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XII Zusammenfassung 

 

Zusammenfassung 

Die Screening-Mammographie, das Standard-Verfahren für die Brustkrebs-Früherkennung, 

weist bekannte Limitationen auf, die eine unzureichende klinische Performance bedingen. Dies 

unterstreicht den Bedarf an neuen, komplementären Screening-Strategien für die Brustkrebs-

Früherkennung. Hier hat die Identifizierung neuer Proteinbiomarker, welche mittels minimal-

invasiver Verfahren im Blutserum detektierbar sind, ein großes Potential für die Früherkennung 

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 AGR2 erstmals als neue 

potentielle Biomarker für die Blutserum-basierte Früherkennung des humanen 

Mammakarzinoms identifiziert und validiert werden. Die Kombination der ELISA-basierten 

Serumkonzentrationen beider putativer Marker zu einem Biomarker-Duplett, erlaubte 

schließlich die Diskriminierung von Brustkrebs-Patientinnen (n=32) und gesunden 

Spenderinnen (n=19) mit einer klinischen Sensitivität von 64,5% bei einer klinischen Spezifität 

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 Moleküle und Signalwege zu charakterisieren, welche potentiell therapeutische 

Zielstrukturen darstellen bzw. deren mögliches, prognostisches Potential den Kliniker bei der 

Wahl individueller Therapien mit größtmöglichem Patienten-Benefit unterstützen kann. Die zu 

Beginn dieser Arbeit im humanen Mammakarzinom noch kaum bzw. nicht untersuchten Gene 

AGR3, CELSR1, CTHRC1 und NMU sollten hinsichtlich ihrer potentiellen Nutzbarkeit als 

prognostische Biomarker sowie ihrer möglichen kausalen Involvierung in die Karzinogenese 

des Mammakarzinoms analysiert werden. Es konnte erstmalig gezeigt werden, dass eine 

verstärkte Expression des zur Proteindisulfidisomerase-Familie zählenden Proteins AGR3 im 

Mammakarzinom einen möglichen, unabhängigen prognostischen Faktor für einen ungünstigen 

Krankheitsverlauf von G1/G2-Brustkrebs-Fällen darstellt (multivariate Hazard-Rate: 2,186; 

95% KI: 1,008  4,740; P < 0,05). Im Einklang mit den prognostischen Daten konnte darüber 

hinaus ein fördernder 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/mäßig differenzierte 

Brustkrebszellen unterstützt.  

Für den Rezeptor CELSR1 ergab eine erstmalige Subtyp-spezifische Expressionsanalyse im 

Mammakarzinom eine signifikante Assoziation der mRNA-Expression mit Hormonrezeptor-

positiven Fällen (P < 0,001) und niedrigerem Tumorgrad (P < 0,01). Eine signifikante (P < 
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0,001) Korrelation einer hohen CELSR1-mRNA-Expression im Mammakarzinom mit einem 

verlängerten Rezidiv-freien Überleben sowie eine Stimulation des Zellwachstums (P < 0,001) 

infolge eines transienten CELSR1-Expressionsverlustes in gut differenzierten, luminalen 

MCF7-Brustkrebszellen, implizieren mögliche tumorsuppressive Effekte des Proteins im 

Brustkrebs.  

Das Glykoprotein CTHRC1 wurde bereits in einigen soliden Tumoren einschließlich des 

Mammakarzinoms als aberrant exprimiert und zudem als möglicher progressionsfördernder 

Faktor beschrieben. Darauf aufbauend konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig eine 

CTHRC1-vermittelte Stimulation der Zellmigration und damit möglicherweise eine 

Involvierung in Metastasierungsprozesse dieser Entität anhand eines BT549 loss-of-function-

Brustkrebs-Modells demonstriert werden.  

Das Neuropeptid NMU wurde in allen klinisch-relevanten Brustkrebs-Subtypen signifikant (P 

< 0,001) gegenüber der Normalgewebe-Expression als aufreguliert identifiziert, mit der 

stärksten Expression in nicht-luminalen Tumoren. Interessanterweise konnte eine verstärkte 

NMU-Expression in größeren Brusttumoren (> pT1) sowie eine auf den luminalen Subtypen 

beschränkte signifikante Assoziation einer erhöhten NMU-Expression mit einem verkürzten 

Rezidiv- und Fernmetastasen-freien Überleben herausgestellt werden (P < 0,001 und P < 0,05). 

Im Einklang hiermit führte die stabile NMU-Überexpression in luminalen SKBR3-, jedoch 

nicht in basalen Hs578T-Zellen, zur Ausprägung eines malignen Phänotyps, charakterisiert 

durch eine signifikant gesteigerte Zellmotilität 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 entschlüsselt 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 Veränderungen könnten zur Entstehung motiler, gering 

proliferierender Krebszellen beitragen, die ein erhöhtes Potential zur Ausbildung von 

Metastasen aufweisen. 

Zusammenfassend ist es gelungen mit AGR3 und AGR2 zwei neue putative Proteinbiomarker 

für die Blutserum-basierte Brustkrebs-Früherkennung zu identifizieren. Darüber hinaus konnte 

insbesondere mit NMU ein möglicher neuer progressions-assoziierter Faktor im humanen 

Mammakarzinom charakterisiert werden, welcher möglicherweise das Potential für 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 

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, CELSR1, 

CTHRC1 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% 

CI: 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 CELSR1 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 CELSR1 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 CELSR1 in breast cancer. 

The secreted glycoprotein CTHRC1 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 CTHRC1-mediated 

promotion of cell migration in motile BT549 breast cancer cells was reported for the first time 

indicating a putative involvement of CTHRC1 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 RAC1 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 NMUR2. 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 AGR2 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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AG   Arbeitsgruppe 

AGR2/3  Anterior Gradient 2/3 

AML   Akute myeloische Leukämie 

APC   Adenomatöse Polyposis coli 

AS   Aminosäure 

ASPN   Asporin 

ATP   Adenosintriphosphat 

AUC   Area Under Curve 

bp   Basenpaare 

BSA   Bovines Serumalbumin 

bzw.   beziehungsweise 

cDNA   komplementäre DNA 

CELSR  Cadherin epidermal growth factor laminin G seven-pass G-type receptor 

CIS   Carcinoma in situ 

CMV   Cytomegalievirus 

CpG   Cytosin-Phosphat-Guanin-Dinukleotid 

CT   Cycle Threshold (Zyklusschwelle) 

CTHRC1  Collagen Triple Helix Repeat-Containing 1 

DAB   -Diaminobenzidin 

dATP   Desoxyadenosintriphosphat 

DCIS   Duktales Carcinoma in situ 

dCTP   Desoxycytidintriphosphat 

DEPC   Diethylpyrocarbonat 

dGTP   Desoxyguanosintriphosphat 

d.h.   das heißt 

DKK1   Dickkopf 1 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

dNTP   Desoxynukleosidtriphosphat 

ddNTP   Didesoxynukleosidtriphosphat 

dsDNA  doppelsträngige DNA 

dsRNA  doppelsträngige RNA 
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DTT   Dithiothreitol 

dTTP   Desoxythymidintriphosphat 

DVL   Dishevelled 

E. coli   Escherichia coli 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

ELISA   Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

ER   Endoplasmatisches Retikulum 

EtOH   Ethanol 

EZM   Extrazelluläre Matrix 

FC   Fold Change (Änderungsgrad) 

FFPE   Formalin-fixiert, Paraffin-eingebettet 

FISH   Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung 

FKS   Fetales Kälberserum 

FMFÜ   Fernmetastasen-freies Überleben 

FZD   Frizzled 

G1/2/3   Grade1/2/3 (histologischer Grad) 

GAPDH  Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 

GPCR   G-Protein-Coupled Receptor (G-Protein-gekoppelter Rezeptor) 

GÜ   Gesamtüberleben 

HE   Hämatoxylin-Eosin 

HER2   Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 

His   Histidin 

HRP   Horseradish Peroxidase (Meerrettich-Peroxidase) 

HSA   Humanes Serumalbumin 

IDC   Invasiv-duktales Karzinom 

IgG   Immunglobulin G 

IHC   Immunhistochemie 

ILC   Invasiv-lobuläres Karzinom 

IRS   Immunreaktiver Score 

kb   Kilobasen 

kDa   Kilo-Dalton 

KI   Konfidenzintervall 

LEF   Lymphoid enhancing Factor 

LRP5/6  Low Density Lipoprotein Receptor-related 5/6 
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mRNA   messenger RNA 

n   Anzahl 

NKD1/2  Naked 1/2 

NMU   Neuromedin U 

NMUR1/2  Neuromedin U-Rezeptor 1/2 

NTSR1  Neurotensin-Rezeptor 1 

OD   Optische Dichte 

P   Wert der Irrtumswahrscheinlichkeit 

PCP   Planar Cell Polarity (Planare Zellpolarität) 

PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS   Phosphate Bu ered Saline (Phosphat-gepu erte Kochsalzlösung) 

PCR   Polymerase Chain Reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 

pM   Fernmetastasierung (postoperativ bestimmt) 

pN   Nodalstatus (postoperativ bestimmt)  

PPi   Pyrophosphat 

pT   Tumorgröße (postoperativ bestimmt) 

RFÜ   Rezidiv-freies Überleben 

RNA   Ribonukleinsäure 

RNAi   RNA-Interferenz 

RNAse   Ribonuklease 

ROC   Receiver Operating Characteristics 

rpm   Rounds per minute (Umdrehungen pro Minute) 

RT   Raumtemperatur 

RWTH   Rheinisch-Westfälische Technische Hochschule 

SDS   Natriumdodecylsulfat 

shRNA  Short hairpin RNA 

siRNA   Small interfering RNA 

Taq   Thermus aquaticus 

TBE   Tris-Borat-EDTA-Puffer 

TCF   T-Cell Factor 

TDLE   Terminalduktus-Lobulus-Einheit 

TMA   Tissue Microarray (Gewebe-Mikroarray) 

u.a.   unter anderem 

UICC   Union International Contre Le Cancer 
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UK   Universitätsklinikum 

ü.N.   über Nacht 

UV   ultraviolett 

v/v   Volumenkonzentration 

WHO   World Health Organisation 

WNT   Wingless-Type MMTV Integration Site Family Member 

WT   Wildtyp 

w/v   Gewicht/Volumen 

XTT   2,3-bis(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-5((Phenylamino)Carbonyl)-

   2H-Tetrazoliumhydroxid 

z.B.   zum Beispiel 
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Sowohl Gangsystem als auch die Endstücke sind von einem zweischichtigen Epithel umgeben, 

welches sich in eine innere (luminale) prismatische sowie eine äußere (basale) Zellschicht aus 

Myoepithelzellen gliedert. Das Brustepithel wird schließlich von der bindegewebigen 

Basalmembran vom umgebenden Stroma abgegrenzt. Die Funktionseinheit der Brustdrüse wird 

als Terminalduktus-Lobulus-Einheit (TDLE) bezeichnet und von einem Lobulus und dem 

zugehörigen Terminalduktus gebildet. Im intralobulären Abschnitt des Terminalduktus 

befinden sich Gewebe-Stammzellen, die den Umbau zur laktierenden Brust infolge einer 

Schwangerschaft gewährleisten. Das Epithel im intralobulären Bereich besitzt zudem 

Rezeptoren für Östrogene und Progesterone, die Zellproliferation und -differenzierung steuern. 

Als Bereich erhöhter Zellteilungsaktivität und einer damit einhergehenden erhöhten 

Mutationswahrscheinlichkeit, ist die TDLE der Entstehungsort der meisten gut (benignen)- und 

bösartigen (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 Vergrößerung eines 

Gewebes infolge deregulierter Zellproliferation und/oder eines verminderten Untergangs 

körpereigener 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 möglichen 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- not otherwise 

specified, NOS) ist mit einer Prävalenz von bis zu 75% der häufigste histologische Typ 

invasiver Brusttumoren. Die zweithäufigste histologische Form invasiver Tumoren der Brust 

stellt das invasiv-lobuläre (ILC) Karzinom mit einer Prävalenz von bis zu 15% dar. Es ist zu 

 keinen Rückschluss 

auf den mikroanatomischen Ursprung im Gangsystem des Brustepithels implizieren. Zu den 

selteneren histologischen Varianten invasiver Brusttumoren, zählen beispielsweise das 

medulläre, das tubuläre, das muzinöse 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]. Komplementär lassen sich invasive 

Mammakarzinome hinsichtlich ihres histologischen Grades stratifizieren (engl. Grading). 

Dieser stellt ein Maß für die Aggressivität (Malignität) des Brusttumors dar und ergibt sich aus 

der Untersuchung der Differenzierung der Zellen (Tubulusausbildung und Kernpolymorphie) 

und ihrer proliferativen Aktivität (Mitose-Index) [16, 19]. Die Bildung eines Summenscores 

führt schließlich zur Einteilung der Karzinome in die prognostisch relevanten Klassen Grad 1 

bis 3, wobei Grad 1 einen gut differenzierten, minder malignen Tumor repräsentiert, hingegen 

Grad 3 ein Mammakarzinom mit schlechter Differenzierung und hohem Malignitätsgrad 

beschreibt (siehe Abschnitt 6.2.2 des Anhangs) [19].  

Eine weitere klinisch bedeutsame Stratifizierung der Mammakarzinome erfolgt gemäß der 

TNM-Klassifikation nach Sobin und Wittekind in Tumor-Stadien [20]. Diese Stadien-

Einteilung (engl. Staging) beschreibt das Ausmaß der Ausbreitung des Brusttumors im Körper 

und berücksichtigt die Ausdehnung des Primärtumors (pT), den Befall regionärer 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 

prädiktive Biomarker für das humane Mammakarzinom (siehe Abschnitt 1.6.4) als klinisch 

relevant erwiesen [21, 22]. 

Die bereits auf histologischer Ebene erkennbare Heterogenität konnte zudem auf molekularer 

Ebene bestätigt werden. Perou und Kollegen beschrieben erstmalig eine molekulare 

Klassifizierung humaner Mammakarzinome auf Grundlage von Microarray-

Expressionsprofilen in die vier molekularen Brustkrebs-Subtypen Luminal-like, Basal-like, 

HER2 und Normal-like [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 fünf intrinsischen Subtypen ist mithilfe einer Signatur aus 50 Genen 

(PAM50), 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 für den Subtypen Luminal A, hingegen 

eine vergleichsweise ungünstige für die Subtypen Basal-like, HER2-enriched und Luminal B 

zeigte [24, 27]. Des Weiteren konnte ein möglicher prädiktiver Wert der auf Gene Expression 

Profiling (GEP) basierenden Stratifizierung von Brusttumoren für die neoadjuvante und 

adjuvante Chemotherapie von Brustkrebspatientinnnen gezeigt werden [27, 28]. Aus Kosten- 
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und Praktikabilitätsgründen 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 Positivität für den Proliferationsmarker KI-67 aufweisen [30]. In Tabelle 1-1 ist die IHC-

basierte der ursprünglich auf Gene Expression Profiling (GEP) beruhenden Klassifikation der 

molekularen Brustkrebs-Subtypen (ohne Berücksichtigung des Normal-like-Subtypen, dessen 

Existenz umstritten ist [16]) gegenübergestellt. Es ist zu betonen, dass eine signifikante 

Diskrepanz zwischen den über 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 für KI-67 zwecks Subgruppierung der luminalen Tumoren in Luminal A und B, 

kontrovers diskutiert wird [31]. 

 

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

Intrinsischer Subtyp 
(GEP) 

IHC-Klassifikation (St. Gallen 
2011) 

Übereinstimmung GEP/IHC-
Klassifikation [%] 

Luminal A Luminal A 
(ÖR- und/oder PR- positiv; HER2-

negativ; KI-67 < 14%) 

73-100 

   
Luminal B Luminal B (HER2-negativ) 

(ÖR- und/oder PR- positiv; HER2-
negativ; KI-  

73-100 

   
 Luminal B (HER2-positiv) 

(ÖR- und/oder PR- positiv; HER2-
positiv) 

 

   
HER2-enriched HER2-positiv (nicht-luminal) 

(ÖR- und PR-negativ; HER2-positiv) 
41-69 

   
Basal-like Triple-negativ (TNBC) 

(ÖR-, PR-, HER2-negativ) 
80 

GEP: Gene Expression Profiling; IHC: Immunhistochemie; ÖR: Östrogenrezeptor; PR: 
Progesteronrezeptor; TNBC: Triple-negativer Brustkrebs 
 

Die derzeitige Nutzung der molekularen Stratifizierung von Brustumoren über 

Genexpressionsprofile in die intrinsischen Subtypen für 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 rührt 

daher, dass nicht alle Fälle innerhalb der über GEP- -
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enriched -Positivität aufwei -

enriched - [16]. Den derzeitigen Goldstandard 

hinsichtlich einer systemischen Therapieentscheidung stellt daher zunächst weiterhin die 

Bestimmung des Hormonrezeptor- und HER2-Status sowie weiterer klinischer Parameter wie 

Tumorgröße, 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 zurück [15, 32]. Es existieren zwei gängige 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 gegenüber steht die 

Stammzellhypothese, welche den Einzelzellen eines Tumors eine funktionelle Heterogenität 

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 Fähigkeit zur Selbsterneuerung [15]. Die Existenz von 

Tumorstammzellen konnte sowohl für humane Leukämien [33] als auch solide Tumoren 

einschließlich des Mammakarzinoms demonstriert werden [34]. Als Ursprungszellen der 

Tumorstammzellen kommen sowohl Gewebestammzellen als auch Progenitorzellen in Frage, 

welche die Fähigkeit zur Selbsterneuerung infolge genomischer Veränderungen zurückerlangt 

haben [15]. 

Genetische und epigenetische Veränderungen im Genom von Tumorzellen führen zur 

Ausprägung verschiedener Phänotypen, 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 zurück [15] und gestattet schließlich 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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über verschiedene benigne Zwischenformen verläuft. Für das humane Mammakarzinom konnte 

aus der Dokumentation verschiedener Zwischenstufen [13] von Russo und Kollegen schließlich 

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

 

 

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

 

Die initialen benignen Formen des neoplastischen Wachstums der Brust stellen Hyperplasien 

(Gewebe-Vergrößerungen durch Zunahme der Zellzahl) [11] dar. Diese Vorstufen entwickeln 

sich schließlich zum in situ-Karzinom, einer prä-invasiven Form des malignen Karzinoms. In 

situ-Karzinome unterscheiden sich von invasiven Karzinomen grundsätzlich dadurch, dass sie 

die das Drüsenepithel 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 Übergang normalen Gewebes in ein in 

situ- oder ein invasives Karzinom möglich ist [36].  

Das mehrstufige Progressionsmodell spiegelt den Erwerb essentieller Tumoreigenschaften im 

Laufe der Tumorentwicklung wider, die das Heranwachsen und Überleben des Tumors sowie 

seine Ausbreitung im Körper gestatten. Einige dieser Eigenschaften (engl. hallmarks) wurden 

erstmals im Jahr 2000 von Hanahan und Weinberg formuliert [37] und schließlich im Jahr 2011 

erweitert [38] (Abbildung 1-4). Dazu zählt zunächst die Deregulation des 

Wachstumsprogrammes der Krebszellen durch: 1. Erreichung einer Unabhängigkeit von 

exogenen Wachstumssignalen (beispielsweise durch autokrine Stimulation), 2. den Erwerb 

einer Insensitivität gegenüber 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 Nährstoffen zu 

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

inhibierender Stoffe wie Thrombospondin-1 realisiert [40]. 

 

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 Instabilität und Tumor-assoziierte Entzündungen werden als Förderer  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 Gefäß-bildenden Endothelzellen 
und Perizyten besteht (Verändert nach [38]). 

 

Die Entwicklung eines malignen Tumors ist schließlich durch den Erwerb der Fähigkeit der 

Krebszellen zur Gewebeinvasion und Metastasierung abgeschlossen. Dies setzt unter anderem 

eine Veränderung in Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten voraus. In der Mehrzahl der 

Karzinome, einschließlich des Mammakarzinoms [41], wird ein funktioneller Verlust des 

transmembranären Zell-Adhäsionsproteins E-Cadherin beobachtet [42]. 

Diesen sechs ursprünglich von Hanahan und Weinberg beschriebenen essentiellen Tumor-

Eigenschaften [37] wurden 2011 zwei weitere Tumor-Charakteristika hinzugefügt. 1. Die 

Reprogrammierung des zellulären Energie-Stoffwechsels, um die überschießende 

Zellproliferation zu unterhalten sowie 2. die Umgehung der Zerstörung durch das 

Immunsystem [38]. Der Erwerb aller beschriebenen Tumor-Eigenschaften setzt eine Vielfalt 

genetischer sowie epigenetischer Veränderungen der Krebszellen und daraus resultierender 

Phänotypen voraus. Nach den Prinzipien der klonalen Evolution [35] bleiben letztlich die 
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Zellklone mit Tumor-fördernden Eigenschaften erhalten. Um diese phänotypische Variabilität 

innerhalb eines Tumors zu gewährleisten werden sowohl die genomische Instabilität der 

Krebszellen [43] als auch Tumor-assoziierte Entzündungsprozesse als zwei essentielle 

[38]. 

 

1.5 Molekulargenetische Mechanismen der Tumorgenese 

Der Entstehung und Progression von Tumoren liegt die Veränderung (Mutationen und 

epigenetische Veränderungen) 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 unterstützen, werden als 

Onkogene bezeichnet. Die entsprechenden nicht mutierten zellulären Gene, Proto-Onkogene 

genannt, sind häufig in die Aktivierung des Zellzyklus und der Zellteilung involviert [44]. Als 

funktionelle Gegenspieler sind Tumorsuppressorgene aufzufassen, die durch genomische 

Veränderungen während der Tumorgenese einen Funktionsverlust erfahren, der das 

Tumorwachstum und die Progression fördert [45]. Von Driver-Mutationen, die Proto-

Onkogene aktivieren bzw. Tumorsuppressorgene hemmen, sind Passenger-Mutationen im 

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

 

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

 Proto-Onkogen Tumorsuppressorgen 
chromosomale Veränderungen Amplifikation, 

Rearrangement 
 

Deletion, Rearrangement 

Punktmutationen 
 

häufig an Hot Spots variabel 

Herkunft der Mutationen 
 

somatisch (selten Keimbahn) Keimbahn, somatisch 

mutierte Allele 
 

monoallelisch meist biallelisch 

phänotypischer Effekt 
 

dominant rezessiv oder dominant-negativ 

Promotor-Methylierung 
 

Hypomethylierung (selten) Hypermethylierung (häufig) 

häufigste physiologische Funktion Förderung von Proliferation 
und Apoptose 
 

Inhibition von Proliferation 
und Apoptose 

Aktivität des Proteins in 
Tumorzellen 
 

verstärkt reduziert 

Wirkung auf Tumorgenese fördernd hemmend 
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Die Veränderung 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) zählt 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-Fälle mit hohem 

histologischen Grad durch eine Amplifikation des Gen-Lokus aktiviert [46]. Die Amplifikation 

resultiert, infolge einer Überexpression des Tyrosinkinase-Rezeptors in der Zellmembran, in 

einer Hyperresponsivität der Zellen gegenüber 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 

Überexpression, insbesondere in Brusttumoren früher Stadien, stellt eine Indikation für eine 

Anti-HER2-Therapie dar [48]. Diese basiert auf der Verabreichung eines Fragmentes eines 

monoklonalen Antikörpers (Trastuzumab, Handelsname Herceptin®), welcher gegen die 

extrazelluläre Region des Rezeptors gerichtet ist. Die genaue Wirkungsweise ist noch nicht 

eindeutig geklärt, jedoch ist die Unterbindung der Rezeptor-Dimerisierung, die zu seiner 

Aktivierung führt, eine diskutierte Wirkungsweise [15]. Der Nachweis einer 

Amplifikation/Überexpression 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 Überexpression des HER2/NEU-Proteins 

erfolgen, der bei einheitlich intensiver Membranfärbung 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 für die 

HER2/NEU- und CEP17 (perizentromerische nicht-kodierende Sequenz auf Chromosom 17)-

Sonde größer 2,2 ist [15]. 

Die HER2/NEU-Aktivierung mündet schließlich in der Beeinflussung von stromabwärts 

gelegenen Transkriptionsfaktoren und Zellzyklus-Regulatoren wie Cyclin D1, dessen Gen-
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Lokus in 20% aller Brustkrebsfälle amplifiziert ist. Zudem wird in rund 50% der Brusttumoren 

eine Überexpression des Cyclin D1-Proteins festgestellt [49, 50]. Retinoblastom (RB)-Proteine 

regulieren den Übergang der G1- in die S-Phase des Zellzyklus, indem diese E2F-

Transkriptionsfaktoren durch Bindung reprimieren. Diese Transkriptionsfaktoren induzieren 

unter anderem die Transkription wichtiger Gene für 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 mündet [49]. 

Die Expression des Proto-Onkogens MYC (c-MYC) ist in vielen humanen Tumoren inklusive 

des Mammakarzinoms dereguliert und häufig mit einer schlechten Prognose assoziiert [51]. Die 

Amplifikation des MYC-Lokus wird in rund 16% aller Brusttumoren beobachtet und ist damit 

die häufigste genomische Veränderung die zur Überexpression des Transkriptionsfaktors führt 

[52]. Zudem wird die Expression von MYC über zahlreiche Signalwege wie den WNT- (siehe 

Abschnitt 1.7.2.1) und Notch-Signalweg gesteuert, die häufig in Mammakarzinomen 

dysreguliert sind. MYC beeinflusst die Expression zahlreicher Gene, die unter anderem 

Zellproliferation, Überleben und Apoptose steuern [52].  

Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K) sind zentrale Knotenpunkte der zellulären 

Signalübertragung und dementsprechend in die Regulation zahlreicher Prozesse wie 

Proliferation, Apoptose, Migration und Adhäsion involviert. Die Enzyme sind aus einer 

katalytischen und einer inhibierenden regulatorischen Untereinheit aufgebaut. Das Gen 

PIK3CA codiert für eine katalytische Untereinheit eines PI3K-Isoenzyms und zählt zu den am 

häufigsten in humanen Tumoren mutierten Genen überhaupt. In rund 26% aller Tumoren der 

Brust sind somatische Missense-Mutationen zu finden, die zu einer erhöhten Kinaseaktivität 

und damit zur zellulären Transformation führen [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 häufigsten mutierte Tumorgen überhaupt [54]. Im humanen 

Mammakarzinom sind Mutationen des TP53-Lokus bereits mit frühen Tumorstadien [55] sowie 

einer schlechten Prognose assoziiert [56] und betreffen rund 28% der analysierten 

Brustkrebsfälle [15]. In den meisten Tumoren wird ein monoallelischer Verlust von TP53 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 TP53 im Menschen beobachtet, die für das Auftreten des Li-

Fraumeni-Syndroms (diverse Tumorerkrankungen) prädisponieren [57]. Das Protein p53 ist 

vereinfacht als zellulärer Stress-Sensor aufzufassen. Abhängig vom Ausmaß des zellulären 

Stress-Signals (z.B. DNA-Schäden, Hypoxie, Onkogen-Expression) kann über die Expression 

entsprechender Zielgene sowohl ein temporärer Zellzyklus-Stopp bzw. eine Einleitung des 

Apoptose-Weges induziert werden. P53 hat damit die physiologische Funktion den Organismus 

vor der Ausbreitung geschädigter Zellen zu schützen [54]. 

Obwohl die Ursache der meisten Mammakarzinome auf eine spontane Veränderung der 

Erbinformation somatischer Zellen zurückzuführen ist, liegt in 5-10% der Brustkrebsfälle eine 

erbliche Disposition vor. Häufig sind in diesen Fällen Mutationen in den beiden 

Tumorsuppressorgenen BRCA1 und BRCA2 (Breast Cancer 1/2) nachweisbar [15]. Frauen mit 

heriditärer Mutation in den Genen BRCA1 oder 2 haben ein ungefähr 10fach erhöhtes Risiko 

(gegenüber 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 für die Erhaltung der 

genomischen Integrität, indem sie die Reparatur von Doppelstrangbrüchen über homologe 

Rekombination gwährleisten [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 für einen 

physiologischen bzw. einen pathologisch-veränderten biologischen Prozess oder eine 

pharmakologische Reaktion auf eine therapeutische Maßnahme genutzt wird [60].  

Hinsichtlich ihrer klinischen Anwendung können verschiedene Biomarker-Klassen 

unterschieden werden. Um das Risiko zur Entwicklung einer Erkrankung abschätzen zu können 

werden Prädispositionsmarker genutzt. Früherkennungsmarker (Screening-Biomarker) 

wiederum dienen der Kontrolle über 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 

erhärtet bzw. abgeschwächt und zusätzlich die Art einer Erkrankung definiert werden. Für die 

Findung einer adäquaten individuellen Therapie mit einem größtmöglichen Benefit für den 

Patienten haben prognostische sowie prädiktive Biomarker ein großes Potential. Prognostische 
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Biomarker ermöglichen eine Abschätzung des Krankheitsverlaufes ohne Berücksichtigung 

einer möglichen Therapie, prädiktive Biomarker hingegen lassen Rückschlüsse auf das 

Ansprechen einer bestimmten Therapie zu. Sowohl prognostische als auch prädiktive 

Biomarker können damit einen direkten Einfluss auf die Wahl einer Behandlung haben. 

Schließlich dienen Monitoring-Biomarker dazu das Ansprechen auf eine Therapie bzw. das 

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

 

1.6.1 Brustkrebs-Früherkennung  

Die Prognose für eine Brustkrebserkrankung ist entscheidend abhängig vom Zeitpunkt der 

Diagnosestellung. Bei Detektion der Erkankung in einem frühen, noch lokal begrenzten 

Stadium liegt die relative 5-Jahres-Überlebensrate, 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-Früherkennung unter Verwendung sogenannter Screening-

Verfahren. Die bereits 1968 von der WHO (World Health Organisation) formulierten 

Anforderungen an einen Screening-Test besitzen auch heute noch Gültigkeit und bilden die 

Basis für eine geplante Implementierung eines Screening-Programmes:  

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

Krankheit gerechtfertigt. 

2. Der eingesetzte Screening-Test ist einfach durchführbar, sicher, präzise und weist eine 

adäquate Spezifität und Sensitivität (analytisch und diagnostisch) auf.  

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

Therapie-Möglichkeiten mit einer signifikant verbesserten Prognose assoziiert sein. 

4. Es liegen Evidenzen für eine Reduzierung der Inzidenz und/oder Mortalität infolge eines 

Einsatzes des Screening-Tests vor.  

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

den Test verursachten körperlichen und seelischen Belastungen überwiegen. 

6. Zusätzlich sollte ein Screening-Programm ökonomisch vertretbar sein und einer 

Qualitätssicherung unterliegen. 

7. Potentielle Teilnehmer des Screening-Programmes müssen über Vor-und Nachteile der 

Teilnahme informiert werden [64]. 
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dichtem Brustgewebe, welches bei rund 50% aller Frauen unter 50 Jahren und mehr als 30% 

der Frauen über 50 Jahren aufzufinden ist [67]. In einer Studie von Carney et al. aus dem Jahr 

2003 wurde eine um rund 8% reduzierte Spezifität (89% gegenüber 97%) und eine ca. 24%-ige 

Reduktion der Sensitivität (63% gegenüber 87%) der Mammographie bei Untersuchungen von 

Frauen mit dichtem Brustparenchym gegenüber solchen mit hohem Fettanteil im Brustgewebe 

beobachtet [68]. Für Frauen mit einem hohen Brustkrebs-Risiko (siehe Abschnitt 1.5.2) kommt 

zusätzlich 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 Sensitivität der Technik (85% bis 100%) von 

einer hohen Rate falsch-positiver Befunde begleitet [70]. Neben der Güte des bildgebenden 

Verfahrens und der Beschaffenheit des Gewebes ist die Erfahrung des Arztes bei der 

Auswertung des Mammogramms ein nicht zu vernachlässigender Faktor, der sich auf die 

klinischen Spezifitäts- und Sensitivitätswerte der jeweiligen Methode auswirkt [71]. Die 

Konsequenzen eines falsch-positiven Befundes können weitreichend sein. Dazu zählen 

zusätzliche unnötige Folgeuntersuchungen (bildgebend und/oder Biopsien), welche neben 

länger andauernden psychologischen Belastungen der Frauen in einigen Fällen, immense 

Kosten zur Folge haben. Ein falsch-negatives Screening-Resultat zieht hingegen eine spätere 

Diagnose und Therapie mit einer möglicherweise schlechteren Prognose der Erkrankung nach 

sich [66]. Der Vorteil einer sensitiven Screening-Technik birgt gleichzeitig den Nachteil einer 

Überdiagnose in sich. Als Überdiagnose wird die Detektion von Erkrankungen bezeichnet, die 

innerhalb der Lebensspanne eines Individuums nicht symptomatisch und somit nicht klinisch 

relevant geworden wären. In diesen Fällen überwiegen die Nachteile einer unnötigen Risiko-

behafteten und kostenintensiven Therapie die Vorteile des Screening-Programms. Diese 

Problematik betrifft zum Großteil die Detektion prä-invasiver Brusttumoren mittels 

Mammographie [66]. 

Die aufgeführten Limitationen und Risiken der Mammographie und MRI unterstreichen den 

dringenden Bedarf an neuen, minimal-invasiven Screening-Tests, welche die bestehenden 

bildgebenden Verfahren zur Brustkrebs-Früherkennung komplementieren können. Die Analyse 

von Biomarkern in Körperflüssigkeiten wie Blutserum haben ein großes Potential für die 

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

 

1.6.2 Biomarker für die Brustkrebs-Früherkennung 

Die Messung von im Blut befindlichen Biomarkern (z.B. Proteine und Nukleinsäuren) ist eine 

minimal-invasive (Vorteil einer hohen gesellschaftlichen Akzeptanz), kostengünstige und 
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relativ einfach durchführbare Methode, die sich daher für 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) für die 

Früherkennung des Prostatakarzinoms [74] sowie des Proteins CA125 als Monitoring- und 

ergänzender Diagnose-Marker für 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) für die klinische Nutzung empfohlenen zirkulierenden Biomarker 

für das humane Mammakarzinom [73]. Aufgrund ihrer unzureichenden klinischen Spezifität 

und Sensitivität für die Früherkennung bezieht sich die derzeitige Empfehlung ausschließlich 

auf eine Nutzung als ergänzende Monitoring-Biomarker für Frauen mit metastasierendem 

Brustkrebs. Alle Beispiele demonstrieren die methodische Realisierbarkeit Blut-basierter 

Biomarker-Tests, zeigen jedoch gleichzeitig die Limitationen der Nutzung von Einzelmarkern 

für die Krebsfrüherkennung hinsichtlich der Erzielung adäquater Werte für die diagnostische 

Spezifität und Sensitivität auf [76]. Diese Limitationen sind unter anderem auf die inter- und 

intratumorale Heterogenität von Krebserkrankungen (siehe Abschnitte 1.3 und 1.4) 

zurückzuführen. Um eine Blutserum-basierte Früherkennung des Mammakarzinoms zu 

gewährleisten 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 für die Krebs-Früherkennung  

Ein großes Potential für den routinemäßigen Einsatz für die Krebsfrüherkennung sowie das 

Monitoring von Krebserkrankungen haben mikrofluide Chip-Systeme [78]. Das EU-geförderte, 

-Projekt (Microtechnologies for BioMedicine applications) 

hat sich zum Ziel gesetzt ein mikrofluides Chip-System, vorrangig für die Blutserum-basierte 

Brustkrebs-Früherkennung, zu entwickeln. Monoklonale Antikörper gegen validierte Protein-

Serum-Biomarker [79] sollen auf der mikrofluiden Chip-Oberfläche immobilisiert werden. Die 

Zugabe geringer Mengen Blutserum in das mikrofluide System soll schließlich zur spezifischen 

Bindung der im Serum befindlichen Analyten an die immobilisierten Antikörper auf der 

Oberfläche des Chips und so zur Signal-Generierung führen 

(http://www.microbiomed.ulg.ac.be/). 

Die Vorteile dieser sich weiter entwickelnden Chip-Technologien gegenüber gängigen 

Labormethoden zur Analyse von Biomarkern in Körperflüssigkeiten wie der ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay)-Technik, ist ihre einfache und schnelle Durchführbarkeit und 



Einleitung -17- 

 

ihre relativ kostengünstige Herstellung. Zudem wird durch die Vor-Ort-Diagnose (engl. Point-

Of-Care, POC) eine Minimierung der möglichen Probenmaterial-Degradation und eine 

Reduzierung der Stressbelastung für den Screening-Teilnehmer aufgrund unmittelbarer 

Verfügbarkeit 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 prädiktive Marker für das Mammakarzinom 

Die rechtzeitige Findung einer adäquaten Therapie nach Diagnosestellung ist entscheidend für 

einen Behandlungserfolg. Das Ziel ist die effektive Behandlung der Krebserkrankung bei Wahl 

einer Therapie mit möglichst geringen Nebenwirkungen. Prognostische und prädiktive 

Parameter erleichtern die Auswahl einer individuellen Therapie mit größstmöglichem Nutzen 

für den Patienten. Dabei erlauben prognostische Marker die Vorhersage des 

Krankheitsverlaufes und so die Abschätzung der Sinnhaftigkeit der Gabe einer aggressiven 

Chemotherapie. Mittels prädiktiver Marker ist es wiederum möglich das Ansprechen auf eine 

bestimmte Therapie vorherzusagen [61]. 

Die derzeitig wichtigsten zu berücksichtigenden Faktoren hinsichtlich der Findung einer 

Therapieentscheidung für das humane Mammakarzinom stellen nach wie vor die Ermittlung 

der klinisch-pathologischen Parameter des TNM-Systems (Tumorgröße, axillärer 

Lymphknoten-Status, Vorliegen von Fernmetastasen) [20], der Tumorgraduierung [19], sowie 

die Bestimmung des Hormonrezeptor (Östrogen-und Progesteronrezeptor)- und HER2/NEU-

Status dar [22, 80] (siehe Abschnitt 1.3). Dabei gilt die Bestimmung des axillären 

Lymphknoten-Status als der momentan stärkste prognostische Faktor für das humane 

Mammakarzinom: im Vergleich zu einer Rezidiv-Quote von rund 30% für Mammakarzinom-

Patientinnen mit negativem Nodal-Status, wird in 65% der Fälle mit positivem Lymphknoten-

Status ein Relaps verzeichnet [81]. Eine weitere prognostische Stratifizierung des nodal-

negativen Mammakarzinoms zur Abschätzung des Rezidiv-Risikos kann durch zusätzliche 

Bestimmung der Invasionsfaktoren UPA (Urokinase-Plasminogen-Aktivator) und PAI1 

(Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1) in frischem oder kryoasserviertem Brusttumorgewebe 

mittels ELISA-Technik erfolgen. Eine niedrige UPA/PAI1-Expression ist mit einer guten 

Prognose, d.h. sowohl einem längeren Rezidiv-freien als auch Gesamt-Überleben assoziiert, so 

dass in diesen Fällen 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 Östrogenrezeptor-Status haben im Vergleich zu unbehandelten 

Östrogenrezeptor-negativen Patientinnen eine nur geringfügig bessere Prognose [61]. 

Andererseits ist der Hormonrezeptor-Status ein wichtiger prädiktiver Parameter, der das 

Ansprechen auf eine endokrine Behandlung sowohl im Rahmen einer adjuvanten Therapie als 

auch für das metastasierte Mammakarzinom vorhersagt [73, 84]. Nach neueren Erkenntnissen 

haben Patientinnen, die sowohl einen positiven Östrogen- als auch Progesteronrezeptor-Status 

aufweisen einen größeren Nutzen einer endokrinen Therapie mit Tamoxifen im Vergleich zu 

solchen, die nur eine Östrogenrezeptor-Positivität aufweisen [85]. 

Eine Amplifikation und Überexpression 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/Überexpression 

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/Überexpression eine Indikation für eine zielgerichtete Anti-HER2-

Therapie und somit ein wichtiger prädiktiver Biomarker für die Behandlung des 

Mammakarzinoms [31]. 

Mit dem Aufkommen eines immer größeren Einsatzes molekulargenetischer Methoden wurden 

in den letzten Jahren einige prognostische Tests entwickelt, die auf Messung von 

Genexpressionsprofilen beruhen. Beispiele sind der Oncotype DXTM-[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 für das Auftreten von 

Rezidiven zu identifizieren, um so eine Entscheidungshilfe bei der Wahl für 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 gezählt 

wird, setzt sich aus drei Mitgliedern zusammen, namentlich TXNDC12 (AGR1), AGR2 und 

AGR3 [95 97]. Proteindisulfidisomerasen sind durch eine oder mehrere Thioredoxin-Domänen 

charakterisiert, die es Ihnen ermöglichen Disulfidbrücken von Zielproteinen im Lumen des 

endoplasmatischen Retikulums (ER) zu oxidieren, zu reduzieren und zu isomerisieren [98]. Im 

Gegensatz zu AGR1, dem evolutionär ältesten Protein der AGR-Familie, welches das 
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gewöhnliche Thioredoxin-Motif der Form CXXC aufweist, sind AGR2 und AGR3 durch ein 

divergentes Motif der Form CXXS gekennzeichnet, dessen genaue molekulare Funktion noch 

nicht geklärt ist [96, 99]. Neben einem N-terminalen Sezernierungssignal besitzen AGR2 und 

AGR3 ein nicht-kanonisches ER-Rückhol-Signal in ihrem C-Terminus [96]. 

Obwohl für AGR2 (wie für AGR3) bisher kein direkter Beweis für eine Thioredoxin-Aktivität 

erbracht wurde, gibt es dennoch indirekte Belege für 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 Homöostase des ER zu. Es 

wurde gezeigt, dass ER-Stress über die Aktivierung des UPR (engl. Unfolded Protein 

Response)-Signalweges zur Induktion der AGR2-Expression führt, welche wiederum die 

Stress-induzierte Apoptose reduzieren konnte [103, 104]. Die Aufregulation von AGR2 in 

humanen Tumoren, einschließlich des Östrogenrezeptor- -positiven Mammakarzinoms, ist ein 

weit verbreitetes Phänomen [105 113].Widrige Faktoren der Tumorumgebung wie Hypoxie, 

Nährstoffmangel, aber auch eine gesteigerte Proteinsynthese- und Sezernierungsrate in 

Tumorzellen können zur Anhäufung fehlgefalteter Proteine im ER führen und somit in die 

Aktivierung der UPR münden. Es ist wahrscheinlich, dass die gesteigerte Expression von 

Proteindisulfidisomerasen wie AGR2 zu einer Reduzierung des proteotoxischen Stresses führt 

und den Krebszellen foglich einen Wachstums- und Überlebensvorteil verschaffen kann [103, 

114]. Im Brustkrebs und anderen Tumor-Entitäten konnte neben einer AGR2-vermittelten 

Steigerung der Zellwachstums, ebenso eine Förderung progressions-assoziierter Eigenschaften 

wie Migration und Adhäsion beobachtet werden, die in einer gesteigerten Metastasierung 

mündeten [105, 111, 115 117]. Übereinstimmend mit der funktionellen Rolle wurde AGR2 

überwiegend als prognostischer Faktor für einen ungünstigen Krankheitsverlauf des 

Mammakarzinoms beschrieben [116, 118, 119]. Zusätzlich zu einer Lokalisation im ER konnte 

AGR2 in anderen zellulären Kompartimenten einschließlich der Zelloberfläche und im 

extrazellulären Raum detektiert werden [105, 120, 121]. Dies ist möglicherweise auf einen 

unvollständigen retrograden Transport im sekretorischen Weg, insbesondere im Fall einer 

Tumor-bedingten Überexpression von AGR2, zurückzuführen [99]. Auch im Brustkrebs gibt 

es indirekte Hinweise auf eine extrazelluläre 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 extrazelluläre Region der Zellmembranproteine 

Dystroglycan und LYPD3 [113]. Bemerkenswerterweise zeigten mehrere Studien signifikant 

erhöhte 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 für das humane 

Mammakarzinom wurde bisher nicht durchgeführt. 

AGR3, das wahrscheinliche Paralog zu AGR2, weist eine Aminosäuresequenz-

Übereinstimmung 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 Östrogenrezeptor- -positivem Brustkrebs 

beschrieben [113]. Neuere Studien zeigen zudem eine Aufregulation von AGR3 im Ovarial-

[126] sowie Prostatakarzinom [127] und weisen AGR3 als möglichen diagnostischen Marker 

für das intrahepatische Cholangiokarzinom aus [128]. Interessanterweise wurde AGR3 nicht 

zusammen mit AGR2 in den vielen durchgeführten 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 subzelluläre Lokalisation 

[130] gegen eine vollständige funktionelle Redundanz beider Proteine [99]. Im Vergleich zu 

AGR2 liegen kaum Kenntnisse über die physiologische Rolle noch über den putativen Einfluss 

von AGR3 auf die Karzinogenese vor [129]. Eine mögliche klinische Relevanz von AGR3 

wurde bisher nur im Ovarialkarzinom näher untersucht. Wohingegen King und Kollegen AGR3 

als prognostischen Marker für einen günstigen Verlauf des serösen Ovarialkarzinoms 

identifizierten [126], deutet das Ergebnis einer Folge-Studie auf eine mögliche Involvierung 

von AGR3 in die Entstehung einer Cisplatin-Resistenz im Ovarialkarzinom hin [130].  

Die putative klinische Nutzbarkeit von AGR3 als diagnostischer und prognostischer Biomarker 

für das humane Mammakarzinom wurde bisher nicht analysiert. Auch ist ungeklärt, ob AGR3 

einen funktionellen Einfluss auf die Entstehung und Progression des Mammakarzinoms ausübt 

und somit eine mögliche neue therapeutische Zielstruktur darstellt.  

 

1.7.2 Der WNT-Signalweg 

Der WNT-Signalweg kontrolliert diverse biologische Prozesse während der 

Embryonalentwicklung sowie in adulten Geweben aller Tiere, darunter die Proliferation, 

Apoptose, Differenzierung, Migration, Adhäsion 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/ 

-Catenin-abhängigen und in (mehrere) nicht-kanonische/ -Catenin-unabhängige Signalwege 

eingeteilt werden (Abbildung 1-6) [133].  
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1.7.2.1 -Catenin-Signalweg 

Der kanonische WNT- ist nach dem MAPK-Signalweg derjenige Weg, dessen Signalwegs-

Komponenten am häufigsten Mutationen in menschlichen Tumoren aufweisen [15, 134]. Im 

Gegensatz zum kolorektalen Karzinom mit einer Mutations-Häufigkeit von 90% der Fälle, sind 

Mutationen in Signalproteinen des WNT-Signalweges im Mammakarzinom eher selten [15, 

135]. Dennoch wird in etwa 40-60% der Mammakarzinome eine erhöhte 

zytoplasmatische/nukleäre -Catenin-Proteinexpression nachgewiesen, die eine aberrante 

Aktivierung des kanonischen WNT-Signalweges impliziert [136, 137]. Das zentrale Molekül 

des kanonischen WNT- -Catenin, dessen zytoplasmatische Konzentration über 

einen Multiprotein-Komplex Destruction Complex ) reguliert wird. Dieser setzt sich neben 

anderen Proteinen, aus Adenomatöse Polyposis coli (APC), AXIN sowie den Kinasen Casein-

Kinase- -Kinase-  (GSK- . In Abwesenheit 

eines WNT-Liganden (im nicht deregulierten Signalweg) -Catenin über die beiden 

Kinasen des Komplexes mehrfach phosphoryliert und damit für die Ubiquitinierung durch die 

Ubiquitinligase -Transducin Repeat-containing Protein -TRCP) markiert. Die 

Ubiquitinierung resultiert schließlich in der proteasom -Catenin. 

Insgesamt sind 19 WNT-Liganden-Isoformen und 10 verschiedene Frizzled (FZD)-Rezeptoren 

im Säugergenom kodiert. Nach Bindung eines WNT-Liganden an einen FZD-Transmembran-

Rezeptor sowie einen Co-Rezeptor der LDL (Low Density Lipoprotein)-Familie, namentlich 

LRP5 und LRP6, wird das zytoplasmatische Adapterprotein Dishevelled (DVL) sowie AXIN 

an das Rezeptor-Heterodimer aus FZD und LDLR gebunden. Rekrutiertes DVL inhibiert, über 

einen nicht vollständig geklärten Mechanismus, die Aktivität des Destruction Complex, was zu 

einer Akkumulation zytosolischen und nukleären -Catenins führt. Dieses aktiviert im Zellkern 

einen Transkriptionsfaktor der TCF/LEF-Familie (T-Cell Factor/Lymphoid enhancing Factor) 

[132, 138, 139]. Die Induktion der Expression von Zielgenen des kanonischen WNT-

Signalweges wie MYC und CCND1 resultiert vor allem in einer erhöhten Zellproliferation 

[140, 141]. 
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Abbildung 1-6: Modell des WNT-Signalweges. Vereinfachte schematische Darstellung des 
-Catenin-Signalweges sowie mehrerer nicht-kanonischer -Catenin-unabhängiger 

WNT-Signalwege. In Abwesenheit eines WNT-Liganden (nicht aktiv) wird die zytosolische 
Konzentration des Transkriptions- -Catenin über den Destruction Complex , bestehend aus 
APC, AXIN und GSK- , sowie über die Ubiquitinligase -TRCP reguliert. Die Phosphorylierung von 

-Catenin über den Destruction Complex und die anschließende Ubiquitinierung führen zur 
proteasomalen Degradation des Proteins. Die Bindung eines WNT-Liganden, in Anwesenheit eines Co-
Rezeptors LRP5 oder 6, an einen Frizzled (FZD)-Rezeptor führt zur Rekrutierung von Dishevelled 
(DVL) und AXIN an den Rezeptor-Komplex. Die resultierende Destabilisierung des Destruction 

Complex mündet -Catenins, das in den Nukleus transloziert und 
dort über die Bindung an den Transkriptionsfaktor TCF/LEF die Expression von Zielgenen wie MYC 
und CCDN1 induziert. Unter den nicht-kanonischen Signalwegen sind der WNT/Ca2+- 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/Ca2+-Signalweg zur Aktivierung Ca2+-abhängiger Proteine wie CamKII 
führt, werden über 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 führen. Dies ist sowohl auf Ebene 

-Catenin-Stabilisierung als auch stromabwärts über Hemmung von TCF möglich. Sezernierte 
Proteine wie SFRP, WIF und DKK fungieren hauptsächlich als Inhibitoren des kanonischen 
Signalweges. (Verändert nach [133]). 





-24- Einleitung 

Die Aktivierung des WNT/PCP-Signalweges erfolgt über die Bindung eines WNT-Liganden 

an einen FZD-Rezeptor sowie den Co-Rezeptor ROR2 [149, 150] (Abbildung 1-7). 

Ursprünglich wurde angenommen, dass die Aktivierung des kanonischen bzw. nicht-

kanonischer WNT-Signalwege auf intrinsische Eigenschaften der WNT-Liganden 

zurückzuführen sei, wobei WNT1 und WNT3A als kanonische, hingegen WNT5A und WNT11 

als nicht-kanonische Liganden klassifiziert wurden [133]. Es mehren sich jedoch Hinweise, 

dass darüber hinaus die Rezeptor-Verfügbarkeit (wie LRP5/6 und ROR2) über die selektive 

Aktivierung des kanonischen bzw. nicht-kanonischer WNT-Signalwege entscheidet [151, 152]. 

Ein erst kürzlich identifizierter möglicher selektiver Aktivator des WNT/PCP-Signalweges 

stellt das sezernierte Glykoprotein CTHRC1 dar (siehe Abschnitt 1.7.4). Es wird vermutet, dass 

CTHRC1 die Bildung von WNT-FZD-ROR2-Komplexen fördert und dadurch gleichzeitig die 

Aktivität des kanonischen Signalweges reduziert [149]. Die Rekrutierung des zentralen 

Adapterproteins DVL an den aktivierten FZD-Rezeptor führt zur Stimulation monomerer 

GTPasen der RHO-Familie wie RHOA und RAC1, die schließlich über weiter stromabwärts 

gelegene Moleküle die Modulation des Aktinzytoskelettes und damit Zellbewegungen 

beeinflussen [153]. Naked-Proteine (NKD1 und 2) 

identifiziert, die durch Bindung an DVL sowohl die Aktivität des kanonischen WNT-

Signalweges hemmen als auch gleichzeitig stromabwärts gelegene Signalmoleküle der 

WNT/PCP-Kaskade aktivieren können [154, 155].  

Ein derzeitiges Modell postuliert eine mögliche biphasische Rolle des WNT/PCP- ähnlich der 

-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-fördernden -Catenin-Signalweg 

nachgewiesen werden [149, 151, 157, 158], was eine mögliche tumorsuppressive Rolle nicht-

kanonischer Signalwege in frühen Stadien der Tumorentstehung erklären 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 mögliche 

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 Adhäsions-G-Protein-gekoppelten Rezeptoren innerhalb der Superfamilie der 
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G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (engl. G Protein-Coupled Receptors, GPCRs) gezählt 

[164]. Strukturell sind alle Adhäsions-GPCRs durch eine N-terminale, extrazelluläre Domäne 

charakterisiert, welche den Großteil des Proteins ausmacht und über eine stängelartige, ein 

GPS-Motif (engl. GPCR Proteolytic Site) enthaltende Region mit der 7-Transmembran-

Domäne des Proteins verbunden ist [165]. Abbildung 1-8 zeigt die Domänen-Architektur für 

das CELSR1-Volllängen-Protein (~330 kDa, http://www.uniprot.org/). 

 

Abbildung 1-8: Domänen-Architektur von CELSR1. Schematische Darstellung der Domänen-
Anordnung von CELSR1. Das Volllängen-Protein weist ein Molekulargewicht von ~330 kDa auf, wobei 
die N-terminale Ektodomäne mit ~270 kDa den Großteil des Proteins bildet. EGF: Epidermal Growth 

Factor; CA: Kalzium; Lam: Laminin; HormR: Hormon-Rezeptor; GAIN: GPCR Autoproteolysis-

INducing; GPS: GPCR Proteolytic Site. (Verändert nach [164]). 

 

Die Ektodomäne (~270 kDa) von CELSR1 setzt sich unter anderen aus zahlreichen Kalzium-

bindenden Adhäsions-Domänen (Cadherin-, EGF, LamininG-, EGF-Laminin-Domänen) 

zusammen [164]. Studien konnten eine homophile trans-Interaktion der Ektodomänen aller drei 

CELSR-Proteine belegen [166, 167]. Ein weiteres charakteristisches Motif vieler Adhäsions-

GPCRs ist die Hormon-Rezeptor-Domäne. Bisher wurden jedoch keine Liganden (Hormone) 

für Adhäsions-GPCRs identifiziert [168]. Die GAIN (engl. GPCR Autoproteolysis-INducing)-

Domäne ist in allen humanen Adhäsions-GPCRs vorhanden und beinhaltet das GPS (engl. 

GPCR Proteolytic Site)-Motif [169, 170]. Für einige Adhäsions-GPCRs konnte bereits eine 

Prozessierung des jeweiligen Rezeptors im endoplasmatischen Retikulum, über einen 

intramolekularen Autoproteolyse-Mechanismus im Konsensus-GPS-Motif, in zwei Fragmente 

nachgewiesen werden [170 172]. Es konnte ferner gezeigt werden, dass die Prozessierung für 

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 

möglichen Spaltung der humanen CELSR-Proteine sind daher erforderlich [164]. 

Das Expressionsspektrum von CELSR1-3 im Säuger ist breit. Alle drei Gene weisen eine 

verstärkte Expression im Nervensystem, insbesondere im embryonalen und frühen post-natalen 

Stadium auf [173, 174]. Beispiele für nicht-neuronale Expressionsorte von CELSR1-3 sind die 

Cochlea, die Lunge, die Niere und das Verdauungssystem [164]. Als Kern-Komponenten des 

WNT/PCP-Signalweges (siehe Abschnitt 1.7.2.2) sind CELSR1-3 essentielle Regulatoren 

embryonaler Entwicklungsprozesse wie der Schließung des Neuralrohres [144, 167, 175], der 

Entwicklung des Corti-Organs [144], der Ausbildung von Lymphgefäß-Klappen [176] sowie 

der Pankreas-Entwicklung [177].  

Wie bereits erläutert (siehe Abschnitt 1.7.2.2) ist der WNT/PCP-Signalweg in die 

Karzinogenese involviert und weist dort eine mögliche biphasische Rolle auf. Die derzeitig nur 

wenigen verfügbaren Studien, die CELSR1 im Zusammenhang mit humanen 

Krebserkrankungen beschreiben, erzeugen ein zweigeteiltes Bild hinsichtlich möglicher 

tumorfördernder bzw. suppressiver Eigenschaften des Gens. In leukämischen Erkrankungen 

scheint eine Expression von CELSR1 mit einem aggressiveren Phänotypen assoziiert zu sein 

[178, 179]. So konnte in Krebszellen der chronisch lymphatischen Leukämie (CLL), besonders 

in fortgeschrittenen Krankheitsstadien, eine verstärkte Expression von Komponenten des 

WNT/PCP-Signalweges inklusive CELSR1 festgestellt werden. Die gesteigerte Aktivität des 

PCP-Signalweges war mit erhöhter Migration und transendothelialer Invasion der Krebszellen 

sowie einer insgesamt schlechteren Prognose assoziiert [179]. Im Plattenepithelkarzinom der 

Mundhöhle konnte ebenfalls ein fördernder Einfluss von CELSR1 auf Migration und Invasion, 

aber auch die Proliferation herausgestellt werden [180]. Andererseits suggeriert die 

Beobachtung einer Hypermethylierung des CELSR1-Promotors in der zirrhotischen Leber 

sowie dem hepatozellulären Karzinom gegenüber Normalgeweben mögliche tumorsuppressive 

Effekte des Proteins [181]. Im humanen Mammakarzinom wurde CELSR1 als Teil einer 

putativen prognostischen DNA-Signatur zur Vorhersage eines Übergangs des niedrig-gradigen 

DCIS zum invasiven Karzinom identifiziert: in DCIS-Fällen ohne invasive Komponente konnte 

gegenüber denen mit invasiven Bereichen ein erhöhter Anteil an Fällen beobachtet werden, der 

eine Amplifikation des CELSR1-Lokus aufwies [182]. In zwei weiteren Studien wurde eine 

Assoziation zwischen Östrogenrezeptor- -positiven Mammakarzinomen und einer CELSR1-

Expression herausgestellt [183, 184]. 

Die putative klinische Nutzbarkeit von CELSR1 als prognostischer sowie diagnostischer 

Biomarker für das humane Mammakarzinom wurde bisher nicht hinreichend bzw. nicht 
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untersucht. Auch ist ungeklärt, ob CELSR1 einen Einfluss auf Entstehung und Progression des 

humanen Mammakarzinoms hat und somit (besonders als Plasmamembran-ständiger Rezeptor) 

eine mögliche 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 beschränktes, 

dort hochkonserviertes, sezerniertes Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von rund 26 

kDa (http://www.uniprot.org/) [185, 186]. Es weist eine nur geringe Ähnlichkeit zu anderen 

bekannten Proteinen auf und ist durch ein kurzes, N-terminal gelegenes Kollagen-Motif, das 

vermutlich eine Trimerisierung ermöglicht, charakterisiert [186].  

CTHRC1 wurde funktionell zuerst als ein in Gefäßwänden verletzter Ratten-Arterien transient 

induziertes Protein beschrieben. Dort war die Expression auf Fibroblasten und glatte 

Muskelzellen beschränkt und auch extrazellulär detektierbar [186]. Im embryonalen und post-

natalen Mausgewebe konnte ein Expressionsprofil für CTHRC1 beschrieben werden, das eine 

 (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 

CTHRC1 in Kollagen-reichen Geweben wie der Knochenmatrix, Knorpelgewebe und der Haut 

lokalisiert. Neben einer stromalen Expression war CTHRC1 auch in Epithelien wie der 

Epidermis sowie dem Lungen- und Speiseröhrenepithel nachweisbar [187]. 

In Übereinstimmung mit der Expression an Orten aktiver Kollagen-Ablagerung konnte für 

CTHRC1 eine Funktion in der Remodellierung verletzter Gefäße und der Knochenmatrix 

herausgestellt werden [186, 188, 189]. In remodellierenden Gefäßen wurde CTHRC1 als 

Inhibitor der Kollagen-Ablagerung (I und III) über eine Hemmung des SMAD2/3-Signalling in 

Fibroblasten und glatten Muskelzellen identifiziert. Da eine CTHRC1-Expression gleichzeitig 

über TGFB1 und BMP4 (engl. Bone Morphogenetic Protein 4) stimuliert werden konnte, ist 

CTHRC1 ein möglicher negativer Feedback-Regulator der Kollagen-Deposition in 

Gefäßwänden. Bemerkenswerterweise steigerte die Überexpression von CTHRC1 die 

Migration glatter Muskelzellen und Fibroblasten [186, 188]. Im Einklang mit einer möglichen 

Beeinflussung der Zellmotilität wurde eine Stimulation des Zellbewegungen regulierenden 

WNT/PCP-Signalweges über CTHRC1 belegt (siehe Abschnitt 1.7.2.2) [149, 190]. Es ist 

denkbar, dass sowohl die Modulation des Aktinzytoskelettes über die PCP-Signalkaskade, aber 

auch eine verminderte stromale Kollagen-Ablagerung einen Einfluss auf die Zellmotilität haben 
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können [191]. Eine neuere Studie, die CTHRC1 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 Entzündungsprozessen [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 Brustdrüse gegenüber dem jeweiligen Normalgewebe überexprimiert ist [193]. 

Eine teils gezeigte Assoziation der CTHRC1-Expression mit fortgeschrittenen Tumorstadien 

und schlechter Prognose sowie der in vitro und in vivo-Nachweis einer CTHRC1-vermittelten 

Förderung der Migration/Invasion von Tumorzellen und der damit verbundenen Metastasierung 

in einigen Tumorentitäten, untermauern eine potentielle Involvierung von CTHRC1 in die 

Tumorprogression, häufig via Stimulation des WNT/PCP-Signalweges [190, 194 197].  

Im humanen Mammakarzinom wurde CTHRC1 erstmals als ein in 

Myoepithelien/(Myo)fibroblasten exprimiertes Gen beschrieben [198, 199]. Turashvili und 

Kollegen identifizierten CTHRC1 später als ein in epithelialen Zellen des ILC (invasiv-

lobuläres Karzinom) gegenüber normalen Brustepithelzellen verstärkt exprimiertes Gen [200]. 

In zwei neueren Studien wurde die potentielle prognostische Relevanz einer CTHRC1-

Proteinexpression im Brustkrebs analysiert [201, 202]. Beide Studien beschrieben eine hohe 

CTHRC1-Proteinexpression als prognostischen Faktor eines verkürzten Rezidiv-freien 

Überlebens. In einer der beiden Studien wurde der prognostische Effekt stromal exprimierten 

CTHRC1-Proteins in Abhängigkeit von ebenfalls stromal gebildetem Periostin untersucht 

[201], hingegen in der zweiten der Einfluss von im Tumorepithel exprimierten CTHRC1 auf 

das Überleben (unabhängig von einer Periostin-Expression) analysiert [202]. Zudem wurde nur 

in einer der beiden Studien eine multivariate Analyse durchgeführt, die jedoch keine 

signifikante Unabhängigkeit von CTHRC1 als prognostischer Marker bestätigen konnte [202]. 

Weitere unabhängige Studien sind folglich nötig, um eine mögliche prognostische Nutzbarkeit 

von CTHRC1 für das humane Mammakarzinom zu validieren. Es ist hervorzuheben, dass ein 

potentieller funktioneller Einfluss von CTHRC1, vor allem auf progressions-assoziierte 

Tumorzell-Eigenschaften wie die Migration, im Brustkrebs noch nicht analysiert wurde. 

CTHRC1 ist ein sezerniertes Protein mit wahrscheinlichem Zugang zum Blutkreislauf [185]. 

Eine Untersuchung der Verwendbarkeit von CTHRC1 als möglichen Blut-basierten Biomarker 

für das humane Mammakarzinom lag vor Durchführung 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 Rückenmarks-Isolaten 

von Schweinen identifiziert und zeichnete sich durch die Fähigkeit zur Stimulation der 

Kontraktion glatter Muskelzellen aus [203].  

Die Namensgebung des Mitgliedes Neuromedin U (NMU) ist auf den ursprünglich 

beobachteten kontraktilen Effekt des Peptids auf den Uterus der Ratte zurückzuführen [204]. 

Neuromedin U, insbesondere das amidierte C-terminale Pentapeptid, ist evolutionär stark 

konserviert, was eine essentielle Rolle sowohl für Wirbeltiere als auch Invertebraten 

unterstreicht. Humanes NMU besteht in seiner Prä-Pro-Form aus 174 Aminosäuren. Nach 

vollständiger Prozessierung resultiert das aus 25 Aminosäuren bestehende C-terminal 

lokalisierte, biologisch aktive Peptid NMU-25 [205].  

Neuromedin U wird im Menschen in distinkten Regionen des Gehirns wie der 

Hirnanhangsdrüse und dem Hypothalamus sowie in peripheren Geweben, insbesondere dem 

Gastrointestinaltrakt und dem kardiovaskulären System, aber auch im Fettgewebe, 

Knochenmark und Immunzellen nachgewiesen [205 209].  

Mit Neuromedin U-Rezeptor 1 und 2 (NMUR1 und NMUR2) sind bisher zwei G-Protein-

gekoppelte Rezeptoren identifiziert worden, deren Expressionsprofil mit demjenigen für NMU 

übereinstimmt und die nachweislich durch NMU-Peptide gebunden und stimuliert werden [207, 

210 212]. NMUR1 wird vor allem in peripheren Geweben, NMUR2 hingegen verstärkt im 

Zentralnervensystem exprimiert [212].  

Das breite Expressionsprofil von NMU und seinen beiden bekannten Rezeptoren spiegelt die 

vielfältigen 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-Homöostase des 

Organismus involviert. Die intrazerebroventrikuläre Applikation von NMU in Ratten resultierte 

in einer reduzierten Nahrungsaufnahme und verrringertem Körpergewicht [215], hingegen 

führte die Überexpression von NMU in transgenen Mäusen zu einem dünneren, 

hypophagischen Phänotypen mit verringertem Körperfettanteil [216]. Im Menschen konnte 

eine Korrelation zwischen Mutationen im NMU-Gen, die zu eingeschränkter bzw. 

ausbleibender Aktivität des Peptids führen, und Übergewicht oder Adipositas nachgewiesen 

werden [217]. Erst kürzlich wurde gezeigt, dass NMU die Insulin-Sezernierung der Inselzellen 

des Pankreas hemmt und so auch in der Peripherie des Körpers entscheidend Einfluss auf die 

Energie-Homöostase nehmen kann [218, 219]. Weiterhin konnte nach intravenöser NMU-
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Applikation ein vasokonstriktiver Effekt in Ratten und Hunden beobachtet werden [220, 221], 

wobei die Ergebnisse hauptsächlich 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 

Entzündungsreaktionen, Krebsentstehung und -progression in Verbindung gebracht [205]. 

Mehrere Studien deuten auf entzündungsfördernde Effekte von NMU durch Induktion der 

Sezernierung von Faktoren wie Interleukin-6 und TNF- n 

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 

ursprünglich auf tumorsuppressive Effekte des Proteins hin. So wurde NMU in Tumoren der 

Mundhöhle, im Speiseröhren-Karzinom und der Kopf-Hals-Krebserkrankung als ein in 

Krebszelllinien und primären Tumorzellen, teils über Methylierung, herabreguliertes Gen 

identifiziert. Ferner konnte ein suppressiver Effekt von NMU auf die Koloniebildung humaner 

Plattenepithelkarzinom-Zellen des Ösophagus beobachtet werden [226 228]. Im Gegensatz 

dazu wurde in der Mehrzahl der bisherigen Studien eine Aufregulation des NMU-Gens, 

darunter in Primärzellen der akuten myeloischen Leukämie (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 

überwiegend fördernde 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 bestätigt werden. So zeigten Wu und 

Kollegen im Nacktmaus-Xenograft-Modell eine NMU-vermittelte Steigerung der 

Tumorbildung, Lungenmetastasierung sowie der Tumorkachexie [232]. 

Erst kürzlich, während der Durchführung 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 beschrieben NMU als 

möglichen prädiktiven Biomarker für Resistenzen gegenüber HER2-zielgerichteten Therapien 

(siehe Abschnitt 1.5.1) im in vitro-Modell. Zudem wurde ein möglicher 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 eingeschränkt: eine vergleichende Expressionsanalyse von NMU im Normal- 

und Tumorgewebe der Brust und damit eine grundlegende Überprüfung einer putativen 
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Relevanz von NMU für die maligne Erkrankung der Brustdrüse im Menschen, erfolgte nicht. 

Zudem wurde kein spezifischer Endpunkt für die genutzten in silico-Überlebensdaten definiert, 

sondern Daten für das Rezidiv-freie, das Fernmetastasen-freie und das Gesamtüberleben 

kombiniert, was eine verlässliche Interpretation der prognostischen Daten erschwert. Zwar 

wurde mit HSP27 ein erster möglicher Interaktionspartner von Neuromedin U im 

Mammakarzinom identifiziert [235], eine umfassende genomweite Analyse zur Identifizierung 

NMU-modulierter zellulärer Prozesse und Schlüsselmoleküle 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 mögliche 

Nutzbarkeit von NMU als Serum-basierten Biomarker für das humane Pankreaskarzinom 

[233]. Eine entsprechende mögliche Verwendbarkeit von NMU als Serumbiomarker für das 

humane Mammakarzinom wurde bisher nicht analysiert. 

 

1.8 Zielsetzung der Arbeit  

Die Prognose der Brustkrebs-Erkrankung ist entscheidend abhängig von Zeitpunkt der 

Diagnosestellung, mit einer hohen Überlebenswahrscheinlichkeit bei Detektion und Therapie 

der Erkrankung in einem frühen, noch lokal begrenzten Stadium. Die anerkannten Limitationen 

des derzeitigen Goldstandards  der Brustkrebs-Früherkennung, der Screening-

Mammographie, unterstreichen den Bedarf an neuen komplementären Strategien. Ein 

vielversprechender, minimal-invasiver Ansatz ist die Detektion von in Körperflüssigkeiten wie 

Blutserum befindlichen Proteinbiomarkern, die das Vorliegen einer Brustkrebserkrankung 

anzeigen können. Großes Potential für einen routinemäßigen Einsatz haben mikrofluide Chip-

Technologien, die sich durch eine schnelle und einfache Durchführbarkeit sowie geringe 

Produktionskosten auszeichnen. Das EU-geförderte, euregionale, interdisziplinäre 

MicroBioMed-Projekt hat sich die Entwicklung eines mikrofluiden, Blutserum-basierten Chip-

Systems, vorrangig für die Brustkrebs-Früherkennung, zum Ziel gesetzt. Monoklonale 

Antikörper gegen validierte Serum-Proteinbiomarker sollten von Kooperationspartnern 

schließlich in den entwickelten Biochip integriert werden.  

Als biomedizinischer Partner innerhalb des MicroBioMed-Projektes war die Identifizierung 

und Validierung neuer potentieller Serum-Proteinbiomarker für die Brustkrebs-Früherkennung 

mit adäquater klinischer Spezifität und Sensitivität ein Ziel der vorliegenden Arbeit. Aus einem 

über drei verschiedene Ansätze (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 schließlich an einem Kollektiv 

humaner Seren validiert werden.  

In der ersten Stufe galt es die Tumor-spezifische Aufregulation in humanen Brustkrebs-

Zelllinien sowie an unabhängigen Gewebekollektiven (Brusttumor- und Normalgewebe) auf 

mRNA- und Proteinebene zu bestätigen. Im Falle fehlender Informationen in öffentlichen 

Datenbanken hinsichtlich einer Sezernierung, sollten in vitro-Sezernierungsanalysen für 

ausgewählte Kandidaten durchgeführt werden. Ferner galt es über Korrelationsanalysen 

diejenigen Biomarker-Kandidaten zu ermitteln, deren Expression mit Indikatoren eines frühen 

Tumorstadiums assoziiert ist und somit eine besondere potentielle Eignung für die 

Früherkennung aufweisen. Um möglichst hohe Werte für die klinische Spezifität und 

Sensitivität zu erzielen wurde eine Kombination von Biomarkern zu einem Panel angestrebt, 

das in der Lage ist möglichst alle molekularen Subtypen der heterogenen Brustkrebserkrankung 

zu detektieren. Aus diesem Grund sollte das Subtyp-spezifische Expressionsmuster der 

Kandidaten in unabhängigen 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 

(überwiegend 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 Spezifität bei adäquater klinischer Sensitivität. Abschließend 

sollte die cDNA möglicher geeigneter Kandidaten in mit Hexa-Histidin-Tag versehene 

Vektoren kloniert werden. Kooperationspartner innerhalb des MicroBioMed-Projektes sollten 

schließlich, unter Verwendung der klonierten Vektoren, monoklonale Antikörper generieren, 

die mittelfristig in den angestrebten mikrofluiden Biochip integriert werden können. 

 

Neben der Früherkennung von Krebserkrankungen verfolgt die molekulare Onkologie die 

Aufschlüsselung molekularer Ursachen der Krebsentstehung und progression mit dem Ziel 

der Identifizierung zentraler Schlüsselmoleküle und relevanter Signalwege der Karzinogenese, 

die neue therapeutische Zielstrukturen darstellen können. Prognostische und prädiktive 

Biomarker unterstützen den Kliniker bei der Findung einer adäquaten individuellen Therapie 

mit einem größtmöglichen Benefit für den Patienten. 

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

assoziierten Gene AGR3, CELSR1, CTHRC1 und NMU hinsichtlich ihrer möglichen klinischen 
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Nutzbarkeit als prognostische Marker für das humane Mammakarzinom mithilfe von Kaplan-

Meier-Überlebensanalysen zu untersuchen.  

Die zudem vor Beginn dieser Arbeit noch unbekannte putative funktionelle Involvierung der 

genannten Kandidaten AGR3, CELSR1, CTHRC1 und NMU in die Karzinogenese des 

humanen Mammakarzinoms, sollte über 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, während der Krebsentstehung und im 

Laufe der malignen Progression veränderte zelluläre Prozesse wie Proliferation, Apoptose, 

Migration und Adhäsion zu analysieren. 

Für ein auf Grundlage der gewonnen in-vitro-Daten als potentiell relevant für die 

Karzinogenese des humanen Mammakarzinoms eingestuften Kandidaten sollte die molekulare 

Wirkungsweise unter Nutzung der Microarray-Technologie im Detail untersucht werden. 

Vorrangiges Ziel war es mögliche zentrale, modulierte biologische Prozesse (Signalwege) 

sowie Schlüsselmoleküle zu identifzieren, die zur Ausprägung der beobachteten Krebs-

relevanten phänotypischen Effekte beitragen können.
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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 Uniklinik RWTH Aachen, aufgebaut. Das 

Gewebematerial wurde für Expressionsstudien der Biomarker-Kandidaten innerhalb des 

MicroBioMed-Projektes genutzt. Die Entnahme der Gewebeproben erfolgte nach 

Diagnosestellung eines primären Mammakarzinoms in den Jahren 2010 und 2011. Alle 

Patientinnen hatten eine Einverständniserklärung zur Kryokonservierung und Verwendung 

ihres Gewebes für Forschungszwecke unterzeichnet. Für 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 flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bis zu ihrer Verwendung bei -80°C gelagert. Zur Bestimmung des Anteils 

an Normal- und Tumorepithel wurden Hämatoxylin-Eosin-gefärbte Schnitte (10 

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 Fälle erfolgte unselektiert und konsekutiv nach 

Verfügbarkeit der Gewebe. Eingeschlossen in das Kollektiv wurden Patientinnen mit einem 

unilateralen, primären 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-veränderten Brustgeweben wurde durch immunhistochemische Färbung eines 
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zuvor beschriebenen Tissue Microarray der Universitätsklinik Regensburg bestehend aus 289 

primären Brusttumoren und korrespondierenden Brust-Normalgeweben analysiert [236]. Für 

272 Brustkrebs-Patientinnen lagen Daten über deren Krankheitsverlauf (Clinical Follow-Up) 

vor, im Median über einen Zeitraum von 79 Monaten (Zeitspanne 0-149 Monate), so dass 

zusätzlich die potentielle prognostische Relevanz dieses Kandidaten untersucht werden konnte. 

Die klinisch-pathologischen Parameter der auswertbaren Brustkrebs-Fälle für die AGR3-

Färbung (190 auswertbare Fälle, davon 188 mit Follow-Up-Daten) sind in Tabelle 6-2 

(Anhang) zusammengefasst. Für die Kandidaten ASPN, CTHRC1 und NMU wurden zwecks 

Überprüfung ihrer Expression und Lokalisation im Mammakarzinom im Vergleich zu Brust-

Normalgeweben, FFPE-Einzelschnitte gefärbt. 

 

2.1.3 Kryokonserviertes humanes Serum 

Für die Validierung der im Rahmen des MicroBioMed-Projektes identifizierten potentiellen 

Brustkrebs-Biomarker wurde ein Serumkollektiv bestehend aus insgesamt 96 humanen, 

präoperativen Serumproben erstellt. Die Serumproben von Brustkrebs-Patientinnen (n=48) 

wurden über die Stiftung PATH (http://stiftungpath.org/) bezogen, die Kontrollseren gesunder 

Frauen (n=48) konnten aus dem Universitätsklinikum Erlangen erhalten werden. Alle 

Patientinnen hatten eine Einverständniserklärung zur Konservierung und Verwendung ihres 

Serums für Forschungszwecke unterzeichnet. Für Untersuchungen des Serum-Materials lag ein 

positives Votum seitens der Ethikkommissionen der beteiligten Zentren vor (EK-255/06, 

Medizinische Fakultät Universität Bonn; EK-3937 und EK-4514, Medizinische Fakultät 

Universität 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-Röhrchen entnommen, das Serum präpariert und sofort bei -80 ºC 

eingefroren. Die klinisch-pathologischen Parameter des Serumkollektivs sind Tabelle 6-3 

(Anhang) zusammengefasst. 

 

2.1.4 In silico-Mammakarzinom-Studie 

Zur Validierung eigenständig generierter Expressionsdaten für analysierte Kandidatengene, 

deren Korrelationen mit klinisch-pathologischen Parametern sowie zur Durchführung 

univariater Überlebensanalysen wurde ein in silico-Kollektiv einer unabhängigen Studie 

bestehend aus insgesamt 997 Brustkrebs-Fällen, von denen für 516 Fälle eine PAM50-

Klassifizierung in die molekularen Brustkrebs-Subtypen vorlag, herangezogen [237]. Die 
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Expressions-Daten (Illumina HiSeq) für das jeweilige Gen wurden über das cBio Cancer 

Genomics Portal (http://cbioportal.org) [238] bezogen. Die korrespondierenden klinischen 

Parameter und Überlebensdaten der analysierten Brustkrebs-Fälle konnten über das TCGA 

(The Cancer Genome Atlas)- Datenportal (https://tcga-

data.nci.nih.gov/tcga/tcgaDownload.jsp) erhalten werden. Die spezifischen Kennungen (IDs) 

der analysierten Brustkrebsfälle wurden kürzlich publiziert [79]. Die klinisch-pathologischen-

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

 

2.2 Bakterienstämme 

Die Nutzung der Bakterienstämme Escherichia coli -

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 Abständen auf die 

Abwesenheit von Mycoplasmen hin untersucht. Die genutzten Zelllinien sind in Tabelle 2-1 

aufgeführt. 

 

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

Zelllinie Ursprungsgewebe 
MCF10A benigne Veränderung der Brust  
MCF12A spontane Immortalisation 
MCF7 invasiv duktales Karzinom, pleurale Effusion 
BT20 invasiv duktales Karzinom, Primärtumor 
BT474 invasiv duktales Karzinom, Primärtumor 
BT549 papilläres invasiv duktales Karzinom, Primärtumor 
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 
UACC812 invasiv duktales Karzinom, Primärtumor 
HCC1937 duktales Karzinom, Primärtumor 
Hs578T invasiv duktales Karzinom, pleurale Effusion 
SKBR3 Adenokarzinom, pleurale Effusion 
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2.4 Geräte, Software, Chemikalien und Lösungsmittel 

 

2.4.1 Geräte 

 

Tabelle 2-2: Verwendete Geräte 

Gerät Hersteller 
Axiovert 200 Mikroskop Zeiss, Jena 
ABI PRISM 7000 Sequence Detection System Applied Biosystems, Weiterstadt 
Brutschrank (20% O2, 5% CO2, 37 °C) Biorad, München 
CASY® Cell Counter und Analyzer OLS OMNI Life Science, Bremen 
Digital pH-Meter Schärfe System, Reutlingen 
Eppendorf Research Pipetten Eppendorf, Wesseling 
Eppendorfzentrifuge 5415C (Rotor: UE001) Eppendorf, Wesseling 
Gel-Dokumentationseinheit MWG Biotech AG, Ebersberg 
Gene Pulser II Electroporation System Biorad, München 
Kryotom HM560 Microm Laborgeräte, Walldorf 
Laborwaage Laborgeräte, Walldorf 
LightCycler IQ5 Biorad, München 
Megafuge 1.0 (Rotor: BS4402/A) Sartorius, Göttingen 
NanoDrop ND1000 Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 
NICOOL LM10 Air Liquide GmbH, Düsseldorf 
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25 Zeiss, Jena 
Reinraumwerkbank Hera Safe Hera Safe Heraeus/Kendro, Düsseldorf 
Schüttler MTS4 IKA-Werke, Staufen 
Stromversorgungsgerät Gibco / BRL, Eggenstein 
Thermoblock DRI-BlockDB-2A Techne, Burkhardtsdorf 
Thermomixer compact Eppendorf, Wesseling 
Thermocycler PTC-200 MJ Research, Waltham 
Tischzentrifuge 4515D Eppendorf, Wesseling 
UV-Leuchttisch TFX Vilber Lourmat, Frankreich 
Vortex MS2 Minishaker IKA-Werke, Staufen 
Wasserbad GFL, Burgwedel 
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2.4.2 Software und Datenbanken 

 

Tabelle 2-3: Software und Datenbanken 

Software/Datenbank Webadresse/Hersteller 
cBioPortal Datenbank http://www.cbioportal.org/public-portal/ 
CoralDRAW Bildbearbeitung Corel Corporation, USA 
ENSEMBL Datenbank http://www.ensembl.org 
Expasy Online Portal http://www.expasy.org 
Genomatix Datenbank http://www.genomatix.de 
GeneCards Datenbank http://www.genecards.org 
GOBO-Datenbank http://co.bmc.lu.se/gobo/ 
GraphPad Prism 5.0 Gold Statistik Software GraphPad Prism, La Jolla, CA, USA 
ImageJ National Institute of Health, USA 
Kaplan-Meier-Plotter Datenbank http://kmplot.com/analysis/ 
Primer3 Online Portal http://primer3.ut.ee/ 
PUBmed Datenbank http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
PFAM Online Portal http://pfam.sanger.ac.uk 
SPSS Statistik Software (17.0) SPSS, Chicago, IL, USA 
The Human Protein Atlas Datenbank http://www.proteinatlas.org/ 
UCSC Genome Cancer Browser Datenbank https://genome-cancer.ucsc.edu/ 
UniProt http://www.uniprot.org/ 

 

2.4.3 Chemikalien 

Sofern nicht anders aufgeführt wurden alle Chemikalien in p.A. Qualität 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 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Fötales Kälberserum (FKS) Seromed Biochrom, Deisenhofen 
FuGENE HD Transfektions-Reagenz Roche Diagnostics, Mannheim 
Geniticin (G418) Life Technologies, Darmstadt 
Glycin Roth, Karlsruhe 
HiPerFect Transfektions-Reagenz Qiagen, Hilden 
Kaliumchlorid Merck, Darmstadt 
Kristallviolett Merck, Darmstadt 
L-Glutamin PAA, Cölbe 
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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 
Salzsäure 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 
Zitronensäure Fluka, Neu-Ulm 

 

2.4.4 Lösungsmittel 

 

Tabelle 2-5: Lösungsmittel 

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

 

2.5 Puffer und Lösungen 

 

Im Folgenden nicht aufgeführte Puffer und Lösungen sind im jeweiligen Abschnitt des 

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

Puffer/Lösung Zusammensetzung 
Allgemeine Puffer und Lösungen 
10×PBS-Puffer (pH 7,5) 160 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 1,5 M NaCl 
10×TBS-Puffer (pH 7,6) 500 mM Tris-HCl, 1,5 M NaCl 
DEPC-H2O 0,1% (w/v) DEPC in H2O, ü. N. gerührt, autoklaviert 
Eosin-Lösung 1 g Eosin in 100 ml H2O 
Lysepuffer (pH 7,2) 0,64 M NH4Cl, 0,04 M KHCO3, 0,01 M EDTA, mit ddH2O auf 2 l 

auffüllen 
Mayers-Hämalaun-
Lösung 

1 g Hämatoxylin, 200 mg Na-Iodat, 50 g Aluminiumkaliumsulfat, 50 g 
Chloralhydrat, 1 g Zitronensäure, in 1 l H2O 

Methylenblau-Lösung 0,1% (w/v) Methylenblau in 100% Ethanol 
Tris-Puffer (pH 7,6) 10 mM Tris-HCl, mit ddH2O auf 100 ml auffüllen 
Puffer und Lösungen für die Agarose-Gelelektrophorese 
10×TBE-Puffer 890 mM Tris, 20 mM EDTA, 890 mM Borsäure (pH 8,3) 
5×Ladepuffer 2,5 mM Tris-HCl (pH 8,0), 50 mM EDTA (pH 8,0), 90% Glycerin, 

0,01% Bromphenolblau, 0,01% Xylencyanol 
Agarose-Lösung 2% (w/v) Agarose in 1×TBE-Puffer 
Ethidiumbromid-Lösung mid-Stammlösung (10 mg/ml) in 1×TBE-Puffer (350 

 
Puffer und Lösungen für die Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Westernblot 
Blocking-Lösung 5% (w/v) Milchpulver in 1×TBS, 0,1% Tween 20 
Lyse-/Probenpu er 1 ml 4×NuPage-SDS Pu er Invitrogen, 200 µl 1 M DTT, ad. 2,8 ml 

ddH2O 
RIPA-Lysepuffer 50 mM Tris-HCl (pH 7,2), 250 mM NaCl, 2% (v/v) NP-40, 0,1% (w/v) 

SDS, 0,5% (w/v) Natriumdeoxycholat, 2,5 mM EDTA 
1×SDS-Page Laufpuffer 50 ml NuPage 20×Laufpuffer Invitrogen (MOPS/MES), ad. 1 l ddH2O  
Transfer-Puffer 25 mM Tris-Base, 192 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol ad. 1 l ddH2O 
TBS-Tween 20 1×TBS, 0,1% Tween 20 
Puffer und Lösungen für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
dNTP-Mix dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 2.5 mM 
MgCl2 25 mM Stocklösung Promega, Mannheim 
10×PCR-Puffer 500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl (pH 8,3) 
10×MSP-Puffer 500 mM KCl, 100 mM Tris-HCl (pH 8.3), 2 mM MgCl2 
Puffer und Lösungen für die Zellkultur 
10× PBS-Puffer (pH 7,5) 160 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 1,5 M NaCl 
Kristallviolett-Lösung 0,25% (w/v) Kristallviolett in 10% Formaldehyd/80% Methanol/10% 

H2O 
Trypsin-EDTA-Lösung 0,05% Trypsin, 0,02% EDTA in 1×PBS 
Puffer und Lösungen für die Immunhistochemie 
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 für die Zellkultur 

Alle Zellkulturmedien wurden von der Firma PAA Laboratories (Cölbe) bezogen und mit den 

aufgeführten Zusätzen supplementiert. 
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Tabelle 2-7: Zusammensetzung der verwendeten Zellkulturmedien 

Zelllinie Medium und Zusätze 
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 µg/ml Insulin  
MCF7 RPMI 1640, 10% FKS, 2 mM L-Glutamin; 50 Einheiten/l Penicillin; 50 mg/l 

Streptomycin, 10 µg/ml Insulin, nicht-essentielle Aminosäuren, 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 für die Anzucht von Escherichia coli 

 

Tabelle 2-8: Zusammensetzung der Medien für die Bakterienkultivierung 

Mediuma Zusammensetzung 
LB-Medium  10 g NaCl, 10 g Bacto-Trypton, 5 g Hefeextrakt; ad 1000 ml H2O 

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

ad 1000 ml H2O (pH 7,4) 
SOC-Medium 10 g Hefeextrakt, 20 g Bacto-Trypton, 10 mM NaCl, 2,5 mM 

KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM Glukose; ad 1000 ml 
H2O (pH 7,0) 

a alle Medien wurden bei 121  und 2 bar für 20 Minuten autoklaviert; zur Selektion nach 
Transformation wurden die Medien mit 100 µg/ml Ampicillin versetzt 

 

2.8 Antikörper und Blocking-Peptide 

 

Tabelle 2-9: Verwendete Primärantikörper und Blocking-Peptide 

Bezeichnung Klonalität Wirtsspezies Epitop Hersteller 
AGR2 (HPA007912) polyklonal Kaninchen intern Atlas Antibodies 
AGR3 (ab82400) monoklonal Maus intern Abcam 
ASPN (HPA008435) polyklonal Kaninchen intern Atlas Antibodies 

-Aktin (A5441) monoklonal Maus N-terminal Sigma-Aldrich 
-Tubulin (ab6046) polyklonal Kaninchen N-terminal Abcam 

CELSR1 (E-19, sc-
46839) 

polyklonal Ziege N-terminal, 
extrazellulär 

Santa Cruz 

CELSR1 (E-19) Peptid - - - Santa Cruz 
CELSR1 (ABT119) polyklonal Kaninchen N-terminal, 

extrazellulär 
Merck Millipore 

CTHRC1 (ab85739) polyklonal Kaninchen C-terminal Abcam 
CD44 (156-3C11) monoklonal Maus Region Pro210 Cell Signaling 
MYC (D84C12) monoklonal Kaninchen N-terminal Cell Signaling 
DKK1 (#4687) polyklonal Kaninchen Region Gln75 Cell Signaling 
LRP6 (C47E12) monoklonal Kaninchen extrazellulär 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 
RAC1 (Kit #8815) monoklonal Maus k.A. Cell Signaling 

k.A.: keine Angabe 

 

Tabelle 2-10: Verwendete Sekundärantikörper 

Bezeichnung Klonalität 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 Cell Signaling, Danvers, MA, USA 
Apo-ONE® Homogeneous Caspase-3/7 Assay Promega, Mannheim 
BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific, Fremont, CA, USA 

-  Cell Biolabs, San Diego, CA, USA 
UltraVision Quanto Detection System HRP DAB Thermo Scientific, Fremont, CA, USA 
ELISA Kit for Anterior Gradient Protein 2 (AGR2) USCN Life Science Inc., Wuhan, China 
ELISA Kit for Anterior Gradient Protein 3 (AGR3)  Cusabio Biotech, Wuhan, China 
ELISA Kit for Asporin (ASPN) Cusabio Biotech, Wuhan, China 
ELISA Kit for Collagen Triple Helix Repeat Containing 
Protein 1 (CTHRC1) 

USCN Life Science Inc., Wuhan, China 

GoTaq® Flexi DNA Polymerase Promega, Mannheim 
IQ SYBR Green Supermix Bio-Rad, München 
Mycoplasmen-Detektions PCR KitTM Minevra Biolabs, Berlin 
NucleoBond® Xtra Maxi Kit Machery-Nagel, Düren 
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden 
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden 
QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden 
Reverse Transcription System  Promega, Mannheim 
RNAi Human/Mouse Starter Kit Qiagen, Hilden 
UltraVision Quanto Detection System HRP Polymer Thermo Scientific, Fremont, CA, USA 
Vivapure anti-HSA/IgG-Kit  Sartorius, Göttingen 
XTT Cell Proliferation KitTM II Roche Diagnostics, Mannheim 
Big Dye Terminater v1.1 Cycle Kit Applied Biosystems, CA, USA 
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2.10 Enzyme für die Plasmid-Klonierung  

 

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

Enzym  Hersteller 
Alkalische Phosphatase (CIP) New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA 
NheI-HF New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA 
NotI-HF New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA 
Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase New England Biolabs Inc., Ipswich, MA, USA 
T4 DNA-Ligase 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 für die Real-Time PCR 

HUGO Name  TA [°C] Produkt [bp] 
AGR2 F 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 
CELSR1 F CGCTCATGGAGGTGTCTGT 

60 140 
CELSR1 R CAGGAACTTCTCCTGGGACAT 
CLDN1 F CTATGACCCTATGACCCCAGT 

60 158 
CLDN1 R TTGGATAGGGCCTTGGTGTT 
CTHRC1 F CCAACTACAAGCAGTGTTCATGGA 

60 175 
CTHRC1 R TTGAATGTGAAATACCAACGCTGAC 
DDIT3 F AGCAGATGTGCTTTTCCAGA 

60 185 
DDIT3 R TTGATTCTTCCTCTTCATTTCCA 
DKK1 F CCCCGGGAATTACTGCAAAA 

60 142 
DKK1 R AGACAAGGTGGTTCTTCTGGA 
GAPDH F GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA 

60 289 
GAPDH R TGGACTCCACGACGTACTCA 
GHSR1a F ACCAGAACCACAAGCAAACC 

60 141 
GHSR1a R GGCTGATCTGAGCAATCTCC 
GHSR1b F CTTGGGACACCAACGAGTG 

60 263 
GHSR1b R AGGACCCGCGAGAGAAAGC 
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GREM1 F  ACAGTATGAGCCGCACAGC 
60 150 

GREM1 R TGAGTCTGCTCTGAGTCATTGTG 
LRP5 F AAGCTGTGAATGTGGCCAAG 

60 152 
LRP5 R CACGATGCAGGTCTTCATGT 
LRP6 F GCATGTGATTGGCTTGGAGA 

60 176 
LRP6 R TCTCCCCAGTCTGTCCAGTA 
MMP1 F CACATCTGACCTACAGGATTGAA 

60 143 
MMP1 R TGATGTCTGCTTGACCCTCA 
MYC F ATTCTCTGCTCTCCTCGACG 

60 155 
MYC R AGCCTGCCTCTTTTCCACA 
NKD2 F GATGACGGAGAGAGGGCAG 

60 150 
NKD2 R CCCGCAGTTGTCAAAGTCAT 
NMU F GGATTACAGCCTGAACAACAGC 

60 143 
NMU R GGCTTTGGTAGCATTCCCATA 
NMUR1 F CAGCCAGGTCCAGATACACC 

60 164 
NMUR1 R CAGGCCATCTGTCCACTGT 
NMUR2 F CATCATCCAGGTCACCTCCT 

60 120 
NMUR2 R TTCCCTTCATCTGCCTCAAG 
NTSR1 F ACCGTCAAGGTCGTCATACA 

60 170 
NTSR1 R ATGCTGAATGTGCTGTGCTC 
PLG F CTAAGAAGCAGCTGGGAGCA 

60 141 
PLG R TGGAGGACTTCCTGTTTTCAG 
S100P F ACGCAGACCCTGACCAAG 

60 151 
S100P R TGAACTCACTGAAGTCCACCTG 
WNT11 F CGTGTGCTATGGCATCAAGT 

60 144 
WNT11 R GTGTGCATGAGCTCCAGGT 

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

 

Tabelle 2-15: Oligonukleotide für die Plasmid-Klonierung 

Name  Tm 

[°C] 
Produkt 

[bp] 
AGR2 F-
NheI 

CAGGCTAGCATGGAGAAAATTCCAGTGTCAGC 66 

545 
AGR2 R-
NotI 

CAGGCGGCCGCCAATTCAGTCTTCAGCAACTTGAGAGC 78 

AGR3 F-
NheI 

CAGGCTAGCATGATGCTACACTCAGCTTTGGG 68 

521 
AGR3 R-
NotI 

CAGGCGGCCGCTAGCTCTGACTGAATAAGTCTTAATGC 74 

F: Forward; R: Reverse; Tm: Schmelz-Temperatur; bp: Basen-Paare 

 

Tabelle 2-16: Oligonukleotide für die Sanger-Sequenzierung 

Name  
pT-Rex-DEST30-CMV-Seq F CCTGGAGACGCCATCCACGC 
AGR2 F1-Seq TCCAGTGTCAGCATTCTTGC 
AGR2 F2-Seq ATGAGTGCCCACACAGTCAA 
AGR2 F3-Seq GCCAGTATGTCCCCAGGATT 
AGR3 F1-Seq ACTCAGCTTTGGGTCTCTGC 
AGR3 F2-Seq CATCACCTGGAGGATTGTCA 
AGR3 F3-Seq TGGGCAATATGTGCCTAGAA 
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Die Volllägen-cDNA von AGR2 bzw. AGR3 ohne Terminations-Codon wurde über eine NheI-

und NotI-Schnittstelle in den Vektor kloniert, so dass deren Expression unter die Kontrolle 

eines CMV- -Leader-

Sequenz wurde so, zwecks Nutzung des nativen ER (Endoplasmatisches Retikulum)-

Signalpeptids für die Sezernierung des Proteins, entfernt. Das jeweilige zum C-Terminus 

korrespondierende Ende der cDNA (ohne Stopp-Codon) grenzte so direkt an einen für die 

Proteinaufreinigung zu nutzenden Hexa-Histidin-Tag. 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 gewährleistet. 

 

2.13.2 shRNA-Plasmide 

Für funktionelle Knockdown-Studien des Gens AGR3 wurden kommerziell erhältliche shRNA 

short hairpin RNA)-Plasmide der Firma Qiagen (Hilden) genutzt (Katalognummer: 

KH10832N). Parentaler Vektor ist der pGeneClipTM Neomycin-Vektor der Firma Promega 

(Mannheim). Die inserierte shRNA-Sequenz befindet sich unter Kontrolle eines U1-Promotors. 

Die Selektion prokaryotischer bzw. eukaryotischer Zellen wird durch ein Ampicillin- bzw. 

Neomycin-Resistenz-Gen gewährleistet (Abbildung 2-3). Die genutzten shRNA-Sequenzen 

sind in Tabelle 2-18 aufgeführt.  

 

 

Abbildung 2-3: Schematische Darstellung des pGeneClipTM Neomycin-Vektors. Die jeweilige 
shRNA-Sequenz für den RNA-Interferenz-vermittelten Knockdown befindet sich unter Kontrolle des 
U1-Promotors (verändert nach Instruction Manual GeneClipTM U1 Hairpin Cloning Systems, Promega). 
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Tabelle 2-18: shRNA-Sequenzen 

Name  
shRNA-Plasmid AGR3 Nr.1 TCATGTTTGTAGACCCTTCTT 
shRNA-Plasmid Negativkontrolle GGAATCTCATTCGATGCATAC 

 

2.14 siRNA 

Für transiente funktionelle Knockdown-Experimente wurden kommerziell erhältliche si (small 

interfering) RNAs der Firma Qiagen (Hilden) bezogen. Die Sequenzen genutzter siRNAs gegen 

mRNA der Gene CELSR1 und CTHRC1 sind in Tabelle 2-19 aufgeführt. 

 

Tabelle 2-19: Sequenzen verwendeter CELSR1- und CTHRC1-siRNA 

Name   Katalognummer 
CELSR1_1  TGGCGTTTCCTAAGTACGAAA S100104055 
CELSR1_3 CGGGATCCTGGATGTGATCAA S100104069 
   
CTHRC1_4 CCAGGTCGGGATGGATTCAAA S100356594 
CTHRC1_5 ATGCGTTCAAATAGTGCTCTA S104295074 

 

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) gemäß Herstellerangaben. 

Für die Lyse von Mamma-Tumorgewebe wurden 10 Schnitte (10 µm) angefertigt, diese in 

einem Reaktionsgefäß zusammengeführt und anschließend mit 25 µl Proteinase K sowie 180 

µl ATL-Puffer versetzt, um diese ü.N. bei 56 °C und 800 rpm auf einem Thermomixer zu 

inkubieren. Zur Komplettierung der Lyse sowie zwecks Entfernung von kopräzipitierter RNA 

wurden 20 U RNAse A in 180 µl AL-Puffer dem Ansatz hinzugefügt. Dem 2-minütigen 

RNAse-Verdau bei Raumtemperatur folgte ein Inkubationsschritt bei 70 °C für 10 Minuten 

zwecks Inhibierung der RNAse-Aktivität. Nach Zugabe von 200 µl 100 % EtOH zur 

Präzipitation der DNA wurde der Ansatz auf eine QIAmp-Säule geladen und diese bei 6000 g 

zentrifugiert. Die an die Säulen-Matrix gebundene DNA wurde mit -Puffer und 

-Puffer gewaschen und schließlich mit 50 µl auf 70 °C erhitzten 

TRIS-Puffer eluiert. Für die Extraktion genomischer DNA aus humanen Zelllinien wurden 
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5×106 Zellen trypsiniert, diese pelletiert und in 200 µl PBS resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte 

durch Zugabe von - -Puffer und 

anschließender Inkubation bei 56 °C für 10 Minuten. Kopräzipitierte RNA wurde durch einen 

5-minütigen RNAse A-Verdau (20 U) bei RT degradiert. Die anschließende DNA-Isolation 

erfolgte unter identischen Bedingungen wie oben für 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 durchgeführt. Dazu wurden 10 Schnitte (20 µm) Frischgewebe sowie 

2×106 Zellen mit jeweils 1 ml TRIzol®-Reagenz versetzt und nach kurzem Vortexen für 5 

Minuten bei RT lysiert. Anschließend wurden dem Ansatz 200 µl Chloroform zugefügt, dieser 

mehrmals invertiert und erneut für 3 Minuten bei RT inkubiert. Durch Zentrifugation (alle 

Zentrifugationsschritte bei 4 °C und 8000 g) für 15 Minuten erfolgte im Anschluss die Trennung 

der roten, organischen Phase von der klaren, wässrigen Phase. Die die RNA enthaltende obere, 

wässrige Phase wurde vorsichtig in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt und diese durch 

Zugabe von 500 µl Isopropanol (Inkubation 10 Minuten bei RT) und einen anschließenden 

Zentrifugationsschritt sedimentiert. Nach einem Waschschritt mit 1 ml 75 % EtOH und 

anschließendem Abdampfen des Pellets erfolgte schließlich die Resuspension, je nach RNA-

Menge, in 22-30 µl DEPC-H2O. Die Lagerung der RNA erfolgte bei -80 °C. 

 

2.15.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäure-Lösungen 

Die Konzentrations-und Reinheitsbestimmung von DNA- und RNA-Lösungen wurde mithilfe 

des Spektralphotometers NanoDrop® ND100 (Thermo Scientific, Waltham, MA) unter 

Verwendung von 2 µl der zu vermessenden Lösung durchgeführt. Die photometrische 

Konzentrationsbestimmung basiert dabei auf dem Lambert-

spezifische maximale Extinktion von Nukleinsäuren  Der zuverlässige 

Messbereich für dsDNA- bzw. RNA-Lösungen liegt zwischen 2-3700  bzw. 2-3000 

. Der Reinheitsgrad der Nukleinsäure-Lösung (vor allem Kontamination durch Proteine) 

wird durch zusätzliche Messung der Absorption bei 280 nm, dem Absorptionsmaximum 
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aromatischer Aminosäurereste, ermittelt. Für eine reine DNA-Lösung ergibt sich ein Quotient 

 -Lösung. 

 

2.15.4 Reverse Transkription (cDNA-Synthese) 

Die enzymatische Synthese von Einzelstrang-cDNA wurde mittels des Reverse Transcription 

System (Promega, Mannheim) den Herstellerangaben folgend durchgeführt. Für die Synthese 

wurde 1 µg Gesamt-RNA in ein Gesamtvolumen von 8,9 µl RNase-freies H2O aufgenommen 

und der Ansatz zwecks Denaturierung von Sekundärstrukturen der RNA für 10 Minuten bei 70 

°C inkubiert. Anschließend wurden 11,1 µl eines alle Komponenten für die Synthese 

enthaltenden Mastermix (Tabelle 2-20) zum Ansatz pipettiert und dieser für 10 Minuten bei RT 

gelagert, gefolgt von einem 15-minütigen Inkubationsschritt bei 42 °C, innerhalb dessen die 

cDNA-Synthese vermittelt durch das Enzym AMV-Reverse-Transkriptase erfolgte. Schließlich 

wurde das Enzym durch 5-minütige Inkubation bei 95 °C inaktiviert. Die Lagerung der cDNA 

(Endkonzentration: 10 ng/µl) erfolgte bei -20 °C. 

 

Tabelle 2-20: Zusammensetzung Mastermix cDNA-Synthese für 1×Ansatz 

Komponente Mastermix (1×) Volumen [µl] 
MgCl2  [25 mM] 4 

Reverse Transkriptase Puffer [10×] 2 
dNTP-Mix [je 1 mM] 2 

RNase-Inhibitor [40 U/µl] 0,5 
AMV-Reverse-Transkriptase [25 U/µl] 0,6 

Oligo-dT-Nukleotide [0,5 µg/µl] 1 
Hexamer-Oligonukleotide [0,5 µg/µl] 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 gewählter Nukleinsäure-

Sequenzen ermöglicht [240]. Die Technik basiert auf Nutzung einer hitzestabilen DNA-

Polymerase (hier Taq-Polymerase aus Thermus aquaticus), welche die Synthese eines neuen 

DNA-Einzelstrangs anhand einer bereits bestehenden, Sequenz-komplementären DNA-

Matrize katalysiert. Voraussetzung für die Aktivität des Enzyms ist die Präsenz eines 

Abschnitts doppelsträngiger DNA. Das Enzym katalysiert die Ausbildung einer 

Phosphorsäureester-Bindung aus der freien Hydroxylgruppe -C-Atom der Desoxyribose 

am Ende des doppelsträngigen DNA-Bereichs -Phosphat- -Atom eines 
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neuen Nukleotids unter Abspaltung von Pyrophosphat. - und 

-Oligonukleotids (Primers), die komplementär 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 aufgeführt. 

 

Tabelle 2-21: Ansatz für Standard-PCR 

Komponente Volumen [µl] 
Puffer [5×] 5 

MgCl2 [25 mM] 1,5 
dNTP-Mix [jeweils 10 mM] 0,5 

Primer For + Rev [jeweils 10 µM] 1 
Taq-Polymerase [5 U/µl] 1 

DNA-Template [1-10 ng/µl] 1 
ad 25 µl ddH2O 14 

 

Der PCR-Reaktionsverlauf besteht typischerweise aus 30 bis 40 Zyklen eines 

Temperaturprofils, welches sich hauptsächlich aus folgenden 3 Schritten zusammensetzt: 

einem Denaturierungsschritt bei 95 °C (Aufschmelzen der doppelsträngigen DNA in 

Einzelstränge), dem Primer-Annealing (Hybridisierung der Primer an die einzelsträngige 

DNA, bei meist 50-60 °C) und der Elongation bei 72 °C (Katalyse der Synthese des zum 

Matrizen-Strang komplementären Nukleotid-Polymers mittels Taq-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 1× 
Denaturierung  95 30 Sek 

30-40× Primer-Hybridisierung 50-60 30 Sek 
Elongation 72 45 Seka 

Finale Elongation 72 5 Min 1× 
a: abhängig von der Länge des Amplifikats (1min/1000 bp); bp: Basen-Paare 

 

Die Amplifikation der DNA folgt hypothetisch einem exponentiellen Verlauf (2n), welcher 

jedoch aufgrund häufig vorhandener inhibitorisch wirkender Kontaminationen im 

Probenmaterial praktisch meist nicht erreicht wird. Dazu zählt beispielsweise ein Überschuss 

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

[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 

ihrem Molekulargewicht basiert auf der differentiellen Laufgeschwindigkeit der negativ 

geladenen DNA-Moleküle 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 

Molekülgrößen wurde Agarose in einer Konzentration zwischen 1-2% in 1×TBE-Puffer 

aufgekocht und nach Abkühlung mit dem Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid versetzt (0,5 

µg/ml). Nach Aushärten des Gels wurde dieses in eine Elektrophorese-Kammer eingebracht, 

welche mit Ethidiumbromid-haltigem (0,5 µg/ml) 1×TBE-Laufpuffer befüllt wurde. Größen-

Standard sowie Probenvolumina zwischen 12-16 µl (versetzt mit 5×Ladepuffer) wurden 

anschließend auf das Gel geladen und die Elektrophorese bei einer Feldstärke von 5 V/cm 

durchgeführt. 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 

schließlich mithilfe einer hochauflösenden 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 doppelsträngige DNA (dsDNA) interkaliert. Im Gegensatz zum 

kaum fluoreszierenden frei in Lösung vorliegenden Farbstoff-Molekül, weist der gebildete 

DNA-Farbstoff-Komplex ein Absorptionsmaximum für blaues Licht ( max= 498 nm) auf und 

max= 522 nm). Die Messung der Zunahme der Fluoreszenz 

nach jedem Amplifikationszyklus erlaubt somit eine Visualisierung der Vervielfältigung des 

dsDNA-Produkts in Echtzeit (Real-Time) und damit auch einen Rückschluss auf die 

Ausgangsmenge eines spezifischen Genproduktes (cDNA) in einer Probe.  
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Für die RT-PCR wurde der Light Cycler iQ5 (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 [µl] 
iQ SYBR Green Supermix [2×] 10 

Primer Forward + Reverse [10 µM] jeweils 0,5 
cDNA-Template [1 ng/µl] 1 

ad 20 µl Nuklease-freies ddH2O 8 
 

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

Schritt Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen 
Initiale Denaturierung und 

Aktivierung Taq-Polymerase 
95 5 Min 1× 

Denaturierung 95 15 Sek 
40× Primer-Hybridisierung 60 15 Sek 

Elongation 72 20 Sek 
Finale Elongation 72 1 Min 1× 

Schmelzkurvenanalyse 40-99 10-20 Min 1× 
 

Zur Messung der Expression eines Zielgens in klinischem Material und Zelllinien wurde 

zunächst Gesamt-RNA isoliert und die darin befindliche mRNA in cDNA umgeschrieben. Für 

jede Probe wurde die Messung der Genexpression eines Zielgens im Dreifachansatz 

durchgeführt. Zwecks Normierung der Zielgen-Expression wurde die Expression des ubiquitär 

exprimierten Haushalts-Gens Glycerin-Aldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 

zusätzlich für jede Probe bestimmt und als Referenz für die eingesetzte cDNA-Menge 

herangezogen. Für jeden RT-PCR-Lauf wurde eine Negativkontrolle mit ddH2O anstelle von 

cDNA mitgeführt, um mögliche Kontaminationen auszuschließen. 

 

Quantifizierung der Gen-Expression  

Grundlage für 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 überschreitet. Dieser Zeitpunkt 

markiert den Übergang einer linearen in die exponentielle Amplifikationsphase. Der CT-Wert 
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ist umso kleiner, je höher die Ausgangs-Anzahl der zu amplifizierenden Template-cDNA ist 

bzw. je stärker 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 für ein Zielgen in einer Probe wurde 

schließlich auf die Expression des Referenzgens GAPDH normiert: 

Zielgen  CTGAPDH . 

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

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

Probe1  Probe2 . 

Für den Fold Change (FC) der differentiellen Zielgen-Expression der Probe 1 im Vergleich zur 

Probe 2 ergibt sich: 

Expressionsstärke = 2-  . 

 

Schmelzkurvenanalyse 

Die im Anschluss an die Amplifikation erfolgende Schmelzkurvenanalyse gestattet die 

Identifizierung aller während der RT-PCR gebildeten doppelsträngigen Amplifikate. Dies ist 

für die Etablierung eines neuen Primer-Paares von entscheidender Bedeutung, um eine 

Quantifizierung unspezifischer Nebenprodukte sowie häufig auftretender Primer-Dimere 

auszuschließen. Abhängig von der Länge des Produktes und dessen GC-Gehalt ergibt sich für 

eine dsDNA eine spezifische Temperatur, ab der diese denaturiert wird. Die Ermittlung der 

Schmelztemperatur wird durch simultane Messung des Fluoreszenzsignals über das 

interkalierende SYBR Green während der Temperaturerhöhung ermöglicht. Kommt es zum 

Aufschmelzen der DNA-Doppelstränge wird ein Abfall der Fluoreszenz detektiert. Zusätzlich 

zur Schmelzkurvenanalyse erfolgte zur Etablierung eines neuen Primer-Paares eine 

gelelektrophoretische Auftrennung mit anschließender Begutachtung der Produktgröße. 

 

2.15.8 DNA-Sequenzierung nach Sanger 

Kommerziell erworbene sowie selbstständig klonierte Vektoren wurden vor ihrer Verwendung 

zwecks Überprüfung ihrer Sequenzabfolge auf Mutationen mithilfe des Sequencer ABI Prism 

3100 Avant Genetic Analyzer 2001 unter Verwendung des Big Dye Terminater v1.1 Cycle Kit 
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(Applied Biosystems, CA, USA) gemäß 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 zusätzlich Fluoreszenzfarbstoff-markierte 

- -Didesoxynukleotide (ddNTPs), welche nach Einbau in den neusynthetisierten DNA-

Strang zum Abbruch der PCR führen. Weiterhin befindet sich je Sequenzierungs-PCR nur ein 

Primer im Ansatz, der die Sequenzierungs-Richtung vorgibt. Es entstehen so Amplifikate 

unterschiedlicher Länge, die an unterschiedlichen Positionen ein terminierendes ddNTP 

aufweisen. Da für jede der 4 Basen eine unterschiedliche Fluoreszenzfarbstoff-Markierung 

gewählt wurde, können über die im Sequenzierer ablaufende Kapillar-Elektrophorese und 

Fluoreszenzanregung Position und Base bestimmt werden. Die Komponenten einer Standard-

Sequenzierungs-PCR sowie das zugehörige Temperaturprofil sind in Tabelle 2-25 und Tabelle 

2-26 zusammengefasst. 

Im Anschluss an die Sequenzierungs-PCR wurde das Produkt jedes Ansatzes (separat) gefällt, 

indem das Gesamtvolumen mit 80 µl HPLC-H2O, 10 µl einer 3 M Natriumacetat-Lösung (pH 

4,6) sowie 250 µl 100% EtOH vereint wurde. Die Fällung erfolgte durch einen 20-minütigen 

Zentrifugationsschritt bei 8000 × g. Das Präzipitat wurde anschließend in 75% EtOH 

gewaschen, getrocknet und für die Sequenzierung in 25 µl Formamid aufgenommen. 

 

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

Komponente Volumen [µl] 
Terminator Ready Reaction Mix [5×] 2 

Puffer  2 
Primer [10 pmol/µl] 1 

Plasmid-DNA [1-10 ng/µl] 1 
ad 20 µl ddH2O 14 

 

Tabelle 2-26: Temperaturprofil einer Sequenzierungs-PCR 

Schritt Temperatur [°C] Zeit Wiederholungen 
Initiale Denaturierung  96 5 Min 1× 
Denaturierung 96 15 Sek 

38× Primer-Hybridisierung 55 15 Sek 
Elongation 60 4 Min 
Finale Elongation 60 1 Min 1× 
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2.15.9 Klonierung von Überexpressions-Vektoren zur Herstellung rekombinanten 

Proteins 

Ziel war die Klonierung eines Vektors, der die Produktion sezernierten, rekombinanten AGR2-

bzw. AGR3-Proteins ermöglicht. Dieses Protein sollte von Kooperationspartnern im 

MicroBioMed-Projekt (Fraunhofer-IME, Institut für Molekularbiologie und Angewandte 

Ökologie, Aachen) in HEK 293T-Zellen erzeugt und zur Generierung monoklonaler Antikörper 

gegen diese Proteine genutzt werden. Dazu wurde die jeweilige Volllängen-cDNA (ohne 

Terminations-Codon) so in den Vektor pMS-L-SNAP-mut 2715 IV 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 ermöglichen wurden für deren Amplifikation Primer mit NheI-bzw. NotI-

-Überhang verwendet (siehe Tabelle 2-15). Die Amplifikation 

erfolgte zwecks Reduzierung möglicher Synthesefehler anstelle der herkömmlichen Taq- mit 

der genaueren Phusion-DNA-Polymerase (New England Biolabs Inc., Ipswich, USA), wobei 

der pT-REx-DEST30-Vektor mit AGR2-bzw. AGR3-Volllängen-cDNA (beide Source 

BioScience LifeSciences, Nottingham, England) als Template verwendet wurde. Die 

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

 

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

Komponente Volumen [µl] 
HF-Puffer [5x] 5 

dNTP-Mix [je 10 mM] 0,5 
Primer Forward/Reverse [10 µM] 1,25 

Phusion-DNA-Polymerase [2 U/µl] 0,25 
Plasmid-DNA [10 ng/µl] 1 

ad 25 µl H2O 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-Rückständen vorausgegangener Reaktionen (wie Restriktionsverdau), wurde das 

QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden) gemäß 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 für NheI und 

NotI (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 NheI und 

NotI nach Herstellerangaben (New England Biolabs Inc., Ipswich, USA) für 2 Stunden bei 

37°C verdaut. Zusätzlich wurde das Enzym alkalische Phosphatase (New England Biolabs Inc., 

Ipswich, USA) zum Ansatz für 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 erhöhen. 

Abschließend wurde zur Inaktivierung der Enzyme eine Hitzebehandlung der Ansätze für 20 

Minuten bei 80 °C durchgeführt. 

 

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

Komponente Volumen [µl] 
Amplifikat  19 

Puffer [10×] 2 
NheI [10 U/µl] 1 
NotI [10 U/µl] 1 

ad 30 µl Nuklease-freies H2O 7 
 

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

Komponente Volumen [µl] 
1 µg Vektor 1,3 
Puffer [10×] 2 

NheI [10 U/µl] 1 
NotI [10 U/µl] 1 

Alkalische Phosphatase [10 U/µl] 1 
ad 30 µl Nuklease-freies H2O 13,7 

 

2.15.9.4 Ligation 

Nach erfolgter Reinigung (siehe Abschnitt 2.15.9.2) der verdauten Amplifikate sowie des 

linearisierten, dephosphorylierten Vektors, erfolgte deren Ligation. Der Ligationsansatz ist in 

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

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

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

Komponente Volumen 
Puffer [10×] 1 

linearisierte Vektor-DNA (100 ng) 2,81 
Insert-DNA (23,6 ng) 0,51 

T4 DNA-Ligase [5 U/µl] 0,2 
ad 10 µl ddH2O 5,48 

 

2.15.10Transformation von E.coli 

Der gesamte Ligationsansatz wurde anschließend mit 50 µl des chemisch-

E.coli-Stammes mittels Pipette vermischt und für 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 für eine 

Transformation via Elektroporation genutzt. Dazu wurden 10 ng Vektor-DNA mit 40 µl 

kompetenter Zellen in einer Elektroporationsküvette durch vorsichtiges Auf-und Abpipettieren 

vermischt. Das Anlegen eines Spannungsimpulses im Elektroporator von max. 2,5 kV für 

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

Zur Regenerierung der chemisch- sowie elektrisch-kompetenten Zellen wurden nach 

Transformation 400 µl vorgewärmtes SOC-Medium in den Ansatz pipettiert und dieser für 30 

Minuten bei 37 °C inkubiert. Zur Selektion transformierter Bakterien wurden 50-100 µl des 

Transformations-Ansatzes unter sterilen Bedingungen auf eine LB-Ampicillin-Platte (100 

µg/ml Ampicillin) ausplattiert und ü.N. bei 37 °C inkubiert. Zur Kontrolle der verwendeten 

Zellen wurden zusätzlich 50 µl 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 Flüssigkulturen transformierter E.coli 

Für eine Plasmid-Mini-Präparation (Abschnitt 2.15.12) wurden 2 ml LB-Ampicillin-Medium 

(100 µg/ml Ampicillin) mit Zell-Material einer herangewachsenen E.coli-Einzelkolonie mittels 

steriler Pipettenspitze inokuliert und das Gefäß für 16 Stunden bei 37 °C und 150 U/min 

inkubiert. Für eine Plasmid-Maxi-Präparation (Abschnitt 2.15.13) wurde zunächst eine 

Vorkultur (5 ml LB-Ampicillin-Medium in sterilem 50 ml-Erlenmeyer-Kolben) angeimpft und 

diese für 8 Stunden bei 37 °C unter Schütteln (150 U/min) inkubiert. Anschließend wurden 500 

µl der Vorkultur in einen 500 ml-Erlenmeyer-Kolben mit 150 ml vorgelegtem LB-Ampicillin-
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Medium überführt und diese Hauptkultur unter den obigen Bedingungen über Nacht 

angereichert. 

 

2.15.12Plasmid-Mini-Präparation 

Die Plasmid-Mini-Präparation wurde einer Plasmid-Klonierung angeschlossen, um so 

möglichst effizient eine größere Anzahl an Einzelklonen auf die Präsenz des gewünschten 

Plasmids via Sequenzierung prüfen zu können. Die Plasmid-Isolation erfolgte mithilfe des 

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

 

2.15.13Plasmid-Maxi-Präparation 

Die Plasmid-Maxi-Präparation diente zur Gewinnung von Plasmid-DNA in großen Mengen 

und wurde mittels des NucleoBond® Xtra Maxi Kit des Herstellers Machery-Nagel (Düren) 

gemäß den Herstellerangaben durchgeführt. 

 

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 für immunhistochemische Färbungen erfolgte mithilfe eines 

Mikrotoms. Dazu wurden die Paraffinblöcke in das Gerät eingespannt und Schnitte einer Dicke 

von 2 µm angefertigt. Diese wurden abschließend auf Poly-L-Lysin-beschichtete Objektträger 

gezogen und ü.N. bei 37°C getrocknet. Zur histologischen Begutachtung. humaner 

Frischgewebe wurden hingegen 10 µm-Schnitte erzeugt.  

 

2.16.2 Hämatoxylin-Eosin-(HE)-Färbung humaner Frischgewebe 

Die HE-Färbung humaner kryokonservierter Frischgewebe diente der sicheren 

mikroskopischen Diskriminierung gesunder von pathologisch-veränderten Gewebestrukturen. 

Gewebeschnitte wurden dazu zunächst für 2 Minuten in einer Küvette mit Hämalaun-Lösung 

(nach Meyer) inkubiert. Der basische Farbstoff führt zur Blaufärbung anionischer 

Gewebestrukturen und damit auch der Nukleinsäure-haltigen Zellkerne. Nach einem 

Waschschritt mit VE-Wasser erfolgte die Anfärbung eosinophiler (kationischer) Strukturen wie 
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diversen zytoplasmatischen Proteinen, Hämoglobin und Kollagenfasern mittels Eosin-Lösung 

für eine Minute. Zur Entwässerung der gefärbten Schnitte wurden diese in einer aufsteigenden 

Alkoholreihe (siehe Tabelle 2-34) inkubiert und mit Vitro-Clud ® (Langenbrinck, 

Emmendingen) eingedeckelt. 

 

2.16.3 Methylenblau-Färbung humaner Frischgewebe 

Zur raschen Abschätzung des Epithelanteils humaner Frischgewebe-Schnitte der Mamma 

wurden Methylenblau-Präparate angefertigt. Methylenblau ist (wie Hämatoxylin) ein basischer 

Farbstoff und führt unter anderem zur Blaufärbung von Zellkernen. Dazu wurden 

Frischgewebe-Schnitte mit einigen Tropfen einer 0,1% Methylenblau-Lösung benetzt und für 

30 Sekunden gefärbt. Anschließend wurde der überschüssige Farbstoff vorsichtig mit VE-

Wasser entfernt. 

 

2.16.4 Immunhistochemie (IHC) an humanem Paraffinmaterial 

Die immunhistochemische Färbung von Gewebeschnitten diente der histologischen 

Lokalisation (zelluläre/subzelluläre bzw. extrazelluläre Expression; exprimierender Zelltyp) 

von Zielproteinen. In der vorliegenden Arbeit sollten hauptsächlich Expressionsunterschiede 

dieser Zielproteine in Brusttumor- und korrespondierenden neoplastisch-unveränderten 

Mamma-Geweben analysiert werden. Der Detektion des Zielproteins lag eine Polymer-basierte 

(Biotin/Avidin-unabhängige) Technik zugrunde: der gegen das Zielprotein gerichtete  

Primärantikörper wird von einem Sekundärantikörper gebunden, welcher wiederum über eine 

Polymerstruktur an das Enzym Meerrettich-Peroxidase (engl. Horseradish Peroxidase, HRP) 

gekoppelt ist. Durch Zugabe des HRP-Substr -Diaminobenzidin (DAB) entsteht durch 

Oxidation ein braunes, in Alkohol unlösliches Endprodukt. 

 

2.16.4.1 Vorbehandlung von Paraffin-Gewebeschnitten für die IHC 

Die auf Objektträgern befindlichen paraffinierten humanen Gewebeschnitte wurden ü.N. bei 

37°C getrocknet. Zwecks Entparaffinierung wurden die Schnitte mit Xylol behandelt und 

anschließend in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (Tabelle 2-31). 
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Tabelle 2-31: Absteigende Alkoholreihe für die IHC  

Lösung  Zeit 
Xylol 100% 3 × 10 Min 

Ethanol 100% 1 × 5 Min 
Ethanol 100% 1 × 5 Min 

Ethanol 96% 1 × 2 Min 
Ethanol 96% 1 × 2 Min 
Ethanol 70% 1 × 1 Min 

VE-Wasser 1 × 1 Min 
 

Nach Entparaffinierung und Rehydrierung der Gewebe wurden diese zwecks Antigen-

Demaskierung einer Hitzevorbehandlung unterzogen. Diese Prozedur führt zur erhöhten 

Reaktivität der spezifischen Gewebeantigene mit dem jeweiligen Primärantikörper [250]. 

Neben der Methode zur Hitze-Vorbehandlung ist die Wahl eines geeigneten Puffers 

entscheidend für eine effiziente Antigen-Demaskierung. In Tabelle 2-32 sind Vorbehandlungs-

Methode und verwendeter Puffer für 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 Färbung 

Nach Abkühlung für 30 Minuten bei RT wurden die Gewebeschnitte in Chamber-Slides 

eingespannt und einmal mit VE-Wasser gewaschen. Die folgende immunhistochemische 

Färbung wurde mithilfe des Kits UltraVision Quanto Detection System HRP DAB des 

Herstellers Thermo Fisher Scientific (Fremont, CA, USA) den Herstellerangaben folgend 

durchgeführt. Um endogene Peroxidasen zu hemmen, welche unspezifische Hintergrund-

Signale erzeugen, wurden die Schnitte mit 100 µl einer Peroxidase-Blockierungs-Lösung für 

10 Minuten inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit Waschpuffer (Dako) wurde der 

entsprechende Primärantikörper in der jeweiligen Verdünnung auf die Schnitte pipettiert 

(Tabelle 2-33) und für 45 Minuten bei RT inkubiert. 
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Tabelle 2-33: Primärantikörper-Verdünnungen für die IHC 

Antikörper Verdünnung 
AGR3 (ab82400) 1:1000 

ASPN (HPA008435) 1:500 
CTHRC1 (ab85739) 1:300 
NMU (HPA025926) 1:10 

 

Zur Entfernung unspezifisch gebundenen Primärantikörpers folgten zwei Waschschritte für 

jeweils 5 Minuten. Anschließend wurden 100 µl der Primary Antibody Amplifier Quanto- 

Lösung für 10 Minuten auf die Schnitte gegeben, bevor diese durch zwei Waschschritte entfernt 

wurde. Die Zugabe des über ein Polymer HRP-konjugierten Sekundärantikörpers (HRP 

Polymer Quanto) erfolgte für 10 Minuten bei RT. Um unspezifisch gebundenen 

Sekundärantikörper gründlich zu entfernen, wurden 4 Waschschritte mit Waschpuffer und VE-

Wasser durchgeführt. Der visuelle Nachweis vorhandener Antigen-Antikörper-HRP-Komplexe 

wurde durch Zugabe von 150 µl des Chromogens DAB je Schnitt für eine Inkubationszeit von 

5 Minuten realisiert. Abschließend wurden die Schnitte in VE-Wasser gewaschen und eine 5-

minütige Gegenfärbung mit Hämalaun durchgeführt. Nach Bläuen der Schnitte in lauwarmem 

Leitungswasser für 5 Minuten wurden die Gewebe in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Tabelle 

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

 

Tabelle 2-34: Aufsteigende Alkoholreihe für die IHC 

Lösung Zeit 
VE-Wasser 1 × 1 Min 

Ethanol 70% 1 × 1 Min 
Ethanol 96% 1 × 1 Min 
Ethanol 96% 1 × 1 Min 

Ethanol 100% 1 × 1 Min 
Ethanol 100% 1 × 1 Min 

Xylol 100% 2 × 1 Min 
 

2.16.5 Isolation von Gesamtprotein aus humanem kryokonserviertem Frischgewebe und 

humanen Mammakarzinom-Zelllinien 

Für Proteinexpressions-Analysen humaner kryokonservierter Frischgewebe mittels Western 

Blot wurden 10 × 20 µm-Schnitte an einem Gefrier-Mikrotom angefertigt und in einem 

vorgekühlten 1,5 ml-Reaktionsgefäß vereint. Zur Lyse des Gewebes wurden 300 µl eiskalter 

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

Roche, Mannheim) in das Gefäß pipettiert, dieses kurz gevortext und abschließend das Gewebe 
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2 × 15 Sekunden sonifiziert (35% Intensität, je 9 Zyklen). Zur Abtrennung der Zelltrümmer 

vom Proteinlysat wurden die Proben für 25 Minuten bei 16000 × g und 4 °C zentrifugiert. Der 

Protein-haltige Überstand wurde in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. Die Lagerung 

erfolgte bei -80 °C. Zur Herstellung von Gesamtprotein-Lysaten aus Mammakarzinom-

Zelllinien, wurden Zellen bis zu einer Anzahl von ca. 2×106 Zellen in einer Petrischale 

kultiviert, nach Zugabe von 500 µl NuPage Lyse-Probenpuffer (Invitrogen, Karlsruhe) oder 

RIPA-Puffer mit einem sterilen Zellschaber von der Oberfläche gelöst und in ein 1,5 ml-

Reaktionsgefäß überführt. Nach Sonifizierung und Abtrennung der Zelltrümmer durch 

Zentrifugation wurden die Proben bei -80 °C gelagert.  

 

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

Serum ist der flüssige Anteil des Blutes abzüglich 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 ähnliche Werte für humanes Serum gelten [251]. Für den Nachweis weniger 

abundanter Proteine mittels Western Blot wurde daher zunächst eine Abreicherung von HSA 

und IgG mithilfe des Vivapure Anti-HSA/IgG-Kits (Sartorius, Göttingen) gemäß den 

Herstellerangaben vorgenommen. Die Säulen-basierte Technik nutzt eine Matrix bestehend aus 

einem anti-HSA-Antikörper-Fragment, sowie Protein G zur Bindung der IgG-Moleküle. In 

einer Säule wurden 440 µl Säulen-Matrix und 20 µl humanes Serum vereint und für 15 Minuten 

bei RT auf einem Schüttler (350 U/min) inkubiert. Der Durchfluss nach Zentrifugation (1 Min, 

400 × g) enthielt das HSA/IgG-abgereicherte Serum. Zur Erhöhung der Proteinausbeute wurde 

die Zentrifugation dreimal mit jeweils 200 µl Bindungs-Puffer wiederholt, so dass sich ein 

Gesamtvolumen von ca. 1 ml abgereicherte Probe pro 20 µl eingesetztes Serum-Volumen 

ergab. Zwecks Konzentrierung und Umpufferung wurde die abgereicherte Probe zweimal 

zusammen mit 4 ml sterilem 1×PBS bei 2500 × g in einer Molekulargewichtsfilter-Säule 

(Vivaspin 6, 10 kDa MWCO; Sartorius, Göttingen) zentrifugiert, bis ein finales Volumen von 

200 µl erreicht war. Zum Laden der Probe auf ein Proteingel wurde diese 1:2 mit 2×NuPage 

Lyse-Probenpuffer (Invitrogen, Karlsruhe) verdünnt. 
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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 gegenüber korrespondierenden, nicht neoplastisch-veränderten 

Kontrollgeweben stärker exprimiert werden und so den Krebszustand anzeigen können. Der 

Nachweis der Brustkrebserkrankung sollte über humanes Blutserum erfolgen, so dass potentiell 

sezernierte und Membran-ständige Protein-Kandidaten mit einer hohen Wahrscheinlichkeit auf 

eine Auffindbarkeit im Blutkreislauf ausgewählt wurden. Für Kandidaten (hier CELSR1), 

welche weder in der Literatur noch in Datenbanken als sezerniert (lösliche Proteine) bzw. für 

die bisher kein Ektodomänen-Shedding (Transmembranproteine) beschrieben wurde, sollte 

zunächst deren Auffindbarkeit im Zellkulturüberstand humaner Mammakarzinom-Zelllinien 

(konditioniertes Medium) überprüft werden. Dazu wurde eine Zelllinie ausgewählt, welche eine 

deutliche Protein-Expression des zu analysierenden Kandidaten im Gesamtprotein-Lysat 

aufwies. Diese wurde in einer 175T-Zellkulturflasche (Corning, Tewksbury MA, USA) so 

ausgesät, dass nach 24-stündiger Inkubation in 30 ml Medium ohne fetales Kälberserum (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 über eine 

Molekulargewichtsfilter-Säule (Vivaspin 20, 30 kDa MWCO; Sartorius, Göttingen) in 1×PBS 

umgepuffert und konzentriert (Endvolumen 200 µl). Für eine Western Blot-Analyse wurden 15 

µg Protein in NuPage-Puffer (Invitrogen, Karlsruhe) verdünnt und auf ein Proteingel geladen. 

Da auch nicht-sezernierte/gesheddete Proteine durch Nekrose oder Apoptose in den 

Zellüberstand gelangen, wurde das Gesamtprotein-Lysat der kultivierten Zellen als Kontrolle 

herangezogen: ergab sich im Western Blot für das konditionierte Medium im Vergleich zum 

Gesamtprotein-Lysat ein deutlich vergrößerter Ratio aus Zielprotein- zu -Aktin-Signal, so 

wurde das Protein als sezerniert/gesheddet angesehen. 

 

2.16.8 Konzentrationsbestimmung von Protein-Lösungen mittels Bicinchoninsäure  

Die Konzentrationsbestimmung von Protein-Lösungen erfolgte mithilfe des BCA Protein Assay 

Kit (Thermo Scientific, Fremont, CA, USA) gemäß Herstellerangaben. Das Prinzip des 1985 

von Smith et al. [252] entwickelten Verfahrens ist die Reduktion von Cu2+- zu Cu+-Ionen durch 

Peptide einer Länge von mindestens 3 Aminosäuren. Cu+-Ionen bilden Chelat-Komplexe mit 

Peptidbindungen, welche eine Blaufärbung verursachen. Diese ist proportional zur Menge 
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vorhandener Peptide bzw. Proteine. Jedes gebildete Cu+-Ion chelatisiert in der Folge zwei 

Bicinchoninsäure (BCA)-Moleküle, was in einer um den Faktor 100 sensitiveren Violett-

Färbung mündet, die ein Absorptionsmaximum von 562 nm aufweist und in einem Photometer 

vermessen werden kann. Die exakte Bestimmung der Proteinkonzentration einer Lösung 

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 zelluläre 

Funktionen wie Zellzyklus-Kontrolle, Apoptose und Aktin-Zytoskelett-Organisation. In ihrem 

inaktiven Zustand liegen sie in einer Guanosindiphosphat (GDP) gebundenen Form vor, können 

jedoch durch Bindung von Guanosintriphosphat (GTP) in ihren aktiven Zustand übergehen 

[253]. Zum Nachweis der aktiven GTP-gebundenen Form von Rac1 wurde ein kommerzielles 

Kit (Active Rac1 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-Bindungsdomäne der Proteinkinase PAK1 (PAK1-PBD), 

welche nur die GTP-gebundene Form der beiden G-Proteine bindet. Diese Bindungsdomäne ist 

zudem mit dem Enzym Glutathion-S-Transferase (GST) fusioniert, so dass der Komplex aus 

Bindungsdomäne und Rac-GTP an einer Glutathion-haltigen Säulenmatrix 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) durchgeführt. Von jedem zu analysierenden 

Zellklon wurden 2×106 Zellen in einer Petrischale ausgesät (10 cm Durchmesser) und über 

einen Zeitraum von 48 Stunden bis zum Erreichen einer Konfluenz von 80% kultiviert. Nach 

Waschen der Petrischale in eiskaltem 1×PBS, wurde 1 ml Lyse/Bindungs/Wasch-Puffer 

versetzt mit 1 mM Proteinase-Inhibitor PMSF (Roth, Karlsruhe) auf die Zellen pipettiert, diese 

mithilfe eines sterilen Zellschabers von der Oberfläche abgelöst und die Suspension in ein 1,5 

ml-Reaktionsgefäß überführt. Nach Lyse für 5 Minuten auf Eis wurden Zelltrümmer durch 

Zentrifugation (16000 × g, 4 °C, 15 Minuten) abgetrennt und der Überstand in ein neues Gefäß 

überführt. Für eine genaue Vergleichbarkeit der einzelnen Zelllysate wurde deren 

Proteinkonzentration auf 1 µg/µl eingestellt. Nach Äquilibrierung einer Gluthation-Agarose-

haltigen Säule wurden 20 µg GST-PAK1-PBD und 550 µg Zelllysat in der Säule vereint. Nach 

kurzem Vortexen der Probe erfolgte die Präzipitation aktiver Rac1-Proteine für 1 Stunde bei 4 

°C auf einem Schüttler (150 U/min). Nach Zentrifugation der Lösung (6000 × g, 20 Sekunden) 
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wurde die Säule zur Ablösung unspezifisch gebundener Proteine dreimal mit 400 µl 

Lyse/Bindungs/Wasch-Puffer gewaschen und schließlich aktives G-Protein durch Zugabe von 

50 µl SDS-Probenpuffer mit 200 mM DTT durch Zentrifugation (6000 × g, 2 Minuten) in ein 

neues Reaktionsgefäß eluiert. Für eine Western Blot-Analyse wurden 25 µl denaturiertes (95 

°C, 5 Minuten) Eluat auf ein Gel aufgetragen. Zur Normierung der Western Blot-Signale für 

Rac1-GTP wurde der Ratio der Signale für Rac1-GTP und der Gesamtmenge zellulären Rac1-

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 lässt 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 Disulfidbrücken als auch 

das anionische Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) enthält. SDS lagert sich an die 

Polypeptidketten an (ca. 1,4 g SDS/1 g Polypeptid) und überdeckt so deren Eigenladung. 

Daraus ergibt sich für jedes Polypeptid ein gleiches Ladungs-Massenverhältnis, so dass die 

Auftrennung der Proteine im Gel im elektrischen Feld nach ihrem Molekulargewicht 

(Kettenlänge) erfolgt. Die Funktion des großporigen Sammelgels besteht in der Konzentrierung 

der Proteine vor deren Übergang in das kleinporige Trenngel, in dem schließlich 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 Mobilität auf, wohingegen die 

Chlorid-Ionen (Leit-Ionen) im Puffer mit hoher Mobilität in Richtung Anode wandern. In der 

Ladungsträger-armen Zone zwischen Folge-und Leit-Ionen kommt es zur Konzentrierung 

protein stacking). 

Für die Durchführung der SDS-PAGE wurde das NuPAGE-System des Herstellers Invitrogen 

(Karlsruhe) genutzt. Die zu analysierenden Proteinproben wurden in 1×NuPage-Probenpuffer 

(Invitrogen, Karlsruhe), versetzt mit DTT, für 5 Minuten bei 95 °C aufgekocht. Je nach 

Proteinkonzentration wurden Volumina zwischen 15 bis 35 µl 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 großer Proteine (klarer Auftrennungsbereich von 40 kDa bis 500 kDa) zum 

Einsatz. Für 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 zunächst über eine SDS-PAGE 

nach Molekulargewicht aufgetrennten Polypeptide unter Erhaltung des Separierungs-Musters 

auf eine Trägermembran transferiert (Western Blot). Ein senkrecht zum Proteingel angelegtes 

elektrisches Feld führt zur Wanderung der negativ geladenen SDS-Polypeptid-Komplexe aus 

dem Gel in Richtung Anode, wobei diese über hydrophobe Wechselwirkungen an der auf das 

Polyacrylamid-Gel aufgelagerten Membran haften bleiben. 

Der Western Blot wurde mithilfe eines Tank-Blot-Systems des Herstellers Biorad (München) 

nach Herstellerangaben durchgeführt. Nach 5-minütiger Aktivierung der Polyvinylidenfluorid 

(PVDF)-Membran in Methanol wurden Proteingel und Luftblasen-frei aufgelagerte Membran 

(Biorad, München) beidseitig von jeweils einem äußeren Kunststoffschwamm (Biorad, 

München) und einem innen liegenden saugfähigen Whatmann-Filterpapier umschlossen. 

Dieses sogenannte Sandwich wurde anschließend in die mit Transferpuffer-gefüllte 

Blotkammer eingebracht. Um eine Kühlung während des Westernblottings zu gewährleisten 

wurde zusätzlich ein Kühlelement in der Kammer installiert. Der Transfer der Proteine auf die 

Trägermembran erfolgte für 1 Stunde bei konstanter Spannung von 100 V. Zur Kontrolle eines 

erfolgreichen Transfers wurde eine Ponceau S-Färbung (siehe Abschnitt 2.16.12) durchgeführt. 

 

Immunodetektion 

Der Nachweis bestimmter auf der Trägermembran befindlicher Proteine erfolgt durch das 

Prinzip der indirekten Immunodetektion, bei der zunächst ein Primärantikörper das auf der 

Membran befindliche Ziel-Epitop bindet. Anschließend wird ein gegen den Primärantikörper 

gerichteter Enzym-konjugierter Sekundärantikörper hinzugefügt, der eine Detektion über eine 

Enzym-Substrat-Reaktion gestattet.  

Im Anschluss an den Transfer wurde die Membran einmalig für 5 Minuten in Waschpuffer 

(1×TBS mit 0,1% Tween-20) zur Entfernung von Transferpuffer-Rückständen geschwenkt. Zur 

Reduzierung unspezifischer Antikörperbindungen wurde die Membran in Blocking-Lösung 

(5% Milchpulver oder BSA in 1×TBS mit 0,1% Tween-20), abhängig vom jeweiligen 
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Antikörper, für 1 Stunde bei RT oder ü.N. bei 4 °C auf einem Schüttler inkubiert. Anschließend 

wurde der jeweilige Primärantikörper für 1 Stunde bei RT oder ü.N. bei 4 °C unter Schwenken 

auf der Membran inkubiert (siehe Tabelle 2-35). Nach dreimaligem Waschen der Membran für 

jeweils 5 Minuten mit Waschpuffer (Entfernung unspezifisch gebundenen Primärantikörpers) 

wurde der Meerrettich-Peroxidase (HRP)-gekoppelte Sekundärantikörper (Dako) nach 

Herstellerangabe für 1 Stunde bei RT unter Schwenken auf der Membran inkubiert. Erneut 

wurden durch dreimaliges Waschen (je 5 Minuten) unspezifisch gebundene 

Sekundärantikörper-Moleküle 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 gemäß den Herstellerangaben erreicht.  

 

Tabelle 2-35: Primärantikörper für die Immunodetektion im Western Blot 

Primärantikörper Verdünnung und Puffer Zeit und Temperatur 
AGR2 (HPA007912) 1:250; MP ü.N., 4 °C 
AGR3 (ab82400) 1:1000; MP 1 Stunde, RT 
ASPN (HPA008435) 1:250; MP 1 Stunde, RT 

-Aktin (A5441) 1:5000; MP ü.N., 4 °C 
-Tubulin (ab6046) 1:500; MP ü.N., 4 °C 

CD44 (156-3C11) 1:1000; BSA ü.N., 4 °C 
CELSR1 (E-19) 1:500; MP ü.N., 4 °C 
CELSR1 (ABT119) 1:500; MP ü.N., 4 °C 
CTHRC1 (ab85739) 1:500; MP 1 Stunde, RT 
c-Myc (D84C12) 1:1000; BSA ü.N., 4 °C 
DKK1 (#4687) 1:1000; BSA ü.N., 4 °C 
LRP6 (C47E12) 1:1000; BSA ü.N., 4 °C 
P-LRP6 (2568) 1:1000; BSA ü.N., 4 °C 
NKD2 (C67C4) 1:1000; BSA ü.N., 4 °C 
NMU (HPA025926) 1:250; MP 1 Stunde, RT 
Rac1 (Kit #8815) 1:1000; BSA ü.N., 4 °C 

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

2.16.12Ponceau S-Färbung 

Zum Nachweis eines erfolgreich verlaufenen Western Blots wurden die auf die Trägermembran 

transferierten Proteine mittels Ponceau S-Lösung für 5 bis 10 Minuten bei RT unter Schwenken 

gefärbt (Detektionsgrenze: 5-15ng/mm2). Anschließend wurde überschüssige Lösung solange 

mit ddH2O von der Membran gewaschen, bis die angefärbten Proteinbanden deutlich sichtbar 

waren. 
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2.16.13Peptid-Kompetitions-Assay (PCA) 

Der Peptid-Kompetitions-Assay stellt eine gängige Möglichkeit dar, die Spezifität der in einem 

Western Blot-Experiment erhaltenen Banden zu überprüfen. Dazu wird der Primärantikörper 

vor seiner Zugabe auf die Membran mit einem ca. 2,5- bis 5-fachen Massenüberschuss an 

Blocking-Peptid inkubiert (bzw. 200-facher molarer Überschuss an Peptid). Dieses Peptid 

entspricht dem zu seiner Generierung verwendeten Immunisierungs-Peptid, welches dem 

Wirtstier injiziert wurde. Der so neutralisierte Antikörper wird anschließend 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 durchgeführt. Durch den direkten Vergleich der Bandenmuster beider 

Ansätze können 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 CELSR1-

Antikörpers (E-19) der Firma Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) genutzt. Für 

die Peptid-Kompetition wurde diejenige Antikörper-Verdünnung gewählt, die in Vorversuchen 

zur Detektion eines Bandenmusters bestehend aus multiplen Banden führte: 1:500 mit 5% 

Milchpulver in 1×TBS/0,1% Tween-20 (siehe Tabelle 2-35). In einen der zwei Ansätze wurde 

nun das zugehörige Blocking-Peptid E-19 P (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) 

in einem 2,5-fachen Massenüberschuss (relativ zum Antikörper) hinzugefügt. In den 

Kontrollansatz ohne Peptid wurde ein äquivalentes Volumen an Puffer zugegeben. Beide 

Ansätze wurden anschließend für 30 Minuten bei RT auf einem Schwenktisch inkubiert. Auf 

zwei identische Protein-Membranen wurde nun jeweils einer der beiden Antikörper-Ansätze 

hinzugefügt und die Immunodetektion wie unter 2.16.11 beschrieben, durchgeführt. 

 

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 für diese Methode ist, dass der zu detektierende Analyt 

mindestens zwei verschiedene Epitope aufweist, die von zwei unterschiedlichen 

Primärantikörpern  einem Fang-Antikörper zur Immobilisierung des Antigens sowie einem 
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Detektions-Antikörper zur Signalgenerierung  gebunden werden können [255]. Auf der 

Oberfläche der Kavitäten einer 96-Well-Platte wird der Fang-Antikörper immobilisiert. Nach 

Zugabe eines Proben-Aliquots in die Kavität kommt es zur Bindung darin befindlicher 

spezifischer Antigene an den Fang-Antikörper. Anschließend erfolgt die Komplettierung des 

Sandwichs  durch Bindung des primären Detektions-Antikörpers an das noch freie Epitop. 

Die Signalgenerierung wird durch Zugabe eines Enzym-gekoppelten Sekundärantikörpers 

ermöglicht, der nach Substrat-Applikation eine quantifizierbare Farbreaktion katalysiert 

(Abbildung 2-4). Die Quantifizierung komplexer Proben (Matrizes) wie Serum mittels 

Antikörper-basierter Messverfahren wird häufig durch den sogenannten Matrix-Effekt 

erschwert. Dieser bezeichnet einen störenden Einfluss durch in der Proben-Matrix befindliche 

Komponenten auf die Quantifizierung und führt zu Messfehlern [256]. Ein weiteres zu 

berücksichtigendes Phänomen stellt der Hook-Effekt dar [257], der im Fall sehr hoher 

Analyten-Konzentrationen eintritt. Dies führt zu einer Sättigung der Assay-Antikörper und 

resultiert in gemessenen Konzentrationen, die deutlich unterhalb der realen liegen. Durch 

Verdünnung der Probe können diese Effekte oft reduziert oder umgangen werden. 

 

 

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

 

Die Analyse der Serums-Konzentrationen wurde mithilfe kommerziell erhältlicher Sandwich-

ELISA-Kits für 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 CTHRC1, USCN Life Science Inc, 
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Wuhan, China) gemäß den Herstellerangaben durchgeführt. Für jedes ELISA-Kit wurde in 

einem Vorversuch die optimale Verdünnungsstufe 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) durchgeführt. Die Kultivierung der 

Zelllinien in einem Inkubator (37 °C, CO2-Sättigung von 5%, 95% Luftfeuchtigkeit) erfolgte, 

abhängig von der vorhandenen Zellmenge, in Kulturflaschen mit folgenden Flächen: T25 (25 

cm2), T75 (75 cm2) und T175 (175 cm2). Zusätzlich wurden Petrischalen mit einem 

Durchmesser von 10 cm genutzt. Die Zusammensetzung der Zellkulturmedien für die einzelnen 

Mammakarzinom-Zelllinien ist in Abschnitt 2.6 dargestellt. Das Medium wurde zwecks 

akkumulierender Stoffwechselprodukte und dem Verbrauch der enthaltenen Nährstoffe 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 1×PBS gewaschen und diese anschließend durch Inkubation für 5 Minuten bei 

37 °C mit einer Trypsin-EDTA-Lösung von der Oberfläche der Kulturgefäße abgelöst. EDTA 

führt zur Komplexierung zweiwertiger Kationen wie Mg2+ und Ca2+, welche eine zentrale Rolle 

für die Zell-Matrix-Adhäsion haben. Trypsin bewirkt den proteolytischen Abbau von an der 

Adhäsion beteiligten Proteinen. Der Verlauf der Ablösung wurde lichtmikroskopisch 

kontrolliert. Durch Zugabe von FKS-haltigem Medium wurde die proteolytische Reaktion 

abgestoppt. Die Zellen wurden anschließend pelletiert (250 × g, 5 Minuten) und nach Aufnahme 

in frisches Medium entweder für Zellkultur-Experimente ausgesät sowie zur 

Kryokonservierung oder Isolation von Protein und Nukleinsäuren 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) und 20% FKS resuspendiert. DMSO fungiert als 

Gefrierschutzmittel, indem es in die Zellmembran eindringt und die Bildung von Eiskristallen 

während des Einfrierprozesses unterbindet, welche zum Absterben der Zellen führen können. 

Da DMSO zudem zytotoxisch wirkt wurde die Zellsuspension in Kryoröhrchen überführt (1 

ml-Aliquots) und diese für eine möglichst geringe Verstoffwechselung des Zellgifts umgehend 

auf Eis gelagert. Zum Einfrieren der Zellen (ü.N., -80 °C) wurden die Kryoröhrchen in einen 

mit Isopropanol gefüllten Einfrierbehälter (Mr. Frosty, Thermo Scientific, Waltham, USA) 

eingebracht, welcher eine zellschonende Abkühlungsrate (-1 °C/Minute) gewährleistet. Die 

Lagerung der Zellen erfolgte ab dem nächsten Tage in flüssigem 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) überführt. 

Zur Entfernung von DMSO-Resten und toten Zellen erfolgte bereits am nächsten 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 µl-Aliquots in 

9,9 ml isotonische Messlösung (Casyton, OLS OMNI Life Science, Bremen) wurde die 

Messkapillare des Gerätes in die Messlösung 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 Änderung des elektrischen 

Stromflusses: vitale Zellen mit intakter Zellmembran blockieren den Stromfluss und generieren 

ein Volumen-abhängiges Signal. Tote Zellen/Zelltrümmer erlauben aufgrund ihrer Membran-

Perforation das Schließen des Stromkreises und werden ebenfalls größenspezifisch erfasst.  

 

2.17.5 Generierung stabiler genetisch-veränderter Mammakarzinom-Zelllinien 

Die Erzeugung stabil genetisch-veränderter 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 (siehe Abschnitt 2.18) die Bedeutung der Kandidaten für 

die Vermittlung fundamentaler Krebszell-Eigenschaften, die entscheidend für Entstehung und 

Progression des humanen Mammakarzinoms sind [37], untersucht werden. Für die 

Überexpression der Gene AGR3 in BT549 und NMU in den Zelllinien SKBR3 und Hs578T 

wurde der kommerziell erhältliche Vektor pT-REx-DEST30 mit der jeweiligen Volllängen-

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 erhältlichen shRNA-Plasmids 

(Qiagen, Hilden) (Abschnitt 2.13.2) durchgeführt. Um den Erhalt stabil genetisch-veränderter 

Zellen zu gewährleisten 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 

führt aufgrund eines Plasmid-kodierten Neomycin-Resistenzgens zur Unempfindlichkeit der 

Transfektanden gegenüber dem Antibiotikum G418. Die Selektion erfolgreich transfizierter 

Zellen erfolgte daher über den Zusatz von G418 in das Zellkulturmedium. Die optimale, letale 

G418-Konzentration wurde ermittelt, indem 2-3×105 Zellen (abhängig von der Zelllinie) in den 

Kavitäten steriler 6-Well-Platten ausgesät wurden. Am nächsten Tage erfolgte die Zugabe von 

G418 in unterschiedlichen Konzentrationen. Als Kontrolle fungierte ein Ansatz ohne G418. 

Die Inkubation in G418-haltigem Medium erfolgte über 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 führte. Tabelle 2-36 zeigt 

die ermittelten letalen G418-Konzentrationen für die in dieser Arbeit stabil transfizierten 

Mammakarzinom-Zelllinien. 

 

Tabelle 2-36: Letale G418-Konzentrationen 

Zelllinie letale G418-Konzentration [µg/ml] 
BT549 400 
Hs578T 600 
MCF7 350 
SKBR3 1000 
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2.17.5.2 Lipofektion 

Am Vortag der Transfektion wurden 2-3×105 Zellen/Well in 6-Well-Platten ausgesät, so dass 

für diese eine Konfluenz von 70-80% erreicht wurde. Die Transfektion wurde gemäß den 

Herstellerangaben mithilfe des FuGene HD Kit der Firma Roche (Mannheim) durchgeführt. 

Die Aufnahme der DNA in die Zelle erfolgt durch Bindung der negativ geladenen DNA an die 

positiv geladene Oberfläche von Liposomen im Reagenz. Die DNA gelangt schließlich durch 

Fusion von DNA-Liposomen-Komplexen mit der eukaryotischen Zellmembran in die Zelle 

(Lipofektion). Das optimale Verhältnis von Vektor-DNA-Menge zum Volumen an FuGene 

HD-Reagenz wurde in einem Vorversuch für jede Zelllinie ermittelt, wobei sich für alle in 

Tabelle 2-36 aufgeführten Zelllinien ein Verhältnis von 2 µg Vektor-DNA zu 6 µl und 8 µl 

FuGene HD als geeignet erwies. Tabelle 2-37 zeigt das Transfektions-Schema, welches allen 

durchgeführten stabilen Transfektionen dieser Arbeit zugrunde liegt. 

 

Tabelle 2-37: Transfektions-Schema 

Ansatz Funktion Vektor-DNA [µg] FuGene HD [µl] ddH2O [µl] 
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 sorgfältigem Mischen erfolgte eine Inkubation der Transfektionsansätze für 10 Minuten 

bei RT. Anschließend wurde das Gemisch tropfenweise auf die in 2 ml Medium befindlichen 

Zellen pipettiert. Nach einer Kultivierungszeit von 72 Stunden wurden die Zellen in den 

Ansätzen 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 überführt und diese vor 

ihrer Verwendung in Experimenten für 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 aufgeführten Schema 

in Petrischalen (10 cm Durchmesser) mit G418-haltigem Medium verdünnt. 
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Tabelle 2-38: Verdünnungsschema für Einzelklon-Isolierung 

Verdünnung 1:10 1:20 1:50 1:100 1:200 1:300 1:500 1:1000 
Medium [ml] 9 9,5 9,8 9,9 9,95 9,97 9,98 9,99 

Zellsuspension [ml] 1 0,5 0,2 0,1 0,05 0,03 0,02 0,01 
 

Die Kultivierung der Zellen in G418-haltigem Medium (siehe Tabelle 2-36) erfolgte für 

mindestens 14 Tage. Erst nach vollständigem Absterben der mitgeführten, nicht-transfizierten 

Wildtypzellen (Selektionskontrolle, Ansatz A) wurde mit der Isolierung stabiler Einzelklone 

begonnen. Dazu wurden die bereits makroskopisch sichtbaren Kolonien (Einzelklone) in den 

Petrischalen (Ansätze C bis F) durch Auflage von Klonierungsringen und anschließender 

Zugabe von Trypsin in die so entstandenen isolierten Kompartimente von der Petrischale 

abgelöst und in einzelne Kavitäten von 96-Well-Platten überführt. Nach Erreichen einer 

Konfluenz von 80-90% wurden die Klone in ein nächstgrößeres Platten- (48-, 24-, 6-Well) bzw. 

Kulturflaschen-Format (T25, T75) umgesetzt. Zur Überprüfung der stabilen Integration der 

Konstrukte in das Genom wurden DNA-Proben und für die Expressionsanalyse des jeweiligen 

Gens RNA- sowie Proteinproben isoliert.  

 

2.17.6 RNA-Interferenz (RNAi) 

Das Phänomen der effektiven Abschaltung der Genexpression über dsRNA wurde 1998 

erstmals von Fire und Kollegen beschrieben [258]. Diese injizierten dsRNA 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 natürlich 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 führt vermittelt durch die Doppelstrang-spezifische RNase III Dicer  

zur Spaltung dieser in siRNAs (small interfering RNAs) einer Länge von 21 bis 23 Nukleotiden 

mit beidseitigem -Überhang aus je 2 Nukleotiden. Der zur Ziel-mRNA komplementäre 

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 CELSR1 in der Zelllinie MCF7 

sowie CTHRC1 in BT549 mittels siRNA-Transfektion (siehe 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 doppelsträngigem Anteil aus, der wie oben 

beschrieben, die Erzeugung von siRNAs induziert. Für die transiente siRNA-Transfektion 

wurden siRNAs sowie das Transfektionsreagenz HiPerfect vom Hersteller Qiagen (Hilden) 

bezogen. Für beide Zellmodelle und Ziel-Gene wurde in Vorversuchen ein Protokoll etabliert. 

Für den Knockdown von CTHRC1 in BT549 sowie CELSR1 in MCF7 wurden am Vortag der 

Transfektion 2×105 Zellen in den Kavitäten einer 6-Well-Platte ausgesät. Die Transfektion 

erfolgte am nächsten Tag mit insgesamt 600 ng CTHRC1-spezifischer (je 300 ng zweier 

verschiedener siRNAs) bzw. 300 ng CELSR1-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-minütiger 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 ausgesät und diese nach obigem Protokoll direkt erneut transfiziert. 

Zwei Tage später (nach 120 Stunden) konnten die Experimente mit dem CTHRC1-Knockdown-

Modell begonnen werden. Für das CELSR1-Modell wurde eine dritte Transfektion (nach 144 

Stunden) durchgeführt und die Versuche nach insgesamt 192 Stunden gestartet. In Tabelle 2-39 

ist die Zusammensetzung der Transfektionsansätze aufgeführt. 

 

Tabelle 2-39: Zusammensetzung Ansatz für siRNA-Transfektion 

Komponente  CTHRC1 (600 ng) CELSR1 (300 ng) 
siRNA, 1µM [µl] 48 24 

Mediuma [µl] 52 76 
HiPerfect [µl] 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 XTT Cell 

Proliferation Kit II (Roche, Mannheim) durchgeführt. Der Assay basiert auf der Reduktion des 

Tetrazolium-Salzes XTT zu einem wasserlöslichen, 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 Wellenlänge 

 korreliert direkt mit der Anzahl vitaler Zellen im 

analysierten Ansatz und konnte über 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 ausgesät und in einem Brutschrank inkubiert (4 Platten insgesamt). Als 

Negativkontrolle wurden auf jeder Platte 2 Wells mit (zellfreiem) Medium mitgeführt. 24 

Stunden nach Aussaat erfolgte die erste Messung, welche zur Normierung der darauffolgenden 

Messwerte genutzt wurde. Nach Erneuerung des Mediums (100 µl) wurden 50 µl des 

aktivierten XTT-Reagenz in jedes Well pipettiert. Zur Aktivierung wurde dem XTT-Reagenz 

zuvor ein Elektronenkopplungs-Reagenz im Verhältnis 1:50 zugesetzt. Nach einer Inkubation 

für 4 Stunden bei 37 °C im Brutschrank erfolgte die Quantifizierung der Farbreaktion am 

ELISA-Reader. Die erhaltenen Absorptions- traktion der 

 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 über die Fähigkeit der Zellen zur Koloniebildung und gestattet  zusätzlich 

anhand der Analyse ihrer Morphologie Rückschlüsse auf Progressions-assoziierte 

Zelleigenschaften (Migration, Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhäsion) zu ziehen. Von jeder 

Versuchsgruppe wurden 1000-2000 Zellen/Well einer 6-Well-Platte in 2 ml Medium ausgesät, 

wobei jede Gruppe in Dreifachbestimmung analysiert wurde. Für stabile Einzelklone wurde der 

Selektionsdruck durch Zugabe der entsprechenden Menge G418 in das Medium 

aufrechterhalten. Die Zellen wurden insgesamt für 10-14 Tage bei 37 °C im Brutschrank 

kultiviert und das Medium alle zwei bis drei Tage erneuert. Anschließend wurde jedes Well 

einmal vorsichtig mit 2 ml PBS gewaschen und zur Fixierung und Anfärbung der 

Einzelkolonien 1 ml einer 0,5%igen Kristallviolett-Lösung (80% Methanol, 10% Formaldehyd, 

10% ddH2O) zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei RT sowie drei 

Waschschritten mit H2O wurden die fixierten und gefärbten Kolonien fotografiert. Die 

densitometrische Auswertung des Koloniewachstums wurde mithilfe der Software ImageJ 

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

Als Maß für ablaufende Apoptose in stabilen SKBR3 NMU- und Kontroll-Klonen wurde die 

Aktivität 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  umgewandelt 

wird. Die an einem ELISA-Reader quantifizierbare Fluoreszenz korreliert mit der als Apoptose-

Maß geltenden Caspase 3/7-Aktivität. Dazu wurden 15×103 Zellen jedes Einzelklons in 50 µl 

in einem 6-fachen Ansatz in den Kavitäten einer 96-Well-Platte ausgesät und ü.N. bei 37 °C in 

einem Brutschrank kultiviert. Zur Induktion der Apoptose wurde Staurosporin (Sigma-Aldrich, 

Deisenhofen) in einer finalen Konzentration von 1 µM in 3 der 6 Wells hinzugegeben. Die 

Wells ohne Staurosporin fungierten als Negativkontrolle. Zusätzlich wurde ein Blank (Medium 

ohne Zellen) in Zweifach-Bestimmung mitgeführt. Nach 24-stündiger Apoptose-Induktion bei 

37 °C erfolgte die Zugabe von 50 µl des Caspase 3/7-Substrates (1:100 in Lysepuffer verdünnt) 

für 4 Stunden bei RT unter Lichtausschluss. Abschließend wurden alle Ansätze in eine 

schwarze ELISA-Platte überführt und das Fluoreszenzsignal an einem ELISA-Reader 

(Infinitive 500, Tecan) quantifiziert. 

 

2.18.4 Zell-Matrix-Adhäsionstest 

In ihrer physiologischen Umgebung treten alle Zellen (ausgenommen Erythrozyten) transient 

oder dauerhaft in Kontakt zur umgebenden Extrazellulärmatrix. Epithelzellen sind an einer 

Basalmembran verankert, die sie vom Stroma abtrennt. Zwecks Simulation der in vivo-Situation 

wurden 6-Well-Platten mit MatrigelTM Basement Membrane Matrix der Firma BD Bioscience 

(Bedford, MA, USA) beschichtet. MatrigelTM entstammt einem Engelbrecht-Holm Swarm 

(EHS) Maus Sarkom, einem an extrazellulärem Matrixprotein reichen Tumor und simuliert mit 

Komponenten wie Laminin und Collagen IV die natürliche Basalmembran. MatrigelTM wurde 

mit FKS-freiem Zellkulturmedium zu einer Arbeitslösung gemischt (10 µg/ml 

Endkonzentration) und zur Beschichtung je 1 ml dieser Lösung in die Wells pipettiert. Nach 

einer Polymerisationsphase für 2 Stunden wurde der flüssige Überstand abgenommen und die 

Oberfläche vorsichtig zweimal mit je 1 ml FKS-freiem Medium gewaschen. Anschließend 

wurden 2,5 bis 5×105 Zellen (abhängig von der Zelllinie) in 2 ml FKS-freiem Medium ausgesät 

und für 1 Stunde in einem Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Durch zweimaliges vorsichtiges 

Waschen mit je 1 ml FKS-freiem Medium wurden nicht-adhärente Zellen entfernt und 
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adhärente Zellen durch 10-minütige Inkubation mit 70% EtOH bei RT fixiert. Die adhärenten 

Zellen wurden nachfolgend mit einer 0,1% Kristallviolett-Lösung angefärbt und nach 20 

Minuten überschüssiger Farbstoff durch dreimaliges Waschen mit je 2 ml H2O entfernt. Nach 

Trocknung der Platten ü.N. bei 37 °C wurde der Farbstoff mit 0,02% Triton-X und Isopropanol 

gelöst und jeweils des in einer Dreifach-Bestimmung in eine 96-Well-

Mikrotiterplatte überführt. Die Absorption bei einer Wellenl 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) durchgeführt. Dieser Test untersucht die 

Fähigkeit der Zellen durch Migration über einen Zeitraum eine zellfreie Fläche (Scratch) zu 

besiedeln. Zur Erzeugung einer zellfreien Fläche definierter Breite wurden spezielle, sterile 

Silikonrahmen (Ibidi, Martinsried) verwendet. Diese umgeben jeweils zwei Teilkammern (je 

0,22 cm2), die in der Mitte durch einen Steg einer Breite von 500 ± 50 µm voneinander getrennt 

sind. Diese Silikonrahmen wurden unter sterilen Bedingungen in die Kavitäten einer 6-Well-

Platte eingebracht und eine entsprechende Zellzahl (SKBR3: 40×103, Hs578T: 18×103, BT549: 

15×103, MCF7: 20×103 Zellen) in einem Gesamtvolumen von 100 µl je Teilkammer ausgesät, 

so dass nach ca. 24-stündiger Inkubation ein konfluenter, einschichtiger Zellrasen in beiden 

Teilkammern entstand.  

 

Abbildung 2-5: Wundheilungstest mit Ibidi-Zellkultureinsätzen. Die Zellkultureinsätze werden 
unter sterilen Bedingungen in die Kavitäten einer 6-Well-Platte eingebracht (1) und anschließend die 
Zellsuspension in die beiden Teilkammern pipettiert (2). Nach Ausbildung eines konfluenten, 
einschichtigen Zellrasens werden die Einsätze mit einer sterilen Pinzette entfernt (3), um nach zwei 
Waschschritten frisches Medium auf die Zellen zu geben (4). (Instruction Manual, Ibidi). 

 



-80- Material und Methoden 

Nach Entfernung des Rahmens mit einer Pinzette wurde eine zellfreie Fläche freigelegt, die der 

Breite des Stegs entsprach. Nach zweimaligem, vorsichtigem Waschen mit 1×PBS zur 

Entfernung nicht-adhärenter Zellen und Zelltrümmer und dem Befüllen der Kavität mit 2 ml 

Medium, konnte der Versuch gestartet werden (Abbildung 2-5). 

Zur Dokumentation der Besiedlung der zellfreien Fläche wurde ein Mikroskop (Axiovert 

TV100, Zeiss, Jena) mit einer hochauflösenden ColourVision III CCD Kamera verwendet. Zur 

Erfassung eines möglichst großen Ausschnitts wurden die Aufnahmen des für jede Probe immer 

gleich gewählten Ausschnitts bei 25-facher Vergrößerung in definierten Zeitabständen 

durchgeführt. Die Quantifizierung der zellfreien Fläche (in Pixel) für jeden Messzeitpunkt 

erfolgte mithilfe der Software ImageJ (1.45, National Institute of Health, USA). Der Wert für 

jeden Messzeitpunkt wurde in Relation zur jeweiligen zellfreien Ausgangsfläche 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 CytoSelectTM 24-Well Cell Migration 

Assay (Cell Biolabs, San Diego, CA, USA) Kits durchgeführt wurde. Der Test beruht auf 

Nutzung sogenannter Transwell-Einsätze, Kammern, deren Böden aus Polycarbonat-Filtern 

einer Porengröße von 8 µm bestehen und die die chemotaktische Migration von Zellen durch 

den Filter gestatten. Für die Analyse des Migrationsverhaltens von BT549-Mammakarzinom-

Zellen nach siRNA-vermitteltem CTHRC1-Knockdown, wurden diese sowie zugehörige 

Kontrollen für 20 Stunden durch FKS-Entzug im Medium ausgehungert. Nach Einbringung der 

Transwell-Einsätze in mit 10% FKS-haltigem Medium (500 µl) befüllte Kavitäten einer 24-

Well-Platte (untere Kammer) wurden 15×104 Zellen in FKS-freiem Medium (300 µl) in die 

Transwell-Einsätze ausgesät (obere Kammer) und die Platte für 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 gründlich mit sterilen Wattestäbchen gereinigt. Die Anfärbung der migrierten Zellen für 

10 Minuten bei RT erfolgte durch Transfer der Einsätze in eine frische 24-Well-Platte, die je 

Kavität mit 400 µl Cell Stain Solution befüllt wurde. Nach mehrmaligem gründlichem Waschen 

der Einsätze in Wasser zur Entfernung überschüssiger Färbelösung, wurden diese zwecks 

Entfärbung migrierter Zellen in jeweils 200 µl Extraction Solution für 10 Minuten bei RT in 

einer neuen 24-Well-Platte inkubiert. Die so herausgelöste Menge an Farbstoff ist proportional 
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zur Anzahl migrierter Zellen und konnte durch Vermessung der Absorption 

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

 

 

Abbildung 2-6: Prinzip des Boyden Chamber-Migrationstests. Die Zellen werden in FKS-freiem 
Medium in der Boyden-Kammer ausgesät, die über eine Membran mit dem in der darunter liegenden 
Kavität befindlichen 10% FKS-haltigen Medium in Kontakt steht. Während 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 Anfärbung der 
migrierten Zellen durch den Transfer der Kammer in Färbelösung. (Verändert nach Product Manual, 
Cell Biolabs, Inc.). 

 

2.18.7 Induzierter Stress des endoplasmatischen Retikulums (ER) 

Das in zahlreichen humanen Krebsentitäten stark exprimierte, zur Proteindisulfidisomerase 

(PDI)-Familie zählende Protein AGR2 wird unter ER-Stress im Zuge der UPR (unfolded 

protein response) induziert und vermittelt den Tumorzellen als Chaperon vermutlich einen 

Wachstums- bzw. Überlebensvorteil [103]. Um zu überprüfen, ob dem homologen Protein 

AGR3 mit bisher unbeschriebener zellulärer Funktion eine ähnliche Rolle innerhalb der UPR 

zukommen kann, wurden Zellen der humanen Mammakarzinom-Zelllinien MCF7 (2×105) und 

BT549 (1,8×105) in den Kavitäten von 6-Well-Kulturschalen ausgesät und nach Erreichen einer 

Konfluenz von 70%  mit Tunicamycin (5 µg/ml in DMSO; Sigma-Aldrich) versetzt. 

Tunicamycin inhibiert die N-Glykosylierung von Proteinen im ER und führt zur Anhäufung 
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fehlgefalteter Proteine [263]. Als Kontroll-Gruppen wurden DMSO- und unbehandelte Zellen 

der jeweiligen Zelllinie mitgeführt. 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 unabhängigen SKBR3 NMU-

Einzelklonen (Testgruppe) und SKBR3 Leervektor-Kontrollen (Kontrollgruppe) durchgeführt. 

Die experimentelle Durchführung sowie die statistische Auswertung der Rohdaten wurden in 

der Chip Facility des IZKF (Interdisziplinäres Zentrum für Klinische Forschung) der Uniklinik 

RWTH Aachen, unter Verwendung des GeneChip Human Gene 2.0 ST Array des Herstellers 

Affymetrix (Santa Clara CA, USA), durchgeführt. 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 durchgeführt. 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] durchgeführt. Die Filter-Parameter für die Identifizierung signifikant über-

repräsentierter GO-Annotationen (unterteilt in die drei GO-

k , waren ein Z-Score von mindestens 1,96 

-Erwartet- -Wert < 0,05 (exakter Test nach Fisher) sowie eine 

Anzahl von mindestens zwei veränderten Genen der jeweiligen GO-Annotation. Gene, die 

zwischen Test- (NMU) und Kontrollgruppe (Leervektor) um einen Faktor größer 1,5 mit einem 

P-Wert < 0,05 differentiell exprimiert waren, wu 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) durchgeführt und waren zweiseitig angelegt. Eine 

Fehlerwahrscheinlichkeit von P < 0,05 wurde als statistisch signifikant definiert. Vergleiche 

zweier unabhängiger Gruppen wurden mithilfe des nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-

Tests vorgenommen, hingegen erfolgte der Vergleich von mehr als zwei unabhängigen 

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 

durchgeführt. Die Evaluierung der klinischen Relevanz der Protein-Serumbiomarker-

Kandidaten AGR2 und AGR3 für das humane Mammakarzinom erfolgte mittels Durchführung 

einer ROC (Receiver Operating Characteristics)-Analyse. Als Maß für die Güte des Tests kann 

die Fläche unterhalb der ROC-Kurve herangezogen werden (Area Under Curve, AUC). Zur 

Beurteilung der prognostischen Relevanz eines potentiellen Biomarker-Kandidaten im 

humanen Mammakarzinom wurden univariate Überlebensanalysen nach der Methode von 

-Rank-Test 

beurteilt. Eine multivariate Cox Regressions-Analyse mit Einschluss-Methode wurde 

anschließend durchgeführt, um die Unabhängigkeit eines innerhalb der univariaten Analyse als 

signifikant ermittelten prognostischen Faktors von anderen Kovariaten zu überprüfen. 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 für die Blut-basierte 

Brustkrebs-Früherkennung 

Das humane Mammakarzinom, die am häufigsten diagnostizierte maligne Krebserkrankung der 

Frau weltweit, ist zudem die Entität, welche für den größten Anteil Krebs-bedingter Sterbefälle 

von Frauen verantwortlich ist [2]. Die Prognose der Erkrankung ist entscheidend abhängig vom 

Zeitpunkt der Diagnosestellung. Wird die Brustkrebserkrankung in einem frühen, noch lokal 

begrenzten Stadium diagnostiziert, liegt die relative 5-Jahres-Überlebensrate bei 90%, hingegen 

sinkt diese auf 20% bei Diagnose einer bereits metastasierten Brustkrebserkrankung [63]. Der 

dringende Bedarf an neuen, komplementären Diagnose-Strategien wird durch die erkannten 

Limitationen der Screening-Mammographie [66, 69] verdeutlicht. Einen vielversprechenden 

Ansatz stellt die Identifizierung von in Körperflüssigkeiten wie Blutserum detektierbaren 

Proteinbiomarkern dar [268]. Ein darauf basierendes Feld mit enormem Potential für die Krebs-

Früherkennung ist die Entwicklung mikrofluidischer Chip-basierter Technologien [78]. Als 

Partner im interdisziplinären Kooperationsprojekt MicroBioMed sollten im Rahmen dieser 

Arbeit zirkulierende Proteinbiomarker identifiziert und validiert werden, welche das Vorliegen 

einer Brustkrebserkrankung mit adäquater klinischer Spezifität und Sensitivität robust anzeigen 

können. Dabei wurde eine minimale Kombination von Markern zu einem Panel angestrebt, das 

in der Lage ist möglichst alle molekularen Subtypen der heterogenen Brustkrebserkrankung 

[23] zu erfassen. Von Kooperationspartnern generierte Antikörper gegen die validierten 

Biomarker sollten schließlich 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 Set 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 
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Kombination von 2D-DIGE (zweidimensionale differentielle Gelelektrophorese)-Technik mit 

anschließender Massenspektrometrie basierte (unveröffentlichte 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 gegenüber 

Normalgewebe-Kontrollen gesteigert, 2. das Protein wird sezerniert oder weist eine 

Ektodomäne 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 

COL10A1 

COL11A1 

CELSR1 

CTHRC1 

FN1 

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 adäquate Tumor-Modelle dar und 

erlauben erste Informationen über mögliche im Tumor deregulierte Gene zu erhalten [239].  

Abbildung 3-1 zeigt repräsentativ die mRNA-Expression der Kandidatengene AGR3, CELSR1, 

CTHRC1 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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3.1.1.2 Nachweis von CELSR1-Protein im konditionierten Medium humaner 

Mammakarzinom-Zelllinien 

Ein Kriterium für die Auswahl potentieller Serum-Proteinbiomarker für weiterführende 

Analysen stellte deren Sezernierung dar. Daneben wurden auch Membranproteine mit 

extrazellulärer Domäne berücksichtigt, welche durch Abspaltung als lösliches Proteinfragment 

in den Extrazellularraum gelangen kann [270]. Bei acht der insgesamt neun analysierten 

Kandidaten (siehe Tabelle 3-2) handelte es sich um lösliche Proteine, deren Sezernierung in der 

Literatur bereits belegt ist. Die Ausnahme bildete der 7-Transmembran-Rezeptor CELSR1, für 

dessen Homolog Flamingo aus Drosophila melanogaster eine autokatalytische Abspaltung der 

Ektodomäne (bereits im Lumen des endoplasmatischen Retikulums) beschrieben wurde [165]. 

Um eine mögliche Abspaltung der Ektodomäne von CELSR1 zu überprüfen wurde 

konditioniertes Medium (KM) der stark CELSR1-Protein exprimierenden Zelllinie MCF7 

(siehe Abbildung 3-1) mithilfe eines gegen die N-terminale, extrazelluläre Region von CELSR1 

gerichteten Antikörpers, untersucht. Es ist anzumerken, dass sich der für die Sezernierungs-

Experimente verwendete Antikörper (E-19, sc-46839) von demjenigen für die 

Expressionsstudie in Abbildung 3-1 genutzten (ABT119), unterscheidet.  

Im konditionierten Medium konnte ein distinktes Signal detektiert werden, welches der 

CELSR1-Ektodomäne (269 kDa) entsprechen könnte (Abbildung 3-2). Das Volllängen-Protein 

(328 kDa) konnte erwartungsgemäß nicht nachgewiesen werden. Da Proteine auch passiv über 

apoptotische oder nekrotische Zellen in den Zellkulturüberstand gelangen, wurde das 

Gesamtprotein-Lysat von MCF7-Zellen als Kontrolle mitgeführt. Im Gesamtprotein-Lysat 

konnten sowohl das Volllängen-Protein, die putative Ektodomäne von CELSR1 sowie eine 

mögliche zweite, lösliche Isoform von CELSR1 (150 kDa; http://www.uniprot.org) detektiert 

werden, die jedoch nicht im konditionierten Medium nachweisbar war. Die Spezifität des 

Bandenmusters wurde in einem Blocking-Experiment durch Inkubation des Primärantikörpers 

mit dem zugehörigen Immunisierungs-Peptid überprüft. Der deutlich sichtbar erhöhte Quotient 

aus CELSR1- zu -Aktin-Signal im Überstand im Vergleich zum Gesamtprotein-Lysat sowie 

fehlendes Volllängen-Protein im konditionierten Medium, deuten auf eine Abspaltung der 

Ektodomäne und damit auf eine potentielle Nutzbarkeit von CELSR1 als Serum-

Proteinbiomarker hin. 
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Abbildung 3-2: Detektion von CELSR1-Protein in konditioniertem Medium der Zelllinie MCF7.  
Möglicher Western Blot-Nachweis der CELSR1-Ektodomäne (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: Volllängen-
Protein (328 kDa), die putative CELSR1-Ektodomäne (269 kDa) sowie eine mögliche weitere Isoform 
(150 kDa). Ein Blocking-Experiment mit dem zur Antikörper-Generierung genutzten CELSR1-Peptid 
diente der Diskriminierung spezifischer und unspezifischer Banden: verbleibende Banden nach 
Inkubation des Primärantikörpers mit Blocking-Peptid (+ Peptid) wurden als unspezifische Signale 
gewertet. -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 gängige 

Vorgehensweise zur Identifizierung geeigneter Serum-Proteinbiomarker [271]. Dazu erfolgte 

zunächst 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 für die Kandidatengene und deren Korrelationen mit klinisch-pathologischen 

Parametern erfolgte zusätzlich durch in silico-Analyse einer unabhängigen Studie (siehe 

Abschnitt 2.1.4). Diese umfasste mRNA-Expressionsdaten für insgesamt 997 Brusttumoren. 

Die Rohdaten dieser Studie sind überwiegend durch das TCGA (The Cancer Genome Atlas)-

Netzwerk veröffentlicht worden [237]. Die klinisch-pathologischen Parameter des Kollektivs 

sind zusätzlich in Tabelle 6-4 des Anhangs aufgeführt. Abschließend wurde überprüft, ob sich 

auf mRNA-Ebene gezeigte Expressionsunterschiede zwischen Brusttumor-und Normalgewebe 

sowie herausgestellte Korrelationen auch auf Proteinebene bestätigen 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 Erhöhung 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 für 

Östrogen-, Progesteron- und HER2/NEU-Rezeptor, -

positiv  - [18], ergab eine signifikante (P < 0,05) 

Aufregulation der AGR3-Expression in luminalen Brustkrebs-Fällen im Vergleich zum 

Normalgewebe (medianer FC: 6,7; Abbildung 3-3B). Die Assoziation zwischen luminalem 

Subtypen und erhöhter AGR3-mRNA-Expression konnte ferner mittels Durchführung eines 

exakten Tests nach Fisher bestätigt werden. Dieser zeigte eine hochsignifikante, positive 

Korrelation zwischen positivem Östrogen- sowie Progesteronrezeptor-Status und der AGR3-

mRNA-Expression (für beide P < 0,001; Tabelle 3-3). Hingegen wurde eine reduzierte AGR3-

Expression in den HER2-positiven und triple-negativen Brustkrebs-Fällen (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 mäßig (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 erhöhter AGR3-Expression wurde mittels 

exaktem Test nach Fisher bestätigt (P < 0,05; Tabelle 3-3).  
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Tabelle 3-3: Korrelation klinisch-pathologischer Parameter des Kryogewebe-Kollektivs mit der 
AGR3-mRNA-Expression 

Parameter Kategorisierung na AGR3 hochb AGR3 niedrigb P-
Wertc 

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%)  

  31 17 (54,8%) 14 (45,2%) 0,612 

Tumorgrößed      

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

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

Lymphknoten-Statusd      

 pN0 34 15 (44,1%) 19 (55,9%)  

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

Histologischer Tumorgrade      

 G1-2 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-lobulär 5 3 (60,0%) 2 (40,0%) 1,000 

Östrogenrezeptor-Status      

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

  positiv (IRSf 3-12) 42 30 (71,4%) 12 (28,6%) <0,001 

Progesteronrezeptor-Status      

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

 positiv (IRSf 3-12) 39 28 (71,8%) 11 (28,2%) <0,001 

HER2-Statusg      

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

 positiv 8 2 (25,0%) 6 (75,0%) 0,147 
aWeibliche Patienten mit primärem, unilateralen, invasiven Mammakarzinom.bDie 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. cExakter Test nach Fisher; zweiseitiges 
Signifikanzniveau. dGemäß TNM-Klassifikation nach Sobin und Wittekind [20]. eGemäß Bloom und 
Richardson, modifiziert nach Elston und Ellis [19]. fImmunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und 
Stegner [272]. gÜberexpression des HER2/NEU-Gens wurde gemäß IHC-basiertem DAKO-Score-
System diagnostiziert. Zweifelhafte (DAKO-IHC: 2+) Fälle wurden zusätzlich mittels FISH-Analyse 
auf Amplifikation des Gens hin analysiert. Prozentangaben können aufgrund von Rundungsfehlern 
ungleich 100% sein. Signifikante P-Werte (P < 0,05) sind durch Fettdruck hervorgehoben. 

 

Die Validierung der generierten mRNA-Expressionsdaten für AGR3 erfolgte über die in silico-

Analyse eines unabhängigen Datensatzes des TCGA-Portals [237]. Für 516 Fälle der insgesamt 

997 Mammakarzinome lag eine PAM50-Klassifizierung in die molekularen Brustkrebs-

Subtypen (Luminal A, Luminal B, HER2-enriched, Basal-like) vor [27]. Die eigenen mRNA-
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Daten unterstützend zeigte sich eine hochsignifikant aufregulierte AGR3-mRNA-Expression in 

beiden luminalen Subtypen (Luminal A und B) gegenüber den basalen Brusttumoren (Basal-

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

 

Tabelle 3-4: Korrelation klinisch-pathologischer Parameter des in silico-Datensatzes mit der 
AGR3-mRNA-Expression 

Parameter Kategorisierung na AGR3 hochb AGR3 niedrigb P-
Wertc 

Gesamt - 993 497 (50,1%) 496 (49,9%) - 

      

Alter bei Diagnosestellung Median: 58 Jahre     

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

 Jahre 483 271 (56,1%) 212 (43,9%) <0,001 

Tumorgrößed      

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

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

Lymphknoten-Statusd      

 pN0 451 219 (48,6%) 232 (51,1%)  

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

Fernmetastasierungd      

 pM0 837 416 (49,7%) 421 (50,3%)  

 pM1 15 7 (46,7%) 8 (53,3%) 1,000 

Tumor-Stadiumd      

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

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

Östrogenrezeptor-Status      

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

  positiv (IRSe 3-12) 592 385 (65,0%) 207 (35,0%) <0,001 

Progesteronrezeptor-Status      

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

 positiv (IRSe3-12) 515 346 (67,2%) 169 (32,8%) <0,001 

HER2-Statusf      

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

 positiv 114 45 (39,5%) 69 (60,5%) 0,008 
aWeibliche Patienten mit Mammakarzinom.b Die Dichotomisierung der relativen RNA-
Expressionsdaten für AGR3 erfolgte am Median. cExakter Test nach Fisher; zweiseitiges 
Signifikanzniveau. dGemäß TNM-Klassifikation nach Sobin und Wittekind [20]. eImmunreaktiver Score 
(IRS) nach Remmele und Stegner [272]. fÜberexpression des HER2/NEU-Gens wurde gemäß IHC-
basiertem DAKO-Score-System diagnostiziert. Zweifelhafte (DAKO-IHC: 2+) Fälle wurden zusätzlich 
mittels FISH-Analyse auf Amplifikation des Gens hin analysiert. Prozentangaben können aufgrund von 
Rundungsfehlern ungleich 100% sein. Signifikante P-Werte (P < 0,05) sind durch Fettdruck 
hervorgehoben. 

 



-94- Ergebnisse 

Ferner wurde eine positive Korrelation zwischen positivem Östrogen- sowie 

Progesteronrezeptor-Status und AGR3-mRNA-Expression mittels exaktem Test nach Fisher 

bestätigt (für beide P < 0,001; Tabelle 3-4). Überdies 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 über 

den Differenzierungsgrad der Tumoren konnte eine mögliche Korrelation zwischen guter (G1) 

bis mäßiger (G2) Differenzierung der Tumoren und erhöhter AGR3-Expression nicht am 

unabhängigen in silico-Kollektiv des TCGA-Datenportals verifiziert werden. Im Hinblick auf 

die potentielle Nutzung von AGR3 als Biomarker für die Brustkrebs-Früherkennung wurde ein 

möglicher Zusammenhang zwischen AGR3-Expression und Tumor-Stadium untersucht. Es 

zeigte sich eine signifikante (P < 0,05) Assoziation zwischen erhöhter AGR3-Expression und 

frühem Tumor-Stadium (Tabelle 3-4). 

Abschließend galt es die auf mRNA-Ebene gezeigte differentielle Expression für AGR3 

zwischen Normal- und Tumorgewebe auf Proteinebene zu bestätigen. Dazu wurde ein Tissue 

Microarray (TMA) bestehend aus 39 Normalgeweben und 190 Brustkrebsfällen mithilfe eines 

monoklonalen AGR3-Antikörpers gefärbt. Die klinisch-pathologischen Parameter des TMA 

sind in Tabelle 6-2 (Anhang) zusammengefasst.  

Die Spezifität für AGR3 sowie eine ausbleibende Kreuzreaktivität mit dem homologen Protein 

AGR2 wurden zuvor mittels Western Blot-Analyse überprüft (Abbildung 3-4A). Im normalen 

Brustgewebe konnte eine zytoplasmatische AGR3-Proteinexpression in vereinzelten Zellen des 

Brustepithels detektiert werden (Abbildung 3-4B). In Übereinstimmung 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 Anfärbung 

in triple-negativen Brusttumoren (Abbildung 3-4D und E). Die statistische Quantifizierung der 

AGR3-Färbung 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 

bestätigte 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-Fällen (TNBC) im 

Vergleich zur Normalgewebe-Expression. Kein signifikanter Expressionsunterschied wurde 

zwischen HER2-positiven Fällen und der Normalgewebe-Gruppe festgestellt.  
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signifikante Herabregulation von AGR3 in triple-negativen Brustkrebs-Fällen (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 mäßig (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. 
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 na AGR3 hochb AGR3 niedrigb P-
Wertc 

Gesamt - 190 101 (53,2%) 89 (46,8%) - 
      
Alter bei Diagnosestellung Median: 58 Jahre     
 <58 Jahre 92 44 (47,8%) 48 (52,2%)  
  96 55 (57,3%) 41 (42,7%) 0,242 
Tumorgrößed      
 pT1 61 32 (52,5%) 29 (47,5%)  
 pT2-4 125 66 (52,8%) 59 (47,2%) 1,000 
Lymphknoten-Statusd      
 pN0 81 40 (49,4%) 41 (50,6%)  
 pN1-3 102 55 (53,9%) 47 (46,1%) 0,555 
Histologischer Tumorgrade      
 G1-2 104 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-lobulär 7 6 (85,7%) 1 (14,3%) 0,126 
Östrogenrezeptor-Status      
 negativ (IRSf 0-2) 44 9 (20,5%) 35 (79,5%)  
  positiv (IRSf 3-12) 101 66 (65,3%) 35 (34,7%) <0,001 
Progesteronrezeptor-Status      
 negativ (IRSf 0-2)  107 51 (47,7%) 56 (52,3%)  
 positiv (IRSf 3-12) 51 33 (64,7%) 18 (35,3%) 0,060 
HER2-Statusg      
 negative (0; 1+; 

2+) 
132 74 (56,1%) 58 (43,9%)  

 positive (3+) 30 11 (36,7%) 19 (63,3%) 0,069 
aWeibliche Patienten mit primärem, unilateralen, invasiven Mammakarzinom.b Die Dichotomisierung 
erfolgte am Median des immunreaktiven Scores (IRS) nach Remmele und Stegner [272]: IRS 0-4 
(niedrig), IRS 6-12 (hoch). cExakter Test nach Fisher; zweiseitiges Signifikanzniveau. dGemäß TNM-
Klassifikation nach Sobin und Wittekind [20]. eGemäß Bloom und Richardson, modifiziert nach Elston 
und Ellis [19]. fIRS nach Remmele und Stegner [272]. gÜberexpression des HER2/NEU-Gens wurde 
gemäß IHC-basiertem DAKO-Score-System diagnostiziert. Prozentangaben können aufgrund von 
Rundungsfehlern ungleich 100% sein. Signifikante P-Werte (P < 0,05) sind durch Fettdruck 
hervorgehoben. 
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in einem detektierbaren graduellen Anstieg der AGR3-Proteinexpression in Präkanzerosen, 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 für die Kandidatengene 

ASPN, CELSR1, CTHRC1, GREM1 und NMU im Mamma-Kryogewebe-Kollektiv (siehe 

Tabelle 6-1 des Anhangs) sind in Tabelle 3-6 zusammengefasst. Dargestellt ist der mediane 

Fold Change (FC) der Expression für das jeweilige Gen betrachtet über 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 über alle Tumoren und in IHC-
klassifizierten Brustkrebs-Subtypen in Relation zur Normalgewebe-Expression 

 na alle Tumorenb Luminalc HER2-positivc TNBCc 

ASPN 62 4,5 (+)** 8,1 (+)*** 3,4 (+) 1,4 (-) 
CELSR1 62 1,5 (+) 2,6 (+) 3,0 (-) 2,9 (-) 
CTHRC1 62 9,2 (+)*** 11,0 (+)*** 9,7 (+) 3,9 (+)* 
GREM1 37 1,6 (+) 2,2 (+) k.A. 1,2 (-) 
NMU 62 1,2 (+) 1,7 (-) 3,0 (+) 3,5 (+) 

aAnzahl analysierter Mammakarzinome. bSignifikanz nach zweiseitigem Mann-Whitney-U-Test. **: P 
< 0,01; ***: P < 0,001. c 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 über alle analysierten Mammakarzinome betrachtet hochsignifikant (P < 

0,01) um einen Faktor von 4,5 im Median gegenüber der Normalgewebe-Expression 

aufreguliert war, zudem eine deutliche Assoziation mit dem luminalen Subtypen (medianer FC 

gegenüber dem Normalgewebe: 8,1; P < 0,001) aufwies (Tabelle 3-6). Die Assoziation 

zwischen einer erhöhten ASPN-Expression mit Mammakarzinomen des luminalen Subtyps 

wurde mittels exaktem Fisher-Test am oben erwähnten Kryogewebe-Kollektiv sowie durch 

Analyse des unabhängigen in silico-Mammakarzinom-Kollektivs (siehe Abschnitt 2.1.4) 

bestätigt (Tabelle 3-7 und Tabelle 3-8). Als bedeutsam für eine potentielle Nutzung als 

Früherkennungsmarker stellte sich die signifikante Assoziation einer erhöhten ASPN-
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Expression mit pT1-Tumoren in beiden unabhängigen Kollektiven (Tabelle 3-7 und Tabelle 

3-8) heraus. 

Das Gen CTHRC1 wies die stärkste Überexpression aller analysierten Kandidaten auf, sowohl 

bei Betrachtung der Gesamtheit der Mammakarzinome (medianer FC: 9,2; P < 0,001) als auch 

innerhalb der einzelnen Brustkrebs-  gegenüber den 

Normalgeweben (Tabelle 3-6) und stellte somit einen aussichtsreichen Kandidaten dar. 

Als potentieller Marker für nicht-luminale Tumoren erwies sich das Gen NMU, dessen stärkste 

Expression in den HER2-positiven und triple-negativen Mammakarzinomen verzeichnet wurde 

(medianer FC gegenüber 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 Östrogen- sowie Progesteronrezeptor-Status beziehungsweise 

positivem HER2-Status, bestätigte die obige Feststellung (Tabelle 3-7 und Tabelle 3-8).  

Für den Kandidaten CELSR1 zeigte sich eine relativ geringe Aufregulation der Expression in 

den Brusttumoren gegenüber der Normalgewebe-Expression (medianer FC: 1,5; Tabelle 3-6). 

Die Subgruppenanalyse verdeutlichte eine verstärkte CELSR1-Expression im luminalen 

Subtypen (medianer FC gegenüber Normalgewebe-Expression: 2,6; Tabelle 3-6). Die 

Assoziation zwischen erhöhter CELSR1-Expression und dem luminalen Brustkrebs-Subtypen 

konnte durch den Nachweis einer hochsignifikanten positiven Korrelation der CELSR1-

Expression mit positivem Östrogen- sowie Progesteronrezeptor-Status belegt werden (für alle 

P < 0,001; Tabelle 3-7 und Tabelle 3-8). Von besonderer Relevanz im Hinblick auf eine 

potentielle Nutzung als Früherkennungsmarker stellte sich eine signifikante Assoziation der 

CELSR1-Expression mit pT1-Tumoren und einem insgesamt niedrigeren Tumorstadium heraus 

(Tabelle 3-8, für beide P < 0,05). 

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

die Kandidatengene CELSR1 und GREM1 (siehe Tabelle 3-6) für nachfolgende Analysen auf 

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

Parameter ASPNb  
[nN; nH 
(H%)] 

CELSR1b 

[nN; nH 
(H%)] 

CTHRC1b 

[nN; nH 
(H%)] 

GREM1b 

[nN; nH 
(H%)] 

NMUb 

[nN; nH 
(H%)] 

Alter; 
Median: 63,5 Jahre 

     

<63,5 Jahre 13; 18 
(58,1) 

18; 13 
(41,9) 

17; 14 
(45,2) 

8; 9  
(52,9) 

14; 17 
(54,8) 

 18; 13 
(41,9) 

13; 18 
(58,1) 

14; 17 
(54,8) 

11; 7  
(45,0) 

17; 14 
(45,2) 

Tumorgrößec      
pT1 13; 22 

(62,9) 
16; 19  
(54,3) 

16; 19 
(54,3) 

8; 11  
(57,9) 

21; 14 
(40,0) 

pT2-3 18; 9 
(33,3)* 

15; 12 
(44,4) 

15; 12 
(44,4) 

11; 7  
(38,9) 

10; 17 
(63,0) 

Lymphknoten-Statusc      
pN0 18; 16 

(47,1) 
17; 17 
(50,0) 

17; 17 
(50,0) 

12; 9  
(42,9) 

18; 16 
(47,1) 

pN1-3 12; 15 
(55,6) 

14; 13 
(48,1) 

13; 14 
(51,9) 

7; 8  
(53,3) 

13; 14 
(51,9) 

Histologischer 
Tumorgradd 

     

G1-2 6; 17 
(73,9) 

6; 17 
(73,9) 

9; 14  
(60,9) 

5; 9  
(64,3) 

14; 9 
(39,1) 

G3 24; 14 
(36,8)** 

25; 13 
(34,2)** 

22; 16 
(42,1) 

14; 9  
(39,1) 

17; 21 
(55,3) 

Histologischer Subtyp      
invasiv-duktal 27; 28 

(50,9) 
28; 27 
(49,1) 

27; 28 
(50,9) 

15; 18 
(54,5) 

27; 28 
(50,9) 

invasiv-lobulär 2; 3  
(60,0) 

2; 3  
(60,0) 

2; 3  
(60,0) 

2; 0  
(0,0) 

3; 2 
(40,0) 

Östrogenrezeptor-Status      
negativ (IRS 0-2)e 17; 1  

(5,6) 
17; 1 
(5,6) 

10; 8  
(44,4) 

10; 2  
(16,7) 

3; 15 
(83,3) 

positiv (IRS 3-12)e 13; 29 
(69,0)*** 

14; 28 
(66,7)*** 

20; 22 
(52,4) 

8; 15  
(65,2)* 

27; 15 
(33,3)** 

Progesteronrezeptor-
Status 

     

negativ (IRS 0-2)e 16; 4 
(20,0) 

18; 2 
(10,0) 

13; 7 
(35,0) 

8; 4  
(33,3) 

4; 16 
(80,0) 

positiv (IRS 3-12)e 13; 26 
(66,7)** 

13; 26 
(66,7)*** 

16; 23 
(59,0) 

9; 13 
 (59,1) 

26; 13 
(33,3)** 

HER2-Statusf      
negativ 27; 26 

(49,1) 
25; 28 
(52,8) 

27; 26 
(49,1) 

14; 17 
(54,8) 

29; 24 
(45,3) 

positiv 3; 5  
(62,5) 

6; 2 
(25,0) 

3; 5 
(62,5) 

4; 1  
(20,0) 

1; 7  
(87,5) 

aWeibliche Patienten mit primärem, unilateralen, invasiven Mammakarzinom (n=62).bDie 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. cGemäß TNM-
Klassifikation nach Sobin und Wittekind [20]. dGemäß Bloom und Richardson, modifiziert nach Elston 
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und Ellis [19]. eImmunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner [272]. fÜberexpression des 
HER2/NEU-Gens wurde gemäß IHC-basiertem DAKO-Score-System diagnostiziert. Zweifelhafte 
(DAKO-IHC: 2+) Fälle wurden zusätzlich 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 in silico-Datensatzesa mit 
mRNA-Expressionsdaten für die Kandidatengene ASPN, CELSR1, CTHRC1 und NMU 

Parameter ASPNb  
[nN; nH 
 (H%)] 

CELSR1b 

[nN; nH 
(H%)] 

CTHRC1b 

[nN; nH 
(H%)] 

NMUb 

[nN; nH 
(H%)] 

Alter; 
Median: 58 Jahre 

    

<58 Jahre 239; 261 
(52,2) 

270; 230 
(46,0) 

241; 259 
(51,8) 

227; 273 
(54,6) 

Jahre 253; 230 
(47,6) 

223; 260 
(53,8)* 

253; 230 
(47,6) 

267; 216 
(44,7)** 

Tumorgrößec     
pT1 106; 147 

(58,1) 
112; 141 
(55,7) 

115; 138 
(54,5) 

136; 117 
(46,2) 

pT2-4 377; 328 
(46,5)** 

366; 339 
(48,1)* 

366; 339 
(48,1) 

345; 360 
(51,1) 

Lymphknoten-Statusc     
pN0 235; 216 

(47,9) 
235; 216 
(47,9) 

233; 218 
(48,3) 

210; 241 
(53,4) 

pN1-3 240; 253 
(51,3) 

238; 255 
(51,7) 

240; 253 
(51,3) 

261; 232 
(47,1) 

Fernmetastasierungc     
pM0 427; 410  

(49,9) 
428; 409 
(48,9) 

426; 411 
(49,1) 

425; 412 
(49,2) 

pM1 6; 9 
(60,0) 

9; 6 
(40,0) 

4; 11 
(73,3) 

7; 8 
(53,3) 

Tumor-Stadiumc     
Stadium 1 73; 88  

(54,7) 
69; 92 
(57,1) 

80; 81 
(50,3) 

89; 72 
(44,7) 

Stadium 2-4 406; 375 
(48,0) 

403; 378 
(48,3)* 

397; 384 
(49,2) 

387; 394 
(50,4) 

Östrogenrezeptor-Status     
negativ (IRS 0-2)d 129; 46 

(26,3) 
162; 13  
(7,4) 

87; 88 
(50,3) 

36; 139 
(79,4) 

positiv (IRS 3-12)d 246; 346 
(58,4)*** 

220; 372 
(62,8)*** 

289; 303 
(51,2) 

347; 245 
(41,4)*** 

Progesteronrezeptor-
Status 

    

negativ (IRS 0-2)d 169; 80 
(32,1) 

199; 50 
(20,1) 

125; 124 
(49,8) 

72; 177 
(71,1) 

positiv (IRS 3-12)d 203; 312 
(60,6)*** 

181; 334 
(64,9)*** 

248; 267 
(51,8) 

310; 205 
(39,8)*** 

HER2-Statuse     
negativ 316; 322 

(50,5) 
302; 336 
(52,7) 

329; 309 
(48,4) 

337; 301 
(47,2) 

positiv 47; 67 
(58,8) 

66; 48 
(42,1)* 

40; 74  
(64,9)** 

48; 66 
(57,9)* 
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aWeibliche Patienten mit Mammakarzinom (n=993). bDie 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.  cGemäß TNM-Klassifikation nach 
Sobin und Wittekind [20]. dImmunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner [272]. 
eÜberexpression des HER2/NEU-Gens wurde gemäß IHC-basiertem DAKO-Score-System 
diagnostiziert. Zweifelhafte (DAKO-IHC: 2+) Fälle wurden zusätzlich 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. 

 

Für den Biomarker-Kandidaten ASPN konnte, in Übereinstimmung mit seiner beschriebenen 

Rolle als Kollagen-bindendes Protein [274], eine auf die extrazelluläre Matrix (EZM) 

beschränkte immunhistochemische Färbung in Normal- und Tumorgeweben der Brust 

beobachtet werden (Abbildung 3-6A und B).  

Für CTHRC1 zeigte sich eine mäßig bis starke zytoplasmatische Anfärbbarkeit des Epithels 

und stromaler Zellen sowohl im Normalgewebe der Brust als auch im Mammakarzinom. 

Hingegen wurde eine auffällige Zunahme von CTHRC1-Protein in der Tumor-assoziierten im 

Vergleich zur EZM des Normalgewebes verzeichnet (Abbildung 3-6C und D). 

Eine verlässliche Aussage hinsichtlich einer Tumor-spezifischen Aufregulation, wie nach den 

mRNA-Daten für ASPN und CTHRC1 erwartet (siehe Tabelle 3-6), ließ sich für beide Proteine 

anhand immunhistochemischer Färbungen nicht treffen. Zwecks besserer Quantifizierbarkeit 

der Expression wurden die gleichen Antikörper für ASPN und CTHRC1 im Western Blot für 

die Analyse von Gewebelysaten genutzt (Abbildung 3-7). Zwar ließ sich eine teils starke 

spezifische Expression beider Proteine in den analysierten Mammakarzinom-Proben 

nachweisen, jedoch konnte auch hier aufgrund nur eines für Western Blot-Analysen zur 

Verfügung stehenden Normalgewebes keine verlässliche Quantifizierung vorgenommen 

werden. 

Der Nachweis überwiegend zytoplasmatisch lokalisierten, endogenen NMU-Proteins im 

Normal- und Tumorgewebe der Brust konnte nur in wenigen Fällen mit sehr starker NMU-

mRNA-Expression erbracht werden, so dass eine Quantifizierung der Proteinexpression in 

Normal- und Tumorproben nicht möglich war. Im analysierten Gewebe wurde eine die mRNA-

Daten unterstützende, 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 Antikörpers den 
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(grün) veranschaulicht eine AUC von 0,5, bei der keine Diskriminierung von Test- und Kontrollgruppe 
möglich ist. Abhängig vom definierten Schwellenwert für die AGR2- bzw. die gemittelte Konzentration 
von AGR2 und AGR3 in einer Probe (19 Kontroll-, 32-Brustkrebs-Seren) weist die ROC-Kurve einem 
bestimmten Spezifitäts-, einen korrespondierenden Sensitivitätswert zu: ein Schwellenwert für die 
AGR2-Konzentration von 1,88 ng/ml definierte bei einer Spezifität von 97,5% eine Sensitivität von 
7,5%. Ein Schwellenwert für die gemittelte AGR2-AGR3-Konzentration von 0,48 ng/ml definierte bei 
einer Spezifität von 89,5% eine Sensitivität von 64,5%. KI: Konfidenzintervall. 

 

Mit dem Hintergrund die klinische Sensitivität der Serum-basierten Brustkrebs-Detektion 

weiter zu steigern, erfolgte die Fokussierung auf einen zusätzlichen Biomarker-Kandidaten, 

namentlich AGR2. Das wahrscheinliche Paralog von AGR3 [113] wurde bereits als möglicher 

Serumbiomarker für 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 AGR2 für 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 Erhöhung 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 Ergebnissen der ROC-Analyse erlaubte die Festlegung eines 

Schwellenwertes für die AGR2-Serum-Konzentration von 1,88 ng/ml eine Diskrimierung von 

Brustkrebs-Patientinnen und gesunden Frauen mit einer klinischen Sensitivität von 7,5% bei 

maximal möglicher Spezifität 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 für die gemittelte AGR2-AGR3-Serumkonzentration von 0,48 ng/ml in einer 

deutlichen Erhöhung der klinischen Sensitivität auf 64,5% bei gleichzeitiger Aufrechterhaltung 

einer hohen klinischen Spezifität von 89,5% (P < 0,001; AUC: 0,827; KI: 0,693 bis 0,962) 

(Abbildung 3-10C). 

Gegen die als aussichtsreiche putative Biomarker für die Brustkrebs-Früherkennung 

identifizierten Kandidaten AGR2 und AGR3 sollten im Rahmen des MicroBioMed-Projektes 

schließlich monoklonale Antikörper durch Kooperationspartner (Fraunhofer-IME, Institut für 

Molekularbiologie und Angewandte Ökologie, Aachen) generiert, um letztlich in das 

angestrebte mikrofluide Chip-System für die Brustkrebs-Diagnostik integriert zu werden. Dazu 

wurde die AGR3- bzw. AGR2-Volllängen-cDNA (ohne Terminations-Codon) in einen Vektor 
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mit Hexa-Histidin-Tag kloniert, der von den Kooperationspartnern für die Erzeugung 

rekombinanten Proteins für die Immunisierung von Wirtstieren zwecks Antikörper-Produktion 

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

 

3.2 Prognostische und funktionelle Relevanz ausgewählter Kandidaten für das 

Mammakarzinom 

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

Früherkennungsmarker identifizierten Kandidaten sollten in der vorliegenden Arbeit zusätzlich 

hinsichtlich ihrer putativen prognostischen Nutzbarkeit sowie ihrer möglichen Bedeutung für 

Entstehung und Progression des humanen Mammakarzinoms untersucht werden. 

 

3.2.1 Der Kandidat AGR3 

Die potentielle klinische Relevanz von AGR3 als prognostischer Marker für 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 fördernder 

Faktor im Brustkrebs und anderen Entitäten beschrieben [99] und wird zudem als 

prognostischer Marker für einen ungünstigen Verlauf des humanen Mammakarzinoms [118, 

119] diskutiert. 

 

3.2.1.1 AGR3 ist ein prognostischer Faktor für einen ungünstigen Verlauf des gut bis 

mittelgradig differenzierten Mammakarzinoms 

Die Untersuchung einer potentiellen prognostischen Relevanz von AGR3 für das humane 

Mammakarzinom erfolgte durch Färbung eines 190 Brustkrebsfälle umfassenden Tissue 

Microarrays mit zugehörigen Überlebensdaten. Die klinisch-pathologischen Parameter des 

Kollektivs sind in Tabelle 6-2 des Anhangs zusammengefasst. Die Dichotomisierung nach 

Proteinexpressionsstärke für AGR3 erfolgte am Median des nach Remmele und Stegner [272] 

berechneten immunreaktiven Scores -4) und 

-12). Für die univariate Überlebensanalyse wurde der Log-Rank-Test 

entsprechend der Kaplan-Meier-Methode angewendet.  
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dNach TNM-Klassifikation gemäß Sobin und Wittekind [20]. eImmunreaktiver Score (IRS) nach 
Remmele und Stegner [272]. fÜberexpression des HER2/NEU-Gens wurde gemäß IHC-basiertem 
DAKO-Score-System diagnostiziert. Signifikante P-Werte (P < 0,05) sind durch Fettdruck 
hervorgehoben. 

 

Bei Betrachtung aller Brustkrebs-Fälle konnte kein signifikanter Einfluss der AGR3-

Proteinexpression auf das Tumor-spezifische Überleben 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 

(siehe Abbildung 3-4G), ein signifikanter (P < 0,05) prognostischer Effekt der AGR3-

Proteinexpression auf das Tumor-spezifische Überleben ersichtlich (Abbildung 3-11B und 

Tabelle 3-9). Die isolierte Analyse der schlecht differenzierten (G3) Brusttumoren ließ 

hingegen keinen signifikanten Einfluss der AGR3-Expression auf das Tumor-spezifische 

Überleben erkennen (Abbildung 3-11C). Patientinnen mit gut bzw. mittelgradig differenziertem 

Mammakarzinom und hoher AGR3-Proteinexpression zeigten ein signifikant verkürztes 

Tumor-spezifisches Überleben (Mittelwert: 142,5 ± 9,6 Monate; 95% KI: 123,8  161,2) im 

Vergleich zu den Fällen 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 
Überleben von Grada 1/2-Brusttumoren beeinflussenden Faktoren 

Variable  HR P-Wert 95%KI 

   
Untere  
Grenze 

Obere 
Grenze 

AGR3-Proteinexpressionb     

AGR3niedrig 1,000    

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

Tumorgrößec     

pT1 1,000    

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

Lymphknoten-Statusc     

pN0 1,000    

pN1-3 1,879 0,087 0,912 3,869 

Alter bei Diagnosestellung      

<54,5 Jahre 1,000    

5 Jahre 2,481 0,011 1,231 4,999 
a Gemäß Bloom und Richardson, modifiziert nach Elston und Ellis [19]. b Dichotomisierung am 
medianen immunreaktiven Score (IRS) nach Remmele und Stegner [272] -

-12). c Nach TNM-Klassifikation gemäß Sobin und Wittekind [20]. 
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Signifikante P-Werte (P < 0,05) sind durch Fettdruck hervorgehoben. HR: Hazard-Rate; KI: 
Konfidenzintervall. 

 

Anschließend galt es zu überprüfen, ob der in der univariaten Überlebensanalyse herausgestellte 

putative prognostische Wert von AGR3 innerhalb der Subgruppe der G1/2-Mammakarzinome 

unabhängig von bekannten prognostischen Faktoren ist und somit einen eigenständigen 

Informationsgewinn liefern kann. Dazu wurde eine multivariate Cox-Regressionsanalyse unter 

Einschluss aller Faktoren durchgeführt, die in der univariaten Analyse einen signifikanten 

Einfluss auf das Tumor-spezifische Überleben innerhalb der Gruppe der G1/G2-

Mammakarzinome zeigten (Tabelle 3-10). Das Cox-Regressionsmodell bestätigte die 

Unabhängigkeit von AGR3 als prognostischer Marker für einen ungünstigen 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 Koloniebildungsfähigkeit humaner 

Mammakarzinomzellen 

In Anbetracht des herausgestellten unabhängigen prognostischen Wertes von AGR3 in gut bis 

mittelgradig differenzierten Mammakarzinomen sollte im Folgenden überprüft werden, ob 

dieser Beobachtung eine biologische Funktion des Proteins AGR3 innerhalb der Karzinogenese 

dieser Subgruppe des Mammakarzinoms zugrunde liegt. Als geeignetes repräsentatives in vitro-

Tumormodell für gut bis mittelgradig differenzierte Mammakarzinome wurde die luminale, 

epithelial-wachsende Brustkrebs-Zelllinie MCF7 ausgewählt [239], welche eine starke 

endogene AGR3-Proteinexpression aufweist (siehe Abbildung 3-1). 

Unter Verwendung eines shRNA-Plasmids für den RNA-Interferenz-vermittelten 

Expressionsverlust von AGR3 sowie eines Negativkontroll-shRNA-Plasmids, wurden unter 

Selektionsdruck zwei genetisch stabil-veränderte Zellpools (Gemisch aus Transfektanden, die 

mit dem gleichen Vektor transfiziert wurden) generiert, deren AGR3-Expression auf RNA- und 

Proteinebene in Abbildung 3-12A gegenübergestellt ist. Die Untersuchung des Zellwachstums 

in Abhängigkeit von der AGR3-Expression erfolgte mithilfe eines Koloniebildungstests. Von 

jeder Versuchsgruppe wurden 1000 Zellen in einer 6-Well-Zellkulturschale in 

Dreifachbestimmung ausgesät und die Koloniebildung nach 10 Tagen Kultivierung analysiert. 

Insgesamt wurden drei unabhängige Versuche durchgeführt. Wie bereits makroskopisch 

erkennbar war, führte der Expressionsverlust von AGR3 im gut differenzierten MCF7-

Tumormodell zu einem deutlich reduzierten Koloniewachstum (Abbildung 3-12B). Die 
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mRNA-Expression in stabilen BT549-Zellpools, transfiziert mit einem Leervektor (Leer) bzw. einem 
AGR3-Überexpressionsvektor (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: -Aktin. (E) Repräsentative Aufnahme eines Koloniebildungstests in einer 6-Well-
Kulturschale nach 10-tägiger Kultivierung stabiler BT549-Zellpools in Dreifachbestimmung. (F) Box 

Plot-Analyse nach densitometrischer Auswertung des Koloniewachstums der beiden Versuchsgruppen. 
Insgesamt wurden fünf unabhängige Versuche jeweils in Dreifachbestimmung durchgeführt. 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). 

 

Zusätzlich wurde unter Verwendung der Mammakarzinom-Zelllinie BT549 des basalen 

Subtyps [239] ein genetisch stabil-verändertes AGR3-Überexpressionsmodell (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 

Volllängen-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 durchgeführt. Im Koloniebildungstest führte 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-überexprimierenden BT549-

Zellen im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle (Abbildung 3-12F). 

Zusammenfassend zeigte sich, in Übereinstimmung mit den prognostischen Daten, ein das 

Krebszellwachstum fördernder Effekt von AGR3 im MCF7-in vitro-Tumormodell zur 

Abbildung gut differenzierter Tumoren der Brust. Im BT549-Tumormodell, welches die 

schlecht differenzierten, aggressiven Mammakarzinome repräsentierte, 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 Krebsentitäten stark aufregulierte, zur Proteindisulfidisomerase 

(PDI)-Familie zählende 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 möglichen Wachstums- bzw. Überlebensvorteil [103].  
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Abbildung 3-13: Genexpressionsänderung 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 für 12 bzw. 24 Stunden mit 5 µg/ml Tunicamycin (Tun, gelöst in 
DMSO) behandelt. Ein äquivalentes Volumen DMSO bzw. steriles Wasser (Negativ) wurde für 24 
Stunden auf die Kontrollansätze 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 überprüfen, ob dem homologen Protein AGR3 mit bisher unbeschriebener zellulärer 

Funktion eine ähnliche Tumor-fördernde Rolle, zumindest in gut differenzierten 

Brustkrebszellen, zukommen kann, wurden Zellen der humanen Mammakarzinom-Zelllinien 

MCF7 und BT549 mit Tunicamycin (gelöst in DMSO) versetzt. Tunicamycin inhibiert die N-

Glykosylierung von Proteinen im ER und führt zur Anhäufung fehlgefalteter Proteine [263]. 

Als Kontrollgruppen wurden DMSO- und unbehandelte (steriles Wasser) Zellen der jeweiligen 

Zelllinie mitgeführt. 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 gegenüber den 

beiden Kontrollgruppen (DMSO, Wasser) deutlichen Aufregulation der DDIT3-Expression 

(mittlerer FC nach 12 Stunden Tunicamycin-Exposition gegenüber der DMSO-Kontrolle: 15,9 

(MCF7), 31,6 (BT549)). Die beschriebene Rolle für AGR2 als ER-Stress-induzierbares Protein 

konnte an beiden Mammakarzinom-Zelllinien bestätigt werden. Es zeigte sich eine deutlich 

stärkere Induktion der AGR2-Expression in der Östrogenrezeptor- -negativen Zelllinie BT549 

mit fehlender endogener AGR2-Expression im Vergleich zur Östrogenrezeptor- -positiven 

Zelllinie MCF7 mit starker basaler AGR2-Expression (mittlerer FC nach 24 Stunden 
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Tunicamycin-Exposition gegenüber der DMSO-Kontrolle: 2,4 (MCF7), 284,0 (BT549)). In 

beiden Zelllinien wurde hingegen keine oder nur eine geringfügige Induktion der AGR3-

Expression infolge der Tunicamycin-Applikation nachgewiesen, was auf eine im Vergleich zu 

AGR2 nicht-redundante zelluläre Funktion von AGR3 hindeutet (mittlerer FC nach 24 Stunden 

Tunicamycin-Exposition gegenüber der DMSO-Kontrolle: 0,8 (MCF7), 2,0 (BT549)). 

 

3.2.2 Der Kandidat CELSR1 

Trotz der zentralen Stellung von CELSR1 innerhalb des Krebs-relevanten WNT/PCP-

Signalweges [147] ist seine klinische Bedeutung als möglicher Biomarker sowie die potentielle 

funktionelle Involvierung in Krebsentstehung und progression weitgehend ungeklärt. Im 

hepatozellulären Karzinom wurde CELSR1 als ein im Vergleich zum Normalgewebe 

hypermethyliertes Gen beschrieben [181]. Liao und Kollegen identifizierten CELSR1 als 

Bestandteil einer möglichen prognostischen DNA-Signatur zur Vorhersage einer malignen 

Progression des niedrig-gradigen DCIS (duktalen Karzinom in situ) zum invasiven 

Mammakarzinom. In dieser Studie wurde eine verstärkte Amplifikation des CELSR1-Lokus in 

Zellen des reinen DCIS ohne invasive Komponente beobachtet, welche beim Übergang zum 

invasiven Karzinom abnahm [182]. Wohingegegen die obigen Arbeiten indirekt auf mögliche 

Tumor-suppressive Eigenschaften von CELSR1 hindeuten, suggerieren weitere Studien eine 

Tumor-fördernde Rolle des Proteins in B-Zell-Non-Hodgin-Lymphomen [178, 179] sowie im 

Mundhöhlenkrebs [180]. Im Zuge dieser Dissertation wurden daher eine Untersuchung der 

möglichen 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 CELSR1 für das humane 

Mammakarzinom 

Die in der vorliegenden Dissertation erstmalig durchgeführte Subtyp-spezifische 

Expressionsanalyse für CELSR1 im humanen Mammakarzinom offenbarte auf mRNA-Ebene 

eine geringfügige, nicht signifikante Aufregulation von CELSR1 in Brusttumoren gegenüber 

der Normalgewebe-Expression (medianer FC: 1,5; Tabelle 3-6). Es konnte jedoch eine 

hochsignifikante, positive Korrelation zwischen CELSR1-mRNA-Expression und niedrigerem 

Tumorgrad sowie positivem Östrogen- und Progesteron-Rezeptor-Status herausgestellt werden 

(Tabelle 3-7 und Tabelle 3-8).  
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Koloniebildung der mittels CELSR1-spezifischer siRNA behandelten MCF7-Zellen um 40% 

auf 140% gesteigert. Die Daten stehen folglich im Einklang mit der bereits im XTT-Assay 

beobachteten Erhöhung des Zellwachstums infolge des CELSR1-Expressionsverlustes. Ob das 

gesteigerte Zellwachstum aus einer erhöhten Zellproliferations- oder einer reduzierten 

Apoptoserate beziehungsweise einer Modulation beider Prozesse resultiert, ist in 

weiterführenden Arbeiten noch zu klären. 

 

3.2.2.5 Der Einfluss von CELSR1 auf die Migrationsfähigkeit humaner Mamma-

karzinomzellen 

Da CELSR1 eine Haupt-Komponente des WNT/PCP-Signalweges und zudem ein Mitglied der 

Cadherin-Superfamilie darstellt, war die Untersuchung der potentiellen Änderung von 

progressions-assoziierten Eigenschaften in Mammakarzinomzellen wie Migration und 

Adhäsion von besonderem Interesse [148, 278]. 

Zunächst wurde ein 2D-Wundheilungstest durchgeführt, welcher die Fähigkeit der Zellen 

untersucht eine zellfreie Fläche zu besiedeln. Zur Erzeugung der zellfreien Fläche 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 ausgesät, so dass nach ca. 24-stündiger Inkubation ein konfluenter, 

einschichtiger Zellrasen in beiden Teilkammern, und nach Entfernung des Rahmens, eine die 

beiden Zell-Monolayer trennende, zellfreie Fläche entstand.  
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Abbildung 3-18: Repräsentative Darstellung eines Wundheilungstests nach siRNA-induziertem 
CELSR1-Knockdown in MCF7-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle. Vergleichende, 
repräsentative Foto-Dokumentation der Besiedlung der zellfreien Fläche über einen Zeitraum von 72 
Stunden, dargestellt für MCF7-Zellen, die mittels CELSR1-spezifischer sowie Negativkontroll-siRNA 
transfiziert wurden. 25-fache Originalvergrößerung. Vertikale, gestrichelte Linien markieren den Rand 
der zellfreien Ausgangsfläche zum Zeitpunkt 0 Stunden. Stern: vollständige Besiedlung der Fläche. 
Messbalken: entspricht 1000 µm. 

 

Zur Erfassung eines möglichst großen Bildbereiches wurden die Aufnahmen des für jede Probe 

immer gleich gewählten Ausschnitts bei 25-facher Vergrößerung in definierten Zeitabständen 

durchgeführt. Der Wert für die zellfreie Fläche für jeden Messzeitpunkt wurde für jede Probe 

auf die jeweilige zellfreie Ausgangsfläche zum Zeitpunkt T = 0 Stunden normiert. Insgesamt 

wurden vier unabhägige Versuche jeweils in Dreifachbestimmung durchgeführt. 
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repräsentative Aufnahmen fixierter, adhärenter Zellen von Test-und Kontrollgruppe nach 

einstündiger Inkubation auf Matrigel-beschichteten 6-Well-Kulturschalen. Die 

kolorimetrische, quantitative Auswertung bestätigte eine hochsignifikant (P < 0,01) gesteigerte 

Fähigkeit der Zell-Matrix-Adhäsion infolge einer siRNA-vermittelten Reduktion der CELSR1-

Expression in MCF7-Zellen (Abbildung 3-20B). Zwecks Normierung wurde die mediane Zell-

Matrix-Adhäsion der Negativkontrolle mit 100% definiert. In den mittels CELSR1-spezifischer 

siRNA behandelten MCF7-Zellen ergab sich somit eine relative Steigerung der Zell-Matrix-

Adhäsion von im Median 102% im Vergleich zur Negativkontrolle. 

 

3.2.3 Der Kandidat CTHRC1 

CTHRC1 wurde erstmalig als ein bei Gefäßverletzungen transient exprimiertes Protein 

beschrieben, welches in der remodellierenden Gefäßwand durch Fibroblasten sowie glatte 

Muskelzellen gebildet wird und sowohl ihre Migration steigert als auch die Bildung von 

Kollagen I inhibiert [186]. CTHRC1 ist in der Mehrzahl der humanen soliden Tumoren als 

überexprimiert beschrieben, darunter Tumoren der Brustdrüse [193, 194, 196, 197, 200, 280]. 

Zudem deuten Überlebensanalysen sowie funktionelle in vitro-Versuche und in vivo-

Mausmodelle in mehreren Entitäten auf eine Involvierung von CTHRC1 in die 

Tumorprogression hin, vermutlich durch Förderung der Migration und Invasivität der 

Krebszellen [194, 197, 280]. Ebenso suggerieren zwei neuere Studien im humanen 

Mammakarzinom eine mögliche prognostische Relevanz von CTHRC1 für diese Entität [201, 

202]. Trotz dargelegter Assoziation der CTHRC1-Expression mit fortgeschrittenen 

Brusttumoren und einem verringerten Rezidiv-freien Überleben [202], wurden bisher keine 

funktionellen Analysen von CTHRC1 im Mammakarzinom durchgeführt. In der vorliegenden 

Arbeit lag daher der Fokus auf der erstmaligen Analyse des möglichen Einflusses von CTHRC1 

auf migratorische Eigenschaften humaner Brustkrebszellen. 

 

3.2.3.1 Die Analyse der prognostischen Relevanz von CTHRC1 für das humane 

Mammakarzinom 

Bisher vorliegende prognostische Studien zu CTHRC1 im humanen Mammakarzinom zeigten 

eine signifikante Assoziation zwischen erhöhter CTHRC1-Proteinexpression und verkürztem 

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

prognostische Effekt stromal exprimierten CTHRC1-Proteins abhängig von einer ebenfalls 

hohen stromalen Expression des Proteins Periostin war [201]. Kim und Kollegen analysierten 
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CTHRC1-spezifischer siRNAs (jeweils 300 ng) durchgeführt. Als Negativkontrolle diente die 

gleiche Menge einer siRNA ohne Homologie zum humanen Genom. Die BT549-Zellen wurden 

über einen Zeitraum von insgesamt 120 Stunden mittels siRNA behandelt (siehe Abschnitt 

2.17.6).  

Abbildung 3-22 zeigt einen repräsentativen siRNA-induzierten CTHRC1-Expressionsverlust 

nach 120-stündiger siRNA-Exposition. Mittels CTHRC1-spezifischer siRNA konnte eine 156-

fache Reduktion der CTHRC1-mRNA-Expression gegenüber 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. 

 

3.2.3.3 Der Einfluss von CTHRC1 auf die Migrationsfähigkeit humaner 

Mammakarzinomzellen 

Zunächst wurde die Fähigkeit der Zellen untersucht in einem 2D-Wundheilungstest durch 

Migration eine zellfreie Fläche zu besiedeln. Die fotografische Dokumentation des für jede 

Probe immer gleich gewählten Ausschnitts wurde bei einer 25-fachen Vergrößerung in 

definierten Zeitabständen durchgeführt. Der Wert für die zellfreie Fläche für jeden 

Messzeitpunkt wurde für jede Probe auf die jeweilige zellfreie Ausgangsfläche zum Zeitpunkt 

T = 0 Stunden normiert. Insgesamt wurden drei unabhägige Versuche jeweils in 

Dreifachbestimmung durchgeführt.  

Es konnte eine verlangsamte Besiedlung der zellfreien Fläche durch mittels CTHRC1-

spezifischer siRNA behandelter BT549-Brustkrebszellen im Vergleich zu beiden 

Kontrollgruppen (unbehandelter BT549-Wildtyp, siRNA-Negativkontrolle) beobachtet 

werden. Die Dokumentation des Wundschlusses erfolgte über einen Zeitraum von insgesamt 

27 Stunden und ist exemplarisch für die Testgruppe (siRNA CTHRC1) sowie die siRNA-

Negativkontrolle in Abbildung 3-23 dargestellt. 
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quantifiziert. Insgesamt wurden drei unabhängige Versuche (zweimal in Zweifach-, einmal in 

Dreifachbestimmung) durchgeführt. 

In Übereinstimmung mit den Ergebnissen des 2D-Wundheilungstests (siehe Abbildung 3-24) 

wurde eine reduzierte Migrationsrate der Testgruppe (siRNA CTHRC1) im Vergleich zu beiden 

Kontrollgruppen beobachtet. Die Abbildung 3-25A bis C zeigen exemplarische mikroskopische 

Aufnahmen fixierter, angefärbter Zellen auf der Unterseite der Transwell-Einsätze aller drei 

Versuchsgruppen nach 7-stündiger Migration. Die Normierung erfolgte schließlich auf die 

mittlere Migrationsrate der unbehandelten Kontrollgruppe (100%). So ergab sich eine 

Reduktion der mittleren Migrationsrate der Testgruppe um 30% gegenüber 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 kürzlich, während der Entstehung der vorliegenden Arbeit, wurde NMU erstmalig als 

möglicher prädiktiver und prognostischer Biomarker für einen ungünstigen Verlauf der HER2-

positiven Brustkrebserkrankung beschrieben [235]. Erste funktionelle Daten von Rani et al. im 

humanen Mammakarzinom sowie die existierender Studien zu NMU in anderen Krebsentitäten, 

deuten auf eine mögliche progressionsfördernde Rolle des Proteins in der Krebserkrankung hin 

[231 234]. In der vorliegenden Dissertation wurde ursprünglich eine erstmalige Untersuchung 

der möglichen prognostischen Relevanz von NMU für das humane Mammakarzinom sowie des 

Einflusses auf fundamentale Eigenschaften humaner Brustkrebszellen angestrebt. Darüber 

hinaus sollten erstmals mögliche über 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 für NMU wurde bereits im Zuge dieser 

Arbeit erstmalig durchgeführt (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-Fällen gegenüber der Normalgewebe-Expression herausgestellt werden. 

Für 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 PAM50-klassifizierte Brustkrebs-Fälle 

und 113 Normalgewebe der Brust (Abbildung 3-26).  
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Mitwirkung der Master-Studentinnen Natalie Klotz und Sabrina Szczepanski unter meiner 

Betreuung.  

Nach erfolgreicher Isolation stabil genomisch-veränderter 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 Spezifitäts-Kontrolle für mögliche phänotypische Effekte 

wurden bewusst NMU-Einzelklone mit variierender Proteinexpressions-Stärke ausgewählt. 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 frühes Ereignis während der Tumorgenese und 

resultiert in einer gesteigerten Zellproliferation [37]. Der verwendete XTT-Test basiert auf 

Reduktion des Tetrazolium-Salzes XTT zu einem wasserlöslichen, 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 lässt sich mittels Absorptionsmessung quantifizieren. 

Es ist zu berücksichtigen, dass somit keine direkte Messung der Proliferation erfolgte, sondern 

die Anzahl vorhandener lebender Zellen (Zellviabilität) im Ansatz bestimmt wurde. Nach 

Aussaat der gleichen Zellzahl für jeden Versuchsansatz erfolgte die Messung der Absorption 

alle 24 Stunden über einen Zeitraum von insgesamt 4 Tagen. Die gemessenen Absorptionswerte 

jedes Ansatzes wurden auf den jeweiligen Messwert zum Zeitpunkt 24 Stunden normiert, um 

mögliche Abweichungen bei der Zellaussaat zu korrigieren. Für beide in vitro-Tumormodelle 

(SKBR3 und Hs578T) wurden drei unabhängige Versuche mit jeweils fünf unabhängigen 

Leervektor- und NMU-Klonen durchgeführt. 

In Abbildung 3-32A und C sind die gemittelten, viertägigen Verlaufskurven für jeden 

Einzelklon des SKBR3- und Hs578T-Tumormodells dargestellt. Für beide Tumormodelle 

wurde eine nach 96 Stunden im Median reduzierte Zellviabilität der NMU-Klone gegenüber 

den Leervektor-Kontrollen beobachtet. Die Reduktion für 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 Hs578T.  Die kolorimetrische Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen erfolgte 
mittels Absorptionsmessung (492 nm/650nm) über einen Zeitraum von 96 Stunden und wurde für 
jeweils fünf unabhängige Leervektor (hellgraue Kurven)- und NMU-Einzelklone (dunkelgraue Kurven) 
der Zellinien (A) SKBR3 und (C) Hs578T in jeweils drei unabhängigen Versuchen durchgeführt. 
Vertikale Linien: ± SEM der Dreifachbestimmung. Die Absorptionswerte jeder Versuchsreihe wurden 
auf den 24-Stunden-Wert normiert. Scatter-Plot-Darstellung der Änderung der Anzahl vitaler Zellen 
nach 96 Stunden für jeweils fünf unabhängige 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 Möglichkeit zur Bestimmung des Zellwachstums herangezogen. Um das 

Koloniebildungsvermögen der beiden NMU-gain-of-function-Modelle (SKBR3 und Hs578T) 

zu charakterisieren, wurden je Einzelklon in Dreifachbestimmung 1000 Zellen pro Kavität einer 

6-Well-Kulturschale ausgesät und das Koloniewachstum nach 14-tägiger Kultivierung 

analysiert. Für beide Modelle wurden jeweils drei unabhängige Versuche mit je fünf 

unabhängigen Leervektor- und NMU-Klonen durchgeführt.  
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Abbildung 3-33: Der Einfluss von NMU auf das Koloniewachstum der humanen 
Mammakarzinom-Zelllinien SKBR3 und Hs578T. Repräsentative Aufnahmen fixierter, angefärbter 
Kolonien in 6-Well-Zellkulturschalen nach 14-tägiger Kultivierung. Gezeigt ist die Koloniebildung (in 
Dreifachbestimmung) für jeweils drei Leervektor (Leer)- und NMU-Klone (NMU) des (A) SKBR3- und 
(C) Hs578T-Modells. Die Box Plot-Analyse (drei unabhängige Versuche mit jeweils fünf unabhängigen 
Leervektor- und NMU-Einzelklonen) nach densitometrischer Auswertung des Koloniewachstums zeigt 
ein hochsignifikant reduziertes Koloniebildungsvermögen 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 zweiwöchiger 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 bestätigte die 

makroskopisch sichtbaren, qualitativen Beobachtungen. Die ektopische NMU-Expression 

resultierte im SKBR3-Modell in einer hochsignifikant (P < 0,001) verminderten 

Koloniebildungsfähigkeit (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. Für das Hs578T-

Modell konnte nach densitometrischer Auswertung hingegen kein signifikant verändertes 

Koloniewachstum zwischen beiden Versuchsgruppen festgestellt werden (Abbildung 3-33D). 

Bei Festlegung des medianen Koloniewachstums der Leervektor-Kontrollen auf 100%, ergab 

sich für 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 

Bestätigung dieser Beobachtung konnte schließlich im Koloniebildungstest über einen längeren 

Kultivierungszeitraum von 14 Tagen erbracht werden. Hier resultierte die ektopische NMU-

Expression im luminalen SKBR3-Modell in einer hochsignifikant (P < 0,001) verminderten 

Koloniebildungsfähigkeit (Abbildung 3-33). Im Folgenden galt es zu klären, ob die NMU-

vermittelte Wachstumsreduktion das Resultat einer gehemmten Zellproliferations- oder einer 

erhöhten Apoptoserate beziehungsweise einer Modulation beider Prozesse darstellt. Als Maß 

für die Apoptoserate in den stabilen SKBR3 NMU-Klonen und Kontrollen wurde die Aktivität 

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-Maß geltenden Caspase 3/7-Aktivität. Die Apoptose wurde 

mittels Staurosporin-Applikation induziert [282]. Ansätze ohne Staurosporin fungierten als 

Negativkontrollen.  

Das Ergebnis aus drei unabhängigen Versuchen mit jeweils fünf unabhängigen Leervektor- und 

NMU-Einzelklonen ist in Abbildung 3-34 dargestellt. Es zeigte sich keine signifikant 

differentielle Caspase 3/7-Aktivität (Apoptoserate) zwischen Test-und Kontrollgruppe des 

SKBR3-Modells. Die mediane Aktivität der Caspasen 3 und 7 in den Leervektor-Kontrollen 

wurde gleich 100% gesetzt, so dass sich in den NMU-Klonen im Vergleich eine mediane 

Aktivität von 96% ergab. Es wurde folglich angenommen, dass die beobachtete NMU-

vermittelte Wachstumsreduktion im luminalen SKBR3-Modell, auf eine verminderte 

Zellproliferation zurückzuführen ist. 
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Abbildung 3-35: Repräsentative Darstellung eines Wundheilungstests für den Leervektor-Klon 
#6 und den NMU-Klon #38 des SKBR3-Modells.  Vergleichende, repräsentative Foto-Dokumentation 
der Besiedlung der zellfreien Fläche, dargestellt für den Leervektor-Klon #6 und den NMU-Klon #38 
des SKBR3-Modells über einen Zeitraum von sechs Tagen. 25-fache Originalvergrößerung. Vertikale, 
gestrichelte Linien markieren den Rand der zellfreien Ausgangsfläche am Tag 0. Stern: vollständige 
Besiedlung der Fläche. Messbalken: 1000 µm. 
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Abbildung 3-36: Repräsentative Darstellung eines Wundheilungstests für den Leervektor-Klon 
#17 und den NMU-Klon #12 des Hs578T-Modells.  Vergleichende, repräsentative Foto-
Dokumentation der Besiedlung der zellfreien Fläche, dargestellt für den Leervektor-Klon #17 und den 
NMU-Klon #12 des Hs578T-Modells über einen Zeitraum von 26 Stunden. 25-fache 
Originalvergrößerung. Vertikale, gestrichelte Linien markieren den Rand der zellfreien Ausgangsfläche 
zum Zeitpunkt 0 Stunden. Stern: vollständige Besiedlung der Fläche. Messbalken: 1000 µm. 

 

Je Teilkammer wurde eine entsprechende Zellzahl ausgesät, so dass nach ca. 24-stündiger 

Inkubation ein konfluenter, einschichtiger Zellrasen in beiden Teilkammern, und nach 
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Entfernung des Rahmens, eine die beiden Zell-Monolayer trennende, zellfreie Fläche entstand. 

Zur Erfassung eines möglichst großen Ausschnitts wurden die Aufnahmen des für jede Probe 

immer gleich gewählten Ausschnitts bei 25-facher Vergrößerung in definierten Zeitabständen 

durchgeführt. Die Werte für die zellfreie Fläche für jeden Messzeitpunkt wurden für jede Probe 

auf die jeweilige zellfreie Ausgangsfläche zum Messzeitpunkt T = 0 Tage/Stunden normiert. 

Für beide Modelle (SKBR3 und Hs578T) wurden drei unabhängige Versuche mit jeweils fünf 

unabhängigen Leervektor- und NMU-Einzelklonen durchgeführt.  

 

 

Abbildung 3-37: Der Einfluss von NMU auf die Migrationsfähigkeit der humanen 
Mammakarzinom-Zelllinien SKBR3 und Hs578T. Vergleich des Wundschlusses von Leervektor 
(n=5; hellgraue Fläche)- und NMU-Einzelklonen (n=5; dunkelgraue Fläche) des (A) SKBR3- und (C) 
Hs578T-Modells über einen Zeitraum von sechs Tagen (SKBR3) bzw. 26 Stunden (Hs578T). Alle 
Werte wurden auf  die zellfreie Ausgangsfläche zum Zeitpunkt T= 0 normiert (100%). Vertikale Linien: 

Tag4: Differenz der zellfreien Flächen 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 Fläche in den 

NMU-Klonen im Vergleich zu den Leervektor-Kontrollen beobachtet. Die Dokumentation des 
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Wundschlusses erfolgte über einen Zeitraum von sechs Tagen und ist exemplarisch für 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 Phänotyp stellt folglich das Resultat einer erhöhten, NMU-

vermittelten Migrationsfähigkeit 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 über einen Zeitraum von 26 Stunden und ist repräsentativ für den Leervektor-Klon #17 und 

den NMU-Klon #12 in Abbildung 3-36 dargestellt.  

Die statistische Auswertung bestätigte die qualitativen Beobachtungen. Für das SKBR3-Modell 

ergab sich zu jedem einzelnen Zeitpunkt über 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 

größte, signifikante (P < 0,001) Differenz in der zellfreien Fläche zwischen den beiden 

Versuchsgruppen betrug im Mittel 19,5% und wurde an Tag vier der Messreihe verzeichnet 

(Abbildung 3-37A und B). Für das Hs578T-Modell konnte hingegen zu keinem Messpunkt der 

Dokumentationsreihe über 26 Stunden eine signifikante Differenz in der zellfreien Fläche 

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

 

3.2.4.8 Der Einfluss von NMU auf die Zell-Matrix-Adhäsion humaner 

Mammakarzinomzellen 

Nachdem ein migrationsfördernder 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 mögliche zusätzliche Modulation der adhäsiven 

Eigenschaften beider Tumormodelle (SKBR3 und Hs578T) zu untersuchen. Eine deregulierte 

Zell-Matrix-Adhäsion stellt, neben der Veränderung 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 MatrigelTM Basement 

Membrane Matrix beschichtet, welches reich an extrazellulären Komponenten wie Laminin und 

Kollagen IV (zwei Hauptbestandteilen der natürlichen Basalmembran) ist. Die mögliche NMU-

modulierte Zell-Matrix-Adhäsion der Mammakarzinomzellen wurde untersucht, indem eine 

definierte Zellzahl für einen Zeitraum von einer Stunde auf die mit Matrigel beschichteten 
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Platten ausgesät wurde. Durch anschließendes Waschen wurden nicht-adhärente Zellen 

entfernt, darauffolgend adhärente Zellen fixiert und mit Kristallviolett-Lösung angefärbt. Die 

Menge des darauf herausgelösten Zell-gebundenen Farbstoffs ist proportional zur Anzahl 

adhärenter Zellen und konnte an einem ELISA-Reader quantifiziert werden. Für beide 

Zellmodelle wurden drei unabhängige Versuche mit jeweils fünf unabhängigen Leervektor- 

und NMU-Einzelklonen durchgeführt. 

 

 

Abbildung 3-38: Der Einfluss von NMU auf die Matrigel-basierte Zell-Matrix-Adhäsion der 
humanen Mammakarzinom-Zelllinien SKBR3 und Hs578T. Box-Plot-Darstellung der 
kolorimetrischen Bestimmung der Matrigel-basierten Zell-Matrix-Adhäsion von NMU-
überexprimierenden (n=5, NMU, dunkelgrau) und Leervektor-Einzelklonen (n=5, Leer, hellgrau) des 
(A) SKBR3- und (B) Hs578T-Modells. Es wurden jeweils drei unabhängige Versuche durchgeführt. 
Die Normierung der Werte erfolgte auf die mediane Zell-Matrix-Adhäsion 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-

Adhäsion 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-Adhäsion: 100%) 

vermindert. Wie für die Zellproliferation und die migratorischen Eigenschaften beobachtet, 

konnte kein signifikanter Einfluss von Neuromedin U auf die Zell-Matrix-Adhäsion der basalen 

Hs578T-Zellen festgestellt werden (Abbildung 3-38B). Bei einer medianen Zell-Matrix-

Adhäsion der Leervektor-Kontrollen von 100%, ergab sich für die NMU-Klone eine mediane 

Adhäsion 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 Förderung progressions-assoziierter Krebszelleigenschaften 

mindestens über zwei bekannte G-Protein-gekoppelte Rezeptoren  NMUR1 und NMUR2  

vermittelt werden [233, 234]. Zusätlich wurde kürzlich ein Heterodimer aus zwei weiteren 

Rezeptoren, namentlich neurotensin receptor 1 (NTSR1) und growth hormone secretagogue 

receptor (GHSR), als möglicher Vermittler Tumor-fördernder Eigenschaften von NMU im 

Lungenkarzinom identifiziert [231]. Da bisher nicht geklärt ist über 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 NTSR1-

mRNA-Expression herausgestellt, wobei eine mRNA-Expression der Rezeptoren NMUR1 und 

GHSR nicht nachweisbar war. Im basalen Hs578T-Modell wurde hingegen keiner der 

analysierten, möglichen NMU-Rezeptoren exprimiert (Abbildung 3-39). Die Ergebnisse deuten 

darauf hin, dass die beobachteten, phänotypischen Effekte von NMU im SKBR3-Modell 

möglicherweise über den Rezeptor NMUR2 vermittelt werden und könnten zusätzlich das 

Ausbleiben dieser Effekte im Hs578T-Modell erklären.  

 

 

Abbildung 3-39: Expression potentieller Rezeptoren für Neuromedin U in den beiden 
Mammakarzinom-Zelllinien SKBR3 und Hs578T. mRNA-Expression der beiden bekannten NMU-
Rezeptoren NMUR1 und NMUR2 sowie der potentiellen NMU-Rezeptoren NTSR1 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-HiSeq-Expressionsdaten von 516 PAM50-klassifizierten 

Mammakarzinomen des Datenportals TCGA herangezogen [237, 238] (siehe Abschnitt 2.1.4). 
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Signalwege wurden in einer Gene Ontology (GO)-Analyse identifiziert. Die annotierten Gene 

sind dabei unterschiedlichen GO-

-Bezeichnungen unterteilt werden. Die 

Filter-Parameter für die Identifizierung signifikant veränderter GO-Annotationen waren ein Z-

Score -Erwartet- -Wert < 0,05 (exakter 

Test nach Fisher) sowie eine Anzahl von mindestens zwei veränderten Genen in der jeweiligen 

GO-Annotation. Gene, die zwischen Test- (NMU) und Kontrollgruppe (Leervektor) um einen 

Faktor größer 1,5 mit einem P-Wert < 0,05 differentiell exprimiert waren, wurden als 

 

Es konnten signifikante Veränderungen in biologischen Prozessen beobachtet werden, die 

bereits in früheren Studien mit Neuromedin U assoziiert wurden und die Validität der eigenen 

experimentellen Daten untermauern. Darunter befanden sich GO-Bezeichnungen, welche die 

Knochenbildung (GO:0045671) [283], die Regulation des Blutdrucks (GO:0003071) [208], 

Entzündungs-Reaktionen (GO:0001816) [222], sowie die Regulation der Energie-Homöostase 

bzw. metabolischer Prozesse (GO:0045913; GO:0006629; GO:0031018) betrafen [205, 219] 

(siehe Tabelle 3-11 und Tabelle 3-12). Zusätzlich wiesen über-repräsentierte GO-Annotationen 

auf eine NMU-vermittelte Modulation bekannter Krebs-relevanter Signalwege hin. Darunter 

befand sich eine signifikante Veränderung des Ephrin- (GO:0048013; P < 0,01), WNT- 

(GO:0090090 und GO:0030177 - (GO:0060395 und 

GO:0030511, für beide P < 0,01), ERK- (GO:0070372, P < 0,01), sowie des Smoothened-

Signalweges (GO: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 anschließend Genexpressions-Muster zu identifizieren, welche mit der NMU-vermittelten 

Steigerung der Zellmotilität bei gleichzeitiger Reduktion der Zellproliferation assoziiert sind, 

wurde eine Klassen-Vergleichsanalyse (engl. class comparison analysis) zwischen NMU-

Klonen und Leervektor-Kontrollen durchgeführt. 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 

Berücksichtigung der signifikanten Veränderung 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 mögliches Schlüsselmolekül 

identifiziert, das zur Modulation des WNT-Signalweges in luminalen SKBR3-Zellen beitragen 

könnte (Tabelle 3-13). 
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Tabelle 3-11: Ausgewählte, über NMU aufregulierte GO-Kategorien im SKBR3-Tumormodell 

GO-ID GO-Bezeichnung GO-
Klasse 

Veränderte 
Gene [%]  

Z-
Score 

P-Werta 

GO:0045671 negative Regulation der Osteoclasten-
Differenzierung 

BPb 14,3 5,6801 0,0017 

GO:0003071 in die Regulation des systemischen 
arteriellen Blutdrucks involvierter 
renaler Prozess 

BP 14,3 5,6801 0,0017 

GO:0090090 negative Regulation des kanonischen 
WNT-Rezeptor-Signalweges 

BP 7,2 5,2387 0,0004 

GO:0031532 Aktinzytoskelett-Reorganisation BP 9,8 5,2046 0,0012 
GO:0048013 Ephrin-Rezeptor-Signalweg  BP 9,7 4,4832 0,0052 
GO:0040012 Regulation der Lokomotion BP 3,2 4,4050 0,0002 
GO:0001816 Zytokin-Produktion BP 6,3 3,8590 0,0061 
GO:0051492 Regulation der Stress-Faser-

Anordnung 
BP 7,3 3,7315 0,0113 

GO:0042127 Regulation der Zellproliferation BP 2,1 3,4533 0,0018 
GO:0045913 positive Regulation des Kohlenhydrat-

Metabolismus 
BP 6,3 3,3407 0,0173 

aexakter Test nach Fisher, Signifikanzniveau von P < 0,05. bBP: Biologischer Prozess. 

 

Tabelle 3-12: Ausgewählte, über NMU herabregulierte GO-Kategorien im SKBR3-Tumormodell  

GO-ID GO-Bezeichnung GO-
Klasse 

Veränderte 
Gene [%]  

Z-
Score 

P-
Werta 

GO:0006629 Lipid-Metabolismus BP 4,3 7,7679 <0,0001 
GO:0031018 Entwicklung des endokrinen 

Pankreas 
BP 11,9 5,3896 0,0005 

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 -

Rezeptor-Signalweges 
BP 13,6 4,523 0,0047 

GO:0070372 Regulation der ERK1- und ERK2-
Kaskade 

BP 6,3 4,2688 0,0010 

GO:0042127 Regulation der Zellproliferation BP 2,8 3,6925 0,0008 
GO:0022407 Regulation der Zell-Zell-Adhäsion BP 6,2 3,3360 0,0090 
GO:0030177 positive Regulation des WNT-

Rezeptor-Signalweges 
BP 5,3 2,5922 0,0318 

GO:0008589 Regulation des Smoothened-
Signalweges 

BP 6,1 2,5643 0,0417 

a exakter Test nach Fisher, Signifikanzniveau von P < 0,05. bBP: Biologischer Prozess. 

 

 

 



-152- Ergebnisse 

Tabelle 3-13: Ausgewählte, deregulierte Gene des WNT-Rezeptor-Signalweges im SKBR3 NMU-
Modell 

Gensymbol Log2 FC NMU vs. Leer P-Werta 

WNT11 0,799 < 0,001 

NKD2 0,390 < 0,05 

CLDN1 - 1,360 < 0,01 

DKK1 - 1,960 < 0,01 

a 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.  

 

 

Abbildung 3-41: Real-Time PCR-basierte mRNA-Expressionsanalyse ausgewählter 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 fünf unabhängige NMU- und 
Leervektor-Klone analysiert (Ausnahme CLDN1: fünf 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 Übereinstimmung 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 

gegenüber den Leervektor-Kontrollen gezeigt werden. Naked-Proteine (NKD1 und NKD2) 

-

Wechselwirkung mit der intrazellulären WNT-Signalwegs-Komponente Dishevelled (DVL) 

-Catenin-Signalweges inhibieren, andererseits 

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

 

 

Abbildung 3-42: Western Blot-Analyse ausgewählter WNT-Signalwegs-Komponenten im 
luminalen SKBR3 NMU-Tumormodell. Repräsentative Western Blot-Darstellung der 
Proteinexpression ausgewählter WNT-Signalwegs-Komponenten in unabhängigen SKBR3 NMU-
Einzelklonen und Leervektor-Kontrollen - -Tubulin, sowie 
Gesamt-RAC1-Protein. 

 

Eine Aktivierung des PCP-Signalweges führt zur Modulation der Aktinzytoskelett-

Organisation der Zelle und damit verbundenen Änderungen in Eigenschaften wie der 

Zellmotilität und -adhäsion. Als wichtige Effektoren des PCP-Signalling fungieren kleine 
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GTPasen der Rho-Familie wie RAC1 [153]. Es wurde bereits gezeigt, dass die Aktivierung des 

PCP-Signalweges über den Effektor RAC1 zu einer Steigerung der Migrationsfähigkeit von 

Krebszellen und einer damit verbunden erhöhten Metastasierung führen kann [148]. Als 

mögliches Maß für eine putative verstärkte Aktivierung des PCP-Signalweges in SKBR3 

NMU-Klonen gegenüber den Leervektor-Kontrollen wurde die Menge der aktiven Form von 

RAC1, RAC1-GTP, ermittelt und ins Verhältnis zur vorhandenen Gesamtmenge zellulären 

RAC1-Proteins gesetzt. In der Tat konnte ein signifikant erhöhter Ratio (P < 0,05; medianer 

FC: 1,6) aus RAC1-GTP zu Gesamt-RAC1 in den NMU-Einzelklonen ermittelt werden 

(Abbildung 3-42 und Abbildung 3-43). Ebenfalls in Übereinstimmung mit den Microarray-

Daten wurde eine signifikant (P < 0,05) erhöhte WNT11-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 erhöhten Motilität von Krebszellen 

(inklusive Brustkrebszellen) assoziiert, die zum Teil auf eine verstärkte Aktivierung des PCP-

Signalweges zurückgeführt wurde [163, 287]. 

 

 

Abbildung 3-43: Densitometrische Auswertung der Western Blot-Proteinexpression ausgewählter 
WNT-Signalwegs-Komponenten im luminalen SKBR3 NMU-Modell. Box-Plot-Darstellung der 
Western Blot-Ergebnisse nach densitometrischer Auswertung der Proteinexpression ausgewählter 
WNT-Signalwegskomponenten in unabhängigen NMU-und Leervektor-Einzelklonen des SKBR3-
Modells. Die Darstellung des Ratio RAC1-GTP zu Gesamt RAC1-Protein basiert auf drei unabhängigen 
Experimenten mit jeweils vier unabhängigen 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 unabhängigen Leervektor- und fünf 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 WN -Catenin-Signalweges vorliegen könnte. Die 

Aktivierung der kanonischen WNT-Signalkaskade benötigt 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 vollständige funktionelle 

Redundanz aufweisen [289]. Diese Annahme untertsützend konnte gezeigt werden, dass der 

induzierte, alleinige Expressionsverlust von LRP6 zu einer reduzierten Aktivität des 

kanonischen WNT-Signalweges mit einhergehender Abnahme der Proliferation von 

Brustkrebszellen führen kann [140].  

 

 

Abbildung 3-44: Mögliches Modell der NMU-vermittelten Modulation des WNT-Rezeptor-
Signalweges in luminalen SKBR3-Brustkrebszellen. Die potentielle Bindung von NMU an den 
Rezeptor NMUR2 führt, über einen ungeklärten Mechanismus, zu einer Aufregulation der 
nachgeschalteten Signalwegs-Komponenten NKD2 und WNT11 sowie einer herabregulierten 
Expression des Rezeptors LRP6. Die verminderte Expression des Co-Rezeptors LRP6 sowie die erhöhte 



-156- Ergebnisse 

-Catenin-Signalweges NKD2 könnten zu 
einer reduzierten Aktivierung des kanonischen WNT-Signalweges und folglich einer verminderten 
Expression TCF/LEF-regulierter Ziel-Gene wie MYC, CD44, DKK1 und CLDN1 beitragen. Die 
reduzierte Expression des Proto-Onkogens MYC kann möglicherweise zu einer Herabregulation der 
Zellproliferation führen. Es ist denkbar, dass die verstärkte Bildung von NKD2 und des nicht-
kanonischen WNT-Liganden WNT11 zu einer gesteigerten Aktivität des PCP (Planar Cell Polarity)-
Signalweges führen können. Die Stimulation (GTP-Bindung) von stromabwärts gelegenen PCP-
Effektorproteinen wie RAC1 kann möglicherweise zu einer erhöhten Migrationsfähigkeit der SKBR3-
Brustkrebszellen beitragen. 

 

Die Analyse der Expression der beiden zentralen Komponenten des kanonischen Signalweges 

im SKBR3-Tumormodell zeigte eine unveränderte 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 erhöhten Expression des potentiellen, kanonischen WNT-

Signalwegs-Antagonisten NKD2 in SKBR3 NMU-Einzelklonen zu einer reduzierten 

Signalwegs-Aktivität und folglich einer verringerten Expression TCF/LEF-regulierter Zielgene 

beitragen könnte. Die Hypothese unterstützend wurde eine reduzierte Expression bekannter 

kanonischer Zielgene gefunden, namentlich MYC [291], CD44 [292], DKK1 [293] und 

CLDN1 [294] (Abbildung 3-41, Abbildung 3-42, Abbildung 3-43). Die verminderte Expression 

des bedeutenden Proto-Onkogens MYC [295] als Folge forcierter NMU-Expression könnte zur 

beobachteten Reduktion der Zellproliferation im SKBR3-Modell beitragen.  

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

Rezeptor-Signalweges in luminalen SKBR3-Brustkrebszellen zusammenfassend dargestellt. 



Diskussion -157- 

 

4 Diskussion 

 

4.1 Identifizierung und Validierung potentieller Proteinbiomarker für die Blut-basierte 

Brustkrebs-Früherkennung  

Das Mammakarzinom ist die häufigste maligne Krebserkrankung der Frau in Deutschland und 

weltweit [1, 2]. Die Notwendigkeit einer Früherkennung der Brustkrebserkrankung wird durch 

die Abhängigkeit der Prognose vom Zeitpunkt der Diagnosestellung verdeutlicht. Die relative 

5-Jahres-Überlebenswahrscheinlichkeit für 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 Mortalität, abhängig 

davon, ob benigne Vorläufer-Läsionen der malignen Erkrankung bereits detektier- und 

behandelbar sind [64]. In Deutschland wird frühestens im Jahr 2015 absehbar sein, ob und in 

welchem Ausmaß das zwischen 2005 und 2009 implementierte Mammographie-Screening-

Programm zu einer Reduktion der Brustkrebs-spezifischen Mortalität beitragen kann [1]. Eine 

Meta-Studie des Cochrane-Netzwerkes von 2013 schätzt die auf das Mammographie-Screening 

zurückzuführende Reduzierung der Brustkrebs-spezifischen Mortalität, unter Einbezug 

randomisierter, klinischer Studien bis November 2012 (600.000 Fälle 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 Überdiagnose und Überbehandlung, 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 wäre [296]. Des Weiteren sind die unzureichende diagnostische Spezifität 

und Sensitivität der Screening-Mammographie bei einem Einsatz für Frauen mit dichtem 

Brustparenchym zu erwähnen [68]. Der Anteil an Frauen mit dichtem Brustgewebe im Alter 

über 50 Jahren beträgt nach Schätzungen 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 möglichen körperlichen Schäden 

auch zu psychischen Beeinträchtigungen für die Screening-Teilnehmerinnen und immensen 

Zusatzkosten für das Gesundheitssystem führen können [297]. Das geschätzte kumulative 

Risiko für eine Frau in einem europäischen 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 komplementären Früherkennungs-Strategien für das humane 

Mammakarzinom. Einen minimal-invasiven Ansatz stellt die Detektion von in 

Körperflüssigkeiten wie Blutserum befindlichen Biomarkern dar [72, 268]. Insbesondere für 

zirkulierende Proteinbiomarker ist ein Potential für einen routinemäßigen 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 Spezifität und 

Sensitivität in frühen Brustkrebs-Stadien bezieht sich die derzeitige Empfehlung jedoch 

ausschließlich auf eine Nutzung als ergänzende Monitoring-Biomarker für das metastasierende 

Mammakarzinom. Eine Empfehlung der ASCO (American Society of Clinical Oncology) für 

einen Biomarker-basierten Brustkrebs-Früherkennungs-Test liegt hingegen nicht vor [73]. Die 

Nutzung mikrofluider Chip-Technologien für eine Vor-Ort-Diagnose (engl. Point-Of-Care, 

POC) weist, aufgrund der potentiellen schnellen und simplen Durchführbarkeit bei reduzierten 

Kosten, ein enormes Potential für einen routinemäßigen Einsatz als mögliches Screening-Tool 

auf [76, 78].  

Übergeordnetes Ziel des interdisziplinären MicroBioMed-Projektes war die Entwicklung eines 

mikrofluiden, Blutserum-basierten Chip-Systems, das vorrangig für die Brustkrebs-

Früherkennung nutzbar sein sollte. Monoklonale Antikörper 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 adäquater klinischer Spezifität und 

Sensitivität, Ziel der vorliegenden Arbeit. 

Auf Grundlage von Gewebe-Expressionsdaten sowie unter Berücksichtigung einer möglichen 

Auffindbarkeit im Blutkreislauf wurden die Kandidaten ASPN, CTHRC1 und AGR3 als 

aussichtsreiche, potentielle Serum-Proteinbiomarker für das humane Mammakarzinom 

ermittelt. CELSR1, NMU und GREM1 wurden aufgrund einer vergleichsweise geringen 

festgestellten Tumor-spezifischen Aufregulation für weitere Analysen im humanen Serum nicht 

weiter berücksichtigt. Von den drei in humanen Seren analysierten Kandidaten ASPN, 

CTHRC1 und AGR3, erwies sich letztlich AGR3 als potentieller Biomarker für die Brustkrebs-

Früherkennung.  

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

Mammakarzinom, insbesondere in luminalen Tumoren gegenüber Normalgeweben der Brust 
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beobachtet. Ferner konnte eine signifikante Assoziation zwischen ASPN-Expression und gut 

bis mittelgradiger Differenzierung sowie geringer Tumorgröße (pT1) herausgestellt werden. 

Auf Proteinebene ließ sich eine Aufregulation der ASPN-Expression nicht quantifizieren. Der 

immunhistochemische Nachweis von ASPN zeigte eine auf die extrazelluläre Matrix 

beschränkte 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-lobuläres Karzinom) gegenüber 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 Übereinstimmung mit den 

eigenen mRNA-Daten zeigten Castellana et al. eine Assoziation der ASPN-mRNA-Expression 

mit Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen. Die immunhistochemische nukleäre 

Detektion von ASPN in epithelialen Brustkrebszellen [300] steht im Gegensatz zu der in der 

vorliegenden Arbeit beschriebenen extrazellulären, stromalen Lokalisation. ASPN zählt zur 

Familie der SLRPs (engl. Small Leucine-rich Repeat Proteoglycans), für deren Mitglieder 

inklusive ASPN, eine Kollagen-Bindung beschrieben ist [274, 301, 302]. Auch neuere Studien 

in unterschiedlichen Geweben wiesen ASPN als ein hauptsächlich stromal lokalisiertes Protein 

sowohl in Normal- als auch in Tumorgeweben nach [303, 304]. Neben anderen Tumorentitäten 

wurde ASPN kürzlich als ein im Prostatakarzinom aufreguliertes Gen beschrieben [304]. In 

einer massenspektrometrischen Analyse humaner Serumproben konnte eine signifikant erhöhte 

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 für das Mammakarzinom anhand 

Brustkrebs-assoziierter Seren von Patientinnen mit überwiegend frühen 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 ließ sich der Nachweis einer signifikant differentiellen ASPN-

Proteinexpression zwischen Tumor- und Normalgeweben der Brust nicht erbringen. Es ist 

folglich möglich, dass sich der auf mRNA-Ebene detektierte Expressionsunterschied nicht oder 

deutlich geringfügiger auf Proteinebene manifestiert und somit zu einer nicht feststellbaren 

signifikant differentiellen ASPN-Serumkonzentration zwischen Test- und Kontrollgruppe 

führte. Zudem wurde eine ASPN-Expression mit entzündlichen Erkrankungen wie 

Osteoarthritis [302, 306] und Pankreatitis [303] in Verbindung gebracht. Eine Entzündungs-
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assoziierte, nicht Tumor-spezifische ASPN-Expressionsinduktion kann als weitere mögliche 

Erklärung einer im Serum nicht detektierbaren differentiellen ASPN-Konzentration zwischen 

beiden Versuchsgruppen angesehen werden. 

Für CTHRC1 konnte in der vorliegenden Arbeit die von allen untersuchten Kandidaten stärkste 

signifikante Aufregulation auf mRNA-Ebene in Tumor- gegenüber Normalgeweben der Brust 

beobachtet werden. Eine Tumor-spezifische Aufregulation von CTHRC1 ist in der 

überwiegenden Mehrheit humaner, solider Tumoren inklusive des Mammakarzinoms bereits 

beschrieben worden [193, 200, 202, 299]. Jedoch liegt eine Diskrepanz hinsichtlich des für 

CTHRC1 beschriebenen Expressionsmusters zwischen einzelnen Studien vor. In der 

vorliegenden Arbeit wurde im Normal-und Tumorgewebe der Brust eine ähnlich starke, 

zytoplasmatische CTHRC1-Proteinexpression in stromalen und epithelialen Zellen 

verzeichnet, hingegen eine auffällige Zunahme (auf qualitativer Ebene) der Anfärbbarkeit der 

Brustkrebs-assoziierten extrazellulären Matrix im Vergleich zu der des Normalgewebes 

beobachtet. Während zwei weitere Studien im Mammakarzinom CTHRC1 ebenfalls im Stroma 

wie auch im Brustepithel lokalisierten [201, 202], wurde in anderen Arbeiten eine auf das 

Stroma beschränkte Expression für CTHRC1 beschrieben [192, 199]. Im humanen Serum 

gesunder Spenderinnen war ein Nachweis von CTHRC1-Protein, mit wenigen Ausnahmen, 

nicht möglich. Im Vergleich dazu konnte eine signifikant erhöhte CTHRC1-Konzentration in 

altersgematchten Brustkrebs-assoziierten Seren verzeichnet werden. Da die detektierten 

Konzentrationen in den Brustkrebs-assoziierten Seren jedoch an der Grenze der analytischen 

Sensitivität des verwendeten Assays lagen, wurde CTHRC1 nicht weiter als möglicher 

Serumbiomarker im Rahmen dieser Arbeit berücksichtigt. In einer vorausgehenden Studie 

wurde CTHRC1 bereits als potentieller Serumbiomarker für das humane Mammakarzinom in 

Erwägung gezogen. Jedoch konnte seine potentielle Nutzbarkeit aufgrund fehlender etablierter 

ELISA nicht im humanen Serum geprüft werden [271]. In Übereinstimmung mit den eigenen 

Daten beschrieben Stohn und Kollegen die humane CTHRC1-Plasmakonzentration gesunder 

Spender im unteren pg/ml-Bereich [185]. Parallel zur Entstehung der vorliegenden Arbeit 

überprüften Duarte und Kollegen die Verwendbarkeit von CTHRC1 als Serum-

Proteinbiomarker für diverse Erkrankungen, einschließlich humaner Tumorerkrankungen 

inklusive Brustkrebs [192]. In dieser Studie konnte keine signifikante Erhöhung im Tumor-

assoziierten Plasma diverser solider Tumorerkrankungen (einschließlich Brustkrebs) 

festgestellt werden. Hingegen wurde unter anderem eine Assoziation zwischen erhöhter 

CTHRC1-Plasmakonzentration und rothaarigen Individuen sowie dem Vorliegen einer 

Schwangerschaft, entzündlichen Erkrankungen und Diabetes herausgestellt. 
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Mit AGR3 wurde ein neuer potentieller Serum-Proteinbiomarker für die Brustkrebs-

Früherkennung identifiziert. In unabhängigen Gewebe-Kohorten konnte eine Aufregulation der 

AGR3-Expression auf mRNA- und Proteinebene im humanen Mammakarzinom gegenüber 

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 früheren Studien zu AGR3 

im humanen Mammakarzinom, die allerdings kleinere Gewebe-Kollektive analysierten [113, 

125]. Bisher wurde die potentielle klinische Relevanz von AGR3 als möglicher 

Früherkennungs-Proteinbiomarker für das humane Mammakarzinom nicht untersucht. Unter 

Verwendung eines kommerziellen ELISA konnte in der vorliegenden Arbeit erstmalig eine 

signifikant erhöhte AGR3-Proteinkonzentration in Brustkrebs-assoziierten Seren im Vergleich 

zu altersgematchten Kontroll-Seren gesunder Spenderinnen beschrieben werden. Es ist 

erwähnenswert, dass sich die Kohorte der analysierten, Brustkrebs-assoziierten Seren 

überwiegend aus Patientinnen mit frühen (invasiven) Tumorstadien zusammensetzte, was eine 

potentielle Nutzbarkeit von AGR3 als möglichen Früherkennungsmarker unterstreicht. Dies ist 

zudem in Übereinstimmung mit dem bereits in prä-invasiven Läsionen (DCIS) beobachteten 

Anstieg der AGR3-Proteinexpression gegenüber dem Brust-Normalgewebe, mit der stärksten 

AGR3-Expression im invasiven Mammakarzinom. Die Überprüfung der Biomarker-Effizienz 

von AGR3 mittels ROC (Receiver Operating Characteristic)-Analyse ergab, unter 

Berücksichtigung der Erzielung maximaler klinischer Spezifität (100%), eine klinische 

Sensitivität von 25%. Es herrscht Konsens darüber, dass die Verwendung von Einzelmarkern, 

gerade für eine heterogene Erkrankung wie das humane Mammakarzinom [23], nicht genügt 

um die für einen Screening-Test zwingend erforderlichen hohen Werte für die diagnostische 

Spezifität und Sensitivität zu erzielen. Zudem hat die Kombination von Biomarkern zu einer 

Signatur das Potential die Detektion einer spezifischen Krebs-Entität wie Brustkrebs zu 

gewährleisten [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 können. AGR2 ist das wahrscheinliche Paralog zu AGR3 [113] und wurde 

bereits in einer großen Anzahl humaner solider Tumoren, inklusive dem Mammakarzinom 

[111, 112], als aufreguliert beschrieben [99]. Im Gegensatz zu AGR3 konnten darüber hinaus 

bereits erhöhte 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 für 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 erhöhte AGR2-Konzentration in 

Brustkrebs-assoziierten Seren im Vergleich zu altersgematchten Kontrollen gesunder 

Spenderinnen nachgewiesen werden. Die Überprüfung der Biomarker-Effizienz mittels ROC-

Analyse ergab eine auf der gemessenen AGR2-Serumkonzentration beruhende Diskrimierung 

von Brustkrebs-Patientinnen und gesunden Frauen mit einer klinischen Sensitivität von 7,5% 

bei maximal möglicher Spezifität von 97,5%. Die Kombination der beiden Einzelmarker AGR2 

und AGR3, durch Bildung ihrer gemittelten Konzentration in den analysierten Serumproben, 

ergab eine deutliche Steigerung der klinischen Sensitivität auf 64,5% bei gleichzeitiger 

Aufrechterhaltung einer hohen kinischen Spezifität von 89,5%. 

Zusammenfassend wurden mit AGR3 und AGR2 zwei neue potentielle Serumbiomarker für 

die Früherkennung des humanen Mammakarzinoms identifiziert. Es ist hervorzuheben, dass 

zusätzliche Analysen großer unabhängiger Serumkollektive erforderlich sind, um die 

Robustheit des identifizierten AGR2/AGR3-Dupletts zu validieren. In diese Analysen sind 

neben weiteren Brustkrebs-assoziierten Seren überwiegend früher Tumorstadien zusätzliche 

Kontroll-Kohorten (Seren von Patientinnen mit benignen Veränderungen der Brust, häufigen 

entzündlichen Erkrankungen sowie mit anderen Tumorentitäten) einzuschließen. Um die 

klinische Spezifität und Sensitivität weiter zu erhöhen, ist eine Kombination mit zusätzlichen 

Serumbiomarkern wie den MUC1-basierten Tests CA 15-3 und CA 27.29 sowie CEA 

erforderlich. Die Integration eines hinsichtlich diagnostischer Spezifität und Sensitivität 

optimierten Panels in einen mikrofluiden Biochip könnte eine kostengünstige, schnell und 

simpel vor Ort durchführbare Methode zur Komplementation der Screening-Mammographie 

darstellen.  

 

4.2 Prognostische und funktionelle Relevanz ausgewählter Kandidaten für das 

Mammakarzinom  

Neben der Entwicklung neuer Strategien für die Früherkennung von Krebserkrankungen 

verfolgt die molekulare Onkologie das Ziel aus der Entschlüsselung der diesen Erkrankungen 

zugrunde liegenden molekularen Mechanismen, neue therapeutische Optionen abzuleiten. Um 

aus einem Repertoire an Behandlungsmöglichkeiten diejenigen zu selektieren, welche mit 

einem größtmöglichen, individuellen Patienten-Benefit verknüpft sind, bedarf es adäquater 

prognostischer und prädiktiver Biomarker [61]. Das zweite Ziel dieser Arbeit bestand folglich 

in der Analyse einer möglichen 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 über die Modulation Tumor-

relevanter Signalwege die Karzinogenese fördern, stellen potentielle Zielstrukturen für 

therapeutische Interventionen dar. 

 

4.2.1 Der Kandidat AGR3 

Die potentielle klinische Nutzbarkeit von AGR3 als prognostischer Biomarker für das humane 

Mammakarzinom wurde vor Beginn dieser Arbeit noch nicht analysiert. Wie oben beschrieben 

(siehe Abschnitt 4.1) wird AGR3 verstärkt 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 Überleben assoziiert ist. In einer multivariaten Cox-Regressionsanalyse konnte 

AGR3 als unabhängiger prognostischer Faktor bestätigt werden. Die neben der vorliegenden 

Arbeit bisher einzige weitere Studie, welche den putativen prognostischen Nutzen von AGR3 

analysierte, beschrieb das Protein als möglichen prognostischen Faktor für einen günstigen 

Krankheitsverlauf des serösen Ovarialkarzinoms [126]. In Übereinstimmung mit der im 

Rahmen dieser Arbeit beobachteten potentiellen Nutzbarkeit von AGR3 als Prognose-

Parameter für einen ungünstigen Verlauf von G1/G2-Mammakarzinomen wurde das homologe 

Protein AGR2 in der Mehrzahl vorliegender Studien ebenfalls als möglicher Biomarker für eine 

ungünstige 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 

ungeklärt [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 möglichen Einflusses von AGR3 auf Tumor-relevante Eigenschaften 

humaner Mammakarzinomzellen angestrebt wurde.  

In Übereinstimmung mit den generierten prognostischen Daten konnte ein möglicher 

fördernder Effekt von AGR3 auf das Koloniebildungsvermögen 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 mögliche onkogene Wirkung von 

AGR3 in anderen Krebsentitäten vor. Zum Beispiel im Ovarialkarzinom konnte eine mögliche 
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Involvierung von AGR3 in die Entstehung einer Cisplatin-Resistenz beobachtet werden [130]. 

Erst kürzlich wurde in in vitro-Experimenten mit Zelllinien des humanen 

Endometriumkarzinoms indirekt auf mögliche Zellwachstums-fördernde 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]. Darüber hinaus ist auch das 

homologe Protein AGR2 ein gut beschriebener onkogener Faktor in einigen Krebsentitäten 

[99], der auch im Mammakarzinom neben der Metastasierung [111] das Krebszellwachstum 

von vorwiegend Östrogenrezeptor- -positiven Zellen fördert [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 AGR2 als Chaperon dazu beiträgt die proteotoxischen Einflüsse 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 ähnliche molekulare Funktion wie AGR2 

zukommen kann. In Tunicamycin-Expositions-Experimenten konnte in zwei unabhängigen 

Brustkrebs-Zellkulturmodellen eine Aufregulation von AGR2 unter ER-Stressbedingungen 

bestätigt, hingegen eine Induktion der AGR3-Expression nicht nachgewiesen werden. Diese 

Daten stehen im Einklang mit einer erst kürzlich publizierten Studie zu AGR3, die ebenfalls 

eine ausbleibende AGR3-Expressionsinduktion infolge von ER-Stress beobachtete [311]. 

Zusammenfassend wurde mit AGR3 ein möglicher neuer Biomarker identifiziert, der neben 

einer potentiellen Nutzbarkeit für die Brustkrebs-Früherkennung, einen unabhängigen 

prognostischen Informationsgewinn über den Krankheitsverlauf gut bis mittelgradig 

differenzierter Mammakarzinome liefern könnte. Erste funktionelle Daten demonstrieren eine 

onkogene, Zellwachstums-fördernde Wirkung von AGR3 auf gut differenzierte, luminale 

MCF7-Brustkrebszellen und unterstützen 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 vollständige 

funktionelle Redundanz beider Proteine suggeriert. Die physiologische Rolle von AGR3 sowie 

der molekulare Mechanismus, der eine Förderung 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 für 

CELSR1 im humanen Mammakarzinom durchgeführt. Neben einer geringfügigen, nicht 

signifikanten Aufregulation der CELSR1-mRNA-Expression im Mammakarzinom gegenüber 

Normalgeweben der Brust, konnte eine signifikante Korrelation der CELSR1-Expression mit 

Hormonrezeptor-positiven Karzinomen und niedrigerem Tumorgrad herausgestellt werden. 

Diese Daten sind im Einklang mit zwei unabhängigen, vorausgehenden Studien, die CELSR1 

als Gen einer Östrogenrezeptor- -assoziierten Signatur im humanen Mammakarzinom 

beschrieben [183, 184]. Hinsichtlich der putativen prognostischen Relevanz und funktionellen 

Bedeutung von CELSR1 für das Mammakarzinom lagen vor Beginn dieser Arbeit keine 

Studien vor.  

Die Durchführung einer univariaten Kaplan-Meier-Überlebensanalyse unter Verwendung einer 

großen in silico-Patientenkohorte des TCGA-Portals [237, 238] ergab eine signifikante 

Assoziation zwischen erhöhter CELSR1-mRNA-Expression und einem verlängerten Rezidiv-

freien-Überleben. Hingegen war kein Zusammenhang zwischen CELSR1-Expression und dem 

Gesamtüberleben der Brustkrebs-Patientinnen feststellbar. Ob CELSR1 einen zusätzlichen 

Informationsgewinn zu bereits klinisch genutzten prognostischen Markern liefern kann muss in 

Folge-Studien in einer multivariaten Analyse untersucht werden.  

Um zu überprüfen, ob den über die prognostischen Daten suggerierten möglichen 

tumorsuppressiven Eigeschaften von CELSR1 eine Beeinflussung Tumor-relevanter 

Zelleigenschaften zugrunde liegt, wurde ein transienter, siRNA-vermittelter CELSR1-

Knockdown in luminalen, gut differenzierten MCF7-Zellen erzeugt. Die reduzierte CELSR1-

Proteinexpression resultierte in einem signifikant gesteigerten Zellwachstum und einer 

signifikant erhöhten Matrigel-Adhäsion der Zellen. Eine gesicherte Aussage über eine 

veränderte Zellmigration konnte aufgrund der möglichen Überlagerung mit der beobachteten 

Zellwachstumssteigerung im 2D-Wundheilungstest nicht getroffen werden und bedarf der 

weiteren experimentellen Klärung. Insgesamt unterstützen auch diese ersten funktionellen 

Daten im Mammakarzinom mögliche tumorsuppressive Effekte von CELSR1. 

Interessanterweise beschrieben Liao und Kollegen CELSR1 als Bestandteil einer möglichen 

prognostischen DNA-Signatur zur Vorhersage einer malignen Progression des niedrig-gradigen 

DCIS zum invasiven Mammakarzinom. Sie beobachteten eine verstärkte Amplifikation des 

CELSR1-Genlokus in prä-invasiven Läsionen (reines DCIS), die sich hingegen beim Übergang 

zum malignen, invasiven Stadium wieder reduzierte [182]. Diese Daten implizieren damit 

indirekt eine mögliche suppressive Funktion von CELSR1 in malignen Brustkrebs-Stadien. In 
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Übereinstimmung mit diesen Beobachtungen wurde im zirrhotischen Lebergewebe sowie im 

hepatozellulären Karzinom eine Hypermethylierung des CELSR1-Promotors im Vergleich zu 

Normalgewebe-Kontrollen verzeichnet [181].  

CELSR1 bis 3 zählen zu einer Subgruppe der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (engl. G 

Protein-Coupled Receptors, GPCRs), den Adhäsions-GPCRs [312]. Der Name rührt von einer 

möglichen dualen Rolle in Zelladhäsion und Signalübertragung her. Für einige Mitglieder ist 

eine Bindung ihrer N-terminalen, extrazellulären Domäne an zelluläre und in der 

extrazellulären Matrix befindliche Liganden beschrieben. Zudem gibt es Belege für eine G-

Protein-abhängige und unabhängige Signalübertragung [165]. CELSR-Proteine wurden bisher 

hauptsächlich als zentrale Komponenten des nicht-kanonischen WNT/PCP-Signalweges 

identifiziert, welchem eine essentielle Bedeutung für embryonale Entwicklungsprozesse wie 

der Schließung des Neuralrohres in Vertebraten zukommt [143, 147]. Für alle drei Mitglieder 

der CELSR-Familie konnte eine homophile trans-Interaktion ihrer N-terminalen extrazellulären 

Domänen demonstriert werden [166, 167], die im Speziellen für CELSR1 nachweislich zu einer 

Aktivierung stromabwärts gelegener Komponenten des WNT/PCP-Signalweges führte [167]. 

Für den WNT/PCP-Signalweg und andere nicht-kanonische WNT-Signalwege ist eine 

biphasische -Signalling beschrieben worden 

[148]. Die überwiegend tumorsuppressiven Effekte in frühen Tumorstadien wurden auf eine 

Inhibition des hauptsächlich Zellwachstums- -Catenin-Signalweges 

zurückgeführt [149, 157, 158, 313], hingegen wird die progressionsfördernde Wirkung in 

fortgeschrittenen Tumoren über eine Steigerung von Zellmotilität und Invasion und letztlich 

der Metastasierung von Krebszellen begründet [159 161, 163, 179]. Interessanterweise konnte 

in Krebszellen der chronisch lymphatischen Leukämie (CLL) eine Aufregulation von 

Kernkomponenten des PCP-Signalweges inklusive CELSR1, insbesondere in Zellen 

fortgeschrittener Tumorstadien beobachtet werden. Ihre Expression und die gesteigerte 

Aktivierung des PCP-Signalweges waren mit einer erhöhten Migration und transendothelialer 

Invasion sowie einer schlechteren Prognose assoziiert [179]. Auch im Mammakarzinom konnte 

kürzlich 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 CELSR1-

Expressionsreduktion in MCF7-Brustkrebszellen ist im Einklang mit der beschriebenen 

möglichen antagonistischen Wirkung des WNT/PCP- -Catenin-

abhängigen-Signalweg [157]. Aufgrund der dokumentierten Stimulation der Zellmotilität über 

den PCP-Signalweg [163] wäre bei einer möglichen Involvierung von CELSR1 in die PCP-
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Signalkaskade im Mammakarzinom parallel eine Reduzierung der Zellmotilität zu erwarten 

gewesen, die jedoch nicht herausgestellt werden konnte. Eine mögliche Erklärung könnte die 

Überlagerung migratorischer Veränderungen mit der beobachteten Steigerung des 

Zellwachstums im 2D-Wundheilungstest darstellen. Wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt, ist 

die CELSR1-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 progressionsfördernden WNT/PCP-Signalweg in Mammakarzinomzellen 

spricht. Denkbar wäre auch eine Involvierung von CELSR2 und/oder 3 anstelle von CELSR1 

in die PCP-Signalkaskade humaner Mammakarzinomzellen. Diese Hypothese bedarf jedoch 

einer weiteren experimentellen Abklärung. 

Zusammenfassend wurde in der vorliegenden Arbeit erstmalig eine detaillierte 

Expressionsanalyse für CELSR1 im humanen Mammakarzinom durchgeführt. Die CELSR1-

mRNA-Expression ist mit Hormonrezeptor-positiven (luminalen), gut bis mittelgradig 

differenzierten Mammakarzinomen kleiner Tumorgröße assoziiert. Prognostische und erste 

funktionelle Daten dieser Arbeit deuten auf mögliche tumorsuppressive Effekte des Proteins im 

Brustkrebs hin. Die Durchführung einer multivariaten Analyse ist erforderlich um eine putative 

prognostische Nutzbarkeit von CELSR1 für das humane Mammakarzinom beurteilen zu 

können. 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 ursprünglich als Protein beschrieben, das bei Gefäßverletzungen durch 

Fibroblasten und glatte Muskelzellen transient gebildet wird und bemerkenswerterweise ihre 

Motilität fördert sowie die Ablagerung von Kollagen I inhibiert [186]. CTHRC1 ist in einer 

großen Anzahl humaner, solider Tumoren einschließlich des Mammakarzinoms aufreguliert 

[193] und einige Studien unterstützen eine mögliche 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 CTHRC1-vermittelte Förderung der Motilität und Invasivität von Krebszellen bzw. der 

Metastasierung [190, 194 197].  

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

CTHRC1 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 verkürzten Rezidiv-freien Überleben [201, 202] unterstützen die 

Beobachtungen zu CTHRC1 in anderen Krebsentitäten. Im Unterschied zur Studie von Kim et 

al. demonstrierten Kharaishvili und Kollegen eine potentielle, prognostische Relevanz einer 

stromalen CTHRC1-Proteinexpression. Zudem war der beobachtete prognostische Effekt 

abhängig von einer zusätzlichen stromalen Expression des Proteins Periostin [201]. Kim und 

Kollegen identifizierten hingegen einen Zusammenhang zwischen Rezidiv-freiem Überleben 

und der Menge zytoplasmatisch im Tumorepithel exprimierten CTHRC1-Proteins, unabhängig 

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 

unabhängigen Mammakarzinom-Kollektiv zu überprüfen und ferner, wie bereits für andere 

Tumorentitäten gezeigt, eine mögliche CTHRC1-vermittelte Beeinflussung der Motilität von 

Brustkrebszellen und damit einen möglichen Einfluss auf die Metastasierung zu analysieren.  

Die univariate Überlebensanalyse unter Verwendung einer großen in silico-Patientenkohorte 

des TCGA-Portals [237, 238] ergab, dass die CTHRC1-mRNA-Expression weder einen 

prognostischen Faktor für das Gesamtüberleben noch das Rezidiv-freie Überleben von 

Mammakarzinom-Patientinnen darstellt. Es ist dennoch denkbar, dass die Analyse einer 

CTHRC1-Proteinexpression im Mammakarzinom einen prognostischen Informationsgewinn 

liefern kann. Von den zwei vorliegenden prognostischen Studien zu CTHRC1 im 

Mammakarzinom wurde nur in einer der beiden die Unabhängigkeit von derzeit klinisch 

genutzten Prognoseparametern untersucht [202]. Dort wurde eine signifikante Unabhängigkeit 

von CTHRC1 als möglicher 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 CTHRC1-mRNA-Expression im 

Mammakarzinom- gegenüber Normal-Gewebe der Brust im Rahmen dieser Arbeit beobachtet 

werden. Um einen möglichen Zusammenhang zwischen der CTHRC1-mRNA-Expression und 

fortgeschrittenem Tumorstadium, wie von Kim et al. auf Proteinebene in einem Kollektiv 

humaner Mammakarzinome [202] sowie in anderen Tumorentitäten bereits gezeigt [190, 196], 

zu überprüfen, wurden zwei unabhängige Mammakarzinom-Kohorten analysiert. In der 

vorliegenden Arbeit konnte jedoch keine Korrelation der CTHRC1-mRNA-Expression mit 

fortgeschrittenen Brustkrebs-Stadien festgestellt werden.  
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Die erstmalige Analyse eines möglichen Einflusses von CTHRC1 auf die Migration von 

Brustkrebszellen sollte durch Generierung eines siRNA-vermittelten CTHRC1-

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 höheres migratorisches und invasives 

Potential im Vergleich zu Zellen der beiden anderen Subtypen (Luminal, Basal A) 

charakterisiert [239]. Der siRNA-vermittelte CTHRC1-Expressionsverlust in der Zelllinie 

BT549 des Subtyps Basal B mit hoher endogener CTHRC1-mRNA- und Proteinexpression 

resultierte in einer signifikant reduzierten Motilität der Zellen in einem 2D-Wundheilungstest 

gegenüber Kontrollansätzen. Dieser fördernde Einfluss von CTHRC1 auf die Migration konnte 

in einem Boyden-Chamber-Migrationstest unter Verwendung des gleichen in vitro-Modells 

bestätigt werden. Der in dieser Arbeit erstmalig im humanen Mammakarzinom aufgezeigte 

mögliche funktionelle Einfluss von CTHRC1 auf das migratorische Potential von Krebszellen 

und damit möglicherweise die Metastasierung dieser Entität steht im Einklang mit der 

beschriebenen funktionellen Rolle von CTHRC1 in anderen Tumorentitäten [190, 193 197, 

314]. Neben einer Steigerung der Migration wird zudem häufig eine Modulation der Zell-

Matrix-Adhäsion sowie eine CTHRC1-vermittelte Förderung der Invasivität 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 mündet ist noch nicht bekannt und bedarf einer experimentellen 

Klärung in weiteren Studien. Einen möglichen Ansatzpunkt könnte die Studie von Yamamoto 

et al. bieten [149]. Dort wurde erstmals demonstriert, dass CTHRC1 möglicherweise 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 ausüben [153]. Diese Beobachtung konnte auch in weiteren Studien im 

Mundhöhlenkrebs und im gastrointestinalen Stromatumor bestätigt werden [190, 195]. Zudem 

wurde auch eine Modulation der Integrin-SRC-FAK-Signalkaskade über CTHRC1 beschrieben 

[194, 197], der eine entscheidende Bedeutung in der Regulation von Migration und Zell-Matrix-

Adhäsion zukommt [315]. 

Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Dissertation eine signifikante Aufregulation der 

CTHRC1-mRNA-Expression im Mammakarzinom gegenüber Normalgewebe-Kontrollen 

bestätigt werden. Die Bestimmung der CTHRC1-mRNA-Expression in humanen Tumoren der 

Brustdrüse erlaubt keine prognostische Stratifizierung der Mammakarzinome, weder bei 

Betrachtung des Gesamt- noch des Rezidiv-freien Überlebens. Weitere Untersuchungen einer 
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putativen Nutzbarkeit einer CTHRC1-Proteinexpression als möglichen prognostischen Marker 

sind erforderlich. Der siRNA-induzierte CTHRC1-Expressionsverlust in der Brustkrebs-

Zelllinie BT549 mit einem motilen und invasiven Phänotypen resultierte in einer signifikant 

reduzierten Zellmigration. Diese hier erstmals beschriebene funktionelle Beeinflussung der 

Zellmotilität humaner Brustkrebszellen durch CTHRC1 steht im Einklang zur bereits in 

anderen Tumorentitäten beschriebenen wahrscheinlichen Involvierung des Proteins in die 

Tumorprogression (Metastasierung). Zusätzliche Experimente sind erforderlich, um zum einen 

die mögliche 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 gehört der Neuromedin-Peptid-Familie an und wurde erst kürzlich im 

Zusammenhang mit Krebserkrankungen beschrieben [316]. Bisher publizierte Studien 

suggerieren eine überwiegend tumorfördernde Rolle des Peptids, insbesondere eine Beteiligung 

von NMU an Prozessen, die eine Progression (Metastasierung) mehrer Krebsentitäten 

begünstigen [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 für diese Entität sowie die Erhebung von Daten 

zur möglichen funktionellen Rolle von NMU in Entstehung und Progression der 

Brustkrebserkrankung angestrebt. 

Basierend auf der Expressionsanalyse zweier unabhängiger Patientenkohorten konnte eine 

Assoziation der NMU-mRNA-Expression mit Hormonrezeptor-negativen, HER2-positiven 

Mammakarzinomen herausgestellt werden. Zudem wurde eine erhöhte NMU-Expression in 

größeren Tumoren der Brust (größer pT1) beobachtet. Die detaillierte NMU-

Expressionsanalyse zeigte eine signifikant erhöhte NMU-Expression in allen molekularen 

Brustkrebs-Subtypen, mit Ausnahme der normal-like Fälle, gegenüber der Normalgewebe-

Expression. Der Nachweis endogenen NMU-Proteins war nur in wenigen Mammakarzinom-

Geweben mit sehr starker NMU-mRNA-Expression möglich und kann möglicherweise auf eine 

geringe Halbwertszeit von NMU [205] und/oder eine geringe Sensitivität des verwendeten 

Antikörpers zurückzuführen sein. Jedoch implizieren die ersten hier gezeigten, qualitativen 

Proteinexpressions-Daten für 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 Überlebens in 

Abhängigkeit von der NMU-mRNA-Expression zeigte, dass eine erhöhte NMU-Expression 

signifikant mit einem ungünstigen Krankheitsverlauf luminaler Mammakarzinome, jedoch 

nicht der Brusttumoren nicht-luminaler Subtypen (Basal-like, HER2-enriched) assoziiert ist. 

Insbesondere der Zusammenhang einer erhöhten NMU-mRNA-Expression mit einem 

gehäuften Auftreten von Fernmetastasen unterstützt die Hypothese einer möglichen 

Involvierung von NMU in die Tumorprogression. Eine multivariate Analyse zwecks 

Beurteilung einer Unabhängigkeit von derzeitig genutzten prognostischen Faktoren und einem 

damit verbundenen potentiellen klinischen Informationsgewinn steht noch aus. Erst kürzlich, 

parallel zur Durchführung 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 erhöhte NMU-mRNA-Expression in 

der Studie von Rani und Kollegen insbesondere mit einer ungünstigen Prognose HER2-

positiver Fälle assoziiert. Allerdings ist zu betonen, dass in der erwähnten Studie kein 

einheitlicher Endpunkt für das Überleben definiert wurde, sondern vielmehr Daten für das 

Rezidiv-freie, Fernmetastasen-freie sowie das Gesamtüberleben kombiniert wurden [235]. 

Diese Vorgehensweise erschwert eine verlässliche Aussage der Überlebensdaten. Darüber 

hinaus konnte eine erhöhte NMU-Proteinexpression im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom 

als prognostischer Parameter für einen ungünstigen Krankheitsverlauf identifiziert werden. 

Jedoch ergab sich keine signifikante Unabhängigkeit von bekannten prognostischen Markern 

in der multivariaten Analyse [231]. 

Ob den prognostischen Daten ein onkogener Effekt von NMU zugrunde liegt, der ferner eine 

Subtyp-Spezifität aufweist, sollte durch Generierung zweier stabiler gain-of-function-Modelle 

unter Verwendung der luminalen Brustkrebs-Zelllinie SKBR3 und basaler Hs578T-Zellen 

überprüft 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. 

Für die progressions-assoziierten Faktoren AGR2, SIP1 und YB1 wurden bereits ähnliche 

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 später nach adjuvanter 

Chemotherapie auftreten können, ist mit der aufkommenden Erkenntnis verknüpft, dass vom 

Primärtumor disseminierte, metastasierende Krebszellen häufig durch einen Phänotypen 
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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 ausüben, zeigen 

dormante Krebszellen eine erhöhte Resistenz gegenüber einer Behandlung mit diesen 

Medikamenten [319 321]. Es konnte zudem demonstriert werden, dass eine verringerte 

Zellproliferation direkt mit einer erhöhten Anoikis-Resistenz von Brustzellen verknüpft ist, 

einer Voraussetzung für die Metastasierung von Zellen in entfernt liegende Gewebe [322]. In 

Übereinstimmung 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 zusätzlich zur Invasion. Interessanterweise wurde 

zudem eine NMU-vermittelte Erhöhung der Anoikis-Resistenz dieser Zellen beobachtet. 

Mögliche 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 wäre es 

von Bedeutung eine mögliche NMU-vermittelte Anoikis-Resistenz im eigenen SKBR3-

Brustkrebsmodell zu analysieren.  

Nachfolgend sollten mögliche molekulare Mechanismen untersucht werden, die zur 

Ausprägung des beobachteten Phänotyps im luminalen SKBR3-Modell beitragen könnten. Es 

ist bekannt, dass physiologische und pathologische Effekte von NMU hauptsächlich über die 

beiden G-Protein-gekoppelten Rezeptoren Neuromedin-U-Rezeptor 1 und 2 (NMUR1 und 

NMUR2) vermittelt werden, wobei NMUR1 in peripheren Geweben, NMUR2 verstärkt im 

Zentralnervensystem gebildet wird [205, 212]. Obwohl im Vergleich schwächer exprimiert, 

konnte neben einer NMUR1- auch eine NMUR2-mRNA-Expression im humanen Brustgewebe 

nachgewiesen werden [212]. Im Ovar der Ratte wurde überraschenderweise NMUR2 und nicht 

NMUR1 als dominanter NMU-Rezeptor identifiziert [323]. Erst kürzlich beschrieben 

Takahashi et al. im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom ein Heterodimer aus GHSR (engl. 

Growth Hormone Secretagogue Receptor) und NTSR1 (engl. Neurotensin Receptor 1) als 

mutmaßlichen Rezeptor für die Vermittlung onkogener NMU-basierter Effekte auf 

Zellwachstum und Invasion humaner Lungenkarzinom-Zelllinien [231]. Im innerhalb dieser 

Arbeit generierten SKBR3-Brustkrebsmodell konnte eine mäßige bis starke NMUR2- sowie 

eine starke NTSR1-, jedoch eine fehlende mRNA-Expression von NMUR1 und GHSR 

herausgestellt werden. Im basalen Hs578T-Modell wurde hingegen die Expression keiner der 

genannten Rezeptoren beobachtet. Es ist daher denkbar, dass die phänotypischen Effekte 
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infolge einer ektopischen NMU-Expression im SKBR3-Modell via NMUR2 vermittelt werden 

und das Ausbleiben eines entsprechenden Phänotyps im basalen Modell auf das Fehlen der 

möglichen NMU-Rezeptoren zurückzuführen ist. Rani und Kollegen beobachteten eine 

Expression beider Rezeptoren NMUR1 und NMUR2 in den untersuchten Brustkrebs-Zelllinien 

SKBR3 und HCC1954 [235]. Daten des TCGA-Portals [237, 238] unterstreichen eine 

verstärkte Expression von NMUR2 im luminalen gegenüber dem basalen Subtypen sowohl in 

humanen Brustkrebs-Zelllinien als auch in humanen Mammakarzinom-Geweben. In 

Übereinstimmung mit den eigenen Beobachtungen zeigen die in silico-Daten zudem eine 

deutlich stärkere NMUR2- gegenüber der NMUR1-mRNA-Expression in SKBR3-Zellen (siehe 

https://genome-cancer.ucsc.edu/). Sowohl NMUR1 als auch NMUR2 wurden bereits als 

mögliche Rezeptoren für die Vermittlung onkogener Effekte von NMU beschrieben [229, 233, 

234]. Interessanterweise zeigten Ketterer und Kollegen eine NMU-NMUR2-vermittelte 

Steigerung der Migration und Invasivität humaner Pankreaskarzinomzellen [233]. 

Um mögliche NMU-modulierte biologische Prozesse und Schlüsselmoleküle zu identifizieren 

wurde in dieser Arbeit erstmalig eine genomweite Microarray-Analyse im humanen 

Mammakarzinom unter Verwendung unabhängiger Einzelklone des luminalen SKBR3-gain-

of-function-Modells durchgeführt. Eine GO (engl. Gene Ontology)-Analyse der Microarray-

Daten identifizierte signifikante Veränderungen in mehreren Krebs-relevanten Signalwegen, 

darunter eine mögliche negative Regulation des kanonischen WNT -Catenin-Signalweges. In 

Übereinstimmung 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]. Über eine Klassen-Vergleichsanalyse 

wurden im Anschluss signifikant differentiell exprimierte Gene identifiziert, die dem WNT-

Signalweg zugeordnet werden konnten, darunter NKD2, WNT11 und DKK1 [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 bestätigte eine signifikante Aufregulation von NKD2 und WNT11 in stabil 

transfizierten, NMU-überexprimierenden SKBR3-Klonen gegenüber den Leervektor-

Kontrollen. Naked-Proteine (NKD1 und NKD2) wurden in verschiedenen Studien als mögliche 

-Proteine beschrieben, die über eine direkte Wechselwirkung mit zytoplasmatischem 

Dishevelled -Catenin- und des nicht-

kanonischen WNT/PCP-Signalweges [138, 143] -Catenin-

abhängigen Signalkaskade hemmen als auch den PCP-Signalweg stimulieren können [155, 

286]. WNT11 wurde als nicht-kanonisches WNT-Molekül klassifiziert, das neben WNT5A den 
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Aktinzytoskelett-modulierenden WNT/PCP-Signalweg aktivieren kann [147, 148, 324]. Erst 

kürzlich konnte WNT11 als essentieller Faktor für eine Steigerung der Migration und 

Metastasierung von Brustkrebszellen über die Stimulation der PCP-Signalkaskade identifiziert 

werden [163]. Um die Hypothese einer möglichen Stimulation des nicht-kanonischen 

WNT/PCP-Signalweges über NMU im SKBR3-Modell zu überprüfen sollte eine mögliche 

Aktivierung von stromabwärts gelegenen Effektorproteinen der PCP-Kaskade, den kleinen 

GTPasen der Rho-Familie wie RAC1 gemessen werden [153]. In der Tat konnte eine 

signifikante Erhöhung des Ratios aus der Menge der aktivierten GTP-gebundenen Form zur 

Gesamtmenge zellulären RAC1-Proteins in NMU-Einzelklonen im Vergleich zu Leervektor-

Kontrollen verzeichnet werden. Vorherige Studien demonstrierten bereits, dass eine verstärkte 

Aktivierung von RAC1 mit einer gesteigerten Migration und Invasion von Krebszellen 

assoziiert ist [160, 325].  

Abschließend sollte untersucht werden, ob die ektopische NMU-Expression neben einer 

möglichen Stimulation des WNT/PCP- -Catenin-abhängigen 

Signalkaskade zur Folge haben kann. Die Co-Rezeptoren LRP5/6 sind essentiell für 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 vollständige funktionelle 

Redundanz der beiden Rezeptoren LRP5 und 6 besteht und dass dem Rezeptor LRP6 eine 

-Catenin-abhängigen-Signaltransduktion zukommt als LRP5 

[289, 326]. Beispielsweise ist der Knockout von LRP6 in Mäusen embryonal lethal, hingegen 

sind LRP5-Knockout-Mäuse lebensfähig und fertil [327, 328]. In Übereinstimmung mit dieser 

Annahme konnte gezeigt werden, dass der alleinige Expressionsverlust von LRP6 in humanen 

Brustkrebszellen, die zusätzlich LRP5-exprimieren, zu einer deutlichen Inhibition -

Catenin-Signalweges mit einhergehender Reduktion des Zellwachstums sowohl in vitro als 

auch in vivo führt [140]. 

Es ist denkbar, dass sowohl die erhöhte Bildung von NKD2 als möglicher Antagonist des 

kanonischen WNT-Signalweges, eine verminderte Bildung des kanonischen Co-Rezeptors 

LRP6, als auch die putative Stimulation des nicht-kanonischen PCP-Signalweges über eine 

erhöhte Expression von NKD2 und WNT11 in NMU-Einzelklonen insgesamt in einer 

reduzierten Aktivierung der kanonischen WNT-Signalkaskade münden kann. Eine 
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antagonistische Wirkung nicht-kanonischer WNT- -Catenin-abhängigen 

Signalweg wurde bereits mehrfach beschrieben [149, 151, 158, 329]. Die Aktivierung des 

kanonischen WNT-Signalweges führt zur Akkumulation zytosolischen und nukl -

Catenins, dessen Interaktion mit TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren zur Expression von 

Zielgenen führt [139]. Die Expressionsanalyse unabhängiger 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 CLDN1 [294]. Es ist zu betonen, dass weitere Folge-Experimente notwendig sind, 

um eine putative Hemmung der kanonischen WNT-Signalkaskade zu bestätigen. Eine etablierte 

Analyse-Strategie stellt die Verwendung TCF-regulierter Reporter-Konstrukte dar [140, 149], 

wel -Catenin-Proteinlevel zu bevorzugen sind. Es ist 

bekannt, dass eine Inhibition des kanonischen WNT-Signalweges auch unabhängig von einer 

-Catenin-Proteinlevels stromabwärts auf der Ebene der TCF-Transkription 

erfolgen kann [151, 329] -

Catenins nicht zwangsläufig mit der TCF/LEF-abhängigen transkriptionellen Aktivität 

korreliert [330]. 

MYC ist ein zentraler Transkriptionsfaktor, dessen Expression über eine Vielzahl an 

-Catenin-Kaskade reguliert wird. Als 

pleiotroper Faktor, nimmt MYC Einfluss auf viele zelluläre 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 Brustdrüse fördert [295, 331]. Liu und Kollegen 

beschrieben kürzlich, dass MYC die Zellproliferation humaner Brustkrebs-Zelllinien sowohl in 

vitro als auch im Xenograft-Mausmodell stimuliert, andererseits die Motilität und Invasivität 

und damit die Metastasierung von Brustkrebszellen inhibiert [332]. In einer weiteren Studie 

von Cappellen et al. konnten ähnliche Beobachtungen gemacht werden, d.h. MYC hatte einen 

überwiegend 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, führte 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 könnte daher zur verminderten Zellproliferation sowie möglicherweise auch der 

gesteigerten Motilität der SKBR3-Zellen beitragen. 
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde erstmals eine Subtyp-spezifische Expressionsanalyse für NMU 

im humanen Mammakarzinom durchgeführt. Es konnte eine Aufregulation der NMU-mRNA-

Expression in allen molekularen Brustkrebs-Subtypen (mit Ausnahme der normal-like Fälle) 

gegenüber der Normalgewebe-Expression beschrieben werden. Die stärkste Expression zeigte 

sich in den Subtypen Basal-like und HER2-enriched. Darüber hinaus wurde NMU verstärkt in 

größeren Tumoren der Brust exprimiert. Eine NMU-Proteinexpression war nur in wenigen 

Fällen mit sehr starker NMU-mRNA-Expression detektierbar. Im Einklang mit einer möglichen 

Involvierung von Neuromedin U in die Tumorprogression konnte neben der signifikanten 

Assoziation einer erhöhten NMU-mRNA-Expression mit einem verkürzten Rezidiv-freien 

Überleben zudem ein gehäuftes Auftreten von Fernmetastasen in Tumoren mit erhöhter NMU-

Expression beschrieben werden. Eine Subgruppen-Analyse ergab, dass eine erhöhte NMU-

mRNA-Expression einen prognostischen Faktor für einen ungünstigen Krankheitsverlauf 

luminaler Brustkrebsfälle, jedoch nicht anderer Brustkrebs-Subtypen darstellt. Eine 

multivariate Analyse zwecks Beurteilung einer Unabhängigkeit von anderen klinisch genutzten 

prognostischen Faktoren steht jedoch noch aus. In Übereinstimmung mit den prognostischen 

Daten der univariaten Analyse führte die ektopische NMU-Expression in luminalen SKBR3-, 

hingegen nicht in basalen Hs578T-Zellen zur Ausprägung eines malignen Phänotyps, der durch 

eine gesteigerte Zellmigration bei gleichzeitiger Proliferations-Reduktion charakterisiert ist. 

Ein mögliches mechanistisches Modell könnte wie folgt aussehen: die Bindung von NMU in 

luminalen Brustkrebszellen an den Rezeptor NMUR2 führt unter anderem zur Modulation des 

WNT-Rezeptor-Signalweges, mit einer möglichen Stimulation der nicht-kanonischen 

WNT/PCP-, andererseits einer hypothetischen Aktivitätshemmung der -Catenin-abhängigen 

Signalkaskade. Eine resultierende gesteigerte Aktivierung der kleinen GTPase RAC1 sowie 

eine Herabregulation des Proto-Onkogens MYC könnten zur Ausprägung des beobachteten 

Phänotyps beitragen. Es ist folglich möglich, dass die Aktivierung der NMU-Expression in 

größeren (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 AGR2 zwei neue potentielle 

Serumbiomarker identifiziert werden, die eine Brustkrebs-Früherkennung, komplementär zur 

Screening-Mammographie, unterstützen könnten. 
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Ferner wurde erstmalig demonstriert, dass die Bestimmung der AGR3-Proteinexpression einen 

Informationsgewinn über den Krankheitsverlauf gut bis mittelgradig differenzierter 

Mammakarzinome, zusätzlich zu derzeitig klinisch genutzten prognostischen 

Stratifizierungsmarkern, liefern könnte. Die hier erstmalig durchgeführte 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 möglicher neuer Prognosemarker und gegebenenfalls als putative 

therapeutische Zielstruktur für das Mammakarzinom weiter validiert werden.  

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Daten konnten eine potentielle progressionsfördernde 

Wirkung der sezernierten Faktoren CTHRC1 und NMU im humanen Mammakarzinom 

erstmalig funktionell demonstrieren bzw. weiter erhärten. In zukünftigen Arbeiten ist zu 

validieren, ob sich diese Proteine möglicherweise für die Entwicklung neuer zielgerichteter 

Therapien zur Blockade einer Metastasierung der Brustkrebserkrankung eignen könnten.  
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6 Anhang 

  

6.1 Eigenschaften verwendeter Patienten-Kohorten 

 

Tabelle 6-1: Klinisch-pathologische Parameter des Mamma-Kryogewebe-Kollektivs 

Parameter Kategorisierung na  % 
Alter bei Diagnosestellung 
 

Median: 63,5 Jahre 
Spanne: 33-84 Jahre  

 

 <63,5 Jahre 31 50,0 
  31 50,0 
Tumorgrößeb    
 pT1 35 56,5 
 pT2 25 40,3 
 pT3 2 3,2 
 pT4 0 0 
Lymphknoten-Statusb    

 pN0 34 54,8 
 pN1-3 27 43,6 

 unbekannt 1 1,6 
Histologischer Gradc    
 G1 2 3,2 
 G2 21 33,9 
 G3 38 61,3 
 unbekannt 1 1,6 
Histologischer Typ    
 invasiv-duktal  55 88,7 
 invasiv-lobulär 5 8,1 
 andere 2 3,2 
Östrogenrezeptor-Status    
 negativ (IRSd 0-2) 18 29,0 
 positiv (IRSd 3-12) 42 67,7 
 unbekannt 2 3,2 
Progesteronrezeptor-Status    
 negativ (IRSd 0-2) 20 32,3 

 positiv (IRSd 3-12) 39 62,9 

 unbekannt 3 4,8 
HER2-Statuse    
 negativ   53 85,5 
 positiv   8 12,9 
 unbekannt 1 1,6 

aWeibliche Patienten mit einem primären, unilateralen, invasiven Brusttumor. bGemäß der TNM-
Klassifikation nach Sobin and Wittekind [20] cNach Bloom und Richardson, modifiziert nach Elston 
und Ellis [19]. dImmunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner [272]. eDie Überexpression des 
HER2/NEU-Gens wurde gemäß IHC-basiertem DAKO-Score-System diagnostiziert. Zweifelhafte 
(DAKO-IHC: 2+) Fälle wurden zusätzlich mittels FISH-Analyse auf Amplifikation des Gens hin 
analysiert.   
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Tabelle 6-2: Klinisch-pathologische Parameter des TMA für die AGR3-Proteinexpressions-Studie 

Parameter Kategorisierung na % 
Alter bei Diagnosestellung 
 

Median: 58 Jahre  
Spanne: 25-82 Jahre 

  

 <58 Jahre 92 48,4 
  96 50,5 
 unbekannt 2 1,1 
Tumorgrößeb    
 pT1 61 32,1 
 pT2 87 45,8 
 pT3 12 6,3 
 pT4 26 13,7 
 unbekannt 4 2,1 
Lymphknoten-Statusb    
 pN0 81 42,6 
 pN1-3 102 53,7 
 unbekannt 7 3,7 
Histologischer Tumorgradc    
 G1 15 7,9 
 G2 89 46,8 
 G3 82 43,2 
 unbekannt 4 2,1 
Histologischer Typ    
 DCIS/IDC 9 4,7 
 invasiv-duktal 173 91,1 
 invasiv-lobulär 7 3,7 
 andere 1 0,5 
Östrogenrezeptor-Status    
 negativ (IRSd 0-2) 44 23,2 
 positiv (IRSd 3-12) 101 53,2 
 unbekannt 45 23,7 
Progesteronrezeptor-Status    
 negative (IRSd 0-2) 107 56,3 
 positive (IRSd 3-12) 51 26,8 
 unknown 32 16,9 
HER2-Statuse    
 negativ (0; 1+; 2+)   132 69,5 
 positiv (3+) 30 15,8 
 unbekannt 28 14,7 

aWeibliche Patienten mit primären, unilateralen, invasiven Mammakarzinomen. bGemäß der TNM-
Klassifikation nach Sobin and Wittekind [20] cNach Bloom und Richardson, modifiziert nach Elston 
und Ellis [19]. dImmunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner [272]. eDie Überexpression des 
HER2/NEU-Gens wurde gemäß IHC-basiertem DAKO-Score-System diagnostiziert. 

 

 

 

 



Anhang  -207- 

 

Tabelle 6-3: Klinisch-pathologische Parameter des Serumkollektivs 

Parameter Kategorisierung na  % 
Alter bei Diagnosestellung 
 

Median: 59,5 Jahre 
Spanne: 39-81 Jahre  

 

 <59,5 Jahre 24 50,0 
 ,5 Jahre 24 50,0 
Tumorgrößeb    
 pT1 28 58,3 
 pT2 17 35,4 
 pT3 3 6,3 
 pT4 0 0 
Lymphknoten-Statusb    

 pN0 39 81,3 
 pN1-3 9 18,7 

Histologischer Gradc    
 G1 4 8,3 
 G2 39 81,3 
 G3 4 8,3 
 unbekannt 1 2,1 
Histologischer Typ    
 invasiv-duktal  39 81,3 
 invasiv-lobulär 5 10,4 
 andere 2 4,2 
 unbekannt 2 4,2 
Östrogenrezeptor-Status    
 negativ (IRSd 0-2) 8 16,7 
 positiv (IRSd 3-12) 40 83,3 
Progesteronrezeptor-Status    
 negativ (IRSd 0-2) 9 18,8 

 positiv (IRSd 3-12) 39 81,3 

HER2-Statuse    
 negativ   35 72,9 
 positiv   12 25,0 
 unbekannt 1 2,1 

aWeibliche Patienten mit invasivem Mammakarzinom. bGemäß der TNM-Klassifikation nach Sobin und 
Wittekind [20]. cNach Bloom und Richardson, modifiziert nach Elston und Ellis [19]. dImmunreaktiver 
Score (IRS) nach Remmele und Stegner [272]. eDie Überexpression des HER2/NEU-Gens wurde gemäß 
IHC-basiertem DAKO-Score-System diagnostiziert. Zweifelhafte (DAKO-IHC: 2+) Fälle wurden 
zusätzlich 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 na % 
Alter bei Diagnosestellung 
 

Median: 58 Jahre  
Spanne: 26-90 Jahre  

 

 < 58 Jahre 500 50,2 
  483 48,4 
 unbekannt 14 1,4 
Tumorgrößeb    
 pT1 254 25,5 
 pT2 559 56,1 
 pT3 113 11,3 
 pT4 35 3,5 
 unbekannt 36 3,6 
Lymphknoten-Statusb    
 pN0 453 45,4 
 pN1-3 495 49,6 
 unbekannt 49 4,9 
Fernmetastasenb     
 pM0 841 84,4 
 pM1 15 1,5 
 unbekannt 141 14,1 
Tumor-Stadiumb    
 Stadium I 162 16,2 
 Stadium II 768 77,0 
 Stadium III 0 0,0 
 Stadium IV 15 1,5 
 unbekannt 52 5,2 
Östrogenrezeptor-Status    
 negativ (IRSc 0-2) 176 17,7 
 positiv (IRSc 3-12) 595 59,7 
 unbekannt 226 22,7 
Progesteronrezeptor-Status    
 negativ (IRSc 0-2)  252 25,3 
 positiv (IRSc 3-12) 516 51,8 
 unbekannt 229 23,0 
HER2-Statusd    
 negativ  642 64,4 
 positiv   114 11,4 
 unbekannt 241 24,2 

aWeibliche Patienten mit Mammakarzinom. bGemäß der TNM-Klassifikation nach Sobin and Wittekind 
[20]. cImmunreaktiver Score (IRS) nach Remmele und Stegner [272]. dDie Überexpression des 
HER2/NEU-Gens wurde gemäß IHC-basiertem DAKO-Score-System diagnostiziert. Zweifelhafte 
(DAKO-IHC: 2+) Fälle wurden zusätzlich 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 gemäß der UICC nach 

Bewertung der Ausdehnung des Primärtumors (pT), des Befalls regionärer 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 (Primärtumor) 
pTx Primärtumor kann nicht beurteilt werden 
pT0 kein Anhalt für Primärtumor 
Tis Carcinoma in situ 
pT1 Tumor bis 2 cm in größter Ausdehnung 
pT1mic Mikroinvasion bis 0,1 cm in größter Ausdehnung 
pT1a Tumor > 0,1 bis 0,5 cm in größter Ausdehnung 
pT1b Tumor > 0,5 bis 1 cm in größter Ausdehnung 
pT1c Tumor > 1 bis 2 cm in größter Ausdehnung 
pT2 Tumor > 2 cm bis maximal 5 cm im größten Durchmesser 
pT3 Tumor > 5 cm im größten Durchmesser 
pT4 Tumor jeder Größe mit Befall der Thoraxwand oder der Haut 
pT4a mit Befall der Thoraxwand 
pT4b mit Ödem, Ulzeration der Haut oder Satellitenknoten der Haut der gleichen Brust 
pT4c Vorliegen der Kriterien T4a und T4b 
pT4d Inflammatorisches Karzinom 
pN-Klassifikation (regionäre Lymphknoten) 
pNx regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 
pN0 keine regionären Lymphknotenmetastasen 
pN1mi Mikrometastasen (> 0,2 mm und/oder mehr als 200 Tumorzellen; nicht größer 0,2 cm) 
pN1 Metastasen in 1 bis 3 ipsilateralen Lymphknoten und/oder mikroskopische Metastasen in 

Sentinel-Lymphknoten entlang der ipsilateralen A. mammaria interna 
pN1a 1 bis 3 axilläre Lymphknotenmetastasen, mindestens eine > 2 mm 
pN1b Mikroskopische Metastasen in Sentinel-Lymphknoten entlang der A. mammaria  interna, 

klinisch nicht erkennbar 
pN1c pN1a und pN1b 
pN2 Metastasen in 4 bis 9 ipsilateralen axillären Lymphknoten oder in klinisch erkennbaren 

Lymphknoten entlang der A. mammaria interna ohne axilläre Metastasen 
pN2a Metastasen in 4 bis 9 axillären Lymphknoten, darunter mindestens eine > 2 mm 
pN2b Metastasen in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria  interna ohne 

axilläre Lymphknotenmetastasen 
pN3a ten (wenigstens eine > 2 mm) oder in 

ipsilateralen infraklavikulären Lymphknoten 
pN3b Metastasen in klinisch erkennbaren Lymphknoten entlang der A. mammaria interna mit 

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

pN3c Metastasen in ipsilateralen supraklavikulären Lymphknoten 
pM-Klassifikation (Fernmetastasierung) 
pM0 keine Fernmetastasen  
pM1 Fernmetastasen 
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Tabelle 6-6: UICC-Stadieneinteilung für das humane Mammakarzinom  (nach [333]) 

Stadium T N M 
0 Tis N0 M0 

IA T1mic, T1 N0 M0 
IB T0, T1mic, T1 N1mi M0 
IIA T0, T1mic, T1 N1 M0 

 T2 N0 M0 
IIB T2 N1 M0 

 T3 N0 M0 
IIIA T0, T1mic, T1, T2 N2 M0 

 T3 N1, N2 M0 
IIIB T4 N0, N1, N2 M0 
IIIC Alle T N3 M0 
IV Alle T Alle N M1 

 

6.2.2 Histologische Graduierung des humanen Mammakarzinoms 

Invasive Mammakarzinome können hinsichtlich ihres histologischen Grades, als Maß für die 

Aggressivität (Malignität) des Tumors, stratifiziert werden (engl. Grading). Dieser ergibt sich 

aus der Untersuchung der Differenzierung der Zellen (Tubulusausbildung und 

Kernpolymorphie) und ihrer proliferativen Aktivität (Mitose-Rate) [19]. Die Bildung eines 

Summenscores führt schließlich zur Einteilung der Karzinome in die prognostisch relevanten 

Klassen Grad 1 bis 3, wobei Grad 1 einen gut differenzierten, minder malignen Tumor 

repräsentiert, hingegen Grad 3 ein Mammakarzinom mit schlechter Differenzierung und hohem 

Malignitätsgrad 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 HPFa 1 
 6-11/10 HPFa 2 
 a 3 
Summenscore  3-9 

aHPF: High Power Field (400-fache Vergrößerung) 

 

Tabelle 6-8: Auswertesystem des histologischen Summenscores 

Summenscore Malignitätsgrad G-Gruppe Definition 
3, 4, 5 gering  G1 gut differenziert 
6, 7 mäßig G2 mäßig differenziert 
8, 9 hoch G3 entdifferenziert 
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