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Abkiirzungsverzeichnis

bp Basenpaare

BRCA breast cancer gene

cDNA komplementéare Desoxyribonukleinséure

CpG Dinukleotid 5°-Cytosin-Phosphat-Guanosin-3°

CpG-Inseln Genomische Region mit erhdhter CpG-Dinukleotid-Dichte

Ct threshhold cycle, PCR-Zyklusanzahl am  Fluoreszenz-
Schwellwert

d.h. das heif3t

DNA Desoxyribonukleinséaure

DNase Desoxyribonuklease

E Effizienz

EF event frequency, Ereignis-Haufikeit

EGFR endothelian growth factor receptor

ER Ostrogenrezeptor (estrogen receptor)

ff. und die folgenden

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

GEO gene expression omnibus: Offentliche Datenbank mit
Genexpressionsdaten

G6PDH Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase

HER2 human epidermal growth factor receptor 2

HDAC Histon-Deacetylase

HPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase

HR Hazard Ratio; relatives Risiko

HTRA1 Protein high temprature requirement Al

IGF insulin-like-growth-factor

IGF-BP insulin-like-growth-factor binding protein

IR interquartile Range, Interquartilen-Abstand

k. A. keine Angaben

95%KI 95%-Konfidenzintervall

min Minute

mM Milimol/Liter

(O Overall-Survival, Gesamtiiberleben

PAI-1 Plasminogen Aktivator Inihibitor 1

PBGD Porphobilinogendeaminase

PCR Polymerase-Kettenreation

PDZ-Doméne Teil eines Proteins, der mit anderen Proteinen interagiert

PR Progesteronrezeptor

PTEN Phosphatase and Tensin homolog

uPA urokinasetyp-Plasminogen-Aktivator

uPAR Rezeptor fir urokinasetyp-Plasminogen-Aktivator



RNA Ribonukleinsaure

RNase Ribonuklease

rpm revolutions per minute = Umdrehungen pro Minute

RPS9F ribosomales Protein S9F

RFS Relapse-Free-Survival, Rezidiv-freies Uberleben

S Sekunde

SAM S-adenosylmethionin

SNP single nucleotide polymorphism, DNA-Basenaustausch-
Polymorphismus

S.0.C. Nahrmedium fur transformierte Bakterien

TAE Tris-Acetat-EDTA

Taq Bakterium Thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA

TGF-3 tumor-growth-factor 3

™ Transmembrandomane

Tris Trishydroxymethylaminomethan

vgl. vergleiche

WT Wildtyp

z.B. zum Beispiel



1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom
1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist die

31,3 . .
Darm haufigste maligne Erkrankung der

Lunge Frau in Deutschland (Abbildung 1).
Gebdrmutterkérper

Malignes Melanom der Haut Es erkrankt nach Schéatzungen des
Bauchspeicheldriise Robert-Koch-Instituts jede achte
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Frau im Laufe ihres Lebens an

Magen Brustkrebs. Die Inzidenz
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e unterscheidet sich stark in den

Leukiamien

Gebirmutterhals einzelnen  Altersgruppen, mit

IE] schilddrisse einem sehr niedrigen Erkrankungs-
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IE Mundhshle und Rachen risiko fur junge Frauen vor dem 30.

M vuiva Lebensjahr. Das mittlere
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Abbildung 1 Prozentualer Anteil der hdufigsten Jahren fir Frauen. Die relative 5-

Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen (ohne  jghres-Ubelebensrate wird fiir alle
nicht-melanotischen Hautkrebs) bei Frauen in Deutschland

2010 (modifiziert nach [Robert Koch-Institut (Hrsg) und die ~ Betroffen  gemittelt mit 87%
Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in . .
(Hrsg) und die Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg.) 2013]. Im Jahr 2011
starben 17 815 Frauen in Deutschland an Brustkrebs. Damit gehort diese
Erkrankung zu einer der haufigsten Todesursachen in Deutschland (vgl. Abbildung 2)

[Statistisches Bundesamt (Destatis) 2012].
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Abbildung 2 Todesursachen in Deutschland, adaptiert nach Statistisches Bundesamt [Statistisches Bundesamt
(Destatis) 2012]

Es muss bertcksichtigt werden, dass es sich bei der Diagnose Mammakarzinom um
eine heterogene Gruppe von Erkrankungen mit stark variabler Prognose handelt.
Unter therapeutischen Gesichtspunkten wird zunachst zwischen der loko-regional
begrenzten Primarerkrankung, dem lokalen Rezidiv und dem metastasiertem
Mammakarzinom unterschieden. Wéahrend bei letzterem nur in Ausnahmefallen eine
Aussicht auf vollstandige Heilung besteht, wird bei der loko-regional begrenzten
Primarerkrankung im Allgemeinen eine kurative Therapie angestrebt. Auch bei
lokalem Rezidiv ist noch in ca. 70% die vollstdndige Heilung Therapieziel [Kreienberg
et al. 2008]. Die Mehrzahl aller Mammakarzinome entsteht sporadisch. Zu den
Risikofaktoren gehdren Adipositas in der Postmenopause, frihe Menarche und spate
Menopause, spate oder keine Schwangerschaft und die Hormonersatztherapie bzw.
die Einnahme oraler Kontrazeptiva [Harbeck et al. 2007]. Fur 5-10% der Félle wird
eine autosomal-dominant vererbte Mutation in einem Gen als Ursache angenommen.
Bekannte Beispiele sind BRCAL1 und BRCAZ2, vererbte Mutationen in diesen Genen
sie sind fur ca. 5% aller Mammakarzinome ursachlich. Auch Keimbahn-Mutationen in
RAD51C, TP53(Li-Fraumeni-Syndrom), STK11/LKB1(Peutz-Jeghers) und PTEN
erhohen das Brustkrebsrisiko deutlich, sie sind aber insgesamt seltener. Zusatzlich
werden polygene Erbgange und Gendefekte mit niedriger Penetranz fur die familiare

Haufung von Brustkrebs verantwortlich gemacht [Meindl et al. 2011].



1.1.2 Klassifikation des Mammakarzinoms, prognostische und pradiktive

Faktoren der loko-regionaren Primarerkrankung

Prognostische Faktoren geben Informationen dber den wahrscheinlichen
Krankheitsverlauf. Abzugrenzen sind pradiktive Faktoren, die etwas Uber das
Ansprechen auf eine bestimmte Therapie aussagen. Beide Gruppen sind wichtige
Entscheidungshilfen fur die Auswahl der adjuvanten Therapie beim loko-regional
begrenzten Mammakarzinom (siehe auch Tabelle 1). Ziel ist eine moglichst genaue
Auswahl derjenigen Patienten die von einer medikamentts-systemischen Therapie
profitieren. So bleiben Nebenwirkungen den Patienten erspart, fur die die lokale
Behandlung bereits die Heilung herbeifihrt bzw. die von einer Therapieform
hochstwahrscheinlich nicht profitieren (z.B. Hormonrezeptor-negativer Tumor und

endokrine Therapie).

Die genaue Stadieneinteilung erfolgt nach der TNM-Klassifikation der UICC (Union
internationale contre le cancer). Fir die Einteilung wird der gréf3te Durchmesser des
Primartumors(pT) und die Anzahl und Lokalisation der befallenen regionalen
Lymphknoten(pN) vom Pathologen am Operationspraparat bestimmt. Zusatzlich wird
die Existenz von Fernmetastasen(M) berlcksichtigt. Einer der starksten
prognostischen Faktoren fur Rezidiv- und Sterberisiko beim  priméren
Mammakarzinom ist der Befall der axillaren Lymphknoten. So sank beispielsweise
nach Daten des Tumorregisters Minchen bei zehn oder mehr befallenen
Lymphknoten im Vergleich zu negativen Nodalstatus die relative 5-
Jahresiberlebenszeit von 97,7% auf 51,1% [Schrodi et al. 2011]. Der Befall der
axillaren Lymphknoten korreliert positiv mit der Tumorgrof3e, beide tragen aber

unabhangige Information zur Prognose bei [Carter et al. 1989].

Histologisch lassen sich mehrere Typen des invasiven Mammakarzinoms
unterscheiden, die haufigsten sind das invasiv-duktale (70-80%) und das invasiv-
lobulare Mammakarzinom (10%) [Harbeck et al. 2007]. Als prognostisch gunstig
gelten das tubulare, muzindse, adenoid-zystische und kribriforme Karzinom [Ellis et
al. 1992; Rosen et al. 1993]. Daneben erfolgt eine Graduierung des
Differenzierungsgrades des Tumors nach der Ellis- und Elston-Modifikation des
Bloom und Richardson-Gradings. Diese unterscheidet die drei Grade gut (G1),

maRig (G2) und schlecht (G3) differenziert. Als Kriterien hierfir werden



6

Tubulusbildung, Kernpolymorphie und Mitoserate gewertet. Sie hat eine groRRere
Bedeutung fur Prognose und Therapieentscheidung als der histologische Typ [Elston
et al. 1991; Bloom et al. 1957]. Im histologischen Befund haben neben
Differenzierungsgrad und Typ auch das Ausmald des Tumoreinbruchs in Lymph- und
Blutgefal3e und der Resektionsstatus und -rand Bedeutung fur die Prognose. Zu den
klassischen Prognosefaktoren zahlt aufRerdem das Alter der Patientin bei
Erstdiagnose. Die schlechtere Prognose jlngerer Patientinnen ist am ehesten auf
das haufigere Auftreten aggressiver Karzinome zuriick zu fuhren, zum Beispiel von
G3-Tumoren [Kollias et al. 1997] oder ,triple-negativen Mammakarzinomen [Hudis et
al. 2011].

Immer wichtiger fir Therapie und Prognose werden die biologischen Eigenschaften
der Tumoren. Anhand von Genexpressionsprofilen lassen sich Mammakarzinome in
verschiedene Subtypen einteilen. Eine géngige Einteilung unterscheidet nach
MRNA-Expressionsmuster vier Hauptsubtypen, die durch immunhistochemische
Untersuchungen angendhert werden konnen: zwei Hormonrezeptor-positive
Varianten, Luminal A und B; eine erbB2-lberexprimierende Variante und die
Basalzell-ahnlichen Tumoren (siehe auch Tabelle 1, S. 7). Letztere gehéren zu den
Jriple-negativen“-Mammakarzinomen, die weder Hormon- noch Her2neu-Rezeptor

Uberexprimieren [Perou et al. 2000; Sarlie et al. 2001].

Das Vorhandensein von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren sowie dem
Wachstumsfaktor-Rezeptor Her2/neu wird in der Regel immunhistochemisch
bestimmt. Die Uberexpression von Her2/neu kann mit der Fluoreszenz-In-Situ-
Hybridisierung(FISH), in der die Genamplifikation als Ursache sichtbar gemacht wird,
bestétigt werden. Durch die pradiktive Bedeutung fir das Ansprechen auf endokrine
bzw. Her2/neu-Antikdrpertherapie haben diese Faktoren eine essentielle Bedeutung

fur die Auswahl der adjuvanten Therapie.



Tabelle 1 Ubersicht der empfohlenen adjuvanten Therapie in Abhingigkeit von Subtyp nach Konsensus St.
Gallen 2011 [Goldhirsch et al. 2011] (a: ER/PR: Ostrogen und-/oder Progesteronrezeptor)

Subtyp Rezeptorstatus Ki67 Therapie
ER/PR* | Her2neu
Luminal A + - niedrig | endokrine Therapie, bei hohem

Risiko (z.B. Nodalstatus) auch
Chemotherapie

Luminal B
e ohne erbB2- | + - hoch endokrine Therapie, Kombination
Uberexpression mit Chemotherapie diskutieren
e mit erbB2- | + + alle Chemotherapie, endokrine
Uberexpression Therapie und anti-Her2-Therapie
Non-luminal mit erb2- | - + k. A. Chemotherapie und anti-Her2-
Uberexpression Therapie
Basal-like - - k. A. Chemotherapie

(ca. 80% aller triple-
negativen Karzinome)

Histologische k. A.
Sonderformen
e kribriform, + - Endokrine Therapie
tubulér, muzinds
e medullar*, - - Je nach Typ/Nodalstatus
adenoid- Chemotherapie oder
zystisch* Beobachtung (mdglich bei *)
apokrin,

metaplatisch

Wahrend die Bestimmung des Ostrogen- und Progesteronrezeptorstatus fir die
Prognose nur eine untergeordnete Bedeutung hat, ist die pradiktive Aussage vor
allem des Ostrogenrezeptorstatus fiir eine hohere Ansprechrate (ca. 60-70%) auf
eine endokrine Therapie bereits seit tUber 30 Jahren von grol3er klinischer Bedeutung
[Donegan 1992]. Wichtig als Auswahlkriterium fiir die Art der endokrinen Therapie ist
der Menopausenstatus der Patientin. Bei pramenopausalen Patientinnen ist der
Einsatz von Tamoxifen, evtl. kombiniert mit der Ausschaltung der Ovarfunktion durch
die Gabe von Gonadotropin-Releasing-Hormon(GnRH)-Analoga oder die
operative/strahlentherapeutische Ablation, Standard. Bei sicher postmenopausalen
Patientinnen hat sich gezeigt, dass eine Therapie mit Aromatasehemmern der 3.
Generation, z.B. Letrozol, einer reinen Tamoxifen-Therapie Uberlegen ist [Regan et
al. 2011]. Diese konnen anstatt des Tamoxifens fur volle 5 Jahre (,upfront®) oder im
Wechsel (,switch®), nach oder vor, 2-3 Jahren Tamoxifen gegeben werden.

Eine Uberexpression von Her2/neu, einem Wachstumsfaktorrezeptor, wird mit einer

schlechteren Prognose in Verbindung gebracht [Slamon et al. 1987; Chia et al.
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2008]. Sie tritt in bis zu 25% aller frihen Brustkrebsfalle auf und ist flr ein
Ansprechen auf eine Therapie mit einem monoklonalen Antikdrper zur Blockade des
Her2/neu-Wachstumsfaktorrezeptors, dem Trastuzumab, wichtig [Baselga et al.
2006]. Weitere Medikamente, die als Ziel Her-2/neu haben, sind Lapatinib,
Pertuzumab und T-DM1. Wéhrend erstere beiden ebenfalls der Blockade der
Her2/neu-Signaltransduktion dienen, ist T-DM1 eine Kombination aus Antikdrper und
Chemotherapeutikum [Baselga 2010]. Ein Her2/neu-negativer Tumor, der auch keine
Hormonrezeptoren exprimiert, wird als ,Triple-negatives-Mammakarzinom®
bezeichnet. Es macht ca. 12-17% aller Mammakarzinome aus. Bei Patientinnen mit
BRCA1-Mutation wird diese Subgruppe sogar in bis zu 75% der Falle diagnostiziert.
Spricht dieses wenig auf die Chemotherapie an, hat es eine sehr schlechte Prognose
[Foulkes et al. 2010].

Der Marker Ki-67 kann zusatzlich zur histologischen Graduierung objektivere
Information Uber die Proliferationsrate geben und bei der Einteilung von
Risikogruppen von Nutzen sein, und so z.B. bei der Entscheidung helfen, ob bei
Hormonrezeptor-positiven Tumoren eine Chemotherapie empfehlenswert ist
[Dowsett et al. 2011; Goldhirsch et al. 2011].

Auch die Bestimmung von uPA (Urokinasetyp Plasminogen Aktivator) und PAI-1
(Plasminogen Aktivator Inhibitor 1) kann zur Therapieentscheidung beitragen
[Beckmann et al. 2009]. Klinischer Einsatz erfolgt vor allem bei nodal-negativen, G2-
Tumoren. Erhohte uPA/PAI-1-Werte im ELISA(enzyme-linked immunosorbend
assay) zeigen ein erhohtes Rezidiv-Risiko und somit die Notwendigkeit einer
Chemotherapie an. Dartber hinaus profitieren Patientinnen mit h6heren uPA/PAI-1-
Expression mehr von der Chemotherapie [Harbeck et al. 2004; Harbeck et al. 2002].
Die uPA/PAI1-Messung konnte in der Chemo-NO-Studie in einem Kollektiv von 647
Mammakarzinom-Patientinnen ohne Lymphknotenbefall eine Gruppe von
Patientinnen mit hohem Rezidiv-Risiko identifizieren, die von einer Chemotherapie
erheblich profitierten, wahrend in der Gruppe mit niedrigem uPA/PAILl-ELISA-
Testergebniss das Rezidiv-Risiko auch ohne Therapie gering ausfiel [Harbeck et al.
2002]. uPA/PAI-1 sind Teil des Fibrinolysesystems, dem Gegenspieler der
Blutgerinnung. uPA aktiviert das Plasmin, das wiederum Fibrin - das Endprodukt der
Blutgerinnungskaskade - spaltet. PAI-1 ist einer seiner Inhibitoren. Auch im Gewebe

sind uPA und PAI-1 vorhanden, zuséatzlich existiert auf der Oberflache von Zellen ein
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uPA-Rezeptor (UPAR). Analog zur Hemmung der Blutgerinnung ist eine Rolle des
UPA/PAI-1-Systems beim Umbau und der Degradation extrazellularer Matrix
bekannt. Diese Vorgange sind wichtig fur Invasion und Metastasierung maligner
Tumoren. Zusatzlich kommt es bei diesem Umbau zur Freisetzung von
Wachstumsfaktoren und Signalstoffen, die unter anderem Einfluss auf Angiogenese,
Tumorwachstum und -motilitdt haben. In verschiedenen Malignomen konnte im
Vergleich zum jeweiligen Normalgewebe eine hodhere uPA/PAI-1-Expression
nachgewiesen werden, welche zudem mit einer schlechteren Prognose verbunden
ist [Schmitt et al. 2008; Dang et al. 2005; Harbeck et al. 2004].

Auf mRNA-Ebene sind drei Assays vorhanden, die Anhand eines Expressionsprofils
mehrerer Gene den untersuchten Tumor einer Subgruppe zuordnen. Oncotype DX®
ist der im Moment am besten durch Studien belegte Test, und kann zur Abschéatzung
der Notwendigkeit einer Chemotherapie herangezogen werden. Anwendung findet er
in Situationen welche durch andere prognostische und pradiktive Faktoren nicht
geklart werden kénnen [Goldhirsch et al. 2011; Paik et al. 2004].

1.2 Karzinogenese

Ein Tumor kann sich aus einer einzelnen entarteten Zelle Uber klonale Vermehrung
entwickeln. Eine Tumorzelle unterscheidet sich gegentber einer normalen Zelle
durch charakteristische Fahigkeiten, die sie sich im Lauf ihrer Entwicklung
angeeignet hat. Sie wurden von Hanahan und Weinberg [Hanahan et al. 2000;

Hanahan et al. 2011] als die ,Hallmarks of Cancer” zusammengefasst:

e Unlimitiertes Potential zur Zellvermehrung

e Gewebeinvasion und Metastasierung

e Hemmung der Apoptose

¢ Unabh&ngigkeit von externen Wachstums-Signalen

e Resistenz gegentber wachstumshemmenden Signalen
e Ausreichende Angiogenese zur Tumorversorgung

¢ Vermeidung von Zerstorung durch die Immunabwehr

e Stoffwechselanderungen zur maximalen Energiebereitstellung
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Diese Eigenschaften werden Uber genetische und epigenetische Alterationen
erworben. Genomische Instabilitat und héhere Mutationsraten, z.B. aufgrund von
fehlenden/inaktiven Reparaturenzymen, spielen deshalb eine Schlusselrolle bei der
Tumorentstehung. Auch eine peritumorale Entziindung kann die Tumorentwicklung
Uber die Produktion von Signal- und Botenstoffen sowie mutagenen Verbindungen

fordern.

1.2.1 Tumorsuppressorgene und Onkogene

Jede maligne Zelle enthélt Verédnderungen in mehreren Genen. Letztere werden in
Tumorsuppresorgene und Proto-Onkogene unterteilt. Tumorsuppressorgene
kodieren im Allgemeinen fir Proteine, die die Zellproliferation negativ regulieren, z.B.
Transkriptionsfaktoren und DNA-Reparaturenzyme. lhr Verlust beglnstigt eine
ungehemmte Zellteilung der malignen Zelle. Nach Knudsons ,Two Hit“-Modell
mussen beide Allele eines Tumorsuppressor-Gens ihre Funktion einbif3en [Knudson
1971, Knudson 2000]. Die Fehlfunktion oder der Verlust des ersten Alles wird als
,Loss of heterozygocity“(LOH) bezeichnet. Da das zweite Allel normalerweise den
Verlust kompensiert, muss noch keine Erkrankung vorliegen. Das kranke Allel kann
als Keimbahnmutation vorliegen und kann so weitervererbt werden. Bei Mutation
oder Verlust der Expression des zweiten Allels ist die Tumorsuppressor-Funktion
nicht mehr vorhanden und es kommt zum Auftreten von Tumoren. So wird fir eine
Tragerin einer Mutation in einem Allel des BRCA1- [Miki et al. 1994] oder des
BRCA2-Gens [Wooster et al. 1995] ein Lebenszeitrisiko von 65% bzw. 45% fir ein
Mammakarzinom und ca. 45% bzw. 11% fur ein Ovarialkarzinom angegeben
[Antoniou et al. 2003]. Auch das Risiko fiir andere Tumore ist erhoht. Die BRCA1 und
BRCA2-Gene kodieren fur Proteine, die Teile eines Komplexes fir die DNA-
Reparatur sind [Venkitaraman 2002].

Proto-Onkogene sind Gene die bei Funktionsgewinn die Tumorentwicklung férdern.
Die Umwandlung in ein Onkogen durch Mutation, Amplifikation oder Deregulierung
der Expression muss nur in einem Allel passieren, sie ist dominant. Oncogene
kodieren z.B. fir Wachtumsfaktoren, ihre Rezeptoren oder Proteine, die die
Apoptose blockieren. Ein Beispiel mit klinischer Relevanz beim Mammakarzinom ist
das Gen c-erbB2 (auch Her2-Gen). Das HER2/neu-Protein ist ein transmembraner
Tyrosinkinase-Wachstumsfaktor-Rezeptor, dessen Aktivierung Zellwachstum und -

vermehrung, Angiogenese, Interaktionen zwischen Zellen, Zellmotiltat und
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Metastasierung férdert und Apoptose hemmt. In ca. 20-30% aller Mammakarzinome
lasst sich eine Amplifikation des Her2-Gens nachweisen. Es wurden mehrere
therapeutische Strategien entwickelt, die am Her2/neu-Rezeptor angreifen. Die am
besten klinisch getestete ist der Antikdrper Trastuzumab, der an den Her2/neu-
Rezeptor bindet und dessen Aktivierung hemmt [Suter et al. 2007].

1.2.2 DNA-Methylierung und maligne Erkrankung

Die DNA-Methylierung gehort zu der epigenetischen Information einer Zelle. Die
Epigenetik umfasst alle Informationen Uber das Muster der Gen-Expression, die nicht
in der DNA-Sequenz gespeichert ist. Sie kann z.B. in Form von Gen-regulierenden
MicroRNAs, als Modifikation der DNA-organisierenden Proteine, der Histone, oder
der Methylierung der DNA-Basen vorliegen. Epigenetische Information wird bei der

Zellteilung weitergegeben.

Die Methylierung der DNA findet in eukaryotischen Zellen fast ausschlief3lich
innerhalb von Cytosin-Guanosin-Dinukleotiden(CpG) an der Base Cytidin statt.
Regionen, die viele CpG-Dinukleotide(CpG-Islands) enthalten, finden sich im
Promoter-Bereich und im ersten Exon ungefahr der Halfte aller menschlichen Gene.
Eine Hypermethylierung dieser CpG-Islands ist mit einer niedrigen Expression dieser
Gene verbunden. Dagegen kann die Methylierung von CpG-Dinukleotiden innerhalb
von Genen mit einer erhdhten Genexpression verbunden sein [Lister et al. 2009;
Rauch et al. 2009]. Auch auf3erhalb dieser Bereiche gibt es CpG-Islands, die
normalerweise nicht an der Transkriptionsregulation beteiligt sind. In der gesunden
Zelle ist die DNA-Methylierung an der Organisation des Chromatins in aktive und
inaktive Bereiche, der Inaktivierung des zweiten X-Chromosoms, dem genetischen
Imprinting (bevorzugte Expression mutterlicher oder vaterlicher Gene) [Weaver et al.
2009], der Inaktivierung parasitarer Sequenzen und der gewebsspezifischen
Expression von Genen beteiligt. Zusatzlich spielt die DNA-Methylierung eine wichtige

Rolle wahrend der Embryogenese [Li et al. 1992].

In der Krebszelle gibt es zwei gegensatzliche Phdnomene. Einerseits ist die DNA-
Methylierung im Gesamten geringer als die einer normalen Zelle. Diese
Hypomethylierung kann, wenn sie im Promotorbereich auftritt, Proto-Oncogene

[Feinberg et al. 1983; Cho et al. 2003] oder Gene aktivieren, die zur Chemotherapie-
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Resistenz fuhren [Nakayama et al. 1998]. Auch wird die Hypomethylierung,
besonders von Satelliten-DNA (hoch repetitive DNA) im Zentromerbereich der
Chromosomen, mit einer erhfhten genomischen Instabilitat in Verbindung gebracht
[Eden et al. 2003]. Diese kann zu Verlust von genetischem Material, Translokationen
und Aneuploidie fuhren. Auf der anderen Seite wurde eine Hypermethylierung von
Promotor und Genanfang von verschiedenen  Tumorsuppressor-Genen
nachgewiesen. Diese Gene werden dann weniger oder nicht mehr exprimiert. So
wird beispielsweise fur das Tumorsuppressor-Gen PTEN(Phosphatase and Tensin
homolog), dessen Verlust die Resistenz gegen Apoptose fordert und das haufig in
Mammakarzinomen vermindert oder Gberhaupt nicht mehr exprimiert wird [Vitolo et
al. 2009], Promoter-Hypermethylierung als ein hé&ufiger Mechanismus der Gen-
Abschaltung angenommen [Khan et al. 2004; Garcia et al. 2004]. Die DNA-
Hypermethylierung im Promotorbereich kann auch tber die Abschaltung von Genen,
deren Produkte an der DNA-Reparatur beteiligt sind, zur einer erhdhten
genomischen Instabilitat fuhren [Kane et al. 1997]. Inhibitoren der DNA-
Methyltransferasen, wie die 5-Aza-Nukleosid-Analoga Decitabin und 5-Azacitidin
kénnen diese Stilllegung von Genen riickgéangig machen. Beide werden in der
palliativen Therapie des Multiplen Myeloms mit Erfolg angewandt [Libbert et al.
2011; Kantarjian et al. 2006; Fenaux et al. 2009].
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1.3 Die Serinprotease HTRA1

1.3.1 HTRA-Proteine

Die Proteine der HTRA-Familie sind charakterisiert durch einen modularen Aufbau
(Abbildung 3) mit einer N-teminalen Regulationsdoméne, einer Serin-
Proteasendoméane vom Trypsin-Typ und mindestens einer PDZ-Domaéane. Sie weisen
eine hoch konservierte Aminosauresequenz in der Proteasen-Region auf [Zumbrunn
et al. 1996]. Viele Mitglieder der HTRAL-Familie werden funktionell mit der
Stressreaktion auf zellularer Ebene in Verbindung gebracht [Clausen et al. 2002]. So
leitet sich auch der Name HTRA -high temperature requirement A- von der Funktion
des ersten beschriebenen Mitglieds ab: Das Homolog DegP in E.coli sichert bei
Temperaturerhbhung durch den Abbau degradierter Proteine das Uberleben des
Bakteriums. Bei Normaltemperatur ist es zudem als Chaperone wichtig fir die
korrekte Faltung von Proteinen [Spiess et al. 1999; Krojer et al. 2008]. Beim
Menschen sind vier Proteine der HTRA-Familie bekannt: HTRAl(auch PRSS11,
ARMD7, ORF480 oder L56), HTRA2(Omi), HTRA3 und HTRA4.

Protein Species Size SSTM IGF KI Trypsin

YNM3 S. cerevis. 997
Q9VFJ3 D. melano. 422

(aa) BP

DegS E. coli 355 Il [ w—
DegP E. coli 48 [ o
DegQ E. coli 428 [ s )
HtrA Synechocys 452 (Il CO. ]
HtrA1 H.sapiens 458 p W O Galp
HtrA2 H.sapiens 458 ] (C—
HtrA3 H.sapiens 43¢ n—— - O Galp
HtrA4 H.sapiens 445 o WO G
HtrA2 D.rerero 429 7 O GG

L—

Abbildung 3 Aufbau der Mitglieder der HTRA1-Familie bei unterschiedlichen Spezies: SS: Signalsequenz, TM:
Transmembrandomine, IGF BP: Insulin-dhnlicher-Wachstums-Faktor bindendes Protein, KI: Kazal-Typ
Proteasen-Inhibitor, Trypsin: Proteasen-Domine, PDZ: Domaine fiir Protein-Protein-Interaktion; modifiziert
nach [Clausen et al. 2002]
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1.3.2 HTRA1 — Aufbau

Das Gen HTRAL ist auf Chromosom 10026.2 lokalisiert und kodiert fiir ein Protein
mit ca. 50kDa. Es wurde 1996 von Zumbrunn und Trueb als ein Gen identifiziert, das
in SV40-transformierten Fibroblasten im Gegensatz zum Wildtyp nicht mehr

exprimiert wird [Zumbrunn et al. 1996].

HTRAL verfugt Uber einige Besonderheiten im Aufbau. Am Aminoterminus ist eine
Signalsequenz zur Sekretion in den Extrazellularraum enthalten. Es wurde jedoch
auch im Zytoplasma, nicht an Organellen gebunden [Luca 2004; Campioni et al.
2010] und im geringeren Umfang auch im Zellkern [Clawson et al. 2008; He et al.
2010] nachgewiesen. Der Signalsequenz folgt eine Regulationsdoméne. Diese ist
stark homolog zu dem Protein mac25 [Hu et al. 1998], dessen Rolle als
Tumorsuppressor [Kato 2000] auch fur HTRAL eine Funktion bei der Regulierung
von Zellwachstum und -teilung nahelegt. Mac25 besitzt eine Bindungsstelle fur den
Insulin-ahnlichen-Wachstumsfaktor (insulin-like-growth-factor, IGF) und einer Kazal-
type-Proteaseninhibitor-Doméane.  Zusatzlich enthdlt dieser Abschnitt ein
Aminosauremotiv, das charakteristisch fur Follistatin ist, welches verschiedene
Mitglieder der TGF-B-Familie inhibieren kann [Lin et al. 2003]. Auch fur HTRAL ist
eine Blockade des TGF-B-Signalwegs beschrieben [Shiga et al. 2011]. Die PDZ-
Doméne kann Uber die Bindung anderer Proteine die Aktivitdit der Protease
verandern [MURWANTOKO et al. 2004]. Aber auch durch eine hohe HTRAI1-
Expression an sich kann Uber Autoproteolyse ein kiirzeres Protein ohne die Mac25-
Domane entstehen, das als aktivere Form der Protease gilt [Chien et al. 2006; He et
al. 2010].

1.3.3 HTRAL - Funktion und klinische Bedeutung

Als Substrate von HTRAL1 sind Proteine der extrazellularen Matrix wie Typ-IlI-
Kollagen [MURWANTOKO et al. 2004], Fibronektin [Grau et al. 2006] und Aggrecan
[Chamberland et al. 2009], Fragmente des APP(amyloid precursor protein) [Grau et
al. 2005] und Fibulin5 [Vierkotten et al. 2011] beschrieben. Aber auch intrazellulare
Proteine wie Tubuline [Chien et al. 2009b; Chien et al. 2009a], XIAP(X-linked
inhibitor of apotosis protein) [He et al. 2011] und Tuberin, dem Produkt des

Tumorsuppressor-Gens TSC(tuberosis sclerosis compelex)-2 [Campioni et al. 2010]
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wurden als potentielle Substrate identifiziert. Interaktionen von HTRA1 mit Proteinen
der TGF-B-Familie [Oka 2004; Launay et al. 2008; Hara et al. 2009; Shiga et al.
2011], dem EGFR(epidermal growth factor receptor) [He et al. 2010] und dem IGF-

BP5 [Hou et al. 2005], lassen zusatzlich eine Rolle in diesen Signalwegen vermuten.

Passend zu der Vielzahl an Substraten wird eine Rolle von HTRAL in zahlreichen
pathologischen Vorgangen diskutiert: dazu z&hlen - neben der fur diese Arbeit
zentrale Rolle als Tumorsuppressor-Gen - auch verbreitete Krankheiten wie
Alzheimer, Praeklampsie, entzindliche Athropathien und Maculadegeneration.
Vererbte Missense- und Nonsense-Mutationen in HTRA1-Gen sind mit CARASIL,
Cerebral autosomal recessive arteriopathy with subcortical infarcts and
leukoencephalopathy, einer autosomal-rezessiv erblichen Krankheit mit einer
Wandverdickung der kleinen Gehirnarterien assoziiert [Hara et al. 2009]. Symptome
der sehr seltenen, vor allem in Japan auftretenden Krankheit sind die neurologischen
Folgen der subkortikale Infarkte, Alopezie und die friihe degenerative Veranderungen
der Bandscheiben und Deformitéat der Wirbelsaule. Die Krankheit manifestiert sich im
frihen Erwachsenenalter [Yanagawa et al. 2002]. In der Literatur wird der Fall eines
CARASIL-Patienten mit fortgeschrittenen Nasopharynx-Karzinom im 33. Lebensjahr
beschrieben [Yamamura et al. 1987], Uber eine erhohte Inzidenz maligner
Erkrankungen wird aber nicht generell berichtet. Verschiedene Basenaustausch-
Polymorphismen (SNP; single nucleotid polymorphism) in der Promotorregion von
HTRA1 erh6hen laut mehrerer Studien das Risiko an AMD(age-related macular
degeneration) zu erkranken [Yu et al. 2010; Yang et al. 2010], eine erhdhte HTRA1-
Expression scheint hier iber Wirkung auf den TGF-B-Signalweg in der Pathogenese
diese Krankheit involviert. Es sind verschiedene Interaktionen von HTRA1 mit dem
TGF-B-Signalwegs beschrieben: HTRA1 kann an Komponenten des TGF-B-
Signalwegs binden, sie proteolytisch degradieren und somit Teile der
Signalweiterleitung ausschalten [Oka et al. 2004, Shiga et al. 2011]. Auch eine
verstarkte Aktivitat im TGF-B-Signalweg bei herabgesetzter proteolytischer Funktion
von HTRA1 bei Mutation des HTRA1-Gens ist beschrieben [Hara et al. 2009]. Die
Rheumatoide Arthritis und die entzindliche Form der Arthrose gehen mit eine
Erhéhung der HTRAL1 mRNA- und Protein-Expression einher [Hu et al. 1998; Grau et
al. 2006]. Bei der in diesem Zusammenhang beschriebenen Degradation von
extrazellular Matrix durch HTRAL1 [Murwantoko et al. 2004; Hu et al. 1998; Grau et al.
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2006] entstehen Polypeptide, die wiederum als Botenstoffe wirken kbnnen [Mauney
et al. 2010]. Im Gehirn scheinen dagegen erhohte HTRA1-Konzentrationen tber die
Beteiligung am Abbau von Amyloid-Precursor-Protein [Grau et al. 2005] einen
protektiven Einfluss auf Entwicklung der Demenz vom Alzheimer-Typ zu haben
[Tennstaedt et al. 2012]. Es konnte in einer Studie fir SNPs innerhalb von HTRAL
aber keine signifikante Assoziation mit dem Erkrankungsalter und -risiko gefunden
werden [Turunen et al. 2011].

Neben der oben bereits erwahnten Entdeckung von HTRA1 im Rahmen der
malignen Transformation [Zumbrunn et al. 1996] und seiner Homologie zum
Tumorsuppressor Mac25, gibt es zahlreiche Hinweise auf eine Tumorsuppressor-
Funktion von HTRAL. Eine Herab-Regulation der Expression von HTRA1-mRNA
und/oder -Protein im Vergleich zum Normalgewebe zeigten Ovarialkarzinome [Chien
et al. 2004], Endometriumkarzinome [Narkiewicz et al. 2009; Mullany et al. 2011],
und Plattenepithelkarzinome des Osophagus [Yu et al. 2012]. Ein Verlust oder eine
Verminderung der HTRA1-Expression wurde zudem auch in verschiedenen malignen
Zelllinien festgestellt [Chien et al. 2004; Wang et al. 2012]. Einen Zusammenhang
von Tumorprogression und HTRAL-Expression wird unter anderem wegen der
niedrigeren Expression in Lymphknotenmetastasen im Vergleich zum Prim&rtumor
beim Bronchialkarzinom [Esposito et al. 2006] und malignen Melanom [Baldi et al.
2003; Baldi et al. 2002] vermutet. Auch ist eine verminderte HTRA1-Expression bei
abnehmender histologischer Differenzierung, z.B. fiur Endometriumkarzinome
[Bowden et al. 2006] und Astrozytome [MacDonald et al. 2007], beschrieben. Zudem
erhoht eine Variante des HTRA1-Gens in einer Assoziationsstudie signifikant das
Brustkrebs-Risiko von BRCA1-Gentragerinnen [Neuhausen et al. 2011]. Die
pradiktive Bedeutung der Hohe der HTRAL-Protein-Expression wurde fir das
Mesotheliom [Baldi et al. 2008] und das hepatozellulare Karzinom [Zhu et al. 2010]
untersucht. Es wurden bessere Uberlebensraten der Patienten mit hoheren HTRA1-

Expressionswerten im Tumor festgestellt.

Die biologische Funktion von HTRAL1l als Tumorsuppressor ist noch nicht
abschlieBend geklart (siehe auch Abbildung 4). Eine unterdrickte HTRAL-
Expression fihrt in Tumorzellen verschiedener Entitaten zu einer erhohten
Zellmotilitdt und -invasivitat, die durch Re-Expression wieder rickgangig gemacht
werden kann [Chien et al. 2009a; He et al. 2010].
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HTRA1 als Tumorsuppressor
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Abbildung 4 HTRA1 als Tumorsuppressor: mogliche Wirkungsweisen

Auch bei der Invasion von Trophoblastenzellen bei der Ausbildung der Plazenta hat
sich ein Einfluss der HTRALl-Expression auf die Zellinvasion gezeigt: Invasive
extravillose Trophoblastenzellen exprimieren wesentlich weniger HTRAL als
Syncytiothrophoblastenzellen mit weniger Invasionspotential. Eine insgesamt erhdhte
plazentare HTRAZL1-Expression wurde in Préaeklampsie-Fallen gefunden, einer
Krankheit, die mit einer gestdrten Trophoblasten-Invasion verbunden ist [Nie et al.
2006; Ajayi et al. 2008]. Ein grundlegender Mechanismus fur den Einfluss von
HTRAL auf die Zellbewegung kdnnte die Interaktion mit Mikrotubuli sein [Chien et al.
2009b; Chien et al. 2009a]. An Mammakarzinom-Zelllinien wurde zudem kdrzlich
gezeigt, dass die mit dem Verlust von HTRAL1 einhergehende Steigerung von
Migrations- und Invasionsfahigkeit mit einer epithelial-mesenchymalen Transition
einhergeht [Wang et al. 2012]. Letztere fihrt zum Verlust von epithelialen
Zellverbindungen und von Zellpolaritat, zu fur den HTRAL-Verlust mehrfach
gezeigter Steigerung der Zellteilungsrate, der Invasivitat und des Zellwachstums,
aber auch zur Aktivierung von DNA-Schaden-Erkennungs- und
Reparaturmechanismen, die wiederum zur Tumorprogression beitragen und eine
Chemotherapie-Resistenz bewirken. Tatsachlich zeigten Ovar- und Magenkarzinome

mit einer vergleichsweise niedrigen HTRA1-Expression ein schlechteres Ansprechen
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auf Chemotherapeutika in vitro und in vivo [Catalano et al. 2011; Chien et al. 2006].
Auch wurde HTRAL als Teil eines Gen-Trios beschrieben, dessen mRNA-Expression
das Ansprechen auf Doxorubicin/Cyclophosphamid beim Mammakarzinom
voraussagen konnte [Barros Filho et al. 2010]. Neben dem Chemotherapie-
induzierten Zelltod wird auch eine Resistenz gegeniber der Anoikis (durch Ablésung
epithelialer Zellen von der extrazellularen Matrix induzierte Apoptose) durch HTRA1-
Herabregulierung beobachtet. So geht eine verminderte HTRA1-Expression mit einer
verstarkten Aktivitdat im EGFR-Signalweg einher, was die Aussaat von Zellen
aulRerhalb ihres epithelialen Verbands mdglich macht [He et al. 2010]. Passend dazu
wurden bei immunodefizienten Mausen nach Injektion von
Endometriumkarzinomzellen wesentlich mehr Lungenmetastasen nachgewiesen,
wenn die Endometriumkarzinomzellen kein HTRA1 exprimierten [Mullany et al.
2011].
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2 Zielsetzung

Zahlreiche Hinweise sprechen fir eine Tumorsuppressor-Rolle der Serinprotease
HTRA1, wie im Kapitel 1.3.3 (S.14ff.) naher dargestellt. So wurde eine Herab-
Regulation der HTRA1-Expression im Vergleich zum gesunden Mamma-Gewebe fur
Brustkrebs-Zelllinien und Gewebe von in situ- bzw. invasivem Mammakarzinomen
beschrieben [Chien et al. 2004; Wang et al. 2012]. Da in Studien zum Mesotheliom
und hepatozellularen Karzinom sich zudem ein besserer Krankheitsverlauf bei hoher
HTRAL-Expression zeigte [Baldi et al. 2008; Zhu et al. 2010], war die priméare
Zielsetzung dieser Arbeit die Untersuchung der Frage, ob sich auch beim
Mammakarzinom die Hohe der HTRAL1-Expression im Primartumor mit dem Rezidiv-
Risiko bzw. dem Gesamtiberleben korrelieren lasst. Hierzu wurde die mRNA-
Expression in Proben von 131 Mammakarzinom-Patienten untersucht sowie die
gewonnenen Erkenntnisse mit Ergebnissen einer Analyse von 2829 Féllen aus einer

offentlich zugénglichen Online-Datenbank validiert.

Mit dem Einfluss der HTRA1-Expression auf den Krankheitsverlauf geht auch die
Frage einher, wie die HTRA1-Expression gezielt verandert werden kann.
Grundlegend hierfur ist eine genauere Kenntnis der Expressionsregulation. Es gibt
Hinweise flr epigenetische Regulations-Mechanismen durch DNA-Methylierung
[Chien et al. 2004; Wang et al. 2012]. Mittels der Untersuchung der Promoter-
Region von HTRAL in zwolf Tumorproben und zwei Brustkrebs-Zelllinien mit jeweils
unterschiedlicher HTRA1-Expressionshohe auf DNA-Methylierung, wurde in dieser

Dissertation diese Mdoglichkeit der epigenetischen Expressionsregulation evaluiert.

Eine verminderte HTRA1-Aktivitat kann in Neuronen eine Uberexpression des uPA-
Inhibitors PAI1 auslésen [Launay et al. 2008]. Eine Uberexpression von PAIL ist mit
einem ungunstigen Krankheitsverlauf bei Brustkrebs-Patienten verbunden. Die
Korrelation der HTRAL- und uPA/PAI1-mRNA-Expression war deshalb eine

zusatzliche Fragestellung dieser Dissertation.
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3 Material und Methoden

3.1 Proben und Patientenkollektive

3.1.1 Proben aus dem Universitatsklinikum Nijmegen, Niederlande

Uber einer Kooperation mit Prof. Dr. Fred Sweep und Prof. Dr. Paul Span von der
Radboud Universitat Nijmegen, Niederlande, standen fir diese Arbeit 131
Tumorproben von Mammakarzinom-Patientinnen zur Verfugung. Die Patientinnen
waren im Zeitraum von 1986-1996 an funf Krankenhausern des Comprehensive
Cancer Center East in den Niederlanden operiert worden. Klinische Daten wurden
retrospektiv gesammelt. Das Tumorgrading wurde nach den Bloom-Richardson
Kriterien [Bloom et al. 1957] und Tumorstadien nach dem TNM-System bestimmt.

Die Studie wurde von der lokalen Ethik-Kommission genehmigt.

Ein reprasentativer Teil des Tumors wurde von einem Pathologen ausgewahlt und
sofort in flussigen Stickstoff eingefroren. An der Abteilung fur Chemische
Endokrinologie des Universitatsklinikums Nijmegen wurden der
Hormonrezeptorenstatus (Ostrogenrezeptor ER, Progesteronrezeptor PR) mit einem
Ligandenbindungsassay [Span et al. 2003] bestimmt. Aus ungeféahr 20g Gewebe
wurde die gesamte RNA mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach Anleitung
des Herstellers isoliert und cDNA mit dem Reverse Transcription System (Promega)
oder dem cDNA-Cycle Kit (Invitrogen, Paisley, UK) hergestellt. Diese cDNA wurde in
1:3 Verdinnung aliquotiert und bei -20°C gelagert.

Die Auswahl der Gewebe flr die Expressionsanalyse geschah nach Verfugbarkeit.
Fur die verwendeten Proben lagen Daten aus vorhergehenden Expressionsanalysen
von Julia Biermann, Juliane Farthmann und Leon Holzscheiter in unserem Labor zu
uPA, PAI-1, uPA-Rezeptor und den beiden Housekeeping-Genen G6PDH und [3-
Actin vor [Farthmann et al. 2004; Holzscheiter et al. 2006]
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Patientinnen mit In-Situ-Karzinom, Fernmetastasierung zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung, Rezidiv innerhalb eines Monats nach der Operation, einer
Krebserkrankung in der Vorgeschichte oder Operation nach neoadjuvanter

Behandlung wurden aus der Studie ausgeschlossen.

Information Uber die Nachsorge war fur alle Patientinnen vorhanden, es fehlten
lediglich fur zwei Patientinnen Angaben uber den genauen Todeszeitpunkt. Die
mediane Follow-Up-Zeit betrug 93,8 Monate, die maximale war 169,2 Monate.
Wahrend dieser Zeit kam es in 50 Fallen(38,1%) zum Rezidiv und zu 37
Todesfallen(28,7%). Die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit betrug
85,3%(+3,2% Standardfehler) und die 10-Jahres-Uberlebenwahrscheinlichkeit betrug
65,9(x4,9%). Ohne Rezidiv waren nach der Kaplan-Meier-Schéatzung nach 5 Jahren
noch 74,6%(+£4,0%), nach 10 Jahren 54,5%(+5,2%). Die Wahrscheinlichkeit fur
kombiniertes krankheitsfreies Uberleben (weder Tod noch Rezidiv) war nach 5
Jahren 71,5%(+4,0%) und nach 10 Jahren 50%(+5,0%). Zum Diagnosezeitpunkt
betrug das Alter der Patientinnen 31 bis 85 Jahre (Median 61,7 Jahre). 23
Patientinnen(18%) waren unter 50 Jahre, fir sie betrug die 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit von 84,7%(+8,1%). 106 Patientinnen(82%) waren uber
50 Jahre alt, fur sie betrug die 5-Jahresiibelebenswahrscheinlichkeit 86,3%(+3,4%).
Von den 131 Patientinnen waren 38(29%) brusterhaltend therapiert und 93(71%)
mastektomiert worden. Zusatzlich wurde eine Dissektion der axillaren Lymphknoten
vorgenommen. Bei 52 Patientinnen(39,7%) konnte kein Befall der axillaren
Lymphknoten festgestellt werden, fur sie betrug flr das kombinierte krankheitsfreie
Uberleben die 5-Jahreswahrscheinlichkeit 79,9%(£5,7%), die 10-
Jahreswahrscheinlichkeit 56,5%(+7,8%). Fur 19 Patientinnen(14,5%) lag keine
Information Uber den Lymphknotenstatus vor. Adjuvante Therapie erfolgte nach den
damaligen Therapiestandards, 61 Patientinnen(47%) erhielten keine adjuvante
Therapie, 50(38%) erhielten ausschlief3lich endokrine Therapie, 20(15%) erhielten

Chemotherapie, in 3 Fallen in Kombination mit endokriner Therapie.

Bei 60 Patientinnen(45,8%) wurde ein Tumorbefall der Lymphknoten nachgewiesen,
hier lagen fur alle Patientinnen Follow-Up-Daten vor. Die mediane Beobachtungszeit
war 86,6 Monate, die maximale 169,2 Monate. Die 5-Jahres-
Uberlebenswahrscheinlichkeit war 82,3%(%5,1%), die 10-Jahres-

Uberlebenswahrscheinlichkeit war 68,1%(+6,8%). Die Wahrscheinlichkeit fir
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kombiniertes krankheitsfreies Uberleben betrug nach 5 Jahren 67,9%(+6,1%), nach
10 Jahren 45,8%(+7,4%). Die Wahrscheinlichkeit fur Rezidiv-Freiheit nach 5 Jahren
betrug 70,3%(+6,0%), nach 10 Jahren 50,9%(+7,8%). Keine adjuvante Therapie
erhielten 7 nodalpositive Patientinnen(12%), ausschlie3lich endokrine Therapie
erhielten 35 Patientinnen(58%). Chemotherapie erhielten 18 Patientinnen(13%),

davon 2 in Kombination mit endokriner Therapie.

Von zwolf Tumorgeweben wurde uns vom Universitatsklinikum Nijmegen zuséatzlich
DNA bereitgestellt. Diese wurden nach der HTRA1-Expressionshéhe ausgewahlt. Es
wurden Proben von je sechs Tumoren mit hohen und sechs Tumoren niedriger

HTRA1-Expression untersucht.

3.1.2 Tumorbank Frauenklinik der TU Miinchen — Ovarialkarzinom

Fur die Etablierung der Genexpressionsanalyse mit dem Tagman®-System wurden
Proben von Ovarialkarzinomen aus der Tumorbank der Frauenklinik der TU Miinchen
verwendet. Es wurden Proben von 18 Patientinnen untersucht. Dieses Kollektiv
enthalt Proben von einem Borderline-Tumor, 15 Primartumoren und 3 Metastasen im
Omentum majus von malignen epithelialen Ovarialkarzinomen. Die Patientinnen
waren nach Standardmethode operiert worden und die Proben bei -80°C
schockgefroren. Es war bereits in unserer Arbeitsgruppe gereinigte RNA hergestellt
und deren Qualitat Gberprift worden.

3.1.3 Proben aus dem Universitatsklinikum Dresden

Durch die Kooperation mit der Klinik fur Urologie (Direktor: Prof. Dr. M. Wirth) und
dem Institut fur Pathologie (Direktor: Prof. Dr. G. Baretton) der Universitatsklinik
Dresden stand eine Reihe von Gewebeproben von Mammakarzinomen zur
Verfigung. Fur die vorliegende Arbeit wurden uns 39 cDNAs zur Verfiigung gestellt
(Herstellung vgl. [Luther et al. 2003]).

3.1.4 Zelllinien

In dieser Arbeit wurden folgende Zelllinien verwendet:
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(1) MDA-MB 231.: triple-negatives Adenokarzinom der Mamma, Zellen aus dem
Pleuraerguss einer 51 jahrigen Patientin isoliert [Cailleau et al. 1978]

(2) MCF-7: Die Zellen wurden aus dem Pleuraerguss einer 69-jahrigen Patientin
mit rezidivierendem invasiv-duktales Mammakarzinom isoliert, es ist eine
Hormonrezeptor-positive Zelllinie [Brooks et al. 1973, Levenson et al. 1997]

(3) HEY: Diese Zelllinien stellte uns Prof. Dr. rer. nat. N. Arnold im Rahmen einer
Kooperation mit dem Universitatsklinikum Kiel zur Verfiigung. Urspringlich
stammen die Zellen aus einer Peritonealmetastase eines maRig
differenzierten Zystadenokarzinoms des Ovars und kdnnen sich in Mausen
mit geschwachtem Immunsystem vermehren. Aus einem solchen Xenogratft,
HX-62, wurde die Zelllinie etabliert. Eine gewisse Cisplatin-Resistenz ist
bekannt [Buick et al. 1985]. Zusatzlich zum Wildtyp (WT) stand eine durch
wiederholte Cisplatin-Behandlung vollig Cisplatin-resistente Variante zur

Verfuigung.

Die Mammakarzinom-Zelllinien wurden von American Type Culture Collection
(ATCC) (Manassas, VA, USA) erworben. Alle Zelllinien wurden von Mitarbeitern der
Klinischen Forschungsgruppe (Prof. M. Schmitt) der Frauenklinik der TU Minchen
unter folgenden Bedingungen in Kultur gehalten: Zellkulturmedium RPMI 1640 mit
Penicillin G (100U/ml), Streptomycin (100 mg/ml), L-Glutamin und 10% fetales
Kalberserum (Invitrogen, Paisley, UK), bei 37°C in einer  angefeuchteten
Atmosphare von 5% CO,. Die Zellen wurden regelmafig auf Mykoplasmen-Befall

Uberpruft.

3.2 Gerdite, Chemikalien und Kits

3.2.1 Gerate

e Tagman ABI PRISM 7700 Sequence Detection System, Applied Biosystems,
Darmstadt

e Peltier Thermal Cycler PTC-200, Roche, Mannheim
e Vortex-Mixer 72020, neoLab, Heidelberg

e Sequenziergerat Genetic Analyser 3130x1, Hitachi, Applied Biosystems,
Darmstadt
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e Eppendorfzentrifuge Biofuge pico, Hereaus, Newport Pagnell, England

e Captair-bio, erlab, KéIn

e Elektophoresekammer GNA-100, Pharmacia Biotech, Uppsala, Schweden
e Elektophoresekammer Compact XS/S, Biometra, Géttingen

e Foto-Dokumentations-System: UVsolo, Biometra, Gottingen

e Heraeus Multifuge 3 L-R, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA

e Nanodrop ND3300, PeqLab, Erlangen

3.2.2 Labormaterial

e Pipetten Rainin, Giessen

e Biozym Safeseal tips premium 2,5ul, 10ul, 100ul, 1ml, Biozym, Wien,
Osterreich

e Multiscreen PCR Plate 96 wells, Millipore, Cork, Irland

e LightCycler 480Mutiweel Plate96 und Sealing Foil,Roche, Mannheim
e ABsolute QPCR Seal, ABgene, Epsom,UK

e 96 Weel QPCR Plate, peglab, Erlangen

e PCR-Softstrips 0.2 ml, farblos, Biozym, Wien, Osterreich

e PCR-Softtubes, 0.2 ml, einzeln, Biozym, Wien, Osterreich

e EppendorgefalZe 0,5 und 1,5ml

e Falcon tubes, BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA

3.2.3 Chemikalien

e Soweit nicht anders angegeben wurde als H,O verwendet: Aqua ad iniectabila
Diaco, Laborati Diaco Biomedical, Triest, Italien

e 10x TBE-Puffer:

» 892 mM Tris 108 g (Roth, Karlsruhe)

» 899 mM Borsaure 55 g (Serva, Heidelberg)
» 25 mM EDTA 9,3 g (Sigma, Steinheim)

» add 1 Liter Aqua bidest, pH 8,0

e Ethanol (Merck, Darmstadt)
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3.24

3.25

Agar zum Ausplattieren:
5g Trypton, 2,5g Hefeextrakt, 5g NaCl add 500m| Aqua bidest

Kits

1% Strand Synthesis Kit for RT-PCR (AMV), Roche®, Diagnostics corp,
Indianapolis, USA

AmpliTaq Gold, PCR Puffer und Mg?*, Applied Biosystems®, Darmstadt
Puregene — Genomic DNA Purification Kit, Qiagen®, Maryland, USA
EpiTect Bisulfite Kit (48), Qiagen®, Hilden

RNeasy RNA Isolation Kit, Qiagen®, Hilden

Tagman® Universal PCR Master Mix, TagMan® Gene Expression Assay;
Applied Biosystems®, Darmstadt

TOPO TA Cloning® Kit mit Vektor pCR®2.1-TOPO® und OneShot®TOP10’
Chemically Competent E. coli, invitrogen®, Paisley, UK

Hyper-Lader V, Bioline® , Luckenwalde

Software
SPSS 17.0, SPSS GmbH Software, Minchen

Sequencing Analysis 5.3.1, Applied Biosystems®, Darmstadt
Microsoft Excel 2007®

Light Cycler® 480 Software release 1.5.0 SPR3, Roche®, Mannheim
Genorm [Vandesompele et al. 2002]

MethPrimer, online unter http://www.urogene.org/methprimer/index1.html [Li
al. 2002]

Abi Prism 7000 SDS Software, Applied Biosystems®, Darmstadt

R (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.)

et


http://www.urogene.org/methprimer/index1.html
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3.3 Methoden

3.3.1 Agarose-Gele

Es wurden 1% und 2%ge Agarose-Gele hergestellt. Dann wurde 0,6g bzw. 1,29
Agarose(peqGOLD Universal Agarose, peqlab®, Erlangen) wurde mit 60ml TBE-
Puffer(siehe 3.2.3, S. 24) fur 2 Minuten in der Mikrowelle erhitzt. Nach Abkuhlen auf
ca. 50°C wurde zum Anfarben der DNA 20 pl Ethidiumbromid(1mg/ml, Carl Roth
GmbH, Erlangen) hinzugeflgt. In das gegossene Gel wurden 1 oder 2 Kamme mit 6
oder 11 Zinken gesteckt, je nach Bedarf. Die Gelelektrophorese wurde durchgefuhrt
mit den unter Gerate genannten Elektrophoresekammern und den folgenden
Einstellungen: 200mA, 90V, max. 300W. Zur Auswertung und Dokumentation

wurden mit dem UVsolo digitale Fotographien angefertigt.

3.3.2 RNA- und DNA-Konzentrationsbestimmungen

Zur Messung der Konzentration von RNA und DNA wurde das Spektralphotometer
Nanodrop 3300 (peglab, Erlangen) verwendet. Eingesetzt wurde nach Normierung
des Gerats auf die Tragerflussigkeit der RNA oder DNA eine Menge von 1-1,5ul. Das
Gerat misst die Lichtabsorption der Probe Uber das Spektrum von 220-750nm
Wellenlange und gibt diese als Kurve wieder. Zusatzlich berechnet es automatisch je
nach gewahltem Programm die RNA bzw. DNA-Konzentration aufgrund der
Absorption bei 260nm. Da alle Nukleinsauren Licht bei einer Wellenlange von 260nm
absorbieren, wird zusatzlich die Absorption bei 280nm gemessen, die sich fir RNA
und DNA wegen der unterschiedlichen Eigenschaften von Uracil und Thymin
unterscheidet. Um die Reinheit von RNA bzw. DNA zu quantifizieren, wird der
260/280-Quotient(Absorption bei 260nm/Absorption bei 280nm) berechnet. Fir RNA
sollte dieser bei ca. 2 liegen, fir DNA bei ca. 1,8. Die Reinheit von Nukleinsduren
generell wird mit dem 260/230-Quotient bestimmt. Sein Wert sollte etwa im Bereich
von 2,0-2,2 liegen, hohere Werte zeigen die Kontamination einer Probe an [Thermo
Scientific 2009]. In Tabelle 2 sind die gemessenen Werte fur die DNA-Proben aus

Nijmegen angegeben.
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Tabelle 2 DNA aus Nijmegen: Konzentration und Quotienten mit
Nanodrop 3300(PeqLab, Erlangen) in unserem Labor bestimmt

Tumor | DNA-Konzentration | Quotient | Quotient
[Ma/ul] 260/280 | 260/230

1 172,4 1,87 1,73

2 131,7 1,88 1,72

3 12,1 1,71 0,42

4 155,1 1,90 1,70

5 193,7 1,90 1,82

6 321,3 1,89 1,95

7 256,8 1,89 1,91

8 361,4 1,89 2,06

9 325,6 1,89 1,92

10 143,8 1,82 1,08

11 361,8 1,87 1,93

12 137,5 1,85 1,33

3.3.3 Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

Die Amplifikation eines bestimmten DNA-Abschnittes in vitro durch die PCR ist seit
ihrer Erstbeschreibung [Saiki et al. 1985] zu einer Standardmethode in
molekularbiologischen Laboren geworden und bildet auch das Fundament dieser
Arbeit. Sie liefert in vergleichbar kurzer Zeit ohne die aufwendige Vervielfaltigung
von Zellen grol3e Mengen von Kopien des gewunschten DNA-Abschnitts. Zunachst
werden zwei Oligonukleotide, die Primer, so gewahlt dass sie die Zielsequenz
flankieren. Der Reaktionsansatz mit einer hitzestabilen Tag-DNA-Polymerase, den
beiden Primern, Nukleosidtriphosphaten, Puffer, Mg-lonen und der DNA-Probe
durchlauft im Thermal-Cycler die Schritte:
e Denaturation: Durch Erhitzen werden die beiden Einzelstrange der DNA
getrennnt

e Annealing: Abkuhlen und Binden die Primer

e Elongation: Eine hitzestabile DNA-Polymerase synthetisiert einen
komplementéaren Strang

Bei jedem Schritt wird der durch die Primer bestimmten DNA-Abschnitt also
idealerweise verdoppelt. Durch ca. 30- bis 50-fache Wiederholung der drei Schritte
kommt es zur annahernd exponentiellen Vervielfaltigung der DNA. Die genauen

Protokolle mit Pipettierschemata sind in den Kapiteln
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Genexpressionsanalyse mit dem Tagman-System (S. 28ff.) und DNA-Methylierung
(S. 35ff.) angegeben.

3.3.4 Genexpressionsanalyse mit dem Tagman-System

Ziel der Expressionsanalyse ist es, Aussagen uber die Transkriptionsrate eines Gens
in einer Zelle machen zu konnen. Das Tagman-System beruht auf der oben
beschriebenen PCR, erlaubt aber bereits wahrend der Reaktion in Echtzeit die
steigende Anzahl der Amplifikate mit zu verfolgen, deshalb auch die Bezeichnung
sreal-time-PCR". Dazu sind die im Folgenden beschriebenen und in Abbildung 5

dargestellten Schritte notwendig.

Arbeitsschritt Ergebnis

RMA-Isolation mRMNA

|

Reverse Transkription cDNA

|

Real- Time PCR Information Uber

l mRMNA-Kopien/Probe
Normalisierung mit Expressionswerte der
Houskeeping-Genen Tumoren als Vielfache der
und Kalibrierung auf eine Expression des
Probe Kalibrator-Tumors

(relative Quantifizierung)

Abbildung 5 Ubersicht Expressionsanalyse

3.3.4.1 RNA Isolation

In dieser Arbeit wurde aus den Zelllinien RNA selbst isoliert. Die Zellen wurden in der
Neubauer-Kammer ausgezahlt. Es wurden jeweils ca. 10° Zellen verwendet. Die
folgenden Arbeiten fanden unter eine Abzugshaube, die speziell fur diese Arbeiten
reserviert war, statt, um die Kontamination mit den RNA-abbauenden Ribonukleasen

(RNasen) so weit moglich zu vermeiden. Zur Denaturierung der zelleigenen RNasen
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wurde ein Gemisch aus 1ml RLT-Puffer und 10ul B-Mercaptoethanol hergestellt. Von
diesem wurde, nach Zentrifugieren der Zellen und Verwerfen des Uberstands, den
Zellen 350-650ul hinzugefugt. AnschlieBend konnten diese bei -80°C gelagert
werden. Zur RNA-Gewinnung wurden die Zellen Uber eine QIAshredder Spin Colum
homogenisiert. Mit dem Qiagen RNeasy Kits wurde, dem ,Protocol for Animal Cells*
[RNeasy Mini Handbook, June2001, S.31-35] folgend, die RNA isoliert und gereinigt.
Dazu wurden eine Eppendorfzentrifuge und die im Kit enthaltenen S&ulen und
Losungen verwendet. Die RNA wurde mit 30yl RNase-freiem H,0 ausgewaschen.
Die Qualitat der isolierten RNA wurde auf einem Agarose-Gel kontrolliert. Nach
Messung der Konzentration mit dem Nanodrop(Peqglab, Erlangen) wurde die RNA in
1ug Mengen aliquotiert und bei -80° Grad gelagert.

3.3.4.2 Reverse Transkription

Da RNA nicht von der spater eingesetzten DNA-Polymerase als Matrize erkannt wird,
muss zunachst ein komplementarer DNA-Strang, die cDNA (von Englisch
,complementary DNA®) erzeugt werden. Eingesetzt wurde jeweils 1ug RNA. Mit dem
1% Stand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR(AMV) (Roche, Indianapolis, USA) wurde
cDNA zu dem RNA-Gemisch aus den Zelllinien nach beiliegender Anleitung
hergestellt. Darunter befinden sich auch jene mRNA-Molekile, die fur das Protein
HTRA1 bzw. die fur die spatere Normalisierung gemessenen Gene kodieren. Fir die
Ovarialkarzinom-Proben wurde das Pipettierschema minimal abgewandelt (siehe
Tabelle 3): 1ug RNA wurde in 10ul statt 8,2ul eingesetzt, so dass auch etwas

weniger konzentrierte Proben fur das Experiment genutzt werden konnten.

Tabelle 3 Pipettierschema Reverse Transkription Ovarialkarzinom

Substanz Volumen Endkonzentration

10x Reaction Buffer 2ul 1x
MgCl, 4 ul 4,.6mM
dNTP 2 ul 0.9mM
Random Primer 1 ul 0.08 Azgp Units
RNase Inhibitor 1l 50 Units
AMV Reverse 0.8 ul 220 Units
Transkriptase

RNA (1pg) 10 pl 1 ug/21,8ul
Gesamt 21,8l
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3.3.4.3 Real-Time-PCR

Um die Menge an HTRA1 cDNA-Molekilen in den Proben vergleichen zu kénnen,
verwendet das TagMan®-System Sonden, die wahrend der PCR abgebaut werden
und dann ein Fluoreszenz-Signal abgeben. Die Sonden aus DNA sind komplementar
zu einem Teil der Zielsequenz und enthalten einen fluoreszierenden Reporten-
Farbstoff am 5° und einen Quencher-Farbstoff am 3'-Ende. Letzterer unterdrickt
durch Fluoreszenz-Energietransfer die Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffes,
solange Quencher und Reporter sich raumlich nahe sind. Das 3'-Ende der Sonde ist
durch einen Phosphatrest blockiert, so dass sie nicht als Primer wirken kann.
Wahrend der Elongationsphase wird die Sonde durch die 5-3'-Exonuklease-Aktivitat
der Tag-DNA-Polymerase abgebaut. Dann sind Reporter-Farbstoff und Quencher
nicht mehr aneinander gekoppelt und der Reporter-Farbstoff kann nun zum
Fluoreszieren angeregt werden (siehe auch Abbildung 6). Mit jedem Zyklus der PCR
steigt jetzt auch die Anzahl der freigesetzten Reporter-Molekile und somit die

gemessene Fluoreszenz.

Quencher

Dye
PCR primer ._‘ Y X

DNA tamplate

. Quancher

|
_’th\{" L .--"'"’-x

Abbildung 6 Prinzip der Sonden-Hydrolyse und Freisetzung des Reporter-Molekiils (adaptiert aus [Lee et al.
1993])

Fur die Durchfihrung wurde die aus 1ug RNA gewonnene cDNA in 5ul aliquotiert
und mit H,O je nach Gewebe (siehe Ergebnisteil) verdinnt. Dann wurde in eine 96-
well Platte (peglab, Erlangen) zuné&chst 3ul der verdinnten cDNA vorgelegt. Von
jeder Probe wurde Duplikate oder Triplikate gemessen. Zusétzlich wurde auf jeder
Platte eine Probe reines H,O pro verwendeten Assay zur Kontrolle von

Verschmutzungen oder nicht-spezifischer Amplifikation mit gemessen. Auf Eis wurde
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im abgedunkelten Laborraum ein Mix aus Tagman® Universal PCR Master Mix,
TagMan® Gene Expression Assay(beides Applied Biosystems, Darmstadt), H,O
hergestellt und auf die cDNA pipettiert. Der Tagman Gene Expression Assay
beinhaltet Primer und Sonde fur die Real-Time-PCR und macht die Reaktion

spezifisch fir ein Zielgen. Die verwendeten Assays sind in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4 Verwendete Tagman® Gene Expression Assays

Gen Abklrzung | Sequenz der Sonde Assay ID
HTRA serine | irpaq GACCGACAGGCCAAAGGAAAAGCCA Hs01016151_m1
peptidase 1 _

hypoxanthine
phosphoribosyl- | HPRT1
transferase 1

ATGGTCAAGGTCGCAAGCTTGCTGG Hs99999909_m1

Von dem hergestellten Mix wurde auf jede cDNA-Probe 27ul gegeben. Insgesamt
wurde so nach folgenden Pipettierschema gearbeitet:

Tabelle 5 Pipettierschema Real-Time-PCR

Substanz Volumen [ul]
Tagman® Universal PCR Master Mix 2x | 15
Tagman® Gene Expression Assay 20x | 1,5

H.O 10,5
cDNA 3
Gesamt 30

Die Platte wurde mit der Folie ABsolute QPCR Seal (ABgene, Epsom,UK)
verschlossen, durch sanftes Schitteln gemischt und mit der Heraeus Multifuge 3 L-R
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) fur eine Minute bei
1000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert, um blasenfreie, am Boden der Platte
gesammelte Proben zu erhalten. Die Platte wurde dann in den Tagman ABI PRISM
7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Darmstadt) eingebracht.
Das ist ein Gerat, das auf der einen Seite als Thermal Cycler arbeitet, also die PCR
Uber Temperaturdnderung (siehe Tabelle 6) ablaufen lasst, und gleichzeitig

Fluoreszenz-Messungen uber die gesamte PCR hinweg durchfihrt.

Mit Hilfe des Programms Abi Prism 7000 SDS Software (Applied Biosystems,

Darmstadt) wurde die Probenverteilung auf der Platte, das Ziel-Gen und der Typ des
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Fluoreszenz-Farbstoffes vorgegeben, das PCR-Programm definiert und gestartet. Als
Reporter wurde der von Applied Biosystems empfohlene Fluoreszenz-Farbstoff 6-
Carboxy-Fluorescin(FAM) und als Quencher 6-Carboxy-tetramethyl-rhodamin

eingesetzt.

Tabelle 6 PCR-Programm Tagman®

Schritt | Temperatur [°C] Zeitdauer
1 50 2 min

2 95 10 min

3 95 15 sec

4 60 1 min

5 Go to 3, 45 times

6 60 1 min

3.3.4.4 Bearbeitung der Messdaten

Die Rohdaten des Tagman ABI PRISM 7700 Sequence Detection System sind
Punktekurven fir jede Probe auf der Platte: das Reportersignal ARn im jeweiligen
PCR-Zyklus (siehe auch Abbildung 7). Die gemessene Fluoreszenz wird als an die
Hintergrund-Fluoreszenz  angeglichenes normalisiertes Reportersignal, ARn
dargestellt. Dieser Wert setzt sich wie folgt zusammen:

1. Das normalisierte Reportersignal, Rn, ist der Quotient aus gemessener
Emissions-Intensitat des Reporter-Farbstoffs und der gemessenen Emissions-
Intensitat eines im Assay enthaltenen passiven Referenzfarbstoffs. Durch
diesen Normalisierungsschritt sollen unspezifische Einflisse, wie etwa

Schwankung der Volumina durch Pipettierfehler ausgeglichen werden.

2. In den ersten Zyklen der PCR (Phase A in Abbildung 7) wird ein
Hintergrundsignal erstellt, um weiter Schwankungen auszugleichen. Dieser

wird von Rn abgezogen, so erhalt man ARn.
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Abbildung 7 Phasen der PCR und Ct; A: Anfangsphase, B: Exponentielle Phase, Phase C: Lineare Phase, Phase
D: Plateau-Phase in der sich die Reagenzien erschopfen (Adaptiert aus [Schmittgen et al. 2008])

Diese Menge ARn an gemessener Fluoreszenz entspricht einer bestimmten Menge
DNA-Kopien. Um die Anfangszahl an cDNAs der Proben zu vergleichen legt man
nun einen Wert fir ARn fest und bestimmt fur jede Probe den PCR-Zyklus in dem
sie diesen Wert erreichen. Dieser PCR-Zyklus heil3t threshold cycle, Ct (vgl.
Abbildung 7). Verglichen wird also, nach wie vielen PCR-Zyklen in jeder Probe eine
bestimmte Menge DNA-Kopien vorliegen. Bei einer Effizienz E von 100% verdoppelt
sich die Zahl der DNA-Kopien in jedem Zyklus. Somit gilt fir die Anzahl der DNA-

Kopien x,im Zyklus n bei einer anfanglichen Anzahl der DNA-Kopien Xo:
(1) Xy =X%o * 2"

Ist die x, nun fur alle Proben gleich und Ct der zugehdrige PCR-Zyklus n, so gilt fur

zwei Proben A und B:

CtProbeA _ CtProbeB
(2) Xoprobea ® 2 = XoProbeB * 2

_ ~CtProbeB CtProbeA _ ~CtProbeB - CtProbeA
(3) Xoprobea 7 Xoprobes = 2 /2 =2

So gelingt Gber den Ct-Wert eine relative Quantifizierung: Ist der Ct-Wert der Probe A
z.B. um 1 Einheit hoher als der der Probe B, so waren in der Probe A halb so viele
DNA-Startkopien.
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3.3.4.5 Normalisierung mit Housekeeping-Gen-Expression

Fur den Vergleich der Expression eines Gens zwischen verschiedenen Tumorproben
ware die Expression bezogen auf eine bestimmte Anzahl Zellen ideal, technisch ist
dies aber gerade bei soliden Tumoren sehr schwierig. Fir die Expressionsanalyse ist
es also wichtig, die Unterschiede in ursprunglicher Zellzahl, Qualitat der isolierten
MRNA und mengenméalige Schwankungen bei der Isolation der mRNA durch einen
Normalisierungsschritt  auszugleichen. Einen  Mdoglichkeit hierbei ist die
Normalisierung gegen die Expression von sogenannten ,Houskeeping-Genen®. Dies
sind Gene, die fir den Grundumsatz einer Zelle wichtig sind, somit idealerweise
keiner Regulation unterliegen und in allen Zellen gleich exprimiert werden. Als
Housekeeping-Gen wurde die Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase(HPRT)
gemessen, die in einer Arbeit von de Kok et al. als stabilstes unter 13 Housekeeping-
Genen identifiziert worden war [Kok et al. 2004]. Fur die Normalisierung der
Nijmegen-Proben wurde die G6PDH(Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase) als
Housekeeping-Gen verwendet, das es fur die Normalisierung der Gen-Expression
bei Mammakarzinom-Proben als geeignet beschrieben ist [Farthmann et al. 2004].
Es gibt kein perfektes Housekeeping-Gen, das in jeder Zelle genau gleich exprimiert

wird, sondern hier ist immer mit einer Fehlerquelle zu rechnen.

Nach der 2*.Methode [Livak et al. 2001] werden fiir jede Probe Ct-Werte von
Zielgen und Houskeeping-Gen(HG) bestimmt.

(4) XoProbeA /XOP beB = 2(Ct Zielgen B — Ct HG B) — (Ct Zielgen A — Ct HG A)
robe robeB —

Oder als 222 formuliert:

(5) Xoproben / Xoprobes = o-(Ct Zielgen A — Ct HG A) - (Ct Zielgen B - Ct HG B)
rone. ronbeb —

Um die relative Expression mehrere Proben auszudriicken, wird eine Probe als
Kalibrator-Probe definiert, deren relative Expression gleich 1 gesetzt wird. Alle

anderen werden analog zu Formel (5) in Relation zu dieser Probe gesetzt:

(6) X0ProbeA /XOK librator = 2-(Ct Zielgen A - Ct HG A) - (Ct Zielgen Kalibrator - Ct HG Kalibrator)
robe alibrator —
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3.3.5 DNA-Methylierung

3.3.5.1 Konversion

Grundlegend fur die spatere Erkennung methylierter CpG-Dinukleotiden ist die
Bisulfit-Konversion. Eine Inkubation von DNA mit Natriumbisulfit fihrt zu einer
Umwandlung der Base Cytosin zu Uracil. Ist jedoch das Cytosin methyliert, bleibt es
ein Cytosin, es ist also vor einer Umwandlung ,geschuitzt”. Die moglichst vollstandige
Konversion der nicht-methylierten Cytosine wird tber eine hohe Konzentration von
Natriumbisulfit und einen niedrigen pH erreicht. Die so behandelte DNA muss
anschlieBend gereinigt werden, da die eingesetzten Reagenzien spéatere
Arbeitsschritte storen. Die DNA wird durch die Behandlung geschadigt und
fragmentiert. Die zu erwartende Fragmentlange reicht von unter 500bp, z.B. bei DNA
aus Formalin-fixierten Geweben, bis zu 30kb, wenn die DNA aus frischem Material
oder Blut isoliert wurde. Dies muss bei spateren Reaktionen, insbesondere bei der
Primer-Auswahl fur die darauffolgende PCR berucksichtigt werden. Es wurden
jeweils 500ng DNA pro Umwandlung eingesetzt. Mit dem EpiTect Bisulfite Kit
(Qiagen, Hilden) wurde dem zugehdrenden Manual folgend die DNA behandelt und
Uber Waschsaulen gereinigt. Die gereinigte DNA wurde mit 40ul TRIS-basiertem

Puffer ausgewaschen.
3.3.5.2 Untersuchte DNA-Abschnitte, PCR

Es wurden drei Abschnitte um den mRNA-Anfang von HTRA1 sequenziert: UP,
mRNAstart und DOWN, wie in der folgenden Abbildung gezeigt:

HirA1
mRMNAstart

R ot ot | |
(R P = =

UP ' | DOWN 523bp
, o 296hp '

305bp

DMNA & =3

Abbildung 8 Schematische Darstellung der untersuchten DNA-Abschnitte

Zunéchst wurde eine PCR durchgefuhrt, um die entsprechenden Bereiche zu
amplifizieren. Die Primer wurden mit Hilfe des Programms MethPrimer [Li et. al 2002]

so gelegt, das CpG-Dinukleotide héchstens am 5’-Ende zu liegen kamen, um ein
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Binden der Primer unabhangig der Cytosin-Methylierung zu gewabhrleisten.
Selbstverstandlich muss bei der Primerwahl bertucksichtigt werden, dass alle
Cytosine aullerhalb CpG-Dinukleotiden mit hoher Wahrscheinlichkeit in Uracil

umgewandelt wurden. Als Primer eingesetzt wurden:

Tabelle 7 Primer fiir die Sequenzierung, die angegebene Schmelztemperatur Tm aus Herstellerangaben

Amplifikat | Primer Sequenz Tm
[°C]
UP MHTRAZLlupstream_for |5’-TAT TAT TTT ATT GTG|56,0

GGT TTG GG-3
MHTRAZLupstream_rev|5-TCC TTC AAA CTA ATA|57,0
AAA CTT TAC-3’
5-TTT GTA AAG TTT TAT 58,0
TAG TTT GAA GGA-3’
5-GAC CCA ACC CAT TAA|57,0

mRNAstart| mMHTRA _neufor

MHTRA_start rev

CCT C-3

DOWN MHTRA_start for 5-CGA GGT TAA TGG GTT|57,0
GGG T-3

MmHTRAdown_rev 5-CGC AAC TAA CAC AAA|52,0
TTA AC-3’

Es wurde folgendes Pipettierschema verwendet:

Tabelle 8 Pipettierschema PCR vor der Sequenzierung

Substanz Volumen [ul] Stockkonzentration | Endkonzentration
Puffer 10x 5 10x 1x

MgCl, 2 25mM 1mM

dNTP 5 2mM 0,2mM

Primer forward 2 10pmol/pl 0,4pmol/ul
Primer reverse 2 10pmol/ul 0,4pmol/ul

H>O 30,6

AmpliTaq Gold 0,4 >5Units/pl >0,04Units/ pl
DNA 3

Gesamt 50

Die PCR fur die Bereiche ,UP” und ,mRNA* Start wurde nach dem Protokolle einer
Touchdown-PCR (vgl. Tabelle 9) durchgefihrt, bei der zunachst durch eine hohe
Annealing-Temperatur die Spezifitat der Primer-Bindung an die DNA erhéht wird.
Diese wird zunachst schrittweise erniedrigt. In einem zweiten Abschnitt werden die

gewonnenen Produkte weiter amplifiziert. Da man davon ausgeht, dass die
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Polymerase die bereits entstandenen Amplifikate der eingesetzten DNA vorzieht und
so die Spezifitat ein geringeres Problem darstellt, kann eine niedrige Annealing-

Temperatur zur Verbesserung der Ausbeute verwendet werden.

Tabelle 9 PCR-Protokoll fiir die Bereiche "UP" und "mRNA-START"

Schritt | Temperatur [°C] Zeitdauer
1 95 10 min
2 95 30 sec
3 68, -1°C pro Zyklus | 30 sec
4 72 45 sec
5 Go to 2, 13 times

6 95 30 sec
7 52 30 sec
8 72 45 sec
9 Go to 6, 35 times

10 72 10 min
11 10 10 min

Fir den Bereich ,DOWN® wurde das Programm wie in Tabelle 10 dargestellt
abgewandelt, da die Primer niedrigere Schmelztemperaturen Tm (siehe Tabelle 7)
aufwiesen. Trotz dieser Anpassung entstand bei der PCR aber immer noch ein

zweites, klirzeres Produkt.

Tabelle 10 PCR-Protokoll fiir den Bereich "DOWN"

Schritt | Temperatur [°C] Zeitdauer
1 94 10 min

2 94 30 sec

3 53 30 sec

4 72 1 min

5 Go to 2, 45 times

6 72 10 min

7 4 “For ever”

Die PCR-Produkte wurden auf einem Agarose-Gel (TBE-Puffer, 2%Agarose)
Uberprift. Dazu wurden 3ul des PCR-Produkts verwendet. Die restlichen 47yl
wurden Uber eine Multiscreen PCR Plate 96 wells (Millipore, Cork, Irland) gereinigt.
Dazu wurde auf eine solche Platte 120ul H,O vorgelegt, die 47ul PCR-Produkt
hinzugefiigt und ein fir 8 min mit einer Vakuumpumpe das PCR-Gemisch durch die

Millipore-Platte gezogen. Im Gegensatz zu den viel kleineren Primern und PCR-



38

Reagenzien werden die DNA-Kopien an der Membran dieser speziellen Filter-Platten
zuriick gehalten und konnten so in 30pl H,O wieder aufgenommen werden. Eine
zweite Gelelektrophorese kontrollierte diesen Schritt, wobei die Intensivitat der
einzelnen Banden zusatzlich als Anhalt dafiir diente, wie viel Material spater in der

Kapillarelektrophorese zur Sequenzierung eingesetzt werden musste.

3.3.5.3 Sequenzierung

Die Sequenzierung der Fragmente erfolgte mit Hilfe der Kettenabbruchmethode nach
Sanger [Sanger et al. 1977]. Grundlage bildet die PCR, allerdings wird nur ein Primer
verwendet, so dass alle Amplifikate die gleiche Syntheserichtung aufweisen.
Zusatzlich werden Didesoxynukleotide verwendet, um an einer zufalligen Stelle in
dem von der DNA-Polymerase synthetisierten Strang einen Abbruch der
Verlangerung  herbeizufiihren. In  der verwendeten Version sind die
Didesoxynukleotide mit vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Die
Fragmente werden in der Kapillarelektrophorese ihrer Lange nach aufgetrennt. Das
jeweils letzte Nukleotid gibt durch die Fluoreszenz-Markierung den Typ der Base an.
Die Sequenz kann vom kirzesten zum langsten Fragment oder umgekehrt

abgelesen werden.

Fur die Kettenabbruch-PCR wurde 8ul des gereinigten PCR-Produkts mit 1,7ul Big
Dye(Applied Biosystems, Darmstadt) und 0,4pl Primer versetzt. Nach dieser
modifizierten PCR mussten die Fragmente Uber eine Ethanolfallung gereinigt
werden. Dazu wurde 125ul Ethanol 77% zum Produkt gegeben und nach 15min fir
10 min bei 13x10°rpm zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das entstandene Pellet
erneut mit 125ul Ethanol 77% gewaschen und wieder fir 10 min bei 13x10%pm
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Mit Hilfe eines
Vakuumzentrifugationssystems wurde das Pellet getrocknet und dann die Fragmente
in 80ul H,O resuspendiert. Davon wurden je nach Bandenintensitat nach
Aufreinigung der DNA (siehe 3.3.5.2, S.35) 2-25ul mit H,O auf 25ul erganzt. Die
Kapillarelektrophorese erfolgte schliel3lich automatisiert im Genetic Analyser
3130x1(Hitachi/Applied Biosystems, Darmstadt). Fur das Auslesen und die
Darstellung der Daten wurde die Software Sequencing Analysis 5.3.1(Applied

Biosystems, Darmstadt) verwendet.
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3.3.5.4 Klonierung

Klonierung ist die Vermehrung von DNA-Kopien in Wirtszellen. Diese Methode ist
sehr viel aufwendiger als eine PCR, hat aber fur die Untersuchung von DNA-
Methylierung einen wesentlichen Vorteil: Die aus dem Tumor isolierte DNA stammt
von verschiedenen Tumor- und auch Stromazellen, die verschiedene
Methylierungsmuster der DNA aufweisen. Durch das Einbringen einer Kopie in eine
Wirtszelle und Vermehren dieser Wirtszelle gelingt es, die DNA einer einzigen Zelle
zu betrachten. Durch die Analyse mehrerer solcher Wirtzellen lassen sich im Tumor
haufiger vorkommende Muster erkennen und der Anteil von Zellen im Tumor mit

DNA-Methylierung an einer definierten Stelle in der Sequenz abschéatzen.

Fur die Methylierungsanalyse wurde zunéachst, wie unter 3.3.5.1 und 3.3.5.2 (S. 35
bzw. 35) beschrieben, die Bisulfit-Konversion der DNA und die PCR des
entsprechenden DNA-Abschnitts durchgefiihrt. Das PCR-Produkt wurde wie dort
beschrieben Uber eine Multiscreen PCR Plate 96 wells(Millipore, Cork, Irland)
gereinigt, aber in nur 20ul H,O wieder aufgenommen, um die Konzentration an DNA
zu erhdhen. Es ist essentiell bei dieser PCR eine Tag-DNA-Polymerase zu
verwenden, da diese an das 3-Ende einer DNA-Kopie ein zusatzliches Adenosin
anhangt. Dieser 3‘-A-Uberhang ist komplementar zu beiden Enden des Vektors
pCR®2.1-TOPO®. Uber den Ligationsprozess entsteht ein DNA-Ring, ein Plasmid,
das bei Prokaryonten als extrachromosomale DNA vorliegt und bei der Zellteilung
gewdhnlich mit repliziert wird. Der Ligationsansatz wurde nach folgendem Schema

pipettiert:

Tabelle 11 Pipettierschema Ligationsansatz

Substanz Volumen][ul]
Gereinigtes PCR-Produkt 4
Salzlésung(1.2 M NacCl, 0,06 M MgCly,) 1
pCR®2.1-TOPO® 1
Gesamt 6

Nach 20 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde der Ligationsansatz auf Eis
gestellt. Uber den Ligationsprozess sind die Plasmide entstanden, von denen einige

die zugegebene DNA enthalten. Parallel dazu wurden die kompetenten Zellen One
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Shot® Top10F° Competent Cells(invitrogen™, Paisley, UK) auf Eis aufgetaut. Diesen
Zellen wurde dann 3pl der Plasmid-Lésung hinzugeflgt. Fur das Gelingen der
Transformation (der Aufnahme der Plasmide) wurde nach 20 min Inkubation auf Eis
den Zellen im 42°C warmen Wasserbad ein Hitzeschock versetzt. Danach wurden
die Zellen sofort zurick auf Eis gestellt. Die Zellen wurden in 250ul des
Nahrmediums S.0O.C.-Medium(invitrogen™, Paisly, UK) gelost und mit einer grof3en,
unten abgeschnittenen Pipettenspitze vorsichtig in ein Falcon Tube Uberfihrt. Eine
Stunde Inkubation bei 37°C und standigen Schitteln(220rpm) diente zur
Regenerierung der Zellen. In dieser Zeit begannen auch die Bakterien, die ein
Plasmid mit dem Resistenzgen aufgenommen hatten, das fir die Ampicillin-
Resistenz verantwortliche Enzym =zu produzieren. Die Bakterienkultur wurde
anschlieend auf zwei vorgewarmte Agar-Platten 200ul bzw. 50ul der Bakterienkultur
ausplattiert und diese ca. 12h bei 37°C inkubiert. Die Agarplatten enthalten
Ampicillin, I1sopropyl-B-D-thiogalactopyranosid(IPTG) und X-Gal(5-Bromo-4-chloro-3-
indolyl-®-D-Galaktosid). Ampicillin selektiert Bakterien, die ein Plasmid mit
Resistenzgen aufgenommen haben. IPTG induziert in den Bakterien das Enzym 3-
Galaktosidase, das X-Gal spaltet, eines der Produkte ist ein blauer Farbstoff. Das
Gen fir die B-Galaktosidase enthélt die Stelle an der das PCR-Produkt in das
Plasmid eingebaut wird. Bei einer erfolgreichen Ligation des PCR-Produkts in das
Plasmid wird das Gen zerstdrt. Diese Klone bleiben weil3, wahren Klone die zwar ein
Plasmid aufgenommen haben und so Ampicillin-resistent sind, aber deren Plasmid
kein PCR-Produkt enthélt, sich blau verfarben. Von den wei3en Klonen wurden 20-
25 mit Hilfe einer Pipettenspitze in je ein Eppendorfgefald mit 200ul H,O Uberfihrt.
Nach 10 min bei 95°C im Thermal Cycler (Peltier Thermal Cycler PTC-200, Roche,
Mannheim) zur Denaturierung der Zellen wurde eine PCR nach folgendem

Pipettierschema und Temperaturprotokoll angesetzt:

Tabelle 12 Pipettierschema der PCR nach Klonierung

Substanz Volumen[ul] | Stockkonzentration | Endkonzentration
Puffer 10x 3 10x 1x

MgCl, 1,2 25mM 1mM

M13 Primer forward 1,2 10pmol/ul 0,4pmol/pl

M13 Primer reverse 1,2 10pmol/ul 0,4pmol/pl

dNTP 3 2mM 0,2mM

AmpliTaq Gold 0,1 >5Units/pl >0,04Units/ pl
Denaturierte Zellen 3

H,O 17,3

Gesamt 30
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Tabelle 13 Protokoll der PCR nach Klonierung

Schritt | Temperatur [°C] Zeitdauer
1 95 10 min

2 95 30 sec

3 58 30 sec

4 72 45 sec

5 Go to 2, 38 times

6 72 10 min

7 10 10 min

Mit dem Produkt dieser PCR wurde, wie unter 3.3.5.3 (S.38) beschrieben, eine
Sequenzierung vorgenommen. Als Primer bei der Kettenabbruch-PCR wurde der

M13-forward-Primer verwendet.
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3.4 Statistische Auswertung

3.4.1 Auswertung des experimentellen Teils

Zur Berechnung der relativen mRNA-Expressionswerte fir HTRAL mittels
Normalisierung gegen das entsprechende Housekeeping-Gen, HPRT oder G6PDH,
wurde Microsoft Excel 2003 und 2007 verwendet. Die statistische Auswertung
erfolgte mit den Softwarepaketen SPSS fiur Windows Version 17.0 (SPSS Inc.
Chicago, IL, USA) und R (R Development Core Team (2010). R: A language and
environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-project.org). Korrelationen
der Messung der HPRT-Werte mit dem Tagman- und Lightcycler-System sowie die
Korrelation der Expression von HTRAL1 und PAI1, uPA und uPA-Rezeptor wurden
nach der Methode von Spearman berechnet, da nicht von einer Normalverteilung der
verschiedenen Variablen ausgegangen werden konnte. Die
Normalverteilungsannahme wurde mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test geprift. In
durch Klinisch-pathologische Parameter definierten Gruppen wurde der Unterschied
der HTRA1-Expression mit dem Mann-Whitney-U-Test und dem Kruskal-Wallis-Test,
je nach Anzahl der zu vergleichenden Gruppen, geprift. Cox-Regressionsmodelle
wurden verwendet um den multivariablen Einfluss von  potentiellen
Erklarungsvariablen hinsichtlich des Sterbe- bzw. Rezidivrisikos zu untersuchen. Im
Zuge dieser Analysen wurden Schatzungen fir das relative Risiko (Hazard Ratio) mit
95% Konfidenzintervall berichtet. Mit der Methode nach Kaplan-Meier wurden die
univariaten Sterberaten von Patienten in Abh&ngigkeit von hoher oder niedriger
HTRAL1-Expression berechnet und dargestellt. Um auf statistisch signifikante
Unterschiede von Uberlebenskurven unabhéngiger Patientengruppen zu prifen,
wurde der Log-Rank-Test verwendet. Um optimale Cut-off Werte fur die HTRA1-
MRNA-Expression als quantitative Pradiktorvariable hinsichtlich der
Patientenprognose (Sterbe- bzw. Rezidivrisko) zu erlangen, wurde die R-Funktion
maxstat.test [Hothorn et al. 2002] verwendet. Diese Funktion bertcksichtigt die
Problematik des multiplen Testens und gibt entsprechend adjustierte p-Werte aus.
Alle statistischen Tests wurden zweiseitig zu einem Signifikanzniveau von 5%
vorgenommen, eine Korrektur von p-Werten fur multiples Testen wurde zumindest im

Rahmen der Cut-off Bestimmung bertcksichtigt.
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3.4.2 Auswertung der GEO-Daten

Die GEO (Gene Expression Omnibus) Datenbank sammelt Expressionsdaten aus
Array- und Sequenz-Analysen gekoppelt an klinische Information. Fur die
Datenauswahl und -analyse in diese Arbeit wurde die Anwendung KM-Plotter
eingesetzt. Sie basiert auf Daten aus der GEO-Datenbank von zwei Affymetrix-
Microarrays (HGU133A und HGU133 plus 2.0). Die Anwendung verwendet einen
Grunddatensatz aus Klinischer Information zu 2887 Mammakarzinom-Patienten und
den zugehoérigen Microarry-mRNA-Expressionsdaten. Die Microarray-Daten wurden
auf Qualitat gepraft und normalisiert. Von den 22277 Sonden, die auf beiden
verwendeten Microarrays zu finden sind, kann nach Gen-Name oder Affymetrix-ID
ausgewahlt werden. Die Patienten werden nach der Hohe der mRNA-Expression in
zwei Gruppen geteilt und es wird eine Kaplan-Meier Analyse zu Sterberate,
Rezidivrate oder Fernmetastasierungsrate erstellt. Dabei werden auch relatives
Risiko (Hazard Ratio, HR) mit 95%-Konfidenzintervall (95%KI) und das
Signifikanzniveau logrank p berechnet [Gyorffy et al. 2010]. Die Affymetrix-ID der
HTRAL Sonde ist 201185 at. Es wurden Daten der Version 2012 verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Expressionsanalyse HTRAL

4.1.1 Methodenetablierung der mRNA-Expressionsanalyse

4.1.1.1 Standardkurven

Fur die verwendeten Tagman-Assays wurden Standardkurven zur Berechnung der
PCR-Effizienz erstellt. Die Standardkurven belegen auch eine Konstanz der
Messergebnisse bei unterschiedlicher cDNA-Konzentration. Daftur wurden
Verdinnungen der cDNA von jeweils zwei Tumorproben hergestellt: fiur die
Ovarialkarzinom-cDNA waren diese 1:2, 1:10, 1:100, 1:1000 und 1:2000; fur die
Mammakarzinom-cDNA aus dem Kollektiv Dresden waren sie 1:20, 1:200, 1:2000
und 1:4000. Alle Proben wurden in Triplikaten mit den entsprechenden Tagman-
Assays, wie in 3.3.4.3 beschrieben (vgl. S.30ff.), gemessen. Die aus den Werten mit
Microsoft Excel erstellten Standardkurven sind fur jeweils ein Ovarial- und ein
Mammakarzinom in Abbildung 9 wund Abbildung 10 nach logarithmischer

Transformierung zur Basis 10 der Verdiinnung dargestellt.
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Abbildung 9 Standardkurve fiir Ovarialkarzinom-Probe 29984
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Abbildung 10 Standardkurve fiir Mammakarzinom-Probe 131

Eine lineare Funktion der Verdiunnungskurven (Uber einen  weiten
Konzentrationsbereich spricht fur eine gute Vergleichbarkeit von Proben mit
unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen, wie sie fur ein Tumorsuppressor-Gen in
verschiedenen Tumorproben zu erwarten ist. Aus der Steigung s der sich
ergebenden Geraden lasst sich die Effizienz E Uber folgende Formel [Wong et al.
2005] berechnen:

(7)E=10""_1

Fur die Anwendung der 2%2““.Methode zur Berechnung der relativen
Expressionswerte ist es wichtig, dass die PCR-Effizienz von Zielgen und
Housekeeping-Gen in einem &hnlichen Bereich liegen. Dies konnte durch die

Effizienzberechnung (Tabelle 14) gezeigt werden.

Tabelle 14 PCR-Effizienzen: Fiir je zwei Mamma-und Ovarkarziomproben aus Verdiinnungskurven berechnet

Gewebe Zielgen | Gewebenr. | Effizienz [%]
Ovarialkarzinom | HTRA1 | 29984 101
30492 94

HPRT | 29984 100

30492 97

Mammakarzinom | HTRA1 | 131 86
135 90

HPRT 131 91

135 114
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4.1.1.2 Ovarialkarzinom-Proben

Im Hinblick auf die malignen Erkrankungen liegen zum Ovarialkarzinom die meisten
Untersuchungen zu HTRAL vor [Chien et al. 2006; Chien et al. 2004; He et al. 2010;
He et al. 2011; Narkiewicz et al. 2009]. Aus der Tumorbank der Frauenklinik
Minchen stammende Ovarialkarzinom-Proben wurden zur Assay-Etablierung
untersucht. Hierbei wurden Tagman-Assays fur HTRA1 und das Houskeeping-Gen
HPRT wie unter 3.3.4 (S. 28ff.) beschrieben verwendet. Die Messungen wurden in
Duplikaten mit einer cDNA-Verdinnung 1:10 durchgefiihrt. Die Auswertung (vgl.
Abbildung 11) zeigt die Herab-Regulation der HTRA1-mRNA-Expression in 16 der 17
untersuchten Tumorproben im Vergleich zum einem Bordeline-Tumor. Der
Borderline-Tumor weil3t dabei die knapp 18-fache HTRA1-Expression der
Tumorprobe mit der geringsten HTRAL1-Wert auf.

HtA1l-Expression Ovarialkarzinomproben

1,6 -
1,4 -
1,2 -

1,0 -

HPRT

0,8 -

0,6 -
0,4 - {
I
0’2 7 3c 3c 3c l :|:
2c 3c| .z 4 14
0,0 -

Bordelinetumor(B), Ovarkarzinome mit Figo-Stadium

Relative HtrA1l-Expression, normalisiert mit

Abbildung 11 HTRA1 Expression der Ovarialkarzinomproben relativ zum Borderline-Tumor (B) (relative
Expression= 1), bei den Proben der malignen Tumoren ist das Figo-Stadium angegeben. Es zeigt sich die
Herab-Regulation der HTRA1-Expression im Vergleich zum Borderline-Tumor(B) in 16 der 17 untersuchten
Tumorproben. Die Fehlerindikatoren stellen die, durch die Abi Prism 7000 SDS Software (Applied
Biosystems, Darmstadt) aufgrund der Abweichungen der in Triplikaten gemessenen Ct-Werte berechnete,
minimalen und maximale relative Expression dar.

Um die Intra-Assay-Variabilitat, d.h. die Schwankungen bei wiederholter Messung zu
prifen, wurden sieben Tumorproben und der Borderline-Tumor in einem zweiten
Lauf erneut gemessen. Wie in Abbildung 12 dargestellt, ergeben die Messungen

vergleichbare Werte.
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Abbildung 12 Intra-Assay-Variabilitit des Tagman-Systems; RQ ist die relative Expression im Vergleich zum
Borderline-Tumor (Tumor 1)

4.1.1.3 Housekeeping-Gen HPRT: Vergleich der Tagman- und Lightcycler-Messung

Aus vorangegangenen Lightcycler-Versuchen lagen fur die Mammakarzinom-Proben
der Kollektive Dresden und Nijmegen bereits Messungen der mRNA-Expression
verschiedener Housekeeper-Gene vor. HPRT-Werte gemessen mit dem Tagman-
System wurde an 16 Proben aus dem Kollektiv der Mammakarzinom-Proben aus
dem Universitatsklinikum Dresden (vgl. 3.1.3, S.22) auf Vergleichbarkeit zu
Messungen mit dem Lightcycler-System evaluiert. Aus den im Tagman in Duplikaten
bei einer cDNA-Verdinnung von 1:30 gemessenen Ct-Werten wurden fir alle

Proben zunachst nach der Formel
(3) XOProbeA /XOProbeB — ZCtProbeB/ZCtProbeA — 2CtProbeB - CtProbeA (Vg|. Seite 33)
das Vielfache der Expression einer Probe (Nr. 115) berechnet.

Die Daten aus der Lightcycler-Messung lagen als absolute Zahlen an Molekilen vor,
die Uber in jeden Lauf der Messung integrierte Standardproben generiert wurden.
Diese absoluten Werte wurden durch Division in Vielfache der Probe 115 uberfuhrt.

Wie in Abbildung 13 zu sehen, waren fur die meisten Proben die Werte vergleichbar.
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Abbildung 13 Vergleich der HPRT-Messwerte aus dem Taqgman- und dem Lightcycler-System

Im Spearman-Rank-Test ergab sich eine signifikante (p = 0,01) starke Korrelation mit
einem Korrelationskoeffizienten von 0,947. Auf dem Grund dieser Beobachtung
wurde die Entscheidung getroffen, fir die Expressionsanalyse des Nijmegen-
Kollektivs die bereits vorhandenen Housekeeping-Gen-Werte aus der Lightcycler-
Messung zu verwenden, da hiermit grof3e materielle Einsparungen verbunden waren.
Fur die Proben aus dem Kollektiv Nijmegen lagen Daten zu den Housekeeping-
Genen 3-Actin und G6PDH vor. Im Folgenden wurde G6PDH als Housekeeping-Gen
gewahlt, da es in bisherigen Publikationen, die auf den Light-Cycler-Daten zu den
Mammakarzinom-Proben aus Nijmegen und Dresden beruhen, als besonders
geeignet evaluiert worden war [Biermann et al. 2008; Holzscheiter et al. 2006]. Fur
G6PDH war ein ahnlicher Vergleich von Tagman- und Lightcycler-Messung leider
nicht mdglich, da der von Applied Biosystems erworbene Tagman-Assay keine

verwertbaren Aussagen erbrachte.
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4.1.2 Expressionsanalyse des Nijmegen-Kollektives

Mit dem Tagman-System wurden von 131 Proben von primdren Mammakarzinomen
aus dem Kollektiv Nijmegen (siehe 3.1.1, S.20) in 3 Laufen die Ct-Werte fur HTRA1
bei einer cDNA-Verdinnung von 1:30 in Duplikaten gemessen. Die Werte einzelner
Proben in verschiedenen L&ufen kdnnen hierbei erheblich schwanken, zumal der
Schwellenwert zur Bestimmung der Ct-Werte fur jeden Lauf einzeln von der Software
Abi Prism 7000 SDS festgelegt wird. Um die Laufe anzugleichen wurden zwel

Kalibrator-Proben auf jeder Platte gemessen:

Tabelle 15 Kalibratorproben: Ct-Werte in verschieden Tagman-Versuchen und ihre Differenz

Kalibrator Ct Ct Ct Differenz | Differenz
1.Lauf 2.Lauf 3.Lauf 1.-2.Lauf | 1.-3.Lauf

Ovarialkarzinom- | 27,776 27,256 27,037 0,52 0,739

Probe

173 30,677 30,274 | 30,318 | 0,403 0,359

Mittelwert 0,4615 0,549

Der jeweilige Mittelwert der Differenzen der Ct-Werte zum ersten Lauf wurde von den
Ct-Werten des zweiten bzw. dritten Laufs abgezogen. Diese so angeglichenen Ct-
Werte wurden relativ auf eine Probe B nach der Formel

_ ~CtProbeB CtProbeA _ ~CtProbeB - CtProbeA
(3) Xoprobea 7 Xoprobes = 2 /2 =2

bezogen. Fur die Normalisierung mit einem Housekeeping-Gen standen Daten zum
Housekeeping-Gen G6PDH zu aus vorangegangen Light-Cycler Messungen zur
Verfugung [Farthmann et al. 2004; Holzscheiter et al. 2006]. Diese absoluten
G6PDH-Werte aus der Light-Cycler-Messung wurden durch Division durch den
G6PDH-Wert der Probe B in relative Werte tUberfuhrt. Jeder Probe war nun je ein
relativer Wert fur HTRAL und fur die G6PDH zugeordnet. So konnte durch Division
eine Normalisierung auf das Housekeeper-Gen G6PDH vorgenommen werden. Die
Kalibratorprobe wurde so gewdhlt, dass die Probe mit der geringsten relativen

Expression nach Normalisierung auf G6PDH den Wert 1 erhielt. Es ergaben sich
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relative Expressionswerte fir HTRAL, normalisiert mit G6PDH, von 1 bis 308, der
Median lag bei 38.

4.1.2.1 HTRA1-mRNA und PAI-1/uPA-mRNA

Fur die Proben des Nijmegen-Kollektivs waren mRNA-Expressionswerte fir uPA,
PAI-1 und uPA-Rezeptor, normalisiert mit dem Housekeeping-Gen G6PDH, bekannt
[Biermann et al. 2008]. Die Korrelation mit den mRNA-Expressionswerten fir HTRAL,
ebenfalls mit GGPDH normalisiert, ist hoch signifikant (p<0,001) zeigt aber fir PAI-1
einen niedrigen Korrelationskoeffizienten (siehe Tabelle 16). Sie ist somit als positive
Assoziation zu werten. Die in der Literatur bei Neuronen beschriebene abnehmende
Expression von PAI-1 bei vermehrter HTRAL1 Expression und die Uberexpression
von PAI-1 durch Blockade der HTRAL-Proteasenfunktion [Launay et al. 2008] hatte
eine inverse Korrelation erwarten lassen, diese konnte im vorliegenden

Mammakarzinom-Kollektiv nicht nachgewiesen werden.

Tabelle 16 Korrelation von HTRA1 mit PAI-1, uPA-Rezeptor und uPA; mRNA-Expressionswerte, jeweils mit
G6PDH normalisiert

IHTRAl

Spearman-Rho PAI-1 Korrelationskoeffizient 371
Sig. (2-seitig) ,000

N 131

UPA-Rezeptor Korrelationskoeffizient 471

Sig. (2-seitig) ,000

N 131

uPA Korrelationskoeffizient ,531

Sig. (2-seitig) ,000

N 131

4.1.2.2 HTRAL-Expression und klinisch-pathologische Merkmale

Die relativen Expressionswerte fir HTRAL, normalisiert mit G6PDH, wurden auf eine
Assoziation mit klinischen und pathologischen Merkmalen (Alter, Menopausenstatus,
Nodalstatus, = Tumorgrolle, Tumorgrading, Ostrogen-rezeptor-Status  ER,
Progesteronrezeptor-Status PR und Operations-Methode) der 131 Patientinnen des
Nijmegen-Kollektiv untersucht (Tabelle 17). Dabei fand sich nur fur die Tumorgrof3e

ein signifikante (p=0,025) Assoziation mit signifikant niedrigeren relativen HTRA1-
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Expressionswerten in groReren Tumoren. Tendenziell exprimierten auch Tumore mit
geringerem Differenzierungsgrad und einer hoheren Anzahl an befallenen
Lymphknoten weniger HTRA1-mRNA, passend zu einer Rolle als Tumorsuppressor-
Gen.

Bei der genaueren Betrachtung von HTRAL-Expression und Hormonrezeptor -
Konzentration fiel auf, das sehr hohe Ostrogenrezeptor-Konzentrationen
(>400fmol/mg Protein; n=18) keine sehr hohen HTRAL-Expressionswerten
zugeordnet waren (vgl. Abbildung 14). Der Ostrogenrezeptor-Status wird allerdings
bereits ab einer Konzentration von 10fmol Ostrogenrezeptor pro 1mg Protein als

positiv gewertet.
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Abbildung 14 Relative HTRA1-Expression und Ostrogenrezeptor-Konzentration (bestimmt durch einen
Ligandenbindungsassay)
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Tabelle 17 HTRA1 und klinisch-pathologische Merkmale im Nijmegen-Kollektiv

Variable n=131% HTRA1-Expression p
Median (IR

Alter 0,271°
<50 Jahre 23 48(54)
>50 Jahre 108 37(51)

Menopausenstatus 0,337°
pramenopausal 28 45(47)
postmenopausal 103 37(56)

Nodalstatus 0,995"
negativ 52 41(47)
positiv 60 45(60)

Nodalstatus 0,439°
negativ 52 41(47)
1-3 Lymphknoten 43 48(63)
4-9 Lymphknoten 10 34(41)
>9 Lymphknoten 6 19(45)

TumorgroRe (pT) 0,025°¢
1 39 53(58)
2 72 40(49)
3+4 18 20(26)

Tumorgrading 0,587°
1/2 49 45(60)
3 46 30(49)

ER-Status 0,672°
negativ 37 32(65)
positiv 91 43(54)

PR-Status 0,219°
negativ 51 31(56)
positiv 77 45(56)

Operation 0,320°
Brusterhaltende Therapie 38 47(60)
Mastektomie 93 32(49)

a: Wegen fehlender Angaben kann die Summe der Untergruppen der Merkmale kleiner als
131 sein

b: Mann-Whitney U Test

c: Kruskal-Wallis Test

d: IR: Interquartile range; Inter-Quartilen-Abstand
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4.1.2.3 HTRAL1 als pradiktiver Faktor im Brustkrebs

Der Hohe der HTRA1-Protein-Expression ist als pradiktiver Faktor fur Mesotheliome
[Baldi et al. 2008] und fur hepatozellulare Karzinome [Zhu et al. 2010] beschrieben.
In dieser Arbeit wurde der Einfluss der HTRA1-mRNA-Expression im Tumor auf den
Krankheitsverlauf bei Mammakarzinom-Patientinnen anhand der Daten aus dem
Nijmegen-Kollektiv untersucht. Als Endpunkte wurden Tod, Rezidiv und das
kombinierte krankheitsfreie Uberleben betrachtet. Letzteres definiert als Endpunkt
Krankheitsrezidive und zuséatzlich Todesfélle, die nicht vorher als Rezidiv erfasst
wurden. FiUr die Analyse wurden die Patientinnen nach relativer HTRAL-mRNA-
Expression, normalisiert auf G6PDH, in eine Gruppe mit niedriger und eine Gruppe
mit hoher Expression geteilt.
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Abbildung 15 LOG-RANK-Test im Gesamtkollektiv fiir den besten Cut-off-Wert zum Gesamtiiberleben:
Testergebnis bildlich dargestellt, gestrichelte senkrechte Linie zeigt den von Programm berechneten
optimalen Cut-off-Wert an (eine relative HTRA1-Expression von 47.8525)

Um stabile Gruppen zu erhalten wurde der Cut-off-Wert fur die Kaplan-Meier-

Analysen mit dem Programm maxstat.test in R errechnet. Hier ergab sich fir das
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Gesamtkollektiv und Gesamtiiberleben eine relative HTRAL1-Expression von 48 als
idealer Cut-off (siehe auch Abbildung 15). Dieser Wert wurde fur alle Analysen
angewendet, da sich in den untersuchten Subgruppen auch in getrennter
Berechnung mit maxstat.test sehr dhnliche optimale Cut-off-Werte (46,50362 fir den
Endpunkt Rezidiv und 47,8525 fur die beiden anderen Endpunkte in der Nodal-
positiven Subgruppe) ergaben. Im Gesamtkollektiv umfasste die relative HTRAL1-
Expression, normalisiert auf G6PDH, Werte von 1 bis 308 (Median 38), in der nodal-

positiven Subgruppe umfasste sie ebenfalls Werte von 1 bis 308 (Median 45).

4.1.2.3.1 Gesamtkollektiv Nijmegen

Auf der Basis der Cut-off-Berechnung ergab sich fiir das Gesamtkollektiv mit 131
Patientinnen eine Gruppe mit hoheren HTRAL1-Expressionswerten von 56
Patientinnen(43%) gegenuber einer Gruppe mit geringerer HTRAL1-Expression von
75 Patientinnen(57%). Die Charakterisierung des Kollektivs nach klinischen und
pathologischen Faktoren und der Einfluss dieser Merkmale auf das kombinierte
krankheitsfreie Uberleben ist in Tabelle 18 dargestellt. Im Hinblick auf das
Gesamtluberleben konnten wegen fehlender Daten zum genauen Todeszeitpunkt nur
129 Patientinnen betrachtet werden (73 mit geringerer und 56 mit héherer HTRA1-
Expression). Wie auf den folgenden Seiten in den Abbildung 16 bis 18 dargestellt,
ergab sich eine signifikante bessere Krankheitsprognose fir die Gruppe mit hoher
HTRA1-Expression fur Gesamt- und kombiniertes krankheitsfreies Uberleben. Unter
Bericksichtigung des multiplen Testens zur Cut-off-Bestimmung konnte dieser
Unterschied allerdings nicht mehr als signifikant nachgewiesen werden. Im Hinblick
auf die Rezidiv-Rate war lediglich ein tendenzieller Vorteil fur die Gruppe mit hoher

HTRAL1-Expression zu erkennen.
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Tabelle 18 Univariate Cox-Regression: Charakterisierung des Gesamtkollektivs Nijmegen; kombiniertes
krankheitsfreies Uberleben

Variable n=131°% Ereignishaufigkeit n | Hazard Ratio p
(%) (95%CI")
HTRA1- 0,028
Expression
hoch | 56 21 (38%) | 0,547 (0,319-0,938)
niedrig | 75 37 (49%)
Alter 0,398
<50 | 23 11 (48%)
>50 | 108 47 (44%) | 0,751 (0,387-1,458)
Menopausenstatus 0,221
pramenopausal | 28 14 (50%)
postmenopausal | 103 44 (43%) | 0,678 (0,368-1,247)
Nodalstatus 0,021
negativ | 52 20 (39%)
1-3 Lymphknoten | 43 20 (47%) | 1,215 (0,653-2,260)
3-9 Lymphknoten | 10 4 (40%) | 1,506 (0,920-4,543)
>9 Lymphknoten | 6 4 (83%) | 4,864 (1,782-13,279)
Tumorgrol3e 0,091
pT1 39 16 (41%)
pT2 72 31 (43%) | 1,110 (0,604-2,039)
pT3+pT4 18 11 (61%) | 2,256 (1,015-5,013)
Tumorgrading 0,623
1/2 49 22 (45%)
3 46 23 (50%) | 1,160 (0,641-2,101)
ER 0,392
Negativ 37 17 (46%)
Positiv 91 40 (44%) | 1,305 (0,709-2,401)
PR 0,258
Negativ 51 21 (41%)
Positiv 77 36 (47%) | 1,383 (0,789-2,423)
Therapie 0,654
Keine 61 25 (41%)
Endokrin 50 23 (46%) | 1,005 (0,598-1,860)
Chemotherapie, 20 10 (50%) | 1,403 (0,673-2,926)
ggf. mit endokrin

a: Wegen fehlender Angaben kann die Summe der Untergruppen der Variablen kleiner als 131
sein
b: 95%-Konfidenzintervall
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Gesamtkollektiv Nijmegen: Gesamtuberleben bei hoher/niedriger HTRA1-Expression
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Abbildung 16 Kaplan-Meier-Analyse Uberleben im Gesamtkollektiv nach relativer HTRA1-Expression:
niedrige HTRA1-Expression <48 (n=73; 25 Ereignisse; Ereignishaufigkeit EF 34,2%) bzw. hohe HTRA1-

Expression = 48 (n= 56; 12 Ereignisse; EF 21,5%)

Hazard Ratio (HTRA1 248 versus <48) 0,448

95%-Konfidenzintervall 0,225-0,896
Log-Rank-Test (standard) p=0,023
Log-Rank-Test (multiples Testen berticksichtigt) p=0,2047
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Gesamtkollektiv Nijmegen: Rezidiv-freies Uberleben bei hoher/niedriger HTRA1-
Expression
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Abbildung 17 Kaplan-Meier-Analyse: Rezidiv-freies Uberleben im Gesamtkollektiv nach relativer HTRA1-
Expression: niedrige HTRA1-Expression <48 (n=75; 31 Ereignisse; EF 41,3%) bzw. hohe HTRA1-Expression
248 (n=56, 19 Ereignisse; EF 33,9%)

Hazard Ratio (HTRA1 248 versus <48) 0,583
95%-Konfidenzintervall 0,328-1,036

Log-Rank-Test (standard) p=0,066
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Gesamtkollektiv Nijmegen: Kombiniertes krankheitsfreies Uberleben bei
hoher/niedriger HTRA1-Expression
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Abbildung 18 Kaplan-Meier-Analyse: Kombiniertes krankheitsfreies Uberleben im Gesamtkollektiv nach

relativer HTRA1-Expression: niedrige HTRA1-Expression <48 (n=75; 37 Ereignisse; EF 49,3%) bzw. hohe
HTRA1-Expression 248 (n=56, 21 Ereignisse; EF 37,5%)

Hazard Ratio (HTRA1 248 versus <48) 0,547

95%-Konfidenzintervall 0,319-0,938
Log-Rank-Test (standard) p =0,028
Log-Rank-Test (multiples Testen beriicksichtigt) p=0,2509
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4.1.2.3.2 Nodal-positive Patientinnen aus dem Kollektiv Nijmegen

Der Befall der axillaren Lymphknoten und dessen Ausmald stellen einen der
wichtigsten prognostischen Faktoren beim Mammakarzinom dar (vgl. Tabelle 18,
Nodalstatus p= 0,021). Fir HTRA1 wird eine Rolle bei der Progression von
Tumorerkrankungen [ESPOSITO et al. 2006; He et al. 2010] diskutiert. Daher
erschien es interessant, den Einfluss der HTRAL1-Expression auf Uberleben und
Rezidiv-Risiko bei den Patientinnen mit positiven Nodalstatus und somit hoherem
Rezidiv- und Sterberisiko gesondert zu untersuchen. In der Untergruppe von 60
Patientinnen mit positiven Nodalstatus wurden, mittels des Cut-off-Werts von 48 fir
die relative HTRA1-Expression, eine Gruppe mit 33 Patientinnen (55%) mit niedriger
HTRAL-Expression und eine Gruppe mit 27 Patientinnen (45%) mit hoher HTRA1
Expression definiert. Zur genaueren Charakterisierung der klinischen und
pathologischen Parameter des nodal-positiven Patientinnenkollektivs und ihrer
Auswirkung auf das kombinierte krankheitsfreie Uberleben siehe Tabelle 19. Auch
hier ergab die Auswertung der Daten eine signifikant bessere Krankheitsprognose fur
die Gruppe mit hoher HTRA1-Expression im Hinblick auf Gesamtiuberleben, Rezidiv-
freies Intervall und kombiniertes krankheitsfreies Uberleben. Die geringere Rezidiv-
Rate in der Gruppe mit hoher HTRA1-Expression konnte unter Beriicksichtigung des
multiplen Testens allerdings nur noch als grenzwertig signifikant (p=0,0529)

angesehen werden.
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Tabelle 19 Univariate Cox-Regression: Charakterisierung der Subgruppe der Nodal-positiven Patientinnen
des Kollektivs Nijmegen, kombiniertes krankheitsfreies Uberleben

Variable n=60° | Ereignishaufigkeit | Hazard Ratio p
n (%) (95%Cl)
HTRAZ1-Expression 0,002
Hoch | 27 9 (33%) | 0,228 (0,129-0,645)
Niedrig | 33 20 (62%)
Alter 0,210
<50 | 14 7 (50%)
>50 | 46 22 (48%) | 0,576 (0,244-1,364)
Menopausenstatus 0,114
pramenopausal | 18 10 (56%)
postmenopausal | 42 19 (45%) | 0,536 (0,248-1,161)
Nodalstatus 0,045
1-3 Lymphknoten | 43 20 (47%)
3-9 Lymphknoten | 10 4 (40%) | 1,206 (0,409-3,559)
>9 Lymphknoten | 6 5 (83%) | 3,664 (1,317-10,200)
Nodalstatus 0,013
1-9 Lymphknoten | 53 24 (45%)
>9 Lymphknoten | 6 5 (83%) | 3,544 (1,300-9,660)
Tumorgrol3e 0,050
pT1 13 5 (39%)
pT2 34 15 (69%) | 1,358 (0,493-3,745)
pT3+pT4 13 9 (31%) | 3,201 (1,058-9,687)
Tumorgrading 0,317
1/2 22 11 (50%)
3 21 13 (54%) | 1,507 (0,674-3,367)
ER 0,705
Negativ 19 10 (53%)
Positiv 39 18 (64%) | 0,861 (0,395-1,873)
PR 0,857
Negativ 24 12 (50%)
Positiv 34 16 (57%) | 0,933 (0,441-1,976)
Therapie 0,267
Keine 7 5 (71%)
nur endokrin 35 16 (46%) | 0,438 (0,159-1,213)
Chemotherapie, 18 8 (28%) | 0,539 (0,175-1,655)
ggof. mit endokrin
a: Wegen fehlender Angaben kann die Summe der Untergruppen der Variablen kleiner
als 60 sein
b: 95%-Konfidenzintervall

Mit den Daten von 59 nodal-positiven Patientinnen, fur die die erforderlichen
pathologischen Angaben komplett vorlagen, wurde eine multivariate Cox-Regression
durchgefiihrt. Als Endpunkt wurde das kombinierte krankheitsfreie Uberleben
ausgewahlt, da hier die meisten Ereignisse (n = 29) vorlagen. In die Analyse wurden
folgende bivalente Variablen aufgenommen: HTRA1-Expression (hoch/niedrig),
Tumorgréf3e pT (1/2 verglichen mit 3/4) und Durchfihrung einer adjuvanten Therapie
(ja/nein). Der Einfluss von HTRA1-Expression auf das kombinierte krankheitsfreie

Uberleben blieb auch in der multivariaten Analyse bestehen (Tabelle 20).
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Tabelle 20 Multivariate Cox-Regression: kombiniertes krankheitsfreies Uberleben, nodal-positive

Patientinnen (n=60; Anzahl der Ereignisse Rezidiv und/oder Tod: 29, 95%CI: 95%-Konfidenzintervall)

Univariate Cox-Regression

Multivariate Cox-Regression

Variable Hazard Ratio p Hazard Ratio (95%CIl) | p
(95%CI)
HTRA1 0,002 0,012
niedrig
hoch | 0,29 (0,13-0,65) 0,34 (0,15-0,79)
TumorgroliRe 0,021 0,162
pT1l+pT2
pT3+pT4 | 2,56 (1,15-5,71) 1,81 (0,79-4,18)
Adjuvante Therapie 0,127 0,480
Nein
Ja | 0,47 (0,18-1,24) 0,70 (0,26-1,90)
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Kollektiv Nijmegen - Positiver Nodalstatus: Gesamtiiberleben bei hoher/niedriger
HTRAL1-Expression
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Abbildung 19 Kaplan-Meier-Analyse: Uberleben der nodal-positiven Patientinnen nach HTRA1-Expression:

niedrige relativer HTRA1-Expression <48 (n=33; 14 Ereignisse; EF 42,4%) bzw. h6herer HTRA1-Expression
248 (n=27, 4 Ereignisse; EF 14,8%)

Hazard Ratio (HTRA1 =248 versus <48) 0,206

95%-Konfidenzintervall 0,067-0,632
Log-Rank-Test (standard) 0,006
Log-Rank-Test (multiples Testen berticksichtigt) 0,02840
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Kollektiv Nijmegen - Positiver Nodalstatus: Rezidiv-freies Uberleben bei
hoher/niedriger HTRA1-Expression

1,0 L_

LL Lt
| =48
0,6

0,47

Kum. ohne Rezidiv
¥

=45

0,24

o relative Hird 1-Expression <48 n = 33 (55%)
— relative HirA 1-Expression 248 n= 27 (45%)

0,04

0 snl,n 1 |:u':|,|:| 1 snlj,n 2|:u|:|,|:|
Zeit nach Erstoperation (Monate)

Abbildung 20 Kaplan-Meier-Analyse: Rezidiv-freies Uberleben der nodal-positiven Patientinnen nach HTRA1-
Expression: niedrige relativer HTRA1-Expression <48 (n=33; 17 Ereignisse; EF 51,5%) bzw. hohe HTRA1-
Expression 248 (n=27, 8 Ereignisse; EF 29,6%)

Hazard Ratio (HTRA1 248 versus <48) 0,301

95%-Konfidenzintervall 0,127-0,714
Log-Rank-Test (standard) p =0,006
Log-Rank-Test (multiples Testen berticksichtigt) p =0,0529
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Kollektiv Nijmegen - Positiver Nodalstatus: Kombiniertes krankheitsfreies Uberleben
bei hoher/niedriger HTRA1-Expression

1,0 ].
[l 0,87 —|.LV
L 1)
L
iYL .
a al 1 s48
w 064 [
2 D
g T
:E
< 0,4
5
= <48
E : :
< 0,2
— relative HirA1-Expression =48 n = 33 (55%)
00~ — relative HirA 1-Expression 2438 n= 27 (45%)

0 snl,n 1 |:u':|,|:| 1 snlj,n 2|:u|:|,|:|
Zeit nach Erstoperation (Monate)

Abbildung 21 Kaplan-Meier-Analyse: Kombiniertes krankheitsfreies Uberleben der nodal-positiven
Patientinnen: niedrige HTRA1-Expression <48 (n=33; 20 Ereignisse; EF 61,6%) bzw. hohe HTRA1-Expression
248 (n=27, 9 Ereignisse; EF 33,3%)

Hazard Ratio (HTRA1 248 versus <48) 0,228

95%-Konfidenzintervall 0,129-0,645
Log-Rank-Test (standard) p = 0,002
Log-Rank-Test (multiples Testen berticksichtigt) p =0,0224
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4.1.2.4 HTRA1-Expression und Ansprechen auf Chemotherapie

Hohe HTRA1-Expression war in einigen Studien mit einer hoheren Ansprechrate auf
Chemotherapie beim Mamma-, Magen- und Ovarialkarzinom assoziiert [Barros Filho
et al. 2010; Catalano et al. 2011; Chien et al. 2006]. In der vorliegenden Arbeit
erhielten 18 der 60 Patientinnen aus der nodal-positiven Subgruppe des Kollektivs
Nijmegen eine Chemotherapie. Der positive Effekt einer hohen HTRA1-Expression
auf das kombinierte krankheitsfreie Uberleben lasst sich aber sowohl in der Gruppe
ohne Chemotherapie (n=42, 70%, Abbildung 22) als auch in der Gruppe mit
Chemotherapie (n=18, 30%, Abbildung 23) erkennen. Aufgrund der geringen
Fallzahlen wurden nur Kaplan-Meier-Analysen durchgefuhrt und keine Anpassung
des p-Wertes auf multiples Testen vorgenommen. Die Ergebnisse weisen darauf hin,
dass die HTRA1-Expression eine generelle prognostische Bedeutung im Brustkrebs
hat, die nicht ausschlie3lich auf eine Chemotherapie-Resistenz durch eine Herab-

Regulation der HTRA1-Expression zu erklaren ist.

L o =48
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+.
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— relative HtrA1-Expression 248 n = 19 {45%)

0,0

| T T I
0 50,0 100,0 150,0 200,0
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Abbildung 22 Kaplan-Meier-Analyse: Kombiniertes krankheitsfreies Uberleben der Nodal-positiven
Patientinnen ohne Chemotherapie nach HTRA1-Expression: niedrigen HTRA1-Expression <48 (n=23, 14
Ereignisse, EF 54%) und hohe HTRA1-Expression 248 (n=19, 7 Ereignisse, EF 37%), Log-Rank-Test: p=0,027
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Abbildung 23 Kaplan-Meier-Analyse: Kombiniertes krankheitsfreies Uberleben der Nodal-positiven
Patientinnen mit Chemotherapie nach HTRA1-Expression: niedrigen HTRA1-Expression <48 (n=10, 6
Ereignisse, EF 60%) und hohe HTRA1-Expression 248 (n=8, 2 Ereignisse, EF 25%), Log-Rank-Test: p=0,029
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4.1.3 HTRA1-Expression aus GEO-Datenbank

Zur Bestatigung des Zusammenhangs der HTRA1-mRNA-Expression im Tumor und
des Krankheitsverlaufs wurden mit Hilfe des online-Programms ,Kaplan-Meier-
Plotter” von Gyorffy et al. [Gyorffy et al. 2010] Expressionsdaten aus Affymetrix-
Microarrays (Typ HG-U133A und HG-U133 plus 2.0) gekoppelt mit klinischen
Informationen ausgewertet. Diese Microarrays lassen die Analyse der Expression
von bis zu 47000 verschiedenen RNAs gleichzeitig zu [Affymetrix Inc. 2004], so
entstehen in wenigen Versuchen groRe Datenvolumen, aus denen dann einzelne
Gene zur Analyse ausgewahlt werden konnen, oder nach Expressionsmustern
gesucht werden kann. Ahnlich der Tagman-Untersuchung werden relative
Expressionswerte bestimmt und durch verschiedene Kontrollschritte, insbesondere
auch die Normalisierung auf mehrere Houskeeping-Gene, die Vergleichbarkeit der
Expressionswerte in verschiedenen Proben erreicht. Fur diese Arbeit wurde die
Expression von HTRAL in bis zu 2809 Mammakarzinom-Proben analysiert. Die
Daten stammen aus der offentlich zuganglichen GEO(Gene Expression Omnibus)-

Datenbank.

4.1.3.1 Gesamtkollektiv

Wurden alle verfigbaren Daten ohne weitere Unterteilung der Patientinnen in
Gruppen verwendet, zeigten sich signifikant bessere Uberlebensdaten bei hoher
HTRAL1-Expression sowohl fir Gesamtiberleben (overall-survival, OS) als auch
Redzidiv-freies Uberleben (RFS). Fir einen Beobachtungszeitraum von 15 Jahren
waren Daten zu Rezidiv-Ereignissen von 2809 Patientinnen vorhanden. Die HTRA1-
Expression in dieser Gruppe erreichte Werte von 30 bis 19421, das heil3t die Probe
mit der hoéchsten Expression zeigte einen 647-fachen Wert der niedrigsten
Expression. Es zeigte sich ein Hazard Ratio (HR) fur Rezidiv-Ereignisse von 0,79
[95%-Konfidenzintervall 0.7-0.9], auf einem Signifikanzniveau von log-rank
p=0.00035 fir den besten cut-off-Wert, dieser lag bei 4411 (vgl. Abbildung 24). Fur
15-Jahres-Gesamtiberleben waren Daten zu 971 Patientinnen verfigbar, hier ergab
sich eine HTRAL1-Expression im Bereich von 330-18047. Das Hazard Ratio war HR
= 0,63 [95%-Konfidenzintervall 0,48-0,83], auf einem Signifikanzniveau von log-rank
p= 0,0009. Als bester Cut-off-Wert wurde eine HTRA1-Expression von 5190 gewahlt
(vgl. Abbildung 25).
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Abbildung 24 Kaplan-Meier-Analyse der Rezidiv-Rate in den Gruppen der Mammakarzinom-Patientinnen mit
hoher(rot) und niedriger(schwarz) HTRA1-Expression aus der GEO-Datenbank
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Abbildung 25 Kaplan-Meier-Analyse des Gesamtiiberlebens in den Gruppen von Mammakarzinom-
Patientinnen mit hoher(rot) und niedriger(schwarz) HTRA1-Expression aus der GEO-Datenbank
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4.1.3.2 Subgruppen aus der GEO-Datenbank

Die Daten aus dem Nijmegen-Kollektiv zeigten in der Subgruppe der Patientinnen mit
positiven Nodalstatus einen starkeren Effekt der Hohe der HTRA1-Expression auf die
Prognose. Entsprechende Kaplan-Meier-Analysen der Daten aus der GEO-
Datenbank sind in Tabelle 21 zusammen gefasst. Hier zeigen die Patientinnen, die
eine adjuvante Therapie erhalten haben, ein signifikant besseres Gesamtiiberleben
und geringeres Rezidivrisiko bei hoherer HTRAL1-Expression. Fir Patientinnen, die
eine endokrine Therapie erhalten haben, ergeben sich bessere Ergebnisse zu
GesamtlUberleben als auch zu Rezidivraten bei hoher HTRAL1-Expression. Bessere
Uberlebensdaten bei hoher HTRA1-Expression in der Nodal-positiven Untergruppe
oder bei Behandlung mit Chemotherapie konnten dagegen nicht gezeigt werden. Zu
beachten ist bei diesen Ergebnissen, dass die Autoren des Auswertungsprogramms
eine Mindestanzahl von 500 Patienten fur eine als ,hoch zuverlassige“ Analyse
fordern. Dies wird fir den Endpunkt Gesamtiiberleben in keiner Subgruppe erreicht.
Patientenzahlen unter 200 gelten als ,vorlaufige® Analysen, dies trifft auf die
Subgruppen der Patienten mit positiven Nodalstatus und der Patienten, die nur eine
Chemotherapie oder eine endokrine Therapie erhalten haben, fir den Endpunkt

Gesamtuberleben zu [Gy0rffy et al. 2010].
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Tabelle 21 Ubersicht iiber HTRA1 als pridiktiven Marker in den verschiedenen Subgruppen aus der GEO-

Datenbank

18047)

Gruppe n Mediane Cut-off | HR p
Expression
(Range)
Gesamt RFS 2809 | 3980 3979 0,79 0,00032
(30 - (0,7-0,9)
19421)
oS 971 4069 5190 0,63 0,00091
(330 - (0,48-0,83)
18047)
Nodal RFS 569 4221 2892 1,24(0,89- 0,20
positive (330 - 1,73)
Subgruppe 14791)
oS 137 3560 2823 1,97 0,08
(330 - (0,9-4,3)
11950)
Nodal RFS 1468 | 4070 3439 0,87 0,14
negative (30 - (0,72-1,05)
Subgruppe 19421)
(OR) 339 3897 5199 0,48 0,00037
471 - (0,29-0,8)
13850)
Chemo- RFS 385 4229 5040 1,44 0,051
therapie (333 — (1-2,09)
14791)
(O 69 3609 4500 0,66 0,29
(629 - (0,31-1,43)
12004)
Endokrine | RFS 752 4144 4565 0,67 0,0076
Therapie (30 - (0,5-0,9)
17660)
(O 128 4494 6132 0,2 0,00026
(636 — (0,08-0,52)
12877)
Adjuvante | RFS 1440 | 3819 2421 0,7 0,00011
Therapie (30 - (0,58-0,84)
29643)
(O 305 3616 5228 0,48 0,004
(330 - (0,29-0,8)
12877)
Keine RFS 933 4324 4411 0,84(0,68- 0,12
adjuvante (450 - 1,05)
Therapie 19421)
oS 319 4724 5199 0,51 (0,31- | 0.0071
(471- 0,84)
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4.1.3.3 HTRAL1 als prognostischer Faktor

Prognostische Faktoren sind Einflussgrofen auf den Krankheitsverlauf, die
unabhangig von einer Therapie sind. Eine Gruppe von 311 Patientinnen aus der
GEO-Datenbank hatte keine adjuvante Therapie erhalten. Hier wurde die Zeit ohne
Fernmetastasen in den Armen mit hoher und niedriger HTRA1-Expression
verglichen. Als Schwellenwert wurde die mediane HTRA1-Expression in dieser
Gruppe, 4619 gewahlt. Dieser Endpunkt ist spezifischer fur die Erkrankung als das
Gesamtluberleben, das auch andere Todesursachen beinhaltet. Gleichzeitig besteht
bei Fernmetastasierung des Mammakarzinoms eine unheilbare Erkrankung. Wie die
Kaplan-Meier-Kurve in Abbildung 26 illustriert, waren in der Gruppe mit hoher
HTRA1-Expression Fernmetastasen signifikant (Signifikanzniveau p=0,00061) und
betrachtlich (Hazard ratio HR=0,53 95%-Konfidenzintervall: 0,36-0,76) seltener als
bei niedriger HTRALl-Expression in den betrachteten 10 Jahren nach

Diagnosestellung.

S Mg HR = 0.53 (0.36 - 0.76)
‘\4-4\ Yy, logrank P = 0.00061
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low 156 125 98 76 53 26 0
high 155 144 121 98 61 29 0

Abbildung 26 HTRA1-Expression als prognostischer Faktor: Zeit bis zur Fernmetastasierung in der
Untergruppe von Patientinnen, die nach Operation keine adjuvante Therapie erhalten hatten. Analyse von
Fallen aus der GEO-Datenbank.
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4.1.4 HTRA1-Expression in den Zelllinien

Die HTRA1-Expression der Mammakarzinom-Zelllinien MDA-MB-231und MCF7
sowie von zwei Varianten der Ovarialkarzinom-Zelllinie HEY (Wildtyp(WT) und
Cisplatin-resistent) wurde bestimmt. Die Normalisierung erfolgte Uber das
Housekeeping-Gen HPRT, das im selben Tagman-Lauf mitbestimmt wurde. Die
Ovarialkarzinom-Zelllinien wurden in die Arbeit aufgenommen, da es Hinweise fur
eine Rolle von HTRA1 bei der Cisplatin-Resistenz gibt [Chien et al. 2006; Catalano et
al. 2011; Spugnini et al. 2006]. Fur die Mammakarzinom-Zelllinien wurde neben RNA
auch DNA flr die spatere DNA-Methylierungs-Analyse isoliert. RNA wurde wie unter
3.3.4.1(S.28) beschrieben isoliert und in cDNA umgewandelt (vgl. 3.3.4.2, S.29). Es
wurden die Ct-Werte fur HTRAL und HPRT in Proben mit zwei cDNA-Verdiinnungen
(1:5 und 1:20) jeweils in Triplikaten gemessen. Mit dem Programm ABI Prism SDS
Software wurde die relative HTRAL-Expression gegenuber der Kalibrator-Probe,

einen Ovarialkarzinomgewebe, errechnet.

Relative HtrAl-Expressionin den Zelllinien
10 -

- MDA MDA MCF7  DMCF7 Hey WT HeyWT Heyres Heyres Qv
_E 1:5 1:20 15 1:20 15 1:20 15 1:20 1:40
: 1 =
-
g 2
L I
g _E 01 -
2E
s 0
w 2 0,01 - T
e £
o=
i
-?_' 0,001 -
i}
g I T

0,0001 -

Zellinie und Verdinnung der cDNA

Abbildung 27 HTRA1-Expression der Mammakarzinom-Zelllinien MDA-MB231(MDA) und MCF7 sowie der
Ovarialkarzinom-Zelllinien HEY-WT und HEY-Cisplatin-resistent(Hey res), mit Houskeeping-Gen HPRT
normalisiert. Als Kalibrator wurde eine Ovarialkarzinom-Probe(Ov) benutzt. Y-Achse ist zur Darstellbarkeit
logarithmisch skaliert.
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Die Ergebnisse wurden zur besseren Darstellbarkeit Log-transformiert (Basis 10) und
sind in Abbildung 27 dargestellt. Die Expressionswerte der verschiedenen
Verdinnungen entsprechen sich gut, dies spricht fir eine adaquate Normalisierung
Uber das Housekeeping-Gen HPRT. Die Zelllinien weisen eine geringere HTRAL1-
Expression als das Ovarialkarzinom-Gewebe auf. HEY-Untertypen zeigten eine stark
verminderte Expression gegenuber den Mammakarzinom-Zelllinien, ein Unterschied
der HTRA1-Expression zwischen den beiden Varianten war nicht festzustellen. Zur
Expression der Mammakarzinom-Zelllinien ist im Hinblick auf die spatere DNA-
Methylierungs-Analyse festzuhalten, dass MDA-MB-231 Zellen eine ca. 19-fach
héhere HTRA1-Expression als MCF-7 Zellen zeigten (berechnet aus Expressions-
Werten der cDNA-Verdinnung 1:20).

4.2 DNA-Methylierung

Experimente mit der Ovarialkarzinom-Zelllinie OV207 in einer Arbeit von Chien et al.
[Chien et al. 2004] zeigten eine dosisabhangige Steigerung der HTRA1-Expression
bei Behandlung der Zellen mit dem Methyltransferase-Inhibitor 5-aza-2'-
Deoxycytidin. Dies weist auf eine Rolle der DNA-Methylierung bei der
Expressionsregulation von HTRAL hin. Da diese hauptsachlich an der DNA-Base
Cytosin mit nach 3 benachbarten Guanosin (CpG) geschieht, wurde mit Hilfe des
Programms Meth Primer [Li et al. 2002] ein DNA-Abschnitt mit einem hohen
Guanosin-/Cytosin-Anteil und vielen CpG-Dinukleotiden fir die Untersuchung
ausgewahlt (Abbildung 28). Uber Bisulfit-Sequenzierung wurde das AusmaR der
DNA-Methylierung in diesem Bereich um das Startcodon der HTRALI-mRNA

untersucht.
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Abbildung 28 G-/C-Gehalt der DNA um das HTRA1-Startcodon; blau eingefirbt sind Regionen mit einen G-/C-
Gehalt iiber 50% und mindestens 100bp Liange; CpG-Basenabfolgen sind unter dem Diagramm als rote Striche
aufgetragen. Erstellt in Meth Primer [Li et al. 2002] und adaptiert.

Aufgrund der starken Fragmentierung der DNA wahrend der Bisulfitreaktion wurde
die Sequenzierung des DNA-Abschnittes (Position 1-1086 in Abbildung 28) in drei
Teilen UP, mRNAstart und DOWN durchgefihrt. Die letzten ca. 220bp des Teils
DOWN waren aufgrund von Uberlagerung des Sequenzierungsabschnitts durch ein
zweites PCR-Fragment nicht auswertbar, deswegen umfasst der untersuchte Bereich

nur insgesamt 860bp.

4.2.1 Leukozyten-DNA und Positivkontrolle

Aus den Leukozyten einer gesunden Frau isolierte DNA (Probe 82 aus dem Labor-
Bestand) wurde mittels Bilsulfit-Sequenzierung in den drei Abschnitten untersucht,
hierbei konnte keine relevante DNA-Methylierung festgestellt werden. DNA derselben
Probe wurde mit dem M.Sssl1l-Methylase Kit (New England Biolabs Inc., Ipswich,
Massachusetts) behandelt, um eine Positivkontrolle zu erhalten. Die
Methyltransferase Sssl fligt jedem Cytosin innerhalb von einem CpG-Dinukleotid
eine Methylgruppe an. Als Donor dient dabei S-adenosylmethionin(SAM). Es wurde 1
Mg DNA (Konz 0,525 pg/ul) mit 1pl Methyltransferase (Stocklésung 1:10 verdinnt),
3ul SAM (Stocklésung 1:10 verdinnt), dem Substrat der Methylase, und 2ul 2xNE-
Puffer in einem Ansatz von insgesamt 20ul bei 37°C Uber Nacht inkubiert. Nach 4
und 8 Stunden wurden je 3 pl SAM und nach 8 Stunden 1pl Methylase zugegeben.
Die Positivkontrolle wurde fur den Abschnitt mRNAstart sequenziert, dabei zeigte

sich eine sehr starke Methylierung aller CpG-Dinukleotide (Abbildung 29).
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Abbildung 29 Bisulfit-Sequenzierung, Beispiel aus Abschnitt mRNAstart; Oben Positiv-Kontrolle nach DNA-
Methylierung durch MSss1: Alle CpG-Dinukleotide zeigen jetzt ein Cytosin-Signal(blau), darunter
unbehandelte Leukozyten-DNA, unten original DNA-Sequenz vor Bisulfitbehandlung

4.2.2 Ergebnisse der genomischen Bisulfit-Sequenzierung von Tumor-und

Zelllinien DNA ohne vorherige Klonierung

Um einen direkten Vergleich von Expression und DNA-Methylierung zu erméglichen,
wurden 12 Tumoren aus dem Kollektiv Nijmegen ausgewahlt, die eine sehr niedrige
oder eine sehr hohe relative HTRAL1-Expression zeigten (siehe auch Tabelle 2). Aus
den Zelllinien MCF7 und MDA-MB 231 wurde neben DNA auch RNA isoliert. Die
Expressionsanalyse der mRNA ergab eine ca. 20-fache HTRA1-Expression in MDA-
MB 231-Zellen im Vergleich zu den MCF7-Zellen (vgl. 4.1.4). Eine
Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Tabelle 22 aufgefuhrt. Untersucht wurden
fur alle Proben der Abschnitt ,UP“. Der Abschnitt ,mRNAstart® war fur die Probe 3
nicht auswertbar, sehr wahrscheinlich aufgrund der geringen DNA-Konzentration
dieser Probe. Der Abschnitt ,DOWN" wurde nur an der Zelllinien-DNA und funf der
Tumorproben untersucht, es zeigte sich kein Hinweis auf Methylierung.
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Tabelle 22 Ergebnisse der Bisulfit-Sequenzierung: ++ starke Methylierung, + Methylierung deutlich sichtbar,
(-)minimale Methylierung kann vorhanden sein, - kein Hinweis auf Methylierung; n.u. nicht untersucht

Teilabschnitt UP mRNAstart DOWN HTRA1 Expression®
MCF7 ++ + - niedrig

MDA MB 231 | () - - ca. 20-fach zu MCF7
Tumor 1 - - - niedrig (1,9)

Tumor 2 ) - - hoch (102,6)

Tumor 3 ) n.u. n.u. Hoch (121,8)

Tumor 4 - - - hoch (117,1)

Tumor 5 - - n.u. hoch (104,3)

Tumor 6 O] - - hoch (100,9)

Tumor 7 ) - - hoch (126,8)

Tumor 8 + - n.u. niedrig (2,6)

Tumor 9 + - n.u. niedrig (2,7)

Tumor 10 ) - n.u. niedrig (9,0)

Tumor 11 - - n.u. niedrig (10,4)

Tumor 12 O] - n.u. niedrig (2,3)

a: bei den Tumorproben sind die HTRA1L-mRNA-Werte, normalisiert mit G6PDH, relativ zur
Kallibratorprobe in Klammern angegeben (vgl. 4.1.2, S. 53ff.)

Die DNA der Zelllinie MCF-7 zeigt die starkste CpG-Methylierung. Alle 35 CpG-
Dinukleotide des Abschnitts UP sowie die ersten funf CpG-Dinukleotide des
Abschnittes mRNAstart zeigten in der Sequenzierung nach Bisulfit-Behandlung
ausschlief3lich ein Signal fir Cytosin. Dies bedeutet, dass vor der Behandlung mit
Bisulfit eine Methylierung des Cytosin vorgelegen haben muss. Dagegen zeigte die
Zelllinie MDA-MB 231 allenfalls minimale CpG-Methylierung (vgl. Abbildung 30).
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Abbildung 30 Sequenzierung nach Bisulfit-Behandlung, Beispiel aus dem Abschnitt UP: MCF7 zeigt kein Signal
fiir Thymin(rot) in CpG-Dinukleotiden, aber zu Thymin konvertierte Cytosine auf3erhalb der CpG-Inseln. MDA
MB 231 zeigt Cytosin-Signal(blau) kaum iiber dem Hintergrundrauschen, dies spricht fiir eine DNA-
Methylierung allenfalls in einem geringen Prozentsatz der Zellen. Unten ist die Originalsequenz angegeben,
CpG-Dinukleotide sind fettgedruckt.

Nur zwei der untersuchten Tumorproben zeigten nach Bisulfit-Behandlung deutlich
erhaltene Cytosin-Signale an den CpG-Dinukleotiden in der Sequenzierung. Es
handelte sich hierbei um die Tumorproben 8 und 9, die zu den Tumorproben mit
einer sehr geringen HTRAL1-Expression gehdrten (Beispiel in Abbildung 31). Sie
waren nicht so ausgepragt wie bei der Zelllinie MCF7 und auch nicht an allen CpG-
Dinukleotiden vorhanden. Zur genaueren Quantifizierung wurde die Klonierung der
Bisulfit-behandelten DNA dieser beiden Proben mit anschlieBender Sequenzierung

vorgenommen (siehe 4.2.3, S.79).

-\_”_// T - -
N N

CG CG TG ACCGGGGE TT CG CGGTG C CG CAA CG

Abbildung 31 Sequenzierung nach Bisulfit-Behandlung, Tumor 8, Beispiel aus dem Abschnitt UP
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4.2.3 Ergebnisse der Bisulfit-Sequenzierung mit vorheriger Klonierung

Der Teilabschnitt UP zeigte in der Bisulfit-Sequenzierung der genomischen DNA
deutliche DNA-Methylierung bei den Tumoren 8 und 9, die beide eine niedrige
HTRAL1-Expression aufweisen. Diese Ergebnisse wurden durch Klonierung der
Tumor-DNA und anschlieende Bisulfit-Sequenzierung genauer quantifiziert. Wie in
Abbildung 32 und 33 dargestellt, zeigten von den untersuchten Klonen die des
Tumors 8 haufiger methylierte Cpg-Dinukleotide. Hierbei waren 15 der 35 CpG-
Dinukleotide im Tumor 8 bei mehr als 50% der Klone methyliert, wahrend im Tumor 9

nur vier CpG-Dinukleotide bei mehr als 30% der Klone methyliert waren.
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Abbildung 32 CpG-Methylierung des Tumor 8, die Spalten zeigen die CpG-Dinukleotide 1-35 des Abschnitts
UP, die Zeilen die Klone 1-13, unter der Abbildung ist die Anzahl der Klone mit Methylierung am
entsprechenden CpG-Dinukleotid in Prozent angegeben

Der Vergleich der Ergebnisse der Bisulfit-Sequenzierung mit und ohne vorherige
Klonierung (Beispiel Abbildung 34) zeigte, dass auch ohne Klonierung alle
wesentlichen Methylierungen erkannt wurden. Somit war nicht davon auszugehen,
dass eine Klonierung der DNA der restlichen Tumoren, die in der Bisulfit-
Sequenzierung hochstens eine minimale Methylierung gezeigt hatten, positive

Resultate liefern wirde.
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Abbildung 33 CpG-Methylierung des Tumor 9, Die Spalten zeigen die CpG-Dinukleotide 1-35 des
Abschnitts UP, die Zeilen die Klone 1-13, unter der Abbildung ist die Anzahl der Klone mit

Methylierung am entsprechenden CpG-Dinukleotid in Prozent angegeben
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Abbildung 34 Vergleich der Ergebnisse der Bilsulfid-Sequenzierung ohne vorheriges Klonieren und
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5 Diskussion

Eine niedrige HTRA1-mRNA-Expression im Primartumor ist mit einer schlechteren
Gesamtuberlebensrate und einer hoheren Rezidiv-Wahrscheinlichkeit bei
Patientinnen mit primarem Mammakarzinom assoziiert. Das zeigte sich in der
Analyse von Proben aus dem Kollektiv Nijmegen (131 Patientinnen) sowie auch in
den Daten aus der offentlich zuganglichen GEO-Datenbank (2809 Patientinnen).
Durch die Untersuchung der DNA von zwei Zelllinien und zwdlf Tumorproben konnte
zudem DNA-Methylierung als ein moglicher Regulationsmechanismus der HTRA1-
Expression bestatigt werden.

5.1 Analyse der mRNA-Expression von HTRA1

5.1.1 Methodenetablierung anhand von Ovarialkarzinom-Proben und
Mammakarzinom-Proben aus dem Kollektiv Dresden

Zur Etablierung der Methodik wurde zunachst die relative HTRA1-mRNA-Expression
von 17 malignen Ovarialkarzinomen und einem Borderline-Tumor sowie von 39
Mammakarzinomen aus dem Kollektiv Dresden mit Hilfe der Tagman-Methode
bestimmt. Durch die Erstellung von Standardkurven mittels Verdinnung der cDNA
(im Bereich von 1:2 bis 1:2000 fur die Ovarialkarzinom-Proben bzw. 1:20 bis 1:4000
fur die Mammakarzinom-Proben) konnte die Stabilitdit der Messung Uber einen
grol3en Konzentrationsbereich hinweg sowie eine adaquate PCR-Effizienz gezeigt
werden. Die wiederholte Messung einiger Ovarialkarzinom-Proben ergab zusétzlich,
dass nur eine geringe Intra-Assay-Variabilitat vorlag. Die HTRA1-Messungen an
Ovarialkarzinom-Proben, normalisiert mit HPRT, ergab fur 16 der Tumoren eine
niedrigere HTRAL-Expression als der Borderline-Tumor. Die Probe, die &hnliche
HTRA1l-Level wie der Borderline-Tumor aufwies, stammte von einem gut
differenzierten (G1) Tumor einer Patientin mit Stadium Figo Ic. Dies steht im Einklang
mit Ergebnissen aus der Literatur. Uber eine stufenweise Erniedrigung der HTRA1-
MRNA Expression von Ovar-Normalgewebe zu benignen Tumoren, Borderline-

Tumoren und Ovarialkarzinom ist berichtet worden [Narkiewicz et al. 2008]. Ein
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Light-Cycler-Experiment von Chien et al. [Chien et al. 2004], bei dem die relative
HTRA1-mRNA-Expression von zwei Borderline-Tumoren und elf fortgeschrittenen
Ovarialkarzinomen, normalisiert mit RPS9F(ribosomales Protein S9F) gemessen
wurde, zeigte eine ca. 1,5- bis 60-fache Expression von HTRA1 in Borderline-
Tumoren in Vergleich zu Ovarialkarzinom-Proben. Ebenso zeigte der Borderline-
Tumor in dieser Arbeit eine ca. 0,9- bis 18-fache Expression im Vergleich zu den
Ovarialkarzinom-Proben. Als Housekeeping-Gen wurde zun&chst ein Enzyms des
Purin-Stoffwechsels, die Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase (HPRT)
verwendet. Die im Tagman-System gemessenen HPRT-Werte an Mammakarzinom-
Proben aus dem Kollektiv Dresden korrelierten gut mit den Werten aus
vorausgehenden Lightcycler-Experimenten, so dass fur die Normalisierung des
Kollektivs Nijmegen Housekeeping-Gen-Expressionswerte aus den Lightcycler-
Experimenten verwendet werden konnten. Statt HPRT wurde hier die Gucose-6-
Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) verwendet, ein Enzym das hauptsachlich der
Regeneration des Kofaktors NAPDH dient. G6PDH ist ein haufig verwendetes
Housekeeping-Gen bei Experimenten mit Mammakarzinom-Proben ist [Biermann et
al. 2008; Ribeiro-Silva et al. 2007]. Ein Housekeeping-Gen, das in jeder Zelle immer
stabil exprimiert wird, konnte bisher nicht gefunden werden [Lee et al. 2002], die
Normalisierung mit Housekeeping-Genen bringt daher immer einen gewissen Fehler
mit sich. Ein Ansatz zur Korrektur dieses Fehlers ist die Verwendung von mehr als
einem Housekeeping-Gen, wie z.B. die Affymetrix HGU133A und HGU133+2
Microarrays, die drei Housekeeping-Gene (GAPDH, beta-Actin, ISGF-3) verwenden.
Auf diesen Microarrays basieren die Daten des zweiten Kollektivs, das zur

Validierung der Ergebnisse verwendet wurde.

5.1.2 HTRA-1-mRNA-Expression in Mammakarzinom-Proben des Kollektivs

Nijmegen
5.1.2.1 Spannweite der HTRA1-Expression und Assoziation mit der Tumorbiologie
Einen Schwerpunkt der Arbeit bildete die Bestimmung der relativen HTRAL1-mRNA-

Expression, normalisiert mit dem Housekeeper-Gen G6PDH, in 131

Mammakarzinom-Proben aus dem Kollektiv Nijmegen. Uber eine stark erniedrigte
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oder fehlende Expression des HTRAL1-Proteins in Mammakarzinom-Gewebe im
Vergleich zu gesunden Brustgewebe berichteten Wang et. al. [Wang et al. 2012]. In
der vorliegenden Arbeit fanden sich grof3e Unterschiede in der HTRA1-mRNA-
Expression der Mammakarzinom-Proben. Die Probe mit der héchsten Expression
hatte eine 308-fache HTRA1-Epression im Vergleich zur Probe mit der niedrigsten
Expression, die gleich 1 gesetzt wurde. Es gibt keine vergleichbaren Studien zur
HTRA1-mRNA-Expression im Mammakarzinom. Unsere Analysen der Affimetrix-
Daten aus der offentlich zugénglichen GEO-Datenbank bestétigten aber das hdchst
unterschiedliche Ausmald der HTRA1-Expression in 2809 Mammakarzinom-Proben,
hier ergab der hochste relative HTRAL-mRNA-Expressionswert das 647-fache des
niedrigsten Werts (vgl. 4.1.3.1, S.67).

Fur Endometriumkarzinome ist eine Assoziation von aggressiveren Kklinischen
Charakteristika wie Entdifferenzierung und HTRAL-Verlust beschrieben [Mullany et
al. 2011]. Ebenso zeigten Mammakarzinom-Proben aus Nijmegen mit aggressiverem
klinischem Charakter, wie G3-Tumoren und Tumoren von Patientinnen mit einer
héheren Anzahl von befallenen Lymphknoten, tendenziell niedrigere HTRAL-
Expressionwerte. Eine signifikante Assoziation wurde zwischen niedriger HTRA1-
Expression und grol3erem Tumordurchmesser beobachtet. Betrachtet man
auRerdem Tumor-Proben mit sehr hohen Ostrogenrezeptor-Konzentrationen, so fand
sich darunter keine mit hoher HTRAL1-Expression. Eine signifikante Reduktion der
HTRA1-mRNA- und Protein-Expression wurde in der Niere von mannlichen
Goldhamstern nach langerer Ostrogen-Gabe gezeigt, in Folge derer sich
Nierenzellkarzinome im Hamster entwickeln [Zurawa-Janicka et al. 2008]. Ein mit der
Uberstimulierung des Ostrogen-Signalwegs einhergehender HTRA1-Verlust konnte
somit auch zur Entstehung und/oder Fortschreiten eines Mammakarzinoms
beitragen. Allerdings wurden in dieser Arbeit extrem hohe Ostrogenrezeptor-Werte
nur in 18 Fallen beobachtet.

5.1.2.2 HTRA1, TGF- und uPA/uPA-Rezeptor/PAI-1

Ein inverser Zusammenhang ist fur HTRAL1 und PAI-1 wahrend der Differenzierung
von Neuronen in vitro und im Mausmodell gezeigt worden [Launay et al. 2008] und
ware auch in malignen Zellen vorstellbar, da eine niedrige HTRA1-Expression genau

wie eine hohe PAI-1/uPA-Expression fur eine héhere Aggressivitat der Erkrankung
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spricht. Komponenten des TGF-3-Signalwegs kénnten die Verbindung zwischen
beiden Proteinen darstellen. In Neuronen ist eine zunehmende HTRA1-Expression
mit einem Verlust der Aktivitdt im TGF-B-Signalweg und einer reduzierten PAI-1-
Expression verbunden [Launay et al. 2008]. Bei der Untersuchung der
Mammakarzinom-Proben aus dem Kollektiv Nijmegen wurde eine inverse Korrelation
von HTRAL1- und uPA-/PAI-1-mRNA Expression erwartet. Diese konnte nicht
bestéatigt werden. Es bestand eine signifikante, positive Assoziation. Wichtig ist
allerdings, dass genau gegensatzlich zu den Vorgangen in malignen Zellen,
Neuronen mit niedriger HTRA1-Expression Apoptose zeigten, wéahrend eine hohe
Expression zum Uberleben der ausdifferenzierten Zellen beitrug [Launay et al. 2008].
In Studien zu malignen Erkrankungen existieren verschiedene Ergebnisse: So
fanden Narkiewicz et. al eine signifikante negative Korrelation zwischen der HTRA1-
und der TGF-B-Protein-Expression im Endometriumkarzinom, diese konnte aber in
einer anderen Studie zum Ovarialkarzinom nicht nachgewiesen werden [Hudis et al.
2011; Narkiewicz et al. 2008]. Bei CARASIL, einer Erbkrankheit, die mit dem Verlust
der HTRAL-Aktivitat einhergeht, werden erhohte extrazellularen TGF-B-Spiegel
beobachtet [Shiga et al. 2011; Hara et al. 2009]. Daher ist trotz der widersprichlichen
Ergebnisse ein Einfluss von HTRA1 auf den TGF-3-Signalweg denkbar.

5.1.2.3 HTRA1-mRNA-Expression und Uberleben- bzw. Rezidiv-Wahrscheinlichkeit

In der Literatur liegen zwei Studien vor, in denen Uber einen Einfluss der HTRA1-
Expression auf den Krankheitsverlauf maligner Erkrankungen berichtet wird. Die
hohere HTRA1-Protein-Expression war in einer Studie mit 70 Mesotheliom-Patienten
mit einem signifikant besseren Uberleben verbunden [Baldi et al. 2008]. Auch hatten
Patienten mit hepatozellularen Karzinom bei positiver immunhistochemischer
Farbung des Tumors fiir HTRAL bessere Uberlebensraten als bei fehlendem HTRA1-
Protein im Tumor [Zhu et al. 2010]. Uber das Rezidiv-freie Intervall sagen beide
Publikationen nichts aus. Uber HTRA1-mRNA-Expression und Rezidiv- bzw.
Uberlebensraten beim Mammkarzinom gab es bisher keine Studien. Das in dieser
Arbeit untersuchte Kollektiv aus dem Universitatsklinikum Nijmegen enthielt Proben
von Patientinnen mit loko-regiondr begrenztem Mammakarzinom, d.h. ohne
Fernmetastasen bei Diagnosestellung. Die 131 Patientinnen (Gesamtkollektiv)
wurden nach der HTRA1-mRNA-Expression im Tumor in eine Gruppe mit hoher und

eine Gruppe mit niedriger HTRA1-mRNA-Expression geteilt. Die Gruppe mit hoher
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HTRA1-mRNA-Expression zeigte ein signifikant besseres Gesamtiberleben
(HR=0,448; 95%KI=0,225-0,896) und kombiniertes krankheitsfreies Uberleben
(HR=0,547; 95%KI=0,319-0,938). Bei Patientinnen mit nachgewiesenem
Lymphknotenbefall war der Unterschied noch starker ausgepragt. Hier blieben die
Unterschiede der Gruppen mit hoher und niedriger HTRAL1-Expression auch nach
Anpassung der p-Werte wegen des vorangegangen multiplen Testen zur
Bestimmung des Trennwerts in Hinblick auf Gesamtiberleben und kombiniertes
krankheitsfreies Uberleben signifikant. Auch beziiglich des Rezidiv-freien-Uberlebens
zeigte sich ein Vorteil bei hoher HTRALl-Expression im Tumor (HR=0,301;
95%KI1=0.127-0.714, p=0,006). Nach Anpassung der p-Werte nach multiplen Testen
konnte in der nodal-positiven Gruppe das geringere Rezidivrisiko bei hoherer
HTRAL1-Expression (HR=0,301; 95%KI=0.127-0.714) als grenzwertig signifikant
(p=0.0529) nachgewiesen werden. Fir die multivariate Analyse wurde das
kombinierte krankheitsfeie Uberleben herangezogen. Hierbei wird ein Todesfall ohne
vorheriges Rezidiv einem Rezidiv gleichgesetzt. Dadurch erhalt man eine maximale
Anzahl von Ereignissen. Das kombinierte krankheitsfreie Uberleben hatte univariat
einen signifikanten Unterschied in den Gruppen mit héherer bzw. niedriger HTRA1-
Expression gezeigt, bei Bertcksichtigung des multiplen Testens blieb es in der
nodal-positiven Subgruppe signifikant. Der Vorteil einer hdheren HTRA1-Expression
blieb auch in der multivariaten Cox-Regression (HTRA1-Expression, Tumorgrélie,
adjuvante Therapie) bestehen. Zusammenfassend sprechen die Ergebnisse fir
einen aggressiveren Krankheitsverlauf bei niedrigerem HTRAL, passend zu der in
vitro beschriebenen Steigerung der Zellinvasivitat, des Zellwachstums und der
Migration bei HTRA1-Expressionsverlust [Chien et al. 2009b; Baldi et al. 2002; Chien
et al. 2004; Mullany et al. 2011].

5.1.3 HTRA1-Expressionsanalyse in der GEO-Datenbank

Die Ergebnisse der HTRAL1-Expression im Kollektiv Nijmegen konnten mit Hilfe einer
Online-Datenbankanalyse bestétigt werden. Die verwendeten Daten basieren auf
Expressionsdaten aus den Affymetrix HGU133A und HGU133+2 Microarrays
[Gyorffy et al. 2010]. Zugehdrige klinische Daten, mit einer Nachbeobachtungszeit
begrenzt auf 15 Jahre, waren flr 2809 Mammakarzinom-Patientinnen zum Rezidiv-
freien Uberleben und fur 735 Patientinnen zum Gesamtiiberleben vorhanden.

Ubereinstimmend mit den eigenen Daten zeigte sich ein besseres Gesamt- und
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Rezidiv-freies Uberleben bei hoher HTRA1-Expression (HR=0,6; 95%KI=0,48-0,83;
p=0,00091 bzw. HR=0,8; 95%KI=0,7-0,9; p=0,00043).

Einen Unterschied gab es jedoch beziiglich der Ergebnisse zur Analyse in der Nodal-
positiven Subgruppe. Im Gegensatz zu unseren experimentellen Daten, zeigte die
online-Analyse der GEO-Datenbank keinen speziellen Nutzen fir die Nodal-positive
Untergruppe. Eine Erklarung konnte die grof3ere Heterogenitat bei der erheblich
grolReren Fallzahl sein. Dennoch gibt es Grinde fur die Annahme, dass auch fir
Patientinnen der Nodal-positiven Subgruppe eine héhere HTRAL-Expression einen
groReren Benefit hat. Lymphknotenmetastasen von Bronchialkarzinomen [Esposito
et al. 2006] und malignen Melanomen [Baldi et al. 2002] zeigten eine niedrigere
HTRAL-Expression im Vergleich zum jeweiligen Primartumor. Auch zeigte eine
Zelllinie, die von einer Lymphknotenmetastase eines malignen Melanoms
abstammte, eine Herab-Regulation sowohl der HTRA1-mRNA-Expression als auch
der Protein-Expression im Vergleich zu der vom Primartumor abstammenden Zelllinie
[Baldi et al. 2002]. So muss bei befallenen Lymphknoten davon ausgegangen
werden, dass im Korper disseminierte Tumorzellen mit niedrigerer HTRA1-
Expression vorhanden sind als im Primartumor. Der Verlust der HTRA1-Expression
ist wiederum mit aggressiveren Tumormerkmalen wie rascheres Wachstum,
verminderte Apoptose, erleichterte Migration und Invasion verbunden [He et al. 2010;
Chien et al. 2004; Chien et al. 2009a; Mullany et al. 2011]. AuRBerdem ist der positive
Nodalstatus mit einer unglnstigeren Prognose assoziiert, daher erhalten diese
Patientinnen besonders haufig eine adjuvante Chemotherapie [Gnant et al. 2011].
Ein besseres Ansprechen auf Chemotherapie hat sich in Studien zum Ovar-,
Mamma- und Magenkarzinom bei hoher HTRAL1-Expression gezeigt [Chien et al.
2006; Barros Filho et al. 2010; Catalano et al. 2011]. 18 der 60 Patientinnen mit
positiven Nodalstatus im Nijmegen-Kollektiv erhielten eine Chemotherapie. Eine,
aufgrund der geringen Fallzahl mit Vorsicht zu betrachtende Kaplan-Meier-Analyse
der Chemotherapie-Patientinnen zeigte zwar ein besseres Gesamtiberleben bei
hoher HTRAL-Expression, es ergab sich jedoch ein ahnlicher Effekt in der Gruppe
der nicht mit Chemotherapie behandelten nodal-positiven Patientinnen. Die Analyse
der Untergruppe der Patientinnen aus der GEO-Datenbank, die Chemotherapie
erhalten hatten, zeigte keinen Vorteil einer hohen HTRA1-Expression auf Rezidiv

oder Gesamtuberleben. Es zeigte sich allerdings ein hoch signifikanter Vorteil einer
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hohen HTRAL-Expression im Hinblick auf das Gesamtiiberleben und die Rezidiv-
Freiheit fir Patientinnen, die Gberhaupt adjuvante oder nur eine endokrine Therapie
erhalten hatten. In der Tat erhielten von den 52 Patientinnen mit negativen
Nodalstatus im Nijmegen-Kollektiv nur drei eine adjuvante Therapie, verglichen mit
53 der 60 nodal-positiven Patientinnen. Ostrogen-Gabe (iber langere Zeit fihrte in
der Goldhamster-Niere zur Suppression von HTRA1-Expression [Zurawa-Janicka et
al. 2008], weswegen eine Hemmung der Ostrogen-Wirkung durch endokrine

Therapie besonders wirksam zu sein scheint.

Die HTRAl-Herabregulation in einer Brustkrebszelllinie fuhrte zur epithelial-
mesenchymalen Transition, d.h. zum Verlust epithelialer Merkmale [Wang et al.
2012], was vielfach mit verminderten Ansprechen auf medikamenttse Therapie
assoziiert ist [Marchini et al. 2012]. Der Zusammenhang von epithelial-
mesenchymaler Transition und Therapie-Resistenz ist auch fir die endokrine
Therapie an der Mammakarzinom-Zellinie MCF7 gezeigt worden [Lombardo et al.
2014]. Die epithelial-mesenchymale Transition begunstigt dartber hinaus den
Vorgang der Metastasierung [Sheridan et al. 2006]. Teilt man die Patientengruppe
ohne adjuvante Therapie aus der GEO-Datenbank nach dem Grad der HTRAL-
Expression auf, um eine Aussage Uber HTRA1 als Prognose-Faktor zu erhalten,
wiesen die Patientinnen mit hoher HTRA1-Expression tatsachlich signifikant weniger
Fernmetastasierungen in den ersten zehn Jahren nach Erstdiagnose auf. In vitro ist
eine vermehrte Invasion, Migration [Chien et al. 2009a; He et al. 2010] und
Verminderung der Apoptose [He et al. 2010; Chien et al. 2004] bei einer
verminderten HTRAL-Expression bereits gezeigt worden. Auch ein Mausmodell
untermauert die These, das die HTRA1-Expression im Tumor einen Ruckschluss auf
das Risiko einer Metastasierung und somit die Prognose zulasst: Nach der Injektion
von  Endometriumkarzinom-Zellen entstand eine gréRere  Anzahl von
Mikrometastasen in der Lunge von Mausen, wenn diese Zellen HTRAL nicht mehr
exprimierten [Mullany et al. 2011]. Somit kann HTRA1 sowohl das Ansprechen auf
eine adjuvante Therapie beeinflussen, als auch unabhéngig von einer Therapie als

Prognosefaktor beitragen.



88

5.1.4 HTRA1-mRNA-Expression von Zelllinien

Die HTRA1-mRNA-Expression in verschiedenen Zelllinien zeigte analog der HTRA1-
Messung in Tumorproben erhebliche Unterschiede: So zeigte sich eine ca. 19-22fach
hoéhere Expression in MDA-MB-231-Zellen im Vergleich zu MCF7-Zellen. Beide
Zelllinien stammen aus malignen Pleuraergiissen, so dass von der Fahigkeit zur
Metastasierung ausgegangen werden kann. Eine Erklarung fur die relativ hohe
HTRA1-mRNA-Expression in MDA-MB-231-Zellen ist die fehlende DNA-
Methylierung, wie im néchsten Kapitel ndher diskutiert wird. Dennoch ist laut Wang et
al. trotz vorhandener mRNA-Expression nur wenig HTRA1-Protein in MDA-MB231-
Zellen nachweisbar, da die Translation der mRNA zu HTRA1-Protein verhindert wird
[Wang et al. 2012]. Sowohl die Cisplatin-sensitive als auch die Cisplatin-resistente
Variante der Hey-Ovarialkarzinom-Zellinien wiesen eine sehr geringe HTRAL-
Expression auf, so dass hier kein Unterschied bezlglich der HTRAL1-Expression bei

Chemotherapie-Resistenz sichtbar war.

5.2 Regulierung der HTRA1-Expression iber DNA-Methylierung

Wenn die Hohe der HTRA1-Expression Einfluss auf Metastasierung, Uberleben und
Ansprechen auf eine Therapie hat, kdnnte ein Eingriff in die Regulation der HTRA1-
Expression von therapeutischem Nutzen sein. In der Literatur werden auf3er der
Ostrogen-induzierten HTRA1-Suppression (vgl. 5.1.2.1, S. 82) und dem Verlust der
Genregion auch epigenetische Mechanismen vermutet, die aufgrund der potentiellen
Reversibilitat besonders relevante Therapieansatze darstellen. Chien et al.
berichteten Uber Re-Expression von HTRA1 nach Behandlung von Ovarialkarzinom-
Zellen mit der demethylierenden Substanz 5-aza-2'-Deoxycytidin [Chien et al. 2004],
was auf Methylierungsereignisse in diesen Zellen hinweist. Kirzlich wurde zudem
Uber die Methylierung des HTRA1-Promotors in vier von funf Brustkrebszelllinien
berichtet [Wang et al. 2012]. In allen Zelllinien, die diese DNA-Methylierung
aufwiesen, fehlte die Expression von HTRA1-mRNA. Dagegen wurde in MDA-MB-
231-Zellen, in denen die HTRAL1-Promotormethylierung nicht auftrat, HTRA1-mRNA
nachgewiesen. In dieser Arbeit wurde ein groéf3erer Bereich von 1000bp der
Promotorregion inklusive des Transkription-Startpunktes des HTRA1-Gens auf

Methylierung untersucht. Durch die Analyse von zwei Brustkrebs-Zelllinien, MCF-7
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und MDA-MB-231, konnten 43 CpG-Dinukleotide (-537bp bis -203 bezogen auf den
MRNA-Startpunkt) identifiziert werden, die bei MCF-7-Zellen eine fast vollstandige
Methylierung zeigten. MDA-MB-231-Zellen wiesen keine DNA-Methylierung in
diesem Bereich auf und produzierten, verglichen mit den MCF7-Zellen, die ca. 22-
fache HTRA1-mRNA-Menge. Zwei der sechs in dieser Arbeit untersuchten
Mammakarzinom-Proben mit niedriger HTRA1-Expression zeigten DNA-Methylierung
im HTRA1-Promotor-Bereich. Diese DNA-Methylierungen traten alle in dem Anteil
der fur die MCF7 beschriebenen CpG-Dinukleotide auf, der weiter vom mRNA-Start
entfernt lag. Keine der sechs untersuchten Tumorproben mit hoher HTRAL-
Expression zeigte Methylierung im HTRA1-Promoter, so dass DNA-Methylierung als
ein moglicher Regulierungsmechanismus der HTRAL-Expression angenommen
werden kann. Die Therapie mit demethylierenden Agenzien beim Mammakarzinom
ist aktuell Gegenstand der préklinischen Forschung und muss noch das Problem
losen, wie eine selektive Aktivierung von Tumorsuppressorgenen, ohne die
gleichzeitige Aktivierung von dem Metastasierungs-Potential des Tumors steigernden
Genen, madglich ist [Chik et al. 2014]. Kenntnisse Uber durch DNA-Methylierung
regulierte  Tumorsuppressorgene  und  pratherapeutische  Analyse  des
Methylierungsstatus dieser Gene konnten bei der Auswahl geeigneter Patienten
helfen. Da bei zwei Drittel der Tumorproben mit niedriger HTRA1-mRNA-Expression
keine DNA-Methylierung nachweisbar war, kann die DNA-Promotor-Methylierung
aber als nur einer von mehreren Mechanismen des HTRAL1-Verlusts in Tumorzellen
gedeutet werden. So zeigte Wang et al. [Wang et al. 2012] eine Regulierung der
HTRAL-Expression tber Histone-Deacetylasen(HDAC) in der Zelllinie MDA-MB-231,
die keine DNA-Methylierung aufweist. Bereits bekannt ist ebenfalls, das
HTRA1/PRSS11 in Mausen durch HDACL1 reguliert wird [Zupkovitz et al. 2006].
HDAC-Inhibitoren konnten hier die HTRA1-Expression, falls vermindert, wieder

herstellen.
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6 Zusammenfassung

Deutsch: Die Analyse von 131 primaren Mammakarzinom-Proben sowie von
offentlichen Datensatzen von 2809 Mammakarzinom-Fallen zeigte, dass eine
erniedrigte mMRNA-Expression des Tumorsuppressors HTRAL mit einem ungunstigen
Krankheitsverlauf assoziiert ist. Als mdglicher Mechanismus des Verlusts der
HTRAL1-Expression wurde die DNA-Methylierung im Promoterbereich des HTRA1-
Gens in zehn Tumorproben und in zwei Mammakarzinom-Zelllinien untersucht.
Tatsachlich wies ein Teil der Proben mit niedriger HTRA1-mRNA-Expression eine
DNA-Methylierung auf.

English: Low mRNA expression of the tumor suppressor HTRAL in primary tumors
was shown to be associated with unfavorable clinical outcome by measurement of
MRNA expression in 131 breast cancer samples, as well as by analysis of 2809
breast cancer cases from the GEO database. DNA methylation in the promoter
region of the gene HTRAL was analyzed in ten tumor samples and two breast cancer
cell lines for a possible role in downregulation of HTRA1 expression. In fact, part of
the samples with low HTRA1 mRNA expression showed DNA methylation.
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