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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Mammakarzinom stellt mit jahrlich Uber 55 000 Neuerkrankungen und Uber
15 000 Todesfallen in Deutschland die haufigste, bdsartige Tumorerkrankung der
Frau dar. Um neue und effiziente zielgerichtete Therapien zu entwickeln, ist es
notwendig, die Mammakarzinogenese und insbesondere die Metastasierung zu
verstehen. Ein Ansatzpunkt hierfir ist die ldentifikation von genetischen Defekten,
welche zur Metastasierung des Tumors beitragen. Disseminierte Tumorzellen (DTCs)
besitzen nur wenige subchromosomale Aberrationen und stellen vermutlich friihe
Zellen der Tumorprogression dar. Durch die genomische Analyse dieser Zellen
konnten somit bislang unbekannte frihe Mutationen sporadischer Mammakarzinome
identifiziert werden. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, Gene mit einer Rolle
in der Entstehung und systemischen Progression des Mammakarzinoms zu

identifizieren und zu charakterisieren.

Vorversuche der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die Region 6q24.2-25.1 haufig
in DTCs von Mammakarzinompatientinnen deletiert ist. Zu Beginn der vorliegenden
Dissertation waren 37 Gene in dieser 6 Mbp-Deletion bekannt, welche somit alle
potenzielle = Tumorsuppressorgene mit einer Rolle in der frihen
Mammakarzinogenese darstellen. Durch Literaturrecherchen und Genexpressions-
analysen erfolgte eine Eingrenzung auf die vielversprechendsten Kandidatengene -
SASH1 und PLAGL1. Die Rolle dieser Gene in der frihen Metastasierung sollte

daher in der vorliegenden Arbeit charakterisiert werden.

Fluoreszenz in situ Hybridisierungen (FISH) der vorliegenden Arbeit zeigten, dass
eine klonale Deletion dieser Gene in 7 % der Patientinnen vorhanden ist. Somit stellt
die Deletion vermutlich ein frihes Ereignis in der Tumorprogression einiger
Patientinnen dar. Auch in Mammakarzinomzelllinien wiesen diese beiden Gene
haufig Deletionen oder Translokationen auf. Sogar in der nicht malignen
Mammaepithelzelllinie hHME-tert konnte eine komplexe Translokation identifiziert
werden, welche SASH1 und PLAGL1 einschliet und mit einer Niederregulierung
dieser Gene assoziiert war. Um die Rolle von SASH1 bzw. PLAGL1 in der frihen
Tumorprogression naher zu charakterisieren, wurden Zellen mit und ohne
SASH1/PLAGL1-Translokation sowie Zellen, in denen SASH1 bzw. PLAGL1
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lentiviral niederreguliert worden war, verglichen und verschiedene Zellfunktionen
untersucht. Durch diese Versuche konnte gezeigt werden, dass sowohl SASH1 als
auch PLAGL1 die Proliferation von Mammaepithelzellen regulieren. Dabei ist die
zellulare Lokalisation von SASH1 in  Mammaepithelzellen abhangig vom
Proliferationstatus der Zelle. Beide Tumorsuppressoren beeinflussten zwar nur
geringfugig die Invasion und Migration von Mammaepithelzellen, bewirkten jedoch
bei verminderter Expression eine Erhohung der Anoikisresistenz sowie des
Stammzellpotenzials der jeweiligen Zellen. Dieser Befund deutet moglicherweise auf
eine Rolle von SASH1/PLAGL1 in der Metastasierung hin. Zudem konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Klone mit SASH1 bzw. PLAGLI1-
Niederregulierung die Proliferation und Stammzelleigenschaften von Zellen ohne

diese Niederregulierung beeinflussen.

Um zu Uberprifen, ob die Deletion auch den klinischen Verlauf des
Mammakarzinoms beeinflusst, wurde die SASH1-Deletion in Primartumorproben
eines Mammakarzinompatientenkollektivs detektiert und mit klinischen Parametern
assoziiert. Dabei stellte sich heraus, dass die SASH1-Deletion in stark
proliferierenden und wenig differenzierten Primartumoren vermehrt vorhanden war.
Diese Ergebnisse sind somit konsistent mit den in vitro Daten. Die Assoziation der
SASH1-Deletion mit besonders aggressiven Primartumoren zeigte sich auch
dadurch, dass die SASH1-Deletion einen unabhangigen prognostischen Faktor fur
das metastasefreie Uberleben darstellt, insbesondere bei Patientinnen mit luminalem
Mammakarzinom (positiv fiir Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptor). Zudem war
die SASH1-Deletion vermehrt in Patientinnen mit trippelnegativem (negativ fur
Ostrogen- und Progesteronrezeptor, sowie fehlende HER2-Uberexpression)

Mammakarzinom nachweisbar.

In dieser Arbeit wurden somit erste Hinweise daruber erlangt, dass die frihe
Niederregulierung von SASH1 und PLAGL1 vermutlich die Disseminierung und
Metastasierung der jeweiligen Tumorzellen und Ausbildung besonders aggressiver

Primartumore fordert.
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Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom (Brustkrebs) ist der haufigste maligne epitheliale Tumor
(Karzinom) der Frau. Allein in Deutschland werden jahrlich dber 55 000
Neuerkrankungen registriert [1, 2]. Die Inzidenz (Anzahl der Neuerkrankungen) ist
zwar zwischen 1980 und 2000 stetig angestiegen, in den letzten zehn Jahren aber in
etwa gleich geblieben [2, 3]. Auch wenn aufgrund friherer Tumordetektion und
effizienterer Therapien die Mortalitat gegenluber den letzten Jahren gesunken ist,
stellt das Mammakarzinom die haufigste krebsassoziierte Todesursache bei Frauen
dar. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate wird in Deutschland auf ca. 83 % bis 87 %
geschatzt [1-3]. Trotzdem bedeutet dies, dass allein in Deutschland mehr als 15 000
Frauen aufgrund dieser Erkrankung pro Jahr versterben [2]. Weltweit werden laut der
~World Health Organization* (WHOQO) jahrlich etwa 460 000 Todesfalle durch das
Mammakarzinoms geschatzt [4]. Bei Mannern kann zwar die Brustdrise ebenfalls
maligne entarten, ist jedoch mit einer Inzidenz von 1 pro 100 000

Mammakarzinomfallen sehr selten [2, 5].

Als epidemiologisch gesichert fur die Entstehung des Mammakarzinoms gelten
derzeit die in Tabelle 1 zusammengefassten Risikofaktoren. Den starksten
Risikofaktor stellt dabei die familiare Pradisposition dar. Frauen, bei deren Mutter
Brustkrebs bereits auftrat, haben ein bis zu 13,6-fach erhdhtes Risiko fir ein
Mammakarzinom im Vergleich zu Frauen ohne familiare Belastung. Im
Zusammenhang mit diesen hereditaren Mammakarzinomen werden vor allem die
Gene ,breast cancer 1“ (BRCA1l) und ,breast cancer 2“ (BRCA2) beschrieben.
Frauen mit einer Mutation in einem der genannten Gene besitzen ein 60 bis 85 %
erhohtes Risiko an Brustkrebs und 15 bis 40 Prozent erhohtes Risiko an
Eierstockkrebs zu erkranken [6, 7]. Allerdings lassen sich Mutationen in diesen
Genen nur in einem relativ kleinen Anteil der Patientinnen mit familiarer
Vorgeschichte nachweisen, so dass vermutet wird, dass weitere Gene an der
Entstehung des hereditaren Mammakarzinoms beteiligt sind [2]. Bei sporadisch

(nicht hereditar) auftretenden Brustkrebserkrankungen stellt dagegen das Alter den
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grofliten Risikofaktor dar: Frauen, die mindestens 50 Jahre alt sind, weisen ein 6,5-

fach erhdhtes Risiko an Brustkrebs zu erkranken im Vergleich zu Frauen unter 50

Jahren auf. Weitere gesicherte Risikofaktoren fir das Mammakarzinom stellen das

Alter bei Menarche (Auftreten der ersten Menstruation), Menopause und erster

Lebendgeburt dar. Allerdings wurde auch eine Risikosteigerung durch Ubergewicht

und Bewegungsmangel, vor allem nach der Menopause, beschrieben [2].

Tabelle 1: Epidemiologisch gesicherte Risikofaktoren des Mammakarzinoms (modifiziert nach

(8l

Risikofaktor

Alter (= 50 versus <50 Jahre)

Familiare Belastung
Verwandschaft ersten Grades

Verwandschaft zweiten Grades

Alter bei Menarche (< 12 versus = 14 Jahre )

Alter bei Menopause (= 55 versus < 55 Jahre)

Alter bei erster Lebendgeburt (> 30 versus < 20)

Benigne Erkrankung der Brust
Biopsie (jeglicher histologischer Befund)

Atypische Hyperplasie

Hormonersatztherapie

Relatives Risiko

6,5

1,4-13,6
1,5-1,8

1,2-15

1,5-2,0

1,3-2,2

1,5-1,8
4,0 -4,4

1,0-15
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Klassifikation des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom stellt eine sehr heterogene Erkrankung dar, welche sich aus
verschiedenen Subtypen zusammensetzt. Diese Subtypen unterscheiden sich in
ihren histologischen und biologischen Eigenschaften sowie klinischem Verhalten
(z. B. Therapierbarkeit) [9]. Brustkrebs wird in der klinischen Routine wie auch
andere  Tumorarten durch die TNM-Klassifikation, den histologischen
Differenzierungsgrad und dem histologischen Subtyp beschrieben. Die
Klassifizierung dient dabei der Prognoseabschatzung und Therapieentscheidung
[10].

Die TNM-Klassifikation setzt sich aus der Grolte des Tumors (T), der Anzahl der
befallenen Lymphknoten (N) und das etwaige Vorhandensein von Fernmetastasen
(M) zusammen. Durch Zuordnung von Indexzahlen werden die einzelnen

Ausbreitungsstadien genauer definiert.

Der Differenzierungsgrad (engl. Grading) eines Tumors beschreibt die Anderung in
der Zell- und Gewebearchitektur und korreliert mit Aggressivitat und Rezidivrisiko des
Tumors [11]. Er wird aus dem Prozentsatz der Tubulusbildung (histologische
Ausdifferenzierung des Tumorgewebes im Vergleich zum Normalgewebe), dem Grad
der Kernpolymorphie (GroRe und Form der Zellkerne) und dem mitotischen Index

(Anteil der proliferierenden Zellen) ermittelt [12].

Maligne Tumore aus Mammaepithelzellen sind in der Regel Adenokarzinome [13].
Das haufigste Mammakarzinom ist das sogenannte invasive duktale Karzinom,
welches aufgrund mangelnder Charakteristika nicht weiter spezifiziert werden kann
(engl.: invasive ductal carcinoma not otherwise specified; IDC-NOS). Ein Viertel der
Mammakarzinome, machen dagegen die sogenannten speziellen Mammakarzinom-
subtypen aus, von denen 2003 17 Subtypen durch die WHO beschrieben wurden
[14]. Der haufigste dieser Subtypen ist das invasive lobulare Karzinom (engl.:
Invasive lobular carcinoma, ILC) und ist mit einer Pravalenz von 5-15 % nach dem
invasiven duktalen Karzinom der zweithaufigste Mammakarzinomsubtyp [14, 15]. Die
Bezeichnungen ,duktal® und ,lobular® beschreiben dabei nicht das
Ursprungsgewebe, sondern werden lediglich aufgrund ihrer zytologischen
Eigenschaften, immunhistochemischen Profile und Architektur als solche bezeichnet.
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Basierend auf Genexpressionsdaten werden Mammakarzinome auch oft in fanf
molekulare Subtypen (luminal A, luminal B, basal, HER2 positiv und ,normal breast
like”) eingeteilt, welche sich hauptsachlich durch die Expression des
Ostrogenrezeptors (ER), Progesteronrezeptors (PR), HER2-Rezeptors, epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptors (EGFR) und Zytokeratin 5 und 6 (CK5/6) unterscheiden
[16, 17]. Weitere Genexpressionstudien beschrieben in den letzten Jahren noch die
zusatzlichen Subtypen ,molecular apocrine®, ,claudin-low” und ,Interferon-related”
[18-20]. Allerdings hat sich die Klassifizierung von Primartumoren durch
Genexpressionsanalyse bislang noch nicht gegeniber der immunhistochemischen

Einteilung in der Routinediagnostik durchgesetzt.

Progression des Mammakarzinoms

Die Entstehung des invasiven Mammakarzinoms wird in der Regel als eine
schrittweise, lineare Entwicklung aus dem gesunden Mammaepithel Uber die Stadien
der Hyperplasie, der atypischen Hyperplasie und des Carcinoma in situ beschrieben
(Abb. 1) [21]. In den letzten Jahrzehnten wurde dabei vermehrt gezeigt, dass nicht
nur genetische und epigenetische Aberrationen zur Progression des Tumors
beitragen, sondern auch das Tumorstroma eine entscheidende Rolle spielt. Vor
allem fur krebsassoziierte Fibroblasten, Myopepithelzellen und Immunzellen wurde

ein tumorférderndes Potenzial nachgewiesen [22].

FUr den Ursprung der krebsinitierenden Zelle werden hauptsachlich zwei
unterschiedliche Modelle beschrieben, das klonale Evolutionsmodell und die
Stammzellhypothese. Letztere geht davon aus, dass lediglich Stamm- oder
Progenitorzellen krebsinitiierend sein konnen, wahrend Vertreter der klonalen
Theorie annehmen, dass eine Mammaepithelzelle durch geeignete genetische und
epigenetische Aberrationen und anschliefende Selektion tumorigen wirken kann.

Beide Theorien schlie3en sich dabei nicht zwingend gegenseitig aus.
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Gesundes Lumen Atypische Hyperplasie Duktales Carcinoma in Invasives Karzinom
situ (DCIS)

Basalmembran

Abb. 1: Progression des Mammakarzinoms

Dargestellt sind Gewebsquerschnitte einzelner Stufen der Progression des Mammakarzinoms (A, aus
[23]) sowie die entsprechenden schematischen Darstellungen (B). Wahrend der Tumorprogression
des Mammakarzinoms wachsen zunachst vermehrt Zellen (Hyperplasie), welche sich schlieflich in
der atypischen Hyperplasie morphologisch von den gesunden Zellen unterscheiden (im Schema durch
gréRere Zellkerne angedeutet). In der weiteren Progression veradndern sich neben den luminalen
Zellen (Zellen, welche ans Lumen angrenzen) auch die basalen Zellen (Zellen, welche an die
Basalmembran angrenzen) morphologisch (Duktales Carcinoma in situ). Erst wenn die Basalmembran
durchbrochen ist, spricht man von einem invasiven Karzinom.

Metastasierung von Tumorzellen

Trotz der Fortschritte in der Diagnose und Behandlung des Mammakarzinoms sind
weiterhin Fernmetastasen die Haupttodesursache bei Mammakarzinompatientinnen
[24]. Etwa 6 % der Patientinnen weisen schon zum Zeitpunkt der Diagnose
Metastasen auf und 20-50 % der MO-Patientinnen (keine Metastasen zum Zeitpunkt
der Diagnose) entwickeln im Verlauf der Krankheit Metastasen [25-27]. Am
weitestgehend akzeptiert ist dabei die Theorie, dass einzelne Tumorzellen den
Primartumor verlassen und uber Lymph- und/oder Blutgefal3e zu entfernten Organen
(z. B. Lunge, Leber, Knochen) disseminieren (streuen). Tumorzellen, welche im
Blutstrom zirkulieren, werden dabei als CTCs (aus dem Englischen: circulating tumor

cells) bezeichnet. Im Gegensatz dazu spricht man von disseminierten Tumorzellen
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(DTC), wenn die Tumorzellen schon extravadiert (aus Blut bzw. Lymphfllssigkeit

ausgetreten) sind.

Die =zeitliche Einordnung der Disseminierung von Tumorzellen ist allerdings
umstritten, so dass zwei verschiedene Modelle zur Metastasierung bestehen. Das
weiter verbreitete Modell basiert auf der schrittweisen Progression der Tumorzellen
durch zunehmende epigenetische und genetische Aberrationen und Selektion der
jeweils aggressivsten Tumorzellen [28, 29] (Abb. 2A). In diesem sogenannten
linearen Progressionsmodell findet eine Disseminierung spat im Verlauf der
Tumorprogression statt, so dass die Aberrationen dieser Zellen denen des
Primartumors sehr ahneln. Im Gegensatz dazu beschreibt das Modell der parallelen
Progression eine fruhe Disseminierung von Tumorzellen, welche zum Zeitpunkt der
Disseminierung nur wenige Aberrationen aufweisen (Abb. 2B). Diese Zellen
akkumulieren anschlieffiend weitere genetische Aberrationen unabhangig von der
genetischen Evolution des Primartumors. Folglich divergiert das Genom der
disseminierten Zellen von denen des Primartumors [30]. Mit Hilfe des Modells der
fruhen Disseminierung kann auch erklart werden, warum viele Patienten, welche zum
Zeitpunkt der Diagnose als MO (keine Fernmetastasen) und NO (keine
Lymphknotenmetastasen) klassifiziert wurden, trotz Therapie Fernmetastasen
entwickeln: Da in den Patienten schon vor dem Zeitpunkt der Resektion des
Primartumors Tumorzellen gestreut haben, kdnnen diese verbleibenden Zellen (engl.

minimal residual disease) letztlich zur Bildung von Fernmetastasen fuhren.
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Abb. 2: Modelle der Metastasierung (modifiziert nach [31])

Abgebildet ist der Vergleich der Modelle der linearen Tumorprogression (A) und der parallelen
Tumorprogression (B). Das langer bekannte Modell der linearen Progression beschreibt, dass
disseminierte Tumorzellen (DTCs) erst spat in der Tumorprogression den Primartumor verlassen.
Analysen von DTCs zeigten allerdings, dass diese andere genetische Aberrationen als der
Primartumor und die Metastase aufweisen (angedeutet durch unterschiedliche Farbung der Zellen).
Somit scheint die Disseminierung vor der chromosomalen Instabilitdt des Primartumors statt zu finden,
so dass DTCs andere Aberrationen als der Primartumor akkumulieren. Abhangig von den akquirierten
Aberrationen kdnnen die DTCs Uberleben und einige sogar zu einer Metastase heranwachsen.

Notwendigkeit der Entwicklung von zielgerichteten Therapien zur Behandlung
des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom kann durch Operation, Bestrahlung, Hormontherapie oder
Chemotherapie behandelt werden. Die Resektion des Tumors und die Radiotherapie
stellen dabei lokale Therapieansatze dar, da sie Krebszellen nur in der Brust, also
lokal, eliminieren. Die restlichen der zuvor genannten Therapiemdglichkeiten wirken
dagegen systemisch und werden mit dem Ziel eingesetzt, Tumorzellen, welche vom

Primartumor gestreut haben, zu eliminieren [32].



Einleitung

Problematisch bei der Therapie von Mammakarzinompatientinnen ist die Tatsache,
dass Patientinnen mit ahnlichen histologischen Charakteristika haufig unterschiedlich
auf die gleichen Therapeutika ansprechen [33]. Diese Beobachtung konnte allerdings
durch molekulare Unterschiede der jeweiligen Primartumore erklart werden. Folglich
ist man zunehmend bemuht, den Primartumor molekular zu charakterisieren, so dass
zielgerichtete Therapien gegen spezielle molekulare Eigenschaften des

Primartumors eingesetzt werden konnen.

Ist der Tumor der Patientin beispielsweise positiv fir den Ostrogenrezeptor (ER)
und/oder den Progesteronrezeptor (PR) und hormonempfindlich, so ist eine
endokrine Therapie indiziert [34]. Da bislang alle getesteten Medikamente, welche
die tumorfordernde Wirkung des PRs behandeln mit starken Nebenwirkungen
einhergehen, wird i.d.R. zundchst die wachstumsfordernde Wirkung des
Ostrogenrezeptors gehemmt. Neben der Inhibierung von Hormonrezeptoren wird
zunehmend auch nach neuen Zielstrukturen gesucht. Das bekannteste Beispiel einer
zielgerichteten Therapie zur Behandlung des Mammakarzinoms ist Trastuzumab. Bei
diesem Medikament handelt es sich um einen Antikorper, welcher spezifisch die
extrazellulare Domane des HER2-Proteins bindet. Dadurch kommt es zur Inhibierung
der proproliferativen und antiapoptotischen Effekte von HER2 sowie zur Aktivierung
des angeborenen und erworbenen Immunsystems zur Eliminierung der HER2'-
Krebszellen [35].

Trotz der enormen Kosten zielgerichteter Therapien wie z. B. mit Trastuzumab zur
Behandlung des Mammakarzinoms oder Erlotinib zur Behandlung des
Lungenkarzinoms ist der Uberlebensvorteil meist relativ gering. Die Behandlung von
Mammakarzinompatientinnen mit Trastuzumab beispielsweise verlangert das Leben
der Patienten im Schnitt nur um sieben Monate [36]. Somit ist es notwendig,
Therapien zu entwickeln, welche geringe Nebenwirkungen besitzen und einen
deutlichen Uberlebensvorteil fiir den Patienten bewirken. Fir den Erfolg der Therapie
ist es dabei ausschlaggebend, dass einerseits das Molekll, gegen das die
zielgerichtete Therapie gerichtet ist, von allen Tumorzellen exprimiert wird und
andererseits eine Abhangigkeit der Tumorzellen von dem Zielmolekul besteht [37].
Eine Mdglichkeit zur Identifizierung von Zielproteinen fur eine solche Therapie kdnnte

dabei die genomische Analyse von DTCs darstellen.
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Detektion und Charakterisierung von disseminierten Tumorzellen (DTCs)

Es konnte bereits durch verschiedene Studien gezeigt werden, dass die Detektion
von DTCs mit einem erhohten Risiko fur ein Rezidiv und einem verminderten
GesamtlUberleben einhergeht [26, 38, 39]. Aufgrund dieser prognostischen Relevanz
wird vermutet, dass sich unter den DTCs die Vorlauferzellen der Metastasen
befinden. Somit haben Methoden zur Detektion und Charakterisierung von DTCs in

Patienten in den letzten Jahren zunehmend Beachtung gefunden.

Da DTCs sehr selten sind (1-2 pro 1 Million mononuklearer Zellen aus Lymphknoten
oder Knochenmark), werden die mononuklearen Zellen, welche auch die DTCs
enthalten, mittels eines Dichtegradienten angereichert [40]. Die Detektion der DTCs
erfolgt meist durch den immunzytochemischen Nachweis epithelialer Proteine wie
z. B. Zytokeratinen (CK) oder dem epithelialen Adhasionsmolekil (EpCAM). Diese
epithelialen Proteine werden von DTCs exprimiert, sind jedoch auf den umgebenden
mesenchymalen Zellen (Zellen aus Knochenmark oder Lymphknoten) nicht oder
seltener vorhanden. Durch genomische Analysen mittels mCGH (Metaphase
Comparative Genomic Hybridization) wurde gezeigt, dass DTCs von MO-
Patientinnen oft einen normalen Karyotyp aufweisen und nur mit hochauflésenden
genomischen Methoden als aberrant charakterisiert werden konnen [41, 42]. Somit
streuen DTCs fruh in der Tumorprogression und die genomischen Aberrationen,
welche typisch fur vollstandig maligne Metastasenzellen sind, werden erst spater
akquiriert [42, 43].

Zielsetzung

Die Untersuchung von CGH-normalen DTCs aus MO-Patientinnen konnte dazu
verwendet werden, frihe und mdglicherweise sogar initierende genomische
Aberration zu identifizieren, welche flur die Progression des sporadischen
Mammakarzinoms von Bedeutung sind. Da frilhe Aberrationen eine hohe
Wahrscheinlichkeit besitzen von allen Tumorzellen (DTCs, Metastasen, Primartumor)

geteilt zu werden, konnten zielgerichtete Therapien gegen solche Molekule die

11



Einleitung

Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patientinnen mit metastasierendem Mamma-

karzinom verbessern.

Im Zuge ihrer Dissertation analysierte Dr. Andrea Eberhardt DTCs von MO-
Patientinnen mit einem normalen CGH-Profil. Dabei konnte sie zwei haufig deletierte
Regionen auf Chromosom 6q identifizieren. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die
durch die Deletionen betroffenen Gene zu identifizieren und vielversprechende
Kandidaten naher zu charakterisieren. Auf diese Weise konnen mdoglicherweise ein
oder mehrere Tumorsuppressorgene identifiziert werden, welche eine Rolle in der

frihen Progression des sporadischen Mammakarzinoms spielen.
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Patientinnen, Kooperationspartner und verwendete
Materialien

Patientinnen

In dieser Arbeit wurden zunachst die Primartumorproben von 97 Patientinnen (25-82
Jahre, mittleres Alter 55) mit invasiv lobularem oder duktal unilateralem primaren
Mammakarzinom untersucht. Die Patientinnen wurden zwischen 1992 und 2002
operiert und sowohl als RO (negativer Resektionsrand) und MO (keine Metastasen
zum Zeitpunkt der Diagnose) charakterisiert. Die mediane Follow-up Zeit betrug 136
Monate. Es verstarben 45 der 97 Patientinnen (46,4 %) tumorbedingt und 47 der 97
Patientinnen (48,5 %) entwickelten eine Metastase. Die klinischen Parameter des
Patientenkollektivs sind unter Tabelle 2 zu finden. Da bei einer ersten Analyse ein
gehauftes Auftreten der SASH1-Deletion bei trippelnegativen (negativ fur den
Ostrogen- und Progesteronrezeptor sowie fehlende Uberexpression des HER2-
Rezeptors) Patienten nachweisbar war, wurde des Weiteren die FFPE-
Primartumorproben von 30 Patientinnen mit trippelnegativen Tumoren (28-81 Jahre,
mittleres Alter 56) auf das Vorhandensein einer SASH1-Deletion untersucht. Diese
Patientinnen wurden zwischen 2004 und 2008 operiert und ebenfalls als RO und MO
charakterisiert. Die mediane Follow-up Zeit betrug 44 Monate. Es verstarben 9 der
30 Patientinnen (30 %) tumorbedingt und 5 der 30 Patientinnen (17 %) entwickelten
Metastasen. Die klinischen Parameter dieser zusatzlichen Patientinnen mit

trippelnegativem Mammakarzinom sind in Tabelle 3 aufgelistet.
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Tabelle 2: Klinische Daten der 97 Mammakarzinompatientinnen

Patienten [%] Patienten [%]
97 100 97 100
Geschlecht Differenzierungsgrad
mannlich 0 [0] G1 12 [12]
weiblich 97 [100] G2 39 [40]
G3 46 47
Alter der Patientinnen bei Diagnose
< 30 Jahre 1 1 Resektionsrand
31-40 Jahre 10 [10] RO 97 [100]
41-50 Jahre 26 [27] R1 0 [0]
51-60 Jahre 26 [27] R2 0 0]
61-70 Jahre 20 [21] ER-Status des Primartumors
71-80 Jahre 13 [13] pOSitiV 64 [68]
> 80 Jahre 1 g negativ 37 [28]
Rezidiv (systemisch) nicht hestimmbar* 6 [6]
ja 47 [48] PR-Status des Primartumors
nein 50 [52] poSITV a4 T45]
. negativ 49 [51]
Uberleben nicht bestimmbar* 4 [4]
ja 52 [54]
nein 45 [46] HER2-Status des Primartumors
positiv 36 [37]
Histologie negativ 37 [38]
DCIS 0 [ nicht bestimmbar* 24 [25]
LCIS 0 [0]
Ki67-Farbung
Primartumorgrofe <10% positive Zellen 38 [39]
pT1 24 [23] >10 % positive Zellen 30 [31]
pT2 55 [57] nicht bestimmbar* 31 [32]
pT3 7 [71 B
T4 11 [11] EGFR-Farbung
0 8 [8]
lokale Lymphknotenmetastasen 1 1 [1]
pNO 44 [45] 2 6 [6]
pN1 22 [23] 3 0 [0]
pN2 17 [18] nicht bestimmbar® 82 [85]
pN3 13 [13] )
unbekannt 1 [1] CK5/6 Fuskiung
positiv 6 [6]
Fernmetastasen negativ 9 [9]
MO 97 [100] nicht hestimmbar* 82 [85]
M1 0 [0]

14

*keine Analyse maglich z.B. da kein Tumormaterial mehr vorhanden



Patientinnen, Kooperationspartner und verwendete Materialien

Tabelle 3: Klinische Daten der zusétzlichen 30 Patientinnen mit trippelnegativem
Mammakarzinom

Patienten [%] Patienten [%]
30 100 30 100
Geschlecht Fernmetastasen
mannlich 0 [0 MO 30 [100]
weiblich 30 [100] M1 0 [0]
Alter der Patientinnen bei Diagnose Differenzierungﬂrad
< 30 Jahre 2 [7] G1 0 [0]
31-40 Jahre 5 [17] G2 6 [20]
41-50 Jahre 6 [20] G3 24 [80]
51-60 Jahre 5 [17]
61-70 Jahre 7 [23] Resektionsrand
71-80 Jahre 4 [13] RO 30 [100]
> 80 Jahre 1 [3] R1 0 [0]
R2 0 [0]
Rezidiv (systemisch)
ja 5 [17] Ki67-Farbung
nein 25 [83] <10% positive Zellen 3 [10]
. >10 % positive Zellen 25 [83]
Uberleben nicht bestimmbar* 2 [7]
ja 21 [70]
nein 9 [30] EGFR-Firbung
0 16 [63]
Histologie 1 9 [30]
DCIS 0 [0] 2 3 [10]
LCIS 0 [0] 3 2 [7]
nicht bestimmbar* 0 [0]
Prim'eirtumorgrél&e
pT1 11 [37] CK5/6-Farbung
pT2 16 [53] positiv 10 [33]
pT3 1 [3] negativ 20 [67]
pT4 2 [71 nicht bestimmbar* 0 [0]
lokale Lymphknotenmetastasen
pNO 20 [67]
pN1 5 [17]
pN2 3 [10]
pN3 2 [7]
unbekannt 0 [0]
*keine Analyse mdglich z. B. da kein Tumormaterial mehr vorhanden
Kooperationspartner
Das Kaninchen-Serum zur Detektion des SASH1-Proteins in

Mammakarzinomzelllinien stellte freundlicherweise PD Dr. Janssen (Technische
Universitdt Muanchen) zur Verfugung. Zur besseren Charakterisierung der
detektierten SASH1/PLAGL1-Translokation wurden in Kooperation mit Prof. Schrock
(Technische Universitat Dresden) Spektrale Karyotypisierung (SKY) sowie Painting-
FISH-Analysen durchgefuhrt. Die aCGH-Analysen der DNA aus Zellen mit
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SASH1/PLAGL1-Translokation erfolgte in Kooperation mit Dr. Hackmann
(Technische Universitat Dresden).

Fir die Analyse der 97 Mammakarzinompatientinnen (siehe Tabelle 2) wurden uns
von PD Dr. Gero Brockhoff (Caritas Krankenhaus St. Josef, Regensburg)
Gewebemicroarrays aus  Formalin-fixietem  Paraffin-eingebetteten  (FFPE)
Tumormaterial zur Verfigung gestellt. Die in dieser Arbeit verwendeten FFPE-tissue
microarrays (TMAs) von trippelnegativen Mammakarzinompatientinnen zur
selektiven Erweiterung des Patientenkollektivs (n = 30) wurden in Kooperation mit
Prof. Dr. Ortmann, PD Dr. Gero Brockhoff und Dr. Anna Machleidt (Caritas
Krankenhaus St. Josef, Regensburg) sowie Florian Weber (Universitatsklinikum
Regensburg) hergestellt. Die Follow-up Daten ermittelte das Tumorzentrum
Regensburg. Die pathologische Beurteilung der EGFR- bzw. CK5/6 gefarbten

Praparate erfolgte durch PD Dr. Petra RUmmele.

Materialien

Reagenzien

Reagenz Hersteller

AB-Serum Bio-Rad, Dreieich

Agarose Sigma-Aldrich, Steinheim
Ampicillin AppliChem GmbH, Darmstadt
B27 Invitrogen, Darmstadt

bFGF Sigma-Aldrich, Steinheim

B-Mercaptoethanol

Bluing Reagent

Borsaure

BSA 30 % (fur Durchflusszytometrie)
BSA (fur PCR)

CEP6 Spectrum Orange
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Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Ventana, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biotest, Dreeich

Roche, Mannheim

Vysis Inc, USA
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Reagenz

Hersteller

CEP Hybridisierungspuffer
Chloroform

Chloroquine

Colcemidlosung (KaryoMAX)
COt1-DNA (1 pg/uL)

DAPI

DAB-Substrat

DEPC-H20

Diluent
Dinatriumhydrogenphosphat
DMEM

DMEM/F12

DNA-Leiter 1kb

dNTPs (100 mM)

EDTA

Epidermal growth factor (EGF)
Eisessig

Ethidiumbromid (1 %)
Ethanol absolut

Fotales Kalberserum (FKS) Gold
Fixogum

Formaldehyd

Formamid
Guanidinisothiocyanat

Hamatoxylin

Vysis Inc, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Darmstadt
Roche, Mannheim
Roche, Mannheim
DAKO, Hamburg
Invitrogen, Darmstadt

DAKO, Hamburg

Pan-Biotech, Aidenbach
Pan-Biotech, Aidenbach
Invitrogen, Darmstadt
GE Healthcare, Minchen
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
J.T. Baker, Griesheim
PAA Laboratories, Osterreich
Marabu, Tamm

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka, Hamburg

Ventana, USA
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Reagenz

Hersteller

Heparin
Heringssperma-DNA (10 ug/uL)
Hydrocortison

Insulin

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
L-Glutamin (200 mM)
Magnesiumchlorid

Matrigel

MEBM

Methanol

Natriumazetat 2M pH 4
Natriumzitrat
N-Laurylsarcosin
Penicillin/Streptomycin (10 U/uL)
Peroxidase Blocking Solution
Phytohemagglutinin
Polybren

Polyhama

Propidiumiodid

Puromycin

Roti-Aqua-Phenol

RPMI 1640

Salzsaure (37 %)

Trinatriumcitrat-Dihydrat

18

Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka, Hamburg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Pan-Biotech, Aidenbach
Sigma-Aldrich, Steinheim
BD Biosciences, Heidelberg
Lonza, USA

Merck, Darmstadt
Calbiochem, Hamburg
Applichem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Pan-Biotech, Aidenbach
DAKO, USA

Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Pan-Biotech, Aidenbach
J.T. Baker, Griesheim

Merck, Darmstadt
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Reagenz Hersteller

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)  AppliChem, Darmstadt

Trizma Hydrochlorid Sigma-Aldrich, Steinheim
Tween-20 Sigma-Aldrich, Steinheim
Ultra Conditioner 1 Ventana, USA

UltraPure DEPC-behandeltes Wasser Invitrogen, Darmstadt
Vectashield-DAPI Vector Laboratories, USA
Vectashield H-1000 Vector Laboratories, USA
Waschpuffer (Ki67-Farbung) DAKO, Hamburg

Xylol Roth, Karlsruhe

Zeozin Invitrogen, Darmstadt
Zitronensauremonohydrat Merck, Darmstadt
Enzyme

Enzym Hersteller

Haelll New England Biolabs, USA
HpyCH4ll New England Biolabs, USA
HpyCH4V New England Biolabs, USA
HpyCH4VIII New England Biolabs, USA
Ncol New England Biolabs, USA
Protease 1 Ventana, USA

RNAse Roche, Mannheim

SfaNI New England Biolabs, USA
Tag-Polymerase Roche, Mannheim
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Primarantikorper

Antigen Hersteller Methode Verdiinnung Endkonzen-
tration
(Klon)

SASH1 AG Janssen,

(---; Kaninchen-  TU Munchen

serum) IF* 1:150 unbekannt

Kaninchen Antigen DAKO,

—Isotypkontrolle Hamburg

(Rabbit Ig Fraction

Normal) IF* 1:100 200 pg/mL

Ki67 DAKO, USA

(M7240) IHC** 1:500 70 pg/L

EGFR Cell Signaling,

(D38B1) USA DFZ*** 1:50 unbekannt

CK 5/6 DAKO,

(D5/16 B4) Hamburg IHC** 1:200 315 pg/L

EGFR DAKO,

(E30) Hamburg IHC** 1:100 unbekannt

*IF = Immunfluoreszenz, **IHC = Immunhistochemie, *** DFZ = Durchflusszytometrie

Sekundarantikorper

Endkonzen-
Antikorper Hersteller Markierung Verdinnung tration
Ziege-anti-Kaninchen Dianova, Hamburg Cy3 1:100 15 pug/mL
Labelled Polymer,
Envision DAKO, Hamburg MP* - unbekannt

*MP = Meerrettich Peroxidase
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Plasmide

Plasmidname

Funktion

pPMD2G

psPAX2

pGIPZ

envelope Plasmid
packaging Plasmid mit gag/pol/rev/tat

lentivirales Plasmid; enthalt shRNAmir gegen das
jeweilige Zielgen

Folgende ,Sense“-Sequenzen sind in den jeweiligen pGIPZ-Vektoren enthalten:

Vektorname "Sense"-Sequenz der shRNA
shSASH-A CACTTGCTAGGCTCAAGGA
shSASH-B GCAGCAGTATGCAGATTAT
shSASH-C GAAAGAACCAGAAAGGAAT
shPLAGL1-A* CTGCTTAAGTTCTTAAGTA
shPLAGL1-B* TGGGAGAATTTTCAAAATA

shNS

Die verwendeten
(PLAGL1/ZAC1/LOT1)

ATCTCGCTTGGGCGAGAGTAAG

shRNA-Sequenzen binden alle bekannten PLAGL1-Transkripte

Alle pGIPZ-Vektoren wurden als E. coli-Klone von OpenBiosystems erworben.
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Oligonukleotide

Annealing
Temperatur  Annealing
(Standard  Temperatur
Zielgen Oligonukleotidsequenz PCR) (qPCR)
SASH1 5 CGGGAAAGCGTCAAGTCGGA 58°C 58°C
3" CCGACTTTGTTGTTCAGCAG 58°C 58°C
PLAGL1L 5 CCAGTTATGTGGCAAGACGTT 58°C 58°C
) 3" TCTGGGGAGAATGGGTAGC 58°C 58°C
HER?2 5" AGCCGCGAGCACCCAAGT 58°C 58°C
3" TTGGTGGGCAGGTAGGTGAGTT 58°C 58°C
PPIA 5 GCTCGTGCCGTTTTGCA 58°C 58°C
3" GCAAACAGCTCAAAGGAGACG 58°C 58°C
PUM1 5 GCAAACATCGATGGCCTACT 58°C 58°C
3" TCCTTTTGGTCCATCTTTGC 58°C 58°C
TBP 5 CGGCTGTTTAACTTCGCTTC 58°C 58°C
3" TTCTTGGCAAACCAGAAACC 58°C 58°C
HMBS 5 GGAATGCATGTATGCTGTGG 58°C 58°C
3" CAGGTACAGTTGCCCATCCT 58°C 58°C
OAS1 5 CAAGCTCAAGAGCCTCATCC 58°C 58°C
3" TGGGCTGTGTTGAAATGTGT 58°C 58°C
OAS2 5 CTGATCGACGAGATGGTGAA 58°C 58°C
3" AGGATGTCACGTTGGCTTCT 58°C 58°C
IF16 5 GTTCTGGAAGGCCCTGACC 58°C 58°C
3" CATTCAGGATCGCAGACCAG 58°C 58°C
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Humane Zelllinien

Name Beschreibung
HEK-293T embryonale Nierenepithelzellen
BT-20 Basale Mammakarzinomzellen aus Primartumor isoliert
Basale Mammakarzinomzellen aus pleuraler Flussigkeit
CAL-51 isoliert
Luminale Mammakarzinomzellen aus pleuraler
CAMA Flussigkeit isoliert
hHME-tert Mammaepithelzellen
Hs 578T Basale Mammakarzinomzellen aus Primartumor isoliert
MCF 10A* Mammaepithelzellen
Luminale Mammakarzinomzellen aus pleuraler
MCF7 Flussigkeit isoliert
SK-OV-3 Ovarialkarzinomzelllinie aus Aszites isoliert
Luminale Mammakarzinomzellen aus pleuraler
SK-BR-3 Flussigkeit isoliert
Luminale Mammakarzinomzellen aus pleuraler
T-47D Flussigkeit isoliert

* bei der in dieser Arbeit verwendeten MCF10A-Zelllinie handelte es sich tatsachlich um hHME-tert

Gerate

Gerat

Firma

Axio Imager Z1 Fluoreszenzmikroskop

BenchMark Ultra

DM RXA Fluoreszenzmikroskop

ELISA-Messgerat
FACS Canto Il

Gelkammer

Zeiss, Gottingen
Ventana, USA

Leica, USA

Molecular Devices, USA
BD Biosciences, USA

Biostep, Jahnsdorf
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Gerat

Firma

GeneQuant Il (Photometer)

LightCycler 480

MJ Research Peltier Thermal Cycler PTC-200

MJ Research Peltier Thermal Cycler Tetrad

Multipipette Stream

Neubauer-Zahlkammer

Pipetten (2 pL, 20 pL, 200 pL, 1000 pL)
Pipettierhilfe

Power Supply PCR

Thermomixer

Wasserbad

Zentrifugen

Zellkulturbrutschrank
Zellkultursicherheitswerkbank S1

Zellkultursicherheitswerkbank S2

Pharmacia Biotech, USA
Roche, Mannheim
Bio-Rad, USA

Bio-Rad, USA
Eppendorf, Hamburg

Schubert und Weil},
Minchen

Eppendorf, Hamburg
Brand GmbH, Wertheim
MRC, Israel

Eppendorf, Hamburg
Memmert, Schwabach
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Zytospin-Zentrifuge Hettich, USA
Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterial Firma

Amicon Ultra-15 zentrifugale Filtereinheit
CIM-Platten

Combitips Plus 1 mL

Deckglaser 18 x 18 mm

E-Platten
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Milipore, Irland

Roche, Mannheim
Eppendorf, Hamburg
Engelbrecht, Ederminde

Roche, Mannheim



Patientinnen, Kooperationspartner und verwendete Materialien

Verbrauchsmaterial

Firma

Falcon-Réhrchen (15 und 50 mL)

Fixogum

Glasobjekttrager, geschliffen 90°
Hellendahl-Klvetten

Kryordhrchen

LightCycler 480 Multiwell Platte
Polypropylen-Reaktionsgefale (200 pL; 1,5 mL)
Polystyren Rohrchen fur Durchflusszytometrie
Polystyrol Petrischalen (6 cm)
Zellkulturflaschen

Zellkulturplatten (6-Well, 24-Well, 96-Well)

96-Well Platten Verschlussfolie

Verwendete Kits

Becton Dickinson, USA
Marabu, Tamm

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Nunc, Danemark
Roche, Mannheim
Eppendorf, Hamburg
BD Biosciences, USA
Becton Dickinson, Frankreich
Sarstedt, USA
Greiner-Bio, USA

Roche, Mannheim

Name des Kits

Firma

Nick Translation Kit

LightCycler FastStart DNA Master Sybr Green |
PKH26 Red Fluorescent Cell Linker kit

Qiagen Plasmid Purification

QuantiTect Reverse Transcription Kit
UltraView Universal DAB Detektions Kits

Wizard Genomic DNA Purification Kit

Wizard SV Gel and PCR Clean Up System

Abbott Molecular, USA
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Ventana, USA

Promega, USA

Promega, USA
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Verwendete Software

Software Firma

AxioVision 4.5 Zeiss, Gottingen

Diva 6.1.1 BD Biosciences, USA
FlowJo 8.8.6 TreeStar, Inc.USA
GraphPad Prism 5 GraphPad Software, USA
LightCycler 480-Software V1.5 Roche, Mannheim
Q-FISHV 2.2 Leica, Jena
RTCA-Software V 1.2.1 Roche, Mannheim

SPSS V13.0 SPSS Inc., USA

Zusammensetzung von selbst hergestellten Puffer, Losungen und
Medien

20x SSC (Saline—Sodium Citrate) 0,3 M Natriumcitrat
3 M NaCl
70 % Ethanol 70 g Ethanol
30 g Wasser
85 % Ethanol 85 g Ethanol
15 g Wasser
Carnoy-Fixativ 7,5 mL Methanol

2,5 mL Eisessig
DAPI-L6sung 10 yg/mL DAPI

4x SSC /0,2 % Tween-20
GT-Mix 4 M Guanidinisothiocyanat

25 mM Nacitrat

0,5 % N-Laurylsarcosin

0,1 M [3-Mercaptoethanol
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Hamatoxylin-Losung

Leukozytenkulturmedium

LB (liquid broth)

Medium far HME und MCF10A

PBS (Phosphate Buffer Saline)

2 g Hamatoxylin

0,4 g Natriumiodat

100 g Aluminiumkaliumsulfat
100 g Chloralhydrat

2 g Zitronensaure

RPMI Medium ohne L-Glutamin
15 % FCS

200 U/mL Penicillin

200 U/mL Streptomycin
2 mM L-Glutamin

3 mg Phytohemagglutinin
1 % NaCl

1 % Trypton

5 % Yeast Extract;

pH 7,0

DMEM/F12

10 % FCS

200 U/mL Penicillin

200 U/mL Streptomycin
2 ng/ mL EGF

0,5 ug/mL Hydrocortison
10 pg/mL Insulin

8,5 mM NayHPO,

2 mM KH2PO4 NaCl

150 mM NacCl

pH 7,4
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PCR-Puffer + dNTPs

TBE-Puffer

TE-Puffer

28

100 mM Tris-HCI

500 mM KCI

10 mM MgCl,

1mM des jeweiligen Nukleotids
89 mM TRIS

89 mM Borsaure

2 mM EDTANa;,

pH 8,3

10 mM TRIS-HCI

1 mM EDTA

pH 7,4
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Methoden

In silico Analyse der Region 6g24.2-25.1

Um herauszufinden, welche Gene in der Zielregion 6g24.2-25.1 liegen, wurde die
webbasierte Applikation Map Viewer (www.ncbi.nim.nih.gov/mapview) zu Hilfe
genommen. Fir eine erste Reduktion der potenziellen Tumorsuppressorgene wurde
mit Hilfe der Website Unigene des National Center for Biotechnology Information
(NCBI) die vorhandene Genexpression in gesundem Mammagewebe Uberpruft [44].
Im Anschluss erfolgte eine Assoziation der Kandidatengene mit dem
Mammakarzinom mit publizierten Daten. Zu diesem Zweck wurden die Datenbanken
PUBMED und CGEMS (,Cancer Genetic Markers of Susceptibility“) durchsucht
sowie publizierte Genexpressionsdaten aus der Literatur [45-83] mit einem
selbstgeschriebenen perl-basierten Programm analysiert. Dieses Programm
vergleicht die Genliste der 6 Mbp Region mit den zu untersuchenden publizierten

Daten und zeigt die ubereinstimmenden Gennamen an.

Molekularbiologische Methoden

Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

Isolierung von grofen Mengen Plasmid-DNA (,,Maxipreps*)

Zur lIsolation gro3er Mengen Plasmid-DNA durch alkalische Lyse wurden 500 mL
einer Bakterien-Ubernachtkultur unter Verwendung der fiir das jeweilige Plasmid vom
Hersteller angegeben Antibiotikakonzentrationen hergestellt. Die Isolation der
Plasmid-DNA mit dem QIAfilter Maxi Plasmid Kit (Qiagen) unter Verwendung der
QIlAfilter Maxi Cartridges wurde nach dem Protokoll des Herstellers aufgearbeitet.
Falls die aufgereinigten Plasmide fur die Produktion von Lentiviren verwendet

werden sollten, mussten die Plasmide mdglichst salzfrei sein, so dass ein
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zusatzlicher Waschschritt mit 70 % Ethanol durchgefihrt wurde. Die Ausbeuten
variierten zwischen 500 und 1000 pg Plasmid-DNA.

Herstellung von Metaphasepréaparaten

a) von Leukozyten

20 mL Blut eines gesunden mannlichen Spenders wurden mit 280 mL
Leukozytenkulturmedium (RPMI Medium ohne L-Glutamin, 15 % FCS, Penicillin 200
U/mL, Streptomycin 200 U/mL, L-Glutamin 2 mM, 3 mg Phytohemagglutinin)
vermischt und in T25 Zellkulturflaschen fur 72 h unter zweimaligem Schwenken pro
Tag inkubiert (37 °C, 5 % CO,, relative Luftfeuchtigkeit 95 %). Zur Arretierung der

Chromosomen in der Metaphase wurde 100 puL Colzemidlésung (10 pg/mL) in jede
Kulturflasche hinzugefugt und die Blutzellen nach einer einstindigen Inkubation
pelettiert (500 g, 10 min, 4 °C). Die Zellen wurden durch eine achtminatige Inkubation
des Pellets in 10 mL KCI-Lésung (75 mM) bei 37 °C hypoton behandelt und
anschlielend vorsichtig in 10 mL eiskaltem Carnoy-Fixativ (Methanol : Eisessig =
3:1) resuspendiert. Die lysierten Erythrozyten wurden durch wiederholtes Waschen
mit je 10 mL Fixativ entfernt. AbschlieRend wurden die Leukozyten in 3 mL Fixativ

resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Uber Nacht in Ethanol (70 %) gereinigte Glasobjekttrager wurden mit Wasser (4 °C)
gewaschen und die Leukozytensuspension mit einer Pasteurpipette aus einer
Entfernung von ca. 50 cm auf die Objekttrager getropft. Das Fixativ wurde durch
Inkubation in wasserdampfgesattigter Atmosphare auf einer Heizplatte (40 °C)

entfernt.

b) von Zelllinien

Zur Metaphasepraparation von Zelllinien wurden Zellen (70-prozentige Konfluenz)
mit Colzemid-versetztem Medium (0,01 ug/mL Colzemid) flr 4 h inkubiert und nach
Trypsinierung der Zellen geerntet. Die Zellen wurden nach Verwerfen des
Uberstandes 20-25 min in 75 mM KCI bei 37 °C inkubiert und im Anschluss wie

Blutzellen fixiert, gewaschen und auf Objekttrager aufgetropft.
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Herstellung von genspezifischen FISH-Sonden

Da keine SASH1 bzw. PLAGL1-spezifischen Sonden kommerziell verfugbar waren,
wurde die BAC-DNA der Klone RP11-472021 fir SASH1 und RP11-214F10 fir
PLAGL1 aus dem ,Human genome high-resolution BAC re-arrayed clone set (the
“32k  set’) des Children’s  Hospital  Oakland Research Institute
(http://bacpac.chori.org/pHumanMinSet.htm) mittels Maxiprep isoliert und durch

Nicktranslation markiert.

Die Nicktranslation erfolgte mit dem CGH Nick Translation Kit der Firma Abbott
Molecular unter Verwendung von markierten Nukleotiden (Spectrum Green)

derselben Firma. Pro Reaktion wurde 1 ug der jeweiligen BAC-DNA eingesetzt.

Die Proben wurden analog dem SCOMP-Protokoll [84] unter Einsatz von 20 pL
(SASH1) bzw. 25 pL (PLAGL1) nicktranslatierter DNA gefallt: Nach Zugabe von 1 ug
COt1- und 0,125 ug Heringssperma-DNA pro pL Sonde wurde die DNA durch
Zugabe von 1/10 Volumen Natriumacetat (3M) und 2,5-fachem Volumen Ethanol
uber Nacht bei -20 °C gefallt. Nach Prazipitation (45 min; 25000 g; 4 °C), Waschen
mit 70-prozentigem Ethanol und erneuter Zentrifugation (45 min; 6000g; 4 °C) wurde
das DNA-Pellet getrocknet und dann in 7 yL Hybridisierungspuffer (Vysis), 3 uL H,O
und 0,6 uyL CEP6-Sonde bei 75 °C flr mindestens 10 min gelost.

Fluoreszenz in situ Hybridisierung von Metaphasepraparaten (mFISH)

Parallel zur Prazipitation, zum Waschen und zur Aufnahme der Sonde in
Hybridisierungspuffer wurden die Metaphasepraparate vorbehandelt. Dazu wurden
die Objekttrager kurz in 2x SSC (pH 7,4, RT) gewaschen und anschlieRend die
Zellen mit Pepsin fur 2-4 min verdaut (100 mg/mL in 10 mM HCI, pH 2,0, 42 °C).
Nach dreimaligem Waschen der Objekttrager in 1x PBS (pH 7,4; 42 °C) und in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 85 %, 100 % Ethanol, je 3 min) wurden die
Chromosomen mittels eines Formamid-haltigen Puffers (70 % Formamid in 2x SSC,
pH 7,0) bei 70 °C fur 105 s denaturiert. Nach einer aufsteigenden Alkoholreihe
(70 %, 85 %, 100 % Ethanol, je 3 min) wurden die Objekttrager erneut getrocknet
und die im Hybridisierungsmix geloste Sonden-DNA auf den Objekttrager
aufgetragen, ein Deckglaschen aufgelegt und mit Fixogum luftdicht versiegelt. Die
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Hybridisierung erfolgte in einer feuchten Kammer bei 42 °C fir 16 h. Am nachsten
Tag wurde der Objekttrager nach Entfernen des Fixogums und des Deckglaschens
zunachst 7 min in 4x SSC mit 0,2 % Tween (pH 7,4, 42 °C) und dann drei Mal je 5
min in Formamidlésung (50 % Formamid in 2x SSC, pH 7,5, 42 °C) gewaschen.
Nach vier funfminitigen Waschschritten in 1x SSC (42 °C) und drei fUnfminltigen
Waschschritten in 4x SSC mit 0,2 % Tween (pH 7,4) wurde der Objekttrager mit 1 mL
einer DAPI-L6sung (2 pg/mL DAPI; 4x SSC mit 0,2 % Tween-20) zur Banderung der
Chromosomen und Anfarben der Zellkerne inkubiert. AbschlieBend wurde der
Objekttrager kurz in destilliertem Wasser gewaschen, getrocknet und mit Vectashield
H-1000 eingedeckelt.

Auswertung der mFISH

Zur Visualisierung der FISH-Signale von Metaphasepraparaten wurde das
Fluoreszenzmikroskop Leica DMRXA mit einer angegliederten CCD-Kamera benutzt.
Zellkerne und Chromosomen wurden durch den eingebauten Filter fGr DAPI
visualisiert, wahrend flr die Spectrum Green markierten SASH1- bzw. PLAGL1-
Sonden ein FITC-Filter und fir die Spectrum Orange markierten Zentromere des
Chromosoms 6 ein Cy3.5-Filter verwendet wurde. Zur Ergebnisdokumentation wurde
die Software QFISH eingesetzt. Es wurde eine Deletion der Gene SASH1 bzw.
PLAGL1 detektiert, wenn die Anzahl der genspezifischen Signale geringer als die
Anzahl der Chromosom 6 (CEPG6)-spezifischen Signale derselben Zelle war.
Entsprechend handelte es sich um eine Amplifikation, wenn die genspezifischen

Signale vermehrt im Vergleich zu den CEPG6-Signalen vorlagen.

Fluoreszenz in situ Hybridisierung von FFPE-Gewebeschnitten

Die Entparaffinierung der auf Objekttrager aufgezogenen FFPE-Gewebeschnitte
erfolgte durch eine 25-mindtige Inkubation bei 72 °C im Brutschrank und
zweimaligem Waschen in Xylol (10 min, RT). Anschlieliend wurde das Gewebe je 20
min in Carnoy-Fixativ (20 °C), Aceton (-20 °C) und Methanol (-20 °C) nachfixiert.
Nach Rehydratisierung des Gewebes in einer absteigenden Ethanolreihe (100 %,
85 %, 70 % Ethanol) wurden die Objekttrager 40 min in 0,01 M Natriumcitrat (pH 6,0)

32



Methoden

bei 95 °C und anschliel3end in einer Pepsinlésung (0,1 % Pepsin in 0,01M HCI) bei
37 °C inkubiert. Das Gewebe wurde dann durch eine aufsteigende Ethanolreihe
(70 %, 85 %, 100 % Ethanol) dehydratisiert, zweimal kurz in 2x SSC und einmal in
destilliertem Wasser gewaschen. SchlieRlich wurde 10 yL Sonde, welche zuvor 10
min bei 75 °C denaturiert wurde, auf den FFPE-Gewebeschnitt aufgebracht, mit
einem Deckglas und Fixogum luftdicht versiegelt und fur 16 h im Brutschrank in der
feuchten Kammer bei 37 °C inkubiert. Nach der Hybridisierung wurde das
Deckglaschen vorsichtig entfernt und der Objekttrager je 10 min bei 50 °C in 4x SSC,
2x SSC und 1x SSC gewaschen. Nach kurzem Waschen in destilliertem Wasser
wurde der Objekttrager mit zwei Tropfen Vectashield-DAPI eingedeckelt und

anschlie3end bis zur mikroskopischen Auswertung bei 4 °C im Dunkeln gelagert.

Mikroskopie und Auswertung der FFPE-Gewebemicroarrays

Die Visualisierung der FISH-Signale erfolgte mit dem Axio Imager Z.1 (Zeiss,
Gottingen). Dabei kamen drei verschiedene Filter zum Einsatz, um einerseits
Zellkerngréfle und -form mittels DAPI-Fluoreszenz (Anregung: 365 nm, Emission:
450 nm) und andererseits die zum jeweiligen Zellkern gehdérigen SASH1- und
Zentromersignale mittels gruner bzw. roter Fluoreszenz detektieren zu konnen. Zur
Detektion der Zentromer 6-spezifischen Sonden wurden Filter fur rote Fluoreszenz
(Anregung: 545 nm, Emission: 610 nm) und zur Visualisierung der SASH1-
spezifischen Signale Filter flr grine Fluoreszenz (Anregung 500 nm, Emission 535
nm) verwendet [85]. Die Bilder zur Ergebnisdokumentation wurden durch eine Plan-
Apochromat Linse (63x, numerische Apertur 1.4) mit Hilfe der CCD (charge coupled
device) Kamera AxioCam MRm (Zeiss) aufgenommen. Das ApoTome™ Modul
ermdglichte die Aufnahme von pseudokonfokalen und out-of-focus Aufnahmen Uber
mehrere Ebenen mit Hilfe von Transmissionsgittern und entsprechenden
Algorithmen. Um keine FISH-Signale zu verlieren, wurden dreidimensionale Z-Stapel
mit definierter Schichtdicke angefertigt. Jede Fluoreszenz wurde einzeln
aufgenommen und durch Farb- und Kontrastverstarkung mit Hilfe der AxioVision 4.5

Software digital zu einem zusammengesetzten Bild prozessiert.

Es wurden die FISH-Signale von mindestens 48 Zellen einer Stanze ausgezahlt,

allerdings konnten aufgrund mangelnden Tumormaterials in acht Fallen nur 20-40
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Zellen gewertet werden. Dabei wurden nur Zellkerne ausgewertet, die nicht oder nur
wenig uberlappten und die in der DAPI-Farbung intakt aussahen. Grol3e Zellkerne

wurden bevorzugt untersucht.

RNA-Isolierung aus Zelllinien
Die RNA-Isolierung aus Zelllinien basierte auf dem von Chomczynski 1987

veroffentlichten Protokoll [86]. Nach Ernte der Zellen wurden diese bei 500g pelletiert
und die in Tabelle 4 genannten Reagenzien in der aufgeflhrten Reihenfolge jeweils

nach grundlichem Vortexen des Zellpellets hinzugegeben.

Tabelle 4: Menge und Reihenfolge der fur die RNA-Isolation verwendeten Reagenzien

Volumen Reagenz

500 uL  GT-Mix
50 uL  Natriumazetat (2 M; pH 4)
500 L Roti-Aqua-Phenol

100 pL Chloroform

Nach einer 15-minudtigen Inkubation auf Eis wurde der Ansatz 20 min zentrifugiert
(20 000g, 4 °C). Die wassrige Phase wurde abgenommen und mit 500 pL
Isopropanol gut vermischt. Anschlieend wurde die Probe flir mindestens 1 h bei
-20 °C gefallt. Das durch eine erneute Zentrifugation (20 min, 20 000g, 4 °C)
erhaltende Pellet wurde mit 300 uyL GT-Mix und 300 uL Isopropanol gut vermischt
und Uber Nacht bei -20 °C gefallt. Die Probe wurde am nachsten Tag 30 min bei 4 °C
und 20 000g zentrifugiert und das Pellet mit 70-prozentigem Ethanol gewaschen.
Nach einer zehnminudtigen Zentrifugation (20 000g, 4 °C) wurde das Pellet
getrocknet, in RNAse-freiem H,O resuspendiert und bis zur weiteren Verwendung bei
-80 °C gelagert.
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Ermittelung der Sequenzen fur cDNA-spezifische Oligonukleotide

Die Sequenzen fur die verwendeten Oligonukleotide wurden mit Hilfe des
Programms ,Primer 3% (http://frodo.wi.mit.edu/) ermittelt. Als gewunschte
Fragmentlange wurde dabei 140-220 bp angegeben, die restlichen Einstellungen
wurden belassen. Um cDNA-spezifische Oligonukleotide zu generieren, wurden die
Oligonukleotidbindestellen Uber Exon-Exon Grenzen oder in unterschiedliche Exone
gelegt. Die  Spezifitat der  Oligonukleotide @ wurde  mittels  Blastn
(http://130.14.29.110/BLAST/) unter Verwendung der Datenbank ,human genomic
plus transcript® und die Sekundarstruktur durch den ,DNA-Calculator”

(http://www.sigma-genosys.com/calc/DNACalc.asp) untersucht.

Die verwendeten Sequenzen sind auf S. 22 zu finden.

Genspezifische PCR
FUr eine genspezifische PCR wurde wie in Tabelle 5 beschrieben zunachst ein

Amplifikationsansatz angesetzt und zu 0,5 yL Matrize (mindestens 250 ng DNA)

hinzugegeben.

Tabelle 5: Zusammensetzung des Amplifikationsansatzes (genspezifische PCR)

Volumen Reagenz

7,25 uL Ultra Pure DEPC-behandeltes Wasser
1uL  PCR-Puffer + dNTPs
0,5 uL 5 Oligonukleotid (8 uM)
0,5uL  3'Oligonukleotid (8 pM)
0,25uL  BSA (20 pg/uL)
0,1 uL  Tag DNA-Polymerase (5 U/uL)

Das Standard PCR-Programm fur die genspezifische PCR ist unter Tabelle 6 zu

finden:
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Tabelle 6: PCR-Programm fur die genspezifische-PCR

Schritt Temperatur Dauer

1. 94 °C 2:00 min

2. 58 °C 0:30 min

3. 72 °C 2:00 min

4. 94 °C 0:15 min

5. 58 °C 0:30 min

6. 72 °C 0:20 min

7. Wiederholung der Schritte 4 — 6 (14 Mal)
8. 94 °C 0:15 min

9. 58 °C 0:30 min

10. 72 °C 0:30 min

11. Wiederholung der Schritte 8 - 10 (24 Mal)
12. 72 °C 2:00 min

13. 4°C o0

Restriktionsverdau zur Spezifitdtskontrolle des erhaltenen PCR-
Amplifikats

Um zu uberprifen, ob die erhaltenen Amplifikate der angenommenen
Amplikonsequenz und somit dem jeweiligen Gens entsprechen, wurde ein
Restriktionsverdau fur jedes PCR-Produkt durchgefuhrt. Geeignete Restriktions-
enzymschnittstellen wurden mit Hilfe des NEB-Cutters V2.0
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) so ausgewahlt, dass die durch den
Verdau mit dem jeweiligen Enzym entstandenen Fragmente um mindestens 15 bp in

ihrer Lange divergierten. Die Inkubation der Reaktionsansatze (PCR-Produkt und
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Restriktionsenzym) erfolgte 3 h bei den flir das jeweilige Enzym laut

Herstellerangaben optimalen Temperatur- und Pufferbedingungen.

Quantitative Real Time PCR (gPCR)

Fir die quantitative Real Time PCR (gPCR) wurde die cDNA der jeweiligen Proben
mit cDNA-spezifischen Oligonukleotiden (siehe S. 22) unter Verwendung des
LightCycler-Faststart-DNA-master-SYBRGreenl-Kit durch ein geeignetes
Temperaturprogramm (Tabelle 7) im Lightcycler LC480 amplifiziert. Die Spezifitat der
Amplifikationen wurde dabei durch Analyse der jeweiligen Schmelzkurve Uberpruft,
welche durch Erhitzen des Amplifikats von 50 °C mit einer Heizrate von 0,11 °C/s auf
95 °C erhalten wurde. In den Reaktionsansatz zur Amplifikation der SASH1-cDNA

wurde zusatzlich 1 % Formamid zugegeben.

Tabelle 7: Temperaturprogramm zur Genexpressionsanalyse mittels qPCR

Schritt Temperatur Dauer
1. 95 °C 5:00 min
2. 95 °C 0:20 min
3. 58 °C 0:15 min
4. 72 °C 0:15 min
5. Wiederholung der Schritte 2 - 4 (39 Mal)

Die Bestimmung der Expression bestimmter Gene auf RNA-Ebene erfolgte durch
effizient-korrigierte relative Quantifizierung [87]. Dabei wird die Genexpression des
Zielgens auf ein nicht reguliertes sogenanntes ,Haushaltsgen® (HHG) unter

Einbeziehung der unterschiedlichen Amplifikationseffizienzen bezogen:

ACtzje1gen (Kontrolle—Behandlung)
- (EZie lg en)
Ratio =

(E )ACtHaushalthen (Kontrolle—Behandlung)

Haushaltsgen
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Fir die Ermittelung der Effizienz wurde dabei eine Verdinnungsreihe aus einem
PCR-Amplifikat des jeweiligen Gens mit den entsprechenden Oligonukleotiden durch
gPCR amplifiziert. Aus der Steigung m des Graphen, welche man durch
logarithmische Auftragung der Verdiunnungstufe gegen den jeweiligen Ct-Wert erhalt,

kann die Effizienz E mittels der Formel E = 10°"™ perechnet werden.

Da nicht ausgeschlossen werden kann, dass das gewahlte Haushaltsgen im
untersuchten Gewebe trotzdem reguliert wird, wurde in dieser Arbeit die Expression
des Zielgens auf vier HHG bezogen (PUM1, TBP, PPIA, HMBS) und jeweils der

Mittelwert aller vier Ratios gebildet.

Immunzytochemische Farbungen von Zytospins

Herstellung von Zytospins
Fir die Detektion des SASH1- bzw. Ki67- Proteins wurden Zytospins der jeweils zu

analysierenden Zelllinie hergestellt. Dazu wurden je 100 000 Zellen pro Objekttrager
mit Hilfe von Zytospineinsatzen und einer Zytospin-Zentrifuge entsprechend der
Anleitung des Herstellers auf die Objekttrager zentrifugiert. Die Zytospins wurden
uber Nacht bei 20 °C getrocknet und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C

gelagert.

Immunzytochemische Detektion des SASH1-Antigens
Falls die zu farbenden Zytospins bei -20 °C gelagert worden sind, mussten die Zellen

zunachst fur ca. 20 min bei 20 °C aufgetaut werden. Vor der eigentlichen Farbung
wurden die Zellen zunachst permeabilisiert. Dazu wurden die Zellen fur drei Minuten
bei 20 °C mit PBS/0,1 % TritonX100 inkubiert und anschlieRend viermal fur je 1 min
mit PBS gewaschen. Der pH-Wert des PBS dieser und aller folgenden Schritte der
Immunfluoreszenzfarbung betrug pH 7,0. AnschlieBend erfolgte ein
Blockierungsschritt fur 25 min mit PBS/20 % AB-Serum bei 20 °C sowie eine 45-

minutige Inkubation mit dem jeweiligen Primarantikorper (anti-SASH1: 1:150; anti
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IgG als Isotypkontrolle: 1:100) in PBS/20 % AB-Serum. Nach dreimaligem Waschen
in PBS fur je 1 min erfolgte die Detektion mit dem markierten Sekundarantikorper.
Dazu wurde ein Cy3-konjugierter Ziege-anti-Kaninchen Antikdrper 1:100 in
PBS/20 % AB-Serum verdinnt und fir 30 min mit den Zellen im Dunkeln inkubiert.
Nach dreimaligem Waschen in PBS fir je 1 min erfolgte die Anfarbung des Kerns mit
einer DAPI-L6osung (2 pg/mL DAPI in PBS/20 % AB-Serum) fur 2 min. Die
Objekttrager wurden drei Mal fur je 1 min in destilliertem Wasser gewaschen und bis

zur mikroskopischen Visualisierung in PBS aufbewahrt.

Immunzytochemische Detektion des Ki67-Antigens
Fur die Detektion des Ki67-Antigens wurden Zytospins der zu untersuchenden Zellen

zunachst fur 24 h in Formalin fixiert und die Zellen im Anschluss durch eine
aufsteigende Ethanolreihe (70 %, 85 %, 100 % Ethanol) entwassert. Nach kurzer
Hydratisierung in destilliertem Wasser wurden die Objekttrager 40 min in Zitratpuffer
(0,2 mM Zitronensauremonohydrat und 10 mM Trinatriumcitrat-Dihydrat in Wasser)
bei 100 °C gekocht und anschlieRend kurz in destilliertem Wasser gewaschen. Fur
die folgenden Schritte wurden alle von DAKO gelieferten Reagenzien fur eine
immunhistochemische Farbung gegen das Ki67-Antigen verwendet. Nach einer
funfminUtigen Inkubation bei 20 °C mit der Peroxidase Blocking Solution erfolgte ein
funfminutiges Waschen in dem 1:10 verdunnten Waschpuffer. Nach einer 30-
mindtigen Inkubation mit dem Ki67-Antikorper (1:500 in ,Diluent® verdunnt) wurde
erneut fur funf Minuten gewaschen. Nach 30-minutiger Inkubation mit dem ,labelled
Polymer, HRP“ erfolgte ein weiterer Waschschritt. Das Ki67-Antigen wurde
schliel3lich durch 10-minitige Inkubation mit der nach Herstellerangaben
vorbereiteten DAB-Substrat-Losung visualisiert, welche von der
Meerrettichperoxidase des Polymers umgesetzt wird. Nach kurzem Waschen in
destilliertem Wasser erfolgte eine einminutige Farbung in Hamatoxylinlésung und
anschliellende Blauung der Zellen durch kurzes Waschen in Leitungswasser. Nach
einer kurzen Entwasserung der Zellen in einer aufsteigenden Ethanolreihe (70 %,
85 %, 100 % Ethanol) wurden die Zellen eingedeckelt und bis zur mikroskopischen

Auswertung bei 20°C gelagert.
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Immunhistochemische Farbung von FFPE-Gewebeschnitten

Die immunhistochemische Farbung der FFPE-Gewebemicroarrays wurde mit Hilfe
des BenchMark Ultra-Systems (Ventana) durchgefuhrt. Alle Reagenzien mit

Ausnahme der Antikérper wurden von Ventana speziell fur diese Plattform bezogen.

Nach Entparaffinierung durch Erhitzen der Objekttrager (75 °C) erfolgte je nach
durchzufihrender Farbung eine unterschiedliche Vorbehandlung und Detektion des

Antigens.

CK5/6-Immunhistochemische Farbung
Probenmaterial, welches mit CK5/6 gefarbt werden sollte, wurde zunachst

hitzevorbehandelt (52 min, 95 °C in Ultra CC1). Nach Inkubation mit dem anti-CK5/6
Antikorper (1:200, 32 min, RT) erfolgte ein ,Ultra-Wasch®“-Schritt.

EGFR-Immunhistochemische Farbung
Vor einer Detektion des EGFR-Antigens musste das zu farbende Material

enzymatisch vorbehandelt werden (vierminutige Inkubation mit Protease 1,
anschlieend achtminttige Inkubation in 3 % H20O, in Methanol). Nach der Inkubation
mit anti-EGFR-Antikorper (1:100, 1 h, RT) erfolgte ein ultraBlock-Schritt.

Die Visualisierung des CK5/6 bzw. EGFR-Antigens erfolgte jeweils durch eine
viermutige Inkubation mit dem Sekundarantikorper (Ziege Anti-Maus Anti-Rabbit
HRP Multimer) aus dem ultraView Universal DAB Detektions Kit. Die Gegenfarbung
wurde bei jeder Farbung durch eine je achtminutige Inkubation mit Hamatoxylin und

Bluing Reagent erreicht.
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Funktionelle Charakterisierung der Niederregulierung von SASH1
bzw. PLAGL1

Klonierung von Zelllinien aus Einzelzellen

Um aus Einzelzellen homogene Zelllinien (Zellklone) zu generieren, wurde jeweils
eine Einzelzelle aus einer stark verdunnten Zellsuspension unter dem Mikroskop mit
einer 10 uL-Pipette isoliert und in eine Kavitat einer 96-Well-Platte mit 200 pL
Zellmedium gegeben. Sobald die Konfluenz an einigen Stellen 100 % betrug, wurde
der generierte Zellklon jeweils in eine groere Kavitat (zunachst in 24-Well, dann in
6-Well-Platte) Uberfiihrt. Zum Zeitpunkt der Uberfiihrung in T25-Zellkulturflaschen

wurden die generierten Zellklone als Passage 1 (P1) bezeichnet.

Transfektion von HEK-293T-Zellen zur Herstellung von Lentiviren
3,5 x 10% HEK-293T Zellen wurden ca. 18 h vor der Transfektion in 9 cm Petrischalen

ausgesat, so dass sie am Tag der Transfektion zu ca. 60 % konfluent waren. 45 min
vor Beginn der Transfektion wurde das Medium durch Transfektionsmedium
(DMEM/10 %FKS/25 uM Chloroquine) ersetzt. Chloroquine wirkt lysosomotrop, so
dass die Plasmide nach Aufnahme nicht in den Endosomen/Lysosomen abgebaut
werden und somit die Transfektionsrate erhoht wird [88, 89]. Sobald die HEK-293T
Zellen ihre Filopodien wieder zuruckgebildet hatten, wurden 500 puL 2x HEBS-Puffer
(37 °C) in ein steriles Polystyrol-Rdhrchen vorgelegt. In einem weiteren Polystyrol-
Réhrchen wurden 5 pg pMD2G (envelope Plasmid), 20 ug psPAX2 (packaging
Plasmid mit gag/pol/rev/tat) und 20 ug lentivirales Plasmid (enthalt shRNAmir gegen
das jeweilige Zielgen) in 0,25 M CaCl,-Lésung gemischt. Der HEBS-Puffer wurde mit
Hilfe eines Vortexers auf der Roéhrchenwand verteilt und die DNA/CaCl,-Lésung
tropfenweise direkt auf die Oberflache des HEBS-Puffers zugegeben. Nach einer
Inkubation von 25 min bei 20 °C wurde der Transfektionsansatz tropfchenweise auf
die HEK-293T Zellen pipettiert. Nach 6-stundiger Inkubation im Brutschrank erfolgte
ein Mediumwechsel mit DMEM/10 % FKS.
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Ernte der Lentiviren
48 h nach Transfektion enthalt der Zellkulturiberstand die generierten Lentiviren. Um

hdhere Virustiter zu erhalten, wurde der Zellkulturiberstand nach 48 h bei 4 °C
aufbewahrt und mit dem Zellkulturiiberstand von 72 h vermischt. Der Uberstand
wurde dann durch einen 0,45 ym Spritzenvorsatz-Filter filtriert und anschlieRend mit
Hilfe der Zentrifugationseinheiten Amicon Ultra-15 100 kDa etwa um das Zehnfache
aufkonzentriert. Das aufkonzentrierte Filtrat wurde nach Aliquotierung bis zur

weiteren Verwendung bei -80 °C aufbewahrt.

Bestimmung des Virustiters
Fur die Titerbestimmung wurden jeweils 4 x 10* zu transduzierende Zellen in einer

12-Kavitaten-Platte ausgesat und Uber Nacht im Brutschrank (37 °C, 5% COy)
inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Medium von den Zellen abgenommen und
jeweils 500 uL Virussuspension in den Verdunnungen 1:20, 1:200, 1:300, 1:1000 und
1:2000 sowie unverdunnter Kulturiberstand auf die Zellen gegeben. Zusatzlich
wurde auf die Zellen 500 yL Medium mit 10 uyg/mL Polybren gegeben, so dass die
Virussuspension letztlich 1:40, 1:400, 1:600, 1:2000 und 1:4000 verdinnt wurden.
Das Polykation Polybren wurde verwendet, da angenommen wird, dass es die
elektrostatischen Ladungen zwischen Viruspartikeln und Zellmembran neutralisiert
und sich dadurch die Transduktionseffizienz erhoht [90]. Da die fur die Transduktion
verwendeten Vektoren das Gen fur das grun-fluoreszierende Protein GFP unter
Kontrolle eines CMV-Promotors exprimieren, fluoreszieren die Zielzellen nach
Transduktion grin. Deswegen wurden die transduzierten Zellen 48 h nach
Transduktion geerntet, mit 4 % Paraformaldehyd fixiert und die Anzahl der GFP-
positiven Zellen mit Hilfe des Durchflusszytometers FACS-Canto Il bestimmt. Der

Titer des Virusstocks wurde wie folgt berechnet:

Titer = Anzahl der GFP-positiven Zellen [%] * Anzahl an ausgesaten Zellen /

Infektionsvolumen
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Bestimmung der zur Selektion bendtigten Puromycinkonzentration

Da nur transduzierte Zellen durch die Integration der lentiviralen DNA
puromycinresistent sind, sollten nicht transduzierte durch das Antibiotikum
Puromycin eliminiert werden. Um die fir diese Selektion notwenige
Puromycinkonzentration zu bestimmen, wurden 50 000 nicht transduzierte Zielzellen
in einer 24-Well-Platte ausgesat und ein Tag nach Aussaat mit unterschiedlichen
Puromycinkonzentrationen (0-15 ug/mL) fur vier Tage behandelt. Jene
Konzentration, die nach 1-4 Tagen 100 % der Zellen eliminiert, wird zur Selektion
von transduzierten Zellen gegenuber nicht transduzierten Zellen bendtigt. Fur die in
dieser Arbeit verwendeten hHME-tert-Zellen war eine Puromycinkonzentration von

15 pg/mL zur Entfernung nicht transduzierter Zellen notwendig.

Herstellung stabil transduzierter Zelllinien
Zur Herstellung stabil transduzierter Zelllinien wurden in 24-Well-Platten je 5x10*

Zielzellen 24 h vor Transduktion ausgesat und tber Nacht bei 37 °C und 5 % CO; in
wassergesattigter Atmosphare inkubiert. Der Virusstock wurde je nach gewunschter
MOI (multiplicity of infection) mit dem entsprechenden Medium der Zielzellen,
welches mit 5 pug/mL Polybren versetzt wurde, verdinnt und je 2 mL
Virusverdinnung auf die Zellen gegeben. 48 Stunden nach Transduktion erfolgt die
Selektion mit Puromycin, um nicht transduzierte Zellen vollstandig zu eliminieren. Bei
den verwendeten Zielzellen war daflr eine Konzentration von 15 ug Puromycin pro
mL Medium erforderlich. Nach vier Passagen wurde die Puromycinkonzentration auf

10 pug pro mL Medium herabgesetzt.

Untersuchung des Wachstumsverhalten von Zelllinien mit Hilfe des XTT-
Assays

Die Veranderung der Zellzahl der einzelnen Zelllinien wurde naherungsweise durch
Darstellung ihrer metabolischen Aktivitat mit Hilfe des XTT-Tests Uber einen
Zeitraum von funf Tagen nachgewiesen. Das gelbe Tetrazolium-Salz XTT (Natrium
3~ [1-(Phenylaminocarbonyl)-3,4-Tetrazolium]-bis  (4-methoxy-6-nitro)  Benzol-

sulfonsaure) wird durch mitochondriale Dehydrogenasen in oranges wasserldsliches
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Formazan umgewandelt. Diese Farbveranderung wurde colorimetrisch mit Hilfe des
ELISA-Messgerats Emax detektiert. Die Farbintensitat des Zelluberstands korreliert
dabei mit der Menge des gebildeten Formazans und somit mit der Menge lebender
Zellen. Fur den XTT-Test wurde das Arbeitsprotokoll des Herstellers (Roche,
Mannheim, Deutschland) leicht abgewandelt. Am Vortag der ersten Messung wurden
die zu testenden Zelllinien in einer Dichte von 500 bzw. 1000 Zellen/Kavitat in einem
Volumen von 100 pL in einer 96-Well-Platte in Triplikaten ausgesat. Jeweils zur
gleichen Uhrzeit wurden an den folgenden vier Tagen das elektronenkoppelnde
Reagenz (EKR) 1:1000 mit dem XTT-Reagenz verdinnt und je 50 yL EKR/XTT-
Gemisch auf die Zellen gegeben. Nach vierstundiger Inkubation wurde die

Substratumsetzung bei einem Wellenlangenbereich von A - A690nm im ELISA-

492nm
Messgerat bestimmt und die jeweiligen Werte um den Leerwert (zellfreies Medium)
reduziert. Die Ergebnisse wurden grafisch Uber die vier Messtage zusammengefasst
und zeigen den Median von vier Experimenten. Die Verdopplungszeiten wurden
durch nicht-lineare Regression der exponentiellen Wachstumskurven mit Hilfe der
Software GraphPad Prism 5 errechnet und die prozentuale Veranderung der

Verdopplungszeit auf die non-silencing Kontrolle bezogen.

Propidiumiodid-basierte Zellzyklusanalyse
Fir die Propidiumiodid-basierte Zellzyklusanalyse wurden die Zellen (ca. 50-70 %

Konfluenz) zwei Tage nach Aussaat geerntet und 600 000 Zellen in 600 pyL 70 %
Methanol fur mindestens 16 h bei 4 °C fixiert. Nach zweimaligem Waschen in
PBS/0,2 % BSA wurden die Zellen mit 285 uL PBS/0,2 % BSA/0,1 U/mL RNase
resuspendiert und bei 37 °C im Wasserbad flir 20 min inkubiert. Nach Zugabe von 15
ML (1 mg/mL) Propidiumiodid wurden die Zellen bis zur Messung am FACS Canto I
auf Eis im Dunkeln gelagert. Propidiumiodid interkaliert zufallig und dosisabhangig in
DNA und spiegelt somit den Gesamt-DNA-Gehalt einer jeden Zelle wieder. Die
Berechung der prozentualen Anteile der Zellen in der G1, S bzw. G2/M-Phase

erfolgte mit der Software FlowJo 8.8.6 unter Verwendung des Watson Models [91].
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Migrationsassay/Invasionsassay

Um die Migrations- und Invasionsfahigkeit der Zellen zu untersuchen, wurde das
Real-time Cell Analyzer System xCELLigence (Roche, Penzberg) verwendet. Dieses
System ermdglicht im Gegensatz zum klassischen Boyden-Kammer-Assay nicht nur
eine Endpunktanalyse, sondern auch die Betrachtung des Verhaltens der Zellen in
Echtzeit. Die Versuche wurden in CIM-Platten durchgefuhrt, mit Hilfe derer eine
Impedanzmessung auf dem Boden des Wells durchgefuhrt wird. Die Impedanz ist
dabei proportional zu der Anzahl der Zellen, welche migriert bzw. invadiert sind und

wird in Echtzeit als Anderung des Zellindexes dargestellt.

In den unteren Teil der CIM-Plate wurde als Chemoattraktans 160 pyL konditioniertes
Medium von normalen humanen dermalen Fibroblasten (FKM) gegeben. Nach dem
Zusammensetzen mit dem oberen Teil der CIM-Plate wurde zur Messung der
Migration 27 yL DMEM ohne FKS auf den Filter, welcher im oberen Teil der Platte
enthalten ist, pipettiert. Zur Untersuchung des Invasionsverhaltens wurde der Filter
mit 20 yL Matrigel (Verdinnung 1:60 mit DMEM/F12) beschichtet. Wahrend der ein-
(Migrationsassay) bzw. zweistlindigen (Invasionsassay) Aquilibrierung der CIM-Plate
bei 37 °C, wurden die Zellen trypsiniert, gezahlt und auf 30 000 Zellen/100 pL
DMEM-FKS (Migrationsassay) bzw. 150 000 Zellen/100 uyL DMEM-FKS
(Invasionsassay) eingestellt. Nach der Messung der Hintergrundimpedanz im
Analyzer wurden pro Well 100 yL Zellsuspension zugegeben. Nach einer 30-
mindtigen Inkubation bei Raumtemperatur wurde die CIM-Platte schlie3lich in den
Analyzer eingesetzt. Die Auswertung erfolgte nach Angaben des Herstellers mit Hilfe

der integrierten RTCA-Software.

Um auszuschlieBen, dass die gemessenen Zellindize durch Proliferation der
jeweiligen Zelllinie hervorgerufen werden, wurde im Zuge der Etablierung ein
Proliferationsassay unter Verwendung einer E-Platte durchgefuhrt. Dazu wurde 100
uL Medium in die Kavitat pipettiert und nach Aquilibrierung der Elektrode (37 °C, 5 %

COg, 30 min) je 1500 Zellen in einem Volumen von 100 pyL zugegeben.
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Herstellung von Polyhamaplatten fir die Spharenkultur

Fir die Herstellung von Polyhamaplatten wurde zunachst eine sterile
Polyhamaldsung hergestellt. Dazu wurde das Polyhamapulver (120 mg/mL) fur acht
Stunden bei 65°C in 95 % Ethanol geldst, auf 12 mg/mL verdinnt und bis zur
weiteren Verwendung bei 4°C gelagert. Fur die Beschichtung von 6 cm Platten
werden 1,5 mL Polyhamaldsung gleichmalig in jeder Platte verteilt, Gber Nacht unter
dem Zellkulturabzug getrocknet und im Anschlu® bei 4°C gelagert. Vor der

Kultivierung von Zellen wurden die Platten fur 10 min mit UV-Licht bestrahilt.

Herstellung einer Spharenkultur aus Zelllinien
FiUr die Generierung von Spharen wurden 150 000 Zellen in 5 mL Spharenmedium

(MEBM; 10 ng/mL EGF, 10 ng/mL bFGF, 4 ug/mL Heparin, 1x B27) in 6 cm
Polyhamaplatten (12 mg/mL) ausgesat und nach drei Tagen durch Auf- und
Abpipettieren vereinzelt. Nach acht Tagen wurden, die Spharen gezahlt und die
Spharenanzahl ins Verhaltnis zur Spharenanzahl der jeweiligen Kontrolle (ohne
Translokation bzw. transduziert mit NS-shRNAmir) gesetzt. Wahrend der Kultivierung
(37 °C, 5% CO2) wurde jeden zweiten Tag 500 pL frisches Spharenmedium

hinzugegeben.

Herstellung von Spharenkokulturen

Um nach Spharenbildung beurteilen zu kénnen, ob die gebildeten Spharen aus nur
einer oder beiden Zellklonen, die miteinander kultiviert wurden bestehen, wurden
zunachst doppelt so viele HME-OT1-Zellen wie bendtigt mit dem PKH26 Cell Linker
Kit nach Angaben des Herstellers markiert. Im Anschluss wurden 90 000 PKH26-
markierte HME-OT1-Zellen mit 60 000 der jeweiligen zweiten Zelllinie analog der

Sphareneinzelkulturen kultiviert und nach acht Tagen ausgezahlt.
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Durchflusszytometrische Bestimmung der EGFR-Proteinexpression

Aufgrund der schnellen Internalisierung des EGFR-Rezeptors wurden die zu
farbenden Zellen gleich nach der Ernte fur 10 min bei 37 °C mit 4-prozentiger
FormaldehydIésung fixiert. 600 000 Zellen wurden mit PBS/0,5 % BSA gewaschen
und anschlieend in dieser Waschlésung zur Blockierung unspezifischer
Proteininteraktionen fur 10 min bei 20 °C inkubiert. Zur Visualisierung des EGFR-
Antigens wurde der Alexa-647 markierte anti-EGFR Antikérper der Firma Cell
Signaling 1:50 mit PBS/0,5 % BSA verdunnt und mit den Zellen fur eine Stunde im
Dunkeln bei 20 °C inkubiert. Nach Waschen der Zellen und Aufnahme des Zellpellets
in 300 yL PBS/0,5 % BSA wurde die EGFR-Expression am Durchflusszytometer
FACS Canto Il gemessen. Aufgrund der Uberlappung der Emissionsspektren von
GFP und Alexa 647 erfolgte eine Kompensation mit Hilfe von ungefarbten und

einfach gefarbten Zellen.

Statistische Auswertung
Sowohl die Student-t-Test Analysen als auch die Fisher Exakt Berechnungen wurden

mit  Hilfe der Internetseite  http://faculty.vassar.edu/lowry/VassarStats.html
durchgefuhrt. Bei Verwendung des Student-t-Tests erfolgte dabei eine
Normalisierung der Rohwerte der zu testenden Probe auf die Rohwerte jener Probe

desselben Replikats mit der ein Vergleich stattfinden sollte.

Fir univariate und multivariate Uberlebensanalysen der Patientendaten wurde
dagegen die Software PASW Statistic Version 18 eingesetzt. Dabei wurde bei den
univariaten Uberlebensanalysen der log-rank Test eingesetzt und bei den

multivariaten Uberlebensanalysen die Methode ,Vorwarts LR* verwendet.

47



Methoden

Verwendete Standardprotokolle

Zellkultur: Durchfiihrung wie von der ,American Type Culture Collection“ (ATCC)
empfohlen [92]

Agarose Gelelektrophorese: 1,5 % Agarose in 1x TBE, Durchfiihrung analog [93]

Aufreinigung von PCR Produkten: Verwendung des Wizard SV Gel and PCR
Clean Up System (Promega)

cDNA-Synthese: Verwendung des QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen)

DNA-Extraktion aus Agarose-Gel: Verwendung des Wizard SV Gel and PCR
Clean Up System

DNA-Isolierung aus Vollblut: Verwendung des Wizard Genomic DNA Purification
Kits (Promega)

DNA-Isolierung aus Zelllinien: QIAMP DNA Mini Kit (50) (Qiagen)

Photometrische DNA Bestimmung: Durchfiihrung analog [93]
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Ergebnisse

Ubersicht Gber die erlangten Ergebnisse

In Abbildung 3 ist der experimentelle Ablauf meiner Dissertation zum besseren
Verstandnis schematisch zusammengefasst. Ausgangspunkt war die Identifizierung
einer haufig deletieten 6 Mbp-Region auf Chromosom 6q in disseminierten
Tumorzellen (DTCs) durch Dr. Andrea Eberhardt [94]. Nach der in silico Analyse der
6 Mbp-Region und Eingrenzung der potenziellen Tumorsuppressorgene auf SASH1
und PLAGL1 wurde das Vorhandensein der SASH1/PLAGL1-Deletion in
Primartumorproben und Mammakarzinomzelllinien validiert. Zudem wurde eine
komplexe Translokation von SASH1/PLAGL1 in der Mammaepithelzelllinie hHME-
tert identifiziert. Um den Einfluss der SASH1/PLAGL1-Translokation auf die
SASH1/PLAGL1-Genexpression zu untersuchen, wurden Zellklone aus Einzelzellen
generiert. Da die SASH1/PLAGL1-Translokation eine Niederregulierung von
SASH1/PLAGL1 bewirkt, ist durch den Vergleich von Zellklonen mit
SASH1/PLAGL1-Translokation und Zellklonen ohne diese Translokation ein Modell
zur funktionellen Charakterisierung von SASH1/PLAGL1 vorhanden. Des Weiteren
wurden die funktionellen Analysen mit Zellklonen ohne SASH1/PLAGLI1-
Translokation durchgeflihrt, welche stabil mit sShRNAmir gegen SASH1 bzw. PLAGL1
bzw. einer non-silencing-shRNAmir transduziert worden waren. Schlief3lich wurde
das Vorhandensein einer SASH1-Deletion in Primartumoren von Mammakarzinom-

patientinnen in Zusammenhang mit klinischen Parametern gesetzt.
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Abb. 3: Ubersicht des experimentellen Vorgehens
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Identifizierung einer haufig deletierten 6 Mbp-Region auf
Chromosom 6q in disseminierten Tumorzellen (DTC) (laboreigene
Vorarbeiten)

Basis der vorliegenden Arbeit ist die Dissertation von Dr. Andrea Eberhardt [94]. Ziel
ihrer Untersuchung war es, genomische Aberrationen zu identifizieren, welche frih in
der Tumorprogression auftreten. Mit Hilfe von Mikrosatelliten- und SNP-Analysen
(Abb. 4A) untersuchte sie die DNA von Zytokeratin-positiven DTCs, welche aus dem
Knochenmark von Patientinnen im Stadium MO isoliert worden waren und entweder
keine Veranderungen in der mCGH (engl. Metaphase Comparative Genomic
Hybridization) aufwiesen (n = 38) oder aber zumindest auf Chromosom 6q keine
genomische Aberration zeigten (n = 8). Um auszuschlieRen, dass die durch
Mikrosatelliten- und SNP-Analysen detektierte Aberrationen Artefakte der
verwendeten Vorgehensweise (globale Amplifikation der Einzelzel-DNA, mCGH,
spezifische Analyse der polymorphen Marker) darstellen, wurden einzelne
Zytokeratin-negative Leukozyten isoliert (n = 54) und diese identisch behandelt. Die
Analyse von 16 SNP- und Mikrosatellitenmarkern auf einer 34 Mbp groRen DNA
Region auf Chromosom 6q (Abb. 4A) wies auf einen haufigen DNA-Verlust in der
DNA-Region um die Polymorphismusmarker 6, 7 bzw. 11 und 12 in den untersuchten
DTCs hin (Abb. 4B). Der Vergleich der Haufigkeit der jeweiligen Allelverluste in den
DTCs mit der Haufigkeit der Allelverluste in den Kontrollzellen konnte diese
Beobachtung bestéatigen (p < 0,05; Abb. 4C). Zur Eingrenzung der Bruchpunkte
wurde des Weiteren die Haufigkeit der Allelverluste zweier benachbarter Marker fur
die Zytokeratin-positiven Zellen miteinander verglichen (Abb. 4C). Dabei stellte sich
heraus, dass eine maximal 4 Mbp grof3e Region auf 6q24.1 (zwischen Marker 6 und
7) und eine maximal 6 Mbp groRe Region (6924.2-6925.1) zwischen Marker 11 (in
PLAGL1 lokalisiert) und 12 (in SASH1 lokalisiert) vermehrt in DTCs deletiert sind. Da
in diesen haufig deletierten DNA-Regionen potenzielle Tumorsuppressorgene liegen,
welche eine Rolle in der fruhen Progression des Mammakarzinoms spielen kénnten,
sollten als nachstes die in den beiden DNA-Regionen lokalisierten Gene identifiziert

und durch Literaturrecherchen charakterisiert werden.
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Abb. 4: Allelverlustanalyse einer 34 Mbp grof3en DNA-Region auf Chromosom 6q (modifiziert
nach [94])

A) Lokalisation der 16 Polymorphismenmarker (blau: verwendete Mikrosatellitenmarker, grin:
verwendete SNP-Marker) mit denen eine 34 Mbp groRe DNA-Region auf Chromosom 6q
untersucht wurde.

B) Darstellung der prozentualen Haufigkeit der detektierten Allelverluste in
Mammakarzinompatientinnen im Stadium MO.

C) Statistische Auswertung der Allelverlust-Analysen von Zytokeratin-positiven Zellen im Vergleich
zu Zellen der Kontrollgruppe (nicht gefarbte Patientenzellen) fir die jeweiligen Marker.
Signifikante p-Werte (Deletion in den disseminierten Tumorzellen) sind rot markiert. Durch
statistische Auswertung der Haufigkeit von Allelverlusten von benachbarten Markern kann ein

Hinweis auf die Bruchpunkte erlangt werden.

SASH1 und PLAGL1: zwei Kandidatengene fir die Suppression
einer systemischen Streuung von Mammakarzinomzellen

Zunachst sollten die in der 4 Mbp- bzw. 6 Mbp-Deletion lokalisierten Gene
identifiziert werden. Da =zu Beginn dieser Dissertation das web-basierte
Analyseprogramm Map Viewer des National Center for Biotechnology Information

(NCBI) kein einziges Gen in der 4 Mbp Region lokalisieren konnte (Stand: Februar
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2007, NCBI Build 36.2), wurde die in silico Charakterisierung lediglich mit der 6 Mbp-
Region durchgefuhrt. Im Februar 2007 war die Lokalisation von 37 Genen in dieser
Region bekannt, von denen 17 zum damaligen Zeitpunkt als hypothetisch klassifiziert

wurden (Tabelle 8).

Tabelle 8: Auflistung der 37 Gene, welche in der 6 Mbp-Region lokalisiert sind

Position
Zytobande [Mbp]* Gensymbol** Genname
6024.2 1442 LTVl LTV1 homolog (S. cerevisiae)
6024.2 1442 C6orf94 Chromosome 6 open reading frame 94
6024-925 1443 PLAGL1 Pleiomorphic adenoma gene-like 1
6924 1444 HYMAI Hydatidiform mole associated and imprinted
6024.2 1445 SF3B5 Splicing factor 3b, subunit 5, 10kDa
6g24.2 144,5 MRPL42P3 Mitochondrial ribosomal protein L42 pseudogene 3
6q24.2 1445 STX11 Syntaxin 11
similar to Translationally-controlled tumor protein
6q24.2 1446 LOC285741 (TCTP)
6024 14477 UTRN Utrophin
6924.3 145,9 LOC645749  similar to putative transcription factor ZNF131
6924 146,0 EPM2A Epilepsy, progressive myoclonus type 2A; laforin
6924 146,1 FLJ44955 FLJ44955 protein
6924 146,2 FBXO30 F-box protein 30
6924.3 146,2 LOC729411  Hypothetical protein LOC729411
6024.3 146,3 SHPRH SNF2 histone linker PHD RING helicase
6924 146,4 GRM1 Glutamate receptor, metabotropic 1
6q924.3 146,5 FLJ37060 FLJ37060 protein
6024.3 146,9 RAB32 RAB32, member RAS oncogene family
6924.3 147,0 C6orfl03 Chromosome 6 open reading frame 103
chromosome 15 open reading frame 29
6924.3 147,2 LOC729176 pseudogene
6924.3 147,2 LOC729178 hypothetical protein LOC729178
6024.3 147,6 STXBP5 Syntaxin binding protein 5 (tomosyn)
6924.3 147,7 LOC645830 hypothetical protein LOC645830
6924.3 147,8 LOC442266  similar to 65 kDa Yes-associated protein (YAPG65)
6924.3 147,9 LOC389432  hypothetical protein LOC389432
6q24.3 148,7 SASH1 SAM and SH3 domain containing 1
6924.3-g25.1 149,0 LOC645934  similar to laminin receptor 1 (ribosomal protein SA)
6025.1 149,1 UST uronyl-2-sulfotransferase
6925.1 149,5 LOC729200 similar to U2 small nuclear ribonucleoprotein B
6025.1-925.3 149,7 TAB2 TGF-beta activated kinase 1
SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 4 (S.
6925 149,8 SUMO4 Cerevisiae)
6925.1 149,8 ZC3H12D Zinc finger CCCH-type containing 12D
6925.1 149,9 LOC729496  Coiled-coil domain containing 59 pseudogene
6024-925 1499 PPIL4 Peptidylprolyl isomerase (cyclophilin)-like 4
6025.1 149,9 Cé6orf72 Chromosome 6 open reading frame 72
6925.1 150,0 LOC645958  hypothetical LOC645958
6025.1 150,0 KATNA1 Katanin p60 (ATPase-containing) subunit A 1

* Lokalisation auf Chromosom 6q (in Mbp)
**fett markiert sind jene Gene, die nachweislich in gesundem Mammagewebe exprimiert sind [95]
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Die 37 Gene sind alle potenzielle Tumorsuppressorgene, welche eine Rolle in der
frihen Tumorprogression des Mammakarzinoms spielen konnten. Fur eine spatere
funktionelle Charakterisierung sollte eine Eingrenzung auf die vielversprechendsten
Kandidatengene erfolgen (Abb. 5). Ein durch das jeweilige Kandidatengen kodierte
Protein kann nur vor der Progression zum Mammakarzinom schutzen, wenn der
kodierte potenzielle Tumorsuppressor im gesunden Mammagewebe exprimiert wird.
Lediglich 16 Kandidatengene werden nachweislich in gesundem Mammagewebe

exprimiert (Tabelle 8, fett gedruckt).

Zur weiteren Eingrenzung der potenziellen Tumorsuppressorgene wurde eine
umfassende Literaturrecherche durchgefihrt. Zu diesem Zweck wurden die
Datenbanken PUBMED und CGEMs (,Cancer Genetic Markers of Susceptibility®)
verwendet, sowie publizierte Genexpressionsdaten aus der Literatur [45, 52, 55, 56,
96-104] durch ein selbstgeschriebenes perl-basiertes Programm auf die differentielle
Expression der Kandidatengene im malignen Mammagewebe untersucht. Diese
Analyse fuhrte zu einer weiteren Reduktion der potenziellen Tumorsuppressorgene
auf acht Kandidatengene, welche eine Rolle in der fruhen Progression des
Mammakarzinoms spielen kénnten (SF3B5, UTRN, STXBP5, C60RF72, KATNAL,
TAB2, SASH1, PLAGL1, Abb. 5).

Abb. 5: Darstellung der verwendeten
37 Gene Vorgehensweise  zur  Eingrenzung der 37
Kandidatengene auf die vielversprechendsten
Kandidatengene SASH1 und PLAGL1

Expression in gesundem
Mammagewebe (laut Literatur)

16 Gene

Assoziation mit Mammakarzinom
(laut Literatur)

8 Gene

DTCs (vorldufige

Differentielle Niederregulation in
Microarray-Daten)

3 Gene

+TAB2
« PLAGL1
« SASH1

} stark differentiell exprimiert
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Die Beteiligung dieser potenziellen Tumorsuppressorgene an der frihen
Tumorprogression des Mammakarzinoms ist allerdings nur gegeben, wenn das
jeweilige Kandidatengen in DTCs im Vergleich zu Normalgewebe niederreguliert ist.
Zu Beginn dieser Dissertation gab es Hinweise aus Genexpressionsdaten, dass drei
der acht Gene (TAB2, SASH1, PLAGL1) eine Niederregulierung in DTCs im
Vergleich zu hamatopoietischen Einzelzellen oder mikrodissektiertem Normalgewebe
aufwiesen. Diese Genexpressionsdaten werden gegenwartig noch kritisch Gberpruft.
Da diese Niederregulierung am deutlichsten bei SASH1 und PLAGL1 war und auch
publizierte Daten am starksten auf eine Rolle dieser Gene in der frihen
Tumorprogression hinwiesen, wurden diese beiden Gene zur weiteren funktionellen

Charakterisierung ausgewahlt.

SASH1/PLAGLL1 sind heterogen in Priméartumorzellen deletiert

Wenn die Hypothese stimmt, dass die Deletion von SASH1/PLAGL1 ein sowohl
frlhes als auch wichtiges Ereignis in der Progression des Mammakarzinoms
darstellt, sollte der Defekt zumindest bei einigen Mammakarzinompatientinnen in der
Mehrzahl der Tumorzellen des Primartumors vorhanden sein. Eine Mdglichkeit dies
zu Uberprufen, ist die Durchfihrung der Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) auf
Formalin-fixierten Paraffin eingebetteten (FFPE) - Primartumorproben von
Mammakarzinompatientinnen. Folglich wurde die FISH mit sogenannten tissue
microarrays (TMA) von FFPE - Gewebe durchgefuhrt. Die kumulative Analyse der
Haufigkeit der Allelverluste von benachbarten Markern liel3 einen Bruchpunkt 5" von
PLAGL1 und 3° von SASH1, nicht aber zwischen den beiden Genen vermuten (Abb.
4C). Dieser Befund weist darauf hin, dass PLAGL1 und SASH1 haufig kodeletiert
sind. Diese Hypothese wird zudem dadurch gestutzt, dass die physikalische Distanz
dieser beiden Gene lediglich 4,3 Mbp betragt. Folglich wurden die TMA-Schnitte
lediglich mit Sonden hybridisiert, die fur das Gen SASH1 bzw. das Zentromer des
Chromosoms 6 spezifisch sind. Da flir SASH1 keine genspezifische Sonde
kommerziell erhaltlich ist, musste diese zunachst aus einem BAC-Klon (BAC,

bakterielles artifizielles Chromosom) hergestellt werden. Dazu wurde der BAC-Klon
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RP11-472021 (enthalt das SASH1-Gen) mit Hilfe der alkalische Lyse von der
bakteriellen DNA getrennt. Um die Qualitat der fur die FISH verwendeten Sonde
sicherzustellen, wurde die isolierte BAC-DNA durch die Firma Sequiserve
sequenziert. Diese Sequenzierung zeigte nicht nur, dass die aufgereinigten BAC-
DNA-Klone die gewlnschten Sequenzen enthielten, sondern auch, dass die
aufgereinigte DNA nicht durch andere DNA-Sequenzen kontaminiert war. Somit
konnte davon ausgegangen werden, dass die im Folgenden generierte FISH-Sonde
lediglich mit DNA-Sequenzen des Gens SASH1 hybridisieren. Die Spezifitat der
SASH1-Sonden wurde des Weiteren anhand von Metaphasepraparaten von
Normalblut und Chromosom 6-spezifischen (CEP6) Sonden bestatigt (Abb. 6).

Abb. 6: FISH einer Metaphasepraparation aus
Vollblut eines gesunden Probanden am
Beispiel von SASH1- und Chromosom 6-
spezifischen Sonden

Abgebildet ist eine reprasentative Metaphase
und eine Interphase eines gesunden Probanden
nach Durchfiihrung einer FISH mit Chromosom
6- (rot) und SASH1-spezifischen Sonden (grin).

Das Gelingen der FISH an FFPE-Gewebe wurde zunachst an gesundem FFPE-
Mammagewebe Uberprift. Dabei zeigte sich, dass das SASH1 zu Zentromer 6
Verhaltnis bei der Auszahlung von 32 Zellen 1,015 betrug. Der Anteil der Zellen mit
SASH1-Deletion betrug 6 %. Somit kann durch die durchgeflhrte FISH-Analyse die
Anzahl an deletierten Zellen mit der Fehlerwahrscheinlichkeit von ca. 6 % richtig
bestimmt werden.

Als nachstes wurde die FISH-Analyse eines Primartumor-TMA durchgefihrt, welcher
von PD Dr. Gero Brockhoff (Caritas-Krankenhaus St. Josef, Regensburg) zur
Verfugung gestellt wurde. Der verwendete TMA besteht aus FFPE-Tumorgewebe
von 97 Patientinnen mit invasiv lobularem oder duktal unilateralem primaren
Mammakarzinom (25-82 Jahre, mittleres Alter 55), welche zwischen 1992 und 2002
56



Ergebnisse

resiziert wurden und sowohl als RO (negativer Resektionsrand) und MO (keine
Metastasen zum Zeitpunkt der Operation) charakterisiert wurden. Es zeigte sich,
dass es drei Patientengruppen gibt: Gruppe A (7 %) weist Uberwiegend (in
mindestens 80 % der analysierten Zellen) SASH1-Deletionen auf, Gruppe B (5 %)
weist Uberwiegend SASH1-Amplifikationen auf und Gruppe C (88 %) weist entweder
ein ausgeglichenes Verhaltnis an SASH1-Amplifikationen und -Deletionen auf oder
lediglich Chromosom 6 Aneuploidien (Abb. 7). Die mittlere Anzahl an Zellen mit
SASH1-Deletion in den untersuchten Primartumorproben betrug 36,8 % (Spannweite
0-97,5 %).

Abb. 7: TMA-FISH von FFPE-Priméartumoren von Mammakarzinompatientinnen

Dargestellt sind reprasentative Primartumorareale nach Durchfiihrung einer FISH mit Chromosom 6-
spezifischen (rot) und SASH1-spezifischen Sonden (griin) auf FFPE-Mammakarzinomprimartumoren.
7 % der untersuchten Primartumore wiesen hauptsdchlich (in mindestens 80 % der analysierten
Zellen) eine SASH1-Deletionen auf (A), wahrend 5 % der untersuchten Proben Gberwiegend SASH1-
Amplifikationen aufwiesen (B). Die meisten Tumorgewebe (88 %) zeigten entweder ein
ausgeglichenes Verhaltnis an SASH1-Amplifikationen und -Deletionen oder lediglich Chromosom 6
Aneuploidien (C).

SASH1 und PLAGL1 sind in Mammakarzinomzelllinien meist
kodeletiert

Das Vorhandensein der nahezu klonalen Deletion in 7 % der Primartumorproben
sowie die Detektion der Deletion in DTCs wies auf eine wichtige Rolle von
SASH1/PLAGL1 in der Progression des Mammakarzinoms hin. Bei sieben
Mammakarzinomzelllinien (CAMA, T-47D, Hs 578T, MCF7, SK-BR-3, CAL-51, BT-
20) sollte nun die Haufigkeit einer SASH1/PLAGL1-Deletion mit Hilfe der
Metaphasen-FISH untersucht werden. Die PLAGL1-spezifische Sonde wurde dabei

analog zur SASH1-spezifischen Sonde hergestellt und verwendet.
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Lediglich zwei Zelllinien (CAL-51 und BT-20) weisen keine SASH1- oder PLAGLI1-
Deletion auf. In den restlichen Zelllinien sind SASH1 bzw. PLAGL1 beide an der
jeweiligen Aberration (Aneuploidie, Deletion bzw. Translokation) beteiligt: In 67 % der
SK-BR-3-Zellen sind sowohl das vollstandige Chromosom 6 als auch die Gene
SASH1/PLAGL1 drei Mal pro Zelle vorhanden. Somit weist SK-BR-3 in den meisten
Zellen lediglich eine Aneuploidie, nicht aber eine Amplifikation von SASH1/PLAGL1
auf. Im Gegensatz dazu zeigten die Mammakarzinomzelllinien CAMA, Hs 578T und
T-47D haufig eine SASH1/PLAGL1-Deletion, da das Gen-zu-Zentromer-Ratio (G/Z)

jeweils deutlich unter eins lag (Tabelle 9, Tabelle 10).

Tabelle 9: FISH-Ergebnisse verschiedener Mammakarzinomzelllinien mit SASH1- und
Chromosom 6-spezifischen Sonden

Zellen mit GIZ# 0 Zellen mit GIZ =1
Anteil der Zellen  Anteil der Zellen Anteil der Zellen Anteil der Zellen Anteil der Zellen mit
G/Z aller mit einer SASH1- mit einer SASH17- mit normalem mit einer SASHT-  einer Chromosom 6-
Zellen Deletion [%] Amplifikation [%] Karyotyp™ [%] Translokation [%] Aneuploidie [%]
Proband 1,00 5 5 90 0 0
CAMA 0,34 100 0 0 0 0
Hs 578T 0,78 64 1 4 0 31
T-47D 0,81 54 1 3 0 42
SK-BR-3 0,94 19 1 9 1 72
BT-20 1,02 0 0 94 0 6
CALS1 1,01 0 1 92 0 7
MCF7 1,02 6 8 11 100 75
*bezogen auf SASHT

Tabelle 10: FISH-Ergebnisse verschiedener Mammakarzinomzelllinien mit PLAGL1- und
Chromosom 6-spezifischen Sonden

Zellen mit G/IZ# 0 Zellen mit G/IZ =1
Anteil der Zellen Anteil der Zellen Anteil der Zellen Anteil der Zellen Anteil der Zellen mit
GIZ aller mit einer PLAGL1- mit einer PLAGL1- mit normalem mit einer PLAGL17- einer Chromosom 6-
Zellen Deletion [%] Amplifikation [%] Karyotyp™ [%] Translokation [%] Aneuploidie [%]
Proband 0,99 1 0 95 0 4
CAMA 04 97 0 1 0 2
Hs 578T 0,89 48 7 7 0 38
T-47D 0,85 46 2 9 0 44
SK-BR-3 1,01 0 2 7 5 90
BT-20 1,05 0 11 89 0 0
CALS51 1,07 0 12 86 0 2
MCF7 1,00 3 3 8 100 86
*bezogen auf PLAGL1
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Wahrend in CAMA-Zellen SASH1/PLAGL1 meist auf vier der sechs vorhandenen
Chromosomen 6 deletiert ist, fehlt SASH1/PLAGL1 in T-47D-Zellen meist auf einem
der drei vorhandenen Chromosomen 6 (Abb. 8). In Hs 578T-Zellen weisen Zellen mit
SASH1/PLAGL1-Deletion sehr verschiedene Karyotypen auf.

CAMA T47D

e I

-rOerr .

Abb. 8: Metaphasen-FISH der Zelllinien CAMA, T-47D und MCF7

Abgebildet sind reprasentative Metaphasen nach Durchfilhrung einer FISH mit Sonden, welche
spezifisch fir Chromosom 6 (rot) oder genspezifisch fir SASH1 (oben; griin) bzw. PLAGL1 (unten;
grun) sind.

In MCF7-Zellen wurde in 100 % der untersuchten Metaphasen eine Translokation
von SASH1 bzw. PLAGL1 detektiert (Abb. 8). Diese wurde in Kooperation mit Prof.
Evelyn Schrock (TU Dresden) durch Spektrale Karyotypisierung (SKY) und Paint-

FISH Analysen als Translokation zwischen Chromosom 6 und 14 definiert (Abb. 9).
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Abb. 9: Charakterisierung der Translokation von
SASH1/PLAGL1 in MCF7-Zellen

Dargestellt ist ein SKY-Karyogramm einer MCF7-Metaphase
(A) sowie Painting-FISH mit Chromosom 6 (grin) - und
Chromosom 14 (rot) - spezifischen Sonden (B).

Identifizierung und Charakterisierung einer SASH1/PLAGL1-
Translokation in Mammaepithelzelllinien

Um die Rolle der Gene SASH1/PLAGL1 bei der Proliferation zu untersuchen, sollte
eine funktionelle Charakterisierung von SASH1/PLAGL1 durch lentivirale
Niederregulierung durchgefihrt werden. Aufgrund der Hypothese, dass SASH1 und
PLAGL1 eine Rolle in der frihen Tumorprogression spielen, war es sinnvoll, die
funktionelle Charakterisierung in Mammaepithelzelllinien statt in stark transformierten
Mammakarzinomzelllinien durchzufihren.

Vor einer experimentellen Niederregulierung von SASH1/PLAGL1 in der
Mammaepithelzelllinie hHME-tert musste zunachst sichergestellt werden, dass
SASH1/PLAGL1 in dieser Zelllinie zytogenetisch normal vorliegt, also keine
nummerischen Aberrationen oder Translokationen von SASH1 bzw. PLAGL1
vorhanden sind. Somit wurde auch diese Zelllinie auf SASH1/PLAGL1-Aberrationen
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mittels FISH analysiert’. Dabei zeigte sich, das ca. 40 % der hHME-tert-Zellen eine
Translokation von SASH1/PLAGL1 aufwiesen (Abb. 13A). Um fur weitere
Charakterisierungen homogene Zellpopulationen mit und ohne SASH1/PLAGL1-
Translokation zu erhalten, mussten die bezogen auf SASH1/PLAGL1 zytogenetisch
normalen Zellen von den translozierten Zellen getrennt werden. Dazu wurden aus
Einzelzellen Zellklone generiert und mittels FISH das Vorhandensein bzw. Fehlen
der Translokation von SASH1/PLAGL1 bestimmt. Es stellte sich bei diesem
Klonierungsexperiment heraus, dass 30 der 37 (81 %) neu generierten hHME-tert-
Zellklone eine SASH1/PLAGL1-Translokation statt der erwarteten 40 % der
Parentalzelllinie aufwiesen (p = 0,003; Abb. 10).

! Urspriinglich war geplant, dass fiir die lentivirale Niederregulierung von SASH1 und PLAGL1
biologische Replikate in Form von zwei Mammaepithelzelllinien (hHME-tert und MCF 10A)
durchgefiihrt werden. Da die detektierte SASH1/PLAGL1-Translokation in hHME-tert und MCF 10A
sehr ahnlich, wenn nicht sogar die Gleiche zu sein schien, stellten sich zwei Hypothesen: 1) Die
Translokation hat sich parallel in beiden Zelllinien gebildet oder 2) bei hHME-tert und MCF 10A
handelt es sich um dieselbe Zelllinie.

In Kooperation mit Prof. Evelyn Schréck (TU Dresden) wurden zur Uberpriifung dieser Hypothesen
SKY-Analysen der beiden Zelllinien durchgefuhrt. Dabei stellte sich zunachst heraus, dass die
Karyotypen der beiden Zelllinien identisch waren. Durch einen Vergleich mit publizierten Daten [92,
103, 104] lag die Vermutung nahe, dass es sich bei den beiden Zelllinien um eine einzige Zelllinie
handelt, namlich hHME-tert. Eine Polymorphismenanalyse durch die Deutsche Sammlung fir
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) konnte dies bestatigen.
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Abb. 10: Schematische Darstellung des Klonierungsexperiments

Um eine homogene Zellpopulation ohne SASH1/PLAGL1-Translokation zu generieren, wurden
einzelne Zellen isoliert und Zellklone aus den Einzelzellen generiert. Durch FISH-Analysen wurde
bestimmt, ob der jeweilige Zellklon aus Zellen mit SASH1/PLAGL1-Translokation (roter Zellkern) oder
ohne diese Translokation (schwarzer Zellkern) bestand. Durchgestrichene Pfeile (X) reprasentieren
das fehlende Wachstum von Zellklonen.

Zur genaueren Analyse der SASH1/PLAGL1-Translokation wurde in Kooperation mit
Prof. Schrock (TU Dresden) Spektrale Karyotypisierungen (SKY) von je vier
Zellklonen ohne (Abb. 11) bzw. mit dieser Translokation (Abb. 12) durchgefuhrt.
Aufgrund der durchgefuhrten SKY wurde vermutet, dass es sich bei der
SASH1/PLAGL1-Translokation um eine komplexe Translokation handelt. Durch eine
Kombination von Painting- und Spot-FISH sowie der durchgeflihrten SKY-Analysen
konnte die komplexe Translokation eindeutig als t(15;6;15) charakterisiert werden
(Abb. 13).
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Abb. 11: Spektrale Karyotypisierung (SKY) eines Zellklons ohne SASH1/PLAGL1-Translokation
Dargestellt ist das SKY-Karyogramm eines Zellklons ohne SASH1/PLAGL1-Translokation. Die
reziproke Translokation zwischen den Chromosomen 1 und 6 wurde mit Sonden verifiziert, welche
spezifisch fur die Telomere von Chromosom 1 (1pter bzw. 1qter) bzw. Chromosom 6 (6pter bzw.
6qter) sind (Daten nicht gezeigt). Die SKY- Analyse wurde in Kooperation mit Prof. Schrock (TU
Dresden) durchgefihrt.

Abb. 12: Spektrale Karyotypisierung (SKY) eines Zellklons mit SASH1/PLAGL1-Translokation
Dargestellt ist das SKY-Karyogramm eines Zellklons ohne SASH1/PLAGL1-Translokation. Die
komplexe Translokation t(15;6;15) ist in Abb. 13 naher charakterisiert. Die SKY- Analyse wurde in
Kooperation mit Prof. Schréck (TU Dresden) durchgefiihrt.
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Abb. 13: Charakterisierung der Translokation in hHME-tert, welche SASH1 und PLAGL1
beinhaltet

A) Metaphasen-FISH mit Sonden, welche spezifisch fir Chromosom 6 (rot) oder genspezifisch fir
SASH1 (grun) sind

B) Darstellung der Chromosomen 6 (pink) und 15 (gelb) aus einer SKY-Analyse. Die Bezeichnung
6pter und 6qgter beziehen sich auf das Telomer von Chromosom 6p bzw. Chromosom 6q. Die Position
dieser Regionen wurde mit einer Spot FISH visualisiert (Daten nicht gezeigt)

C) Kombination von Painting- und Spot-FISH zur eindeutigen Darstellung der Translokation. Zur
Visualisierung von Chromosom 15 (chr 15) wurden dunkelrote Paint- und hellrote Zentromersonden
(zen 15) verwendet. Das Chromosom 6 kann durch das Zentromer 6 (zen 6, aqua) identifiziert
werden. Zur Detektion von SASH1 wurden Sonden verwendet, welche genspezifisch fir SASH1 sind

(gran)
Die SKY- und Painting-FISH Analysen wurden in Kooperation mit Prof. Schrock (TU Dresden)
durchgefiihrt.

SASH1 bzw. PLAGL1 sind in hHME-tert-Zellklonen mit
SASH1/PLAGL1-Translokation niederreguliert

Um zu Uberprifen, ob die detektierte SASH1/PLAGL1-Translokation einen Einfluss
auf die SASH1- bzw. PLAGL1-Genexpression hat, wurde zunachst die relative
Quantifizierung mittels quantitativer PCR (qPCR) etabliert. Die Quantifizierung des
Gentranskripts erfolgte durch eine effizienzkorrigierte relative Quantifizierung mit
Hilfe der qPCR [87]. Dabei wird die Genexpression des Zielgens auf ein nicht
reguliertes sogenanntes Haushaltsgen unter Einbeziehung der unterschiedlichen
Amplifikationseffizienzen bezogen.

Es wurden folgende Kriterien zur Auswahl eines geeigneten Referenzgens

aufgestellt (Abb. 14):
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1) Das Referenzgen durfte im Mammakarzinom nicht differentiell reguliert sein

2) Bei Verwendung von genomischer DNA als Matrize durfte kein PCR-Produkt
gebildet werden, so dass ausgeschlossen werden konnte, dass durch die

verwendeten Oligonukleotide Pseudogene amplifiziert werden

3) Da im weiteren Verlauf der Dissertation die experimentelle Niederregulierung
von SASH1/ PLAGL1 mit Hilfe von lentiviralen Vektoren geplant war, durfte
die Genexpression des Referenzgens nicht durch Lentiviren beeinflusst

werden

Nach Auswahl des jeweiligen Kandidatengens wurde die Sequenz der
Oligonukleotide zur cDNA-spezifischen Amplifikation des jeweiligen Gens ermittelt.
Die Spezifitat der verwendeten Oligonukleotide wurde in silico sowie
molekularbiologisch (z. B. Restriktionsverdau und Schmelzkurvenanalyse) Uberprift
(Abb. 14).

Literaturrecherche

- bei Mammakarzinomproben ist Kandidatengen verléssliches Referenzgen [106, 108]
- bei lentiviralem Knockdown ist Kandidatengen verlasslich [109]

- es ist kein Pseudogen flr das Referenzgen bekannt

Oligonukleotiddesign

a) 5’'und 3 Oligonukleotide binden in verschiedenen Exons

b) Oligonukleotide weisen nur schwache Sekundérstruktur auf
c) Oligonuklectide bilden keine Oligonukleotiddimere

|

.in silico” Uberpriifung der Spezifitat der Oligonukleotide
- das Amplikon ist lediglich zum Referenzgen komplementér
- es sind keine Pseudogene bekannt

Molekularbiologische Uberpriifung der Spezifitit der Oligonukleotide

- Restriktionsverdau liefert erwartete Fragmente

- DNA als Matrize lasst sich nicht amplifizieren (= kein Pseudogen vorhanden)
- Derivativspektrum der Schmelzkurve zeigt nur ein Produkt (Abb. 16D)

Abb. 14: Kriterien fir die Auswahl eines Kandidatengens als Referenzgen am Beispiel des
Haushaltgens TBP
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Allgemein gilt, dass fur eine zuverlassige relative Genexpressionsbestimmung
mehrere Referenzgene ausgewahlt werden sollten, da eine Variabilitat der
Genexpression von Haushaltsgenen zwischen verschiedenen Probanden und
verschiedenen Zellen eines Organismus mdglich ist [105]. Auch ist es wichtig, dass
ausgewahlte Referenzgene unterschiedlichen Signaltransduktionswegen bzw.
Stoffwechselwegen angehoren. Auf diese Weise kann mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, dass die gewahlten Kandidatengene
ahnlich reguliert werden. Letzteres kdonnte zu einer Verfalschung der ermittelten

Ergebnisse flhren.

Durch den Vergleich mit publizierten Daten [106-109] sowie durch die Anwendung
der zuvor genannten Kriterien (Abb. 14) erfolgte die Auswahl der Gene
.Peptidylprolyl Isomerase A“ (PPIA), ,TATA Box bindendes Protein“ (TBP), ,Pumilio
homolog 1“ (PUM1) und ,Hydroxymethylbilan Synthase® (HMBS).

Als letztes sollte auch experimentell die Zuverlassigkeit dieser vier Referenzgene
Uberpriuft werden. Dazu wurde aus acht Zelllinien RNA isoliert, in cDNA
umgeschrieben und gPCR mit den Genen PPIA, PUM1, TBP und HMBS
durchgefuhrt. Das Verhaltnis der erhaltenen Ct-Werte war stets sehr ahnlich, so dass
mit Ausnahme der Standardabweichung des Ct-Verhaltnisses von HMBS/PUM1 die
Standardabweichungen der berechneten Ratio unter 5 % lagen (Abb. 15). Wie zuvor
erwahnt, werden diese vier Gene wahrscheinlich aufgrund ihrer Zugehdrigkeit zu
verschiedenen Stoffwechselwegen unterschiedlich reguliert. Somit ist ein gleich
bleibendes Verhaltnis der Ct-Werte zweier Gene darauf zurtckzufuhren, dass die
Hoéhe des Ct-Wertes von der eingesetzten Matrizenmenge abhangt. Deshalb stellen
die gewahlten Gene PPIA, PUM1, TBP und HMBS geeignete Referenzgene flr die
Versuche dieser Arbeit dar.

Des Weiteren wurden geeignete Oligonukleotide zur Analyse der Genexpression der
Gene SASH1, PLAGL1 sowie fiir die folgende Uberpriifung der effizienzkorrigierten
relativen Quantifizierung des Gens HER2 ermittelt. Die Spezifitat der jeweiligen PCR
wurde in silico und molekularbiologisch analog des Oligonukleotiddesigns der
Referenzgene Uberpruft (Abb. 14). Der gPCR-Reaktionsansatz zur Bestimmung der
SASH1-Expression enthielt dabei 1 % Formamid um die Bildung unspezifischer
Amplikons zu vermindern (Abb. 16A-C [110]).
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Abb. 15: Standardabweichungen der Ratiobildung von jeweils zwei Referenzgenen
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Abb. 16: Darstellung des Derivativspektrums der Schmelzkurve

Aufgetragen ist die Fluoreszenzintensitat gegen die Temperatur von jeweils zwei SASH1 (A-C) bzw.
TBP-Amplikons (D). Fir die Etablierung der SASH1-gPCR (A, B) wurde als Matrize das aufgereinigte
SASH1-PCR-Produkt in verschiedenen Verdinnungen eingesetzt, wahrend fir die restlichen
Versuche cDNA der zu untersuchenden Probe verwendet wurde.

A) Derivativspektrum der Schmelzkurve des SASH1-Amplifikats nach Einsatz einer geringer
Matrizenmenge

B) Derivativspektrum der Schmelzkurve des SASH1-Amplifikats nach Einsatz einer geringer
Matrizenmenge und Zusatz von 1 % Formamid zum Reaktionsansatz

C) Derivativspektrum einer reprasentativen Schmelzkurve des SASH1-Amplifikats einer untersuchten
Zelllinie unter Verwendung von 1 % Formamid zum Reaktionsansatz

D) Derivativspektrum einer reprasentativen Schmelzkurve einer spezifischen Amplifikationsreaktion
am Beispiel von TBP
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Fir diese Dissertation wurde eine effizienzkorrigierte relative Quantifizierung
durchgefuhrt. Dies ist sinnvoll, da eine Verdopplung der DNA-Menge pro PCR-Zyklus
nicht immer stattfindet und unterschiedliche Amplifikationseffizienzen der zu
analysierenden Genen das Ergebnis verfalschen. Fur die Bestimmung der
Amplifikationseffizienz wurde zunachst eine Verdinnungsreihe aus einem PCR-
Amplifikat des jeweiligen Gens mit den entsprechenden Oligonukleotiden durch
gPCR amplifiziert. Aus der Steigung des Graphen, welche man durch logarithmische
Auftragung der Verdlinnung gegen den jeweiligen Ct-Wert erhalt, wurde die Effizienz
berechnet. Die ermittelten Effizienzen flir die verschiedenen Transkripte betrugen
zwischen 1,87 und 1,98.

Um die Verlasslichkeit der in dieser Arbeit durchgefuhrten qPCR-Ergebnisse zu
gewahrleisten, wurde die HER2-Genexpression der Karzinomzelllinien T-47D, MCF7,
SK-OV-3 und SK-BR-3 in Bezug auf die Mammaepithelzelllinie hHME-tert gesetzt
und mit publizierten Daten verglichen. Da eine signifikante Korrelation zwischen der
Expression von HER2-mRNA und HERZ2-Protein bekannt ist [111], wurde die
errechnete  mMRNA-Expression mit publizierten Proteinexpressionsdaten [112]
verglichen (Tabelle 11). Die Rangfolge der errechneten HER2-mRNA-Expression mit
der publizierten HER2-Protein-Expression war dabei dieselbe (SK-OV-3, SK-BR-3,
T-47D, MCF7).

Tabelle 11: Vergleich der gemessenen HER2-Expression mit publizierten HER2-
Expressionsdaten

Erhohte HER2-Expression Erhohte HER2-Expression im
im Vergleich zu hHME-tert Vergleich zu HMEC* [112]

SK-OV-3 77 90,3
SK-BR-3 18,5 52,8
T-47D 9,3 0.6
MCF7 1,7 0,5

*HMEC = human mammary epithelial cells

Zudem wurde analog zur Literatur sowohl bei SK-OV-3 (77-fach erhdhte HER2-
Expression im Vergleich zu hHME-tert) als auch bei SK-BR-3 (18,5-fache Erhéhung
der HER2-Expression im Vergleich zu hHME-tert) eine deutlich erhohte
Genexpression im Vergleich zu Mammaepithelzellen gemessen. Somit ist die in
dieser Dissertation etablierte qPCR-Methode geeignet fur die relative Quantifizierung

der Genexpression.
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Nach der Etablierung der qPCR wurde die Expression der Gene SASH1 und
PLAGL1 in sechs HME-Klonen mit SASH1/PLAGL1-Translokation (im folgenden
HME-MT genannt) mit der Expression von zwei HME-Klonen ohne SASH1/PLAGL1-
Translokation (im folgenden HME-OT) in drei unabhangigen Versuchen verglichen.
Dazu wurde die Expression von SASH1 und PLAGL1 jeweils durch eine
effizienzkorrigierte relative Quantifizierung auf jeweils eins der vier Haushaltsgene
(PPIA, PUM1, TBP, HMBS) bezogen und schliellich der Mittelwert aus den vier
erhaltenen Ratios errechnet. Diese gqPCR-Analyse ergab, dass die Translokation mit
einer starken Niederregulierung von SASH1 (Spannweite der Niederregulierung 35-
94 %, p<0,0001) bzw. PLAGL1 (Spannweite der Niederregulierung 23-62 %,
p < 0,0001) korreliert.

Um einen Hinweis auf den Grund der Niederregulierung von SASH1 und PLAGL1 zu
erhalten, wurde in Kooperation mit Dr. Hackmann (TU Dresden) eine aCGH-Analyse
mit zwei HME-Klonen mit SASH1/PLAGL1-Translokation (HME-MT1 und HME-MT2)
durchgefuhrt. Weder im Bereich um SASH1 noch um PLAGL1 lie sich eine
Aberration detektieren (Abb. 17).
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Abb. 17: aCGH zur Bestimmung der SASH1/PLAGL1-Translokation

Dargestellt ist die aCGH-Analyse der Zellklone HME-MT1 und HME-MT2 von Chromosom 6 (A) sowie
etwas hoher aufgeldst in einer Region um PLAGL1 (B) bzw. SASH1 (C). Rot markierte Punkte weisen
auf DNA-Zugewinne hin, wahrend griine Punkte auf genomische Verluste hinweisen.

Die aCGH-Analysen wurden in Kooperation mit Dr. Hackmann (TU Dresden) durchgefihrt.

Da HME-MT-Zellklone neben der SASH1/PLAGL1-Translokation relativ wenige
genomische Aberrationen (Abb. 12) im Gegensatz zu vollstandig transformierten
Zellen wie MCF7 (Abb. 9) aufweisen, kann die Untersuchung der Zellen mit
SASH1/PLAGL1-Translokation (und somit SASH1/PLAGL1-Niederregulierung) als
Modell zur Analyse der Rolle von SASH1/PLAGLL1 in der frihen Tumorprogression

verwendet werden.
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Die lentivirale Transduktion bewirkt eine effiziente
Niederregulierung von SASH1 bzw. PLAGL1

Der Vergleich von Zellklonen mit und ohne SASH1/PLAGL1-Translokation kann
Hinweise Uber den kombinatorischen Effekt einer Niederregulierung von SASH1 und
PLAGL1 liefern. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass unbekannte
Effekte durch weitere Gene zustande kommen, welche in HME-OT-Klonen im
Vergleich zu HME-MT-Klonen differenziell exprimiert sind. Deswegen sollten
zusatzlich SASH1 und PLAGLL1 in Zellen ohne SASH1/PLAGL1-Translokation mit

Hilfe von shRNAmir exprimierenden Lentiviren niederreguliert werden.

Nach Optimierung des Protokolls zur Generierung von Lentiviren wurden Titer von
ca. 10’/mL erhalten. Vor der Transduktion der HME-Zielzellen musste allerdings
zunachst die Puromycinkonzentration bestimmt werden, mit der nicht transduzierte
Zellen eliminiert werden. Dazu wurden je 50 000 nicht-transduzierte HME-OT-Zellen
ausgesat und mit puromycinhaltigen Medium flr vier Tage kultiviert. 15 ug/mL
Puromycin sind notwendig um 100 % der ausgesaten HME-OT-Zellen innerhalb von
vier Tagen zu eliminieren (Abb. 18). Transduzierte Zellen Uberleben dagegen diesen
Selektionsprozess, da der verwendete Vektor wunter anderem fir ein

Puromycinresistenzgen kodiert.
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Abb. 18. Bestimmung der notwendigen Puromycinkonzentration zur Eliminierung nicht
transduzierter Zellen

Dargestellt ist die visuell ermittelte Konfluenz an Zellen Uber den Verlauf von vier Tagen bei
Kultivierung von HME-OT-Zellen mit verschiedenen Puromycinkonzentrationen im Medium.
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Als nachstes musste das bestmoglichste Verhaltnis von Virus zu Zielzelle ermittelt
werden. Um diese sogenannte MOI (engl. multiplicity of infection) zu ermitteln, gab
es zwei Kriterien:

1) Die MOI sollte mdglichst niedrig sein, um unspezifische Effekte so gering wie
moglich zu halten. Durch Uberpriifung der Genexpression der Gene OAS1, OAS?2,
IF16 mittels gPCR wurde die Aktivierung des Interferon-Signalweges kontrolliert. Die
Spezifitat der Amplifikation dieser Gene wurde analog den Referenzgenen in silico
und molekularbiologisch bestimmt (Abb. 14).

2) Als weiteres Kriterium galt, dass die Niederregulierung von SASH1 bzw. PLAGL1
so stark wie moglich sein sollte.

Um herauszufinden, welche MOI das beste Ergebnis liefert, wurden HME-OT-Zellen
mit einer MOl von 5; 2; 1; 0,5; 0,3 und 0,1 als reprasentatives Beispiel mit PLAGL-A-
Vektoren transduziert und die Expression der Gene OAS1, OAS2 und IFI6 durch
relative effizienzkorrigierte Quantifizierung mit nicht transduzierten Zellen verglichen.
Des Weiteren wurde ein sogenannter ,Aktivierungsfaktor® durch Multiplikation dieser
berechneten Werte ermittelt (Tabelle 12). Dieser Aktivierungsfaktor zeigte wie
erwartet, dass die kumulative Aktivierung des Interferon-Signalweges generell umso
héher war, je hoher die MOI war. Bei Verwendung von MOls grol3er 1 war so eine
Verdopplung bis fast Verdreifachung der Genexpression von OAS1 und OAS2 im
Vergleich zu nicht-transduzierten Zellen zu detektieren. Die Niederregulierung der
PLAGL1-Expression (im Vergleich zur non-silencing Kontrolle) wurde durch den
Einsatz unterschiedlicher MOI nicht wesentlich beeinflusst (Spannweite der

Niederregulierung: 51-70 %).

Tabelle 12: Bestimmung der Genexpression von PLAGL1, OAS1, OAS2 und IFI6 bei
Verwendung verschiedener MOIs

PLAGL1* [%] OAST** OAS2** IF16™* Aktivierungsfaktor**
MOI: 0,1 38 2,70 0,78 0,686 1.4
MOI: 0,3 36 1,27 1,45 2,14 3,9
MOI: 0,5 38 1,39 1,85 1,04 2,7
MOI: 1 49 0,82 2,67 1,156 2,5
MOI: 2 42 2,60 2,32 1,69 10,2
MOI: 5 30 2,80 0,88 1,51 3,7

*Verbleibende PLAGL7-Expression im Vergleich zur non-silencing Kontrolle in Prozent
**Veranderung der OAS1/0AS2/IFI6-Expression im Vergleich zu nicht transduzierten Zellen als Vielfaches
*** Multiplikation der einzelnen OAS 1/0AS2/IFI6-Faktoren
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Erst eine Erhéhung der Genexpression von Genen des Interferon-Signalweges um
mehr als das Zweifache weist auf unspezifische Effekte hin [113]. Folglich wurden fur
die funktionelle Charakterisierung von SASH1 bzw. PLAGL1 zwei translokationsfreie
hHME-tert Zellklone (HME-OT1 und HME-OT4) mit einer MOI von 0,1 stabil
transduziert und nicht transduzierte Zellen durch Puromycinselektion eliminiert. Zur
Niederregulierung von SASH1 wurden drei Lentiviren mit drei unterschiedlichen
shRNAmir Sequenzen gegen SASH1 verwendet, die im Folgenden shSASH-A,
shSASH-B und shSASH-C genannt werden. Fir die Niederregulierung von PLAGL1
konnten nur zwei der drei von Open Biosystems verfiigbaren PLAGL1-shRNAmir-
Vektoren eingesetzt werden (shPLAGL-A, shPLAGL-B), weil eine blastn-Analyse der
angebotenen dritten shRNA-Sequenz ergab, dass neben der Ziel-mRNA (PLAGL1)
eine 100-prozentige Bindung der mRNA der Deoxycytidin Kinase erfolgt. Somit wird
diese Kinase neben PLAGL1 ebenfalls niederreguliert, so dass eine alleinige
Niederregulierung von PLAGL1 nicht gegeben ist. Zur Einschatzung unspezifischer
Effekte, welche experimentell bedingt sind, wurden HME-OT1- bzw. HME-OT4-
Zellen des Weiteren mit Lentiviren transduziert, welche eine shRNAmir-Sequenz
ohne Zielgen enthalt (non-silencing (NS)-Kontrolle).

Die Uberpriifung der Niederregulierung von SASH1 bzw. PLAGL1 erfolgte mittels
effizienzkorrigierter relativer Quantifizierung und Vergleich mit der jeweiligen non-
silencing Kontrolle in biologischen Replikaten (n = 3). Diese zeigte, dass alle
verwendeten Vektoren das jeweilige Zielgen niederregulieren. Dabei unterschieden
sich je nach verwendetem Vektor und Zelllinie die Effizienzen der Niederregulierung
(Tabelle 13, Tabelle 14). In HME-OT1-Zellen beispielsweise wurde bei Verwendung
des Lentivirus shSASH-B nur eine Niederregulierung von SASH1 um 37 % im
Vergleich zur non-silencing Kontrolle erreicht. Im Gegensatz dazu wurde in HME-
OT4-Zellen SASH1 durch die im Vektor shSASH-B kodierte shRNAmir um 62 %
niederreguliert.

Tabelle 13: Verbleibende Expression von SASH1 im Vergleich zur non-silencing Kontrolle
(n=3)

Verbleibende Expression [%]

in HME-OT1 in HME-OT4
ShSASH-A 41 36
shSASH-B 63 38
shSASH-C 28 23
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Tabelle 14: Verbleibende Expression von PLAGL1 im Vergleich zur non-silencing Kontrolle
(n=3)

Verbleibende Expression [%]

in HME-OT1 in HME-OT4
shPLAGL-A 16 24
shPLAGL-B 16 53

Durch die Niederregulierung von SASH1 bzw. PLAGL1 proliferieren
mehr Zellen

Um zu Uberprifen, ob durch eine Niederregulierung der putativen
Tumorsuppressorgene SASH1 bzw. PLAGL1 eine vermehrte Anzahl an Zellen
proliferieren, sollten zunachst XTT-Assays mit stabil transduzierten HME-OT1- und
HME-OT4-Zellen Uber einen Zeitraum von vier Tagen unter Verwendung von
verschiedenen Zellpassagen (n = 3) durchgefuhrt werden. Der XTT-Assay basiert auf
der Spaltung eines gelben Thiazoliumsalzes zu orangenem Formazan durch lebende
Zellen. Die Menge des gebildeten Formazans wird Uber die Absorptionsdifferenz bei
492 nm (Absorptionsmaximum von Formazan) und 690 nm (Hintergrundfluoreszenz)
ermittelt. Da angenommen wird, dass eine vermehrte Formazanbildung auf eine
erhohte Zellanzahl zurlckzufuhren ist, wird die Zellanzahl indirekt bestimmt. Bei
Durchfuhrung des XTT-Assays Uber mehrere Tage hinweg lasst sich somit das
Wachstum von Zellen bestimmen.

Zunachst musste die optimale auszusaende Zellzahl ermittelt werden. Dazu wurden
500, 1000 und 2000 Zellen der zu testenden Zellen ausgesat und die
Absorptionsdifferenz Uber vier Tage ermittelt. Am vierten Tag wurde die Konfluenz
der Zellen mikroskopisch beurteilt. Uber 50 % der getesteten Zelllinien, von denen zu
Beginn 2000 Zellen ausgesat wurden, waren nach vier Tagen zu 100 % konfluent.
Die Aussaat von 2000 Zellen zu Beginn des Versuches ist somit zu viel, da u. U. die
Zellteilungsrate am vierten Tag in diesen Zelllinien durch Kontaktinhibition vermindert
wird. Letzteres zeigte sich auch in den erhaltenen Wachstumskurven einiger
Zelllinien, da bei Aussaat von 2000 Zellen die Wachstumskurven ab Tag 3 wieder
abflachten (Abb. 19). Die Aussaat von 500 Zellen zu Beginn des Versuches ist bei
den verwendeten Zelllinien ebenfalls ungeeignet, da ein Anstieg in den

Wachstumskurven erst ab Tag 3 zu beobachten ist (Abb. 19). Lediglich bei Aussaat
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von 1000 Zellen ist ein eindeutiges und kontinuierliches exponentielles Wachstum in
dem beobachteten Zeitraum nachzuweisen. Folglich wurden fur alle folgenden

Versuche 1000 Zellen zu Beginn des jeweiligen Versuches ausgesat.
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Abb. 19: Bestimmung der auszusaenden Zellzahl zu Beginn des XTT-Assays

Aufgetragen ist die Absorptionsdifferenz zwischen 492 nm und 690 nm (mittels eines ELISA-
Messgerats vier Stunden nach Zugabe des XTT-Reagenz gemessen) gegen die Zeit. Zum Vergleich
der optimalen auszusaenden Zellzahl sind die erhaltenen Wachstumskurven nach Aussaat von 500,
1000 bzw. 2000 einer exemplarischen Zelllinie dargestellit.

Die Umsetzungsgeschwindigkeit des eingesetzten Thiazoliumsalzes in Formazan ist
abhangig von dem verwendeten Zelltyp, so dass zudem der optimale Messzeitpunkt
nach Zugabe des XTT-Reagenz auf die Zellen bestimmt werden musste. Es wurde
die Absorptionsdifferenz je eine, zwei, drei oder vier Stunden nach Zugabe des XTT-

Reagenz mittels eines ELISA-Messgerates ermittelt.

Ausschlaggebend flur die Bestimmung des optimalen Messzeitpunktes ist dabei der
Erhalt einer exponentiellen Wachstumskurve sowie die Hohe der Absorptionswerte.
Letzteres ist wichtig, damit etwaige Unterschiede zwischen unterschiedlichen
Zelllinien deutlicher herausgearbeitet werden konnen. Durch Anwendung dieser
beiden Kriterien wurde der 4-Stunden-Messpunkt als optimaler Zeitpunkt ermittelt

und flr alle weiteren Versuche verwendet (Abb. 20).
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Abb. 20: Bestimmung des optimalen Messpunktes beim XTT-Assay

Zur Darstellung der Wachstumskurve des verwendeten Zellklons (Aussaat 1000 Zellen) ist die
Absorptionsdifferenz zwischen 492 nm und 690 nm gegen die Zeit aufgetragen. Die Absorptionswerte
wurden jeweils 1 h, 2 h, 3 h oder 4 h nach Zugabe des XTT-Reagenz mit Hilfe eines ELISA-
Messgerates ermittelt.

Nach der Etablierung des XTT-Assays wurde das Wachstumsverhalten der stabil
transduzierten Zellklone mit den entsprechenden Kontrollen (nicht transduziert bzw.
transduziert mit non-silencing Vektor) verglichen. Zellklone, welche mit den
shRNAmirs shSASH-A, shSASH-C oder shPLAGL-B transduziert wurden, wiesen im
Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen eine verstarkte Formazanbildung auf. Je nach
verwendetem Zellklon waren die Wachstumseigenschaften nach Transduktion mit
ShRNAmir shSASH-B bzw. shPLAGL-A unterschiedlich (Abb. 21).
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Abb. 21: Wachstumskurven der stabil transduzierten Zellklone HME-OT1 und HME-OT4
Aufgetragen ist jeweils die gemessene Absorptionsdifferenz A492-A690 gegen die Zeit (n = 3). Die
Auswirkung der SASH1-Niederregulierung durch den lentiviralen Knockdown auf das Wachstum
wurde in HME-OT1- (A) bzw. HME-OT4-Zellen (B) Uberpriuft. Der Effekt einer PLAGL1-
Niederregulierung durch den lentiviralen Knockdown wurde ebenfalls in HME-OT1 (C) bzw. HME-
OT4-Zellen (D) untersucht. Um die Auswirkung der jeweiligen Niederregulierung einschatzen zu
konnen, wurden auch nicht transduzierte Zellen (rote Kurven) sowie HME-OT1 bzw. HME-OT4-Zellen
untersucht, welche mit non-silencing shRNAmir transduziert worden waren (orange Kurven). Werte in
Klammern geben die verbleibende SASH1- bzw. PLAGL1-Expression im Vergleich zur jeweiligen non-
silencing Kontrolle an.

Nimmt man ein exponentielles Wachstum der Zelllinien an, kann man mit Hilfe der
Software ,GraphPad Prism“ die Verdopplungszeiten t, flr die einzelnen Zellklone
berechnen (Abb. 22). Auf diese Weise kann man auf das Wachstum der jeweiligen
untersuchten Zellen schlieRen. Bei Normalisierung der jeweiligen t, der Knockdown-
Klone auf die t, der non-silencing Kontrolle von HME-OT1 zeigte sich eine
Verkurzung der Verdopplungszeiten um 7-8 % nach Transduktion mit SASH-A-
shRNAmir (p = 0,29) und SASH-C-shRNAmir (p = 0,05) (Abb. 22A). Dies bedeutet,

dass diese Zellen ein verstarktes Wachstum im Vergleich zu der verwendeten
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Kontrolle zeigen. Im Gegensatz dazu bewirkte die Transduktion von HME-OT1-
Zellen mit SASH-B-shRNAmir eine Erhohung der Verdopplungszeit um 16 %. Im
Vergleich zu der non-silencing Kontrolle war die Verdopplungszeit nach Transduktion
von HME-OT4 mit shSASH-A um 9% (p = 0,077), mit shSASH-B um 12 %
(p = 0,0002) und mit shSASH-C um 18 % (p = 0,001) vermindert (Abb. 22B).

Die Transduktion mit shRNAmir, welche gegen PLAGL1 gerichtet war, bewirkte in
HME-OT1 eine Verminderung der Verdopplungszeit um 17 % nach Transduktion mit
shPLAGL-A (p = 0,006) und 15 % nach Transduktion mit shPLAGL-B (p = 0,03) im
Vergleich zu Zellen, welche mit NS-shRNAmir transduziert wurden. In HME-OT4
dagegen wurde nur eine Erhohung um 8 % (shPLAGL-A) bzw. leichte Verminderung
um 1 % (shPLAGL-B) gemessen.
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Abb. 22: Vergleich des Wachstums von HME-OT1- und HME-OT4-Zellen nach Transduktion mit
shRNAmir gegen SASH1 bzw. PLAGL1

Dargestellt ist der Mittelwert der Veranderung des Wachstums in Prozent von vier biologischen
Replikaten nach lentiviraler Transduktion von HME-OT1 (A) bzw. HME-OT4 (B) sowie die jeweiligen
Standardabweichungen. Die verwendeten shRNAmir binden spezifisch SASH1 (shSASH-A, shSASH-
B bzw. shSASH-C) bzw. PLAGL1 (shPLAGL-A bzw. shPLAGL-B). Als Kontrollen dienen Zellen,
welche nicht (&) oder mit non-silencing-(NS)-shRNAmir transduziert wurden. Werte in Klammern
zeigen die jeweilige verbleibende SASH1- bzw. PLAGL1-Expression im Vergleich zur non-silencing
Kontrolle. Zur Berechnung des Wachstums wurde mit Hilfe von ,Graphpad Prism“ die
Verdopplungszeit der jeweiligen Zellinie aus den im XTT-Versuch gemessenen
Absorptionsdifferenzen (Abb. 21) berechnet und auf Zellen normalisiert, welche mit NS-shRNAmir
transduziert wurden. Sternchen markieren die gemessenen Unterschiede (* p < 0,05; ** p < 0,01;
*** p < 0,001; zweiseitiger unabhangiger, Student-t-Test).

Beim XTT-Assay wird angenommen, dass dieser Versuch die Zellzahl indirekt
bestimmt. Allerdings konnte eine vermehrte Formazanbildung auch aufgrund einer
verstarkten metabolischen Aktivitat der jeweiligen Klone begrindet sein. Daher

musste der vermutete Proliferationsunterschied noch bestéatigt werden. Eine
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Maglichkeit daflr ist die Zellzyklusanalyse durch eine Propidiumiodidfarbung fixierter
Zellen und einer anschliellienden Messung am Durchflusszytometer. Propidiumiodid
(PI) interkaliert zufallig und dosisabhangig in DNA, so dass durch eine Messung der
Propidiumiodidfluoreszenzintensitat im Durchflusszytometer der Anteil an Zellen in
G1-, S- und G2/M-Phase bestimmt werden kann. Durch die Bestimmung des Anteils
der Zellen in der S-Phase kann der Anteil an proliferierenden Zellen bestimmt

werden.

Bei der Zellzyklusanalyse ist es von entscheidender Bedeutung, dass sich die Zellen
zum Zeitpunkt der Zellfixierung in der exponentiellen Wachstumsphase befinden.
Ublicherweise werden die zu analysierenden Zellen am Vortag der Zellfixierung
ausgesat. Allerdings haben die im Zuge dieser Arbeit generierten Zellklone eine
langere Adaptationsphase als andere Zelllinien. Dies bedeutet, dass die Zellen einen
Tag nach Aussaat der Zellen nicht proliferieren, so dass sich das erhaltene
Propidiumiodid-Profil aus den Profilen von Zellen in G1- bzw. G2/M-Phase
zusammensetzt (Abb. 23A). Somit wurden die Zellen zwei Tage vor der Zellfixierung
ausgesat. Dabei war zu beachten, dass die Zellen am Tag der Fixierung eine
Konfluenz von etwa 50-80 % aufwiesen (Abb. 23C), da bei einer zu niedrigen oder zu

hohen Konfluenz der Anteil an proliferierenden Zellen zu gering war (Abb. 23B).
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Tatsachlich zeigte sich, dass das verstarkte Wachstum der mit SASH1- bzw.
PLAGL1-shRNAmir transduzierten Zellklone auf eine vermehrte Proliferation
zuruckzufuhren war. Eine Niederregulierung von SASH1 als auch PLAGL1 durch die
einzelnen shRNAmir-Sequenzen fihrte bei allen HME-OT1-Zellklonen zu einer
Erhéhung der Proliferation im Vergleich zur non-silencing Kontrolle um mindestens
20 % (shSASH-A: p = 0,04; shSASH-B: p = 0,001; shSASH-C: p = 0,001; shPLAGL-
A: p = 0,0002; shPLAGL-B: p = 0,006; Abb. 24).
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Abb. 24: Veranderung des Anteil an proliferierenden HME-OT1-Zellen nach lentiviraler
Transduktion

Abgebildet ist der Mittelwert (n = 3) des Anteil an proliferierenden HME-OT 1-Zellen, welche nicht (&),
mit sShRNAmir shSASH-A, shSASH-B, shSASH-C, shPLAGL-A, shPLAGL-B oder mit non-silencing
(NS) shRNAmir transduziert wurden nach Normalisierung auf HME-OT1-shNS-Zellen. Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung der Replikate. Werte in Klammern zeigen die jeweilige
verbleibende SASH1- bzw. PLAGL1-Expression im Vergleich zur non-silencing Kontrolle. Die
Ermittelung des Anteils an proliferierenden Zellen erfolgte durch durchflusszytometrische Bestimmung
der Zellen in S-Phase nach Propidiumiodidfarbung. Die Unterschiede sind durch Sternchen markiert
(* p<0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; ermittelt durch unabhangigen, zweiseitigen Student-t-Test).

Zellen, in denen SASH1 bzw. PLAGL1 niederreguliert ist, proliferieren offensichtlich
vermehrt. Auch in HME-OT4 befanden sich je nach Verwendung von shRNAmir
shSASH-A bzw. shSASH-C mehr Zellen in der S-Phase als in der non-silencing-
Kontrolle (Abb. 25). Die Zellzyklusanalyse der PLAGL1-shRNAmir Klone bestatigte
ebenfalls die XTT-Versuche der transduzierten HME-OT4-Zellen. Wahrend bei
Verwendung von shRNAmir shPLAGL-A Ubereinstimmend mit den XTT-Ergebnissen

4 % weniger Zellen als die Kontrollzellen in der S-Phase befanden, befanden sich bei
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Niederregulierung von PLAGL1 mit shRNAmir shPLAGL-B 9 % mehr Zellen in der S-
Phase. Der Unterschied im Anteil an proliferierenden HME-OT4-Zellen nach
Transduktion mit shSASH-C (p = 0,0004) bzw. shPLAGL-B (p = 0,04) war besonders
deutlich.
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Abb. 25: Veradnderung des Anteils an proliferierenden HME-OT4-Zellen nach lentiviraler
Transduktion

Abgebildet ist der Mittelwert (n = 3) des Anteil an proliferierenden HME-OT4-Zellen, welche nicht (J),
mit sShRNAmir shSASH-A, shSASH-B, shSASH-C, shPLAGL-A, shPLAGL-B oder mit non-silencing
(NS)-shRNAmir transduziert wurden nach Normalisierung auf den Anteil an proliferierenden HME-
OT4-shNS-Zellen. Werte in Klammern zeigen die jeweilige verbleibende SASH1- bzw. PLAGL1-
Expression im Vergleich zur non-silencing Kontrolle. Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung der Replikate. Die Bestimmung des Anteils an proliferierenden Zellen erfolgte
durch durchflusszytometrische Ermittelung der Zellen in S-Phase nach Propidiumiodidfarbung. Die
Unterschiede wurden durch einen unabhangigen, zweiseitigen Student t-Test Uberprift und markiert
(* p<0,05; *** p <0,001).

Um den Effekt der Niederregulierung von SASH1 bzw. PLAGL1 auf die Proliferation
zu validieren, wurde des Weiteren das Wachstum von Zellen mit und ohne
SASH1/PLAGL1-Translokation im XTT-Assay verglichen. Vergleicht man die
Absorptionsdifferenzen der Zelllinien ohne SASH1/PLAGL1-Translokation mit denen
mit SASH1/PLAGL1-Translokation, welche mindestens eine 70-prozentige
Niederregulierung von SASH1 aufweisen (Abb. 26), ist ab dem Tag 4 der
Unterschied im Wachstumsverhalten besonders deutlich (unabhangiger, ungepaarter
Student t-Test: p = 0,03). Der Zellkklon HME-MTS (lediglich 60 % SASH1-
Niederregulierung im Vergleich zu HME-OT-Klonen) weist dagegen keinen

verstarkten XTT-Umsatz im Vergleich zu den HME-OT-Zellklonen auf.
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Abb. 26: Wachstumskurven von Zellen ohne SASH1/PLAGL1-Translokation (rot) bzw. mit
SASH1/PLAGL1-Translokation (blau bzw. gelb)

Aufgetragen ist der Mittelwert (n = 2) der Absorptionsdifferenz zwischen 492 nm und 690 nm (mittels
eines ELISA-Messgerats vier Stunden nach Zugabe des XTT-Reagenz gemessen) gegen die Zeit
nach Aussaat von 1000 Zellen zu Beginn des Versuches. Zellklone mit SASH1/PLAGL1-Translokation
wiesen hochstens eine 27-prozentige Expression des Gens SASH1 (HME-MT 1-4, blaue Kurven) bzw.
eine 41-prozentige SASH1-Expression (HME-MT5; gelbe Kurve) und eine 74-prozentige PLAGL1-
Expression auf mRNA-Ebene im Vergleich zu Zellklonen ohne einer SASH1/PLAGL1-Translokation
(HME-OT1-4; rote Kurven) auf.

Zur Validierung dieser XTT-Ergebnisse wurde ebenfalls die Pl-basierte
Zellzyklusanalyse durchgefuhrt. Es wurden Zellklone mit SASH1/PLAGLI1-
Translokation untersucht, welche die starkste XTT-Umsetzung im XTT-Assay zeigten
(HME-MT1 und HME-MT2; Abb. 26), sowie die Parentalzelllinie hHME-tert. Diese
Proben wurden mit dem Zellklon ohne SASH1/PLAGL1-Translokation mit der
niedrigsten Formazanbildung (HME-OT1; Abb. 26) verglichen und die prozentuale
Veranderung des Anteils an proliferierenden Zellen berechnet. Es wurden also jene
Zellklone zur Validierung ausgewahlt, welche im XTT-Versuch den grofiten
Unterschied zeigten. Dabei zeigte sich, dass der mittlere Anteil an proliferierenden
Zellen in HME-MT1 um 21 % (p < 0,0001), in HME-MT2 um 24 % (p = 0,02) und in
der Parentalzelllinie hHME-tert um 24 % (p = 0,04) im Vergleich zu den HME-OT1-
Zellen erhdht war (Abb. 27).
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Abb. 27: Erhohter Anteil an proliferierenden Zellen in Zellklonen mit SASH1/PLAGL1-
Translokation im Vergleich zu Zellen ohne SASH1/PLAGL1-Translokation (HME-OT1)

Dargestellt ist die prozentuale Erhéhung an proliferierenden Zellen der Zellklone mit SASH1/PLAGL1-
Translokation (HME-MT1 bzw. HME-MT2) und der Parentalzelllinie hHME-tert nach Normalisierung
auf den Anteil an proliferierenden HME-OT1-Zellen (n = 3) sowie die jeweilige Standardabweichung.
Werte in Klammern geben die verbleibende SASH1- bzw. PLAGL1-Expression im Vergleich zu Zellen
ohne SASHI1/PLAGL1-Translokation an. Der Anteil an proliferierenden Zellen wurde
durchflusszytometrisch anhand der S-Phase mittels Pl-basierter Zellzyklusanalyse bestimmt. Die
Unterschiede wurden markiert (zweiseitiger, unabhangiger Student-t-Test; * p < 0,05; **** p < 0,0001)

Somit reprasentieren die durch den XTT-Assay generierten Kurven tatsachlich ein
verstarktes Wachstum von HME-MT-Zellen aufgrund einer erhdhten Anzahl an
proliferierenden Zellen. Ein zusatzlicher wachstumsférdernder Effekt durch
verminderte Apoptose konnte nicht gemessen werden, da einerseits keine Zellen mit
niedrigerem DNA-Gehalt als G1-Zellen (sogenannter ,Sub-G1 Gipfel®) in der
Zellzyklusanalyse detektiert werden konnte und andererseits sich auch durch eine

DAPI-Farbung unfixierter Zellen keine apoptotischen Zellen nachweisen lieen.

Die zellulare Lokalisation von SASH1 in Mammakarzinomzelllinien
ist abhangig vom Zellzyklus

Die XTT- und Zellzyklusanalysen der Zellklone mit und ohne SASH1/PLAGLI1-
Translokation sowie der stabil transduzierten Zellklone zeigten eindeutig einen
Zusammenhang zwischen einer Niederregulierung von SASH1 bzw. PLAGL1 und

einer Induktion der Proliferation. Da kein spezifischer Antikdrper zur Detektion der
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PLAGL1-Expression zur Verfiigung stand, konnte lediglich am Beispiel von SASH1
uberpruft werden, ob die Lokalisation des SASH1-Proteins abhangig vom
Proliferationstatus einer Zelle ist. Zu diesem Zweck wurde die Detektion des SASH1-
Proteins durch Immunfluoreszenzfarbung von Zytospins von Mammakarzinom-
zelllinien etabliert. Die Spezifitdit des eingesetzten Primarantikdrpers fir die
Immunfluoreszenzfarbung wurde durch Isotypkontroll-Antikorper bestimmt (Abb.
28A). Die Visualisierung erfolgte durch einen Cy3-gekoppelten Sekundarantikorper,
dessen Spezifitat ebenfalls bestatigt werden konnte (Abb. 28B).

Hellfeld Kern (DAPI SASH1 (Cy3 Uberlagerung
A - -
| - -
| - -

Abb. 28: Etablierung der SASH1-Immunfluoreszenzfarbung

Zur Uberpriifung der Spezifitat der SASH1-Farbung wurde entweder anstatt eines Primarantikdrpers
gegen SASH1 eine IgG-Isotypkontrolle eingesetzt (A) oder lediglich der Cy3-markierte
Sekundarantikérper (B) verwendet. Aufgrund der fehlenden Cy3-Signale in diesen Kontrollfarbungen
kann ausgeschlossen werden, dass die SASH1-Farbung (C) durch unspezifische Primar- oder
Sekundarantikdrperreaktionen zustande kommt.

Nach Etablierung der Immunfluoreszenzfarbung wurde die SASH1-Expression in den
Mammakarzinomzelllinien CAMA, T-47D, MCF7 und SK-BR-3 untersucht. Es fiel auf,
dass das SASH1-Protein oft ausschlieBlich im Kern detektiert wurde (Abb. 29).
Zudem wurde eine sich teilende T-47D-Zelle detektiert, in der SASH1 lediglich im
Zytoplasma lokalisiert war (Abb. 29). Um zu Uberprifen, ob die SASH1-Lokalisation
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abhangig vom Zellzyklus ist, wurden SK-BR-3 Zellen verglichen, welche sich im
Anteil der proliferierenden Zellen unterschieden. Zu diesem Zweck wurde ein
Zellzyklusarrest induziert, indem SK-BR-3-Zellen fur zwei Tage in Medium ohne
fotalem Kalberserum (FKS) kultiviert wurden. Von der Halfte der Zellen wurden
Zytospins angefertigt und die restlichen Zellen durch einen Transfer in Vollimedium
(mit 10 % FKS) zur Proliferation angeregt. Nach 24 h wurden von diesen Zellen
ebenfalls Zytospins angefertigt. Um zu dberprifen, ob sich der Anteil der
proliferierenden Zellen je nach Vorhandensein oder Abwesenheit des Serums
tatsachlich unterschied, wurde eine Immunfluoreszenzfarbung gegen den
Proliferationsmarker Ki67 durchgefihrt. Nur 38 % der Zellen, denen fir zwei Tage
das Serum im Medium entzogen wurden, waren Ki67-positiv. Dagegen waren 63 %
der Zellen, welche nach zwei Tagen in serumhaltiges Medium Uberfihrt wurden,
Ki67-positiv. Somit unterschieden sich die beiden Kulturen in der Anzahl der
proliferierenden Zellen stark (p < 0,0001). Fur die beiden Zellpopulationen, welche
sich in der Anzahl der proliferierenden Zellen unterschieden, wurde als nachstes die
Anzahl der Zellen mit strikt nukledrer SASH1-Lokalisation ermittelt. Wahrend nur
47 % der SK-BR-3-Zellen, welche ohne Serum kultiviert worden waren, eine

ausschlieRlich nukleare SASH1-Lokalisation aufwiesen, wiesen 69 % der vermehrt

proliferierenden Zellkultur eine strikt nukleare Lokalisation auf (p = 0,0008).

Abb. 29: Lokalisation von SASH1 in Mammakarzinomzelllinien

Dargestellt ist jeweils die Uberlagerung von Hellfeld, Kern- (DAPI; blau) und SASH1-Farbung (Cy3;
orange) der Mammakarzinomzellen CAMA, MCF7 und T-47D. WeilRe Pfeile markieren Zellen, in
denen SASH1 ausschlie3lich im Kern lokalisiert ist. Der rote Pfeil markiert eine T-47D-Zelle, welche
sich gerade teilt.
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Zellen mit einer verminderten Expression von SASH1 bzw. PLAGL1
stimulieren parakrin die Proliferation in Zellen ohne
Niederregulierung von SASH1/PLAGL1

Ein erster Hinweis auf eine parakrine Wechselwirkung zwischen Zellen mit und ohne
SASH1/PLAGL1-Translokation wurde durch die Klonierungsexperimente erhalten.
Wie zuvor erwahnt, weisen in der Parentalzelllinie hHME-tert nur ca. 40 % der Zellen
eine SASH1/PLAGL1-Translokation auf. Folglich ware zu erwarten gewesen, dass
nach dem Klonierungsexperiment 40 % der generierten Zellklone eine
SASH1/PLAGL1-Translokation aufweisen wurden. Stattdessen enthielten aber 30
der 37 neu generierten Zellklone (81 %) eine SASH1/PLAGL1-Translokation. Dieser
Unterschied (p = 0,003) lie® vermuten, dass Zellklone mit SASH1/PLAGLI1-
Translokation die Proliferation von Zellen ohne diese Translokation foérdern. Aufgrund
der grollen Divergenz zwischen der Anzahl der Zellen mit SASH1/PLAGL1-
Translokation in der Parentalzelllinie und der Anzahl an generieten HME-MT-
Klonen, stellte sich die Frage, ob Zellen mit SASH1/PLAGL1-Translokation unter
Umstanden einen Wachstumsfaktor sezernieren, welche Zellen ohne diese
Translokation fur ihr Wachstum bendtigen. Um dies zu uberprufen, wurde das
Proliferationsverhalten von HME-OT1 Zellen nach Kultivierung in konditioniertem
Medium bestimmt. HME-OT1 wurde fur dieses Experiment verwendet, da dieser
Zellklon das langsamste Wachstum im XTT-Assay zeigte (Abb. 26) und somit
etwaige Unterschiede besser ersichtlich sind. Fur die Konditionierung des Mediums
wurden Zellen mit SASH1/PLAGL1-Translokation, welche laut XTT-Assay das
starkste Wachstum zeigen (HME-MT1, HME-MT2) sowie die Parentalzelllinie jeweils
fur drei Tage kultiviert. Der Anteil der proliferierenden Zellen wurde durch eine PI-
basierte Zellzyklusanalyse bestimmt. Zur Berechnung des differentiellen Anteils an
proliferierenden Zellen wurde auf den Anteil der proliferierenden Zellen, welche mit
konditioniertem Medium der zu testenden Zellen (HME-OT1) kultiviert wurden,
normalisiert. Diese Zellzyklusanalysen ergaben, dass durch die Kultivierung von
HME-OT1-Zellen in konditioniertem Medium (KM) von HME-MT2 Zellen ca. 19 %
mehr Zellen proliferierten (Spannweite der erhdhten Anzahl an proliferierenden
Zellen: 17-36 %, p = 0,057) (Abb. 30). Nach Kultivierung von HME-OT1-Zellen in KM
von HME-MT1 Zellen teilten sich ca. 54 % mehr Zellen (Spannweite der erhdhten

Anzahl an proliferierenden Zellen: 23-86 %; p = 0,096) (Abb. 30).
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Abb. 30: Erhohte Proliferation von HME-OT1-Zellen nach Kultivierung in konditioniertem
Medium (KM) von Zellen mit SASH1/PLAGL1-Translokation

Aufgetragen ist die mittlere Veranderung des Zellanteils von HME-OT1-Zellen, welche sich in S-Phase
befinden, welche mit konditioniertem Medium (KM) von der Parentalzelllinie hHME-tert oder von zwei
Zellklonen mit der SASH1/PLAGL1-Translokation kultiviert wurden (n = 3) sowie die jeweilige
Standardabweichung. Die HME-MT-Klone besitzen jeweils verminderte SASH1- (8 % bzw. 11 %) bzw.
PLAGL1 - Expression (74 % und 31 %) bezogen auf Zellklone ohne SASH1/PLAGL1-Translokation.
Zur Berechnung der Veranderung des Anteils an Zellen in S-Phase wurde auf HME-OT1-Zellen
normalisiert, welche mit konditioniertem Medium von HME-OT1-Zellen kultiviert wurden.

Auch wenn Zellen mit SASH1/PLAGL1-Translokation im Vergleich zu Zellen ohne
diese Translokation eine Niederregulierung von SASH1 bzw. PLAGL1 aufweisen,
kann nicht ausgeschlossen werden, dass die beobachteten parakrinen Effekte durch
andere Gene als SASH1 bzw. PLAGL1 verursacht werden. Daher wurde ebenfalls
der Einfluss des konditionierten Mediums der einzelnen stabil transduzierten Zellen
auf HME-OT1-Zellen mittels Pl-basierter Zellzyklusanalyse bestimmt. Es wurde eine
geringfligige Erhéhung des Anteils an proliferierenden Zellen nach Kultivierung der
HME-OT1-Zellen mit konditioniertem Medium von HME-OT1-shSASH-C-, HME-OT1-
shPLAGL-A- und HME-OT1-shPLAGL-B-Zellen gemessen (Abb. 31).
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Abb. 31: Einfluss des konditionierten Mediums der einzelnen Knockdown-Zellen auf die
Proliferation von HME-OT1-Zellen

Abgebildet ist der Mittelwert (n = 3) des Anteil an proliferierenden HME-OT1-Zellen, welche mit dem
konditionierten Medium (KM) von HME-OT1-Zellen kultiviert wurden, die mit shNS, shSASH-A,
shSASH-B, shSASH-C, shPLAGL-A oder shPLAGL-B transduziert wurden nach Normalisierung auf
HME-OT1, die mit KM von HME-OT1-shNS-Zellen kultiviert wurden. Werte in Klammern geben die
verbleibende SASH1- bzw. PLAGL1- Expression im Vergleich zur non-silencing Kontrolle an.
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung der Replikate. Die Ermittelung des Anteils an
proliferierenden Zellen erfolgte durch durchflusszytometrische Bestimmung der Zellen in S-Phase
durch eine Zellzyklusanalyse nach Propidiumiodidfarbung.

SASH1 bzw. PLAGL1 beeinflussen nur geringfligig das Migrations-
bzw. Invasionsverhalten von Mammazellen

Die Deletion von SASH1/PLAGL1 wurde ursprunglich in DTCs detektiert. Fur eine
erfolgreiche Disseminierung mussen DTCs die Fahigkeit zur Migration und Invasion
besitzen. Somit sollte zunachst der Einfluss der lentiviralen Niederregulierung von
SASH1/PLAGL1 auf das Transmigrationsverhalten der transduzierten Zellen
untersucht werden. Zu diesem Zweck wurde die Analyse der Transmigration im Real
Time Cell Analyzer (RTCA) mit Hilfe des xCELLigence-Systems von Roche etabliert.
Zentraler Bestandteil dieses Systems sind Goldelektroden, die als Sensoren im
Boden von Mikroplatten-Kavitaten eingelassen sind und an die eine

Wechselspannung angelegt ist. Erst nach erfolgter Transmigration berthren die zu
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untersuchenden Zellen die Goldoberflache, was zu einem Impedanzanstieg flhrt.
Diese Anderung der Impedanz als MaR fur die Zelldichte wird als sogenannter
Zellindex angezeigt. In den durchgefuhrten Versuchen wurde der sogenannte Delta
Zellindex berechnet, d. h. nach dem Einsetzen der RTCA-Platten in das Gerat

wurden die Zellindex-Kurven auf den Wert 1 normalisiert.

Um einen mdglichen Effekt im Transmigrationsverhalten der stabil transduzierten
Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen mit dem RTCA-System messen zu kdnnen,
musste zunachst die Transmigration der Kontrollzellen induziert werden. Zu diesem
Zweck wurde zunachst der Effekt verschiedener Chemoattraktanden miteinander
verglichen (Abb. 32). Als Chemoattraktanden sollten folgende Medien ausprobiert
werden: Vollmedium (DMEM/F12 + 10 % FKS, 10 pg/mL Insulin, 0,5 pg/mL
Hydrocortison und 2 ng/mL EGF), Vollmedium + 5 ng/mL bFGF, Volimedium + 10
ng/mL bFGF und fibroblastenkonditioniertes Medium (FKM). Um im Falle einer
Transmigrationsinduktion durch Vollmedium als Chemoattraktans den Einfluss der im
Vollmedium enthaltenen Komponenten beurteilen zu konnen, wurde zusatzlich
DMEM/F12, welches lediglich mit EGF, Hydrocortison bzw. 10 % fotalem

Kalberserum supplementiert war, als Chemoattraktans eingesetzt.

Nur bei Verwendung von FKM war eine deutliche Transmigration der Zellen zu
detektieren, was sich in dem schnellen Anstieg des Delta Zellindex zu Beginn des
Versuchs und des deutlich erhohten Delta Zellindexes im Vergleich zur
Hintergrundimpedanz (Einsatz nur von DMEM/F12) widerspiegelt (Abb. 32). Somit

wurde fur alle weiteren Versuche FKM als Chemoattraktans eingesetzt.

Als nachstes wurde die optimale Zellzahl pro Kavitat bestimmt. Dazu wurden je
15 000, 20 000 und 30 000 Zellen von zwei Zellklonen pro Kavitat in Duplikaten
ausgesat. Der Einsatz von 30 000 Zellen lieferte dabei das beste Ergebnis, so dass
fur alle folgenden Migrationsversuche 30 000 Zellen pro Kavitat ausgesat wurde
(Abb. 33).
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Abb. 32: Bestimmung des optimalen Chemoattraktans zur Untersuchung des
Transmigrationsverhaltens von hHME-tert-Zellen

Aufgetragen ist der Delta Zellindex gegeniber der Zeit nach Durchfiihrung eines
Transmigrationsexperiments innerhalb des xCELLigence-Systems (Roche, Mannheim). Getestet
wurde der Einfluss von Fibroblasten konditioniertem Medium (FKM), Vollmedium (VM) und
Vollmedium mit bFGF nach Ausaat von 15 000 Zellen. Um den Einfluss der einzelnen im Vollmedium
enthaltenen Wachstumsfaktoren auf die Migration beurteilen zu kénnen, wurde des Weiteren
DMEM/F12 mit 0,5 pg/mL Hydrocortison (HC), 10 % fétalem Kalberserum (FKS) oder 2 ng/mL EGF
als potenzielle Chemoattraktanden eingesetzt.
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Abb. 33: Bestimmung der optimalen auszusédenden Zellzahl zur Untersuchung des
Transmigrationsverhaltens von hHME-tert-Zellen

Aufgetragen ist der Delta Zellindex gegeniber der Zeit nach Durchfiihrung eines
Transmigrationsexperiments innerhalb des RTCA-Systems. Getestet wurden unterschiedliche
Zellzahlen (15 000, 20 000 bzw. 30 000) von Kontrolizellen (NS) und Zellen, in denen mit Hilfe der
SASH-A-shRNAmir SASH1 niederreguliert worden war (SA), jeweils in Duplikaten. Zur Beurteilung der
Hintergrundimpedanz diente das Fehlen von ausgesaten Zellen.
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Da nicht unterschieden werden kann, ob ein gemessener Impedanzanstieg innerhalb
eines Migrationsexperiments durch Zellteilung bereits migrierter Zellen zustande
kommt oder durch die zunehmende Anzahl an Zellen, welche bereits transmigriert
sind, wurde zum besseren Verstandnis der Zellindexkurven ein Proliferationsversuch
innerhalb des RTCA-Systems durchgefuihrt (Abb. 34). Da der durch Proliferation
bedingte Impedanzanstieg frUhestens nach funf Stunden meist aber erst spater
einsetzt, muss der in den ersten vier Stunden gemessene Zellindexanstieg in den

Migrationsversuchen lediglich durch Migration hervorgerufen werden.
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Abb. 34: Bestimmung des proliferationsbedingten Anstiegs des Delta Zellindexes

Aufgetragen ist der Delta Zellindex gegenuber der Zeit nach Durchfihrung eines
Proliferationsexperiments innerhalb des RTCA-Systems. Getestet wurden die in dieser Arbeit zu
charakterisierenden Zellen hHME-OT1 (OT1), welche mit den shRNAmirs shSASH-A (SA), shSASH-B
(SB), shSASH-C (SC), shPLAGL-A (PA), shPLAGL-B (PB) oder non-silencing (NS)-shRNA stabil
transduziert wurden. Der schwarze Pfeil markiert die friihesten Anstiege des Delta Zellindexes (OT1-
SA und OT1-SC).

Nach der Etablierung der Transmigrationsversuche wurde das
Transmigrationsverhalten der stabil transduzierten HME-OT1-Klone, in denen
SASH1 bzw. PLAGL1 niederreguliert waren, im Vergleich zur non-silencing-Kontrolle
in sieben biologischen Replikaten untersucht. Es konnte eine im Vergleich zu den
Kontrollzellen erhdhte Transmigration um ca. 10-20 % jener Zellen gemessen
werden, welche mit den Lentiviren shSASH-A, shSASH-C und shPLAGL-A
transduziert worden waren (Abb. 35). Am deutlichsten war dabei der Unterschied im
Migrationsverhalten zu Kontrollzellen nach Transduktion der Zellen mit shPLAGL-A
(p =0,04).
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Abb. 35: Verdnderung des Migrationsverhalten nach lentiviraler Niederregulierung von SASH1
bzw. PLAGL1

Dargestellt ist der Mittelwert des veranderten Transmigrationsverhalten von sieben biologischen
Replikaten verschiedener HME-OT1-Zellklone bezogen auf HME-OT1-Zellen, welche mit einem non-
silencing (NS) Vektor stabil transduziert wurden. Werte in Klammern beziehen sich auf die
verbleibende SASH1- bzw. PLAGL1-Expression im Vergleich zur non-silencing Kontrolle.
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung der Replikate dar. Die Analyse der Transmigration
erfolgte indirekt Uber eine Impedanzmessung durch das xCELLigence System. shSASH-A, shSASH-
B, shSASH-C, shPLAGL-A und shPLAGL-B beziehen sich auf die jeweilig verwendeten Lentiviren zur
stabilen Transduktion von HME-OT1-Zellen, & bezeichnet nicht transduzierte Zellen. Unterschiede
zwischen den Proben und der NS-Kontrolle wurden markiert (unabhangiger, zweiseitiger Student-t-
Test; * p < 0,05; *** p <0,001)

Aufgrund der geringflugig erhdhten Migration nach Niederregulierung von SASH1
bzw. PLAGL1 sollte Uberpruft werden, ob durch die Niederregulierung dieser Gene
auch das Invasionspotenzial der stabil transduzierten Zellen verandert wird. Um dies
zu untersuchen, wurde der xCELLigence Versuch dahingehend verandert, dass vor
Aussaat der jeweiligen Zellen die Kavitaten mit Matrigel beschichtet wurden. Matrigel
ist eine geloste Basalmembranvorbereitung, welche aus Engelbreth-Holm-Swarm-
Maus-Sarkom-Zellen extrahiert wird. Matrigel reprasentiert daher die extrazellulare
Matrix, welche die Tumorzellen in einem Organismus umgibt. Unter den verwendeten
Versuchsbedingungen war die Erhdhung des Invasionsverhaltens im Vergleich zu

den Kontrollzellen nur nach Niederregulierung von PLAGL1 vorhanden (Abb. 36).
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Abb. 36: Untersuchung des Invasionsverhaltens nach lentiviraler Niederregulierung von
SASH1 bzw. PLAGL1

Dargestellt ist der Mittelwert des veranderten Invasionsverhaltens von sechs biologischen Replikaten
verschiedener HME-OT1-Zellklone bezogen auf HME-OT1-Zellen, welche mit einem non-silencing
(NS) Vektor stabil transduziert wurden. Werte in Klammern zeigen die verbleibende SASH1- bzw.
PLAGL1-Expression im Vergleich zu der non-silencing Kontrolle. Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung der Replikate. Die Analyse der Invasion erfolgte indirekt Uber eine
Impedanzmessung durch das xCELLigence System. ShSASH-A, shSASH-B, shSASH-C, shPLAGL-A
und shPLAGL-B beziehen sich auf die jeweilig verwendeten Lentiviren zur stabilen Transduktion von
HME-OT1-Zellen. Die nicht-transduzierte Probe wurde mit & bezeichnet.

Da Zellen mit einer verminderten SASH1- bzw. PLAGL1-Expression nur ein
geringfugig verstarktes Migrations- bzw. Invasionsverhalten im Vergleich zu
Kontrollzellen aufwiesen, ware durch die Durchfiihrung der Transmigrations- und
Invasionsversuche mit den Zellklonen mit und ohne SASH1/PLAGL1-Translokation
kein zusatzlicher Informationsgehalt erlangt worden. Folglich wurden die
Transmigrations- und Invasionsversuche lediglich mit den stabil transduzierten

Zellklonen durchgefuhrt.

Da es Hinweise gab, dass die Migration und Proliferation von Zellen nach SASH1-
Niederregulierung aufgrund von erhdohter EGFR-beglnstigt wird (personliche
Mitteilung der AG Janssen, TU Munchen), sollte des Weiteren Uberpruft werden, ob
ein funktioneller Zusammenhang zwischen einer SASH1-Niederregulierung und einer
EGFR-Expression vorhanden ist. Zu diesem Zweck wurde die EGFR-Expression in
stabil transduzierten HME-OT1-Zellen und Kontrollzellen durchflusszytometrisch
bestimmt. Es konnte kein eindeutiger Zusammenhang zwischen einer SASH1-
Niederregulierung und einer EGFR-Expression gemessen werden. Allerdings war die
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EGFR-Expression nach Transduktion mit shSASH-B in allen drei Replikaten hoher
als in der non-silencing Kontrolle (Abb. 37).
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Abb. 37: Durchflusszytometrische Bestimmung der EGFR-Expression in transduzierten HME-
OT1-Zellen

Dargestellt ist die mittlere Erhdhung bzw. Erniedrigung der EGFR-Expression nach lentiviraler
Niederregulierung von SASH1 mit shSASH-A, shSASH-B oder shSASH-C im Vergleich zu
Kontrollzellen (transduziert mit shNS) in Prozent. Die EGFR-Expression wurde jeweils
durchflusszytometrisch in drei biologischen Replikaten bestimmt. Der Unterschied in der EGFR-
Expression zwischen HME-OT1-Zellen, welche mit shRNAmir gegen SASH1 oder shNS transduziert
wurden, ist markiert (unabhangiger, zweiseitiger Student-t-test nach Normalisierung der EGFR-
Expression auf die non-silencing Kontrolle bestimmt (* p < 0,05).

Interessanterweise wurde die hdchste EGFR-Expression in der Parentalzelllinie
hHME-tert gemessen (Abb. 38).
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Abb. 38: Vergleich der EGFR-Expression in HME-OT1-Zellen

Dargestellt ist die mittlere Erhohung bzw. Erniedrigung der EGFR-Expression in Zellen mit
SASH1/PLAGL1-Translokation (HME-MT1, HME-MT2) und hHME-tert-Zellen im Vergleich zu HME-
OT1-Kontrollzellen (keine SASH1/PLAGL1-Translokation) in Prozent. Werte in Klammern beziehen
sich auf die jeweilige verbleibende SASH1- bzw. PLAGL1-Expression im Vergleich zu Zellen ohne
SASH1/PLAGL1-Translokation. Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung der Replikate.
Die EGFR-Expression wurde jeweils durchflusszytometrisch in drei biologischen Replikaten bestimmt.

Die Niederregulierung von SASH1 und PLAGL1 erhdht die
Anoikisresistenz und das Stammzell- bzw. Progenitorpotenzial von
Mammazellen

Die Metastasenbildung aus disseminierten Tumorzellen hangt von der Fahigkeit ab,
an neuer Stelle ein Organ zu kolonisieren sowie eine unbegrenzte Anzahl an
Tochterzellen zu bilden. Diese Eigenschaften teilen Metastasenvorlauferzellen mit
Krebsstammzellen (Selbsterneuerung und Fahigkeit zur Tumorinitiierung). Da sich
die Metastasenvorlauferzellen unter den DTCs befinden und die Deletion von
SASH1/PLAGL1 ursprunglich in DTCs identifiziert wurde, sollte Gberpruft werden, ob
durch die Niederregulierung von SASH1/PLAGL1 das Stammzell- bzw.

Progenitorpotenzial von Zellen erhdht wird.

Eine haufig verwendete Methode zur Anreicherung von Mammastammzellen bzw.

Progenitorzellen ist die Bildung von sogenannten Mammospharen. Aus diesem
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Grund wurden 30 000 Zellen des jeweils zu untersuchenden Zellklons pro mL
Medium unter Spharenkonditionen ausgesat und die Anzahl der gebildeten Spharen

nach acht Tagen bestimmt.

Zunachst sollte uberpruft werden, ob die lentivirale Niederregulierung von
SASH1/PLAGL1 einen Einfluss auf die Spharenbildung hat. Dazu wurden die stabil
transduzierten HME-OT1-Klone mit SASH1/PLAGL1-Niederregulierung in vier
biologischen Replikaten mit der non-silencing Kontrolle verglichen (Abb. 39). Bei
Verwendung des Vektors shSASH-A (p = 0,009), shSASH-B (p = 0,32) sowie
shPLAGL-B (p = 0,047) war die mittlere Spharenanzahl im Vergleich zur non-

silencing Kontrolle erhoht.
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Abb. 39: Vergleich der Spharenbildung nach stabiler Transduktion von HME-OT1

Dargestellt ist die mittlere Anzahl der gebildeten Spharen von vier biologischen Replikaten acht Tage
nach Aussaat von 30 000 Zellen pro mL Medium. ShNS (non-silencing), shSASH-A, shSASH-B,
shSASH-C, shPLAGL-A und shPLAGL-B bezeichnen die jeweiligen verwendeten Vektoren bei der
stabilen lentiviralen Transduktion von HME-OT1-Zellen. Werte in Klammern zeigen die verbleibende
SASH1- bzw. PLAGLI1-Expression im Vergleich zu der non-silencing Kontrolle. Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung. Der Unterschied zwischen der jeweiligen Zelllinie und der
shNS-Kontrolle wurde mit einem unabhangigen, zweiseitigen Student t-Test ermittelt (* p < 0,05;
**p<0,01).

Trotz der vermehrten Spharenbildung von Zellen, in denen SASH1 bzw. PLAGL1
niederreguliert worden war, im Vergleich zu non-silencing-Kontrollzellen, fiel auf,
dass deutlich weniger Spharen als in der Parentalzelllinie (hHME-tert) gebildet
wurden. Des Weiteren waren die detektierten Spharen auch deutlich kleiner.
Wahrend der Durchmesser von hHME-tert meist grof3er als 100 um war, betrug der

Durchmesser der Spharen aus transduzierten Zellklonen mit Ausnahme von HME-
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OT1-shSASH-A meist nur zwischen 30-50 um (Abb. 40). Innerhalb der
transduzierten Zellklone, waren jene Zellklone, welche mit shSASH-A, shSASH-B,
shPLAGL-A und shPLAGL-B transduziert worden waren, deutlich grof3er als die non-

silencing Kontrolle.

shSASH-A shSASH-B shSASH-C

SASH1 |

PLAGLT |

shNS

Kontrollen

Abb. 40: Sphéarenbildung nach stabiler Transduktion

Dargestellt ist jeweils eine reprasentative Sphare der jeweils untersuchten Zelllinie acht Tage nach
Aussaat der jeweiligen Zellen. Zur Untersuchung der Niederregulierung von SASH1 bzw. PLAGL1 auf
die Spharenbildung wurden jeweils HME-OT1-Zellen mit dem Vektor shSASH-A, shSASH-B,
shSASH-C, shPLAGL-A bzw. shPLAGL-B lentiviral transduziert. Als Kontrollen dienten HME-OT-
Zellen, welche mit einem non-silencing Vektor transduziert wurden (shNS) sowie hHME-tert-Zellen.
Der schwarze Balken entspricht jeweils einer Gré3e von 50 pym.

Beim Vergleich der Zellklone mit und ohne SASH1/PLAGL1-Translokation mit der
Parentalzelllinie hHME-tert war der Unterschied in der GrolRe und Anzahl der
gebildeten Spharen sogar noch deutlicher. Wahrend mit einer einzigen Ausnahme
(sechs Spharen bei HME-OT1 in einem der drei Replikate) keine Spharen in den
untersuchten Zellklonen gebildet wurden, betrug die mittlere Anzahl von drei
biologischen Replikaten der Parentalzelllinie 281 (Abb. 41). Dieser Unterschied ist in
allen drei Zellklonen deutlich (zweiseitiger, unabhangiger Student t-Test p < 0,01).

Somit sollte Uberprift werden, ob durch die Kokultivierung von Zellen ohne
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SASH1/PLAGL1-Translokation und Zellen mit SASH1/PLAGL1-Translokation bzw.
SASH1/PLAGL1-Niederregulierung der hHME-tert-Phanotyp wieder hergestellt
werden kann. Da in der Parentalzelllinie ca. 60 % der Zellen keine SASH1/PLAGL1-
Translokation aufwiesen, wurden 18 000 HME-OT1-Zellen pro mL Medium
(entspricht 60 % von 30 000) mit 12 000 Zellen mit SASH1/PLAGL1-Translokation
(HME-MT1 bzw. HME-MT2) bzw. lentiviraler SASH1/PLAGL1-Niederregulierung pro
mL Medium kokultiviert. In der Kokultur von HME-MT2 und HME-OT1 wurde wie in
der HME-MT2 Einzelkultur keine Spharenbildung detektiert. Im Gegensatz dazu
konnten in allen drei biologischen Replikaten der Kokulturen von HME-MT1 und
HME-OT1 Spharen (Spannweite der Spharenanzahl: 1-6) detektiert werden,
wahrend in der HME-MT1-Einzelkultur keine einzige Sphare gebildet wurde (Abb.
41).
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Abb. 41: Vergleich der Sphéarenbildung zwischen der Parentalzelllinie hHME-tert und Zellklonen
mit und ohne SASH1/PLAGL1-Translokation nach Mono- bzw. Kokultur

Abgebildet ist jeweils die mittlere Anzahl an gebildeten Spharen acht Tage nach Aussaat von 30 000
Zellen pro mL Medium von drei Replikaten sowie die entsprechende Standardabweichung. Die linken
Balken stellen die mittlere Anzahl der Spharen von Monokulturen der Zellkione HME-OT1, HME-MT1,
HME-MT2 bzw. der Parentalzelllinie hHME-tert dar, wahrend die rechten Balken die Kokulturen von je
18 000 HME-OT1-Zellen mit 12 000 der zu untersuchenden Zellen pro mL Medium darstellen. Die
Unterschiede in der Anzahl der gebildeten Sphéaren zu der der jeweiligen Spharenanzahl in der Mono-
bzw. Kokultur von hHME-tert wurden markiert (zweiseitiger, unabhangiger Student t-Test; ** p < 0,01;
***p <0,001).

Vergleicht man die Anzahl der gebildeten Spharen nach Kokultur von HME-OT1 und
einem Zellklon, in dem SASH1 oder PLAGL1 lentiviral niederreguliert wurde, mit der

Kokultur der non-silencing Kontrolle, so ist ein deutlicher Unterschied nach
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Transduktion mit shSASH-A (p = 0,004), shSASH-B (p = 0,03), shSASH-C (p = 0,04)
und shPLAGL-B (p = 0,01) nachzuweisen (Abb. 42).
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Abb. 42: Vergleich der gebildeten Anzahl an Spharen nach Kokultur

Abgebildet ist jeweils die mittlere Anzahl an gebildeten Spharen acht Tage nach Ausaat von 18 000
PKH26-gefarbter HME-OT1-Zellen mit 12 000 der zu untersuchenden Zellen pro mL Medium sowie
die Standardabweichung. ShNS (non-silencing), shSASH-A, shSASH-B, shSASH-C, shPLAGL-A und
shPLAGL-B bezeichnen die jeweiligen lentiviralen Vektoren zur stabilen Transduktion von HME-OT1-
Zellen. Werte in Klammern beziehen sich auf die verbleibende SASH1- bzw. PLAGL1-Expression im
Vergleich zur non-silencing Kontrolle. Der Unterschied in der Spharenanzahl zwischen der Kokultur
mit der non-silencing Kontrolle und des jeweiligen SASH1- bzw. PLAGL1-Knockdowns ist markiert
(unabhangiger, zweiseitiger Student-t-test nach Normalisierung der Kokulturwerte auf die non-
silencing Kontrolle, * p < 0,05; ** p < 0,01).

Die Anzahl der gebildeten Spharen nach Kokultur von HME-OT1-Zellen mit stabil
transduzierten HME-OT1-Zellen war dabei in jedem Ansatz hoher als bei der
Monokultur des jeweiligen Zellklons. Die Unterschiede in der Spharenanzahl
zwischen Mono- und Kokultur waren dabei mit Ausnahme von HME-PLAGL-A
deutlich [shSASH-A (p = 0,046), shSASH-B (p =0,05), shSASH-C (p = 0,004);
shPLAGL-A (p = 0,001), shPLAGL-B (p = 0,17), shNS (p = 0,03); Abb. 43].
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Abb. 43: Vergleich der gebildeten Anzahl an Spharen nach Mono- bzw. Kokultur

Abgebildet ist jeweils die mittlere Anzahl an gebildeten Spharen acht Tage nach Aussaat von 30 000
Zellen pro mL Medium von vier Replikaten sowie die entsprechende Standardabweichung. In der
Kokultur wurden je 18 000 PKH26-gefarbte HME-OT1-Zellen mit 12 000 der zu untersuchenden
Zellen pro mL Medium kokultiviert. ShNS (non-silencing), shSASH-A, shSASH-B, shSASH-C,
shPLAGL-A und shPLAGL-B bezeichnen die jeweiligen lentiviralen Vektoren zur stabilen Transduktion
von HME-OT1-Zellen. Nicht transduzierte HME-OT-Zellen wurden mit & bezeichnet. Der Unterschied
in der Spharenanzahl zwischen Mono- und Kokultur der jeweiligen Zelllinie wurde markiert
(unabhangiger, zweiseitiger Student-t-test nach Normalisierung der Kokulturwerte auf die jeweiligen
Einzelkulturwerte; * p < 0,05; ** p < 0,01).

Um beurteilen zu kénnen, ob generierte Spharen aus einem oder zwei Zellklonen
bestehen, wurden HME-OT1 vor der Zellkultur mit dem Membranfarbstoff PKH26
(rot) markiert. Somit waren nicht transduzierte Zellen rot und transduzierte Zellen
aufgrund des lentiviral kodierten GFP grin markiert. Interessanterweise waren alle
detektierten Spharen ein Gemisch aus transduzierten und nicht-transduzierten Zellen
(Abb. 44).
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Hellfeld GFP PKH26 Uberlagerung

Abb. 44:; Darstellung einer Sphare aus dem Kokulturexperiment

Dargestellt ist eine reprasentative Sphare des Kokulturexperiments, welche aus den stabil
transduzierten und somit GFP-positiven HME-OT-Zellen (hier Transduktion mit shSASH-A) und
PKH26-gefarbten HME-OT1-Zellen besteht. Der schwarze bzw. weiRe Balken entspricht jeweils einer
Grole von 50 um.

Zusammengefasst zeigen die in vitro Versuche mit den stabil trandsduzierten Zellen
sowie dem Vergleich der Zellen mit und ohne SASH1/PLAGL1-Translokation eine
deutliche Rolle von SASH1 und PLAGL1 in der Regulierung der Proliferation sowie

des Stammzell- bzw. Progenitorpotenzials von Mammepithelzellen (Tabelle 15).

Tabelle 15: Ubersicht Gber alle in vitro beobachteten Effekte

HME-OT1**
shNS shSASH-B shSASH-A shSASH-C shPLAGL-A shPLAGL-B
SASH1* 81 51 34 23 380 109
PLAGL1* 103 140 117 176 17 17
Proliferation ++ + +Hes et +EE++ R RS
Migration + + +44 ++ Fu +
Invasion + ¥ + + 4 g
Spharenbildung-Einzelkultur + ++ e + * -
EGFR-Expression e o + et (+) {+)
HME-OT1 HME-MT1 HME-MT2 hHME-tert
SASHT* 100 8 11 g8
PLAGL1* 100 74 3 200
Proliferation + 4+ e .
Migration NB NB NB NB
Invasion NB NB NB NB
Sphirenbildung-Einzelkultur ) (+) (+) FE
EGFR-Expression ++ + ++ U

* Die durch gPCR bestimmten relativen Expressionswerte von SASH{ bzw. PLAGL{ beziehen sich zum besseren Yergleich alle auf nicht transduzierie HME-OT1
**Zur besseren Ubersicht wurden nur Ergebnise mit stabil transduzierten HME-OT1 tabellarisch dargestellt
NB = nicht bestimmt
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Die SASH1-Deletion ist ein prognostischer Faktor und ist mit
besonders aggressiven Mammakarzinomen assoziiert

Obwohl in vitro eindeutig die Rolle von SASH1 bzw. PLAGL1 als
Tumorsuppressorgene gezeigt werden konnte, kann nicht ausgeschlossen werden,
dass die durch eine SASH1/PLAGL1-Niederregulierung hervorgerufenen Effekte
(z. B. auf die Proliferation) Zellkulturartefakte darstellen. Daher sollte als nachstes
uberpruft werden, ob die Deletion in Primartumoren mit relevanten klinischen
Parametern assoziiert werden kann. Dazu wurde eine FISH-Analyse auf einem
sogennanten tissue microarray (TMA) durchgefuhrt, der aus FFPE-Tumorgewebe
von 97 Patientinnen mit invasiv lobularem oder duktal unilateralem primaren
Mammakarzinom (25-82 Jahre, mittleres Alter 55), welche zwischen 1992 und 2002
operiert wurden, besteht. Die Tumore der Patientinnen wurden routinemafig auf eine
Expression des Ostrogenrezeptors (ER), des Progesteronrezeptors (PR) und den
HER2-Rezeptor untersucht (Tabelle 16). Solche Tumore die ER- und/oder PR
exprimieren, werden als luminal bezeichnet (n = 67), wahrend Tumore die negativ fur
ER und PR sowie keine HER2-Uberexpression aufweisen als trippelnegativ (n = 14)
bezeichnet werden. Alle Patientinnen wurden sowohl als RO (negativer
Resektionsrand) und MO (keine Metastasen zum Zeitpunkt der Operation)
charakterisiert. Die mediane Follow-up Zeit des verwendeten Kollektivs betragt 136
Monate. Es verstarben 45 Patientinnen (46,4 %) tumorbedingt und 47 Patientinnen
(48,5 %) entwickelten eine Metastase. Da sowohl die Allelverlustanalysen der DTCs
als auch die FISH-Analyse von Mammakarzinomzelllinien und die geringe
physikalische Distanz von SASH1 und PLAGL1 auf eine Kodeletion der beiden Gene
hinwies, wurden die TMA-Schnitte lediglich mit Sonden hybridisiert, die flir das Gen
SASH1 bzw. das Zentromer des Chromosoms 6 spezifisch sind.

Zunachst sollte die Hypothese uberpriuft werden, dass die SASH1-Deletion ein frihes
Ereignis in der Tumorprogression des Mammakarzinoms darstellt. Dazu wurden die
Patientinnen in zwei Gruppen eingeteilt: In den Primartumoren der Patientinnen der
ersten Gruppe (7 %) war die SASH1-Deletion in der uUberwiegenden Anzahl (in
mindestens 80 %) der analysierten Primartumorzellen vorhanden. Im Folgenden wird
die SASH1-Deletion als klonal bezeichnet, wenn sie in mindestens 80 % der
untersuchten Primartumorzellen detektiert wurde. In den restlichen Patientinnen

konnte die SASH1-Deletion in einer geringeren Anzahl der Primartumorzellen
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detektiert werden. Vergleicht man diese beiden Patientengruppen bezogen auf die
klinischen Parameter, zeigt sich, dass eine klonale SASH1-Deletion mit einer
niedrigen Differenzierung (G3-4; p = 0,041) und tendenziell mit einer erhohten
Proliferation (p = 0,080) einhergeht (Tabelle 16).

Tabelle 16: Klinische Basisdaten des Mammakarzinomkollektivs der FISH-Analyse

SASH1- SASH1-
Deletion in Deletion in
< 80 % der 2 80 % der

Tumorzellen Tumorzellen

Patienten [%] Patienten [%] Patienten [%]

97  [100] 90  [100] 7 [100]
Rezidiv (systemisch) p-Wert
ja 47 (48] 42 [47] 5 [71] 0,259
nein 50 [52] 48 [53] 2 [29]
Uberleben
ja 52 [54] 49 [54] 3 [43] 0,701
nein 45 [46] 41 [46] 4 [57]
PrimartumorgroBe
pT1-T2 79 [81] 73 [81] 6 [86] 1,000
pT3-T4 18 [19] 17 [19] 1 [14]
lokale Lymphknotenmetastasen
pNO 44 [45] 40 [44] 4 [57] 0,699
pN1-3 52 [54] 49 [54] 3 [43]
unbekannt 1 [1] | [1] 0 [0]
Differenzierungsgrad
G1-2 51 [53] 50 [56] 1 [14] 0,041
G3 46 [47] 40 [44] 6 [86]
ER-Status des Primartumors
positiv 64 [66] 61 [68] 3 [43] 0,19
negativ 27 [28] 23 [26] 4 [57]
nicht bestimmbar* 6 [6] 6 [7] 0 [0]
PR-Status des Primartumors
positiv 44 [45] 43 [48] 1 [14] 0,115
negativ 49 [51] 43 [48] 6 [86]
nicht bestimmbar* 4 [4] 4 [4] 0 [0]
HER2-Status des Primartumors
positiv 36 [37] 33 [37] 3 [43] 1,000
negativ 37 [38] 33 [37] 4 [57]
nicht bestimmbar* 24 [25] 24 [27] 0 [0]
Ki67-Farbung
<10 % positive Zellen 38 [39] 37 [41] 1 [14] 0,08
>10 % positive Zellen 30 [31] 25 [28] 5 [71]
nicht bestimmbar* 29 [30] 28 [31] 1 [14]

*keine Analyse moglich da z.B. kein Tumormaterial mehr vorhanden
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Es zeigte sich auch ein Zusammenhang zwischen einer SASH1-Deletion und einem

verringerten metastasefreien Uberleben (p = 0,047; Abb. 45).
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Abb. 45: Kaplan-Meier Kurve fir das Gesamtiiberleben von Patientinnen mit SASH1-Deletion in
weniger als 80 % bzw. in mindestens 80 % der untersuchten Primartumorzellen

Dargestellt ist die Kaplan-Meier Kurve fir das metastasefreie Uberleben von insgesamt 97
Patientinnen, die in mindestens 80 % der untersuchten Primartumorzellen (griine Kurve) oder in
weniger als 80 % der untersuchten Primartumorzellen (blaue Kurve) eine SASH1-Deletion aufweisen.

Die multivariate Analyse (Tabelle 17) bestatigte, dass Patientinnen mit einer klonalen
SASH1-Deletion im Primartumor im Vergleich zu Patientinnen, die seltener eine
SASH1-Deletion in ihren Primartumoren aufweisen, ein dreifach erhohtes Risiko
haben, eine Metastase zu entwickeln. Neben der SASH1-Deletion wurde in dem
verwendeten Patientenkollektiv. nur der Lymphknotenstatus als weiterer
unabhangiger Risikofaktor fiir das metastasefreie Uberleben bestimmt. Es konnte
kein Zusammenhang zwischen der SASH1-Deletion und dem Gesamtuberleben

gefunden werden (p = 0,643).
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Tabelle 17: Uni- und multivariate Uberlebensanalyse von prognostischen Faktoren auf das
metastasefreie Uberleben

Univariate Analyse Multivariate Analyse
Risikofaktor p-Wert Relatives Risko (95 % KI) p-Wert
rLymphknotemstatus pN1-3 (n = 52 ) versus pNO (n = 44) 0,000 3,688 (1,885-7,216) 0,000
IPriméirlumorgrc")Ese pT3-4 (n=18) versus pT1-2(n=79) 0,021 s
|Tumordifferenzierung G3-4 (n =46) versus G1-2 (n=51) 0,044 —
|De|eti0n in < 80 % der Zellen (n = 90) versus = 80 % der Zellen (n=7 ) 0,047 3,296 (1,283-8,468) 0,040

Der Primartumor von drei der funf Patientinnen, welche uberwiegend eine SASH1-
Deletion aufwiesen und eine Metastase bekamen, konnte als luminal (positiv fur
Ostrogenrezeptor- und/oder Progesteronrezeptor) charakterisiert werden. Deshalb
wurde als nachstes der Einfluss der SASH1-Deletion auf das metastasefreie
Uberleben ausschlieRlich in den Patienten mit luminalem Tumor betrachtet (Abb. 46).
Tatsachlich ist ein sehr deutlicher Unterschied in der Dauer des metastasefreien
Uberlebens zu beobachten (p = 0,001).
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Abb. 46: Kaplan-Meier Kurve fir das Gesamtiiberleben von Patientinnen mit luminalem
Mammakarzinom und SASH1-Deletion in weniger als bzw. in mindestens 80 % der
Primartumorzellen

Dargestellt ist die Kaplan-Meier Kurve des kumulativen Uberleben von insgesamt 67 Patientinnen mit
luminalem Mammakarzinom, die in mindestens 80 % der untersuchten Primartumorzellen (griine
Kurve) oder in weniger als 80 % der untersuchten Primartumorzellen (blaue Kurve) eine SASH1-
Deletion aufweisen.

Auch die multivariate Uberlebensanalyse bestatigte den Einfluss der SASH1-Deletion
auf das metastasefreie Uberleben in Patientinnen mit luminalem Mammakarzinom:

Patientinnen mit einer klonalen SASH1-Deletion in den untersuchten luminalen
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Primartumorzellen wiesen im Vergleich zu Patientinnen mit einer selteneren SASH1-
Deletion ein 39,5fach (95 % KI: 2,470-631,491) erhdhtes Risiko auf, eine Metastase
zu entwickeln (Tabelle 18). Die SASH1-Deletion war dabei der einzige prognostisch

relevante Faktor in der multivariaten Analyse.

Tabelle 18: Uni- und multivariate Analyse von prognostischen Faktoren der Patientinnen mit
luminalem Mammakarzinom auf das metastasefreie Uberleben

Univariate Analyse Multivariate Analyse
Risikofaktor p-Wert Relatives Risiko ( 95 % Kl) p-Wert
Lymphknotenstatus pN1-3 (n = 25) versus pNO (n = 16) 0,219 -
PrimartumorgréRe pT3-4 (n = 7) versus pT1-2 (n = 34) 0,031
Tumordifferenzierung G3-4 (n = 15) versus G1-2 (n = 26) 0,082 -
Deletion in = 80 % der Zellen (n = 3) versus < 80 % der Zellen (n = 38) 0,000 39,497 (2,470-631,491) 0,031

Es wurde kein Zusammenhang zwischen dem Gesamtuberleben und einer SASH1-
Deletion bei Patientinnen mit luminalem Mammakarzinom gefunden (p = 0,499).
Interessanterweise war die SASH1-Deletion bei Patientinnen mit trippelnegativem
(negativ fir die Ostrogen- und Progesteronrezeptoren sowie keine HER2-
Amplifikation) Primartumor in 21,4 % (3/14) der Primartumore nachzuweisen,
wahrend die Deletion nur in 4,8% (4/83) der Primartumore der restlichen
Patientinnen visualisiert werden konnte (p = 0,059). Zur Bestatigung dieser
Ergebnisse wurde in Kooperation mit Florian Weber und Dr. Anna Machleidt
(Uniklinikum Regensburg) TMAs aus Tumormaterial von 30 Patientinnen (28-81
Jahre, mittleres Alter 55) mit trippelnegativem Primartumor hergestellt, welche
zwischen 2004 und 2008 operiert wurden. Alle Patientinnen wurden sowohl als RO
(negativer Resektionsrand) und MO (keine Metastasen zum Zeitpunkt der Operation)
charakterisiert. Die mediane Follow-up Zeit dieser Patientinnen betrug 44 Monate. Es
verstarben 9 der 30 Patientinnen (30 %) tumorbedingt und 5 Patientinnen (17 %)
entwickelten eine Metastase.

In 6 der 30 (20 %) untersuchten Primartumoren wurde eine klonale SASH1-Deletion
detektiert. Diese Anreicherung der Deletion in trippelnegativen Patientinnen ist im
Vergleich zu den zuvor analysierten nicht-trippelnegativen Patientinnen (Deletion in
weniger als 5 % der Patientinnen) deutlich (p = 0,021). Da trippelnegative Tumore
meist einen hohen Differenzierungsgrad sowie einen hohen proliferativen Index
aufweisen, konnte keine Assoziation zwischen dem Auftreten der Deletion und

aggressiveren Tumoren gefunden werden (Tabelle 19). Stattdessen war die SASH1-
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Deletion sogar bei Patientinnen mit schwacher proliferierendem trippelnegativem
Mammakarzinom tendenziell haufiger als in den restlichen Patientinnen mit
trippelnegativem Mammakarzinom (p = 0,073). Auch konnte die Haufigkeit einer
SASH1-Deletion in Patientinnen mit trippelnegativem Mammakarzinom nicht mit
einem erhdhten Sterberisiko (p = 0,477) oder Metastasierung (p = 0,243) assoziiert

werden.

Tabelle 19: Klinische Basisdaten des trippelnegativen Patientenkollektivs

SASH1- SASH1-
Deletion in Deletion in
< 80 % der = 80 % der
Tumorzellen Tumorzellen
Patienten [%] Patienten [%] Patienten [%)]
30 [100] 24 [100] 6 [100]
Rezidiv p-Wert
ja 5 [17] 5 [21] 0 [0] 0,553
nein 25 [83] 19 [79] 6 [100]
Uberleben
ja 21 [70] 16 [67] 5 [83] 0,637
nein 9 [30] 8 [33] 1 [17]
Primﬁrtumorgrﬁﬂe
pTi-T2 27 [90] 21 [88] 6 [100] 1,000
pT3-T4 3 [10] 3 [13] 0 [0]

lokale Lymphknotenmetastasen
pNO 20 [67] 16 [67] 4 [67] 1,000
pN1i-3 10 [33] 8 [33] 2 [33]

Differenzierungsgrad

G1-2 6 [20] 4 [17] 2 [33] 0,571
G3 24 [80] 20 [83] 4 [67]
Ki67-F'arbung

=10 % positive Zellen 3 [10] 1 [4] 2 [33] 0,073
>10 % positive Zellen 25 [83] 22 [92] 3 [50]

nicht bestimmbar* 2 71 1 [4] 1 [17]

EGFR-Farbung

positiv 12 [40] 9 [38] 3 [50] 0,624
negativ 16 [53] 14 [58] 2 [33]
unbekannt 2 71 1 [4] 1 [17]

CK5/6-Farbung
positiv 11 [37] 9 [38]
negativ 19 [63] 15 [63]

M

[33] 1,000
[67]

s

* keine Analyse da z. B. kein Tumormaterial mehr vorhanden
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Trippelnegative Tumore kénnen auf Basis der Expression von CK5/6 und EGFR des
Weiteren als basal (ER- und PR-negativ, keine HER2-Uberexpression, sowie CK5/6
und/oder EGFR positiv) oder funffach negativ (ER- und PR-negativ, keine HER2-
Uberexpression sowie CK5/6 und EGFR negativ) eingeteilt werden. Es konnte keine
vermehrte Assoziation der SASH1-Deletion mit einem der beiden Subtypen gefunden
werden. Allerdings waren geringfugig mehr (57 %) Tumore mit klonaler SASH1-
Deletion EGFR-positiv, als Primartumore mit einer selteneren SASH1-Deletion
(45 %).

Da in den in vitro Versuchen Hinweise flur eine Zellkooperativitat zwischen Zellen mit
und ohne SASH1/PLAGL1-Niederregulierung erhalten wurden, sollte Uberprift
werden, ob sich der Effekt der Zellkooperativitdt auch in den untersuchten
Primartumorgeweben nachweisen lasst. Folglich wurden die Patientinnen in drei
Gruppen eingeteilt. Gruppe A (34 %) wies in weniger als 20 %, Gruppe B (59 %) in
20-80 % und Gruppe C (7 %) in mehr als 80 % der untersuchten Primartumorzellen
eine SASH1-Deletion auf. Falls eine Zellkooperativitat zwischen Zellen mit und ohne
SASH1-Deletion einen Einfluss auf gewisse klinische Parameter (z. B. Proliferation)
ausubt, mussten sich die aggressiveren Tumoren vermehrt in der Gruppe B
befinden. Durch diese Art der Analyse konnte allerdings keine Assoziation von
einzelnen klinischen Parametern mit dem Phanomen der Zellkooperativitat im ersten

Kollektiv gefunden werden (Tabelle 20).
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Tabelle 20: Assoziation von klinischen Basisdaten mit Zellkooperativitat in 97 Patienten mit
Mammakarzinom

SnflSHf-Deletlon 20 % < SASH - S.'45H1-Delet|on
in < 20 % der . in 2 80 % der
Deletion < 80 %
Tumorzellen Tumorzellen
Patienten [%] Patienten  [%] Patienten  [%] Patienten  [%]
a7 [100] 33 [100] 57 [100] 7 [100]
PrimartumorgroBe p-Wert
pT1-T2 79 [81] 26 [79] 47 [82] 6 (6] 0,871
pT3-T4 18 [19] 7 7] 10 [18] 1 [14]
lokale Lymphknotenmetastasen
pNO 44 [45] 13 [13] 27 [47] 4 [57] 0,595
pN1-3 52 [54] 20 [20] 29 [51] 3 [43]
Diﬂerenzierung 59 rad
G1-2 51 [53] 23 [24] 27 [47] 1 [14] 0,013
G3 46 [47] 10 [10] 30 (53] 6 [86]
KiG?—FarbunE
<10 % positive Zellen 38 [39] 16 [48] 21 [37] 1 [14] 0,128
=10 % positive Zellen 30 [31] 11 [33] 14 [25] 5 [71]
nicht bestimmbar* 29 [30] 6 [18] 22 [39] 1 [14]
EGFR-Farbung
positiv 7 7 2 2] 3 [5] 2 [29] 0,736
negativ 8 [8] 1 [1] 4 [7] 3 [43]
CK5/6-Farbung
positiv 6 [6] 1 [1] 5 19 3 [43] 0,530
negativ 9 [9] 2 [2] 2 [4] 2 [29]
Rezidiv (systemisch)
ja 47 [48] 17 [18] 25 [44] 5 [71] 0,353
nein 50 [52] 16 [186] 32 [56] 2 [29]
Uberleben
ja 52 [54] 16 [18] 33 [58] 3 [43] 0,578
nein 45 [46] 17 [18] 24 [42] 4 [57]
ER-Status des Primartumors
positiv 54 [66] 8 (8] 15 [26] 4 [57] 0,237
negativ 27 [28] 24 [25] 37 [65] 3 [43]
PR-Status des Primartumors
positiv 44 [45] 15 [15] 28 [49] 6 [86] 0,173
negativ 49 [51] 17 [18] 26 [46] 1 [14]
HER2-Status des Primdrtumors
positiv 36 [37] 14 [14] 19 [33] 4 [57] 0,937
negativ 37 [38] 14 [14] 19 [33] 3 [43]

* keine Analyse da z. B. kein Tumormaterial mehr vorhanden
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Ein Unterschied zwischen dem metastasefreien Uberleben konnte nur zwischen den

Patienten mit klonaler SASH1-Deletion und Patientinnen mit einer heterogenen
Verteilung der SASH1-Deletion festgestellt werden (p = 0,036; Abb. 47).

1,0

0,84

0,4~

Anteil der metastasefreien Patienten

0,0

=1 Deletion < 20%
=120 % < Deletion < 80%
Deletion = 80%
+— Deletion < 20% zensiert
l— 20 % < Deletion < 80% zensiert
Deletion = 80% zensiert

et
n=57

50

Zeit [Monate]

¥ p=0350)

n=233 {
p = 0,036
p=0,140 (

] —

n=7
I

150 200

Abb. 47: Kaplan-Meier Kurve fiir das Gesamtiiberleben von Patientinnen mit Mammakarzinom
und unterschiedlicher Haufigkeit einer SASH1-Deletion

Dargestellt ist die Kaplan-Meier Kurve des kumulativen Uberlebens von insgesamt 97 Patientinnen mit
Mammakarzinom, die in weniger als 20 % (blaue Kurve), in mindestens 20 aber weniger als 80 %
(grine Kurve) oder in mindestens 80 % der untersuchten Primartumorzellen (braune Kurve) eine

SASH1-Deletion aufweisen.

Analysiert man ausschlieRlich die Patienten mit luminalen (ER und/oder PR-

positiven) Primartumoren desselben Kollektivs, kann ebenfalls keine Assoziation

zwischen einer Zellkooperativitdt und den klinischen Basisdaten gefunden werden

(Tabelle 21).
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Tabelle 21: Assoziation von klinischen Basisdaten mit Zellkooperativitat in 67 Patientinnen mit
luminalem (ER und/oder PR-positiv) Mammakarzinom

SASHT1 -Deletion

20 % = SASH1-

SASH1-Deletion

in < 20 % der Deletion < 80 % in 2 80 % der
— - Tumorzellen Tumorzellen
Patienten [%] Patienten  [%] Patienten  [%] Patienten  [%]
67 [100] 25 [100] 39 [100] 3 [100]
Primﬁrtumorgréﬂe p-Wert
I I I —
pri-rz 52 [78] 19 [76] 31 [79] 2 [67] 0,851
pT3-T4 15 [22] 6 [24] 8 [21] 1 [33]
lokale Lymphknotenmetastasen
I I I
pNO 26 [39] 8 [32] 18 [46] 0 [0] 0,194
pN1-3 41 [61] 17 [68] 21 [54] 3 [100]
Differenzierungsgrad
L I I
G1-2 41 [61] 19 [76] 21 [54] 1 [33] 0,124
G3 26 [39] 6 [24] 18 [46] 2 [67]
Ki67-Farbun
— I I —
=10 % positive Zellen 20 [30] 6 [24] 14 [36] 0 [0] 0,256
=10 % positive Zellen 30 [45] 13 [52] 15 [38] 2 [67]
nicht bestimmbar® 17 [25] 6 [24] 10 [26] 1 [33]
Rezidiv (systemisch)
ja 30 [45] 11 [44] 16 [41] 3 [100] 0,140
nein 37 [55] 14 [56] 23 [59] 0 [0]
Uberleben
ja 34 [51] 12 [48] 21 [54] 1 [33] 0,745
nein 33 [49] 13 [52] 18 [48] 2 [67]
HER2-Status des Primdrtumors
positiv 28 [42] 9 [36] 17 [44] 2 [67] 0,404
negativ 31 [46] 15 [60] 15 [38] 1 [33]

* keine Analyse da z. B. kein Tumormaterial mehr vorhanden

Allerdings konnte durch diese Art der Analyse das Vorhandensein von
Zellkooperativitat im zweiten Kollektiv (ausschliel3lich trippelnegative Patientinnen)
bestatigt werden: 20 der 25 (80 %) trippelnegativen Primartumore mit einem hohen
proliferativen Index wiesen eine SASH1-Deletion in mindestens 20 % aber hochstens

80 % der analysierten Primartumorzellen auf (p = 0,014; Tabelle 22).
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Tabelle 22: Untersuchung der Assoziation von klinischen Basisdaten mit Zellkoopera-tivitat in
30 Patienten mit trippelnegativem Mammakarzinom

SJIQSHI-DeIenon 20 % < SASH] - S{tSHI -D?Ieuon
in < 20 % der Deletion < 80% in z 80 % der
Tumorzellen = ove Tumorzellen
Patienten [%] Patienten [%] Patienten [%] Patienten [%]
30 [100] 3 [100] 21 [100] 6 [100]
Primérlumorg rofe p-Wert
pTi-T2 27 [90] 3 [100] 18 [86] 6 [100] 0,490
pT3-T4 3 [10] 0 [0] 3 [14] 0 [0]
lokale Lymphknotenmetastasen
pNO 20 [67] 2 [67] 14 [67] 4 671 1,000
pN1-3 10 [33] 1 [33] 7 [33] 2 [33]
Differenzierungsgrad
_
G1-2 6 [20] 1 [33] 3 [14] 2 [33] 0,490
G3 24 [80] 2 [67] 18 [86] 4 [67]
Ki67-Farbung
=10 % positive Zellen 3 [10] 1 [33 0 [0] 2 [33] 0,014
=10 % positive Zellen 25 [83] 2 67 20 [95] 3 [50]
nicht bestimmbar* 2 7] 0 [0] 1 [5] 1 [17]
EGFR-Férbung
positiv 12 [40] 2 [67] 7 [33] 3 [50] 0,407
negativ 16 [53] 1 [33] 13 [62] 2 [33]
CK5.-'6-Féirbung
positiv 11 [37] 2 [67] 7 [33] 2 [33] 0,524
negativ 19 [63] 1 [33] 14 [67] 4 [67]
Rezidiv (systemisch)
ja 5 [17] 1 [33] 4 [19] 0 [0] 0,390
nein 25  [83] 2 [67] 17 [81] 6 [100]
Uberleben
ja 21 [70] 2 [67] 7 [33] 1 [17] 0,728
nein 9 [30] 1 [33] 14 [67] 5 [83]

* keine Analyse da z.

B. kein Tumormaterial mehr vorhanden
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Der Bedarf an effizienteren systemischen Therapien zur
Behandlung von Patientinnen mit Mammakarzinom

Das Mammakarzinom wird nach Resektion des Primartumors haufig adjuvant mit
zytotoxischen Therapeutika behandelt, welche jedoch die Lebensqualitat der
Patienten deutlich einschranken. Zudem Uberleben Patienten, die mit Chemotherapie
behandelt wurden, nur geringfugig ofter (< 5 %) als unbehandelte Patienten [114,
115]. Trotz stetiger therapeutischer Verbesserung ist die Metastasierung fur 90 % der
krebsassoziierten Todesfalle verantwortlich [116]. Es ist daher essentiell, wirksame
Medikamente zur Eliminierung von Metastasen sowie deren Vorlauferzellen zu

entwickeln.

Chemotherapeutika eliminieren haufig nur proliferierende Zellen. Allerdings gibt es
Hinweise, dass die meisten disseminierten Tumorzellen (DTC), unter denen sich die
Vorlauferzellen der Metastasen befinden, im Knochenmark nicht proliferieren [117].
Somit eliminieren Chemotherapeutika vermutlich nur ungentigend DTCs, so dass
eine Metastasenbildung haufig nicht verhindert werden kann. Diese Hypothese wird
dadurch gestutzt, dass sich auch nach Chemotherapie bei den meisten Patientinnen

epitheliale Zellen im Knochenmark nachweisen lassen [118].

Es besteht zunehmend die Hoffnung, dass zielgerichtete Therapien erfolgreich in der
Behandlung des metastasierenden Mammakarzinoms sind. Als Vorbild fir die
Entwicklung dieser ,targeted therapies” dient dabei die Entdeckung der bcr-abl-
Translokation und die darauf basierende Entwicklung von Imatinib (Gleevec) fur die
Behandlung der chronisch-myeloischen Leukamie [119-121]. Ein bekanntes Beispiel
fur ein zielgerichtetes Therapeutikum zur Behandlung des Mammakarzinoms ist
Herceptin (Trastuzumab), ein Antikdrper, welcher spezifisch gegen das HER2-
Onkoprotein gerichtet ist. Interessanterweise sprachen allerdings 50 % der
Patientinnen nicht auf adjuvant verabreichtes Herceptin an, obwohl deren
Primartumore das HERZ2-Protein stark Uberexprimierten bzw. das HER2-Gen
amplifiziert hatten [122, 123]. Dies koénnte bedeuten, dass die Metastasen im

Gegensatz zum Primartumor dieser Patienten das Zielprotein HER2 nicht
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Uberexprimieren. Tatsachlich korreliert das Auftreten einer HER2-Amplifikation in
DTCs und Metastasen in 8-56 % der Patienten nicht mit der HER2-Expression im
Primartumor [41, 124-127]. Ein moglicher Grund fur diese Divergenz ist die Streuung
disseminierten Tumorzellen vor der chromosomalen Instabilitdt des Primartumors, so
dass ein Grofdteil der Aberrationen zwischen Primartumor und den Metastasen,

welche sich aus einigen der DTCs entwickeln, divergieren [30, 41, 42, 128].

Aufgrund der Divergenz exprimierter Zielstrukturen zwischen Primartumor, DTCs und
Metastasen ist die molekulare Charakterisierung des Primartumors zur Entwicklung
neuer Therapieansatze moglicherweise unzureichend. Stattdessen kdnnte es von
Vorteil sein, therapeutische Zielstrukturen zu identifizieren, welche von allen
Tumorzellen (DTCs, Metastase, Primartumor) geteilt werden. Die Untersuchung von
Deletionen, welche in der Regel irreparabel sind, konnte dabei besonders geeignet
sein. Somit war es Ziel dieser Arbeit frihe Deletionen in der Progression des
sporadischen Mammakarzinoms zu identifizieren und zu charakterisieren, da diese
eine hohe Wahrscheinlichkeit besitzen, von den meisten Tumorzellen eines

Patienten geteilt zu werden.

Identifizierung einer friher genetischen Aberrationen auf
Chromosom 6q

Primartumorzellen weisen zahlreiche Aneuploidien, chromosomale Umlagerungen,
Amplifikationen, Deletionen sowie zum Teil Uber 20 000 Mutationen auf [129-131]. Im
Gegensatz dazu besitzen DTCs von MO-Patientinnen haufig nur einige wenige
subchromosomale Aberrationen, welche nur durch hochauflésende Methoden wie
beispielsweise der Allelverlustanalyse nachgewiesen werden koénnen. Aufgrund
dieser Beobachtung wird vermutet, dass DTCs fruh in der Tumorprogression
disseminieren. Die genomische Analyse dieser Zellen stellt somit vermutlich einen
guten Ausgangspunkt zur Identifizierung von Kandidatengenen dar, welche eine
Rolle in der frihen Tumorprogression des Mammakarzinoms spielen. Dr. Andrea
Eberhardt wies im Zuge ihrer Dissertation eine maximal 6 Mbp grof3e Deletion auf
Chromosom 6g24.2-25.1 in DTCs aus dem Knochenmark von MO-

Mammakarzinompatientinnen nach [94]. Allelverluste der chromosomalen Region
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6923-9g25 wurden schon haufig in Primartumoren von Patientinnen mit
Mammakarzinom oder anderen soliden Tumoren identifiziert [132-142]. Allerdings
war bislang nicht bekannt, dass es sich bei dieser Region um eine frGhe Aberration
der Tumorprogression handelt. Die haufige ldentifizierung dieser Region durch
verschiedene Arbeitsgruppen konnte jedoch die Wichtigkeit der in dieser Region

kodierten Gene fur die Tumorprogression unterstreichen.

Zu Beginn der vorliegenden Dissertation (Februar 2007) war die Lokalisation von 37
Genen in der identifizierten 6 Mbp Region bekannt. Diese Gene stellen somit alle
potenzielle Tumorsuppressorgene dar. Durch Literaturrecherche und Analyse
vorhandener Genexpressionsdaten wurden schlie3lich die zwei vielversprechendsten
Kandidaten ausgewahlt: SASH1 und PLAGL1l. Beide Gene sind bereits bei
gynakologischen Tumoren als Tumorsuppressorgene diskutiert worden [96, 97, 102,
143].

PLAGL1
Das Gen PLAGL1 (Pleiomorphic adenoma gene-like protein 1) kodiert fur einen

Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, welcher eine antiproliferative Wirkung durch
Induktion einer p53-abhangigen Apoptose und Zellzyklusarrest ausubt [144-146].
Aufgrund dieser Funktion wird PLAGL1 auch als ZAC1 (englisch fur Zinc-finger
protein which regulates apoptosis and cell-cycle arrest 1) bezeichnet [144]. Ein
weiterer Genname ist LOT1 (fur lost-on-transformation 1), da gezeigt wurde, dass
PLAGL1 in Karzinomen wie beispielsweise dem Mamma- oder Ovarialkarzinom
haufig niederreguliert ist [96, 97, 147, 148]. Aber auch zahlreiche andere Tumore
(z. B. Phaochromozytom oder Kopf-Hals-Karzinom) exprimieren PLAGL1 vermindert
[149, 150]. Da das maternale PLAGL1-Allel epigenetisch inaktiviert ist, also lediglich
das vaterliche Allel exprimiert wird, fuhrt ein Allelverlust im vaterlichen Allel
zwangsweise zu einem Verlust der PLAGLI1-Expression [151]. Eine andere
Mdglichkeit der Niederregulierung der PLAGL1-Expression stellt die CpG-
Methylierung und Histondeacetylierung von PLAGL1 des vaterlichen Allels dar [143,
152]. Da bislang keine Mutationen durch genetische Analysen der kodierenden

Region von PLAGL1 detektiert wurden, wird vermutet, dass in Abwesenheit von
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Allelverlusten in PLAGL1 eine Niederregulierung nur durch eine gleichzeitige

Methylierung und Histondeacetylierung verursacht werden kann [152].

Zudem wurde gezeigt, dass kein signifikanter Unterschied in der DNA-Methylierung
bzw. Genexpression von PLAGL1 zwischen Ovarialkarzinomen des Stadiums | und |l
im Vergleich zu den weiter fortgeschrittenen Tumorstadien Il und IV besteht. Aus
diesen Daten wurde geschlossen, dass PLAGL1 eine Rolle bei der initialen
Transformation des Ovarialkarzinoms spielt [143]. Da die Disseminierung vermutlich
bereits frih in der Tumorprogression stattfindet, kdnnte auch der Befund, dass der
Metastasenpromotor ,metastasis-related Methyltransferase 1“ (Merm1) durch
Unterdriickung der PLAGL1-abhangigen Apoptose das Uberleben von Tumorzellen
in BlutgefaRen fordert, auf eine Rolle von PLAGL1 in der frihen Tumorprogression

hinweisen [153].

SASH1
Das durch SASH1 kodierte Protein enthalt die konservierten Proteindomanen SAM

(Sterile Alpha Motif) und SH3 (Src Homology 3-Domaéane). Aus diesem Befund leitet
sich auch der Name ,SAM and SH3 domain containing protein 1“ (kurz: SASH1) ab.
SH3-Domanen vermitteln Protein-Protein-Interaktionen durch die Bindung an
prolinreiche Motive [154]. Sie spielen eine Rolle in der Regulierung von
Enzymaktivitaten, bei der =zellularen Lokalisation und der Verknipfung von
Signaltransduktionswegen [155]. Die SAM-Domane ist ebenfalls meist an der Bildung
von Protein-Protein-Interaktionen beteiligt. Es wurde berichtet, dass SAM-Doméanen
in der transkriptionellen Kontrolle sowie der posttranskriptionellen Regulierung durch
RNA-Bindung involviert sind [156, 157]. Beide Domanen sind Bestandteile von

Signaladapter-Molekilen, Transkriptionsfaktoren und Gerlstproteinen [155, 158].

Im Gegensatz zu PLAGL1 ist kaum Literatur zu SASH1 vorhanden. Die
physiologische Funktion von SASH1 konnte bislang noch nicht eindeutig geklart
werden. Allerdings gibt es Hinweise, dass SASH1 eine Rolle bei der Regulierung des
Aktinzytoskeletts, z. B. Uber kleine GTPasen und Cortactin, spielt [159]. Die Rolle als
Tumorsuppressor konnte somit uber die Inhibierung der Migration und Invasion
stattfinden. Des Weiteren wurde aufgrund der Lokalisation von SASH1 und der

Homologie zu Sly1 eine transkriptionsregulatorische Rolle vorgeschlagen [159, 160].
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Wie schon bei PLAGL1 konnten auch bei SASH1 keine somatischen Mutationen bei
Mammakarzinomen detektiert werden, die einen Funktionsverlust des Proteins zur
Folge gehabt hatten [102]. Stattdessen wiesen Allelverlustanalysen auf eine Deletion
des Gens beim Kolon-, Bronchial-, Pankreas- oder Mammakarzinom sowie in
malignen Mesotheliomen hin [102, 161-164].

Die Deletion von SASH1/PLAGL1 in malignen und nicht malignen
Mammaepithelzelllinien

Die Deletion sollte in einigen Mammakarzinomzelllinien und Primartumoren
vorhanden sein, falls sie eine Bedeutung bei der Tumorprogression des
Mammakarzinoms hat. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde die Fluoreszenz in
situ Hybridisierung (FISH) an TMA- (tissue microarrays) und Metaphasepraparaten
etabliert und die Spezifitat der generierten SASH1- bzw. PLAGL1-Sonden mit
Chromosom 6-spezifischen (CEP6) Sonden auf Metaphasepraparaten von
Normalblut (Abb. 6) sowie gesundem FFPE-Mammagewebe Uberprift. Es wiesen ca.
7 % der untersuchten Patientinnen eine SASH1-Deletion in mindestens 80 % ihrer
Primartumorzellen auf. Die Zuverlassigkeit der verwendeten Sonden und somit der
FISH-Ergebnisse dieser Arbeit wird dadurch unterstrichen, dass die detektierten
Aberrationen der Zelllinien CAMA, T-47D, MCF7 und CAL51 mit Zhang et al.
ubereinstimmen [165]. Diese Arbeitsgruppe verwendete 6q924.2- und 6q24.3-
spezifische Sonden, welche unter anderem mit den Genen PLAGL1 bzw. SASH1
hybridisieren. Mit diesen Sonden wurde, genau wie in dieser Dissertation, eine
Deletion in CAMA und T-47D sowie ein balanziertes Verhaltnis in MCF7, CAL51 und
BT20 in Interphasen nachgewiesen. Die Zelllinien SK-BR-3 und Hs 578T wurden

durch Zhang et al. nicht untersucht.

Interessanterweise ergab die FISH-Analyse der vorliegenden Arbeit der sieben
Mammakarzinomzelllinien, dass unabhangig von der Detektion einer Deletion,
Amplifikation oder Translokation sowohl SASHL1 als auch PLAGL1 an der jeweiligen
Aberration  beteiligt waren. Auch die Analyse der DTCs von
Mammakarzinompatientinnen und die geringe physikalische Distanz zwischen
SASH1 und PLAGL1 weist darauf hin, dass diese beiden Gene meist gemeinsamer
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Teil einer Aberration sind. Drei der sieben untersuchten Mammakarzinomzelllinien
(CAMA, T-47D, Hs 578T) wiesen eine Deletion und eine Zelllinie (MCF7) eine
Translokation der Gene SASH1 und PLAGL1 auf. Diese haufige Detektion einer
SASH1/PLAGL1-Aberration in Mammakarzinomzelllinien verstarkt den Verdacht,
dass diese beiden Gene fir potenzielle Tumorsuppressoren beim Mammakarzinom
kodieren. Lediglich in zwei Mammakarzinomzelllinien (CAL-51 und BT-20) wurde
keine mit FISH detektierbare SASH1- oder PLAGL1-Aberration nachgewiesen.
Trotzdem ist PLAGL1 in allen untersuchten Mammakarzinomzelllinien und SASH1 in
allen untersuchten Mammakarzinomzelllinien auf’er in CAMA im Vergleich zu
mikrodissektiertem Normalgewebe sowie der humanen Mammaepithelzelllinie
hHME-tert niederreguliert (QPCR-Daten nicht gezeigt). Da sowohl PLAGL1 als auch
SASH1 haufig durch epigenetische Mechanismen niederreguliert werden, ist somit
nicht auszuschlielen, dass die potenziellen Tumorsuppressorgene SASH1 und
PLAGL1 auch in Mammakarzinomzelllinien ohne SASH1/PLAGL1-Aberration
niederreguliert sind. Auch kann eine genetische Aberration auf einem vollig anderen
Chromosom die Niederregulierung von SASH1 oder PLAGL1 verursachen, falls
dadurch die Genexpression eines regulatorischen Proteins von SASH1 bzw.
PLAGL1 verandert wird. So wurde z. B. berichtet, dass der Transfer von Chromosom
8 in CAL51-Zellen u. a. zu einer Uberexpression von PLAGL1 in der Hybridzelllinie

im Vergleich zu der Parentalzelllinie fuhrt [166].

Des Weiteren wurde im Zuge dieser Dissertation in ca. 40 % der untersuchten Zellen
der nicht malignen Mammaepithelzelllinie hHME-tert eine Translokation detektiert, an
welcher sowohl SASH1 als auch PLAGL1 beteiligt ist. Die Kombination von
Spektraler Karyotypisierung, Painting- und Spot-FISH charakterisierte die komplexe
Translokation als t(6;15;6) (Abb. 13). Durch ein Klonierungsexperiment wurden
Zellklone mit und ohne SASH1/PLAGL1-Translokation generiert, welche sich in ihrer
SASH1- bzw. PLAGL1-Expression deutlich unterschieden (p < 0,0001). Die Ursache
der SASH1/PLAGL1-Niederregulierung in den Zellklonen mit SASH1/PLAGL1-
Translokation im Vergleich zu Zellen ohne diese Translokation blieb jedoch unklar,
da aCGH-Analysen von zwei Zellklonen mit SASH1/PLAGL1-Translokation (HME-
MT1 und HME-MT2) keine genomischen Verluste in SASH1 oder PLAGL1 zeigten
(Abb. 17). Allerdings unterschieden sich die Genome von Zellklonen mit und ohne
SASH1/PLAGL1-Translokation auch in anderen genomischen Aberrationen
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(Vergleiche Abb. 11 und Abb. 12). Trans-regulatorische Elemente, welche SASH1
und PLAGL1 regulieren, konnten in den Zellen mit SASH1/PLAGL1-Translokation
verandert sein und somit eine Niederregulierung von SASH1 bzw. PLAGL1 bewirken.
Mdglicherweise werden zudem cis-regulatorische Elemente (z. B. Enhancer) durch
die Translokation raumlich von SASH1/PLAGL1 getrennt, so dass sie ihre Funktion
verlieren. Des Weiteren konnten epigenetische Modifikationen von SASH1/PLAGL1
oder von Genen, welche SASHI1/PLAGL1 regulieren, die Niederregulierung
verursachen und in den Zellen mit und ohne SASH1/PLAGL1-Translokation
unterschiedlich sein. Auch konnten SASH1 und PLAGL1 bzw. Regulatoren dieser
Gene in einen heterochromatinen DNA-Bereich transloziert worden sein, was

ebenfalls zu einer verminderten SASH1- bzw. PLAGL1-Expression fuhren wirde.

Der Bruchpunkt der SASH1/PLAGL1-Translokation in hHME-tert-Zellen kdnnte bei
6912 liegen, da an dieser Stelle eine Deletion in der aCGH zu detektieren war und
auch die SKY-Auswertung einen Bruchpunkt nahe des Zentromers vermuten |asst.
Allerdings muss diese Abschatzung durch weitere Analysen (beispielsweise FISH)
bestatigt werden, da Translokationen nicht zwingend mit einem DNA-Verlust am

Bruchpunkt einhergehen.

SASH1 und PLAGL1 beeinflussen die Proliferation und die
Stammzell- bzw. Progenitorzelleigenschaften von
Mammaepithelzellen

Fiar eine funktionelle Charakterisierung von SASH1 bzw. PLAGL1 wurden HME-
Zellklone ohne SASHI1/PLAGL1-Translokation stabil mit Vektoren lentiviral
transduziert, die shRNAmir-Sequenzen gegen eins der beiden Zielgene exprimieren.
Es wurden Lenti- und keine Retroviren verwendet, da auf diese Weise auch gering
proliferierende Zellen wie beispielsweise Stammzellen transduziert werden kdnnen.
Pro Gen wurden mindestens zwei verschiedene shRNAmir verwendet. Durch den
Einsatz unterschiedlicher shRNAmir-Sequenzen konnte Uberprift werden, ob
beobachtete Effekte aufgrund der Niederregulierung des Zielgens oder aufgrund der
unspezifischen Niederregulierungen eines anderen Gens zustande kommen. Da ein
unspezifischer Effekt bei der Anwendung von RNA-Interferenz haufig die Aktivierung
des Interferon-Signalweges ist, musste sichergestellt werden, dass dieser Signalweg
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nicht induziert wurde [167, 168]. Hierzu wurde die effizienzkorrigierte relative
Quantifizierung von OAS1, OAS2 und IFI6 durch qPCR durchgefuhrt, da die durch
diese Gene kodierten Proteine an der Interferonbildung beteiligt sind und vermehrt
bei RNA-Interferenz gebildet werden koénnen [168]. Erst eine Erhohung der
Genexpression von Genen des Interferon-Signalweges um mehr als das Zweifache
weist auf unspezifische Effekte hin [113]. In den transduzierten Zellen dieser Arbeit
wurde nur eine etwa 1,4fach erhdohte Expression der Interferon-assoziierten Gene im
Vergleich zu nicht transduzierten Zellen nachgewiesen. Somit war sichergestellt,
dass eine Verhaltensveranderung der transduzierten Zellen z. B. bezuglich der
Proliferation oder des Uberlebens auf der Niederregulierung des Zielgens und nicht

der Aktivierung von Interferon-abhangigen Genen basiert.

Fir die Bestimmung der Genexpression von OAS1, OAS2 und IFI6 sowie von
SASH1 und PLAGL1 wurden die Referenzgene PPIA, PUM1, TBP und HMBS
verwendet. Diese vier Gene wurden ausgewahlt, da sie weder im Mammakarzinom
noch nach lentiviraler Transduktion differentiell reguliert sind und keine Pseudogene
nachgewiesen werden konnten. Um die Verlasslichkeit der in dieser Arbeit
gemessenen Genexpressionswerte beurteilen zu kdnnen, wurde die errechnete
HER2-mRNA-Expression von vier Zelllinien mit publizierten Proteinexpressionsdaten
[112] verglichen. Dieser Vergleich ist berechtigt, da eine signifikante Korrelation
zwischen der Expression von HER2-mRNA und HER2-Protein bekannt ist [111]. Die
Rangfolge der errechneten HER2-mRNA-Expression mit der publizierten HER2-
Protein-Expression war dieselbe, so dass durch diesen Vergleich die Zuverlassigkeit

der durch gPCR erhaltenen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestarkt wirkt [112].

Zur Untersuchung der Funktion von SASH1 bzw. PLAGL1 standen der Vergleich von
HME-Zellen ohne SASH1/PLAGL1-Translokation (HME-OT-Klone) und HME-Zellen
mit dieser Translokation (HME-MT-Klone) zur Verfugung. Des Weiteren wurde der
am langsamsten wachsende Zellklon ohne SASH1/PLAGL1-Translokation (HME-
OT1) sowie der am schnellsten wachsende Zellklon ohne SASH1/PLAGL1-
Translokation (HME-OT4) mit Lentiviren stabil transduziert, welche shRNAmir gegen
SASH1 bzw. PLAGL1 exprimieren. Die lentivirale Transduktion von HME-OT1 bzw.
HME-OT4 mit shPLAGL-A bzw. shPLAGL-B ermdglichte eine Niederregulierung von
PLAGL1 zwischen 47 % und 84 %. Durch SASH1-spezifische shRNAmir wurde die

121



Diskussion

SASH1-Expression um 37 % und 77 % im Vergleich zu nicht-transduzierten Zellen

vermindert.

XTT- und Pl-basierte Zellzyklusanalysen in dieser Arbeit zeigten, dass Zellklone mit
SASH1/PLAGL1-Translokation ein deutlich verstarktes Wachstum im Vergleich zu
Zellklonen ohne SASHI1/PLAGL1-Translokation aufweisen (Unterschied an Tag 4:
p = 0,03). Dieses Ergebnis wies auf eine Rolle von SASH1 bzw. PLAGL1 in der
Regulierung der Proliferation hin. Tatsachlich zeigte sich sowohl im XTT-Assay als
auch in der Pl-basierten Zellzyklusanalyse meist eine verstarkte Proliferation nach
einer lentiviralen Niederregulierung von SASH1 bzw. PLAGL1. Die Starke der
Proliferationsinduktion nach PLAGL1-Niederregulierung schien dabei von dem
verwendeten Zellklon abzuhangen: In HME-OT1 wurde die Proliferation durch beide
PLAGL1-shRNA-Vektoren stark induziert, wahrend in HME-OT4 nur nach
Transduktion mit shPLAGL-B eine vermehrte Anzahl von Zellen in S-Phase im
Vergleich zu der non-silencing-Kontrolle messbar war. Die Rolle von PLAGL1 als
Regulator der Proliferation wurde schon im Gehirn und der Hypophyse gezeigt und
konnte somit bestatigt werden [144]. Der Einsatz von biologischen Replikaten sowie
die Anwendung mehrerer shRNAs zeigte zudem reproduzierbar eine Induktion der
Proliferation nach Niederregulierung von SASH1. So erniedrigte sich beispielsweise
je nach verwendetem Zellklon (HME-OT1 bzw. HME-OT4) die Verdopplungszeit
nach Transduktion mit shSASH-A bzw. shSASH-C zwischen 7 % und 18 %. Auch die
durchflusszytometrische Bestimmung der S-Phase zeigte, dass der Anteil an
proliferierenden Zellen sich nach Transduktion mit shSASH-A und shSASH-C um

mindestens 6 bis hochstens 43 % erhoht.

Im Klonierungsexperiment zeigte sich, dass 81 % der neu generierten Zellklone statt
der erwarteten 40 % eine SASH1/PLAGL1-Translokation aufwiesen (p = 0,003).
Diese Beobachtung gab einen ersten Hinweis darauf, dass die durch die
SASH1/PLAGL1-Translokation verursachte Niederregulierung dieser Gene neben
einem Proliferations- auch einen Uberlebenssvorteil fiir die betroffenen Zellen unter
Klonierungsbedingungen bewirkt. Ein zusatzlicher Effekt durch verminderte Apoptose
ist eher unwahrscheinlich, da weder durch durchflusszytometrische
Zellzyklusanalysen ein Sub-G1-Gipfel noch durch eine DAPI-Farbung unfixierter

Zellen apoptotische Zellen durchflusszytometrisch in dieser Arbeit nachgewiesen

122



Diskussion

werden konnten. Allerdings ist zu beachten, dass nicht alle Zelllinien einen Sub-G1-
Gipfel ausbilden und apoptotische G2-Zellen einen reduzierten DNA-Gehalt
aufweisen, der dem DNA-Gehalt einer G1-Zelle entspricht [169]. Zudem beeinflussen
frihe Apoptosevorgange nicht die Membranpermeabilitat, welche durch eine DAPI-
Farbung Uberpriuft wird [169]. Somit kann durch die durchgeflihrten Analysen nicht
vollkommen ausgeschlossen werden, dass SASH1 und/oder PLAGL1 Apoptose
induzieren kénnen. Des Weiteren ist es mdglich, dass eine Niederregulierung von
SASH1 bzw. PLAGL1 zusatzlich zur Proliferation andere nicht-apoptotische
Zelltodprogramme vermindert, wie beispielsweise Nekrose, Autophagie, Seneszenz
oder mitotische Katastrophe [170, 171].

Interessant ist die Beobachtung, dass die Starke der Proliferationsinduktion in dieser
Arbeit oft mit der HOhe der SASHI1-Niederregulierung zusammenhangt. So
proliferieren beispielsweise HME-OT1-Zellen nach Transduktion mit shSASH-A
(59%ige Niederregulierung) und shSASH-C (72%ige Niederregulierung) mehr als
nach Transduktion mit shSASH-B (37%ige Niederregulierung; Abb. 21; Abb. 22).
Auch der Vergleich der Zellklone mit und ohne SASH1/PLAGL1-Translokation zeigte,
dass SASH1 um mehr als 60 % im Vergleich zu HME-OT-Klonen niederreguliert sein
musste, damit eine vermehrte Proliferation gemessen werden konnte (Abb. 26). Der
Befund der dosisabhangigen Wirkung der SASH1-Expression zeigt einmal mehr,
dass die ,Two-Hit*-Hypothese von Knudson nicht fur alle Tumorsuppressorgene
anwendbar ist. Knudson nahm an, dass die Inaktivierung beider Allele eines
Tumorsuppressors und folglich der komplette Expressionsverlust des kodierten
Tumorsuppressors flr die Tumorprogression notwendig ist [172]. Das Phanomen der
Haploinsuffizienz, welches beschreibt, dass die Expression eines Allels nicht
ausreicht, um die normale Aktivitat des Genprodukts in der Zelle auszulben, wurde
bereits fir mehrere Tumorsuppressorgenen beschrieben [173]. Der Effekt der
tumorsupprimierenden Wirkung der Tumorsuppressorgene TP53, PTEN oder
CDKN1B ist sogar abhangig von der Menge der Expression [174-177]. Folglich
wurde vor kurzem das sogenannte ,Kontinuum Modell“ vorgeschlagen, welches
beschreibt, dass die Starke des malignen Effekts umso hoher ist, umso niedriger das
Tumorsuppressorgen exprimiert wird [178]. Dabei mull zwischen Gendosis und

Effekt kein linearer Zusammenhang bestehen.
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Auch wenn im Rahmen dieser Arbeit Hinweise erlangt wurden, dass die
tumorsupprimierende  Wirkung von SASH1 dosisabhangig ist, kann die
dosisabhangige Funktion eines Tumorsuppressors sich je nach genetischem
Hintergrund eines Organismus und in verschiedenen Organen unterscheiden [178-
180]. Auch ist noch nicht klar, ob eine verminderte Expression von SASH1 zwar die
frihe Karzinogenese ermdglicht, aber fur die Tumorprogression, ahnlich wie bei
Smad4, eine komplette Inaktivierung des SASH1-Gens notwendig ist [181].

Im Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit, zeigte Zeller eine verminderte
Wachstumsgeschwindigkeit von Zellen mit SASH1-Niederregulierung [182].
Allerdings ist zu beachten, dass die publizierten Ergebnisse von Zeller auf einer
Transfektion von MCF 10A-Zellen basieren, wahrend in dieser Arbeit hHME-tert-
Zellen verwendet wurden. Da beide Mammaepithelzelllinien aus unterschiedlichen
Probanden generiert wurden, konnten die unterschiedlichen Ergebnisse auf der
naturlich vorkommenden Varianz der Genexpression in unterschiedlichen Individuen
basieren [183, 184]. Moglich ist auch, dass die von Zeller beobachtete
Wachstumsverminderung nach  Niederregulierung von SASH1  aufgrund
unspezifischer Effekte durch Einsatz zu hoher siRNA-Konzentrationen detektiert
wurde. Im Gegensatz zur lentiviralen Transduktion der hHME-tert-Zellen in dieser
Arbeit transfizierte Zeller die MCF 10A-Zellen transient mit 100 nM siRNA. Dabei
wurde gezeigt, dass die unspezifische Aktivierung und Repression von zahlreichen
Genen konzentrationsabhangig erfolgt [185]. Bei der Verwendung von 100 nM siRNA
wurden mehrere unspezifische Effekte detektiert, was unter anderem zu einer
Induktion von zellzyklusinhibierenden und proapoptotischen Genen (z. B. GADD45
und BAK1) fuhrte [185, 186]. Des Weiteren wurde durch Zeller, im Gegensatz zu der
vorliegenden Arbeit, nicht Uberpruft, ob der Interferon-Signalweg aktiviert wurde.
Letzterer kann jedoch unter anderem zu einer antiproliferativen Wirkung und
Stimulation der Apoptose flhren [187, 188]. Zudem kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die SASH1-Expression wahrend der Durchfuhrung des publizierten
XTT-Versuches durch Zeller noch ausreichend vorhanden war. Die
Niederregulierung durch die verwendeten siRNAs wurde durch Zeller 48 h nach
Transfektion kontrolliert, Unterschiede in der Proliferation aber erst 72 h nach
Transfektion mit siRNA detektiert. Dabei war in mindestens einer der verwendeten
siRNAs eine Reexpression von SASH1 nach 72 h messbar. Zudem ist unklar wie
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viele Replikate durchgefihrt wurden. Bei der Durchfihrung der biologischen
Replikate in dieser Arbeit konnte jedoch wiederholt ein Unterschied des
Zellverhaltens in verschiedenen Zellpassagen beobachtet werden. Des Weiteren
wurde berichtet, dass die Generierung von SASH1-Uberexprimierenden
Mammazelllinien misslang [182]. Ein mdglicher Grund hierfir kénnte die stark
antiproliferative Wirkung des SASH1-Proteins in Mammaepithelzellen sein, so dass
stabile Klone einen starken Wachstumsnachteil gegenuber nicht-transduzierten
Zellen aufweisen. Auch die transiente sowie stabile SASH1-Uberexpression in
humanen Melanozyten resultierten in zytotoxischen Effekten [182]. Im
Zusammenhang mit der zuvor vermuteten dosisabhangigen Funktionsweise ist es
aber auch moglich, dass die proliferationsfordernde bzw. -inhibierende Wirkung von
der SASH1-Konzentration abhangt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es sich bei SASH1 wie bei PLAGL1 um
Tumorsuppressoren handelt, welche in Mammaepithelzellen die Proliferation
inhibieren kdnnen und daher bei verminderter Expression zu einem
Wachstumsvorteil der betroffenen Zellen fuhren. Interessant ist dabei der Befund
dieser Dissertation, dass die SASH1-Lokalisation in der untersuchten
Mammakarzinomzelllinie abhangig vom Zellzyklus war: SK-BR-3-Zelllinien, welche
zur Proliferation angeregt wurden, wiesen vermehrt SASH1 im Zellkern im Vergleich
zu weniger proliferierenden SK-BR-3-Zellen auf (p = 0,0008). Das SASH1-homologe
Protein SLy1 kann ebenfalls im Zytoplasma oder Zellkern lokalisiert sein. Dabei ist
u. a. die Kernlokalisation fur die korrekte Ausfihrung der SLy1-Funktion bei der
adaptiven Immunantwort notwendig [160]. Die proliferationsinhibierende Wirkung von
SASH1 kann vermutlich ebenfalls nur stattfinden, wenn SASH1 im Nukleus lokalisiert
ist. Diese Hypothese stimmt mit der vorgeschlagenen Rolle von SASH1 als

Regulator der Transkription Gberein [159].

Die Translokation von SASH1 in den Kern findet moglicherweise erst nach
posttranslationaler Modifikation von SASH1 statt. Tatsachlich wurde durch Dubois et
al. gezeigt, dass nach Stimulation der Zellen mit Phorbolester phosphoryliertes
SASH1 durch das Protein 14-3-3-s gebunden wird [189]. Denkbar ist, dass durch
diese Interaktion 14-3-3-s eine Konformationsanderung in SASH1 verursacht, so

dass die Translokation von SASH1 in den Kern ermoglicht wird. Zudem wurde
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berichtet, dass die Phosphorylierung von SASH1 in einer dosisabhangigen Weise
nach Behandlung von Zellen mit ionisierender Strahlung stattfindet [190]. Somit ist
folgendes Modell denkbar: Wachstumsfordernde Stimuli oder tumorférdernde
Schaden fuhren zur konzentrationsabhangigen Phosphorylierung von SASH1. Diese
posttranslationelle Modifikation fihrt direkt oder indirekt Gber Proteine wie z. B. 14-3-
3-s zu einer Konformationsanderung, welche eine Translokation in den Kern von
SASH1 ermdglicht. Dadurch werden im Nukleus Gene verstarkt transkribiert, welche
u. a. die Proliferation der Zelle inhibieren.

Die Abhangigkeit der SASH1-Lokalisation vom Proliferationsstatus der Zelle scheint
im Kolorektalkarzinom nicht vorzuliegen, da in getesteten kolorektalen Zelllinien sich
die Lokalisation von endogenem SASH1 nicht durch unterschiedliche
Wachstumsbedingungen (Abwesenheit von Serum, Restimulation) veranderte [159].
Die Arbeitsgruppe Janssen (TU Miinchen) zeigte zudem, dass die Uberexpression
von SASH1 durch Transfektion der epithelialen Zelllinien HEK293 und HelLa mit V5-
markierten SASH1-Konstrukten mdglich ist [159]. Das Volllangen-SASH1-Protein
wies dabei eine vorwiegende zytosolische Lokalisation und eine Anreicherung in F-
Aktin-reichen, membrannahen Strukturen der Zellen auf. Durch weitere Versuche
wurde gezeigt, dass SASH1 eine Rolle in der Zellmigration ausubt. Dabei gibt es
Hinweise, dass eine Niederregulierung von SASH1 eine erhdohte Rap1A-
Transkription bewirkt. Diese verstarkte Rap1A-Transduktion fihrt Gber einen bislang
unbekannten Mechanismus zu einer Rac1-abhangigen verringerten Zelladhasion
[159].

Trotz der vermuteten Rolle von SASH1 in der Migration bei kolorektalen Zellen
konnte in dieser Arbeit keine deutlich erhéhte Migration in HME-OT-Zellen detektiert
werden, in denen SASH1 niederreguliert worden war. Allerdings ist zu beachten,
dass fur die Migration ein definiertes Mal} an aktiviertem Rac1 ndtig ist, d. h. ein zu
hoher bzw. ein zu niedriger Gehalt an aktivem Rac1 die Migration inhibiert [191].
Mdglicherweise war die Niederregulierung von SASH1 in der vorliegenden Arbeit zu
stark oder zu schwach, so dass die flr die Migration notwendige Rac1-Menge nicht
vorlag. Fasst man jedoch die zum Teil widerspruchlichen Ergebnisse zur
physiologischen Rolle von SASH1 aus dieser Arbeit mit den publizierten Daten von
Zeller und Martini zusammen, ist es ebenfalls moglich, dass die Funktion von SASH1

vom Zelltyp abhangt.
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Die Transduktion von HME-OT1-Zellen mit shPLAGL-A verursachte trotz der
interexperimentell hohen Streuung eine deutlich verstarkte Migration der
transduzierten Zellen im Vergleich zur non-silencing-Kontrolle (p = 0,04) sowie das
starkste Invasionsverhalten unter den stabil transduzierten Klonen. Dieser Befund ist
konsistent mit den Hinweisen, dass PLAGL1 eine Rolle bei der der Invasion im
Zervixkarzinom spielt, da es in invasiven Ovarialkarzinomen im Vergleich zu in situ

Karzinomen niederreguliert ist [192].

Nach Niederregulierung von SASH1 wurde eine vermehrte Spharenbildung detektiert
(Abb. 39). Da nur Stamm- und Progenitorzellen in den verwendeten niedrig
adhasiven Wachstumskonditionen zur Spharenbildung Uberleben, bestehen
Mammospharen vermehrt aus Stamm- und Progenitorzellen [193]. Somit liegt nahe,
dass SASH1 neben der Proliferation und Migration auch die Stammzell- bzw.
Progenitoreigenschaften von Zellen beeinflusst. Da Metastasenvorlauferzellen die
Eigenschaft der Selbsterneuerung und Bildung einer unbegrenzten Anzahl an
Tochterzellen mit Stamm- bzw. Progenitorzellen teilen, weist dieser Befund darauf
hin, dass eine Niederregulierung von SASH1 die Metastasierung begunstigt. Des
Weiteren weisen die Spharenversuche darauf hin, dass Zellen mit einer verminderten
SASH1-Expression eine erhohte Resistenz gegenuber Anoikis (programmierter
Zelltod aufgrund von fehlendem Zell-Matrix-Kontakt) aufweisen. Die Resistenz
gegenuber Anoikis ist ebenfalls eine wichtige Vorraussetzung fur eine erfolgreiche
Metastasierung von Tumorzellen [194]. Somit konnte die frGhe Niederregulierung von
SASHL1 in der Tumorprogression von Vorteil fur die die erfolgreiche Disseminierung

von Tumorzellen sein.

Auch die lentivirale Niederregulierung von PLAGL1 (v. a. durch shPLAGL-B) fihrte
zu einer vermehrten Spharenbildung im Vergleich zur non-silencing-Kontrolle. Somit
konnte auch PLAGL1 das Stammzell- bzw. Progenitorzellpotenzial sowie die
Anoikisresistenz beeinflussen. Diese Beobachtung sowie der Bericht, dass der
Metastasenpromotor Merm1 durch Unterdrickung der PLAGL1-abhangigen
Apoptose das Uberleben von Tumorzellen in BlutgefaRen fordert, bestarkt die Rolle
von PLAGL1 in der Metastasierung [153].
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SASH1 und PLAGL1 regulieren zellulare Kooperation tber
parakrine und zellulare Mechanismen

Zellklone ohne SASH1/PLAGL1-Translokation haben zwar einen Wachstumsnachteil
im Vergleich zu Zellklonen mit dieser Translokation, sind aber in der Parentalzelllinie
zu 60 % vorhanden. Zudem erhohte die Behandlung eines Zellklons ohne
SASH1/PLAGL1-Translokation (HME-OT1) mit konditioniertem Medium von
Zellklonen mit SASH1/PLAGL1-Translokation (HME-MT1 bzw. HME-MT2) oder der
Parentalzelllinie hHME-tert den Anteil an proliferierenden Zellen (Spannweite der
mittleren Erhohung: 5 — 47 %). Daraus lasst sich schlielen, dass Zellen mit
SASH1/PLAGL1-Translokation einen Faktor sezernieren, der das Wachstum von
Zellen ohne SASHI1/PLAGL1-Translokation stimuliert. Bei Behandlung der HME-
OT1-Zellen mit konditioniertem Medium von stabil transduzierten HME-OT-1 wurde
die Proliferation nur bei Behandlung der Zellen mit konditioniertem Medium von
HME-OT1 nach Transduktion mit shSASH-C (33 %), shPLAGL-A (18 %) und
shPLAGL-B (43 %) induziert. Da das konditionierte Medium von Zellen, welche mit
shSASH-A bzw. shSASH-B transduziert wurden, keine vermehrte Proliferation in
HME-OT1-Zellen induzierte, ist moglicherweise die Menge des sekretierten Faktors
dosisabhangig von der SASH1-Expression, nicht aber von der PLAGL1-Expression.
Des Weiteren ist zu beachten, dass bei Verwendung von konditioniertem Medium
von Zellen mit SASH1/PLAGL1-Translokation eine geringere interexperimentelle
Varianz als bei Verwendung von konditioniertem Medium von stabil transduzierten
Zellen auftrat. Moglicherweise besitzen SASH1 und PLAGL1 einen synergistischen
Effekt, so dass bei gleichzeitiger Niederregulierung von SASH1 und PLAGL1 jener
Faktor, der das Wachstum von Zellen ohne SASH1/PLAGL1-Translokation stimuliert,
in konstant hohem Niveau sekretiert wird. Zur Aufklarung dieser Hypothese ist es von
Vorteil, SASH1 und PLAGL1 gleichzeitig niederzuregulieren. Mdoglicherweise
potenziert sich bei einer simultanen Niederregulierung dieser zwei Gene auch die

Induktion der Proliferation und Migration/Invasion.

Die Versuche mit konditioniertem Medium wurden in hHME-tert-Zellklonen
durchgefiihrt. Da die Parentalzelllinie hHME-tert keine Ostrogenrezeptor- und HER2-
Expression aufweist und des Weiteren durch Genexpressionsanalysen als basal

klassifiziert wurde [195], kdnnte die parakrine Stimulation der Proliferation zwischen
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Zellen mit und ohne SASH1/PLAGL1-Niederregulierung in Patientinnen mit basalen
Tumoren stattfinden. Diese Hypothese wird dadurch gestutzt, dass in dieser Arbeit
trippelnegative Primartumore (keine Ostrogen- und Progesteronrezeptorexpression,
keine HER2-Uberexpression) mit einer heterogenen Verteilung der SASH1-Deletion
innerhalb eines Tumors in der Regel starker proliferieren als trippelnegative
Primartumore mit klonaler SASH1-Deletion (p = 0,014). Da bei Analyse der FISH-
Daten von anderen Mammakarzinomsubtypen kein Hinweis fur eine zellulare
Kooperativitdat nachgewiesen werden konnte, ist madglicherweise die zellulare
Kommunikation zwischen Zellen mit und ohne SASH1/PLAGL1-Niederregulierung

spezifisch fur basale bzw. trippelnegative Mammakarzinome.

Die Spharenanzahl war jeweils hoher in der Kokultur (HME-OT1 kokultiviert mit stabil
transduziertem HME-OT1-Klon) als in der entsprechenden Monokultur. Somit wurden
durch die Kokulturexperimente dieser Arbeit Hinweise darUber erlangt, dass eine
Kooperation zwischen Zellen mit und ohne SASH1/PLAGL1-Niederregulierung das
Stammzell- und Progenitorzellpotenzial der entsprechenden Zellen erhoht. Diese
Kooperation konnte parakrin aufgrund der Sekretion eines bestimmten Faktors
stattfinden. Allerdings ist zu bedenken, dass alle detektieren Spharen Gemische aus
beiden Zelltypen waren (Abb. 44). Dies deutet darauf hin, dass die direkte Interaktion
zwischen Zellen mit und ohne SASHI1/PLAGL1-Niederregulierung das
Spharenwachstum stimuliert.

Die Kommunikation zwischen Zellen mit und ohne SASH1/PLAGLI1-
Niederregulierung konnte fur die initialen Phasen der Tumorprogression erforderlich
sein, da zu Beginn der Tumorprogression neben den aberranten Zellen noch viele
nicht aberrante Zellen vorhanden sind. Die Daten dieser Arbeit unterstitzen diese
Hypothese, da durch die Koexistenz von verschiedenen Tumorzellpopulationen die
Proliferation sowie das Stammzell- bzw. Progenitorpotenzial von Zellen ohne
SASH1/PLAGL1-Niederegulierung erhoht wird. Somit koénnte die genetische
Heterogenitat eines Tumors bedeutsam flr die Tumorprogression sein. Tatsachlich
wurde bereits gezeigt, dass die Interaktion zwischen zwei oder mehr phanotypisch
unterschiedlichen Klonen zu einem Phanotyp fuhrt, welcher maligner als die
einzelnen Phanotypen ist. Diese sogenannte interklonale Kooperativitat wurde

erstmals in der metastatischen Rattenmammakarzinomzelllinie BC1 gezeigt [196,
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197]. Nur in Anwesenheit des epithelialen und des metaplastischen Zellklons dieser
Zelllinie wird das Enzym Kollagenase sekretiert. Kollagenase ist zum Abbau der
extrazellularen Matrix (EZM) notwendig. Somit konnte diese Art der interklonalen
Kooperativitat zu einer verstarkten Migration und Invasion und letztlich
Metastasierung von Tumorzellen fuhren. Auch wurde far die
Hamsterkarzinomzelllinie HCPC-1 gezeigt, dass die Kooperation von sogenannten
LEMT-Zellen® (Zellen, in denen die epitheliale mesenchymale Transition (EMT)
induziert wurde) mit ,non-EMT-Zellen® fir die Metastasierung notwendig ist. EMT-
Zellen degradieren dabei die umgebende extrazellulare Matrix und penetrieren
Lymph- bzw. Blutgefalle, so dass sie die Migration und Intravasation von ,non-EMT-
Zellen® erleichtern. Im Gegensatz zu den ,EMT-Zellen® konnen allerdings nur ,non-
EMT-Zellen* extravadieren, so dass nur bei gleichzeitigem Vorhandensein beider
Zellarten Metastasierung stattfindet [198]. Zudem ist eine Vorraussetzung flr die
erfolgreiche Migration und Invasion von Tumorzellen das Uberleben der Tumorzellen
nach Abspaltung von der Primarlasion sowie die Generierung einer unbegrenzten
Anzahl an Tochterzellen. Durch die Spharenversuche dieser Arbeit wurde gezeigt,
dass das Stammzell/Progenitorzellpotenzial sowie die Anoikisresistenz in Zellen
ohne SASH1/PLAGL1-Niederregulierung durch Zellen mit dieser Niederregulierung
induziert werden kann. Somit kdnnte die in dieser Arbeit nachgewiesene interklonale
Kooperativitat einen Beitrag zur verbesserten Metastasierung von Zellen leisten.
Neben dem Einfluss der interklonalen Kooperativitat auf die Migration wurde
diskutiert, dass genetisch divergierende Tumorzellen kooperieren, um durch den
gegenseitigen Austausch von verschiedenen Zytokinen zu verhindern, vom
Immunsystem erkannt zu werden [199]. Die durchgefuhrten Experimente dieser
Arbeit geben erste Hinweise darauf, dass die Kooperation unterschiedlicher
Tumorzellen nicht nur die Metastasierung und die Erkennung durch das
Immunsystem, sondern auch die Proliferation beeinflussen kann. Allerdings muss die

Bedeutung dieser Befunde noch durch weitere Versuche geklart werden.
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Die SASH1/PLAGL1-Deletion in Primartumorproben von
Mammakarzinompatientinnen und der klinische Verlauf

Um weitere Hinweise dafur zu erhalten, dass SASH1 bzw. PLAGLL1 eine Rolle in der
Progression des Mammakarzinoms spielen, sollte das Vorhandensein einer SASH1-
Deletion in Primartumoren von Mammakarzinompatientinnen in Zusammenhang mit
relevanten klinischen Parametern gesetzt werden. Somit wurde die FISH auf TMAs
aus FFPE-Primartumorgewebe etabliert. Das verwendete Kollektiv ist dabei
reprasentativ fir Mammakarzinompatientinnen, da bekannte prognostische Faktoren
[200, 201] wie z.B. ein positiver Nodalstatus (p < 0,001), ein hoher
Differenzierungsgrad (p = 0,05) und eine groRe PrimartumorgroRe (p = 0,061) mit
einem erhohten Risiko zu Versterben assoziiert waren (Daten nicht gezeigt).
Aufgrund des gleichzeitigen Auftretens einer SASH1-Deletion mit einer PLAGL1-
Deletion in den untersuchten Mammakarzinomzelllinien liegt es nahe, dass die
Patientinnen mit einer Uberwiegenden SASH1-Deletion auch eine PLAGL1-Deletion
aufweisen. Auch sind diese beiden Gene wahrscheinlich in DTC meist kodeletiert
[94]. Somit ist es wahrscheinlich, dass die in dieser Arbeit gefundenen Assoziationen
zwischen klinischen Parametern und einer SASH1-Deletion auch fur PLAGL1 gultig

sind.

Es zeigten 7 % der 97 untersuchten Patientinnen eine klonale (in mindestens 80 %
der untersuchten Tumorzellen) SASH1-Deletion. Passend zu den zuvor generierten
in vitro Daten, stellte sich heraus, dass die klonale SASH1-Deletion mit einer
verstarkten Proliferation assoziiert ist (p = 0,080). Des Weiteren wiesen die
Primartumoren von Patientinnen mit einer klonalen SASH1-Deletion vermehrt einen
hohen Differenzierungsgrad auf. Dabei ist der Differenzierungsgrad mit einem
schlechten Verlauf assoziiert: Je hoher der Differenzierungsgrad ist, desto weniger
differenziert sind die Tumorzellen und desto geringer ist die Uberlebens-
wahrscheinlichkeit fur den Patienten [11]. Interessanterweise bewirkte die lentivirale
Niederregulierung von SASHL1 eine verstarkte Spharenbildung. Da Spharen vermehrt
aus Stammzellen und den wenig differenzierten Progenitorzellen bestehen, kann
auch die Assoziation der SASH1-Deletion in Patienten mit einem erhohten
Differenzierungsgrad mit den in vitro Daten erklart werden. Allerdings gibt es auch

gegensatzliche Befunde. Zeller zeigte eine hohe SASH1-Expression in
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Mammakarzinomen mit hohem Differenzierungsgrad wahrend gut bzw. malig
differenzierte Primartumore eine verminderte SASH1-Expression aufwiesen [182].
FUr diese Analyse wurde aber der kommerziell in Auftrag gegebene Antikorper
E303976 verwendet, welcher in Western Blot-Analysen mangelnde Spezifitat zeigte
[182].

Allerdings wurde auch berichtet, dass im Basaliom, einem relativ undifferenzierten
Tumor, ein Verlust der PLAGL1-Expression detektiert werden konnte. Im Gegensatz
dazu war in dem differenzierteren Plattenepithelkarzinom der Haut die PLAGL1-
Expression weiterhin vorhanden [98]. Somit kdnnte in Mammakarzinomen sowohl
eine fehlende SASH1- als auch PLAGL1-Expression zu einer schlechten

Differenzierung des Tumors beitragen.

Zudem konnte in der vorliegenden Arbeit ein Zusammenhang zwischen der SASH1-
Deletion und einem verkirzten metastasefreien Uberleben nachgewiesen werden.
Patientinnen mit einer klonalen SASH1-Deletion in den untersuchten
Primartumorzellen, wiesen im Vergleich zu Patientinnen mit einer selteneren SASH1-
Deletion in den untersuchten Primartumorzellen ein dreifach erhohtes Risiko auf,
eine Metastase zu entwickeln (p = 0,04). Allerdings konnten in der vorliegenden
Arbeit keine Hinweise fur einen Zusammenhang zwischen der SASH1-Deletion und
einem verminderten Uberleben gefunden werden. Dies ist mdglicherweise
folgendermalien zu erklaren: Patienten mit einer klonalen SASH1-Deletion in ihren
Primartumoren entwickeln haufiger eine Metastase als Patienten die eine heterogene
Verteilung der SASH1-Deletion in ihren Primartumoren aufweisen. Diese Metastasen
mit klonaler SASH1-Deletion wachsen jedoch langsamer als Metastasen mit einer
heterogenen Verteilung der SASH1-Deletion, so dass die todliche Tumorlast erst
spater erreicht wird. Diese Hypothese wird dadurch gestutzt, dass in dieser Arbeit
gezeigt werden konnte, dass eine interklonale Kooperativitat zwischen Zellen mit und
ohne SASH1/PLAGL1-Niederregulierung die Proliferation stimuliert.

Untersucht man ausschlieBlich Mammakarzinompatientinnen mit einem luminalen
(ER- und/oder PR-positivem) Primartumor, ist der Einfluss der SASH1-Deletion auf
ein vermindertes metastasefreies Uberleben noch groRer als nach Untersuchung
aller Patientinnen. Patientinnen mit luminalem Mammakarzinom und einer

uberwiegenden SASH1-Deletion in ihren Primartumorzellen wiesen ein fast 39,5fach
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erhdhtes Risiko flr eine Metastase im Vergleich zu den restlichen Patientinnen auf.
Der luminale Subtyp ist bezogen auf das Uberleben und molekularbiologisch sehr
heterogen [16, 17, 202, 203]. Mdoglicherweise reprasentieren die Patienten mit
luminalen Tumoren und haufiger SASH1-Deletion jene Patienten, welche innerhalb

der Patienten mit luminalen Tumoren eine schlechtere Prognose aufweisen.

Die SASH1-Deletion war zudem reproduzierbar in Patientinnen mit trippelnegativen
(negativ fir ER und PR sowie keine HER2-Uberexpression) Primartumoren vermehrt
nachzuweisen. Moglicherweise kann dieser Befund damit erklart werden, dass bei
Deletion von SASH1 haufig auch das ca. 3 Mbp entfernt liegende Gen flr den
Ostrogenrezeptor (ESR1) kodeletiert ist. Dies kénnte bedeuten, dass sich
trippelnegative Tumore in zwei biologische Subtypen einteilen lassen, je nachdem ob
der Ostrogenrezeptor aufgrund der Deletion des Gens oder epigenetische

Mechanismen vermindert exprimiert wird.

Der Befund, dass die SASH1-Deletion vermehrt in trippelnegativen Tumoren
vorhanden ist, steht im Widerspruch zu den publizierten Daten von Zeller, die eine
verminderte ER- bzw. PR-Expression bei zunehmender SASH1-Expression zeigte
[182]. Eine mogliche Begrundung fur diese divergierenden Ergebnisse ist, dass eine
vorhandene SASH1-Deletion nicht zwingend mit einer verminderten SASH1-
Expression korrelieren muss. Allerdings wurde zur Erhebung der Expressionsdaten
durch Zeller der in Western Blot-Analysen unspezifische Antikdrper E303976
verwendet. Des Weiteren untersuchte Zeller ein kleineres (n = 47) Kollektiv, wahrend

in dieser Arbeit insgesamt 127 Primartumore analysiert wurden.

Bei der Untersuchung der trippelnegativen Tumore wurde in dieser Arbeit kein
signifikant vermehrtes Auftreten der SASH1-Deletion mit basalen (ER- und PR-
negativ, keine HER2-Amplifikation sowie CK5/6 und/oder EGFR positiv) im Vergleich
zu funffach negativen (ER- und PR-negativ, keine HER2-Amplifikation sowie CK5/6
und EGFR negativ) Tumoren des untersuchten Kollektivs gefunden. Primartumore
mit einer klonalen SASH1-Deletion zeigten allerdings eine leicht verstarkte EGFR
Expression im Vergleich zu heterogenen Tumoren. Experimentell konnte diese
Tendenz bestatigt werden, indem HME-OT1-Zellen, welche mit shSASH-B
transduziert wurden, eine erhohte EGFR-Expression im Vergleich zu Kontrollzellen
aufwiesen. Allerdings fuhrte die Transduktion mit shSASH-A oder shSASH-C, welche
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SASH1 effizienter niederregulieren, zu keiner Erhéhung der EGFR-Expression.
Folglich konnte ein subtiler Gendosis-Effekt fur diese Beobachtung verantwortlich
sein. Eine dosisabhangige Regulierung der EGFR-Expression wurde schon fur EGF
und Calcitriol berichtet [204, 205]. Diese Hypothese muss allerdings noch durch
weitere Versuche Uberprift werden. Des Weiteren wurde publiziert, dass die
PLAGL1-Expression durch den EGFR-Signalweg reguliert wird, da durch die
Behandlung der Ovarialepithelzelllinie ROSE mit EGF bzw. TGF-alpha (Liganden
des EGFR) die PLAGL1-Expression in den behandelten Zellen vermindert wird [206].
Denkbar ist nun das Vorhandensein eines Feedbackmechanismus, so dass es bei
PLAGL1-Niederregulierung auch zu einer erhohten EGFR-Expression kommt. Diese

Hypothese konnte in den in vitro Versuchen allerdings nicht bestatigt werden.

Die Parentalzelllinie hHME-tert wies die hochste EGFR-Expression auf, wohingegen
Zellen mit und ohne SASHI1/PLAGLI1-Translokation deutlich weniger EGFR
exprimierten. Daher ist es moglich, dass eine Niederregulierung von SASH1 nur in
Kombination mit Zellen ohne SASH1-Niederregulierung zu einer verstarkten EGFR-
Expression fuhren. Diese Hypothese liele sich durch einen Experiment mit

konditioniertem Medium (Durchflihrung wie bei den Zellzyklusanalysen) untersuchen.

Ein synergistischer Effekt auf die Tumorprogression bei einer gleichzeitigen
Niederregulierung von SASH1 und PLAGLL1 ist aufgrund zahlreicher Beobachtungen
denkbar: Beide Gene sind in DTCs und Zelllinien oft kodeletiert und werden des
Weiteren am starksten in luminalen Zellen exprimiert [97, 182]. Zudem war der
proliferationsfordernde Effekt des konditionierten Mediums von Zellen mit
SASH1/PLAGL1-Translokation eindeutiger als eine einzelne Niederregulierung von
SASH1 bzw. PLAGLL1. Schlie3lich wurden ahnliche Funktionen fir beide Proteine

nachgewiesen (z. B. bei Differenzierung, Migration und Proliferation).

Falls sich durch weitere Studien die Rolle von SASH1 und PLAGL1 in der
Progression des Mammakarzinoms bestatigen, konnten die zugrunde liegenden
Signalwege ein vielversprechendes Therapieziel darstellen. Dies ist vor allem fur die
Patientinnen mit trippelnegativem Mammakarzinom von Bedeutung, da die SASH1
(und vermutlich auch PLAGL1)-Deletion in trippelnegativen Patientinnen am
haufigsten detektiert werden konnte. Auch fur Patientinnen mit Iluminalem

Mammakarzinom kénnte die weitere Aufklarung der Rolle von SASH1 und PLAGL1
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wichtig sein, da Patientinnen mit luminalem Mammakarzinom und klonaler SASH1-

Deletion eine besonders schlechte Prognose aufwiesen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in der vorliegenden Arbeit Hinweise fur die
Rolle von SASH1 und PLAGL1 in der frihen Progression und Disseminierung des
Mammakarzinoms erlangt werden konnten. Beide Gene induzieren bei
Niederregulierung eine verstarkte Proliferation, Anoikisresistenz und die Stammzell-
bzw. Progenitoreigenschaften in Mammaepithelzellen. Falls diese Ergebnisse durch
weitere Versuche bestatigt werden konnen, ist es denkbar, dass die verminderte
Expression von SASH1 und PLAGL1 zunachst den jeweiligen Zellen einen
Selektionsvorteil durch die Induktion der Proliferation vermittelt. Auch kénnte die
interklonale Kooperativitat zwischen Zellen mit und ohne SASH1/PLAGLI1-
Niederregulierung bedeutsam wahrend der fruhen Mammakarzinogenese sein. Des
Weiteren konnte die frihe Niederregulierung von SASH1 und PLAGL1 zur
Anoikisresistenz und Erhéhung des Stammzell- bzw. Progenitorpotenzials von
Tumorzellen beitragen. Auf diese Weise wird die Disseminierung der jeweiligen
Zellen in sekundare Organe wie dem Knochenmark oder Lymphknoten sowie das
Uberleben der Zellen und die Metastasenbildung in diesen ektopen Orten geférdert.
Diese Hypothese ist konsistent mit dem Befund dieser Arbeit, dass eine SASH1-
Deletion mit einem erhdhten Risiko, eine Metastase zu entwickeln, einhergeht. Des
Weiteren besteht vermutlich ein Zusammenhang zwischen einem Fehlen der Gene
und schlecht differenzierten und stark proliferierenden Mammakarzinomen. Auch
wenn noch weitere Versuche zur Bestatigung der Ergebnisse dieser Arbeit
durchgefuhrt werden mussen, tragt diese Arbeit somit zur Aufklarung der Biologie

des Mammakarzinoms bei.
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