Der Name riihrt von einer
moglichen dualen Rolle in Zelladhidsion und Signaliibertragung her. Fiir einige Mitglieder ist
eine Bindung ihrer N-terminalen, extrazelluliren Doméne an zellulire und in der
extrazelluldren Matrix befindliche Liganden beschrieben. Zudem gibt es Belege fiir eine G-
Protein-abhingige und —unabhéngige Signaliibertragung [165]. CELSR-Proteine wurden bisher
hauptsichlich als zentrale Komponenten des nicht-kanonischen WNT/PCP-Signalweges
identifiziert, welchem eine essentielle Bedeutung fiir embryonale Entwicklungsprozesse wie
der SchlieBung des Neuralrohres in Vertebraten zukommt [143, 147]. Fiir alle drei Mitglieder
der CELSR-Familie konnte eine homophile trans-Interaktion ihrer N-terminalen extrazelluldren
Dominen demonstriert werden [166, 167], die im Speziellen fiir CELSR 1 nachweislich zu einer
Aktivierung stromabwirts gelegener Komponenten des WNT/PCP-Signalweges fiihrte [167].
Fir den WNT/PCP-Signalweg und andere nicht-kanonische WNT-Signalwege ist eine
biphasische Rolle in der Karzinogenese dhnlich der des TGFB-Signalling beschrieben worden
[148]. Die iiberwiegend tumorsuppressiven Effekte in frithen Tumorstadien wurden auf eine
Inhibition des hauptsidchlich Zellwachstums-fordernden WNT/B-Catenin-Signalweges
zuriickgefiihrt [149, 157, 158, 313], hingegen wird die progressionsférdernde Wirkung in
fortgeschrittenen Tumoren iiber eine Steigerung von Zellmotilitdt und Invasion und letztlich
der Metastasierung von Krebszellen begriindet [159-161, 163, 179]. Interessanterweise konnte
in Krebszellen der chronisch lymphatischen Leukdmie (CLL) eine Aufregulation von
Kernkomponenten des PCP-Signalweges inklusive CELSRI1, insbesondere in Zellen
fortgeschrittener Tumorstadien beobachtet werden. Thre Expression und die gesteigerte
Aktivierung des PCP-Signalweges waren mit einer erhohten Migration und transendothelialer
Invasion sowie einer schlechteren Prognose assoziiert [179]. Auch im Mammakarzinom konnte
kiirzlich demonstriert werden, dass eine Aktivierung der WNT/PCP-Signalkaskade in vitro und
in vivo in einer gesteigerten Migration bzw. Metastasierung von Krebszellen resultierte [163].
Die hier beobachtete Steigerung des Zellwachstums infolge einer CELSRI-
Expressionsreduktion in MCF7-Brustkrebszellen ist im Einklang mit der beschriebenen
moglichen antagonistischen Wirkung des WNT/PCP-Signalweges auf den -Catenin-
abhingigen-Signalweg [157]. Aufgrund der dokumentierten Stimulation der Zellmotilitét tiber

den PCP-Signalweg [163] wire bei einer moglichen Involvierung von CELSRI1 in die PCP-
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Signalkaskade im Mammakarzinom parallel eine Reduzierung der Zellmotilitdt zu erwarten
gewesen, die jedoch nicht herausgestellt werden konnte. Eine mogliche Erklarung konnte die
Uberlagerung migratorischer Verinderungen mit der beobachteten Steigerung des
Zellwachstums im 2D-Wundheilungstest darstellen. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, ist
die CELSRI-Expression im humanen Mammakarzinom eher mit kleinen, gut differenzierten
(weniger aggressiven) Tumoren assoziiert, was auf der anderen Seite gegen eine Involvierung
des Proteins in den progressionsfordernden WNT/PCP-Signalweg in Mammakarzinomzellen
spricht. Denkbar wire auch eine Involvierung von CELSR2 und/oder 3 anstelle von CELSR1
in die PCP-Signalkaskade humaner Mammakarzinomzellen. Diese Hypothese bedarf jedoch
einer weiteren experimentellen Abklidrung.

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig eine detaillierte
Expressionsanalyse fiir CELSRI im humanen Mammakarzinom durchgefiihrt. Die CELSRI-
mRNA-Expression ist mit Hormonrezeptor-positiven (luminalen), gut bis mittelgradig
differenzierten Mammakarzinomen kleiner Tumorgréfe assoziiert. Prognostische und erste
funktionelle Daten dieser Arbeit deuten auf mégliche tumorsuppressive Effekte des Proteins im
Brustkrebs hin. Die Durchfithrung einer multivariaten Analyse ist erforderlich um eine putative
prognostische Nutzbarkeit von CELSR1 fiir das humane Mammakarzinom beurteilen zu
konnen. Die zugrunde liegende molekulare Wirkungsweise von CELSR1 im humanen
Mammakarzinom ist bisher nicht untersucht und bedarf einer weiteren experimentellen

Analyse.

4.2.3 Der Kandidat CTHRC1

CTHRC1 wurde urspriinglich als Protein beschrieben, das bei GefidBverletzungen durch
Fibroblasten und glatte Muskelzellen transient gebildet wird und bemerkenswerterweise ihre
Motilitit fordert sowie die Ablagerung von Kollagen I inhibiert [186]. CTHRCI ist in einer
groBen Anzahl humaner, solider Tumoren einschlielich des Mammakarzinoms aufreguliert
[193] und einige Studien unterstiitzen eine mogliche Beteiligung des Proteins in Prozessen der
Tumorprogression [190, 194—-197]. So konnte eine Assoziation der CTHRC1-Expression mit
fortgeschrittenem Tumorstadium und aggressiven Tumoren sowie schlechter Prognose
herausgestellt werden [190, 196, 197, 201, 202]. Zudem zeigten in vitro- und in vivo-Studien
eine CTHRC]1-vermittelte Forderung der Motilitidt und Invasivitiat von Krebszellen bzw. der
Metastasierung [190, 194—197].

Auch im Mammakarzinom deuten zwei neuere Studien auf eine mogliche Involvierung von

CTHRCI in die Progression der Erkrankung hin. Eine Korrelation einer hohen CTHRC1-
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Proteinexpression mit positivem Nodalstatus und insgesamt fortgeschrittenem Tumorstadium
[202] sowie einem signifikant verkiirzten Rezidiv-freien Uberleben [201, 202] unterstiitzen die
Beobachtungen zu CTHRC1 in anderen Krebsentititen. Im Unterschied zur Studie von Kim et
al. demonstrierten Kharaishvili und Kollegen eine potentielle, prognostische Relevanz einer
stromalen CTHRCI1-Proteinexpression. Zudem war der beobachtete prognostische Effekt
abhéngig von einer zusitzlichen stromalen Expression des Proteins Periostin [201]. Kim und
Kollegen identifizierten hingegen einen Zusammenhang zwischen Rezidiv-freiem Uberleben
und der Menge zytoplasmatisch im Tumorepithel exprimierten CTHRC1-Proteins, unabhéngig
von einer Periostin-Expression.

Trotz dieser Vordaten lagen zu Beginn dieser Arbeit keine funktionellen Analysen zu CTHRC1
im Mammakarzinom vor. Ein Ziel dieser Arbeit bestand folglich darin sowohl die potentielle
prognostische Relevanz von CTHRC1 aufgrund der oben beschriebenen Diskrepanz in einem
unabhédngigen Mammakarzinom-Kollektiv zu iiberpriifen und ferner, wie bereits fiir andere
Tumorentitdten gezeigt, eine mogliche CTHRCI1-vermittelte Beeinflussung der Motilitdt von
Brustkrebszellen und damit einen moglichen Einfluss auf die Metastasierung zu analysieren.
Die univariate Uberlebensanalyse unter Verwendung einer groBen in silico-Patientenkohorte
des TCGA-Portals [237, 238] ergab, dass die CTHRCI-mRNA-Expression weder einen
prognostischen Faktor fiir das Gesamtiiberleben noch das Rezidiv-freie Uberleben von
Mammakarzinom-Patientinnen darstellt. Es ist dennoch denkbar, dass die Analyse einer
CTHRCI-Proteinexpression im Mammakarzinom einen prognostischen Informationsgewinn
liefern kann. Von den zwei vorliegenden prognostischen Studien zu CTHRCI im
Mammakarzinom wurde nur in einer der beiden die Unabhingigkeit von derzeit klinisch
genutzten Prognoseparametern untersucht [202]. Dort wurde eine signifikante Unabhéngigkeit
von CTHRCI1 als méglicher prognostischer Marker knapp verfehlt (P=0,06).

Wie bereits oben beschrieben (siehe Abschnitt 4.1) konnte im Einklang mit bisherigen Studien
[193, 201, 202] eine signifikante Aufregulation der CTHRCI-mRNA-Expression im
Mammakarzinom- gegeniiber Normal-Gewebe der Brust im Rahmen dieser Arbeit beobachtet
werden. Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der CTHRCI-mRNA-Expression und
fortgeschrittenem Tumorstadium, wie von Kim et al. auf Proteinebene in einem Kollektiv
humaner Mammakarzinome [202] sowie in anderen Tumorentitdten bereits gezeigt [190, 196],
zu iberpriifen, wurden zwei unabhidngige Mammakarzinom-Kohorten analysiert. In der
vorliegenden Arbeit konnte jedoch keine Korrelation der CTHRCI-mRNA-Expression mit

fortgeschrittenen Brustkrebs-Stadien festgestellt werden.
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Die erstmalige Analyse eines moglichen Einflusses von CTHRCI1 auf die Migration von
Brustkrebszellen sollte durch  Generierung eines siRNA-vermittelten CTHRCI-
Expressionsverlustes in einer humanen Brustkrebs-Zelllinie erfolgen. Bemerkenswerterweise
konnte eine Assoziation der CTHRC1-Expression mit Brustkrebs-Zelllinien des molekularen
Subtyps Basal B beobachtet werden. Diese sind durch ein hoheres migratorisches und invasives
Potential im Vergleich zu Zellen der beiden anderen Subtypen (Luminal, Basal A)
charakterisiert [239]. Der siRNA-vermittelte CTHRCI1-Expressionsverlust in der Zelllinie
BT549 des Subtyps Basal B mit hoher endogener CTHRC1-mRNA- und —Proteinexpression
resultierte in einer signifikant reduzierten Motilitidt der Zellen in einem 2D-Wundheilungstest
gegeniiber Kontrollansitzen. Dieser fordernde Einfluss von CTHRC1 auf die Migration konnte
in einem Boyden-Chamber-Migrationstest unter Verwendung des gleichen in vitro-Modells
bestitigt werden. Der in dieser Arbeit erstmalig im humanen Mammakarzinom aufgezeigte
mogliche funktionelle Einfluss von CTHRCI1 auf das migratorische Potential von Krebszellen
und damit moglicherweise die Metastasierung dieser Entitdt steht im Einklang mit der
beschriebenen funktionellen Rolle von CTHRCI1 in anderen Tumorentititen [190, 193-197,
314]. Neben einer Steigerung der Migration wird zudem hiufig eine Modulation der Zell-
Matrix-Adhésion sowie eine CTHRC1-vermittelte Forderung der Invasivitit von Krebszellen
beschrieben [190, 194, 196, 197]. Diese Zelleigenschaften wurden im vorliegenden Projekt
nicht analysiert. Der molekulare Mechanismus, der in einer Steigerung der Zellmigration
humaner Brustkrebszellen miindet ist noch nicht bekannt und bedarf einer experimentellen
Kldrung in weiteren Studien. Einen moglichen Ansatzpunkt konnte die Studie von Yamamoto
et al. bieten [149]. Dort wurde erstmals demonstriert, dass CTHRC1 moglicherweise als
selektiver Aktivator des nicht-kanonischen WNT/PCP-Signalweges wirken kann [149], dessen
Effektorproteine wie kleine GTPasen der Rho-Familie, einen direkten Einfluss auf das
Aktinzytoskelett ausiiben [153]. Diese Beobachtung konnte auch in weiteren Studien im
Mundhohlenkrebs und im gastrointestinalen Stromatumor bestétigt werden [190, 195]. Zudem
wurde auch eine Modulation der Integrin-SRC-FAK-Signalkaskade tiber CTHRC1 beschrieben
[194, 197], der eine entscheidende Bedeutung in der Regulation von Migration und Zell-Matrix-
Adhision zukommt [315].

Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Dissertation eine signifikante Aufregulation der
CTHRCI-mRNA-Expression im Mammakarzinom gegeniiber Normalgewebe-Kontrollen
bestdtigt werden. Die Bestimmung der CTHRCI-mRNA-Expression in humanen Tumoren der
Brustdriise erlaubt keine prognostische Stratifizierung der Mammakarzinome, weder bei

Betrachtung des Gesamt- noch des Rezidiv-freien Uberlebens. Weitere Untersuchungen einer
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putativen Nutzbarkeit einer CTHRC1-Proteinexpression als moglichen prognostischen Marker
sind erforderlich. Der siRNA-induzierte CTHRCI1-Expressionsverlust in der Brustkrebs-
Zelllinie BT549 mit einem motilen und invasiven Phénotypen resultierte in einer signifikant
reduzierten Zellmigration. Diese hier erstmals beschriebene funktionelle Beeinflussung der
Zellmotilitdt humaner Brustkrebszellen durch CTHRCI1 steht im Einklang zur bereits in
anderen Tumorentititen beschriebenen wahrscheinlichen Involvierung des Proteins in die
Tumorprogression (Metastasierung). Zusétzliche Experimente sind erforderlich, um zum einen
die mogliche CTHRC1-vermittelte Beeinflussung weiterer Krebs-relevanter Zelleigenschaften,
zum anderen den zugrunde liegenden molekularen Wirkungsmechanismus von CTHRC1 in

Mammakarzinomzellen zu analysieren.

4.2.4 Der Kandidat NMU

Neuromedin U gehort der Neuromedin-Peptid-Familie an und wurde erst kiirzlich im
Zusammenhang mit Krebserkrankungen beschrieben [316]. Bisher publizierte Studien
suggerieren eine iiberwiegend tumorfordernde Rolle des Peptids, insbesondere eine Beteiligung
von NMU an Prozessen, die eine Progression (Metastasierung) mehrer Krebsentitidten
begiinstigen [231-234]. Da zu Beginn der vorliegenden Dissertation keine Studien zu NMU im
humanen Mammakarzinom existierten, wurde im Rahmen dieser Arbeit eine erstmalige
Analyse der putativen prognostischen Relevanz fiir diese Entitit sowie die Erhebung von Daten
zur moglichen funktionellen Rolle von NMU in Entstehung und Progression der
Brustkrebserkrankung angestrebt.

Basierend auf der Expressionsanalyse zweier unabhingiger Patientenkohorten konnte eine
Assoziation der NMU-mRNA-Expression mit Hormonrezeptor-negativen, HER2-positiven
Mammakarzinomen herausgestellt werden. Zudem wurde eine erhohte NMU-Expression in
groBeren Tumoren der Brust (groBer pT1) beobachtet. Die detaillierte NMU-
Expressionsanalyse zeigte eine signifikant erhohte NMU-Expression in allen molekularen
Brustkrebs-Subtypen, mit Ausnahme der normal-/ike Fille, gegeniiber der Normalgewebe-
Expression. Der Nachweis endogenen NMU-Proteins war nur in wenigen Mammakarzinom-
Geweben mit sehr starker NMU-mRNA-Expression moglich und kann moglicherweise auf eine
geringe Halbwertszeit von NMU [205] und/oder eine geringe Sensitivitit des verwendeten
Antikorpers zuriickzufiihren sein. Jedoch implizieren die ersten hier gezeigten, qualitativen
Proteinexpressions-Daten fiir NMU im Mammakarzinomgewebe eine Aufregulation von NMU
im Zytoplasma epithelialer Krebszellen im Vergleich zur Proteinexpression im Tumor-

angrenzenden Normal-Epithel.
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Die univariate Analyse des Rezidiv-freien und des Fernmetastasen-freien Uberlebens in
Abhingigkeit von der NMU-mRNA-Expression zeigte, dass eine erhohte NMU-Expression
signifikant mit einem ungiinstigen Krankheitsverlauf luminaler Mammakarzinome, jedoch
nicht der Brusttumoren nicht-luminaler Subtypen (Basal-like, HER2-enriched) assoziiert ist.
Insbesondere der Zusammenhang einer erhohten NMU-mRNA-Expression mit einem
gehduften Auftreten von Fernmetastasen unterstiitzt die Hypothese einer moglichen
Involvierung von NMU in die Tumorprogression. Eine multivariate Analyse zwecks
Beurteilung einer Unabhingigkeit von derzeitig genutzten prognostischen Faktoren und einem
damit verbundenen potentiellen klinischen Informationsgewinn steht noch aus. Erst kiirzlich,
parallel zur Durchfiihrung der vorliegenden NMU-basierten Analysen dieser Arbeit wurde
NMU erstmalig im humanen Mammakarzinom beschrieben [235]. Im Gegensatz zu den in der
vorliegenden Arbeit gemachten Beobachtungen, war eine erhohte NMU-mRNA-Expression in
der Studie von Rani und Kollegen insbesondere mit einer ungiinstigen Prognose HER2-
positiver Fille assoziiert. Allerdings ist zu betonen, dass in der erwéhnten Studie kein
einheitlicher Endpunkt fiir das Uberleben definiert wurde, sondern vielmehr Daten fiir das
Rezidiv-freie, Fernmetastasen-freie sowie das Gesamtiiberleben kombiniert wurden [235].
Diese Vorgehensweise erschwert eine verlissliche Aussage der Uberlebensdaten. Dariiber
hinaus konnte eine erhohte NMU-Proteinexpression im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom
als prognostischer Parameter fiir einen ungiinstigen Krankheitsverlauf identifiziert werden.
Jedoch ergab sich keine signifikante Unabhingigkeit von bekannten prognostischen Markern
in der multivariaten Analyse [231].

Ob den prognostischen Daten ein onkogener Effekt von NMU zugrunde liegt, der ferner eine
Subtyp-Spezifitit aufweist, sollte durch Generierung zweier stabiler gain-of-function-Modelle
unter Verwendung der luminalen Brustkrebs-Zelllinie SKBR3 und basaler Hs578T-Zellen
tiberpriift werden. In der Tat konnten im Einklang mit den prognostischen Daten infolge
ektopischer NMU-Expression nur Effekte im luminalen SKBR3-, jedoch nicht im basalen
Hs578T-Modell beobachtet werden. Die forcierte NMU-Expression resultierte in einer
signifikant gesteigerten Zellmigration bei gleichzeitg signifikant reduzierter Zellproliferation.
Fiir die progressions-assoziierten Faktoren AGR2, SIP1 und YB1 wurden bereits d@hnliche
Effekte einer Zellzyklus-Blockade bei gleichzeitiger Steigerung von Migration und Invasion in
vitro bzw. der Metastasierung in vivo demonstriert [131, 317, 318]. Die Beobachtung, dass
Rezidive einer Tumorerkrankung wie dem Mammakarzinom erst Jahre spiter nach adjuvanter
Chemotherapie auftreten konnen, ist mit der aufkommenden Erkenntnis verkniipft, dass vom

Primértumor disseminierte, metastasierende Krebszellen hédufig durch einen Phénotypen
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charakterisiert sind, der sich durch eine reversibel reduzierte Proliferation (Dormanz) bei
paralleler Steigerung des Migrations- und Invasionspotential auszeichnet. Da viele
Chemotherapeutika einen toxischen Effekt auf aktiv proliferierende Zellen ausiiben, zeigen
dormante Krebszellen eine erhohte Resistenz gegeniiber einer Behandlung mit diesen
Medikamenten [319-321]. Es konnte zudem demonstriert werden, dass eine verringerte
Zellproliferation direkt mit einer erhohten Anoikis-Resistenz von Brustzellen verkniipft ist,
einer Voraussetzung fiir die Metastasierung von Zellen in entfernt liegende Gewebe [322]. In
Ubereinstimmung mit den in der vorliegenden Arbeit generierten Daten zeigten Rani und
Kollegen ebenfalls eine NMU-vermittelte Steigerung des Potentials von Brustkrebszellen
(SKBR3 und HCC1954) zur Migration und zusitzlich zur Invasion. Interessanterweise wurde
zudem eine NMU-vermittelte Erhohung der Anoikis-Resistenz dieser Zellen beobachtet.
Mogliche Effekte von NMU auf das Zellwachstum wurden in vitro nicht beschrieben. Jedoch
wurde eine Reduktion des Tumorwachstums infolge eines stabilen NMU-Knockdowns in einem
HCC1954-Xenograft-Mausmodell beschrieben [235], die der eigenen Beobachtung einer
NMU-vermittelten Zellproliferations-Hemmung entgegensteht. In folgenden Arbeiten wére es
von Bedeutung eine mogliche NMU-vermittelte Anoikis-Resistenz im eigenen SKBR3-
Brustkrebsmodell zu analysieren.

Nachfolgend sollten mogliche molekulare Mechanismen untersucht werden, die zur
Ausprigung des beobachteten Phinotyps im luminalen SKBR3-Modell beitragen kénnten. Es
ist bekannt, dass physiologische und pathologische Effekte von NMU hauptséchlich iiber die
beiden G-Protein-gekoppelten Rezeptoren Neuromedin-U-Rezeptor 1 und 2 (NMURI1 und
NMUR?2) vermittelt werden, wobei NMURI in peripheren Geweben, NMUR?2 verstidrkt im
Zentralnervensystem gebildet wird [205, 212]. Obwohl im Vergleich schwicher exprimiert,
konnte neben einer NMUR - auch eine NMUR2-mRNA-Expression im humanen Brustgewebe
nachgewiesen werden [212]. Im Ovar der Ratte wurde iiberraschenderweise NMUR2 und nicht
NMURI als dominanter NMU-Rezeptor identifiziert [323]. Erst kiirzlich beschrieben
Takahashi et al. im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom ein Heterodimer aus GHSR (engl.
Growth Hormone Secretagogue Receptor) und NTSR1 (engl. Neurotensin Receptor 1) als
mutmaBlichen Rezeptor fiir die Vermittlung onkogener NMU-basierter Effekte auf
Zellwachstum und Invasion humaner Lungenkarzinom-Zelllinien [231]. Im innerhalb dieser
Arbeit generierten SKBR3-Brustkrebsmodell konnte eine méfige bis starke NMUR?2- sowie
eine starke NTSRI-, jedoch eine fehlende mRNA-Expression von NMURI und GHSR
herausgestellt werden. Im basalen Hs578T-Modell wurde hingegen die Expression keiner der

genannten Rezeptoren beobachtet. Es ist daher denkbar, dass die phédnotypischen Effekte
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infolge einer ektopischen NMU-Expression im SKBR3-Modell via NMUR?2 vermittelt werden
und das Ausbleiben eines entsprechenden Phéanotyps im basalen Modell auf das Fehlen der
moglichen NMU-Rezeptoren zuriickzufithren ist. Rani und Kollegen beobachteten eine
Expression beider Rezeptoren NMUR1 und NMUR?2 in den untersuchten Brustkrebs-Zelllinien
SKBR3 und HCC1954 [235]. Daten des TCGA-Portals [237, 238] unterstreichen eine
verstirkte Expression von NMMUR?2 im luminalen gegeniiber dem basalen Subtypen sowohl in
humanen Brustkrebs-Zelllinien als auch in humanen Mammakarzinom-Geweben. In
Ubereinstimmung mit den eigenen Beobachtungen zeigen die in silico-Daten zudem eine
deutlich stirkere NMUR2- gegeniiber der NMURI-mRNA-Expression in SKBR3-Zellen (siehe
https://genome-cancer.ucsc.edu/). Sowohl NMURI1 als auch NMUR2 wurden bereits als
mogliche Rezeptoren fiir die Vermittlung onkogener Effekte von NMU beschrieben [229, 233,
234]. Interessanterweise zeigten Ketterer und Kollegen eine NMU-NMUR2-vermittelte
Steigerung der Migration und Invasivitit humaner Pankreaskarzinomzellen [233].

Um mogliche NMU-modulierte biologische Prozesse und Schliisselmolekiile zu identifizieren
wurde in dieser Arbeit erstmalig eine genomweite Microarray-Analyse im humanen
Mammakarzinom unter Verwendung unabhingiger Einzelklone des luminalen SKBR3-gain-
of-function-Modells durchgefiihrt. Eine GO (engl. Gene Ontology)-Analyse der Microarray-
Daten identifizierte signifikante Veridnderungen in mehreren Krebs-relevanten Signalwegen,
darunter eine mogliche negative Regulation des kanonischen WNT/B-Catenin-Signalweges. In
Ubereinstimmung mit den hier gemachten Beobachtungen konnte bereits zuvor eine NMU-
vermittelte Modulation des WNT-Rezeptor-Signalweges ebenfalls via NMUR2 im
Hypothalamus von Ratten beschrieben werden [285]. Uber eine Klassen-Vergleichsanalyse
wurden im Anschluss signifikant differentiell exprimierte Gene identifiziert, die dem WNT-
Signalweg zugeordnet werden konnten, darunter NKD2, WNT11 und DKK]1 [154, 287, 293].
Die nachfolgende detaillierte Untersuchung der Expression von zentralen Komponenten des
WNT-Signalweges in SKBR3-Einzelklonen mittels Real-Time PCR- und Western Blot-
Analyse bestdtigte eine signifikante Aufregulation von NKD2 und WNTI!/ in stabil
transfizierten, NMU-iiberexprimierenden SKBR3-Klonen gegeniiber den Leervektor-
Kontrollen. Naked-Proteine (NKD1 und NKD2) wurden in verschiedenen Studien als mogliche
»Schalter“-Proteine beschrieben, die iiber eine direkte Wechselwirkung mit zytoplasmatischem
Dishevelled, einer zentralen Komponente des kanonischen WNT/B-Catenin- und des nicht-
kanonischen WNT/PCP-Signalweges [138, 143], sowohl die Aktivitit der B-Catenin-
abhingigen Signalkaskade hemmen als auch den PCP-Signalweg stimulieren konnen [155,

286]. WNT11 wurde als nicht-kanonisches WNT-Molekiil klassifiziert, das neben WNT5A den
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Aktinzytoskelett-modulierenden WNT/PCP-Signalweg aktivieren kann [147, 148, 324]. Erst
kiirzlich konnte WNTI11 als essentieller Faktor fiir eine Steigerung der Migration und
Metastasierung von Brustkrebszellen iiber die Stimulation der PCP-Signalkaskade identifiziert
werden [163]. Um die Hypothese einer moglichen Stimulation des nicht-kanonischen
WNT/PCP-Signalweges iiber NMU im SKBR3-Modell zu iiberpriifen sollte eine mogliche
Aktivierung von stromabwirts gelegenen Effektorproteinen der PCP-Kaskade, den kleinen
GTPasen der Rho-Familie wie RACI gemessen werden [153]. In der Tat konnte eine
signifikante Erhohung des Ratios aus der Menge der aktivierten GTP-gebundenen Form zur
Gesamtmenge zelluldren RACI1-Proteins in NMU-Einzelklonen im Vergleich zu Leervektor-
Kontrollen verzeichnet werden. Vorherige Studien demonstrierten bereits, dass eine verstarkte
Aktivierung von RAC1 mit einer gesteigerten Migration und Invasion von Krebszellen
assoziiert ist [ 160, 325].

Abschliefend sollte untersucht werden, ob die ektopische NMU-Expression neben einer
moglichen Stimulation des WNT/PCP-Signalweges eine Modulation der -Catenin-abhéngigen
Signalkaskade zur Folge haben kann. Die Co-Rezeptoren LRP5/6 sind essentiell fiir die
Aktivierung des kanonischen Signalweges [138, 288]. Die Expressionsanalyse im SKBR3-
Modell zeigte eine signifikante Reduktion von LRP6 auf mRNA- und Proteinebene sowie eine
signifikant verminderte Menge der aktivierten Form des Rezeptors (Phospho-LRP6 Ser1490)
in NMU-Einzelklonen im Vergleich zu den Leervektor-Kontrollen. Hingegen konnte kein
signifikanter Unterschied in der LRP5-mRNA-Expression zwischen beiden Versuchsgruppen
festgestellt werden. Neuere Erkenntnisse lassen vermuten, dass keine vollstindige funktionelle
Redundanz der beiden Rezeptoren LRPS und 6 besteht und dass dem Rezeptor LRP6 eine
dominantere Rolle innerhalb der B-Catenin-abhédngigen-Signaltransduktion zukommt als LRP5
[289, 326]. Beispielsweise ist der Knockout von LRP6 in Miusen embryonal lethal, hingegen
sind LRP5-Knockout-Miuse lebensfihig und fertil [327, 328]. In Ubereinstimmung mit dieser
Annahme konnte gezeigt werden, dass der alleinige Expressionsverlust von LRP6 in humanen
Brustkrebszellen, die zusitzlich LRP5-exprimieren, zu einer deutlichen Inhibition des WNT/j-
Catenin-Signalweges mit einhergehender Reduktion des Zellwachstums sowohl in vitro als
auch in vivo fiihrt [140].

Es ist denkbar, dass sowohl die erhohte Bildung von NKD2 als moglicher Antagonist des
kanonischen WNT-Signalweges, eine verminderte Bildung des kanonischen Co-Rezeptors
LRP6, als auch die putative Stimulation des nicht-kanonischen PCP-Signalweges iiber eine
erhohte Expression von NKD2 und WNTI11 in NMU-Einzelklonen insgesamt in einer

reduzierten Aktivierung der kanonischen WNT-Signalkaskade miinden kann. FEine
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antagonistische Wirkung nicht-kanonischer WNT-Signalwege auf den -Catenin-abhingigen
Signalweg wurde bereits mehrfach beschrieben [149, 151, 158, 329]. Die Aktivierung des
kanonischen WNT-Signalweges fiihrt zur Akkumulation zytosolischen und nukledren B-
Catenins, dessen Interaktion mit TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren zur Expression von
Zielgenen fithrt [139]. Die Expressionsanalyse unabhingiger NMU- und Leervektor-
Einzelklone des SKBR3-Modells zeigte eine klare Herabregulation des zentralen kanonischen
WNT-Zielgens MYC [291] sowie der weiteren TCF/LEF-regulierten Gene DKK1 [293], CD44
[292] und CLDNI1 [294]. Es ist zu betonen, dass weitere Folge-Experimente notwendig sind,
um eine putative Hemmung der kanonischen WNT-Signalkaskade zu bestétigen. Eine etablierte
Analyse-Strategie stellt die Verwendung TCF-regulierter Reporter-Konstrukte dar [140, 149],
welche gegeniiber der Messung zelluldrer B-Catenin-Proteinlevel zu bevorzugen sind. Es ist
bekannt, dass eine Inhibition des kanonischen WNT-Signalweges auch unabhingig von einer
Beeinflussung des -Catenin-Proteinlevels stromabwirts auf der Ebene der TCF-Transkription
erfolgen kann [151, 329]. Zudem konnte gezeigt werden, dass die vorhandene Menge -
Catenins nicht zwangsldaufig mit der TCF/LEF-abhédngigen transkriptionellen Aktivitit
korreliert [330].

MYC ist ein zentraler Transkriptionsfaktor, dessen Expression iiber eine Vielzahl an
Signalwegen inklusive der kanonischen WNT/B-Catenin-Kaskade reguliert wird. Als
pleiotroper Faktor, nimmt MYC Einfluss auf viele zellulire Prozesse, darunter die
Zellproliferation und die Apoptose [52]. Zudem ist MYC in rund 16% aller humanen
Mammakarzinome amplifiziert [52] und es konnte im Mausmodell demonstriert werden, dass
MYC die Entstehung von Tumoren der Brustdriise fordert [295, 331]. Liu und Kollegen
beschrieben kiirzlich, dass MYC die Zellproliferation humaner Brustkrebs-Zelllinien sowohl in
vitro als auch im Xenograft-Mausmodell stimuliert, andererseits die Motilitdt und Invasivitit
und damit die Metastasierung von Brustkrebszellen inhibiert [332]. In einer weiteren Studie
von Cappellen et al. konnten dhnliche Beobachtungen gemacht werden, d.h. MYC hatte einen
tiberwiegend aktivierenden Effekt auf die Proliferation mehrerer Brustkrebs-Zelllinien. Die
Effekte auf die Migration waren jedoch divergent: wohingegen der Knockdown von MYC die
Migration in basalen MDA-MB-231-Zellen hemmte, fiihrte dieser zu einer Steigerung der
Migration in luminalen MCF7-Zellen [51]. Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete
Expressionsreduktion von MYC im luminalen SKBR3-Modell infolge ektopischer NMU-
Expression konnte daher zur verminderten Zellproliferation sowie moglicherweise auch der

gesteigerten Motilitidt der SKBR3-Zellen beitragen.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals eine Subtyp-spezifische Expressionsanalyse fiir NMU
im humanen Mammakarzinom durchgefiihrt. Es konnte eine Aufregulation der NMU-mRNA-
Expression in allen molekularen Brustkrebs-Subtypen (mit Ausnahme der normal-like Fille)
gegeniiber der Normalgewebe-Expression beschrieben werden. Die stérkste Expression zeigte
sich in den Subtypen Basal-like und HER2-enriched. Dariiber hinaus wurde NMU verstirkt in
groBBeren Tumoren der Brust exprimiert. Eine NMU-Proteinexpression war nur in wenigen
Fillen mit sehr starker NMU-mRNA-Expression detektierbar. Im Einklang mit einer moglichen
Involvierung von Neuromedin U in die Tumorprogression konnte neben der signifikanten
Assoziation einer erhohten NMU-mRNA-Expression mit einem verkiirzten Rezidiv-freien
Uberleben zudem ein gehiuftes Auftreten von Fernmetastasen in Tumoren mit erhdhter NMU-
Expression beschrieben werden. Eine Subgruppen-Analyse ergab, dass eine erhohte NMU-
mRNA-Expression einen prognostischen Faktor fiir einen ungiinstigen Krankheitsverlauf
luminaler Brustkrebsfélle, jedoch nicht anderer Brustkrebs-Subtypen darstellt. FEine
multivariate Analyse zwecks Beurteilung einer Unabhingigkeit von anderen klinisch genutzten
prognostischen Faktoren steht jedoch noch aus. In Ubereinstimmung mit den prognostischen
Daten der univariaten Analyse fiihrte die ektopische NMU-Expression in luminalen SKBR3-,
hingegen nicht in basalen Hs578T-Zellen zur Ausprigung eines malignen Phénotyps, der durch
eine gesteigerte Zellmigration bei gleichzeitiger Proliferations-Reduktion charakterisiert ist.
Ein mogliches mechanistisches Modell konnte wie folgt aussehen: die Bindung von NMU in
luminalen Brustkrebszellen an den Rezeptor NMUR?2 fiihrt unter anderem zur Modulation des
WNT-Rezeptor-Signalweges, mit einer moglichen Stimulation der nicht-kanonischen
WNT/PCP-, andererseits einer hypothetischen Aktivititshemmung der B-Catenin-abhidngigen
Signalkaskade. Eine resultierende gesteigerte Aktivierung der kleinen GTPase RACI1 sowie
eine Herabregulation des Proto-Onkogens MYC konnten zur Auspriagung des beobachteten
Phénotyps beitragen. Es ist folglich moglich, dass die Aktivierung der NMU-Expression in
grofleren (fortgeschrittenen) Mammakarzinomen des luminalen Subtyps zur Entstehung
motiler, gering proliferierender Krebszellen beitragen kann, die das Potential zur Ausbildung

von Metastasen aufweisen.

4.3 Schlussfolgerungen
Schlussfolgernd konnten im Rahmen dieser Arbeit mit AGR3 und AGR?2 zwei neue potentielle
Serumbiomarker identifiziert werden, die eine Brustkrebs-Friiherkennung, komplementér zur

Screening-Mammographie, unterstiitzen konnten.
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Ferner wurde erstmalig demonstriert, dass die Bestimmung der AGR3-Proteinexpression einen
Informationsgewinn {iber den Krankheitsverlauf gut bis mittelgradig differenzierter
Mammakarzinome, zusitzlich zu  derzeitig klinisch  genutzten  prognostischen
Stratifizierungsmarkern, liefern konnte. Die hier erstmalig durchgefiihrte Untersuchung einer
putativen funktionellen Rolle von AGR3 innerhalb der Karzinogenese des humanen
Mammakarzinoms, deutet auf einen Zellwachstums-stimulierenden Effekt von AGR3 in
luminalen, gut differenzierten Brustkrebszellen hin. In Folge-Studien muss eine klinische
Nutzbarkeit von AGR3 als moglicher neuer Prognosemarker und gegebenenfalls als putative
therapeutische Zielstruktur fiir das Mammakarzinom weiter validiert werden.

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Daten konnten eine potentielle progressionsfordernde
Wirkung der sezernierten Faktoren CTHRC1 und NMU im humanen Mammakarzinom
erstmalig funktionell demonstrieren bzw. weiter erhirten. In zukiinftigen Arbeiten ist zu
validieren, ob sich diese Proteine moglicherweise fiir die Entwicklung neuer zielgerichteter

Therapien zur Blockade einer Metastasierung der Brustkrebserkrankung eignen konnten.
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6 Anhang

6.1 Eigenschaften verwendeter Patienten-Kohorten

Tabelle 6-1: Klinisch-pathologische Parameter des Mamma-Kryogewebe-Kollektivs

Parameter Kategorisierung n* Y
Alter bei Diagnosestellung Median: 63,5 Jahre

Spanne: 33-84 Jahre

<63,5 Jahre 31 50,0

>63,5 Jahre 31 50,0
TumorgroBe®

pT1 35 56,5

pT2 25 40,3

pT3 2 3,2

pT4 0 0
Lymphknoten-Status®

pNO 34 54,8

pN1-3 27 43,6

unbekannt 1 1,6
Histologischer Grad¢

Gl 2 3,2

G2 21 33,9

G3 38 61,3

unbekannt 1 1,6
Histologischer Typ

invasiv-duktal 55 88,7

invasiv-lobulér 5 8,1

andere 2 3,2
Ostrogenrezeptor-Status

negativ (IRS? 0-2) 18 29,0

positiv (IRS? 3-12) 42 67,7

unbekannt 2 3,2
Progesteronrezeptor-Status

negativ (IRS? 0-2) 20 323

positiv (IRSY 3-12) 39 62,9

unbekannt 3 4.8
HER2-Status®

negativ 53 85,5

positiv 8 12,9

unbekannt 1 1,6

"Weibliche Patienten mit einem priméren, unilateralen, invasiven Brusttumor. "GemiB der TNM-
Klassifikation nach Sobin and Wittekind [20] ‘Nach Bloom und Richardson, modifiziert nach Elston
und Ellis [19]. “Immunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner [272]. “Die Uberexpression des
HER2/NEU-Gens wurde gemill THC-basiertem DAKO-Score-System diagnostiziert. Zweifelhafte
(DAKO-IHC: 2+) Fille wurden zusitzlich mittels FISH-Analyse auf Amplifikation des Gens hin
analysiert.
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Tabelle 6-2: Klinisch-pathologische Parameter des TMA fiir die AGR3-Proteinexpressions-Studie

Parameter Kategorisierung n? %0
Alter bei Diagnosestellung Median: 58 Jahre

Spanne: 25-82 Jahre

<58 Jahre 92 48,4

>58 Jahre 96 50,5

unbekannt 2 1,1
TumorgroBe®

pT1 61 32,1

pT2 87 45,8

pT3 12 6,3

pT4 26 13,7

unbekannt 4 2,1
Lymphknoten-Status®

pNO 81 42,6

pN1-3 102 53,7

unbekannt 7 3,7
Histologischer Tumorgrad®

Gl 15 7,9

G2 89 46,8

G3 82 432

unbekannt 4 2,1
Histologischer Typ

DCIS/IDC 9 4,7

invasiv-duktal 173 91,1

invasiv-lobulér 7 3,7

andere 1 0,5
()strogenrezeptor-Status

negativ (IRS? 0-2) 44 232

positiv (IRS? 3-12) 101 53,2

unbekannt 45 23,7
Progesteronrezeptor-Status

negative (IRS? 0-2) 107 56,3

positive (IRSY 3-12) 51 26,8

unknown 32 16,9
HER2-Status®

negativ (0; 1+; 2+) 132 69,5

positiv (3+) 30 15,8

unbekannt 28 14,7

"Weibliche Patienten mit priméren, unilateralen, invasiven Mammakarzinomen. °GemiB der TNM-
Klassifikation nach Sobin and Wittekind [20] ‘Nach Bloom und Richardson, modifiziert nach Elston
und Ellis [19]. “Immunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner [272]. ¢Die Uberexpression des
HER2/NEU-Gens wurde gemidfl IHC-basiertem DAKO-Score-System diagnostiziert.
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Tabelle 6-3: Klinisch-pathologische Parameter des Serumkollektivs

Parameter Kategorisierung n® Y
Alter bei Diagnosestellung Median: 59,5 Jahre

Spanne: 39-81 Jahre

<59,5 Jahre 24 50,0

>59,5 Jahre 24 50,0
TumorgroBe®

pT1 28 58,3

pT2 17 35,4

pT3 3 6,3

pT4 0 0
Lymphknoten-Status®

pNO 39 81,3

pN1-3 9 18,7
Histologischer Grad¢

Gl 4 8,3

G2 39 81,3

G3 4 8,3

unbekannt 1 2,1
Histologischer Typ

invasiv-duktal 39 81,3

invasiv-lobulér 5 10,4

andere 2 4,2

unbekannt 2 4,2
()strogenrezeptor-Status

negativ (IRSY 0-2) 8 16,7

positiv (IRSY 3-12) 40 83,3
Progesteronrezeptor-Status

negativ (IRS? 0-2) 9 18,8

positiv (IRSY 3-12) 39 81,3
HER2-Status®

negativ 35 72,9

positiv 12 25,0

unbekannt 1 2.1

“"Weibliche Patienten mit invasivem Mammakarzinom. *Gemif der TNM-Klassifikation nach Sobin und
Wittekind [20]. °Nach Bloom und Richardson, modifiziert nach Elston und Ellis [19]. ‘Immunreaktiver
Score (IRS) nach Remmele und Stegner [272]. Die Uberexpression des HER2/NEU-Gens wurde gemif3
[HC-basiertem DAKO-Score-System diagnostiziert. Zweifelhafte (DAKO-IHC: 2+) Fille wurden
zusitzlich mittels FISH-Analyse auf Amplifikation des Gens hin analysiert.
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Tabelle 6-4: Klinisch-pathologische Parameter des TCGA-in silico-Mammakarzinom-Kollektivs

Parameter Kategorisierung n* Yo
Alter bei Diagnosestellung Median: 58 Jahre

Spanne: 26-90 Jahre

< 58 Jahre 500 50,2

> 58 Jahre 483 48,4

unbekannt 14 1,4
TumorgroBe®

pT1 254 25,5

pT2 559 56,1

pT3 113 11,3

pT4 35 3,5

unbekannt 36 3,6
Lymphknoten-Status®

pNO 453 45,4

pN1-3 495 49,6

unbekannt 49 4,9
Fernmetastasen”

pMO 841 84,4

pM1 15 1,5

unbekannt 141 14,1
Tumor-Stadium”

Stadium I 162 16,2

Stadium II 768 77,0

Stadium III 0 0,0

Stadium IV 15 1,5

unbekannt 52 5,2
()strogenrezeptor-Status

negativ (IRS® 0-2) 176 17,7

positiv (IRS® 3-12) 595 59,7

unbekannt 226 22,7
Progesteronrezeptor-Status

negativ (IRS¢ 0-2) 252 25,3

positiv (IRS¢ 3-12) 516 51,8

unbekannt 229 23,0
HER2-Status!

negativ 642 64,4

positiv 114 11,4

unbekannt 241 24,2

a¥Weibliche Patienten mit Mammakarzinom. °Gemil der TNM-Klassifikation nach Sobin and Wittekind
[20]. “Immunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner [272]. ‘Die Uberexpression des
HER2/NEU-Gens wurde gemifl IHC-basiertem DAKO-Score-System diagnostiziert. Zweifelhafte
(DAKO-IHC: 2+) Fille wurden zusitzlich mittels FISH-Analyse auf Amplifikation des Gens hin

analysiert.
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6.2 Klassifizierung maligner Tumoren der Brust

6.2.1 Staging des humanen Mammakarzinoms

Die Stadieneinteilung (Staging) des Mammakarzinoms erfolgt gemil der UICC nach

Bewertung der Ausdehnung des Primirtumors (pT), des Befalls regiondrer Lymphknoten (pN)

sowie des Vorliegens einer Fernmetastasierung (pM). Siehe Tabelle 6-5 und Tabelle 6-6.

Tabelle 6-5: pTNM-Klassifikation des humanen Mammakarzinoms (nach [333])

pT-Klassifikation (Primirtumor)

pTx
pTO
Tis
pT1
pT1mic
pTla
pT1b
pTlc
pT2
pT3
pT4
pT4a
pT4b
pT4c
pT4d

Primirtumor kann nicht beurteilt werden

kein Anhalt fiir Primédrtumor

Carcinoma in situ

Tumor bis 2 cm in gréfter Ausdehnung

Mikroinvasion bis 0,1 cm in grofter Ausdehnung

Tumor > 0,1 bis 0,5 cm in groBter Ausdehnung

Tumor > 0,5 bis 1 cm in grofiter Ausdehnung

Tumor > 1 bis 2 cm in grofiter Ausdehnung

Tumor > 2 cm bis maximal 5 cm im groften Durchmesser
Tumor > 5 cm im grofiten Durchmesser

Tumor jeder GroBe mit Befall der Thoraxwand oder der Haut
mit Befall der Thoraxwand

mit Odem, Ulzeration der Haut oder Satellitenknoten der Haut der gleichen Brust
Vorliegen der Kriterien T4a und T4b

Inflammatorisches Karzinom

pN-Klassifikation (regionire Lymphknoten)

pNx
pNO
pN1mi
pN1

pNla
pN1b

pNlc
pN2

pN2a
pN2b

pN3a

pN3b

pN3c

regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden

keine regionidren Lymphknotenmetastasen

Mikrometastasen (> 0,2 mm und/oder mehr als 200 Tumorzellen; nicht groBer 0,2 cm)
Metastasen in 1 bis 3 ipsilateralen Lymphknoten und/oder mikroskopische Metastasen in
Sentinel-Lymphknoten entlang der ipsilateralen A. mammaria interna

1 bis 3 axillire Lymphknotenmetastasen, mindestens eine > 2 mm

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

pNlaund pN1b

Metastasen in 4 bis 9 ipsilateralen axilliren Lymphknoten oder in klinisch erkennbaren
Lymphknoten entlang der A. mammaria interna ohne axilldre Metastasen

Metastasen in 4 bis 9 axilldren Lymphknoten, darunter mindestens eine > 2 mm
Metastasen in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria interna ohne
axilldre Lymphknotenmetastasen

Metastasen in >10 ipsilateralen axilldren Lymphknoten (wenigstens eine > 2 mm) oder in
ipsilateralen infraklavikuldren Lymphknoten

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

Metastasen in ipsilateralen supraklavikuldren Lymphknoten

pM-Klassifikation (Fernmetastasierung)

pMO
pM1

keine Fernmetastasen
Fernmetastasen
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Tabelle 6-6: UICC-Stadieneinteilung fiir das humane Mammakarzinom (nach [333])

Stadium T N M
0 Tis NO MO
1A T1mic, T1 NO MO
1B TO, T1mic, T1 Nlmi MO
ITIA TO, T1mic, T1 N1 MO
T2 NO MO

11B T2 N1 MO
T3 NO MO

IITA TO, Tlmic, T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO

I11B T4 NO, N1, N2 MO
IIIC Alle T N3 MO
1V Alle T Alle N M1

6.2.2 Histologische Graduierung des humanen Mammakarzinoms

Invasive Mammakarzinome konnen hinsichtlich ihres histologischen Grades, als Mal fiir die
Aggressivitit (Malignitit) des Tumors, stratifiziert werden (engl. Grading). Dieser ergibt sich
aus der Untersuchung der Differenzierung der Zellen (Tubulusausbildung und
Kernpolymorphie) und ihrer proliferativen Aktivitit (Mitose-Rate) [19]. Die Bildung eines
Summenscores fiihrt schlieBlich zur Einteilung der Karzinome in die prognostisch relevanten
Klassen Grad 1 bis 3, wobei Grad 1 einen gut differenzierten, minder malignen Tumor
reprasentiert, hingegen Grad 3 ein Mammakarzinom mit schlechter Differenzierung und hohem

Malignitétsgrad beschreibt [19]. Siehe Tabelle 6-7 und Tabelle 6-8.

Tabelle 6-7: Histologische Graduierung des humanen Mammakarzinoms

Merkmal Kriterium Wert
Tubulusausbildung 75% 1
10-75% 2
< 10% 3
Kernpolymorphie gering 1
mittelgradig 2
stark 3
Mitose-Rate 0-5/10 HPF* 1
6-11/10 HPF* 2
>12/10 HPF* 3
Summenscore 3-9
*HPF: High Power Field (400-fache Vergroferung)
Tabelle 6-8: Auswertesystem des histologischen Summenscores
Summenscore Malignititsgrad G-Gruppe Definition
3,4,5 gering Gl gut differenziert
6,7 méBig G2 méBig differenziert

8,9 hoch G3 entdifferenziert
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