Aus der Klinik fur Urologie und Kinderurologie,
Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg/Saar

Untersuchungen zur pathophysiologischen Funktion deSec62-
Proteins bei der Entwicklung von bdsartigen Tumorerdes
Menschen und seiner Bedeutung als Tumor- und
Prognosemarker

Dissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Natsengchaften
der Medizinischen Fakultat

der Universitat des Saarlandes

2011

vorgelegt von

Birgit Klemmer

geboren am 09.12.1977 in Volklingen



Eidesstattliche Erklarung

Ich erkléare hiermit an Eides statt, dass ich didiegende Arbeit ohne unzulassige Hilfe
Dritter und ohne Benutzung anderer als der angegebBlilfsmittel angefertigt habe. Die
aus anderen Quellen direkt oder indirekt ibernonemebaten und Konzepte sind unter

Angabe der Quelle gekennzeichnet.

Die Arbeit wurde bisher weder im Inland noch im Rl in gleicher oder ahnlicher Form
in einem anderen Verfahren zur Erlangung des Dgkaoles einer anderen Prifungs-

behdrde vorgelegt.

Bous, den

(Birgit Klemmer)



Tag des Kolloquiums:

Dekan:
Erster Gutachter:
Zweiter Gutachter:

Berichterstatter:



1( » “; .e. » l E



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
F Y o] U 7AW [ 1o 1YY =T 7= [od o 1
ZUSAMMENTASSUNG ...ttt s s e e e e e e e e e e e e eeeebeebbbsa e s eeeeaa s s e e e e e e eeeaaeeeeees 5
SUMIMATY <.ttt e et et £+ 242ttt e 222 e e etk a2 e e e ee e b e e e e aeenmmnssan e eeeeesnsnnnaaaeenne 8
R ] ] =T 1 (F ] o 11
1.1 Das ProstatakarZiNOm ... .c..e oot 11
1.1.1 Das kastrationsresistene ProstatakarzinQm...........ccooeevvevvieiiieirenneennenns, 12
1.1.2 Molekulargenetik des ProstatakarzinOms..cc............oooevviviiiiiiiiininnneenn. 14.
1.1.2.1 Amplifikationen beim ProstatakarzinOm............cccceeeevieeeeeeiiieeeeennnnnns 17
I R T = 1o 1 4 =1 =] TR 18
1.1.3.1 Biomarker flir das ProstatakarZiNOm ..e.ceceeeeeneeeiieiiieeeiieeeeeeeeeeeeeenns 19
1.2 Mechanismus der TUMOTINVASION ... ....ceuieiitreeeeete et e e e tee e e s e reeeeeereenns 22
1.3 Das endoplasmatische RetiKUIUM .............commmmmeeenenieeeeeeeeeeeeeeeeeei e 25
1.3.1 DasS ER-TraNSIOKON ....cu e e aeemee e e 25
1.3.2 Das ER-Membranprotein SECH2......... .o eeeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiaaneeeeeeeeans 27
G TR B o = O] 1 (=11 TR 28
1.3.4 Pathophysiologische Funktion von ER-Protelmgirhumanen Erkrankungen..
............................................................................................................... 31
WA =] 1= 7 | T PR 33
2. Material UNd METNOUEN ...t 35
P R \V/ = | <) (1= | PR 35
P2 I R O o 1Y 0 411 2= 1[1=] o WP 35
2.1.2 VerbrauChSMAtErial..........ceuee e e 36
P2 I T 1= 7= | (< TR 37
2.1.4 ENzYMe UNA KIS ....ccoiiiiieieeeeeeees e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeees 38
2.1.5 Primer flr SEQUENZIEIUNG .......cce e e eee e e e 39
2.1.6 Primer fUr “real time"-PCR ... 40
2.0.7  ZeIIINIEN e e e e e 41

2.1.8  ZelKURUIMEAIEN ...oneeee et 42



Inhaltsverzeichnis

2.1.9  SOMWAIE ...ttt 42
2.2 MEINOAEN ....uiiiiiiiiie e ——————— 43
2.2.1  Zellkulturmethoden ...........oooiiiiii e 43
2.2.1.1 Kultivierung und Subkultivierung von Zellen............ccccceeeveiiiinennnnn. 43
2.2.1.2  Auftauen von Zellen .........oooeiiiiceeeiiiieeee e 43
2.2.1.3 EInfrieren von ZelleN.............ooommiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 43
2.2.1.4  ZellZANIUNG ...t 44
2.2.2 Zellbiologische Methoden ... 44
2.2.2.1 Zellviabilitybestimmungen mittels WST-1 Tes.......ccccvvvvvvvviiiiinnnnnnn. 44
2.2.2.2  APOPLOSE-NACNWEIS ......ceevvvviiiitmmmmmmm e e ee e e e et et e e e e e e eeees 45
2.2.2.3  Nekrose-NaChweis...........oooiiceeeeeei e 46
2.2.2.4  ProliferationS-NaCRWEIS ............uuuuuiiiiiiiiiee e a7
2.2.2.5 Transfektion der Zelllinien mit SIRNA oo 47
2.2.2.6  INVASIONSASSAY ....ccceeeeeieeiieeeieeeeeeneeeeeeaestrana s e e e e e aaeeaaaeeeeeesrennnneeees 48
2.2.2.7  INAUKLION VON ER-SIIESS........ccii ittt e e e e e 50
2.2.3 Molekularbiologische Methoden.............coooiiiiiiiiiiii e 51
2.2.3.1 Isolierung genomischer DNA aus Zellkulturen...............ccccvvvviinnnnnes 51

2.2.3.2 Isolierung genomischer DNA aus BlUt . .ooooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinee.. 52

2.2.3.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturen...............cccevvvvvvnnnnnns 53
2.2.3.4 Quantifizierung und Reinheitskontrolle \ukleinsauren.................... 53
2.2.3.5 Reverse Transkription............... oo eeeeeeeeeeeeeeiiiiiiiia e eeeeeeeeas 53
2.2.3.6 Polymerase Kettenreaktion..........cccceer oo 54
2.2.3.7 AgarosegelelektrophoresSe ... eeeeeeeeeeeeiiiiiiiiiainseeeeeeeeaeens 56
2.2.3.8 Fluoreszenn situ HybridiSIerung...........ccoeeeeevieeiieeeiicee e, 57
2.2.3.9 “real time”-PCR (RT-PCR) ....oo i 64.
2.2.3.10 SEQUENZIEIUNG . .oeeeeieiieeeeeeeieeeeeeee e ettt s e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeneeneees 66
2.2.4 Biochemische MethOden ............oooimiiiiiriiiiiii e 67
2.2.4.1  WeStern BlOt.......ooiiiiiiiiiiii e 67
2.2.4.2  ProteOmM-ANAIYSE .......ccooeeiiiieetmmmms s eaeasaaaeeeeaeeeeeeeeeessaseenn i —_ 70
2.2.4.3 Immunhistochemische Farbung von Multi-TwGewebearray........... 75
G J (0= o] 111 76

3.1 Amplifikation von SEC62 in Tumorzelllinien unteiigchicher Organsysteme ..... 76



Inhaltsverzeichnis

3.2 Auswirkung von SEC62-Amplifikationen auf die Gerssgon............ccoeeeeeeeeeee. 81
3.3 MULALIONSANAIYSEN .....uuiiiiiie e e e e e e e e e et e e e e e eeeeeesnnnnnereennnnns 82
3.4 Immunhistochemische Sec62-Farbung an einem MultieFtGewebearray ....... 83

3.5 Untersuchung zum Einfluss von ER-Stress auf desS@mteingehalt in

ProstatakarzinomzellliNIEN ...........oooiiiieeeameiee e 91
3.6 Induktion von Apoptose durch ER-StreSSOreN..........ccceeeeevvevvveeeeiviiiiiceeeenn 59
3.7 siRNA vermittelte Depletion VON SECB2 .........cceeiiiiiiiieeiieieeeeeeinn ! a7
3.7.1 Einfluss vorSEC62auf das Proteom von PC3-Zellen...........ccccceeeeee 97
3.7.2 Einfluss vorsEC62auf die Invasion von Tumorzellen...............cc......... 102
A, DISKUSSION ...ttt e e e e e e e e e e e et r e e e e e e e e e e n e 114
4.1 Eignung von SEC62 als diagnostischer Biomarker. . ..ccoooeeeeeeeiieiiiieeeninnnns 114
4.1.1 SEC62Amplifikation und Expression in TUMOIEN .......cccoeeeevvveeveviivnnnnnns 115
4.1.2 Mutationen inBEC62Gen als mdglicher Mechanismus fur die veranderte
Funktion im Prostatakarzinom ... 811
4.1.3 Erhohte Sec62-Proteinmenge iN TUMOIEN. auueeveverieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeenens 120
4.2 Pathophysiologische Funktionen von Sec62 in Tumaoren............ccuvvvvennnnn. 123
4.2.1 Proteinsynthese von Sec62 nach ER-StreSS oo ..oooovviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeenn 123
4.2.2 Erhohter Sec62-Proteingehalt in Zellen s¢hige Thapsigargin induzierter
Y oT0] 0] (0151 PRSP 124
4.2.3 Einfluss der siRNA vermittelten Depletion V@BC62auf das Proteom..... 127
4.2.4 Sec6?2 ist essentiell fur das invasive Wachston Tumorzellen................ 129
LiteraturVerZeICRNIS ... e s 135
Verzeichnis der VeroffentlichuUngen ...........ooceevveeieicccee e 151
D= 1 7= T 11 1 Lo SR 153

LB BN S AUT .. e e e s 154



Abkirzungsverzeichnis Seite 1

Abkurzungsverzeichnis

Abb.
ABTS
APS
BAC
BiP
bp
BSA
bzw.
CDD
CGH
Ct

Cy
DAPI
cDNA
d.h.
dd
DHT
DMEM
DMF
DMSO
DNA
dNTP
DRU
DTT
dUuTP
E. coli
EDTA
ELISA
EN
ERj1
et al.
FGF

Abbildung
Diammonium-2,2'-azinobis-(3-ethylbenzthiamed-sulfonsaure)
Ammoniumperoxodisulfat

bacterial artificial chromosome
immunoglobulin heavy chain binding protein
Basenpaare

bovines Serumalbumin
beziehungsweise

cell death detection

comparative genomic hybridization
cycle of threshold

Cyanin

4’ 6-Diamidino-2-phenylindol
complementary DNA

das heil3t

bidestilliert

Dihydrotestosteron

Dulbeccos Modified Eagles Medium
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

deoxyribonucleic acid
2’-Desoxyribonucleosid-5’-Triphosphat
digital-rektale Untersuchung
Dithiothreitol
2’-Desoxyuridin-5’-Triphosphat
Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat

enzyme linked immunosorbent assay
enrichment factor

ER DnalJ-like protein 1

et altera

fibroblast growth factor



Abklrzungsverzeichnis

Seite 2

FISH
FITC
FKS

9
GAPDH
GO
GRP78
h
H>Odest.
HSP40
Ig

IEF
IRES
kb

kDa

LDH

mA
MALDI
Mb

mg
min
mM
MMP
ml
MRNA

NAD
ng

nm
oT
PAGE

fluoresencen situ hybridization
Fluoresceinisothiocyanat
Fetales Kalberserum

Gramm

glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase

gene ontology
glucose-regulated protein 78
Stunde
destilliertes Wasser
Hitzeschockprotein 40
Immunoglobulin
isoelektrische Fokussierung
internal ribosomal entry site
Kilobasen
Kilodalton
Liter
Laktatdehydrogenase
Milli
Molar
Milliampére
matrix-assisted laser desorption/ionization
Megabasen
Milligramm
Minute
Millimolar
Matrixmetalloproteinase
Milliliter
messanger-RNA
Normale
Nicotinsdureamid-Adenin-Dinukleotid
Nanogramm
Nanometer
Objekttrager
Polyacrylamid-Gelelektrophorese



Abklrzungsverzeichnis

Seite 3

PBS
PCa
PCa3
PCR
PET
PFA
pH
POD
RNA
RNAI
Rnase
RPMI
RT

S

SDS
SSC
TAE-Puffer
Taq
TBP
TEMED
TE-Puffer
TGF-R
Tris

U

UTR
uv

w
WST
Xg

z.B.
Hg
pJoule
pHm
nM

Phosphatpuffer
Prostatakarzinom

prostate cancer gene 3
polymerase chain reaction
Polyethylenterephthalat
Paraformaldehyd

potentia hydrogenii
Peroxidase
Ribonukleinsaure
RNA-Interferenz

Ribonuklease

Roswell Park Memorial Institute
Raumtemperatur

Sekunde
Natriumdodecylsulfat

Saline Sodium Citrat
Tris-Acetat-EDTA-Puffer
Thermus aquaticus

TATA box binding protein
N,N,N’,N’,-Tetramethyldiamin
Tris-EDTA-Puffer
transforming growth factor-13
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
Unit

untranslated region
Ultraviolett
Watt

water soluble tetrazolium
Erdbeschleunigung 9,81 /s
zum Beispiel

Mikrogramm

Mikrojoule

Mikrometer

Mikromol



Abklrzungsverzeichnis Seite 4

ul Mikroliter
% (w/v) Gewichtsprozent

% (V/Iv) Volumenprozent



Zusammenfassung Seite 5

Zusammenfassung

Fur die Charakterisierung von Sec62 als Biomarkasrden verschiedene
experimentelle Ansédtze herangezogen. Interessagismweigte das mithilfe der FISH
durchgefuhrte Amplifikations-Screening nicht nurden Prostatakarzinomzelllinien eine
Genkopienzahlvermehrung vo8S8EC62 sondern auch in allen anderen untersuchten
Tumorzelllinien. Aufgrund dessen konnte die Schhlgerung getroffen werden, dass
eine Amplifikation von SEC62 ein tumorspezifisches Phanomen ist. Zusatzlich zum
Nachweis numerischer Veranderungen B C62wurde die Expression des Gens unter-
sucht. Bedingt durch die Amplifikation zeigte siotr in den Tumorzelllinien HT1080 und
HT29 eine Uberexpression des Gens, was bedeutss, wleitere Regulationsmechanis-
men bei der Expression eine Rolle spielen kdonribem.Nachweis vorsEC62Amplifika-
tionen bzw. einer Uberexpression eignet sich nichtfgrund der Heterogenitat der
Tumorzellen, als prognostischer oder diagnostisdfiarker. In dieser Arbeit konnten
Uberdies Mutationen deSEC62Gens als Ursache fir die veranderte Funktion ver63

in Prostatakarzinomzelllinien ausgeschlossen werden

Die Untersuchung 55 verschiedener Tumorentitatehdeamen Subtypen sowie 132
Proben aus Normalgeweben mittels Tumor-Gewebedietgrte sehr vielversprechende
Ergebnisse. Hinsichtlich der erzielten Ergebnissgtzsich ein grofRes Potential fur Sec62
als Biomarker bei der diagnostischen Verwendung.@amgen- und Schilddriisengewebe.
Des Weiteren konnte Sec62 auch als Marker zur @ifieerung von Karzinom- und
Normalgewebe im Hoden und Pankreas angewandt welbdeBronchialkarzinome durch
eine 3g-Amplifikation ausgezeichnet sind, sollt¢ dieser Tumorentitat weiter untersucht
werden, ob eineSEC62Kopienzahlvermehrung fir die erhéhte Synthese &mt62
verantwortlich ist. Aufgrund der Tatsache, dass dig Halfte der Prostatakarzinom-
patienten einen erhfhten Sec62-Proteingehalt astiwéasst sich Sec62 bei dieser Tumor-
entitat nicht als diagnostischer Marker einset2dierdings ergaben parallel durchgefuhrte
Untersuchungen in Zusammenarbeit mit den Arbeifgggn Pathologie sowie Medizi-
nische Biochemie und Molekularbiologie vielverspreiede Hinweise, dass der Sec62-
Proteingehalt als prognostischer Marker dienen t&rum zwischen niedrig malignen und

invasiven, aggressiven Tumoren zu unterscheiden.

In dieser Arbeit wurde durch verschiedene expertaiEnAnsatze die pathophysio-

logische Funktion von Sec62, bei der Initiation UPregression von Prostatakarzinomen
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und darlber hinaus auch von anderen Tumorentitategeysucht. In diesem Zusammen-
hang stellte sich die Frage, wodurch ein erhdhee63-Proteingehalt in Prostatakarzinom-
zellen mit hoherem Gleason Score verursacht wisdwirde untersucht, ob ER-Stress fur
die vermehrte Synthese von Sec62 verantwortliciwigt es fir die ER-stadndigen Proteine
BiP/GRP78 und GRP170 bereits nachgewiesen wurdéerdiigs erfolgte in den
untersuchten Zellen keine Veranderung des Sec62iRgehaltes durch ER-Stressinduk-
tion. Dabei kann auch eine allgemeine ER-Expansiondie erhdhte Sec62-Synthese
ausgeschlossen werden, da Gene, die fur andere éRbMnproteine kodieren wie
beispielsweise Sectl Sec6p oder Sec63 in den analysierten Tumorzelllinienné&ei
Uberexpression aufweisen. Somit zeigt die spehiéisSelektion von Sec62-iiberprodu-
zierenden Tumorzellen, dass die veranderte FunktionSec62 zu einem Proliferations-
vorteil fuhrt. Des Weiteren wurde geprift, ob eirhdhter Sec62-Proteingehalt in
Prostatakarzinomzellen vor einer durch ER-Stredsizierten Apoptose schitzt. Hierbei
wurde deutlich, dass das in der Literatur als pebes Therapeutikum diskutierte
Thapsigargin nur in Tumorzellen mit geringem SeGghalt Apoptose initilert. Tumor-
zellen mit erhéhtem Sec62-Gehalt sind vor Thapgiganduziertem ER-Stress geschitzt.
Eine Verminderung der Sec62-Proteinmenge fuhrt ddagss die Zellen sensitiver auf
diesen Stressor reagieren. Somit hat eine erhodt€25Synthese in den untersuchten
Zellen einen protektiven Effekt vor Thapsigargimtiiarter Apoptose, indem moglicher-
weise Sec62 indirekt den Kalziumausstrom aus demvé&mRindert und der intrinsiche
Signalweg der Apoptose gehemmt wird. Ein weiteraméis, dass Sec62 im Signalweg
der Stressantwort eine Rolle spielt, wurde durafe d’roteomuntersuchung 8EC62
depletierten PC3-Zellen gestitzt. Hierbei zeighsdass ein Ausschalten v@EC62
dazu fuhrt, dass Proteine synthetisiert werden,jrdieR-Stress assoziierten Signalwegen

eine Rolle spielen.

Ein wichtiger Punkt dieser Arbeit war die Untersuief der Invasionsfahigkeit von
Karzinomzellen, derenSEC62 experimentell durch sSiRNA ausgeschaltet wurde.
Hintergrund dieses Versuches war die Tatsache,diaddaufigkeit einer Uberproduktion
von Sec62 mit zunehmender Entdifferenzierung varstatakarzinomzellen zunimmt und
Sec62 somit eine Funktion bei der Metastasierumgigimt. Der ,knock down* von
SECG62flhrte in allen untersuchten Tumorzelllinien zmesn deutlichen Rickgang des
Invasionspotentials, ohne Vitalitéat und Prolifepatider Zellen negativ zu beeinflussen. Ein

Grund fur diese Beobachtung kénnte die Beteiligung Sec62 an der Biogenese von
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Proteinen sein. Wobei ein ,knock down* v&@EC62dazu fihren kdnnte, dass Proteine,
die fur die Invasionsfahigkeit von Karzinomzelleerantwortlich sind, nicht mehr ins ER
oder zur Membran gelangen und somit auch nichthaeni Wirkungsort transportiert
werden kdonnen. Da die Migration auch ein stark Katzregulierter Prozess ist und Sec62
an der Kalzium-Homoostase beteiligt zu sein scheiihnte ein verminderter Sec62-
Proteingehalt in Karzinomzellen auf diesem Wegehadie Migration, durch Einfluss-
nahme auf die zytosolische Kalziumkonzentratiorgittedichtigen. SEC62kdnnte somit
als neues Zielmolekdl fir eine innovative Theramié SIRNAs bei der Behandlung von
Prostatakarzinomen, aber auch anderen Tumorentitdtenen. Zusammenfassend lasst
sich aufgrund der experimentellen Daten postuliedass ein vermehrtes Auftreten von
Sec62 an tumorrelevanten Prozessen, wie der Invasibenachbartes Gewebe, beteiligt
ist. Dies korreliert mit der histologisch diagnagtrten verstarkten Expression in Tumoren

der Prostata, die ein organuberschreitendes Wanreitzeigen.
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Summary

For the characterization of Sec62 as a biomarkéerdnt experimental approaches
were used. Amazingly, an amplification screeningied out by the use of FISH showed a
copy number increase &EC62not only in the prostate cancer cell lines, bsbah all
examined tumor cell lines. For this reason, thechaion could be made that an
amplification of SEC62is a tumor-specific phenomenon. In addition to de¢ection of
numerical changes oBEC62gene, the expression of the gene was examinedseThe
examinations revealed an overexpression of the gahein the tumor cell lines HT1080
and HT?29, indicating that further regulatory medbars may be involved. The detection
of SEC62amplifications or overexpression of this gene @& suitable as prognostic or
diagnostic markers, due to the heterogeneity ofotugells. Moreover, in this work,
mutations in the&SEC62gene could be excluded in prostate cancer celslas a cause for
the altered function of Sec62.

The study of 55 different tumor types and theirtgpbs as well as 132 normal
tissue samples using a tumor tissue array yielagy promising results. In this analysis
Sec62 showed a great potential for the use asgaabtic biomarker of lung and thyroid
tissue. In addition, Sec62 may also be used agkem@r the differentiation of carcinoma
and normal tissue in the testes and pancreas. Beching cancer is commonly
characterized by an amplification of the g-arm bfotnosome 3, in this tumor entity it
should be further examined, whether a Sec62 copybeu increase is responsible for the
increased synthesis of Sec62. However, due toaittetliat only half of the prostate cancer
patients showed an increased Sec62 protein coritestcannot be used as a diagnostic
marker for prostate cancer. Nevertheless, studieged out in collaboration with the
groups of Pathology and Medical Biochemistry andeduolar Biology revealed promising
indications that the Sec62 protein content coutdesas a prognostic marker to distinguish
between low-grade tumors and as a prognostic méskéhe identification of invasive and

aggressive tumors.

In this work, the pathophysiological function of c68 in the initiation and
progression of prostate cancer as well as otheoituentities was studied by various
experimental approaches. In this context it was als interesting point to answer the
question, what was causative for the increasedZSpifiein level in prostate cancer with

higher Gleason score. First it was analyzed, wheltie stress was responsible for the
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increased synthesis of Sec62, as it already has demonstrated for other ER-bound
proteins, such as BiP/GRP78 and GRP170. Howeveraltayation of Sec62 protein
content was induced by ER stress in the examindld. c@econd also a general ER-
expansion could be excluded to be responsible Her ibhcreased Sec62 as the genes
encoding for other ER membrane proteins like Sec&kec6Pp or Sec63 were not over
expressed in the analyzed tumor cell lines. Thessig selection for Sec62 overproducing
tumor cells indicates that the function of Sec6&lketo a proliferating advantage for the
cells. A further question was, whether the différ8ac62-protein contents protect prostate
cancer cells from apoptosis induced by ER streBap3igargin, a compound discussed as
a potential therapeutic agent in the literatureped out to initiate apoptosis only in tumor
cells with low-Sec62 content. Tumor cells with ased Sec62 content are protected
against thapsigargin-induced ER stress, while aatamh in the amount of Sec62 protein
makes the cells more sensitive to this stressaus;Tan increased Sec62 synthesis in cells
has a protective effect against thapsigargin-it@tdaapoptosis. This can be due to an
indirect prevention of the calcium efflux from tHER by Sec62 and thereby the
intrinsically pathway of apoptosis is inhibited.férther indication, that Sec62 plays a role
in the stress response pathway, was gained bytagonac analysis of Sec62-depleted PC3
cells.

An important point in my work was to examine thgasion ability of cancer cells
in which SEC62was depleted by siRNA treatment. Background &f éxiperiment was the
fact that the frequency of Sec62 overproductiose@iwith an increasing dedifferentiation
of prostate cancer cells and thus Sec62 appeafaddbon in metastasis. The knock down
of SEC62 resulted in all examined tumor cell lim@sn impressive decrease in invasion
potential without any negative influence on theahiy and the proliferation of the cells.
One reason for this observation could be the irmolent of Sec62 in the biogenesis of
proteins responsible for the invasion of cancelsaahd, due to the knock down of Sec62
don't reach the ER or the membrane anymore andcctusot be transported to their site of
action. Because migration is also a strongly caleregulated process and Sec62 appeared
to be involved in calcium homeostasis, a decre&mub2 protein content in carcinoma
cells could also affect the migration by its infhee on cytosolic calcium concentration.
Sec62 may thus serve as a new target for an inmevtterapy with siRNAs for the

treatment not only of prostate cancer, but evestloér tumor entities.
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On the basis of the experimental data the conalusian be drawn, that an
increased incidence of Sec62 is involved in tunebewant cell biological processes such
as invasion of surrounding tissue. This correlati#l the histological diagnosed increased

expression in prostate tumors that show an orgadebbgrowth.
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1. Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom

Das Prostatakarzinom (PCa) ist in Deutschland diefigste maligne Tumor-
erkrankung des Mannes und nach dem Bronchialkarzidie zweithdufigste Krebstodes-
ursache in der mannlichen Bevolkerung (Krebsregi2@®8 des Robert Koch Instituts).
2008 wurden allein im Saarland 736 Prostatakarzenameu diagnostiziert und 169
Todesfalle registriert. Die Ursachen fur die Ertistey des Prostatakarzinoms sind bisher
noch weitgehend unbekannt, doch werden multifagdieriUrsachen als Ausléser der
Entstehung des PCa diskutiert (Flanders, 1984).eNetem Alter als wichtigster
Risikofaktor spielt die ethnographische Herkunfdwamit verbundene Lebensgewohn-
heiten eine entscheidende Rolle. Wahrend sich urAsraten die niedrigsten
Neuerkrankungen aufweisen, zeigt die afroamerikéueis Bevolkerung die hochste
Inzidenz weltweit (Powell, 2007). Dabei scheinttadee Ernahrung einen Einfluss auf die
Entstehung des Prostatakarzinoms zu haben, wohemevermehrten Fett- und Fleisch-
konsum ein erhohtes Erkrankungsrisiko zugeschrigtiesh (Gann et al., 1994). Tritt die
Erkrankung vor dem 50. Lebensjahr auf, so ist gi@eetische Disposition, die oft auch
mit einer familiaren Haufung einhergeht, zu vermut&idr Manner, deren mannliche
Verwandte ersten Grades (Vater oder Bruder) ameiRmstatakarzinom erkrankt waren,
ist das Risiko zu erkranken um das 2- bis 3-Fachéh¢ (Johns und Houlston, 2003).

Etwa 10% der Prostatakarzinome sind erblich bedingt

Androgene, wie Testosteron und Dihydrotestoste@HT) sind ebenso wie der
Androgenrezeptor (AR) bei der Entstehung und Pssjoa des Prostatakarzinoms von
groRer Relevanz, da das primare Karzinom in seiéathstum hormonabhéangig ist.
Testosteron wird in der Prostatazelle mittetsReduktase zu dem biologisch 5-fach
aktiveren DHT reduziert. Durch die Bindung von DHR den zytoplasmatischen AR,
kommt es zur Konformationséanderung, wodurch Hitaeskproteine vom AR abdisso-
ziieren. Durch Dimerisierung des AR wird eine Kemportsequenz freigesetzt, und der
AR-Komplex transloziert in den Zellkern (Black uiaschal, 2004). Dort bindet er an
.-androgene responsive elements® (ARE) im Enhandew. Promotorbereich seiner
Zielgene. In nicht neoplastischen Zellen regulder AR auf diese Weise Wachstum,
Proliferation und Apoptose der Zellen. In Prostatainomzellen ist das Gleichgewicht

zwischen Apoptose und Proliferation gestort, undkesimt aufgrund des Ungleichge-
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wichts zu unkontrolliertem Wachstum der Zellen,gal8st durch hormonelle Stimulation.
Aus diesem Grund spielt die Androgenablation bzwe Blockade des AR durch
Antiandrogene bei der Therapie des metastasiereRdestatakarzinoms eine zentrale
Rolle. Nach priméarer Hormondeprivation kommt esodbei Patienten mit einem initial
hormonabhangigen Prostatakarzinom zum Progressh dusemonunabhangige Tumor-

zellen.

1.1.1 Das kastrationsresistene Prostatakarzinom

Die hohe Mortalitatsrate beim Prostatakarzinomaist das kastrationsresistente
Prostatakarzinom (,castrate-refractory prostateceeh CRPCa) zurlckzufiuhren. Dieses
stellt eine besondere Herausforderung fur die Theralar. Als kastrationsresistent
bezeichnet man ein Prostatakarzinom, das Progres®t, obwohl der Testosteron-
spiegel auf Kastrationsniveau gehalten bzw. reduznrd. Die Entwicklung eines
hormonsensitiven und androgenabhangigen zu einestnakansresistenten Karzinom ist
ein komplexer multifaktorieller Prozess mit klomatelektion und Adaptation, wahrend-
dessen sich eine grol3e Zahl molekularer Mechanistbspielen. Jedoch sind die genauen
Ursachen fur eine Hormonunabhangigkeit und Hormsstenz bis dato nicht geklart. Es
scheinen jedoch unterschiedliche Pathomechanismeen eBeitrag zur Entstehung
kastrationsresistenter Zellpopulationen zu leisiiele davon betreffen den Androgen-

rezeptor bzw. seine Signalkaskade. Hierzu gibteeschiedene Hypothesen.

Die erste Mdglichkeit besteht darin, dass sich tatakarzinomzellen an sehr
geringe Mengen von Androgenen anpassen kénnengeinasseits durch Amplifikation
des Androgenrezeptors oder andererseits durchhéimere Empfindlichkeit des Rezeptors
fur Androgene (Adaptationstheorie) erfolgen kanne DAdaptationstheorie geht im
Prostatakarzinom von homogenen hormonsensiblekl@edn aus. Diese adaptieren sich
nach primarer Androgenblockade an ein androgenaklfie=u und fihren so zur Progres-
sion. Hier konnte nur eine komplette Androgenblalekader testikularen und adrenalen
Androgene, ein effizientes therapeutisches Verfahdarstellen (Labrie et al., 1982).
Ebenso kdonnen im androgenarmen Milieu Amplifikaéiondes Androgenrezeptors dazu
fuhren, dass schon geringste Verdnderungen desofedspiegels zu einer Rezeptor-
antwort, sprich einer Wachstumsstimulation und damnin Tumorprogress fihren kénnen
(Visakorpi et al., 1995a).
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Die zweite Option liegt darin, dass das Auftretem Wutationen imAR-Gen zur
Synthese eines im Bereich der Hormonbindungsdomaénénderten Proteins fuhrt. Der
Rezeptor kann nun nicht mehr nur durch die Andregéestosteron bzw. DHT aktiviert
werden, sondern auch durch andere Steroidhormome\mtiandrogene oder auch Ostro-
gene und Progesteron (Elo et al., 1995). Mutatiodes fiir den Androgenrezeptor
kodierenden Gens lassen sich in 50% der Metas@serProstatakarzinoms nachweisen
(Taplin et al., 1995).

Als dritte Moglichkeit wird eine ligandenunabhéngigAktivierung des
Androgenrezeptors durch Wachstumsfaktoren diskutiblachgewiesen wurde diese
Aktivierung des ARs fir die Wachstumsfaktoren IGiRgulin like growth factor®), KGF
(,keratinocyte growth factor*) und EGF (,epidermgiowth factor”) sowie fiir Cytokine
wie IL-6 (Feldman und Feldman, 2001). Diese koniibar die entsprechenden Tyrosin-
kinaserezeptoren (IGF-R, KGF-R, EGF-R, IL-6-R) d&R phosphorylieren und

transaktivieren.

Der vierte Mechanismus zeigt, dass Prostatakarzetiem durch Hochregulation
von antiapoptotischen Molekilen wie Bcl2 (,b-celinphoma 2%) die Fahigkeit erlangen,
ohne den Einfluss des ARs zu Uberleben. Studiererhajezeigt, dass im CRPCa
zunehmend Proteine zur Steuerung der Apoptose efygidrt werden, wodurch der
Zelltod verhindert wird, und es zur Tumorprogresskmmmt (McDonnell et al., 1992).
Eine erhdhte Konzentration dieser antiapoptotisdPeteine wie Bcl2, scheint ebenfalls

fur eine Resistenz gegenluber Chemotherapie veratithiczu sein (Tu et al., 1995).

Des Weiteren konnten Debes und Tindall (2004) iostatakarzinomzellen eine
Differenzierung zu neuroendokrinen Zellen nachweid@iese sind charakterisiert durch
eine sehr geringe Proliferationsrate und stimutiedeirch Ausschittung von Neuro-
peptiden benachbarte Zellen zum Wachstum, was Taetlen ebenfalls ein Uberleben
ohne den Einfluss von Androgenen erméglicht (DebesTindall, 2004).

Die letzte Mdglichkeit beschreibt den Mechanismas Begeneration des Tumors
durch ,cancer initiating cells* (CIS) bzw. ,cancstem cells“(CSC). Tumorstammzellen
besitzen selbst keinen AR, haben aber die Fahjggkih in androgenabhangige sowie
androgenunabhangige Zellen zu differenzieren. Rikg dazu, dass neue undifferenzierte
hormonunabhangige Karzinomzellen trotz Antiandrdigerapie entstehen kénnen und

weiter proliferieren (Pienta und Bradley, 2006).
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1.1.2 Molekulargenetik des Prostatakarzinoms

Fur das Prostatakarzinom ist ein Mehrschritt-Modédkr Krebsentstehung
wahrscheinlich (Bott et al., 2005), wobei die gesramolekularen Mechanismen, die zur
Genese und Progression des Prostatakarzinoms fulreilgehend unbekannt sind.
Initiilert wird die Entstehung einer Tumorzelle dureine Anhaufung unterschiedlicher
genetischer Veranderungen, was zu unkontrollieéachstum, Blockierung der Zelldif-
ferenzierung, Stoérung des programmierten Zelltogigsoptose) und letzten Endes zur

Tumorzellinvasion und Metastasierung fihrt.

Zytogenetische Analysen und die Anwendung der ealgénden genomischen
Hybridisierung (CGH) zeigten in den letzten Jahreime Reihe von spezifischen
karyotypischen Verdnderungen beim Prostatakarzif©ner et al., 1996; Fu et al., 2000;
Torring et al.,, 2007; Visakorpi et al., 1995b). Mete Arbeitsgruppen fanden DNA-
Verluste auf den chromosomalen Regionen 5q, 6q,18pg, 16g und 18q und DNA-
Gewinne auf 3925-926, 8921-q22, 12q13-g21, 7931 Xm2R-g25, 9934.4-qter, 17925-
gter und 20g13.3-gter. Zugewinne werden vorwiegentbrtgeschrittenen und metasta-
sierten Tumoren des Prostatakarzinoms gefunden pdhgn und Visakorpi, 1999).
Gewinne der Chromosomen 8 und X sowAdR-Amplifikationen stehen mit der
Progression des Prostatakarzinoms in Verbindungdshi et al., 2000). 20 - 30% der
hormonabhangigen rekurrenten Prostatakarzinome errag\R-Genamplifikationen
(Koivisto et al., 1997; Visakorpi et al., 1995a)itMer Genamplifikation geht auch die
Uberexpression de&R-Gens einher, was durch Expressionsstudien nackgewiwerden
konnte. Gewinne von Chromosom 8 beim Prostatakamzisind nicht nur mit einem
hoéheren Tumorstadium und hdéherem Tumorgrad assoZatsuyama et al., 2003;
Tsuchiya et al., 2002), sondern auch mit hoherenadlasierungs- und Rezidivraten
(Macoska et al., 2000) sowie einer h6heren Moé&g($ato et al., 1999).

Auf einigen dieser oben genannten Loci sind belantoto-Onkogene und
Tumorsuppressorgene lokalisiert, welche bereitsanderen Tumoren als veréndert
beschrieben wurden. Onkogene sind definiert alseCa#ren Aktivierung das Tumor-
wachstum fordert. Sie umfassen vor allem Wachstakbsfen, deren Rezeptoren,
Proteinkinasen und Transkriptionsfaktoren. Siediegn Tumoren meistens amplifiziert
oder mutiert vor. Da Onkogene rezessiv sind, reghtaus, wenn nur ein Allel durch

Mutation bzw. Deletion in der Zelle betroffen isim diese zu transformieren. Ein
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bekanntes Onkogen, welches in einer Vielzahl vomdnen, unter anderem auch beim
Prostatakarzinom als amplifiziert beschrieben wisd,dasc-MYGGen (Jenkins et al.,
1997). Durch seine Uberexpression treten ruhendlerzan den Zellzyklus ein, was eine
Unterdrickung von Zelldifferenzierungsvorgangen Eoige hat. Im Gegensatz zu den
oben beschriebenen Onkogenen werden Gene als Tuwppoessoren bezeichnet, wenn
ihre Deletion bzw. Deaktivierung die Tumorentstehuond das Tumorwachstum
beginstigt. In nicht neoplastischen Zellen I16semdtsuppressorgene Apoptose aus oder
sind an der Kontrolle des Zellzyklus beteiligt. Tensupressorgene sind im Unterschied zu
Onkogenen rezessiv, was dazu fuhrt, dass beidéeAleré&ndert vorliegen miussen, damit
es Auswirkungen auf die Zelle hat. Eine Strategieldentifizierung von Tumorsuppres-
sorgenen ist die LOH-Analyse mittels polymorpherkidsatellitenmarker. Zu den
bedeutenden Tumorsuppressorgenen ZEHRE3 Dieses Gen ist in zahlreichen Tumoren
deletiert oder liegt in einer mutierten Form vogsazu einem Funktionsverlust fuhrt. p53
bindet im Zellkern an die DNA und wirkt als Trangtionsfaktor. Nach DNA-Schadigung
ist p53 in der Lage, durch Hemmung phosphatgrugpemiiagender Enzyme, den

Zellzyklus zu arretieren und Apoptose zu induzieren

Unsere Arbeitsgruppe konnte in vorangehenden Stu@dewinne auf Chromosom
3025-26 beim Prostatakarzinom nachweisen (Sattkdr,e2000; Sattler et al., 1999). Diese
Ergebnisse bestatigten die Daten von Cher et @6} die in 45% androgenunabhangiger
Prostatakarzinome und unbehandelter Metastasenn@ewsiuf Chromosom 3q detektieren
(Cher et al., 1996). Anhand von CGH-Studien anmixenograft des Prostatakarzinoms
(Williams et al., 1997) und an der Prostatakarzimeifiinie DU145 (Nupponen et al.,
1998) konnten ebenfalls Gewinne auf 3q nachgewieserden. Durch Feinkartierung
dieses Amplikons mittels Fluoreszenz situ Hybridisierung (FISH) und quantitativer
.real-time“-PCR konnteéSEC62als wichtigstes Kandidatengen mit der hochsten IKimp
kationsrate (50%) in Prostatakarzinomen identifizieverden. Dabei zeigten alle
analysierten Prostatakarzinome eine UberexpressiarSEC62auf mRNA-Ebene (Jung
et al., 2006). DieSEC62mRNA Uberexpression beschrankt sich jedoch niait auf
Tumore mit einelSEC62Amplifikation (Jung et al., 2006). Diese Forschseebnisse
bilden die Grundlage dieser Arbeit.

Nicht nur beim Prostatakarzinom sind Gewinne vomegjschem Material auf
Chromosom 3q beschrieben, sondern auch bei Karanates HNO-Bereiches (Singh et

al., 2001), bei gynékologischen Tumoren (Stoltatsl., 2005), beim Bronchialkarzinom
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(Pelosi et al., 2007) und dem Osophaguskarzinomot@rat al., 2001). Jedoch ergibt sich
auf molekularer Ebene, hinsichtlich der Kandidawrey dieser Region, ein sehr
heterogenes Bild. Wahrer@DX2das wahrscheinlichste Zielgen in Osophaguskarzamom
zu sein scheint (Gen et al., 2010), wurde in Olkarainomen eine biologische Rolle fur
PIK3CA (Woenckhaus et al., 2007), in Zervixkarzinomen KHIIERC (Alameda et al.,
2009) und in Karzinomen des HNO-Bereiches S€CROund PIK3CA (Estilo et al.,

2003) nachgewiesen.

Die Entstehung und der Verlauf von Tumoren werdam3eadem durch
epigenetische Regulation der Genexpression besstfliDie Regulierung erfolgt durch
DNA-Hyper- sowie Hypomethylierung, Phosphorylierungnd Histonmodifikation.
Gefunden werden Hypermethylierungen im Bereich YRmomotoren und den ersten
Exons, wobei lediglich die von einem Guanin gefel@ytosinbase (CpG-Dinukleotid)
betroffen ist. Als Folge wird wahrend des ,geneeriting“ die Expression eines
bestimmten Gens gehemmt. Im Gegensatz dazu kommitiree Hypomethylierung zur
Genaktivierung (Jones und Baylin, 2002). Untersaglem verschiedener Arbeitsgruppen
haben gezeigt, dass man anhand des CpG-Methylenusgers unterschiedlicher Gene
zwischen normalem Prostatagewebe und Prostatakargewebe mit hoher Sensitivitat

und Spezifitat differenzieren kann (Yegnasubranraetaal., 2004).

Neueren Studien zufolge sind Tumore aus einer ¢gderen Zellpopulation
aufgebaut, wobei nur eine kleine SubpopulationZdlen die Kapazitat besitzt, klonales
Wachstum zu initiieren (Lawson und Witte, 2007)e Dierschiedenen Tumorzellpopu-
lationen weisen ein unterschiedliches Potential albsterneuerung, Proliferation und
Differenzierung auf. Sie sind hierarchisch gegliéde/obei putative Tumorstammzellen
an der Spitze stehen. Diese stellen eine undiftéeele Population von Tumorzellen dar,
die zur Selbsterneuerung und zu unbegrenzter Bratibn fahig sind. Tumorstammzellen
bringen eine grof3e Anzahl Progenitor- bzw. differerter Zellen hervor, die den
Primé&rtumor bilden. Sie scheinen flur die Tumoratitn, -homoostase und -progression in
einigen soliden Tumoren verantwortlich zu sein @Q9; Singh et al., 2004; Sullivan et
al., 2010). Auch beim Prostatakarzinom ist die fexig putativer Tumorstammzellen
wahrscheinlich. Diese zeichnen sich durch das Mfatbasein spezifischer Oberflachen-
molekile und Signaltransduktionswege aus. Einigersdhergruppen gelang z.B. durch
den Nachweis der Oberflachenmarker CD133 und CDaMies des Zelloberflachen-

proteinsa,Bi-Integrin beim Prostatakarzinom mutmalfiliche Tunammshzellen zu identifi-
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zieren (Klarmann et al., 2009; Vander Griend et 2008). Diese Population, sich sehr
langsam teilender Tumorstammzellen, scheint furggienge Wirkung von Chemothera-

peutika beim Prostatakarzinom mit verantwortlichsein. Daraus resultierend setzt man
derzeit beim Prostatakarzinom besonders auf neagltge Therapien, deren Wirkung

unabhangig von der Zellproliferation ist. Man versuTumorstammezellen als Angriffs-

punkte fur ,targeted therapies” zu nutzen, um dreseh wirksamer zu gestalten.

1.1.2.1 Amplifikationen beim Prostatakarzinom

Eine Form genetischer Instabilitdten sind Genanbkpliionen, die durch Verviel-
fachung einer DNA-Sequenz bzw. eines Gens entsteDen amplifizierte Sequenz-
abschnitt wird als Amplikon bezeichnet. Fukumotalet(1988) gehen davon aus, dass in
Tumoren Amplifikationen selektiert werden, um diepEession eines bzw. mehrerer Gene
drastisch zu steigern, wodurch eine natirliche tieming der Wachstumsrate durch
begrenzt verfligbare Genprodukte aufgehoben wirlduifroto et al., 1988). Im Gegensatz
dazu lassen sich in nicht-neoplastischen Zellemekéimplifikationen nachweisen, was
zeigt, dass Mechanismen existieren, welche dieslernzeavor schitzen (Tlsty, 1990).
Amplifizierte DNA kann in verschiedenen Formen vwegken: als extrachromosomale
~-double-minutes” (dmin) Chromosomen, als intrachosomale ,homogeneously staining
regions” (hsr) oder aber verstreut im gesamten @e(&bertson, 2006; Schwab, 1999).
»,double-minutes” sind paarweise vorliegende zirkall&hromatinstrukturen, welche die
amplifizierte Sequenz enthalten (Debatisse etl@98). Da sie kein Zentromer enthalten,
werden sie bei der Zellteilung als azentrische mege zufallig auf die Tochterzellen
verteilt. Sie replizieren sich unabhangig von ddmwathosomen und ihre Anzahl kann in
einer Zellpopulation stark variieren. ,homogenegshining regions” sind terminale oder
interstitielle Amplifikationen bestimmter DNA-Sequeen. Diese Regionen zeigen nach
einer Chromosomenbéanderung kein typisches Bandsmumger, sondern sind als
einheitlich gefarbte Chromosomenabschnitte sich{birayanan et al., 2006; Schwab,
1999). Der genaue Entstehungsmechanismus von Géhkatipnen ist bislang ungeklart.
Mdogliche Initiationsmechanismen zur Foérderung vomphfikationen konnten jedoch
Defekte in der DNA-Replikation, eine Dysfunktionrdeelomere oder aber sog. ,fragile
sites” darstellen (Albertson, 2006). Amplifikationgon Onkogenen treten relativ spat im
Rahmen der Tumorprogression auf und verschaffengnel Zellen einen Wachstums-

vorteil gegeniiber anderen Zellpopulationen (Brid&@83).
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1.1.3 Biomarker

Prostatakarzinome sind in ihrer klinischen Aggnasii sehr verschieden. Ein Teil
der Karzinome, die aufgrund eines erhdohten PSA-#¥egefunden werden, sind klinisch
noch nicht manifest und werden es wahrscheinliah anicht. Bis zum jetzigen Zeitpunkt
existiert kein Verfahren, welches den Verlauf dekr&nkung vorauszusagen vermag und
die klinisch bedeutsamen von Kklinisch irrelevantgarzinomen mit hinreichender
Sicherheit unterscheiden kann. Daher ist es vooraEsem Interesse solche Biomarker
fur das Prostatakarzinom zu identifizieren, um atygressiven von den klinisch unauffal-

ligen Tumoren unterscheiden zu kdénnen.

Biomarker sind definiert als Substanzen, deren NWach eine Aussage Uber
Vorliegen, Prognose oder Verlauf einer malignen drerkrankung ermdglichen. Eine
Vielzahl moglicher Molekuile konnte bereits mithiden Hochdurchsatzverfahren wie der
cDNA-Microarray-Technologie identifiziert werdenidibei werden die Gen-Expressions-
muster von Patienten mit Prostatakrebs mit denen Ratienten mit benigner Prostata-
hyperplasie (BPH) verglichen (Luo et al., 2001)es# Methode erlaubt die Analyse der
Expression von Genen auf RNA-Ebene, jedoch konmemekAussagen in Bezug auf die
Konzentration oder Funktion des fertigen Proteierajfen werden. Aus diesem Grund
erfolgt die Validierung putativer Marker auf Protebene beispielsweise mithilfe der
Immunhistochemie (IHC). Zu diesem Zweck steht ewiteres Hochdurchsatzverfahren,
die Tissue-Microarray-Technologie (TMA-Technologieur Verfigung. Unter Verwen-
dung dieser Methode konnen Hunderte Gewebeprobeallgdaauf einem einzigen
Objekttrager, in einem Durchgang, unter densellb@mdartisierten Bedingungen analysiert
werden (Kuefer et al., 2004). Eine weitere sehovwative Methode bei der Identifizierung
von Biomarkern stellt die Kombination von 2D-DIGEhdu Massenspektrometrie dar.
Hierbei werden die Proteome von Normalgewebe mizikamgewebe verglichen. Mit
dieser Technik lassen sich bis zu tausend Protairigennen und analysieren. Durch
Vergleich der Proteinprofile kdnnen charakterigtsscUnterschiede detektiert werden,
wodurch sich Rickschlisse auf die pathologischerzdse ziehen lassen. Trotz dieser
Verfahren gibt es bis dato keinen bekannten Biosrartter eine 100%-ige Spezifitat und
Sensitivitat aufzeigt. Aus der Vielzahl der besebhenen Tumormarker haben sich nur
wenige in der Routine als brauchbar erwiesen. sliet einige Tumormarker des Prostata-

karzinoms dargestellt.
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1.1.3.1 Biomarker fur das Prostatakarzinom

Prostataspezifisches Antigen (PSA)

Unter den Biomarkern des Prostatakarzinoms haP8ik-Konzentration im Serum
die grof3te klinische Bedeutung. Eingesetzt wird RI8A-Bestimmung fur die Diagnose,
die postoperative Kontrolle und die TherapiekomgdDas PSA stellt dabei jedoch keinen
Tumormarker im eigentlichen Sinne dar, denn einti&gsim Serum kann sowohl bei
Vorliegen einer Prostatitis, einer benignen Prastgberplasie (BPH) wie auch bei einem
Karzinom nachgewiesen werden. Somit ist das PSA ewaorganspezifischer, aber kein
tumorspezifischer Prostatamarker. Das PSA ist Gly&oprotein-Serin-Protease aus der
Familie der glandulédren Kallikreingene und wird vden Epithelzellen der Prostata
gebildet. Es findet sich in hohen Konzentrationem $eminalplasma und dient der

Verflussigung des Ejakulats. Seine Bildung stettéuder Kontrolle von Androgenen.

Schwierig ist die Bestimmung eines Grenzwertes digroptimale Unterscheidung
zwischen gut- und bdsartiger Verdnderung der Pmogta ermdglichen. Bei den meisten
international angewandten Testverfahren wurde eint-Qff* von 4 ng/ml PSA im Serum
festgelegt (Crawford et al., 1996). Von Fachgesk#ften liegen Empfehlungen vor schon
bei PSA-Werten unter 4 ng/ml eine Biopsie in Béitaru ziehen, da so diagnostizierte
Karzinome eine ausgezeichnete Prognose aufweisatal¢@a, 1997). Bei PSA-Werten
Uber 10 ng/ml wird nur noch ein Drittel der Tumaneeinem organbegrenzten Stadium
diagnostiziert (Kleer et al., 1993). Zur bessereiffeBenzierung zwischen Prostata-
karzinom und BPH werden das freie PSA und die P3ati&gsgeschwindigkeit
herangezogen. Eingesetzt wird die PSA-Bestimmunghtninur im Rahmen der
Friherkennung, sondern auch zur Diagnose der Twsdehnung. Der Tumor ist bei
Werten unter 10 ng/ml fast immer organbegrenztlisiest; auch sind die Lymphknoten
nur sehr selten befallen und Knochenmetastasen fastdnie zu finden. Organuber-
schreitende Ausdehnung des Tumors zeigt sich daglegePSA-Werten Uber 10 ng/ml
und einem hohen Gleason-Score von 6 bis 10. DidirBesing des PSA-Wertes wird
ebenfalls zur Beurteilung eines Therapieerfolgegesetzt. Dabei wird ein Abfall des
praoperativen PSA-Wertes nach abgeschlossener pibeats Merkmal einer Remission
gewertet. Kommt es jedoch zu einem erneuten AnstesyPSA-Wertes, so ist dies ein

frihes Anzeichen fur einen Tumorprogress.
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PCa-3

PCa-3ist ein prostataspezifisches Gen, namPis, das in Prostatakarzinomen
eine 60- bis 100-Fache Uberexpression zeigt (Buaskers et al., 1999). Diese erhohte
PCa-3 Expression lasst sich in 95% der untersuchtent&eds@arzinomen nachweisen
(Hessels et al., 2003). PCa-3 ist im Gegensatz PSA spezifisch fur das Prostata-
karzinom. Seit einigen Jahren steht ein PCa-3-ZasWerfiigung, der Prostatazellen aus
einer Urinprobe analysiert. Der Test basiert auf@eantifizierung dePCa-3mRNA und
der PSAMRNA im Spontanurin nach Prostatamassage. Der 38eore wird ermittelt,
indem man das Verhaltnis voRCa3mRNA zu PSAMRNA bildet. Durch Untersu-
chungen konnte gezeigt werden, dass eine Rebibpsieinem Score Uber 35 sinnvoll ist
(Marks et al., 2007). Hierbei betragt die Send#ivb8% und die Spezifitat 72%. Der PCa-
3-Test kann als zusatzliches Testverfahren im @maerbereich der Diagnostik des
Prostatakarzinoms eingesetzt werden, zum Beispahwdas PSA erhoht ist, die digital-
rektale Untersuchung (DRU) und der transrektaléradthall (TRUS) jedoch ohne Befund
sind (Stamey et al., 1993).

Alpha-Methylacyl-CoA Racemase (AMACR)

AMACR ist ein Enzym, das an dd¥-Oxidation von Fettsauren beteiligt ist
(Ferdinandusse et al., 2000). Sie wurde erstmaing Jahr 2000 als differenziell
exprimiertes Gen der Prostata beschrieben (Xu.,e2@D0). Beim Vergleich von Prostata-
karzinomgewebe mit gesundem Gewebe wurde eine IB-&ahohte Expression von
AMACR festgestellt (Luo et al., 2002). In einer Gewebietbarray-Studie lie3 sich in
verschiedenen Tumorstadien von Prostatakarzinoemgah eine erhthte Proteinmenge
von AMACR mit einer 100%-igen Spezifitét sowie &i®&%-igen Sensibilitdt nachweisen
(Rubin et al., 2002). Die Untersuchung von Patiesgeen zeigte, dass AMACR sensitiver
und spezifischer als der PSA-Wert zwischen Karzinond Normalgewebe differenzieren
kann (Sreekumar et al., 2004). In einer im Jahr82@0Qrchgefiuhrten Studie wurden
insgesamt 640 radikale Prostatektomiepraparate dauf Gehalt von AMACR hin
analysiert (Kristiansen et al., 2008). In 95% déld-zeigte sich eine starkere Synthese
von AMACR im Karzinom als im angrenzenden Normalgbe. Lediglich 5% der
Karzinomgewebe war AMACR-negativ. Klinische Anwendu findet der immun-
histochemische Nachweis von AMACR in Kombinationt p63, GOLPH2 (Golgi-
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Phosphoprotein 2) und FASN (FettsauresynthasefidreBeurteilung histopathologischer
Praparate (Kristiansen, 2009).

Genfusionsprodukt “transmembrane protease serinéeythroblast transformation-

specific transcription factor”

Die am haufigsten gefundene chromosomale Veranddoerm Prostatakarzinom
ist eine Genfusion von “transmembrane proteasense” (TMPRSSP und den
~erythroblast transformation-specific transcripti@ctor’(ETS-Genen aus der Familie der
Transkriptionsfaktoren (Tomlins et al., 2005), wole 90% der Falle das sogenannte
.ETS related gene{ERQ Fusionspartner vomMPRSS2ist. Das prostataspezifische
TMPRSSZ5en, das zur Familie der Serin-Proteasen gehomg wurch Androgene
aktiviert. Durch die Genfusion kommt es schon befrsgeringen Androgenkonzen-
trationen, wie unter Hormondepletion beim fortgegtdnen Prostatakarzinom, zur
Uberexpression der betroffendfif SGene (Kumar-Sinha et al., 2008). Ein verstarkter
Nachweis dieser Genfusion ist mit einer erhohterentifizierung metastasierter
Erkrankungen und/oder karzinombedingten Verstedssoziiert (Demichelis et al., 2007).
In weiteren Untersuchungen konnte eine Verbindumgschen der Genfusion und
biologisch aggressiven Prostatakarzinomen gefundenden (Kumar-Sinha et al., 2008;
Perner et al., 2007). Ebenfalls zeigen Patientanemem erhéhten Gleason Score (> 7)
deutlich haufiger eind EMPRSS2/ET$enfusion als Patienten mit niedrigem Gleason
Score (Demichelis et al., 2007).
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1.2 Mechanismus der Tumorinvasion

Die Hauptursache flir die Morbiditat beim kastrasi@sistenten Prostatakarzinom
sind Knochenmetastasen. Eine Schlisselrolle beiMigastasierung maligner Tumoren
spielt die Tumorinvasion in das angrenzende Winslpe. Bei diesem komplexen
pathologischen Vorgang losen sich die Tumorzelles dem Zellverband des Primar-

tumors heraus und dringen aktiv in das angrenz@vidsgewebe und in die Gefalie ein.

Eine Voraussetzung fur die lokale Invasion in bébactes Gewebe ist die
epithelial- mesenchymale Transition (EMT). Dieséomert von den Tumorzellen eine
Anderung ihres epithelialen in einen mesenchymal&arakter (Thiery und Sleeman,
2006). Dies bedeutet, dass nicht migrierende, po¢aie Zellen, die in einen Zellverband
integriert sind, ihre Zell-Zellkontakte sowie ihgell-Matrixverbindungen l6sen und zu
migrierenden, unpolarisierten, invasiven, mesencigm Zellen werden (Yilmaz und
Christofori, 2009). Die Ursache liegt in der Verénghg des Expressionsmusters von an
der Zelladhasion beteiligten Komponenten wie z.BCdtlherin (Adherens-Junctions).
Dabei wirken transkriptionelle Repressoren als Jeigder EMT. Zu diesen Transkrip-
tionsfaktoren gehdren Mitglieder der Familie denkfinger-Homéodomanentranskrip-
tionsfaktoren ZEB1 (Postigo und Dean, 1997) und ZEBomijn et al., 2001) sowie
Mitglieder der Snail-Familie wie die Transkriptidaktoren Snail (Bolos et al., 2003; Cano
et al., 2000), Slug (Bolos et al., 2003), Twist (\gaet al., 2004) sowie E12/47 (Perez-
Moreno et al., 2001). Sie supprimieren indirekt aimgkt die Genexpression des kalzium-
abhéangigen Zelladhasionsproteins E-Cadherin (d@EteeMarker) (Spaderna et al., 2008;
Yang und Weinberg, 2008) und initieren z.B. die pEession von Vimentin
(mesenchymaler Marker). Der Verlust der Expressimses Zelloberflachenmolekiils E-
Cadherin fahrt zum Verlust der Zell-Zell-Adhasiom iTumor, wodurch sich maligne
Zellen aus dem Zellverband I6sen (Birchmeier undrBes, 1994).

Um in angrenzendes, gesundes Gewebe eindringen dnnek, missen
Tumorzellen die extrazellulare Matrix (EZM) bzwedBasallamina abbauen oder umstruk-
turieren (Albertson, 2006). An dieser Degradationd sunterschiedliche Klassen von
Proteinasen wie z.B. Matrix-Metalloproteinasen (MMEathepsine und Serin-Proteasen,
beteiligt. Zu den Serinproteasen gehotren die UadenPlasminogen-Aktivatoren (UPA),
welche die Reaktion von inaktivem Plasminogen is altive Plasmin katalysieren (Laufs

et al., 2006). Plasmin ist fur die Degradation eieEZM-Komponenten verantwortlich.
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Die Proteolyse der EZM erfolgt vorwiegend durch @er Zelloberflache lokalisierte
Proteasen, die an Rezeptoren gebunden sein kompenden Tumorzellen sezerniert
werden oder von Stromazellen nach Stimulation ddieiTumorzellen produziert werden.
Eine erhdhte Expression der fiir diese Proteasereianien Gene gilt als Indikator fur die
Metastasierungswahrscheinlichkeit. Das Invasiorespg@l von Tumorzellen korreliert
dabei direkt mit der MMP-Synthese (Baker et alQ@QLiotta et al., 1980). Wéahrend der
Tumorprogression werden die Gene, die fur dies¢éeBsen kodieren, Gberexprimiert und
die Expression ihrer Inhibitoren (,tissue inhibgoiof metalloproteinases“T(MPY))
supprimiert (Hanahan und Weinberg, 2000). Eine vaerte TIMP-Expression geht mit
erhohter Metastasierung einher (Crawford und Matnis 1994). Somit ist ein
Ungleichgewicht zwischen MMPs und TIMPs ein wick8gindiz fir die Invasivitat von
Tumorzellen. Dartber hinaus sind diese Proteasdrt nur an der Degradation der EZM
beteiligt, sondern auch an weiteren Schritten detastasierung und Tumorprogression.
Sie spielen beispielsweise wahrend der Angioge(®taler-Stevenson, 1999) oder aber
wahrend der Prozessierung von Wachstumsfaktoreresteven Rezeptoren (Werb, 1997)

und der Prozessierung von E-Cadherin eine wiclRigiée (Liu et al., 2006).

Ein weiterer zentraler Punkt bei der Metastasielishdie gesteigerte Motilitat von
Tumorzellen, an der das tumorzelleigene Aktincygbstt mafRgeblich beteiligt ist. Dieser
Vorgang wird von Rho-GTPasen wie Cdc42, Racl undARand Integrinen vermittelt.
Die Rho-GTPasen regulieren Signalwege, die mit Zl-Adhasion, Umstrukturierung
des Cytoskeletts und der Zellmigration in Verbinglwtehen (Malliri und Collard, 2003).
Die fur die Maotilitat verantwortlichen Faktoren wdemn sowohl vom gesunden Gewebe, als
auch von den Tumorzellen selbst ausgeschiittet.nidggierenden Tumorzellen durch-
laufen, wahrend der Fortbewegung durch das degtad®ewebe, vier verschiedene
Phasen. Dabei bilden sich am Leitsaum der TumeRdeudopodien aus, wobei Substrate
der EZM gebunden werden. Die ganze Zelle kontrghias zu einer Vorwartsbewegung
der Zelle fuhrt (Adams, 2001). Die Aktin-Polymetisa spielt eine entscheidende Rolle
bei der Bildung von Pseudopodien. Gesteuert wiedaliliber Oberflachenrezeptoren wie
Integrine und Wachstumsfaktoren (Ayala et al., 200@rk und Weaver, 2008). An der
Zelloberflache lokalisierte Integrine sind wichfigr die zellulare Signaltransduktion, da
sie mittels ihrer zytoplasmatischen Doméanen die gonenten des Aktinskeletts der Zelle
mit der EZM verbinden (Aplin und Juliano, 1999; Ggatti und Ruoslahti, 1999). Integrin

aktiviert an den Pseudopodien MMP's, Plasmin undewee Proteasen, wodurch die
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stromale Kompartimentierung durchbrochen wird (laoand Kohn, 2001). Danen et al.
(1993) konnten zeigen, dass Integrine an der Turagrpssion beteiligt sind und ihre
Expression in menschlichen Tumoren mit der Zelllgdigbkeit und dem metastatischen
Potential korreliert (Danen et al., 1993).

Endothelium

Fibroblast

Stroma . i
Basement === ECM == s b

membrane J / z £ Py, "',-v :
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Epithelial cells .
Carcinoma cells

Abb. 1. Prozess der Invasion von Tumorzellen (Liotta untit@001)

Wahrend der Tumorprogression und Metastasierurgjespiaber auch die Zellen
der Mikroumgebung eine wichtige Rolle (siehe Abbild 1). Es handelt sich hierbei um
stromale Zellen wie Fibroblasten, um endotheliaddien (Hanahan und Weinberg, 2000)
und um inflammatorische Zellen wie z.B. Makrophagerd Mastzellen. Diese Zellen,
werden durch die Tumorzellen rekrutiert bzw. alaitti Aufgrund der parakrinen
Wechselwirkungen werden u.a. Wachstum, Uberlebargsion und Metastasierung der
Tumorzellen geférdert (Joyce und Pollard, 2009;ifas et al., 2006).

Letzten Endes kommt es zur Intravasation in dig-Blod Lymphgefal3e, was dazu
fuhrt, dass sich die Tumorzellen Uber den Blutkaeisim Koérper verteilen. Entkommen
diese der korpereigenen Immunabwehr, so sind sieririage, sich in den Mikrogefal3en
verschiedener Organe festzusetzen, wo sie durchiaadation aus den Gefal3en
auswandern und in neuer Umgebung Kolonien (Metasjasilden. Beim fortge-
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schrittenen Prostatakarzinom kommt es tberwiegeneirer lymphogenen Absiedlung in
die regionalen und pelvinen Lymphknoten. Aber aatle hamatogene Streuung in die

Lendenwirbelsaule, das Becken und andere Knochssien ist moglich.

1.3 Das endoplasmatische Retikulum

Eine der wichtigsten Schritte in der Biosynthese mheisten sekretorischen und
Membranproteine ist ihre Translokation in das Lundes endoplasmatischen Retikulums
(ER) (Blobel und Dobberstein, 1975). Das ER ist@dran dem, neben der Proteinfaltung
und posttranslationalen Modifikation, auch der Birdtansport von sekretorischen und
Transmembranproteinen stattfindet. Ilhm kommt aucdle &chlisselrolle in der Signal-

transduktion zu, da das ER auch als intrazelluldedziumspeicher dient.

Der Proteintransport erfolgt im Sauger meist cati@ional Uber den ER-
Translokationsapparat. Die Proteine werden beimanstationalen Proteintransport noch
wahrend ihrer Synthese am Ribosom durch die ER-Mambkransportiert. Beim
posttranslationalen Transport werden die Proteoilstéandig im Zytoplasma synthetisiert
und anschlieend durch die ER-Membran transpariedteine, die fir den Transport ins
ER bestimmt sind, besitzen in der Regel in ihreridosauresequenz ein N-Terminal
lokalisiertes Signalpeptid, das sie spezifisch #R-Membran leitet (Blobel und
Dobberstein, 1975).

1.3.1 Das ER-Translokon

Der zentrale Bestandteil des ER-Translokationsapesrbildet der heterotrimere
Sec61-Komplex, der aus den Untereinheiten Secb&c6B und Sec6i besteht (Gorlich
und Rapoport, 1993; Hartmann et al., 1994). De6Séomplex ist dabei nicht nur am
Transport der Proteine in das ER-Lumen beteilighdern auch am retrograden Transport
fehlgefalteter Proteine ins Zytosol (Pilon et 4/997). Die ER-Membranproteine Sec62
und Sec63, die miteinander und mit dem Sec61-Komphsoziieren kbénnen, scheinen
ebenfalls eine wichtige Rolle beim Proteintranspilber die ER-Membran zu spielen
(siehe Abbildung 2) (Daimon et al., 1997; Meyeraét 2000; Skowronek et al., 1999;
Tyedmers et al.,, 2000). Die Proteine Sec62 und Jewbrden erstmals in der Hefe
identifiziert, wo sie essentiell fir den posttratginalen Proteintransport sind. Das Sec63
Protein besitzt eine J-Domé&ne und interagiert ddadumit BiP/GRP78 als HSP40
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Cochaperon. Welche genaue Funktion diese beideteiReo austben, ist bis heute
unbekannt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dase diroteine miteinander interagieren
(Meyer et al., 2000; Muller et al., 2010b; Tyedmetsil., 2000).

In Abbildung 2 ist der Ablauf des cotranslationaleansports von Vorlauferpoly-
peptiden und der daran beteiligten Untereinheitess dranslokationsapparates am
endoplasmatischen Retikulum dargestellt. Der ,digaeognition particle* (SRP) erkennt
die Signalsequenz der Polypeptidkette und bindetediEs kommt durch Interaktion mit
dem Ribosom (hellblau) zum Elongationsarrest. Demidlex aus SRP, Polypeptidkette
und Ribosom bindet an die ER-Membran, so dass B&r 18it seinem Rezeptor und das
Ribosom mit dem Sec61l-Komplex interagieren kénnBarch den SRP wird die
Signalsequenz der Polypeptidkette auf den Sec6lgkoatransferiert, wodurch sich der
Translokationskanal zum Lumen hin 6ffnet. Der Calieus wird durch die andauernde
Elongation der Polypeptidkette durch die Membrarscgeben. Der Signalpeptidase-
Komplex (Spase) spaltet die Signalsequenz von @amhsenden Polypeptidkette ab und
die restliche naszierende Polypeptidkette wird kdudtas Translokon ins Lumen des ER

transportiert (Zimmermann et al., 2006).
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Abb. 2: ER-Translokasekomplex mit seinen ProteinuntereiehgZimmermann et al., 2006)
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1.3.2 Das ER-Membranprotein Sec62

Gegenstand meiner Arbeit ist die Charakterisierdes ER-Membranprotein
Sec62, wobei der Fokus auf der pathologischen kamktieses Proteins liegt. In nicht-
neoplastischen Zellen scheint Sec62 Telil einesifmolktionalen Transportkomplexes zu
sein, da es im aquimolaren Verhaltnis zu Sec6lemER-Membran von Hundepankreas-
mikrosomen vorliegt, was die Untersuchung von Tyedmet al. (2000) nahe legen
(Tyedmers et al., 2000). Sec62 kann Uber zwei tlasi©ligopeptidmotive in seiner N-
terminalen zytosolischen Domane mit Ribosomen agfieren. Die Bindung erfolgt am
Tunnelausgang des Ribosoms bzw. in seiner N&heseDlateraktion bewirkt eine
Translationshemmung, wobei die Inhibierung aufteleene der Initiation erfolgt. Sec62 ist
somit in der Lage die Translation zu regulieren ®tiet al., 2010b). Sec62 kénnte in
Kooperation mit Sec63 eine Alternative zum ER]j1tBiro darstellen, das ebenfalls durch
seine zytosolische Domane in Kontakt mit Ribosorsteht und durch seine luminale
Doméne BiP/GRP78 zum Sec61-Komplex rekrutiert (Btal., 2005; Dudek et al., 2005;
Dudek et al., 2002). Muller und Kollegen (2010) fodisren in ihrer Arbeit, dass Sec62
Einfluss auf die Proteintranslokation zum ER nehramn und indirekt, durch Interaktion
mit dem Sec63 Protein, mit BiP/GRP78, dem Hauptetgu der ,unfolded protein
response” (UPR) interagiert (Muller et al., 2010Db).

Neben seiner vorrangehend beschriebenen physiolmgisFunktion scheint Sec62
aber auch bei der Entwicklung bzw. Progression Vomoren, eine pathophysiologische
Funktion auszuiben (Jung et al., 2006). Die Grugedtiieser Arbeit wurde von Jung et al.
2006 geliefert. Die Autoren zeigten, d&8EC62in Prostatakarzinomen amplifiziert und
Uberexprimiert vorliegt. Neuere Studien zeigensdasht nur die mMRNA-Menge, sondern
auch der Proteingehalt im Prostatakarzinomgewelh@herist. Der erhdohte Sec62-
Proteingehalt findet sich insbesondere in fortgegehen Tumoren (Gleason Scor@&,
56%) und pT3b Tumoren, die die muskuldre Sameninesed infiltrieren. Die erhdhte
Proteinmenge geht infolgedessen mit einer gestelgdrumoraggressivitat und mit einer
Verschlechterung der Prognose fir die PatienteheeiiGreiner et al., 2011a). Damit

kdnnte Sec62 eine Rolle bei der Invasion bzw. Masisrung spielen.

Des Weiteren wurde Sec62 in der pfam (,protein fesidatabase of alignments*)-
Proteindatenbank (http://www.sanger.ac.uk/cgi-dent/getacc?PF03839) sowie in einem
Ubersichtsartikel von Saier et al. (2000) als puéat nicht selektiver Kationenkanal

charakterisiert (Saier, 2000), der durch das mafiogin Maitotoxin induziert werden
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kann (Estacion et al.,, 1996). Somit kdonnte Sec6frumormalen physiologischen

Bedingungen als lonenkanal in der Prostata fungierEommt es jedoch zur

Hochregulierung des Sec62-Proteingehaltes, konme zii einer Zunahme der lonen-
kanalaktivitat fihren, was sich in einem Prolifevasvorteil fir die Karzinomzelle auf3ert.
Es hat sich gezeigt, dass lonenkanalproteine irPdérophysiologie der Krebsentstehung
eine Rolle spielen und regulierenden Einfluss augchanismen der Tumorinvasion
(Lastraioli et al., 2004) und Apoptose (Wang et2002) nehmen.

1.3.3 ER-Stress

Durch physiologische und biochemische VeranderumgeleR wie z.B. veranderte
Proteinglykosylierung, Hypoxie, Verschiebung desd®eGleichgewichts oder Stérung
der Kalzium-Homd@ostase, kommt es im ER zur Akkurofaungefalteter Proteine, was
zu ER-Stress fuhrt. Die Zelle aktiviert als Antwarif diesen Stress einen Signaltransduk-

tionsweg, der als ,unfolded protein respon@@PR) bezeichnet wird (siehe Abbildung 3).

Durch Inhibierung der Translation und ForderungRieteinfaltung, -sekretion und
-degradierung kommt es zu einer Reduktion der waligdén Proteine. Induziert wird die
UPR Uber drei transmembrane Rezeptoren, die Pkiese PERK (,pancreatic ER-
kinase-like ER-kinase"), IRE1 (,inositol-requiringnzyme 1) und dem Transkriptions-
faktor ATF6 (,activating transcription factor 6“)Jnter normalen physiologischen Bedin-
gungen sind PERK, IRE1 und ATF6 Uber ihren N-Temiim ER-Lumen an das ER-
Chaperon BiP/GRP78 gebunden und dadurch inaktivABleumulation ungefalteter oder
fehlgefalteter Proteine im Lumen des ER, dissazB#P/GRP78 von den Rezeptoren und
bindet an die fehlgefalteten Proteine, wodurchlditR aktiviert wird.

Aufgrund dessen dimerisiert PERK, wodurch derernvegtende Autophosphory-
lierung (Bertolotti et al., 2000) induziert wird.idaktivierte Kinase phosphoryliert die
Untereinheit des elF2 (,eukaryotic initiation fac®') im Zytoplasma, was zur Inhibition
der ,Cap-abhangigen® Translation fuhrt, und sonmt weitere Akkumulation fehlerhafter
Proteine hemmt. Manche mRNA’s enthalten internesomale Eintrittsstellen (IRES),
wodurch sie diesen translationalen Stopp umgehené@ Dazu zahlt ATF4 (,activating
transcription factor 4%), ein Transkriptionsfaktaler dafiir zustandig ist den Stoffwechsel
aufrecht zu erhalten und die Zelle vor weiterendakvem Stress schuitzt (Harding et al.,
2003). ATF4 reguliert die Expression von Genen, firedie Aufrechterhaltung der ER-

Homoostase benétigt werden. Bei langer anhalten8#rStress induziert ATF4 die
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Expression des proapoptotischen Faktors CHOP (CQ#eAhancer-binding protein
homologous protein®), wodurch Apoptose ausgelostl\W¥oshida, 2007).
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Abb. 3: Signalwege der ,unfolded protein respon@dPR) (Wu und Kaufman, 2006)

Der ER-Transmembranrezeptor ATF6 wird, in gleich&ise wie PERK, durch die
Dissoziation von BiP/GRP78 aktiviert. Daraufhinnséoziert ATF6 zum Golgi-Apparat,
wo er durch Spaltung der Proteasen S1 und S2 aitivird. ATF6 wird in dieser Form in
den Nukleus transportiert, initiilert dort durch Bimg an ERSE (,ER-stress response
elements”) die Transkription von CHOP, XBP1 und @dranen wie BiIP/GRP78, und
wirkt somit in den IRE1-Signalweg (Haze et al., 298hen und Prywes, 2004).

Der dritte ER-Transmembranrezeptor IRE1 wird edenfiurch Dissoziation von
BiP/GRP78 aktiviert. Dadurch kommt es zur Oligomsieriung, Transphosphorylierung
und Aktivierung von IRE1 (Bertolotti et al., 200@ktiviertes IRE1 besitzt eine Endoribo-
nukleasefunktion, womit IRE1 ein 26-Nukleotid Imraus der mRNA voiXBP (,x-box
binding protein“) spaltet und somit posttranskopell modifiziert. Die Spleil3variante
XBP1 ist ein aktiver Transkriptionsfaktor (Calfort al.,, 2002), der in den Kern
transloziert, wo er an UPRE (,unfolded protein msge elements) bindet und die
Transkription unterschiedlicher Zielgene induziedarunter ER-Chaperone und den
Transkriptionsfaktor CHOP.
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Damit funktionsunfahige Proteine nicht den sekistbren Weg erreichen, werden
diese im ER erkannt und der ,ER associated degaaddERAD) zugefuhrt (Brodsky und
McCracken, 1997). Der Abbau erfolgt nach retrograb@nslokation aus dem ER durch
das zytoplasmatische 26S-Proteasom. Dieses selrtasis einem proteolytischen 20S-
Kernpartikel und einem regulatorischen 19S-Komesammen (Voges et al., 1999). Der
regulatorische Komplex ist fur die Erkennung, Bindgwnd Entfaltung der ubiquitinierten
Proteine zustandig. Dabei stellt die Ubiquitiniegudas Signal fur den Abbau des Proteins
durch das Proteasom dar (Pickart, 2000). Die Ubguing auf das Zielprotein erfolgt durch
eine Enzymkaskade im Zytosol. Dazu muss jedochZigprotein aus dem ER in das
Zytosol transportiert werden. Dieser retrograden$part erfolgt tber das oben beschrie-
bene ER-Translokon (Sec61-Komplex mit seinen Korepten). Kann der andauernde
ER-Stress nicht kompensiert werden, so fiihrt emeechaft aktivierte UPR zur Induktion
von Apoptose, die durch die Signaltransduktionswegglche durch PERK, ATF6 und
IRE1 aktiviert werden, vermittelt wird (Szegezdia¢t 2006). Dabei tbernimmt CHOP die
Rolle des Vermittlers.

ER-Stress kann aber auch durch verschiedene Sabataritiiert werden wie z.B.
Tunicamycin, DTT oder Thapsigargin. Tunicamycin &h Antibiotikum, das die N-
Glycosylierung von Proteinen im ER inhibiert. Dagegverhindert DTT die Ausbildung
von Disulfid-Bricken bei der Proteinfaltung. Thagasigin, ein Sesquiterpen-Lakton aus
der PflanzeThapsia garganicahemmt spezifisch die €aATPase des ER (Thastrup et
al., 1990) und bewirkt in hohen Konzentrationeredneisetzung von Galonen aus den
Mitochondrien (Vercesi et al., 1993). Als Folge étsmmung der CG&-ATPase nimmt die
Konzentration der C&lonen im ER-Lumen ab, was dazu fiihrt, dass dig-@shangigen
Enzyme des ER ihre Funktion nicht mehr korrekt desikonnen. Dabei induziert diese
Substanz vorwiegend den PERK- und IRE1-Signalwelgrevid der UPR (DuRose et al.,
2006). Kann der Stress nicht kompensiert werdemnd \als Konsequenz die Apoptose
induziert (Denmeade et al., 2003). Dabei gewinne e@weite Funktion des ER, als’Ga
Speicher, an Bedeutung. Das antiapoptotische Rr@ei2 sowie die proapoptotischen
Proteine BAX und BAC regulieren die €e&Homoostase im ER und induzieren Apoptose
(Pinton et al., 2000; Scorrano et al., 2003). Apeptwird meistens durch €eFreisetzung
aus dem ER induziert, was durch IRBEZeranlasst wird (Klee et al., 2009). Thapsigargin
und seine Derivate werden in der Literatur als mé#les Therapeutikum fir das

Prostatakarzinom diskutiert, da eine Erhthung @éf-Ronzentration im Cytosol zu einer
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Degradation des AR fuhrt und die Zellen infolge s##s nicht mehr hormonstimuliert
wachsen (Christensen et al., 2009; Denmeade urdds2005; Denmeade et al., 2003;
Isaacs, 2005; Vander Griend et al., 2009).

1.3.4 Pathophysiologische Funktion von ER-Proteinen beilmanen
Erkrankungen
Da der Transport in das ER den wichtigsten Schritter Biosynthese der meisten
sekretorischen Proteine und vieler Membranprotgifalade, 1975) darstellt, fihren
Mutationen bzw. Dysregulationen der Komponenten Temslokationsmaschinerie zu
schwerwiegenden Krankheiten wie z.B. Krebs. Bistéesind einige Erkrankungen

bekannt, die auf Pathologien im Proteintranspariickzufihren sind.

Senderek et al. entdeckte 2005 Mutationen Sihl-Gen als Ursache fur das
Marinesco-Sjogren-Syndrom (MSS) (Senderek et &052 MSS ist eine sehr seltene
autosomal rezessive Erkrankung, deren Hauptsymptolaerale Katarakte, Myopathie,
psychomotorische Retardierung und zerebellare Atajarstellen. Der Nukleotidaus-
tauschfaktor Sill reguliert die Aktivitat des Chepes BiP/GRP78 im ER. BiP/GRP78
wiederum ist als Chaperon an der ProteinfaltungBR und an der cotranslationalen
Translokation von Proteinen in das ER beteiligt. Weiteren wirkt dieses Protein an der
retrograden Translokation von fehlgefalteten Praeiaus dem ER mit. Kommt es durch
die Mutation vonSIL1 zum Ausfall dieses Proteins, welches die Funktionm BiP/GRP78
reguliert, fihrt dies vermutlich zu einer verminger Synthese von Proteinen, die fur die
Entwicklung und Funktion der betroffenen Organe améwortlich sind. Somit kann

BiP/GRP78 seine eigentliche Funktion nicht mehiides, wodurch:
1. Vorlauferproteine nicht mehr ins ER transpottveerden konnen;

2. Proteine nicht mehr korrekt gefaltet werden uwesl zur Akkumulation von

fehlgefalteten Proteinen kommt und

3. sekretorische und Membranproteine nicht mehihzem Funktionsort gelangen
(Anttonen et al., 2005; Senderek et al., 2005; bo005).

Mutationen im SEC63Gen, ein am Import von Proteinen ins ER beteitigte
Chaperon, finden sich bei der autosomal dominanteribg&n polyzystischen
Lebererkrankung (ADPLD) (Davila et al., 2004; Dferdt al., 2005), allerdings nur in
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einer Subgruppe. Die gefundenen Mutationen wie seas“- und ,frameshift-
Mutationen, fihren zu einer vorzeitigen Terminatiaas zu einem Funktionsverlust von
Sec63 fuhrt. DaSEC63Gen gehort des Weiteren zu den am haufigsten rneni€&enen
in ,hereditary non-polyposis colorectal cancer* (PBIO assoziierten Dinndarmkrebs
(Schulmann et al., 2005) und mikrosatellitenind@biMagentumoren und kolorektalen
Tumoren (Mori et al., 2002). Beim Darmkrebs werdginameshift‘-Mutationen
beobachtet, wohingegen die gastrointestinalen Tenv@aranderungen mit biallelischem

Charakter zeigen, was in beiden Féllen zu einenktiamsverlust von Sec63 flhrt.
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Zielsetzung

Das Prostatakarzinom gehort weltweit zu den héaigigsKrebsentitdten und ist
aufgrund der spaten Diagnose mit einer schlechtegn®se assoziiert. Aus diesem Grund
sind Biomarker erforderlich mit dem friihzeitig Faien entdeckt werden, die im Laufe
der Erkrankung kastrationsresistente Prostatakamznentwickeln, die nicht therapierbar
sind. Bei dieser Form des Prostatakarzinoms stehtdeéntifizierung von Zielstrukturen
fur ,targeted therapies” im Vordergrund, die eirieinfluss haben auf die Metastasierungs-

fahigkeit des Tumors.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der pathyspdlogischen Funktion von
Sec62 bei der Entwicklung und Progression von Btakarzinomen, um ein besseres
Verstandnis der Funktionsweise zu erhalten undtee#irzukinftig die Entwicklung neuer
therapeutischer Zielstrukturen zu ermdglichen. Bbemm Fokus dieser Untersuchung
stand die Charakterisierung von Sec62 als neuegndsiischer oder prognostischer
Marker. Die Ergebnisse, die aus dieser Untersuchesgitieren, sollten dann an anderen
Tumorentitaten geprift werden. Als Modellsystementén in dieser Arbeit Tumorzell-

linien.

Um die Bedeutung von Sec62 als diagnostischer undnpstischer Marker in
Tumoren aufzuklaren wurden folgende Fragestellunggersucht: Ist die Amplifikation
bzw. Uberexpression vVoBEC62ein spezifisches Phanomen des Prostatakarzinoers od
kann sie auch in anderen Tumoren nachgewiesen wndetergrund dieses Versuches
waren Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe, $liie€C62als das Gen identifizierten, das beim
Prostatakarzinom auf Chromosom 3g25-g26 die hodhsiglifikationsrate aufzeigte. Die
Uberexpression dieses Gens wurde auf mRNA- unceiPediene bestéatigt. Es sollten eine
Reihe von Tumorentitaten anderer Organsysteme auflifikation und Uberexpression
von SECG62 Uberprift werden, um mogliche Zusammenhange zwisclerhohter
Kopienzahl und vermehrter Genexpression zu entaedkeanderen Tumoren wie z.B.
dem Mammakarzinom hat sich gezeigt, dass Ampliftkeen eine prognostische und
diagnostische Signifikanz aufweisen. Im nachstehrifcsollte geklart werden, ob sich
Mutationen IMSEC62Gen in Prostatakarzinomzelllinien nachweisen lasBeese Frage-
stellung sollte anhand von Sequenzierungen verdeher Prostatakarzinomzelllinien und
gesunder Probanden untersucht werden, da Mutatiaoen Funktionsverlust oder zur

Funktionsanderung des Proteins fihren konnen.
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Ein weiteres sehr wichtiges Ziel dieser Arbeit warzu analysieren, ob ein erhéhter
Sec62-Proteingehalt auch bei anderen Tumorentitaidiegt und ob Sec62 das Potential
zu einem klinischen Marker zur Differenzierung vidarzinom- und Normalgewebe in
diesen Tumoren hat. Fir diesen Versuchsansatz staein Multi-Tumor-Gewebearray

zur Verfligung.

In funktionellen Studien sollte die putative Rolleon Sec62 bei der
Tumorentstehung und -progression aufgeklart wer@enSec62 vermehrt in organtber-
schreitenden Prostatakarzinomen nachgewiesen wéalante, bestand die Mdglichkeit
das Sec62 an der Tumorinvasion in benachbartes ligeleteiligt ist. Somit sollte mithilfe
eines standardisierten Invasionssystems die Auswgén eineSEC62,knock down® in
der Prostatakarzinomzelllinie PC3 sowie anderen drem auf das Invasionsverhalten
untersucht werden, wobei auch die Auswirkungen @as zellbiologische Verhalten

analysiert werden sollten.

Um Aussagen darUber treffen zu kénnen, ob ER-Stdessausschlaggebende
Faktor fur die erhbhte Sec62-Synthese sein kommaide mittels ER-Stressoren die UPR
induziert und der Proteingehalt von Sec62 mittelssi&rn Blot nachgewiesen werden. Im
nachsten Schritt sollte aufgeklart werden, welcheswirkungen eine erhdhte Sec62-
Menge in Prostatakarzinomzellen auf eine moglicherdpie mit Thapsigargin hat. Im
Rahmen dessen sollte die Beeinflussung der Pathmétels Proteomuntersuchung nach

Inhibition vonSEC62in der Prostatakarzinomzelllinie PC3 analysiertdes.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Agarose

APS
B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
BSA

DAPI

DMF

DMSO

Ethanol absolut
Ethanol vergallt
Ethidiumbromid
Formamid
Glycerin

Glycin

HCI

KCI
Magermilchpulver
Methanol
Natriumacetat
NaH,PO,

NaHPO,
Nichtessentielle Aminoséuren
PBS

PFA
Phenol-Chloroform-Isoamyl
SDS

SSC 20x

TEMED

Biozym
Serva
Sigma
Serva
Sigma
Linares
Sigma
Sigma
VWR

Oldendorf
Heidelberg
Taufkirchen
Heidelberg
Taufkirchen
Wertheim
Taufkirchen
Taufkirchen

Darmstadt

Zentrales Chemikalienlager Baarken

Merck
Sigma
Merck

Merck
Merck
Merck

Reformhaus

Darmstadt

Taufkirchen
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt

Saarbricken

Zentrales Chemikalienlager Saarbriicken

Merck
Merck
Merck

Sigma
Sigma
Merck

Roth
Serva

Sigma

Serva

Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt

Taufkirchen
Taufkirchen
Darmstadt
Karlsruhe
Heidelberg
Taufkirchen
Heidelberg
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Thapsigargin Calbiochem Darmstadt
Tris Sigma Taufkirchen
TritonX 100 Roche Diagnostics Mannheim
Tunicamycin Calbiochem Darmstadt
Tween 20 Sigma Taufkirchen

2.1.2 Verbrauchsmaterial

6 Well-Companionplate
6 Well-Matrigel™-Invasionskammern, 8 pm
24 Well-Companionplate

Becton Dickinson
Becton Dmdon
Becton Dickinson

24 Well-Matrigel™-Invasionskammern, 8 um

mit FluoroBlok-Membran
96 Well-Mikrotiterplatte

Becton Dickinson

Becton Dickinson

Heidetper

Heidelberg

Heidedpe

Heidelpe
Helberg

Alexa Fluor 488-conjugated
goat-anti-rabbit IgG

AllStars Neg. Control siRNA
Anti-Digoxigenin-Cy3
Bio-Anti-StreptavidinVector

Chromosome 3 Satellite Probe red D371
Cot-DNA

CyDye DIGE Fluor Cy2, Cy3, Cy5
CyDye Post Labelling Reactive Dye Pack
DeStreak Rehydration Losung

DMEM

DNA-Molekulargewichtsmarker (100 bp)
dNTP’s

ECL™PIlex goat-anti-rabbit Cy5

FKS

GAPDH

Goat-anti-mouse Cy3

GRP78

HiPerfect

Invitrogen

Qiagen
Dianova

Eggenstein
Hilden

Hamburg

Vector LaboratorieBurlingame,

Qbiogene
Invitrogen

Amersham

Amersham
GE-Healthcare

Sigma
Roche

Invitrogen

GE-Healthcare

Sigma
Santa Cruz
Dianova

Santa Cruz

Qiagen

USA

ideeerg
Eggenstein
Freiburg
reiblrg
Munche
Taufkirchen
Maeint
Eggenstein
Muerc
Taufkirchen
Santa Cruz, USA
Hamburg
Santa Cruz, USA
Hilden
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H20qq Delta Select Pfullingen
IEF-Streifen pH 3-11 GE-Healthcare Munchen
Immobilon-P Millipore Schwalbach
Kryoréhrchen Greiner Labortechnik Frickenhause
Loading Dye Buffer 6x Fermentas St. Leon-Rot
Oligo(dT)g-Primer Operon Ebersberg
Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder Fermenta St. Leon-Rot
Pharmalyte 3-10 fur IEF GE-Healthcare Minchen

Pipetten (1/2/5/10/25 ml) Falcon
Pipettenspitzen

Propidiumjodid

RPMI

RPMI ohne Phenolrot
SEC62UTR siRNA

SEC62#1 siRNA
Streptavidin-FITC

SuperFrost Ultra Plus Objekttrager
TagMan® Gene Expression Master Mix
Trypsin EDTA-L6sung 1x

Vector Vectashield Mounting Medium
fur Fluoreszenz

Vector Vectashield Mounting Medium
fur Fluoreszenz mit Dapi
Zellkulturflaschen 75 cf 25 cnf
Zentrifugenrdhrchen, konisch (15/50 ml)
Zentrifugenrdhrchen, rundboden (14 ml)

2.1.3 Gerate

Blotting-Kammer
Brutschrank HeraCell
Camera Control Unit
ELISA Reader Lambda E

Becton DickinsonHeidelberg
Greiner Labortechnik Frickersieau

Sigma Taufkirchen

Sigma Taufkirchen
Sigma Taufkirchen

Ambion Foster City, USA

Ambion Foster City, USA
Vector Laboratories Burlingam
USA
Thermo Sdienti Braunschweig

Applied Biosyss Foster City, USA

Sigma Taufkirchen
Linaris Wertheim
Linaris Wertheim
Becton Dickinson  Heidelberg
Bectonkison  Heidelberg
Becton ibiskn  Heidelberg
Biochemie Minchen

Heraeus Instruments Hanau
Nikon Dusseldorf

Operon Ebersberg
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Ettan DALTtwelve Elektrophorese-Einheit Amersham Freiburg
Ettan IPGphor Il (IEF) Amersham Freiburg
Ettan Spot Picker Amersham Freiburg
Feinwaage Kern Balingen
Fluoreszenzmikroskop Eclipse E600 Nikon Dusséld
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX61 Olympus Hamburg
Gelkammern fur Agarosegele Owl Scientific RotbedJSA
Gelkammern fur SDS-Gele Biochemie Homburg
Heizplatte Medax Nagel Kiel
Imago Compact Imaging System B&L Systems Maarskkn
Kamera DM100 Digital Net Camera Nikon Dusseldor
Mastercycler Gradient Eppendorf Hamburg
pH-Meter inoLab WTW Weilheim

Real time Thermocycler HT 7900
Schuttler Vortex Genie2

Spannungsgerat fir Agarose-Gelelektrophorese

Spectrophotometer NanoDrop ND-1000

Sterilbank HERASafe
Thermomixer

Tischzentrifuge Hyspin 16K
Typhoon Trio image reader
Umkehrmikroskop Axiovert S100
Wasserbad

Zentrifuge 5415C

Zentrifuge 5804

Zentrifuge B4i

2.1.4 Enzyme und Kits

Enzyme:

Expand Long Template PCR-System
Hot Start Taq
Pepsin

Proof Start DNA Polymerase

Applied Biosyssenfroster City, USA
Scientific Industries hBmia, USA

Phaiobech
peglLab

Heraeus
Eppendorf
Anachem

Amersham
Zeiss
Julabo
Eppendorf
Eppendorf

Jouan

Roche
Qiagen
Sigma

Qiagen

Freiburg
Erlange
Hanau
Hamburg
Bedfortshiy&
Freiburg
Oberkochen
Seelbach
Hamburg
Hamburg
Frankreich

Mannheim
Hilden
Taufkirchen
Hilden
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Proteinase K Merck Darmstadt
Reverse Transkriptase (SuperSript® Il RT) Invigng Karlsruhe
RNaseA Roche Mannheim
RNaseH Stratagene Heidelberg
RNaseOut Invitrogen Karlsruhe
2D Clean Up Kit Amersham Freiburg
2D Quant Kit Amersham Freiburg
Bio Prime Kit Invitrogen Karlsruhe
Cell Death Detection ELISA'S CDD* Roche Mannheim
Cell Proliferation ELISA, BrdU Roche Mannheim
Cytotoxity Detection Kf“S LDH* Roche Mannheim
Nucleo Spin RNA I Machery Nagel Duren
PCR Purifikation Kit Qiagen Hilden
WST-1 Roche Mannheim

2.1.5 Primer flr Sequenzierung

Die fur die Sequenzierung dSEC62Exons (GenelD 7095) verwendeten Oligonukleotide
wurden bei Operon (Ebersberg) synthetisiert. Akgi&nzen sind in 5’- 3’ Orientierung
angegeben. Die Auswahl der Primerpaare fur die R@iiifikation und die Sequenzie-

rung erfolgte mit dem Programm Primer3 (http://tvodi. mit.edu/primer3/input. htm).
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Tab. 1. Verwendete Oligonukleotide

Primer fur die Sequenzierung von

SEC62
Exon 1 Forward

Exon 1 Reverse
Exon 2 Forward
Exon 2 Reverse
Exon 3 Forward
Exon 3 Reverse
Exon 4 Forward
Exon 4 Reverse
Exon 5 Forward
Exon 5 Reverse
Exon 6 Forward
Exon 6 Reverse
Exon 7 Forward
Exon 7 Reverse
Exon 8 Forward

Exon 8 Reverse

Sequenz

5 GAGAAGGCACCGCTAAGGAC
5'CACCTCGCCCTTGCTTTC
5 GGCCTGTACTCCACTTGAAAA
5 TTTTAAAACTTCTACATATCCCAAATG
S5TTTTTGTTGCCAGAGTGTTGA
5'CACTACATTTAATGATGTAAGGAGCTT

5 TCAGGTCTTGATATTTTTGCTTTTC
5 GGCCAGTAGTGTTCATGTGC
5 GACTGTATGAACATCATATTTCTTGCT
5 TGAAGGCATCAAACATCTTTCT
5" GAAGAACCACTACTACTGAAGGAAAGA
5 TCTGTTAACTACCTTGACCATTTTTCT
5 TTTTTCCCCCAGGGATATGT
5 CCTGAGTTTTGAGATTTGACTCAG
5 ACCACGCCCAGCACTAATC
5" GGACCGAATATAACTGCTTGAA

2.1.6 Primer fur “real time”-PCR

Die TagMan® Gene Expression Assays wurden von deraFApplied Biosystems (Foster
City, USA) bezogen.

Tab. 2: Verwendete TagMan® Gene Expression Assays
Assay ID Gen Symbol Gen Name
Hs00541815 m1l SEC62 SEC62homolog §. cerevisiae
Hs00427620_m1 TBP TATA box binding protein
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2.1.7 Zelllinien
Tab. 3:  Verwendete Zelllinien
DSMZ
Zelllinie oder Herkunft rilc-il(;:lurm
ATCC Nr.
AB49 ACC 107 Humane nlch@k!elnzelllge Bro'nchlalkarzmon DMEM
zelllinie, Adenokarzinom
COLO320 ACC 144 Humane kolorektale Karzinomzelllinie RPMI 1640
DU145 ACC 261 Humane P'rostatakamnomzellllnle', |soI|e'rt'a RPMI 1640
einer Hirnmetastase, androgeninsensitiv
Humane nichtkleinzellige Bronchialkarzinon
H1299 CRL-5803 zelllinie, isoliert aus einer RPMI 1640
Lymphknotenmetastase
HDE Humane Qerm_ale Flbroblas_tenzt_ellllme,_etatbl DMEM
am Institut fir Molekularbiologie ,in vitro
Humane Kolonkarzinomzelllinie, aus einen
HT29 ACC 299 gut differenzierten Adenokarzinom des Kolo DMEM
etabliert
HT1080 ACC 315 Humane Fibrosarkomzelllinie DMEM
LNCaP ACC 256 H_umane Prostatakarzinomzelllinie, isoliert a RPMI 1640_
einer Lymphknotenmetastase, hormonsens phenolrotfrei
MCE7 ACC 115 Humane eplthellale_ Mammakarzmomzellhm DMEM
Adenokarzinom, isoliert aus Pleuraerguss
PC3 ACC 465 Hu_mane Prostatakarzinomzelllinie, |s_oI|erta DMEM
einer Knochenmetastase, androgeninsensi
RT4 ACC 412 Humane gut dlffgren2|erte_ paplllare Urothe RPMI 1640
karzinomzelllinie
To4 ACC 376 Humane Harnblgsenkar.zw)_omzelII|n|e, isolie DMEM
aus einem Primartumor
aus dem Xenograft der primaren humanel
TX3868 Glioblastomzelllinie T3868 isolierte Zelllinie DMEM

etabliert am Institut fir Humangenetik, Ud$
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2.1.8 Zellkulturmedien

Tab. 4: Verwendete Zellkulturmedien mit Zusatzen

Medium (+ Bestellnummer) Zusatze
DMEM (D5796) 10% FKS
1% Penicillin/ Streptomycin
1% nicht essentielle Aminosauren
Kryomedium: DMEM (D5796) 10% FKS
1% nicht essentielle Aminosauren
10% DMSO
RPMI 1640 (R8758) 10% FKS
1% Penicillin/ Streptomycin
RPMI 1640 phenolrotfrei (R7509) 10% FKS
1% Penicillin/ Streptomycin

2 mM Glutamin

2.1.9 Software

Chromas lite 2.0

DeCyder™ image analyse Software 6.5
EclipseNet

ImageQuant 5.1

SDS2.1.1

Software ISIS 2.5
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkulturmethoden

22.1.1 Kultivierung und Subkultivierung von Zellen

Die aufgefilhrten Zelllinien (siehe 2.1.7) wurden 75 cnf Zellkulturflaschen unter
Standardbedingungen bei 37°C, 5% 0nd einer Luftfeuchtigkeit von 95% im
Brutschrank kultiviert. Die Zellen wurden bei Egleen einer Konfluenz von 80 - 90% im
Verhéltnis 1:5 im entsprechenden Medium (siehe 82.kubkultiviert. Dazu wurde
zunachst das Medium abgesaugt. Um die Zellen vodeBaler Kulturflasche abzulésen,
wurden 5 ml 1x Trypsin EDTA Loésung auf die Zellezggben und fiir 10 min bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Die Zellsuspension wurdeiim Zentrifugenrohrchen tberfihrt und
Trypsin durch Zugabe von 5 ml frischem Medium imdktt. Nach 3 minitigem
zentrifugieren bei 210xg, wurde der Uberstand adggsund die Zellen in frischem
Medium resuspendiert. In die Zellkulturflasche wandl2 ml Medium vorgelegt und die
entsprechende Menge an Zellsuspension hinzugefugt.

2.2.1.2 Auftauen von Zellen

Die in Kryoréhrchen eingefrorenen Zellen (2 ml Knyedium) wurden in 8 ml Medium
aufgenommen und 3 min bei 210xg zentrifugiert. Dverstand wurde verworfen, das
Zellpellet in 12 ml Zellkulturmedium aufgenommenduim eine 75 crh Zellkulturflasche

Uberfuhrt. Die Kultivierung der Zellen erfolgte wister 2.2.1.1 beschrieben.

2.2.1.3 Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden beim Erreichen einer Konfluenn 89% mithilfe von Trypsin-EDTA-
Losung abgeldst und anschlieBend zentrifugiert. Dberstand wurde abgesaugt, die
Zellen in 2 ml Kryomedium aufgenommen und in eiryétbhrchen tberfihrt. Um ein
langsames Absinken der Temperatur zu gewahrleistemien die Rohrchen in einen
Styroporbehélter verpackt, 24 h bei -80°C gelagerd anschlielend in der Gasphase
flissigen Stickstoffs langfristig gelagert.
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2.2.1.4 Zellzahlung

Zur Ermittlung der Zellzahl wurden die Zellen imer Neubauer-Kammer gezahlt. Dazu
wurde zunédchst das Medium abgesaugt. Um die Zeiten Boden der Kulturflasche
abzulésen, wurden 5 ml Trypsin EDTA Lésung aufZédlen gegeben und fir 10 min bei
37°C im Brutschrank inkubiert. Die Zellsuspensionrge in ein Zentrifugenréhrchen
Uberfuhrt und durch Zugabe von 5 ml frischem Medworde das Trypsin inaktiviert.
Nach einer Zentrifugation fur 3 min bei 210xg, wairder Uberstand abgesaugt und die
Zellen in 4 ml frischem Medium resuspendiert. 2@at Zellsuspension wurden unter das
Deckglaschen einer Neubauer-Zahlkammer pipettigditdie lebenden Zellen in 4 grof3en

Quadraten gezahlt. Die Zellzahl wurde mit der ursiegegebenen Formel berechnet.

GesamteZellzahl a
x10
4 Quadrate

Zellzahl/ ml =

2.2.2 Zellbiologische Methoden

22.2.1 Zellviabilitybestimmungen mittels WST-1 Test

Bei dem WST-1 Test handelt es sich um einen koketriischen Viabilitytest. Succinatde-
hydrogenasen vitaler Zellen spalten das Tetrazaaimzum rétlichen Formazansalz. Die
Farbintensitat korreliert direkt mit der Anzahl metlisch aktiver Zellen und kann im
ELISA Reader Lambda E kolorimetrisch bestimmt warde

Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 1xX1 200ul Medium pro Well in eine
96 Well-Mikrotiterplatte ausgesat und unter Staddadingungen bei 37°C und 5% €0
im Brutschrank inkubiert. Als Kontrolle dienten wtiandelte Zellen. Nach Durchfihrung
des unter Punkt 2.2.2.5 beschriebenen Versuchduoitscerfolgte die Zugabe von 20
WST-1 Reagenz pro Well. Nach jeweils 30, 60 unar@@tiger Inkubationszeit bei 37°C
im Brutschrank wurde das farbige Reaktionsprodukitcld Absorptionsmessung bei
450 nm und der Referenzwellenlange von 690 nm ImMSEL Reader Lambda E
quantifiziert. Wenn nicht beim jeweiligen Experinbeanders angegeben, wurden pro
Ansatz Triplikate durchgeftihrt und der Mittelwertdudie Standardabweichung berechnet.
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2.2.2.2 Apoptose-Nachweis

Mithilfe des Cell Death Detectit® ELISA (Roche) lasst sich DNA-Fragmentierung in
Zelllysaten feststellen und somit Apoptose mesBém.Apoptose ist charakterisiert durch
blaschenférmige Ausstilpungen der Plasmamembrandéfsation des Zytoplasmas und
Aktivierung einer endogenen Endonuklease, woduschue Anreicherung der Mono- und
Oligonukleosomen im Zytoplasma der sterbenden Zellamt. Der Test basiert auf dem
quantitativen Sandwich-Enzym-Immunoassay-PrinzigemurVerwendung zweier Anti-
korper gegen DNA und Histon-Proteine. Dies ermddlaen spezifischen Nachweis von
Mono- und Oligonukleosomen in der zytoplasmatisciireaktion von Zelllysaten. Im
ersten Inkubationsschritt wird ein biotinylierterntkHiston-Antikérper adsorptiv am
Boden einer mit Steptavidin beschichteten Mikrofitatte gebunden. Die in der Probe
enthaltenen Nukleosomen binden tber ihren Histoteihan den biotinylierten Histon-
Antikorper. Der zweite Peroxidase-konjugierte Abtier bindet den DNA-Anteil der
Nukleosomen. Nach Auswaschen des ungebundenen i®asexKonjugates wird dem
Testansatz im Uberschuss ABTS als Substrat zugefdag Substrat wird durch den
Peroxidase-konjugierten DNA-Antikorper umgesetzd uss kommt zu einem Farbum-
schlag.

Die Durchfihrung des Assays erfolgte entsprechesidl Aingaben des Herstellers. In
96 Well-Mikrotiterplatten wurden jeweils 1xi@ellen in 200 pl des entsprechenden
Mediums ausgesat und unter Standardbedingungedi’b€i und 5% C@im Brutschrank
kultiviert. Als Kontrolle dienten unbehandelte &l Weitere Kontrollen wie Positiv- und
Negativkontrolle (Inkubationspuffer) waren gebrasfefitig im CDD Kit enthalten.
Gemessen wurde die Absorption bei 405 nm und diar&ewellenlange von 490 nm mit
dem ELISA Reader Lambda E. Wenn nicht beim jewerigExperiment anders
angegeben, wurden pro Ansatz Triplikate durchgefiinmd der Mittelwert und die
Standardabweichung berechnet.

Zur Auswertung des Apoptoseassays wurde ein songégra,enrichment factor* (EN)

nach unten stehender Formel berechnet.

_ mittlere Absorptionder behandelten Zellen
mittlere Absorptionder unbehandeien Zellen
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Er gibt die spezifische Anreicherung von Mono- u@tigonukleosomen an, die ins
Zytoplasma apoptotischer Zellen freigesetzt wurdgsi. einem EN von 1 ist der Antell
apoptotischer Zellen in Probe und Kontrolle gleiBki einem Wert gréf3er 1 ist der Anteil

apoptotischer Zellen in der Probe im Vergleich Kantrolle erhoht.

2.2.2.3 Nekrose-Nachwelis

Die Nekrose ist charakterisiert durch Kondensatider Kernsubstanz und durch
Anschwellen der Zellorganellen. Die Folge ist dé&tZen der Zelle durch Schadigung der
Plasmamembran. Dadurch werden Stoffe aus dem Agal freigesetzt. Eine schnelle
Methode zum Nachweis von Nekrose ist die BestimmierAktivitdt des zytosolischen
Enzyms Laktatdehydrogenase (LDH) im Uberstand velieE mithilfe des Cytotoxity
Detection Kif"® (Roche). Die Aktivitat dieses Enzyms wird nach zwazymatischen
Schritten gemessen. Im ersten Schritt katalysiddH Ldie Oxidation von Laktat zu
Pyruvat, wahrend NADzu NADH + H reduziert wird. Im zweiten Schritt transferiert
Diaphorase H/Hauf das Tetrazoliumsalz, das dadurch zu Formalzaresiuziert wird.

In 96 Well-Mikrotiterplatten wurden jeweils 1xi@ellen in 200 pl des entsprechenden
Mediums ausgesat und unter Standardbedingungedi’b€i und 5% C@im Brutschrank
kultiviert. Als Kontrolle dienten unbehandelte £l Als Positivkontrolle dienten lysierte
Zellen. Fur den LDH-Test wurden 1Q0des zellfreien Uberstandes aus der Mikrotiter-
platte abgenommen und in eine neue 96 Well-Mileqgtiatte pipettiert. AnschlielRend
wurde ein Reaktions-Mix frisch angesetzt, indem rdgnul Catalyst mit 112,5 pl Dye-
Losung mischt. Der zellfreie Uberstand wurde mi® fiDReaktions-Mix versetzt und zur
enzymatischen Farbreaktion 10 min bei 37°C im Biutsnk inkubiert. Zur Beendigung
der Reaktion wurden 5 Stopp-Losung in die Wells pipettiert. Die Messudgr
Absorption erfolgte bei 490 nm und einer Referenlemtinge von 690 nm mit dem
ELISA Reader Lambda E. Wenn nicht beim jeweiligexp&iment anders angegeben,
wurden pro Ansatz Triplikate durchgefihrt und deittdwert und die Standard-

abweichung berechnet.
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2224 Proliferations-Nachweis

Mithilfe des Cell Proliferation ELISA, BrdU Kit (Rdhe) wurde die Bestimmung der
Zellproliferation durchgefuhrt. Das Prinzip diedéethode beruht auf der Markierung neu
synthetisierter DNA durch den Einbau des Thymidalagons 5-Brom-2-desoxyuridin
(BrdU) anstelle von Thymidin in die DNA proliferemder Zellen. Die Inkubation der
Zellen mit BrdU erfolgte in diesem Versuch fur @sden. BrdU wurde anschlieRend
durch spezifische BrdU-Antikorper mit konjugiertdvieerrettichperoxidase (POD)
detektiert, welche das zugegebene Tetramethylben@d1B) zu einem blauen Farbstoff
umsetzt.

Die Durchfihrung des Assays erfolgte entsprechesidl Aingaben des Herstellers. In
96 Well-Mikrotiterplatten wurden jeweils 1xi@ellen in 200 pl des entsprechenden
Mediums ausgesat und unter Standardbedingungedi’b€i und 5% C@im Brutschrank
kultiviert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Z#ll Gemessen wurde die Absorption bei
450 nm und der Referenzwellenlange von 660 nm mam ELISA Reader Lambda E.
Wenn nicht beim jeweiligen Experiment anders angegewurden pro Ansatz Triplikate
durchgefuhrt und der Mittelwert und die Standardailsivung berechnet.

2.2.25 Transfektion der Zelllinien mit sSIRNA

RNA-Interferenz (RNAI) ist eine Methode zur postisiriptionalen Genunterdriickung
mithilfe von kleinen (21 - 28 Nukleotide) Doppetstg-RNAs, den sogenannten ,small
interfering RNAs* (sSiRNA). Die kleinen doppelstraggn RNA-Molekile, deren Sequenz
komplementar zu der Sequenz der mRNA des stillamdgn Gens ist, werden in einen
Riboprotein-Komplex, den sogenannten ,RNA inducelknsing complex® (RISC),

integriert und spezifisch einer der beiden RNA-Sgeientfernt. Der RISC kann nun an die
komplementare Ziel-mRNA binden und diese spaltatratellulare Exonukleasen bauen
schnell die entstandenen RNA-Fragmente ab. DurelR8A-Interferenz wird die mRNA

des Zielgens herunterreguliert und infolgedessesttiamskriptionell die Genexpression

spezifisch reprimiert.
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Transiente Transfektion von Tumorzelllinien mithéfR

Die Transfektionen sowie deren Kontrolle mittels 3féen Blot wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Markus Greinerlastitut fir Medizinische Biochemie
und Molekularbiologie des Universitatsklinikums d&garlandes in Homburg durch-
gefuhrt. Fur die Transfektion von siRNA Oligonukielen wurde das Transfektions-
reagenz HiPerFect von Qiagen verwendet. Die Zelmmden einen Tag vor der
Transfektion 1:2 subkultiviert. Vor der Transfektiourden jeweils 2,4xf@ellen in eine

6 Well-Companionplate ausgeséat. Fir jeden Ansatevul,2 pl der siRNA mit 9@l
OptiMEM ohne Zuséatze verdinnt, anschlielBendulBRiPerFect zugegeben und 10 min
bei RT inkubiert. Hinterher wurde der Ansatz aud dnmittelbar zuvor ausgesaten Zellen
gegeben. Nach 24 h erfolgte die Nachtransfektiorza#en mit siRNA in gleicher Weise.
Die Zellernte fur die Invasionsassays wurde nachtenen 24 h durchgefuhrt. Die
Effizienz der Depletion wurde mittels Western Bldverpruift.

Tab.5: Verwendete siRNA’'s

Bezeichnung der verwendeten siRNA"s Sequenz der siRNA's
SEC62UTR siRNA CGUAAAGUGUAUUCUGUACTt
SEC62#1 siRNA GGCUGUGGCCAAGUAUCUULt
Kontroll siRNA AllStars Neg. Control siRNA
2.2.2.6 Invasionsassay

Die Fahigkeit von Tumorzellen durch eine mit Maagtiy beschichtete PET-Membran zu
wachsen, kann fur eine Aussage Uber das invasiten®a der Zellen verwendet werden.
Dabei simuliert die Matrigelschicht die Basallamiima vitro. Als ,Lockmittel* zum
Durchwachsen der Matrigel™-beschichteten Membramtdein Serum-Konzentrations-
gradient. Matrigel™ ist eine rekonstruierte Basatbean, die aus einem Engelberth-
Holm-Swarm-Sarkom der Maus, einem Tumor, der ragthan Proteinen der extra-
zellularen Matrix, isoliert wurde. Es besteht aumminin, Kollagen Typ IV, Heparan-
Sulfat, Proteoglykanen und Entactin. Zudem sind hgagnsfaktoren, einschliel3lich FGF
und TGF-3 enthalten.

Zur Durchfuhrung des Invasionsassays wurden Bio®dsliatrigel™ Invasionkammern

verwendet. Die Invasionskammer besteht aus ein@-Nd&mbran mit einer PorengrofRe
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von 8 um und ist mit einer gleichmafligen Matrigeislst Giberzogen. Zur Vorbereitung
des Versuches wurden die bei -20°C gelagerten &Matigel™ Invasionskammern mit
2 ml 37°C warmem, sterilem 1x PBS Uberschichtet @rd bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Wahrend dessen wurden sowohl die siRISEG62UTR siRNA, SEC62#1
siRNA und Kontroll siRNA (AllStars Neg. Control dNA\)) transfizierten als auch die
unbehandelten Zellen trypsiniert, in ein Zentrifigghrchen tberfihrt und das Trypsin-
EDTA durch Zugabe von frischem Medium inaktivieRie Losung wurde 3 min bei
210xg zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt uadZdllen in frischen 0,5% FKS-haltigen
Medium resuspendiert. Nach Zellzdhlung (siehe 22.Wurde eine Zellsuspension von
2,3x10 Zellen/ml des entsprechenden 0,5% FKS-haltigentutmlediums hergestellt.
1,5 ml dieser Suspension wurden in die bereitsdedrsten 6 Well-Matrigel™ Invasions-
kammern ausgesat, wobei jeweils Triplikate dercl@esienen Ansatze eingesetzt wurden.
Die Invasionskammern wurden in die 6 Well-Compaplate, die 3 ml Medium mit 10%
FKS enthielten, gesetzt. Anschlieliend wurden dietdarn flr 48 h bei 37°C und 5%
CO, Atmosphére im Brutschrank inkubiert. Die Unterswatp wurde an folgenden Tumor-
zelllinien durchgefihrt: PC3 (androgenabhangige statakarzinomzelllinie, HT1080
(Fibrosarkomzelllinie), A549 (nichtkleinzellige Bwohialkarzinomzelllinie), H1299
(nichtkleinzellige Bronchialkarzinomzelllinie), T24Blasenkarzinomzelllinie), TX3868
(Glioblastomzelllinie).

Nach der Inkubationszeit folgte das Waschen dera&@nidern in PBS. Die auf der
Unterseite der mit Matrigel™ beschichteten PET-Meanlkbefindlichen invasiv gewachs-
enen Zellen wurden durch 10 mindtige Inkubation Tmypsin-EDTA im Brutschrank bei
37°C und 5% C@abgelost und fur die quantitative Auswertung géizéim Mittelwert der
Triplikate gebildet und die Zellzahlen untereinanderglichen.

Zur Bestimmung der Vitalitat (siehe 2.2.2.1), Zgiaritat (siehe 2.2.2.3) und Proliferation
(siehe 2.2.2.4) wurden 1x1@ellen in einem parallelen Versuchsansatz in 200dium
auf 96 Well-Mikrotiterplatten ausgesat und bei 3711 5% CQ Atmosphére im Brut-
schrank kultiviert. Nach 48 h erfolgte die Ausweu

Zur Uberprufung deSEC62,knock down* wurden die Zellen zusatzlich im Westdlot
analysiert.
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Tab. 6: Fir den Invasionsassay verwendete Losungen

Blockierungslosung: 80 ml 0,1 M Tris/HCL
39 BSA
20 ml FKS

Immunfluoreszenzfarbung von Sec62:

In 24 Well-Matrigel™ Invasionskammern mit FluoroRembran wurden 2,5x£0
Zellen (Becton Dickinson) ausgeséat. Der Versuchsaufwar analog zum 6 Wellsystem.
Die Auswertung erfolgte jedoch nach Sec62-Immumttseenzfarbung der invasiv
gewachsenen Zellen und anschlieRender Dokumenta¢iofarbung mittels Fluoreszenz-
Mikroskopie. Dazu wurden zuvor die Zellen der ueteiSeite der Membran mit PBS
gewaschen, 10 min mit 100% igem, -20°C kaltem Methdixiert und erneut mit PBS
gewaschen. AnschlieRend wurde die Membran fur IDltockiert, die Inserts mit dem
Sec62-Primarantikérper (1:100 mit PBS/ 0,1% BSA duent) 60 min inkubiert,
gewaschen und anschlieend 30 min mit dem Sekumdéingper Alexa Fluor 488-
conjugated goat-anti-rabbit IgG (1:2000 mit PBSI%,BSA verdunnt) inkubiert. Nach
erneutem Waschen mit PBS, erfolgte eine Gegenfgrbuait Propidiumjodid (Konz.
2,5 mg/ml, 1:1000 PBS verdinnt) fur 1 min. Schigfdlwurde die Membran, nach dem
letzten Waschschritt, mithilfe eines Skalpells assnitten, die Seite mit den invasiv
gewachsenen Zellen nach oben auf einen Objekttrdgmgt und mit DAPI-Antifade
eingedeckt. Die Auswertung erfolgte mittels Nikoaligse E600 Fluoreszenzmikroskop.

Zur Dokumentation wurde die Software EclipseNetwesrdet.

2.2.2.7 Induktion von ER-Stress

Zur Induktion von ER-Stress wurden Prostatakarzirelliinien (DU145, LNCaP und

PC3) und die Hautfibroblastenzelllinie (HDF) mitrdER-Stressinduktoren Thapsigargin
und Tunicamycin in den angegebenen Endkonzentatiorkubiert. Untersucht wurde der
Einfluss von ER-Stress auf die Apoptoseinduktiod dan Proteingehalt von Sec62 in den

behandelten Zelllinien.
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Tab. 7:  Verwendete Stressoren und die entsprechenden Kivatzenen

Stressor Konzentration
Tunicamycin 0,25 - 4 pg/ml (Stammisg. 2 mg/ml DMSO)
Thapsigargin 0,25 - 1 uM (Stammisg. 1 mg/ml DMSO)

Die in 75 cmi Zellkulturflaschen kultivierten Zellen wurden zuh&t wie in 2.2.1.1
beschrieben geerntet und mithilfe der Neubauerké&ihimer (siehe 2.2.1.4) gezahlt.
AnschlieRend wurden in eine 6 Well-Companionplagx®2® Zellen in 3 ml Medium
ausgesat und bei 37°C und 5% LCAtmosphare im Brutschrank kultiviert. 24 h spéater
wurden die ER-Stressinduktoren in den entsprechek@azentrationen hinzugefigt und
fur 48 h weiterkultiviert. Unbehandelte Zellen diem als Kontrolle. Am Ende der Inkuba-
tionszeit wurden die Zellen geerntet und mittelssWe Blot analysiert (siehe 2.2.4.1).
Wenn nicht beim jeweiligen Experiment anders angegewurden pro Ansatz Triplikate
durchgefuhrt und der Mittelwert und die Standardaistvung berechnet.

Zur Bestimmung der Apoptoseinduktion (siehe 2.3.2Mirden in einem parallelen
Versuchsansatz 1xi@ellen/200 pl Medium in 96 Well-Mikrotiterplatteausgesat und
bei 37°C und 5% COAtmosphéare im Brutschrank kultiviert. Nach 24 Holgte die
Zugabe der ER-Stressoren, weitere 48 h spater wuddeVersuche ausgewertet. Da die
ER-Stressoren in DMSO geldst wurden, wurde eineihgsmittelkontrolle mitgefiihrt, um
einen Effekt von DMSO auszuschlie3en. Als Positntkalle fur die Apoptoseinduktion

diente die im Kit enthaltene Kontrolle. Pro Ansatzrden Triplikate durchgefuhrt.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Isolierung genomischer DNA aus Zellkulturen

Die Isolierung der DNA erfolgte aus den Prostatakermzelllinien DU145, LNCaP und
PC3. Die Zellkulturen (75 cfirKulturflasche) wurden fiir die DNA-Isolierung trypiert,
zentrifugiert (210xg) und das Pellet in PBS gewascii\nschlieRend wurde das Pellet in
4,5 ml SE-Puffer und 0,5ml 10% iger SDS-Lésunguseendiert, eine Spatelspitze
Proteinase K hinzugegeben und Uber Nacht bei 58Rabiert. Am nachsten Tag erfolgte
die Aufreinigung der DNA durch Zugabe von 2 ml gagéer 6 M NaCl-Losung. Nach
Zugabe von 7 ml PCI (Phenol-Chloroform-lsoamyl) @eirder Ansatz auf einem

Uberkopfschuttler 1 h gemischt und danach 10 min16€0xg zentrifugiert. Die obere
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wassrige Phase wurde in ein 50 ml Falkonrohrchemfibrt. Zum Fallen der DNA wurde
das gleiche Volumen -20°C kalten Isopropanols fgepeben. Nach leichtem Schitteln
wurde die DNA fiir 30 min bei 1000xg zentrifugiestgr Uberstand verworfen, dem Pellet
70% iger Ethanol zugegeben und anschlieRend efmeun bei 18000xg zentrifugiert.
AnschlieBend wurde der Uberstand verworfen und Baflet bei Raumtemperatur
getrocknet. Die DNA wurde in 100 pl.84q geldst und bei 4°C aufbewahrt. Die Konzen-
trationsbestimmung erfolgte mittels NanoDrop-Spgitiotometer (siehe 2.2.3.4).

Tab. 8: Fur die DNA-Isolierung verwendete Puffer und L6osemg

SE-Puffer: 449 NacCl
739 EDTA
ad 1000 ml H20qq
2.2.3.2 Isolierung genomischer DNA aus Blut

10 ml EDTA-Blut wurde in einem 50 ml Zentrifugenréhen mit 30 ml Erythrozyten-
Lysepuffer, zwecks selektiver Hamolyse der Erytliter, durchmischt und 20 min auf Eis
inkubiert. Das entstandene Lysat wurde 10 min Béixd zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Anschlie3end wurde das Pellet in 4,5%@BtPuffer und 0,5 ml 10% iger SDS-
Lésung resuspendiert, eine Spatelspitze Proteikabezugegeben und Uber Nacht bei
55°C inkubiert. Die weitere DNA-Aufreinigung erfagg wie in Kapitel 2.2.3.1
beschrieben. Die Konzentrationsbestimmung erfolgigels NanoDrop-Spektrophoto-
meter (siehe 2.2.3.4).

Tab. 9: FUr die DNA-Isolierung verwendete Puffer und Losemg

Lysepuffer: pH 7,4 8,39 NH,CI
0,03 g EDTA
1g KHCO;

ad 1000 mi H20qq

SE-Puffer: 4,449 NacCl
7,39 EDTA

ad 1000 ml H204q



Material und Methoden Seite 53

2.2.3.3 Isolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturen

Zur lIsolierung von Gesamt-RNA aus Zellkulturen wairder Nukleospin RNA 11 Kit

verwendet. Er basiert auf dem Prinzip einer Sal#imitatschromatographie. Die
Isolierung erfolgte gemald der Anleitung des Heletgl Die Konzentrationsbestimmung
erfolgte mittels NanoDrop-Spektrophotometer (siél23.4). Die RNA wurde bei -80°C

gelagert.

2234 Quantifizierung und Reinheitskontrolle von Nukleinguren

Die Konzentrationsbestimmungen der isolierten RNAwd DNA-Proben erfolgten mit
dem NanoDrop-Spektrophotometer. Die RNA- und DNAaKentration wurden durch
Absorptionsmessung bei der Wellenlange 260 nm rbesti Der Absorptionsquotient
A260/A280 sollte fur reine RNA etwa 1,9 - 2,1 urid DNA 1,8 - 1,9 betragen.

2.2.35 Reverse Transkription

Pro Reaktionsansatz wurdeu$§ Gesamt-RNA, die aus Zelllinien mit dem Nukleospin
RNA Il Kit extrahiert wurde (siehe 2.2.3.3), einge”. Fur die Umschreibung wurden
Oligo(dT)gPrimer eingesetzt. Diese binden an den Poly-A-Scizawder mRNA und
dienen als Start-Sequenzen fur die Reverse Trantakg, die den komplementaren cDNA-
Strang synthetisiert. Die Reverse Transkriptiondeun einem 2@l Ansatz durchgefuhrt.
Zusammenpipettiert wurdenul dNTPs (10 mM), Jul Oligo(dT)s Primer, 5 pg RNA und
HoO4q (@d 12 pl). Um die RNA zu denaturieren wurde ders#tz 5 min bei 65°C
inkubiert. Nach der Denaturierung wurdeml4First Strand Puffer, gl DTT und 1 pl
RNaseOUT zugegeben und fir 2 min bei 42°C inkubiBie reverse Transkription
erfolgte mit der Superscript I (200 U) bei 42°Cr f60 min. AnschlieRend wurde das
Enzym durch Erhitzen auf 70°C fir 15 min inaktivieDie Konzentrationsbestimmung
erfolgte mittels NanoDrop-Spektrophotometer (si2t#3.4). Die cDNA wurde bei -20°C

gelagert.
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2.2.3.6 Polymerase Kettenreaktion

Mithilfe der Polymerase Kettenreaktion (PCR) istne8glich, spezifische DNA-Bereiche
in vitro zu amplifizieren. Die Methode basiert auf einer lizghen Abfolge von

Denaturierung der Template-DNA, Anlagerung sequeezfischer Primer und Synthese
einer komplementaren DNA-Kopie durch eine DNA-Potyase mit Proofreading-
funktion. Durch die zyklischen Wiederholungen komed zu einer exponentiellen

Vervielfaltigung der Zielsequenz im Reaktionsansatz

PCR fur Sequenzierung:

Zur spezifischen Amplifikation déBEC62Exons wurde die PCR verwendet. CBSC62
Gen besteht aus 8 Exons. In Abbildung 4 sind dieganetische und die physikalische
Position vonSEC62auf Chromosom 3 dargestellt.

Eingesetzt wurden jeweils 50 ng der aus Zelllinied Lymphozyten isolierten DNA. Fur
die problematischen PCR-Reaktionen der Primer 4né& 8 wurde das Expand Long
Template PCR-System eingesetzt. Die restlichen RE€&ktionen wurden mit der Proof
Start DNA-Polymerase durchgefuhrt.

Im Anschluss an die PCR-Reaktion wurde die amjpdifte DNA mithilfe des PCR-
Purifikation-Kits unter Verwendung der mitgeliefant Puffer und L6ésungen nach der
Anleitung des Herstellers gereinigt. Die Qualitétr @amplifizierten PCR-Produkte wurde
mittels Agarosegelelektrophorese Uberprift (siel2327). 200 ng der aufgereinigten
PCR-Produkte mit den dazugehorigen Primern wurdgr-g¢ma GENterprise GmbH zur
Sequenzierung Uberlassen (siehe 2.2.3.10).
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Abb. 4:  Physikalische und zytogenetische Lokalisierung \RIEC62 A Lokalisierung von
SEC62auf Chromosom 3 (rot umrande®.Region im Uberblick mit genauer Lage des

SEC62Gens und den benachbarten Ger@@ond D Transkript vonSEC62(Abbildung
aus ENSEMBL)

Pipettierschema:

DNA (50 ng/pl) 1l
dNTP's (10 mM) 1,5 pl
Puffer 5 ul
Primer forward 1ul
Primer reverse 1ul
Polymerase 1l

H2O0uq 39,5 ul



Material und Methoden Seite 56

PCR-Programm fiir Primer 1,2, 3, 6 und 7:

1x 95°C 5 min
94°C 1 min
40x 56°C 1 min
72°C 2 min
1x 72 °C 10 min

PCR-Programm fiir Primer 4, 5 und 8:

1x 94°C 5 min
94°C 1 min
35x 57°C 1 min
68°C 2 min
1x 68°C 5 min

2.2.3.7 Agarosegelelektrophorese

Mithilfe der Gelelektrophorese kdnnen DNA-Molekiilaterschiedlicher Grof3e in einem
elektrischen Feld voneinander getrennt werden. 8e¥8X Le Agarose wurde mit einer
Endkonzentration von 1% in TAE-Puffer aufgekocht whe Losung in eine Gelkammer
gegossen. Zur Bestimmung der Grof3e einzelner Nndderefragmente wurde 1 pul DNA-
Molekulargewichtsmarker (100 bp Leiter) mit auf dasl aufgetragen. Die Visualisierung
der aufgetrennten Molekiile erfolgte durch den kakerenden DNA-Farbstoff Ethidium-

bromid, welcher den Gelen zugesetzt wurde (Endkaraion: 0,1ul/ml). Nach beendeter

Elektrophorese wurden die DNA-Banden der Gele isitth/-Licht sichtbar gemacht und
mit dem IMAGO Compact Imaging System zur Dokumeatatotografiert.

Tab. 10: FUr die Agarosegelelektrophorese verwendete Puffer

TAE-Laufpuffer: pH 8 724 Tris Acetat
0,39 EDTA
ad 1000 ml H20qq
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Fluoreszenzn situ Hybridisierung

Die Fluoreszenmn situ Hybridisierung (FISH) dient dem Nachweis von stu&llen und
numerischen Chromosomenabberationen. Das Prineipl8&l beruht auf der spezifischen
Bindung von markierten DNA-Einzelstrangfragment&or{den) an die komplementéare
DNA-Zielsequenz der zu untersuchenden Zelle. Died8owird durch den Einbau
modifizierter Nukleotide wie z.B. Biotin oder Diggenin, markiert. Diese modifizierten
Nukleotide tragen ein kovalent gebundenes Repodiekiil, welches nach der Hybri-
disierungsreaktion durch den Einsatz spezifiscHeorészenzgekoppelter Antikorper-
systeme detektiert wird. Die verwendete Sonde wude BAC's (,bacterial artificial
chromosomes") generiert. Der BAC-Klon RP11-379 Kanmthalt die Sequenz fur das
humaneSEC62Gen. Die zytogenetische Position des Klons liedt@romosom 3g26.2
und die physikalische Position zwischen 169.618 Md 169.821 Mb (siehe Abbildung
5). Als Kontrolle diente dikkommerziell erhaltliche Digoxigenin-markierte Zeortrer-

sonde fur das Chromosom 3 D3Zh. allen Fallen wurde eine Doppelhybridisierung

vorgenommen.
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—_— —————
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Chromosome bands | q26.2
EnsemblHavanag. ™ ol i T ee—— == T =
-
“LRRC31 i
“RP11-379K17.5 “RP11-379K17.4 *AC008040.2
“RP11-379K17.7 “RP11-379K17.3 “RP11-379K17.6
'RP11-379K17.2 *RP11-379K1
ncRNA gene ‘__L_. Lar09389
Tilepath | FP11-362K14
3 -~ RP11-379K17 . . .
169.60 Mb 169.65 Mb 169.70 Mb 169.75 Mb 169.80 Mb
—=miReverse strand 275.95 Kb
There are currently 91 tracks tumed off.
Ensembl Homo sapiensversion 57.37b (GRCh37) Chromosome 3: 169,560,939 - 169,836,890
Gene Legend M protein coding W processed transcript
I merged EnsemblMHavana I pseudogene
I RNA gene

Abb. 5:  Zytogenetische und physikalische Position des BAGK RP11-379 K17
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Herstellung von DNA-Sonden:

Der verwendete BAC-Klon RP11-379 K17 wurde vom BACP Resources Center
Children’s Hospital (Oakland Research Institutekl@ad, CA) bezogen. Er hat eine Lange
von 202.918 kb. Zur Anreicherung wurden rekombiaagtcoli-Bakterien in 11 LB-

Medium mit dem Selektionsantibiotikum Chloramphehi¢12,5 ug/ml) tber Nacht bei
37°C im Schuttelinkubator kultiviert. Die BAC-Iselung erfolgte gemald Hersteller-

angaben mittels Plasmid Maxi Kit.

ALU-PCR:

Zur Amplifikation der in der BAC-Klon-DNA enthaltem humanen DNA (einschlie3lich
SEC62Sequenz) wurde eine sogenannte ALU-PCR durchgefiéiuU-Sequenzen sind
repetetive Sequenzen, die sich nur im menschlidBenom befinden. Mithilfe dieser
speziellen PCR ist es mdglich nur diese genomischequenzen zu amplifizieren. Es
werden spezielle Primer mit variabler Basenseqwenzendet, so dass die Primer an die
unterschiedlichen repetitiven Sequenzen binden d&dnnwelche auf diese Weise
amplifiziert werden. Die PCR wurde mit folgendeinfarn durchgefihrt:
Y= Pyrimidin, R= Purin

Primer Sequenz
AluBari-1 5 GGATTACAGGYRTGAGCCA 3°
AluBari-2 5" RCCAYTGCACTCCAGCCTG 3°

Pipettierschema:

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3
DNA RP11-379 K17 (400 ng/ul) 2 ul 2 ul 2 ul
PCR-Puffer 10x 5 ul 5 ul 5 ul
dNTP’s (10mM) 5 ul 5 pl 5 ul
Primer AluBari-1 1l / 1l
Primer AluBari-2 / 1 pl 1l
Hot Start Taq 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul

H5044 36,5 ul 36,5 ul 36,5 ul
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Es wurden drei Reaktionen durchgefuhrt. Im ersteisa®z wurde nur der erste Primer
zugegeben, im zweiten Ansatz nur der zweite undlitten Ansatz wurden beide Primer
zugesetzt. Damit sollte eine moglichst komplette phifikation der ALU-Sequenzen

erreicht werden.

PCR-Programm:

1x 95°C 15 min
95°C 1 min
40x 65°C 1 min
72°C 4 min
1x 72°C 10 min

Zur Kontrolle der Amplifikation in der ALU-PCR wued ein Aliquot von 3u der
Reaktionsansatze in einem 1% igen Agarosegel elghkbretisch aufgetrennt (siehe

2.2.3.7). Fur die Markierung wurden alle 3 Realdmmsatze gepoolt.

Markierung der DNA-Sonden durch Random Priming:

Die Markierung der ALU-PCR-Produkte erfolgte mit ndeBioPrime DNA Labeling
Systems. Zu 100 ng DNA wurden 20 pl 2,5x Randormeriund TE-Puffer bis zu einem
Gesamtvolumen von 30 ul dazugegeben. Der Reaktisata wurde 5 min bei 95°C
inkubiert und anschlielend 1 min auf Eis gelageaich Zugabe von 5 pl 10x dNTP-Mix,
14 pl HOq4q und 1 pul Klenow-Fragment wurde der Ansatz gemiseid 1 h bei 37°C
inkubiert. Die Inaktivierung der Reaktion erfolgteit 5 ul Stopp-Puffer. Die markierte
DNA wurde mit 5,511 3 M Natriumacetat und 1378 -20°C kalten 96% igen Ethanol fur
30 min bei -80°C prazipitiert. Der Ansatz wurde ddoei 18000xg zentrifugiert, das Pellet
mit 100ul -20°C kalten 70% igen Ethanol gewaschen, nacteuwdem Zentrifugieren
getrocknet und in 20 pl4@qq gelost.

Dot Blot:

Die Effizienz des Biotineinbaus in die DNA-Sonde rdel durch einen Dot Blot
quantifiziert. Von der markierten DNA wurden zunéch Verdinnungen (1:10, 1:100,
1:1000, 1:10000, 1:100000) in 6x SSC-Puffer herldestle 2ul der verdiinnten DNA
wurden auf eine Nitrozellulose-Membran pipetti@® min getrocknet und anschliel3end
die DNA durch UV-Crosslinking fiir 2 min bei 1200qule/cnf an die Membran kovalent
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gebunden. Die Membran wurde dann 30 min in Blockigslosung inkubiert, um unspezi-
fische Bindungen abzudecken. Nach kurzem WascheNeémbran in TN-Puffer erfolgte
eine Inkubation mit Puffer 1 fir 30 min. Anschlie@deerfolgte ein Waschschritt in TN-
Puffer und eine 10 minutige Aquilibrierung in Dotffer. Fir die abschlieRende Farbreak-
tion wurde die Membran 30 min im Dunkeln in Pufterinkubiert. Das Abstoppen der
Reaktion erfolgte mit 70% igen Ethanol. Bei erfeigher Biotinylierung sollten samtliche

DNA-Verdinnungen auf der Membran zu erkennen sein.

Tab. 11: FUr den Dot Blot verwendete Puffer und Lésungen

TN-Puffer: pH 7,5 119 Trisbase
8,76 g NacCl
ad 1000 ml H204q
Blockierungsldsung: 1g Magermilchpulver
30 ml 20x SSC
70 ml H>O44q
Dot-Puffer: pH 9,5 1219 Trisbase
8,76 ¢ NacCl
10,16 g MgCl,
ad 1000 ml H204q
Puffer 1: 3ml TN-Puffer
3ul Streptavidin alkalische Phosphatase
Puffer 2: 5,7 ml TN-Puffer
33 ul NBT (4-Nitro-blue-tetrazolium-chlorid)
25 pl BCIP (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphat)

Chromosomenpréaparation aus Zellkulturen:

Die Anzucht der permanenten Zelllinien fur die Ghosomenpraparation erfolgte in
25 cnf Kulturflaschen. Am Vortag der Chromosomenpraparativurde ein Medien-
wechsel vorgenommen, um die Zellteilung zu stimrahe Vor der Chromosomenprépa-
ration wurden die Zellkulturen mit 1 Tropfen Coladmversetzt und fir 40 min im
Brutschrank inkubiert. Das Medium der Zellen wuralegesaugt. Nach Zugabe einer

Trypsin EDTA Lésung fir 5 min bei 37°C im Brutschkavurden die Zellen vom Boden
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der Zellkulturflasche gelost und die Zellsuspensiomin Zentrifugenréhrchen tberfuhrt.
Nach Zentrifugation bei 210xg fiir 3 min wurde ddvelstand verworfen. Zu dem Pellet
wurde innerhalb von 3 min tropfenweise eine hypetadsung (0,0375 M KCI, 37°C)
hinzugegeben. Nach erneuter Sedimentation wurdeUtherstand verworfen. Zu dem
Pellet wurde tropfenweise eine -20°C kalte Fixieulig (3:1 Methanol/Eisessig)
zugegeben und standig resuspendiert. Die Lésundeniilr 1 h bei -20°C inkubiert. Sie
wurde anschlieRend zentrifugiert, der Uberstanaveefien und das Pellet in -20°C Kalter
Fixierlosung resuspendiert. Nach anschlielendetrifiggation, erfolgten die Zugabe von
Fixierlosung und das Auftropfen auf angefeuchtetbjekitrager. Diese werden
anschlie3end auf einer Heizplatte (80°C) getrocknet

Sondenvorbehandlung:

500 ng Biotin-markierte SEC62Sonde, 500 ng Digoxigenin-markierte Chromosom 3
Zentromer Sonde sowie 12 pg Cot-1 DNA und 0,1 Vaon3 M Natriumacetat wurden
gemischt. Nach Zugabe von 3 Volumen Ethanol (albs@lurde die DNA 1 h bei -70°C
gefallt und anschlieRend fir 30 min bei 18000xg 4%¥C zentrifugiert. Der Uberstand
wurde verworfen, die DNA in 100 pl 70% igen Ethageilvaschen (Zentrifugation 10 min,
18000xg bei 4°C) und fur 20 min getrocknet und hheBend in 2,5 ul deionisiertem
Formamid 30 min auf einem Schuittler gelost. Nach gabe von 2,5l
20% Dextransulfat/4x SSC wurde die DNA-L6sung weite0 min geschuttelt, danach fur
5min bei 75°C denaturiert und ein Preannealing 3iifC Wasserbad fur 30 min

durchgefuhrt.

Vorbehandlung der Chromosomenpraparate und Hyhadisqg:

Auf den Objekttrager wurden 100 pl RNaseA-Losungeten, mit einem Deckglas
abgedeckt und fur 30 min bei 37°C in einer feuclf@ammer inkubiert. Danach wurden
die Praparate dreimal 5 min mit 2x SSC gewaschem ¥erdau der Proteine erfolgte ein
Pepsin-Verdau fur 1 min bei 37°C in einer Kuvef®lgend wurden die Objekttrager
5 min PBS gewaschen, 10 min in 4% PFA inkubiert dadach die Praparate 5 min mit
2x SSC gewaschen. Je 3 min bei RT wurden die Chsomenpraparate in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80% und 96%) delkyd Nach dem Lufttrocknen
wurden die Objekttrager mit 1Q0 Denaturierungslosung uberschichtet, mit einem
Deckglas abgedeckt und fur 1 min bei 75°C auf deizplatte inkubiert. Es erfolgte erneut

eine Dehydrierung der Praparate fur je 3 min miteei-20°C kalten aufsteigenden
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Alkoholreihe (70%, 80% und 96%) mit anschlie3erdg#ttrocknung. Die vorbehandelten
Objekttrager wurden auf einer Heizplatte erwarmf°(3, die DNA-Proben auf die
Metaphasenspots gegeben, mit einem Deckglas aldldedst mit Fixogum abgedichtet.
Zur Hybridisierung erfolgte eine Inkubation der €ldjrager fur drei Tage bei 37°C in

einer feuchten Kammer.

Tab. 12: FUr die Chromosomenvorbereitung verwendete Puffdridsungen

RNaseA-L6sung: 1ul RNaseA (10 mg/ml)
99 pl 2x SSC
Pepsin-Verdauldsung 50ul Pepsin (100 pg/ml)
135 pl 2 N HCl
100 ml H2Oqq
Denaturierungslosung 7 mi deionisiertes Formamid
3 ml 2x SSC
4% PFA: 40 g PFA
ad 1000 ml PBS

Stringenzwaschung und Detektion:

Nach Entfernen der Deckglaser wurden die Objekttréigeimal 5 min in Waschlosung 1
(45°C), zweimal 5 min in Waschlésung 2 (45°C), eshrd min in Waschlésung 3 (RT)
und 10 min in Waschlésung 4 (RT) gewaschen, umeripch gebundene Fragmente zu
l6sen. Es folgte ein 30 mintiger Blockierungssithn einer feuchten Kammer bei 37°C.
Zu Detektion des Biotin-Signals wurde eine Inkubatimit 100 pl Blockierungslésung
(siehe Dot Blot) und 1 pl Streptavidin-FITC fur abn in einer feuchten Kammer bei
37°C durchgefuhrt. Nach drei funfminttigen Waschemgn Waschlésung 4 bei 37°C
erfolgte die Detektion des Digoxigenin-Signals gigichzeitiger Verstarkung des Biotin-
Signals durch Inkubation mit 100 pl Blockierungsidg, 1 pl Anti-Digoxigenin-Cy3 und
1 pl Bio-Anti-Streptavidin bei 37°C fur 30 min iredfeuchten Kammer. Durch weiteres
Waschen von dreimal 5 min in Losung 4 bei 37°Clgtéoeine weitere Signalverstarkung
durch Zugabe von Streptavidin-FITC (1:100) und Gaat-mouse-Cy3 (1:100) in
Blockierungsloésung fur 30 min bei 37°C. Die Praparavurden dreimal fir 5 min mit
Losung 4 gewaschen, anschliel3end in einer aufsidgggeAlkoholreine dehydriert, luftge-
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trocknet und in Vectashild DAPI-Antifade zur Kerggafarbung eingedeckt und
mikroskopiert.

Tab. 13: FUr die Stringenzwaschung und Detektion verwenBaféer und Lésungen

Waschl6sung 1: 500 mi Formamid
50 ml 20x SSC
450 ml H204q
Waschlésung 2: 100 ml 20x SSC
900 mi H20 qq
Waschlosung 3: 0,5ml 20x SSC
99,5 ml H204q
Waschlosung 4: 200 ml 20x SSC
1ml TritonX 100
800 ml H204q
Auswertung:

Die Auswertung der Praparate erfolgte am Olympu$BXuflicht-Fluoreszenzmikroskop

(VergroRerung 600-fach), das mit folgenden Fluaeasfiltern ausgestattet war.

Tab. 14: Filtercharakteristika der Fluoreszenzfilter

Anregungsfilter Emissionsfilter Strahlenteiler
[nm] [nm] Transmission [nm]
DAPI 360 - 370 > 420 400
FITC 460 - 490 515 - 550 505
Rhodamin 520 - 550 > 580 565

Pro Praparat wurden 200 Interphasekerne auf dieainihrer Fluoreszenzsignale
ausgezahlt. Das Auszahlen der Praparate erfolgte iKaterien von Hopman et al. (1991)
(Hopman et al., 1991), wobei Uberlappende Kernétngewertet wurden. Metaphasen
wurden mittels einer CCD-Kamera digitalisiert undé der ISIS Software bearbeitet und
gespeichert

Zur Qualitatsbestimmung und Uberpriifung der Hyisi@iungsbedingungen wurden beide
Sonden simultan auf Chromosomen eines gesunderd&gemybridisiert. Fur jede Sonde

wurden jeweils zwei Signale erwartet. Dabei ergath sine Streuung um diesen
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Erwartungswert. Die Streuung ist auf Fehlhybridisngen oder somatische Chromoso-
menpaarungen zurlckzufuhren. Es ist anzunehmers, aash bei den Praparaten der
Tumorzelllinien eine Streuung in gleicher Grol3emowrty um den tatsachlichen Wert
auftritt.

Um zu entscheiden, ob die untersuchten Tumorztinsignifikante Aberrationen
aufweisen, wurde die zu erwartende Streuung idmvertung mit einbezogen.

Hierzu wurden zunachst die Mittelwerte (in Prozestys den Ergebnissen der Kontroll-
gewebe fur O bis 3 Signale ermittelt und anschlie3end die Standavdechung, die ein

Mal fir die Streuung darstellt, berechnet.

— 1 n
X ==0) X,
n =
X = Mittelwert n = Gesamtzahl der Signale
1 L Va7
s= |[—DOY X, - X
n-— 1 i=1
s = Standardabweichung X = Mittelwert n = Gesamtzahl der Signale

Aus diesen Werten (MittelwertX() + Standardabweichung (s)) wurden Intervalle
ermittelt, innerhalb dessen ein Wert noch als nbrangesehen werden kann. Lagen die
berechneten Werte der Tumorzelllinien auf3erhalb Id&ervalle, wurde die Probe als

statistisch signifikant verandert klassifiziert.eCauf diese Weise berechneten Mittelwerte,

Standardabweichungen und Toleranzintervalle sirRuinkt 3.1. dargestellt.

2.2.3.8 “real time”-PCR (RT-PCR)

Die Quantifizierung von mRNA wurde in einer RT-P@Gihilfe des HT7900 von Applied

Biosystems und TagMan® Genexpressionassays duidinjeDie Reverse Transkription
erfolgte nach dem in 2.2.3.5 beschriebenen PratdRa RT-PCR ist eine Methode, die es
ermoglicht, die Anzahl der gebildeten DNA-Molekidehon wéhrend der Reaktion zu

erfassen.
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Die DNA-Menge wird mithilfe von TagMan-Proben durclen Fluoreszenz-(Forster)-
Resonanz-Energie-Transfer (FRET) bestimmt. An @hgonuklotidsonde, die an interne
Sequenzen der PCR-Produkte bindet, ist am 5-Endd-laoreszenzfarbstoff (Reporter)
gebunden, am 3-Ende befindet sich ein sogenannien€her, dessen Absorptions-
spektrum dem Emissionsspektrum des Reporterfafbstehtspricht. Sobald der Reporter-
farbstoff angeregt wird, transferiert er die Energiuf den Quencher, so dass keine
Fluoreszenz detektiert werden kann. Durch die Ditikleaseaktivitdt derTag
Polymerase wird bei erfolgreicher Replikation dan8e gespalten und somit der Reporter
vom Quencher rdumlich getrennt. Der FoOrster-Resoianergie-Transfer ist nun nicht
mehr moglich und die Emission des Reporterfarbssokinn proportional zur Degradation
der Sonden und entsprechend der Zunahme des PG@RKBodetektiert werden. Das
Fluoreszenzsignal steigt wahrend der PCR propatianr Menge des Amplifikations-
produktes an. Der Ct-Wert (cycle of threshold) pntht dem Zeitpunkt bzw. dem Zyklus
der PCR, in dem sich das Fluoreszenzsignal gerad#lich von dem Hintergrund-
fluoreszenz abhebt. Je niedriger der Ct-Wert isst@ mehr Kopien des Zielgens sind zu
Beginn in der Probe enthalten.

Die PCR erfolgte in einer 96 Well-Mikrotiterplatte Triplikaten mit einem Reaktions-
volumen von 2Qu pro Well.

Pipettierschema:

cDNA Template (50 ng/ul) 1 pl

TagMan® Gene Expression Master Mix (2> 10l

TagMan® Gene Expression Assay 1yl
H2Oqq ad 20ul

PCR-Programm:

1x 95°C 10 min

95°C 15s
40x
60°C 1 min
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Relative Quantifizierung

Die relative Expression der zu untersuchenden Gemien SEC62siRNA transfizierten
und Kontroll siRNA transfizierten PC3-Zellen wurdemuf unbehandelte PC3-Zellen
bezogen. Die Proben wurden als Triplikate gemessehei der Ct-Wert der drei
Messungen eine Standardabweichung von s = 0,5 tlbgrschreiten durfte. Als endogene
Kontrolle wird ein Referenzgen, ein sogenanntesugéieeping“-Gen, zusatzlich amplifi-
ziert. Es handelt sich dabei um ein Gen, das utsigubrkommt und in den verwendeten
Zellen konstant exprimiert wird. In diesem Versudiente TBP (TATA box binding
protein) als Referenzgen. Zur relativen Quantifizg kam dieAACt-Methode (Pfaffl,
2001) zur Anwendung. Dabei wird im ersten Schriit jede untersuchte Probe der
gemittelte Ct-Wert des Referenzgens vom gemitte@Wert des zu untersuchenden
Gens subtrahiert (entsprichCt). Nach dieser Normierung wird voCt-Wert der Probe
der ACt-Wert der Kontrolle (hier PC3-Zellen unbehandalipezogenAACt). Der relative
Expressionsunterschied (Ratio) zwischen Probe umhtrille ergibt sich aus der

arithmetischen Formel2*“t,

ACt = Ct Zielgen — Ct Referenzgen

AACt = ACt Probe -ACt Kontrolle

Ratio = Z44¢t

2.2.3.9 Sequenzierung

Sequenzierungen der PCR-Produkte (siehe 2.2.3.6)enubei der Firma GENterprise
GmbH (Mainz) in Auftrag gegeben, wobei die Probebeoeitung nach Firmenanleitung
durchgefihrt wurde. Die Sequenzierung der Templatésdgte von beiden Seiten. Zur
Auswertung der Elektropherogramme kam das Progradmomas zum Einsatz. Die

Sequenzen wurden mit dem BLAST-Algorithmus veréiti
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2.2.4 Biochemische Methoden

2241 Western Blot

SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGR)de nach der Methode von
Laemmli (1970) durchgefuhrt, dabei werden Protelae Gré3e nach aufgetrennt. Mittels
Anlagerung des anionischen Detergens SDS an hydbeptGruppen innerhalb der
Proteine kann eine gleichméRige negative Ladunglerwerden, wodurch die Eigen-

ladung der Proteine Uberdeckt wird (Laemmli, 1971Mter Verwendung von diskonti-

nuierlichen Gelsystemen, bestehend aus einem piedentigen Sammelgel und einem
hoherprozentigen Trenngel, wird daflr gesorgt, dasis die auf das Sammelgel aufge-
tragenen Proteine am Ubergang zum Trenngel samumnin das Trenngel einlaufen.
Hierdurch wird eine bessere Trennscharfe erreicht.

Tab. 15: Fur die SDS- Polyacrylamid Gelelektrophorese vedesa Puffer und Losungen

Laufpuffer: 5-fach 159 Tris base
72 9 Glycin
59 SDS
ad 1000 ml H2O4qq
Proteinprobenpuffer: 2-fach 1,875 ml H5O4qq
1,875 ml 0,5 M Tris pH 6,8
3ml Glycerin (50% (v/v))
03¢ SDS
0,29 Bromphenolblau
0,75 ml B-Mercaptoethanol

Mit 20 ul 2-fach Proteinprobenpuffer wurden die amalysierenden Proteinproben
gemischt, Glasbeads dazu gegeben, fur 10 min & 56 Heizblock inkubiert, 30 min

geschattelt und wieder fur 10 min bei 56°C im Hézk inkubiert. Danach erfolgte eine
kurze Zentrifugation (10 s, 15800xg) der Ansatze der Auftrag der Proben auf ein SDS-
Gel. Zur genauen Bestimmung der GroR3e der Proteurde zusatzlich 1 ul ,prestained”

Protein-Molekulargewichtsmarker aufgetragen undhfagend die Elektrophoresekam-
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mer vollstdndig mit Laufpuffer gefullt. Anschlielmvurde eine Stromstarke von 45 mA
fur 3 h angelegt. Der Lauf endete, wenn die Bromph#au-Lauffront den unteren

Gelrand erreicht hatte.

Tab. 16: Schema zur Herstellung der SDS-Gele

Komponenten 12,5% Trenngel 4% Sammelgel
H,0qq 2,86 mi 5,01 ml
40% Acrylamid 4,69 ml 0,9 ml
2% Bisacrylamid 1,25 ml 0,24 ml
1,825 M Tris pH 8,8 6 ml
1 M Tris pH 6,8 0,9 ul
10% SDS (w/v) 150 pl 72 ul
20% APS (w/v) 45 ul 67,5 ul
TEMED 5 pl 10,05 pl
Gesamtvolumen 15 ml 7,2 ml

Elektrotransfer von Proteinen auf PVDF-Membranen:

Nach der SDS-Gelelektrophorese erfolgt der TrandéerProteine aus dem Gel auf eine
Polyvinyldifluorid-(PVDF)-Membran mittels einer Na8lot-Kammer. Der Transfer
erfolgt durch ein elektrisches Feld. Die Membrarrdeuauf Gelgrol3e zugeschnitten, dann
kurz bei RT in Methanol geschwenkt und anschlie[¥&n& min bei RT in Transferpuffer
inkubiert. Im Vorfeld zugeschnittene 3M Whatman-ieap und zwei Schwamme wurden
ebenfalls mit Transferpuffer getrankt. In die Hafiparatur des Blotsystems wurde ein
Schwamm, ein 3M Whatman-Papier, das Gel, die PV¥mblran, ein weiteres 3M
Whatman-Papier und ein weiterer Schwamm aufgetiégtialteapparatur des Blotsystems
zusammengedrickt und in die Tank-Blot-Apparatugesetzt. Dann wurde Transferpuffer
eingeflllt und der Transfer erfolgte unter KilhlerdiRihren tUber Nacht bei 450 mA.

Tab. 17: Fir Elektrotransfer von Proteinen verwendete Puffet Losungen

Transferpuffer: 7,29 Glycin
159 Tris
ad 1000 ml H20qq
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Immundetektion von Proteinen auf PVYDF-Membran:

Um eine unspezifische Anlagerung von Antikdrpern arhindern, wurden vor der
eigentlichen Immundetektion die proteinfreien Regio der PVDF-Membran blockiert.
Hierzu wurde die Membran fur 30 min mit 10 ml Blamkingslésung inkubiert.
AnschlielRend wurde die Membran fur 1 h mit 10 nod&ierungslosung mit dem Primér-
Antikorper (Sec62 1:100, GRP78 1:500 u. GAPDH 1@)0mkubiert. Nun wurde die
Membran fur 5 min zunachst in PBS-Puffer, dann mvaifir 5 min in PBST-Puffer und
nochmals fir 5min in PBS-Puffer gewaschen und ie@ihth mit dem Sekundéar-
Antikorper ECLMPlex goat-anti-rabbit Cy5 (1:1000) inkubiert. Natér Inkubation mit
dem fluoreszenzmarkierten Antikdrper wurde erneigt @ben beschrieben mit PBS/PBST
gewaschen, im Anschluss getrocknet und mit dem Abgp Trio eingescannt. Fir Cy5
wurde der entsprechende Filter verwendet und dienban mit 2Qum Auflésung

eingescannt.

Tab. 18: Fir Immundetektion verwendete Puffer und Losungen

PBS-Puffer: 10-fach pH 7,3 8849 NacCl
649 NaH,PO,
2844 Na,HPO,
ad 1000 ml H>O44q
PBS-Puffer: 25 ml PBS-Puffer 10-fach
ad 250 ml H2Ouqq
PBST-Puffer: 25 ml PBS-Puffer 10-fach
625 pl Tween-20 0,25% (w/v)
ad 250 ml H2Oqq
Blockierungslésung: 2549 Magermilchpulver
5 ml PBS-Puffer 10-fach
ad 50 ml H2O4q
Auswertung:

Die gescannten Blots wurden mittels Image QuantSbftware 5.1 ausgewertet. Dazu
wurden die entsprechenden Banden ausgewahlt ued tigensitaten berechnet. Fir jede

Spur wurden die Werte der Zielproteine anhand desskkeeping Proteins GAPDH
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normalisiert. Wenn nicht beim jeweiligen Experimeariders angegeben, wurden pro
Ansatz Triplikate durchgefihrt und der Mittelwertcdudie Standardabweichung berechnet.

Die Normierung erfolgte auf unbehandelte Zellerzudaurden diese gleich 1 gesetzt.

2.2.4.2 Proteom-Analyse

Fur den Vergleich voSEC62UTR siRNA transfizierten PC3-Zellen mit KontrolRNA
transfizierten PC3-Zellen wurde die 2D Differenceel GElectrophoresis (DIGE)
Technologie gewahlt, um Veranderungen im Proteondeiektieren und anschliel3end
mittels Massenspektrometrie zu identifizieren. Hiewird die e-Aminogruppe des Lysins
der Proteine aus den unterschiedlich behandeltéienZkovalent mit unterschiedlichen
CyDye Fluorochrome (Cy2/Cy3/Cy5) markiert. Die Hieszenzmarkierung der Proben
erfolgt vor der Separation der Proteine mittelsidwmeensionaler Gelelektrophorese. Nach
der zweidimensionalen Gelelektrophorese werderFtliereszenzsignale nach Anregung
der CyDye Fluorochrome mithilfe des Typhoon Trioafgers detektiert und mit der
DeCyder Version 6.5 Software ausgewertet. Die reit DeCyder Software ermittelten
differenziellen Spots werden auf dem préparativesh IGkalisiert, mit einem Spotpicker
ausgestochen und massenspektrometrisch identifiZie Proteomanalyse wurde in
Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Markus Greinestftat fir Medizinische Biochemie und

Molekularbiologie des Universitatsklinikums des S&ades in Homburg) durchgefihrt.

Probenvorbereitung und Proteinextraktion fir DIGE:

In zwei unabhéangigen Experimenten wurden PC3-ZefleghSEC62UTR siRNA und

Kontroll siRNA transfiziert und 72 h nach der erst&ransfektion geerntet, gezahlt,
zweimal mit PBS-Puffer gewaschen und lyophilisi@x1® Zellen wurden in 100 pl
Labelingpuffer aufgenommen und im MP FastPrep24-bigenizer fir 30 s homogeni-

siert.

Protein-Préazipitation und Quantifizierung:

Die Prazipitation mittels 2D Clean-Up Kit trenntoR¥ine von Verunreinigungen wie
Salzen, Lipiden, Nukleinsauren und Detergenziendusch auch die isoelektrische
Fokussierung (IEF) und die Farbstoffmarkierunggedfiz verbessert werden. Die

Préazipitation erfolgte gemaf der Anleitung des tHdess. Das Proteinpellet wurde erneut
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in 100 pl Labelingpuffer aufgenommen. Anschlieleedolgte nach Angaben des
Herstellers die Quantifizierung der Proteinprobetials 2D Quant Kit.

Proteinmarkierung:

Die Cy-Farbstoffe wurden in DMF auf eine Konzentmatvon 400 pmolil verdiinnt. Je
50ug Gesamtproteinlysat wurden 400 pmol Farbstoffegesetzt. Die Markierungs-
reaktion wurde nach dem Protokoll des Herstellenshigefihrt und durch Zugabe von

1 mM Lysin abgestoppt.

Tab. 19: Markierung der Proben mit den verschiedenen Cysdtaften

Ansatz: SiRNA Cy3 Cy5 Cy2
1 SEC62UTR siRNA 50 ug 0 ug 25 ug
2 SEC62UTR siRNA 25 ug 25 ug 25 ug
3 Kontroll siRNA 25 ug 25 ug 25 ug
4 Kontroll siRNA 0 ug 50 ug 25 ug

Die Proben wurden wie unten aufgelistet zusammenipgot und DIGE-Sample-Puffer 2x

bis zu einem maximalen Volumen von 400 ul zugegeben

Tab. 20: Probenzusammensetzung fir IEF-Streifen

Streifen 1 Analytisches Gel: Ansatz 1 Cy3, Cy2
Ansatz 3 Cy5, Cy2
Streifen 2 Analytisches Gel: Ansatz 2 Cy3, Cy2
Ansatz 4 Cy5, Cy2
Streifen 3 Analytisches Gel: Ansatz 1 Cy3,Cy2
Ansatz 2 Cy5, Cy2
Streifen 4 Analytisches Gel: Ansatz 3 Cy3, Cy2
Ansatz 4 Cy5, Cy2
Streifen 5 Praparatives Gel: Ansatz 1 Cy3, Cy2
Ansatz 2 Cy3, Cy2
Ansatz 3 Cy5, Cy2
Ansatz 4 Cy5, Cy2

Ansatz 1, 2, 3 und 4 unmarkiert
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Isoelektrische Fokussierung (IEF):

Die in dieser Arbeit verwendete Methode zur isoeisghen Fokussierung (IEF) der
Proteine bedient sicBarrier Ampholytenwelche in die Gellésung eingearbeitet sind. Der
pH-Gradient bildet sich wahrend der Elektrophorakbméhlich aus. Um die Proteine in
der ersten Dimension nach ihrem isoelektrischenkPuan trennen, wurden die IEF-
Gelstreifen (pH 3 - 11, 24 cm) uber Nacht in Rehyidrerungspuffer gequollen. Die
Gelstreifen wurden in die Apparatur eingelegt unt Mineral6l (Dry Strip Cover Fluid)
Uberschichtet. Die Proben wurden auf der anodis8edie der Gelstreifen aufgetragen und
mit einigen Tropfen Mineraldl Gberschichtet. Die fkannung der Proteine erfolgte mit
dem Ettan IPGphor nach folgendem Protokoll.

Programm:
1. Step 1lh 500 V
2. Gradient 13 h 1000 V
3. Gradient 45h 10000 V
4. Step 25h 10000 V

Aquilibrierung der IEF-Streifen:

Vor der zweiten Dimension wurden die IEF-Streifarest 15 min in Aquilibrierungs-
l6sung | und danach 15 min in Aquilibrierungslésuhgur Reduzierung und Alkylierung

inkubiert.

SDS-PAGE (2. Dimension):

Die analytischen und praparativen Gele wurden ven AIG Schafer Fachhochschule
Zweibriicken zur Verfugung gestellt. Mittels 0,5%/\{jvAgaroseldsung wurden die IEF-
Streifen luftblasenfrei in den Gelkassetten fixi@dte Trennung der Proteine erfolgte in
der Ettan DALTtwelve Elektrophorese-Einheit bei 5 ¥¥m Einlaufen der Proteine und
anschlieend bei 10 W bis die Bromphenolblau-Lautfrden unteren Gelrand erreicht
hatte. Die Gele wurden nach Beendigung der Gelelgkbrese mit dem Typhoon Trio
Scanner mit einer Auflésung von 100 um eingescdsiint jeden verwendeten Fluorophor

wurde ein separates Bild erstellt und als Dateideuh Computer abgespeichert.
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Absorptions- Emissions- Emissionsfilter ~ verwendeter
Fluorophor . .
maximum [nm]  maxium [nm] [nm] Laser
Cy2 489 506 500 - 540 Blue (488)
Cy3 550 570 565 - 595 Green(532)
Cy5 649 670 655 - 685 Red(633)

Die Auswertung der Bilddaten erfolgte mithilfe deeCyder™-Software. Nachdem die
Anzahl der detektierten Spots und die Lage derreepunkte flr den Spotpicker von der
Software ermittelt waren, wurden die erhaltenen Rohdatenchdudie Verwendung
entsprechender Filter vorselektiert. Die Spotanmaltde auf 2000 heruntergesetzt und die
Proteinpeaks mit einer Steigung >2 wurden aus dew&rtung entfernt. Alle Spots, die
eine 1,5-Fache Anderung aufwiesen, wurden als dbéeeg definiert. Die x- und y-
Koordinaten der deregulierten Proteinspots undethitsprechenden Referenzpunkte der
Gele wurden in Form einer Datei (Picklist) abgespeit und an den Spotpicker

Ubertragen.

Ausstanzen von Proteinspots:

Die als dereguliert (Regulation >1,5 gegentber deontroll-Zellen) bewerteten

Proteinspots wurden fir eine massenspektrometridciadyse aus dem praparativen Gel
ausgestanzt. Das zu bearbeitende Gel wurde higntér HOyq gelagert. Das Ausstanzen
der Proteinspots erfolgt mittels eines automatischéan Spotgelpicker. Die gepickten
Proben werden in je ein Wekiner 96 Well-Mikrotiterplatte tberfuhrt und bis rzu

Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.

Auswertung:

Die massenspektrometrische Analyse erfolgte amitdbstir Analytical Sciences in
Dortmund durch Dr. Rene Zahedi. Fiur jedes Protainden die Sequenzabdeckung und
der EmPAI-Value (Ishihama et al., 2005) angegebe@a.resultierenden Peptidsequenzen
wurden durch Datenbankvergleiche in der IPI humarateBbank von EBI
(http://www.ebi.ac.uk/IPl/IPIhuman.html) Proteineageordnet. Anschlie3end wurde eine
~.gene ontology“-Analyse basierend auf der GO-Dasakbhttp://www.geneontology.org/
durchgeflnhrt.
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Tab. 21: Zusammensetzung von Puffer und Lésungen fir di®RBE
Labelingpuffer: pH 8,75 7,60 Thioharnstoff
219 Harnstoff
29 CHAPS
0,159 Tris
ad 50 ml H2O4q
DIGE-Sample-Puffer 2-fach: 7,60 Thioharnstoff
10,59 Harnstoff
1g CHAPS
500 pl Pharmalyte 3-10nl
0,59 DTT
ad 25 ml H204q
Rehydrierungspuffer: 3ml DeStreak Losung
15 pl IPG-Puffer
SDS-Elektrophoresepuffer: 60,59 Tris
288 g Glycin
20 g SDS
ad 2000 ml H2O4q
DIGE-Puffer: 3009 Tris
750 ml H204q
Aquilibrierungslésung: 369 Harnstoff
29 SDS
3,5ml DIGE-Puffer
35 ml Glycerol
ad 100 ml H2Ouqq
Aquilibrierungslésung I 15 ml Aquilibrierungslésung
150 mg DTT
Aquilibrierungslosung II: 15 ml Aquilibrierungslésung

375 mg

Jodacetamid
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2.2.4.3 Immunhistochemische Farbung von Multi-Tumor-Gewebe-
array
Der Multi-Tumor-Gewebearray wurde am Institut fiatifologie der Universitat Basel zur
Verfigung gestellt. Der Array besteht aus 2071 Gepeoben, die sich in 1939 Spots von
Primartumoren aus 55 verschiedenen Tumorentitateh deren Subtypen sowie 132
Proben aus Normalgeweben aufteilen. Der Multi-Tw@ewebearray wurde von Mitar-
beitern der Pathologie der Universitatsklinik Hompimmunhistochemisch gefarbt (siehe
Abbildung 6). Die Objekttrager wurden tber Nachi B&C mit dem Sec62-Primér-
antikorper in einer Verdinnung 1:600 inkubiert. Misualisierung erfolgte mittels Dako
EnVision™ Kit, wobei die Gegenfarbung mit Hamatoxylin durefighrt wurde. Die
Beurteilung der Farbung erfolgte unter dem Lichtimskop. Klassifiziert wurde zwischen
gefarbt (Sec62 positiv) und ungefarbt (Sec62 nepati

UniMark

JIIIIIII|1l|I|HII]lIIIIIIII|liH|1III|I!|I|IHI||III||III||III||IIi[|
1 2 3 4 5 6 7

Abb. 6: Immunhistochemische Farbung von Sec62 eines Multiidr-Gewebearray
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3. Ergebnisse

3.1 Amplifikation von SEC62 in Tumorzelllinien unterschiedlicher

Organsysteme

Mithilfe der vergleichenden genomischen Hybridisieg (CGH) an Prostata-
karzinomen wurde in friheren Studien unserer Asgeitppe Gewinne von genetischem
Material auf Chromosom 3g25-g26 nachgewiesen (3adtl al., 2000). Dieser Bereich
konnte nachfolgend mittels Fluoreszenzsitu Hybridisierungen (FISH) unter Verwen-
dung von 22 BAC-Klonen in den Prostatakarzinommadh PC3, DU145 und
DU145MN1 auf 700 kb in der Region 3926.2 eingegreverden (Jung et al., 2006). Bei
der weiteren Feinkartierung mit quantitativer ,riate“-PCR wurde daSEC62Gen mit
der héchsten Amplifikationshaufigkeit in 50% detemsuchten Prostatakarzinome (n=22)
identifiziert, und seine Uberexpression auf mRNAe lProteinebene bestatigt (Jung et al.,
2006).

Analog zu den Untersuchungen der Amplifikationers &EC62Gens beim
Prostatakarzinom, wurden in der vorliegenden Arb#8H-Analysen an Tumorzelllinien
verschiedener Organsysteme durchgefihrt. Hierzudevumeben der noch nicht unter-
suchten Prostatakarzinomzelllinie LNCaP, die Ptak@zinomzelllinie PC3, die Harn-
blasenkarzinomzelllinien RT4 und T24, die Kolonkaamzelllinien HT29 und
COL0O320, die Mammakarzinomzelllinie MCF7 sowie @ibrosarkomzelllinie HT1080
analysiert. Zur Differenzierung zwischen einer Bolyie von Chromosom 3 und einem
distinkten Sequenzgewinn voBEC62 wurde eine zentromerspezifische Sonde flr
Chromosom 3 (D3Z1) und der lokusspezifische BACrKRP11-379 K17 kohybridisiert
(siehe 2.2.3.8), wobei der eingesetzte BAC-Klon gisamte genomische Sequenz des
SEC62Gens Uberspannt.

Die Auswertung der Signale erfolgte nach den Kietewvon Hopman et al. (1991)
durch Auszéhlen der spezifischen Sondensignale2@tninterphasekernen (Hopman et
al., 1991). Zur Qualitatsbestimmung und Uberprifuaiey Hybridisierungsbedingungen
wurden Chromosomenpraparate von Blutlymphozyteneseingesunden Spenders
mitgefuhrt. Die Streuung um den erwarteten Wert yaei Signalen pro Zellkern (94%
fur SEC62bzw. 96,5% fur Chromosom 3) ist auf Fehlhybridisiregen oder somatische

Chromosomenpaarungen zurtckzufiihren (siehe Tab.ER2)st daher anzunehmen, dass
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auch bei den Praparaten der Tumorzelllinien eimeuBhg der gleichen Gréf3enordnung

um den tatsachlichen Wert auftritt.

Tab. 22: Anzahl der Signale fur di&SEC62 lokusspezifische Sonde und die Chromosom 3
zentromerspezifische Sonde (#3) |£ % der untersuachfellkerne (n=200) aus
Lymphozyten eines gesunden Spendgrs: Mittelwert; s = Standardabweichung

Anzahl der Signale pro Zelle in % der untersuchterzellkerne

Sonden (n=200)
0 1 2 >3
SEC62 Intervall 0,5-4 2,5-4 93,5-94,5 0-1
X +s 23+25 33+11 94 +0,7 05+0,7
#3 Intervall 0 1-3 96,5 0,5-25
X +5 0+0 2+1,4 96,5 +0,7 1,5+1,4

Im Vergleich dazu fanden sich in allen untersuchiemorzelllinien (siehe Tab.
23) signifikante Aberrationen. Selektive VerlusenvChromosom 3 un8EC62konnten
in der Prostatakarzinomzelllinie PC3, in den untelnden Kolon- und Blasenkarzinom-
zelllinien sowie in der Fibrosarkomzelllinie HT108@chgewiesen werden, wohingegen in
der Prostatakarzinomzelllinie LNCaP und Mammakamirelllinie MCF7 keine Dele-
tionen gefunden wurden. Die haufigsten Verlustes@fo der untersuchten Zellen) wurden
in HT1080 fur Chromosom 3 beobachtet. Auffallendr,wdass SEC62 in allen
Tumorzelllinien seltener als Chromosom 3 deletieat. Selektive Gewinne von Chromo-
som 3 undSEC62fanden sich in allen analysierten Tumorzellliniembei in LNCaP und
MCF7 der Gewinn von Chromosom 3 (91,5% und 89,5%) e@mer gleichzeitigen
Vermehrung des Gens (91% und 86%) einhergeht. Dialy&e der verbleibenden
Tumorzelllinien zeigt, dass eine grél3ere AnzahFalten eine Genkopienzahlvermehrung
von SEC62aufweist als Polysomien von Chromosom 3. Der dihdte Unterschied wird
in der Fibrosarkomzelllinie HT1080 ersichtlich. Higeisen nur 17% der untersuchten
Zellen Gewinne von Chromosom 3 auf, jedoch 56,53 &enkopienzahlvermehrung von
SEC62 Die meisten Genkopienzahlgewinne \®IBC62zeigte die Untersuchung von PC3-
Zellen (63,5%). Mehr Genkopienzahlgewinne als Rwotyign von Chromosom 3 finden
sich ebenfalls in den Kolonkarzinomzelllinien HT295,5% und 22%) und COLO320
(47% und 21,5%) sowie in den Blasenkarzinomze#iini 24 (34,5% und 17,5%) und RT4
(34% und 11,5%).
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Tab. 23: Anzahl der Signale fur di&SEC62 lokusspezifische Sonde und die Chromosom 3
zentromerspezifische Sonde (#3) in % der untersachZellkerne (n=200) aus
Tumorzelllinien unterschiedlicher Organsysteme. afzich angegeben ist die
durchschnittliche Anzahl der Signale pro Zelle.

Anzahl der Signale pro Zelle in %  Durchschnittl.

der untersuchten Zellkerne Anzahl der
Zelllinie Sonden (n=200) Signale pro Zelle
0 1 2 >3 X
PC3 SEC62 1 10 25,5 63,5 2,98
#3 9 24 31 36 2,3
LNCaP SEC62 0 0 9 91 3,57
#3 0,5 0 8 91,5 3,8
MCF7 SEC62 0 0,5 13,5 86 3,53
#3 0 1 9,5 89,5 3,5
HT1080 SEC62 3 11 29,5 56,5 2,74
#3 21 32,5 29,5 17 15
HT29 SEC62 1 11 32,5 55,5 2,73
#3 4,5 32 41,5 22 1,8
COL0320 SEC62 1 10 42 47 2,59
#3 4,5 29,5 44,5 21,5 19
T24 SEC62 0 15,5 50 34,5 2,21
#3 1,5 37,5 43,5 17,5 1,8
RT4 SEC62 4,5 16,5 45 34 2,20
#3 10,5 30,5 47,5 11,5 1,6

Dabei lasst delSEC62Kopienzahlgewinn, ohne gleichzeitige Vermehrungi vo
Chromosom 3, auf eine selektive Amplifikation vBEC62schliel3en. Die Untersuchung
verdeutlicht, dass alle untersuchten Tumorzellfingis einem Mosaik unterschiedlicher
Zellklone bestehen, was zu der heterogenen Venmtgilanerhalb einer Zellpopulation
fuhrt. Es konnte zuséatzlich gezeigt werden, dashtnnur Prostatakarzinomzelllinien
SEC62Genkopienzahlgewinne aufweisen, sondern auch liinfen anderer Tumorenti-

taten ist diese Amplifikation nachweisbar.

Zur chromosomalen Lokalisierung d8EC62Gens innerhalb des Genoms wurden
FISH-Analysen an Metaphasen der untersuchten dielllidurchgefiihrt (siehe Abbildung
7). Fur die Prostata-, Kolon- und Blasenkarzinotiinedn wurden exemplarisch Zellen
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von LNCaP, HT29 und T24 gezeigt. Die Auswertungolgte am Olympus BX61
Auflicht-Fluoreszenzmikroskop bei 600-facher Veifggdung. In Abbildung 7 A ist eine
Kontrollhybridisierung an einer Metaphase aus Bhapphozyten eines gesunden Spenders
dargestellt, wobei jeweils zwei Signale BEC62und Chromosom 3 erkennbar sind. Alle
Tumorzelllinien weisen Gewinne vABEC62auf, was die Ergebnisse der Hybridisierung
an Interphasechromosomen bestétigt. Eine normateilteng der Chromosom 3 Signale
wurde bei der Blasenkarzinomzelllinie T24 und debrésarkomzelllinie HT1080
gefunden. Die Untersuchung von LNCaP Metaphaseabsomen sichert ebenfalls die
oben aufgefuhrten Ergebnisse. Hier wird deutlichssdeine Kopienzahlvermehrung des
ganzen Chromosoms vorliegt und keine Amplifikat@ines einzelnen Gens. Mit dieser
Untersuchung kann insgesamt gezeigt werden, dadsniTumorzelllinien mit Ausnahme
von LNCaP, die vermehrten Genkopien \BBEC62nicht ausschliel3lich auf Chromosom 3

liegen, sondern im Genom verteilt sind.
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Abb. 7:

Zwei-Farben-FISH-Hybridisierung an Metaphasechranwn von Tumorzelllinier
Lymphozyten eines gesunden Spendds Prostatakarzinomzelllinie LNCaFC
Fibrosarkomzelllinie HT108M@ Kolonkarzinomzelllinie HT2% Blasenkarzinomzell-
linie T24 F Mammakarzinomzelllinie MCF7. Die griinen Signalégee die Lokali-
sierung vonSEC62und die roten Signale zeigen die Lokalisierung destromers von
Chromosom 3 (siehe Pfeile).
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3.2 Auswirkung von SEC62-Amplifikationen auf die Genexpression

Als Folge von Genamplifikationen kommt es in Tunmomeistens zur Uberex-
pression des entsprechenden Gens auf mRNA- undifgbene. Da Jung et al. (2006) in
100% der untersuchten ProstatakarzinomgewebeSH@62Uberexpression auf mRNA-
Ebene nachweisen konnten, wurde nun, basierendesubisherigen Amplifikationsdaten
der untersuchten Tumorzelllinien, Gberpruft, ob 8EC62Amplifikation gleichzeitig mit
einer erhdhten Transkriptionsrate einhergeht (Jetngl., 2006). Die Analyse erfolgte an
den in 3.1 untersuchten Tumorzelllinien. Die Quaiérung der mRNA wurde in einer
.real-time“-PCR mithilfe des HT7900 (Applied Bioggss) und TagMan® Genexpres-
sionassays durchgefuhrt, wobei die Normierung &8-Bellen erfolgte. Fur die Ermittt-
lung der SEC62Amplifikation wurde die Gesamtzahl de&SEC62Signale durch die

Gesamtzahl der untersuchten Tumorzellkerne gésathe Tab. 23)

Wie in 3.1 gezeigt, weisen alle untersuchten Tumltinzien SEC62Genkopien-
zahlgewinne auf (siehe Abb. 8), wobei LNCaP und M@ke meisten Gewinne zeigten.
Beim Vergleich der Amplifikations- und Expressioateh wird deutlich, dass sich der
DNA-Gewinn vonSEC62nur in den Tumorzelllinien HT1080 und HT29 in aitberex-
pression auswirkt. Interessanterweise ist in dandraelllinien LNCaP, COLO320, MCF7
und T24 keine erhoht&EC62Expression im Vergleich zu PC3 nachweisbar. In der
Blasenzelllinie RT4 hingegen findet sich, trotz Aifikation, sogar eine geringere
MRNA-Menge.
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PC3 LNCaP MCFT HT 1080 HTZ28 COLO320

SEC62-Genkopienzahlgewinn pro Zelle
bzw.relative SEC62-Expression

H Amplifikation ™ Expression

Abb. 8: Vergleich derSEC62Amplifikation mit der Expression in verschiedenearzinomzell-
linien. Fur die Ermittlung deBEC62Amplifikation wurde die Gesamtzahl d8EC62
Signale durch die Gesamtzahl der untersuchten Tzetikerne (n=200) geteilt (siehe
Tabelle 23). Die Quantifizierung der mRNA wurde éiner RT-PCR mithilfe des
HT7900 von Applied Biosystems und TagMan® Genexpoemssays durchgefiihrt
(siehe 2.2.3.9). Dargestellt ist die relative MergeSEC62.Die Normierung erfolgte
auf PC3-Zellen. Die Standardabweichung wurde aus déttelwert der relativen
Menge arSEC62(n=3) berechnet.

Die Ergebnisse der Expressionsanalyse veranscheanlicdass andere Regulations-
mechanismen wie z.B. epigenetische MechanismemnsKrgtionsfaktoren, posttranslatio-
nale Modifikationen oder unterschiedliche miRNA-Eagsionsprofile, fir die vermehrte
SECG62Expression verantwortlich sein kénnen und diedeedaicht auf den vermehrten

DNA-Gehalt zuriickzufiihren ist.

3.3 Mutationsanalysen

Mutationen in Genen kénnen zu einer Funktionsdmaedes Genproduktes oder
aber zum Funktionsverlust fihren. Aufgrund dessarde untersucht, ob in Prostatakarzi-
nomzelllinien Mutationen iINBEC62Gen vorliegen und diese fur die Funktionsdnderung
in Karzinomen verantwortlich sind. Dazu wurde doglierende DNA-Sequenz d8&C62
Gens in den Zelllinien DU145, LNCaP und PC3 sowiADaus Lymphozyten von zwei
gesunden Probanden analysiert. Das auf Chromosd6.Bdokalisierte SEC62Gen

besteht aus 8 Exonsequenzen, die ein aus 399 Aauires bestehendes Protein kodieren.
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Fur die Untersuchung wurden die Exonsequenzen Imgfpeezifischer Primer durch PCR-

Technik amplifiziert und sequenziert.

Bei der Auswertung der erhaltenen Sequenzen zesgtarkeine Mutationen in den
Exonsequenzen der untersuchten Prostatakarzindmeellim Vergleich zu den gesunden
Probanden. Beim zusatzlichen Abgleich der Sequammen mit den Sequenzen der
Datenbank Ensemble Genome Browser wurden eberieiitee Unterschiede gefunden
(siehe Beispiel Abb. 9). Durch das Fehlen von Matetn imSEC62Gen konnte gezeigt
werden, dass andere Faktoren eine Rolle bei derofigenese von Prostatakarzinom-

zelllinien spielen mussen.

Ori gi nal TGATTGCAGTAATAGCGGCCACCCTCTTCCCCCT TTGECCAGCAGAAATGAGAGTAGGT G

R AR AR AR RN
Sequenzi erung TGATTGCAGTAATAGCGGCCACCCTCTTCCCCCT TTGGCCAGCAGAAAT GAGAGTAGGTG

Ori gi nal TTTATTACCTCAGT GTGGGTGCAGCCTGI TTTGTAGCCAGTATTCTTCTCCTTCCTGITG

CEEEEEE e e e e e e e e e e e e e ey
Sequenzi erung TTTATTACCTCAGTGTGGGTGCAGGCTGT TTTGTAGCCAGTATTCTTCTCCTTGCTGTTG

Abb. 9: Beispiel eines Sequenzvergleiches von Exon 7. ¥@tglder Exon 7 Sequenz aus der
Datenbank (Datenbank Ensemble Genome Browser) enitSéquenz aus der DNA-
Sequenzierung von DU145. Der Sequenzvergleich wondeder Datenbank BLAST2
durchgefuhrt http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.

3.4 Immunhistochemische Sec62-Farbung an einem Multi-Tmor-

Gewebearray

Ziel dieser Untersuchung war es, zu Uberprifendieltumorassoziierte Zunahme
des Sec62-Proteingehalt nur fir das Prostatakarziclmarakteristisch ist oder ob dieses
Phanomen auch in anderen Tumoren vorliegt (sieBg.3). Benutzt wurde hierflr ein
Multi-Tumor-Gewebearray aus dem Archiv des Instititr Pathologie der Universitat
Basel (Schweiz). Der Gewebearray beinhaltet 210WeBeproben, die sich in 1975
Primartumorspots aus 55 verschiedenen Tumoremtitéted deren Subtypen und 132
Proben aus Normalgeweben unterteilen. Insgesamté&an 1491 Gewebespots (71%)
Sec62 nachgewiesen werden. Die Tabellen 24 biseBfez eine Zusammenfassung der
Auswertung. Als Sec62-positiv definiert wurden Gbeedie eine geringe bis starke

Farbung aufwiesen. Ungefarbtes Gewebe wurden aB2Swegativ erklart.
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Die vielversprechendsten Befunde zeigten sich h&aneening” der Lungen- und
Schilddrisengewebe. In 93% bis 97% aller Lungentsoimiypen konnte Sec62
nachgewiesen werden. Interessanterweise wurde mrmalgewebe der Lunge kein Sec62-
Signal detektiert (siehe Tab. 24 und Abb. 10).

Tab. 24: Sec62-Proteingehalt in normalem und neoplastisci@ewebe des respiratorischen

Traktes
Gewebe Proben (total) Sec62 Positiv Total Positive (%)
(n=6) n=222 n=192 insgesamt 86
Lunge, kleinzelliges Karzinom 42 39 93
Lunge, Plattenepithelkarzinom 43 41 95
Lunge, groR3zelliges Karzinom 24 23 96
Lunge, Adenokarzinom 78 76 97
Malignes Mesotheliom 25 13 52
Lunge, Normalgewebe 10 0 0

Abb. 10: Immunhistochemische Farbung von Sec62 in Tumorgeweid Normalgewebe der
Lunge.A keine Sec62 Farbung im LungennormalgewBlstarke Sec62-Farbung (rot)
im Lungenkarzinom. Die Gegenfarbung erfolgte mitmdéoxylin (blaue Kerne).
VergroRerung 400-fach.

Ebenso waren 100% der papillaren Karzinome und 8&e4ollikularen Karzinome
der Schilddrise Sec62 positiv, wahrend nur 14% Stdrilddriisennormalgewebe Sec62
positive Zellen aufzeigten (siehe Tab. 25 und Abb). In beiden Fallen besteht die
Moglichkeit der Verwendung von Sec62 als diagnokgs Marker, wobei es zur
Abklarung noch weiterer Untersuchungen bedarf.
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Tab. 25: Sec62-Proteingehalt in normalem und neoplastisateumoendokrinem Gewebe

Gewebe Proben (total) Sec62 Positiv Total Positive (%)
(n=18) n =204 n= 143 70
Schilddruse, Adenom 27 5 19
Schilddruse, follikulares Karzinor 47 41 87
Schilddruse, papillares Karzinon 28 28 100
Schilddruse, Normalgewebe 14 2 14
Nebenschilddriise, Adenom 36 24 67
Nebenschilddrise, Normalgewel 2 2 100
Karzinoid 36 28 78
Nebenniere, Adenom 14 13 93

ve
‘f\u - :‘ 0'.._‘.

Abb. 11: Immunhistochemische Farbung von Sec62 in Tumorgeweinl Normalgewebe der
Schilddrise.A keine Detektion von Sec62 im Normalgewebe der I&dhise B
Nachweis von Sec62 im Karzinom der Schilddrise féRioting). Die Gegenféarbung
erfolgte mit Hamatoxylin (blaue Kerne). VergroReyut0-fach.
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Tab. 26: Sec62-Proteingehalt in normalem und neoplastiscBemebe des Urogenitaltraktes

Gewebe
(n=14)
Prostatakarzinom, unbehandel
Prostatakarzinom, hormonrefrakt
Prostata, Normalgewebe
Hoden, Seminom
Hoden, Nichtseminom
Hoden, Normalgewebe
Niere, chromophobes Karzinomr
Niere, papillares Karzinom
Niere, klarzelliges Karzinom
Niere, Onkozytom

Niere, Normalgewebe

Harnblase, TCC nicht invasiv
(pTa)
Harnblase, TCC invasiv (pT2-4)

Harnblase, Normalgewebe

Proben (total)

n =423
35
38
14
48
41
17
11
34
57
22
5

35

65
1

n= 256
17
22
7
0
0
15
8
24
38
20
5

35

64
1

Sec62 Positiv  Total Positive (%)

61
49
58
50
0
0
88
73
71
67
91
100

100

98
100

Die Untersuchungen der Prostatakarzinomgewebe &omie Ergebnisse unserer

Kooperationspartner aus der AG Grobholz (Institiit fPathologie, Uniklinik des

Saarlandes) bestétigen (Greiner et al., 2011a)hAncdieser Untersuchung wiesen ca.

50% der Prostatakarzinomgewebe (49% der unbehandPlitostatakarzinome und 58%

der hormonrefraktaren Prostatakarzinome) eine SE&@2ung auf, wobei der Nachweis

von Sec62 ebenfalls in 50% der Normalgewebespat$ destata gezeigt werden konnte

(siehe Tab. 26 und Abb. 12).
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Abb. 12: Immunhistochemische Detektion von Sec62 in Karzinamd Normalgewebe der
Prostata.A schwache Farbung im Normalgewebe der ProsBtachwache Sec62-
Farbung im unbehandelten Prostatakarzinomgewe€bestarke Sec62-Farbung im
hormonrefraktdren Prostatakarzinomgewdbenegative Sec62-Farbung im hormon-
refraktaren Prostatakarzinomgewebe. Die Gegenfgrbarfolgte mit Hamatoxylin
(blaue Kerne). VergrofRerung 100-fach.

Ein diagnostisches Potential von Sec62 zeigt diemfalls bei der Unterscheidung
von Pankreasnormal- und Tumorgewebe. Hier wirdghdmm Lungengewebe ein gegen-
satzliches Sec62-Verteilungmuster gefunden, indé&rd@r Pankreastumore und 88% der
korrespondierenden Normalgewebe Sec62-Signale adgwésiehe Tab. 27 und Abb. 13).
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Tab. 27: Sec62-Proteingehalt in normalem und neoplastiscBemebe des Verdauungstraktes

Gewebe F(’tr;)tk;(la)n Sec62 Positiv Total((l;:))sitive

(n=19) n =603 n= 390 65%
Speicheldriise, pleomorphes Adenc 44 2 5
Speicheldrise, Zylindrom 29 2 7
Speicheldrise, Adenolymphom 22 2 9
Osophagus, Adenokarzinom 8 1 13
Osophagus, Plattenepithelkarzinor 36 11 31
Osophagus, kleinzelliges Karzinon 1 0 0

Magen, diffuses Adenokarzinom 7 7 100

Magen, Normalgewebe 4 4 100
Pankreas, Adenokarzinom 43 4 9
Pankreas, Normalgewebe 8 7 88
Gallenblase, Adenokarzinom 44 20 45
Gallenblase, Normalgewebe 5 0 0
Dinndarm Karzinom 62 57 92
Dinndarm, Adenokarzinom 18 18 100
Dunndarm, Normalgewebe 4 4 100
Hepatozellulares Karzinom 83 74 89
Leber, Normalgewebe 16 16 95
Kolon, Adenokarzinom 165 157 95

Kolon, Normalgewebe 4 4 100
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Abb. 13: Immunhistochemische Detektion von Sec62 in Karzinamd Normalgewebe des
PankreasA starke Sec62-Farbung im Normalgewebe des PanBdasn Nachweis
von Sec62 im Karzinom des Pankreas. Die Gegenfgrlaufolgte mit Hamatoxylin
(blaue Kerne). Vergrolerung 100-fach.

Eine ahnliche Verteilung zeigte sich im Hodengewdéher erfolgte kein Nachweis
von Sec62, weder in den untersuchten Seminomen ioctien Nicht-Seminomen,
wahrend in 88% der Normalgewebe Sec62 detektiemdev(siehe Tab. 26 und Abb. 14).
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Abb. 14: Immunhistochemische Detektion von Sec62 in Karzinamd Normalgewebe des
Hodens.A starke Farbung von Sec62 im Normalgewebe des HBdezin Nachweis
von Sec62 im Hodenkarzinom. Die Gegenfarbung edolgit Hamatoxylin (blaue
Kerne). VergroflRerung 100-fach.
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Tab. 28: Sec62-Proteingehalt in normalem und neoplastisareumonalem Gewebe

Gewebe Proben (total) Sec62 Positiv Total Positive (%)
(n=7) n=192 n=173 90
Oligodendrogliom 18 18 100
Astrozytom 38 36 95
multiformes Glioblastom 33 27 82
Meningiom 45 45 100
Schwanom 38 33 87
WeilRe Substanz, Normalgeweb 5 5 100
Graue Substanz, Normalgeweb 15 9 60

Die weitere Auswertung der Gewebe des Multi-Tumangs (siehe Tab. 25 bis 30)
lieferte, sowohl bei den urologischen Tumoren (Rtakarzinom, Harnblasenkarzinom
und Nierenzelltumore), als auch bei gynakologischEmmoren (Mammakarzinom,
Ovarialkarzinom und Zervixkarzinom) keinen Hinweiaf eine mogliche Eignung des
Antikorpers fur die klinische Anwendung. Darlbenduis eignet sich Sec62 ebenfalls
nicht als Marker bei den untersuchten Weichgewebetan, den neuronalen Tumoren

und bei Tumoren des Verdauungstraktes.

Tab. 29: Sec62-Proteingehalt in normalem und neoplastisdMeichgewebe

Gewebe Proben (total) Sec62 Positiv Total Positive (%)
(n=6) n =145 n= 88 61
Liposarkom 19 6 32
Benignes Histozytom 14 8 57
Malignes fibroses Histozytom 24 21 88
Leiomyosarkom 41 39 95
Sehnenbogen, Riesenzelltumo 27 0 0

Kaposi Sarkom 20 14 70
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Tab. 30: Sec62-Proteingehalt in normalem und neoplastisaerakologischem Gewebe

Gewebe Proben (total) Sec62 Positiv Total Positive (%)
(n=13) n=318 n= 249 78
Brustkrebs, lobulédres Karzinom 26 8 31
Brustkrebs, tubulares Karzinom 10 7 70
Brustkrebs, duktales Karzinom 36 32 89
Brustkrebs, medullares Karzinor 53 47 89

Brust, Normalgewebe 1 0 0

Ovarialkarzinom, endometrioid 34 32 94
Ovarialkarzinom, muzings 15 10 67
Ovarialkarzinom, seros 40 30 75
Ovar, Normalgewebe 4 3 75
Vulva, Plattenepithelkarzinom 20 9 45
Endometrium, Karzinom 47 39 83
Endometrium, sergses Karzinor 29 29 100
Endometrium, Normalgewebe 3 3 100

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass See2nicht beim Prostata-
karzinom als klinischer Marker in der Diagnostikngesetzt werden kann, jedoch bei

anderen Tumorentitdten wie Lunge, Schilddriise, Haoe Pankreas.

3.5 Untersuchung zum Einfluss von ER-Stress auf den Sg2-

Proteingehalt in Prostatakarzinomzelllinien

Da 50% der untersuchten Gewebe von Prostatakarpattenten einen erhdhten
Sec62-Proteingehalt aufzeigen (Greiner et al., @p%fellt sich die Frage, wodurch oder
warum es in Prostatakarzinomgeweben, die keine ikgilon von SEC62aufzeigen, zu
einer veranderteSEC62Expression kommt. Um der Fragestellung nachzugelende
untersucht ob das ER-Membranprotein Sec62 infobyeBR-Stress vermehrt synthetisiert
wird, wie dies fur einige ER-Proteine (z.B. BiP/GRRund GRP170) gezeigt ist.

Die Induktion von ER-Stress in den Prostatakarzipgtiinien DU145, LNCaP
und PC3 (Hautfibroblasten (HDF), als Nicht-Tumorrkmolle) erfolgte mittels zwel

unterschiedlicher Substanzen, Thapsigargin undcmmycin. Der Stressor Thapsigargin



Ergebnisse Seite 92

ist ein Inhibitor der sarko-/endoplasmatischei" @I Pase (SERCA). Durch die Aktivitat
der SERCA-Pumpe wird ein firr die Faltung von Prmei notwendiger G&Gradient

zwischen dem ER-Lumen und dem Zytosol aufrechtlinmaSie pumpt Kalzium aus dem
Zytosol ins ER (Thastrup et al., 1990). Durch Inioim der SERCA-Pumpe wird die
Wiederaufnahme von Kalzium ins ER verhindert. Dféhrt zur Speicherentleerung,
wodurch es zur Aktivierung der UPR kommt. Der Metubkmus der UPR-Aktivierung

dient der Wiederherstellung physiologischer Bedimggn (Szegezdi et al., 2006). Der
zweite Stressinduktor Tunicamycin ist ein Antibkotn, das die N-Glykosylierung von
Proteinen im endoplasmatischen Retikulum inhibi&ies fuhrt zu einer fehlerhaften
Faltung von Glykoproteinen. Es kommt zur Akkumudati missgefalteter Proteine,

wodurch ebenfalls die UPR aktiviert wird.

Zur Auswertung des Versuches wurde die Proteinggethvon Sec62 mittels
Western Blot untersucht. Als Kontrolle der UPR-lktlon diente der quantitative
Nachweis von BiP/GRP78. Zur Induktion von ER-Stnessden die Zellen ausgesat, nach
24 h die Stressoren Thapsigargin (1 uM) bzw. Tuni@@n (4 pg/ml) den Zellen
zugegeben und fur 48 h weiterkultiviert. UnbehatedeZellen dienten in dieser

Untersuchung als Kontrolle.
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Abb. 15: Quantitativer Nachweis von BiP/GRP78 nach Tunicamycund Thapsigargin

Behandlung in Prostatakarzinomzelllinien und Héautfblasten. Die Prostatakarzinom-
zelllinien DU145, LNCaP und PC3 sowie HDF (als Kotle) wurden wie unter 2.2.2.7
beschrieben fir 48 h jeweils mit Tunicamycin (4 mky/bzw. Thapsigargin (1 uM)
behandelt. Unbehandelte Zellen dienten als KowmtraWlittels Western Blot (siehe
2.2.4.1) wurde die Proteinmenge von BiP/GRP78 uA®H (Ladekontrolle) quanti-
fiziert, die Ratio von BiP/GRP78 gegen GAPDH berethund auf unbehandelte Zellen
normiert. Pro Ansatz und Experiment wurden Trigikdurchgefiihrt. Angegeben sind
die Mittelwerte aus 2 Experimenten (n=6) fur HDFUDI5 und PC3 sowie aus 3
Experimenten fir LNCaP mit der jeweilig ermittelt8tandardabweichung.

Aufgrund der ER-Stressinduktion durch Tunicamycid 0'hapsigargin kommt es

in allen untersuchten Zelllinien zu einer Erhéhudey BiP/GRP78-Proteinmenge (siehe
Abb. 15). Dies verdeutlicht, dass in allen Zeldnidurch ER-Stress der UPR-Signalweg

aktiviert wird und dabei vermehrt UPR-Proteine bwtisiert werden. Ein interessantes

Phanomen beobachtet man bei DU145-Zellen, die eerbihten Sec62-Proteingehalt

aufweisen. Hier zeigt sich ein geringerer BiP/GRIPT8teinlevel nach Thapsigargin
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induziertem Stress gegentber den anderen Zelllinre®?C3-Zellen hingegen wird eine

geringere UPR-Antwort nach Tunicamycin Behandluefugden.

3,0

25

2,0

Ratio Sec62/GAPDH normiert auf
unbehandelte Zellen

HDF DU145 LNCaP PC3

Hunbehandelt ®Thapsigargin = Tunicamycin

Abb. 16: Quantifizierung der Sec62-Proteinmenge nach ERsSitrduktion in Prostatakarzinom-
zelllinien und Hautfibroblasten. Prostatakarzinolinéen DU145, LNCaP und PC3
sowie HDF wurden wie unter 2.2.2.7 beschriebem8ih jeweils mit Tunicamycin TN
(4 pg/ml) bzw. Thapsigargin TG (1 uM) behandelt.bblmandelte Zellen dienten als
Kontrolle. Mittels Western Blot (siehe 2.2.4.1) dardie Proteinmenge von Sec62 und
GAPDH (Ladekontrolle) quantifiziert, die Ratio vd8ec62 gegen GAPDH berechnet
und auf unbehandelte Zellen normiert. Pro Ansaid Brperiment wurden Triplikate
durchgefuhrt. Angegeben sind die Mittelwerte augxperimenten (n=6) fur HDF,
DU145 und PC3 sowie aus 3 Experimenten fur LNCaP dei jeweilig ermittelten
Standardabweichung.

Der Sec62-Proteingehalt unter ER-Stressbedingunggnin Abbildung 16
dargestellt. Eine Behandlung mit Tunicamycin undaddigargin fuhrt in der Hautfibro-
blastenzelllinie HDF und der Prostatakarzinomze#liDU145 zu einer leichten Erh6hung

des Sec62-Proteingehaltes, nicht aber in LNCaPR@®8l. Es kann jedoch nicht nachge-
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wiesen werden, dass Sec62 in den untersuchten Eeitioien durch die Behandlung mit
beiden Stressoren stark hochreguliert wird, wies digr BiP/GRP78 gezeigt werden
konnte. Aus diesen Ergebnissen lasst sich schljeBass ER-Stress nicht fir den

vermehrten Sec62-Proteingehalt in Prostatakarziesmben verantwortlich ist.

3.6 Induktion von Apoptose durch ER-Stressoren

2006 konnte Jung et al. nachweisen, dass 100%ndersuchten Prostatakarzinom-
gewebe einen erhoht@EC62mRNA-Gehalt aufweisen (Jung et al., 2006). In epEit
Studien von Greiner et al. 2011 wurde in 50% deosttakarzinompatienten ein
vermehrter Sec62-Proteingehalt gefunden (Greinat.ef011a). Aus diesem Grund ist es
wichtig zu wissen, welche Auswirkungen diese era@EC62Expression bzw. Sec62-
Proteinmenge auf eine mdgliche Anti-Tumor-Therap@. Da Thapsigargin in der
Literatur als potentielles Therapeutikum fur dasdtatakarzinom diskutiert wird, wurde
Uberprift, wie Prostatakarzinomzellen mit untereadhchenSEC62mRNA- bzw. Sec62-
Proteingehalten auf ein solches Therapeutikum eeagi Dabei galt DU145 als Beispiel
fur eine Prostatakarzinomzelllinie mit einer 4,8Rken SEC62Uberexpression (bzw. 2-
Fachen Proteinmenge (Greiner et al., 2011b)), RE3LNCaP dienten als Modell fur eine
geringe (1-fachSEC62Expression (bzw. 1-Fache Proteinmenge (Greinal.e2011Db)),
wobei letztere in die Analyse mit einbezogen wurdea,die Effekte auf hormonabhéngige
Zelllinien zu untersuchen (siehe Abb. 17). Tunicamyvurde eingesetzt als ein Kontroll-

stressor, der nicht die €aHomoostase beeinflusst.

Fur die Analyse wurden die Zellen in 96 Well-Miktetplatten ausgesét und nach
24 h mit den ER-Stressoren Tunicamycin und Thapgigan unterschiedlichen Konzen-
trationen fur 48 h inkubiert. Die Auswertung desoffpseassays (siehe 2.2.2.2) erfolgte
durch die Berechnung des ,enrichment factor. Dektér gibt das Verhaltnis der
Absorption zwischen behandelten Zellen und unbetlgand Zellen an. Somit kann eine
Aussage uber die spezifische Anreicherung von Mamat Oligonukleosomen, die ins

Zytoplasma apoptotischer Zellen freigesetzt werdetroffen werden.
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Abb. 17: Expression vorSEC62auf mRNA-Ebene in Prostatakarzinomzelllinien. Ddeanti-
fizierung der mRNA wurde in einer RT-PCR mithilfeesd HT7900 von Applied
Biosystems und TagMan® Genexpressionassays duitdiigef(siehe 2.2.3.9).
Dargestellt ist die relative Menge &EC62.Die Normierung erfolgte auf PC3-Zellen.
Die Standardabweichung wurde aus dem Mittelwert rédéativen Menge arsEC62
(n=3) berechnet.

Das Ergebnis des Apoptoseassays ist in Abbildungdd®estellt. Durch die
Behandlung mit Tunicamycin wurde in PC3-Zellen (Ebktor 2,2 bis 2,9) und DU145-
Zellen (EN-Faktor 3,1 bis 5) konzentrationsabhéangmpptose induziert. Dabei gingen
deutlich weniger PC3-Zellen in Apoptose als DU148léh. Indessen zeigen LNCaP-
Zellen bei einer Behandlung mit Tunicamycin keingoptose (EN-Faktor 1). Im Gegen-
satz dazu weisen die Prostatakarzinomzelllinien &aRQund PC3, die weniGEC62
exprimieren, nach Thapsigarginbehandlung eine stagoptoseinduktion (LNCaP (EN-
Faktor 6,1 bis 6,4) und PC3-Zellen (EN-Faktor 5% h5)) auf, wahrend man interessan-
terweise in DU145-Zellen, die eine vermehBieC62Expression aufzeigen, eine konstant
niedrige Apoptoseinduktion (EN-Faktor 2,4 bis 2f@det. Die Ergebnisse zeigen, dass
eine Uberexpression VABEC62in Zellen zu einem protektiven Effekt vor Thapsaja

induzierter Apoptose fuhrt.
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Abb. 18: ER-Stress induzierte Apoptose in Prostatakarzindlimzen. Der Apoptosenachweis
erfolgte mittels Cell Death Detection ELISA (sieBe.2.2). 1x16 Zellen wurden in
96 Well-Mikrotiterplatten ausgesét und 24 h ku#tivi Nach 24 h erfolgte die Zugabe
von Tunicamycin TN (0,25 bis 1 pg/ml) und ThapsggarTG (0,25 bis 0,75 uM). Die
Auswertung erfolgte nach 48 h. Alle Ansatze wurdss Triplikate durchgefihrt.
Dargestellt ist der ,enrichment factor” der untetsten Zelllinien nach Behandlung.

3.7 siRNA vermittelte Depletion vonSEC62
3.7.1 Einfluss von SEC62 auf das Proteom von PC3-Zellen

Um aufzuklaren welche Rolle Sec62 in der ER-Strasgart spielt, wurden die
Proteome vorSEC62siRNA transfizierten PC3-Zellen mit Kontroll siRN#ansfizierten
PC3-Zellen (siehe 2.2.2.5) durch Anwendung der 2aB#D Technik (siehe 2.2.4.2)
miteinander verglichen. Es wurde untersucht, welzbkularen Prozesse dur@EC62
.knock down* in der Prostatakarzinomzelllinie bedefithtigt sind. Zwei unabhéngige
Experimente gingen in die Auswertung mit ein. Dieridalisierung erfolgte Uber einen so
genannten internen Standard. Zur Kontrolle der &syorierbarkeit der Experimente
wurden zusatzlich die Proteome der unabhangigemsiektionsexperimente, d.h. die
Proteome deBEC62siRNA transfizierten Zellen bzw. die Proteome Hentroll siRNA
transfizierten Zellen, miteinander verglichen. Bewargleich der Proteome sollten nur
geringe Unterschiede gefunden werden. Exemplarstah Abbildung 19 das Kontrollgel
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der beiden Kontroll siRNA transfizierten Proben ausabhangigen Experimenten
dargestellt.

Abb. 19: Vergleich des Proteoms von zwei Kontroll siRNA #fAnerten Proben aus
unabhangigen Experimenten. Dargestellt ist ein Kadigel. In zwei unabhangigen
Experimenten wurden PC3-Zellen mit Kontroll siRNArisfiziert (siehe 2.2.2.5) und
ihnre Proteinlevel durch DIGE-Analyse (siehe 2.2.4rditeinander verglichen. Die
Analyse der Gele mit der Decyder Software zeigigri$pots mit gleicher Protein-
menge, blau markierte mit einer héheren Proteindotrationen naclSEC62 knock

down“ und rote Spots mit einer verringerten Men§@ots mit grauer Markierung
gingen nicht in die Auswertung mit ein.

Als reguliert wurden Spots betrachtet, deren Pngehalt, in den zu vergleichen-
den Proben, sich um mindestens das 1,5-Fache cimtets Im Kontrollgel wurden 1702
Spots (99,2%) mit gleicher Proteinmenge, 5 Spof3%) mit reduzierter Proteinmenge
und 8 Spots (0,5%) mit erhdhter Proteinmenge detékDer Vergleich der Proteome von
SEC62depletierten Zellen zeigte ebenfalls eine geriBgetanzahl mit unterschiedlicher
Proteinmenge. Aufgrund dessen, dass nur wenigersdmiede in den Kontrollexperi-
menten detektierbar sind, kann schliel3lich die Ages getroffen werden, dass die
Experimente untereinander reproduzierbar sind.
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Zum Vergleich der Proteome d8EC62,knock down* Zellen mit den Kontroll-
zellen wurden unmarkierte Proben der beiden Exparien und ein geringer Teil
markierter Proben gepoolt und analysiert. In Ahloig 20 ist die Auswertung des DIGE-
Gels mit der Decyder Software dargestellt.

Abb. 20: Vergleich der ProteomeSEC62 depletierter PC3-Zellen mit Kontroll siRNA
transfizierten PC3-Zellen. PC3-Zellen wurden ®EC62UTR siRNA oder Kontroll
SiRNA transfiziert (siehe 2.2.2.5) und ihre Proteomurch DIGE-Analyse (siehe
2.2.4.2) miteinander verglichen. Die Analyse deteGuit der Decyder Software zeigt
grune Spots mit gleicher Proteinkonzentration, bfaarkierte mit einer hoheren
Proteinmenge naclSEC62,knock down“ und rote Spots mit einer verringerten
KonzentrationSpots mit grauer Markierung gingen nicht in die wagung mit ein.

Die Auswertung des Gels ergab 1180 Spots (92,3%)gleicher Expression. 41
Spots (3,2%) zeigten na@EC62Depletion einen reduzierten Proteingehalt und pats
(4,5%) einen erhohten Proteingehalt. Fir die weiterassenspektrometrische Analyse
wurden 19 Spots ausgewahlt, wovon 11 eine erhokpeeBsion und 8 eine verringerte
Expression aufwiesen. Die Auswahl erfolgte durchageere Analyse der 98 Spots, wobei
die Form des Spots und der Proteingehalt als keneherangezogen wurden. Das
Ausstanzen der Proteinspots erfolgte mittels em#ematisierten Ettan Spotgelpickers.
Die massenspektrometrische Analyse wurde am Ibsfilu Analytical Sciences in
Dortmund durch Dr. rer. nat. René Zahedi durchgefUfir jedes Protein wurden die
Sequenzabdeckung und der EmPAI-Value (Ishihami, &095) angegeben.
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Um einen Uberblick tber die zellularen Funktionesr @eranderten Proteine zu
erhalten, wurden alle identifizierten Proteine gBmifirer GO-Annotationen (Gene
Ontology, GO) unterteilt. Um zu bestimmen, welcheHlulare ,Pathway” durctSEC62
»silencing“ am meisten beeinflusst wird, wurde diezahl der Annotationen pro GO-Term
in der Liste der regulierten Proteine mit den im @®©-Datenbank annotierten Proteine
verglichen. Danach wurden die GO-Terme nach derrigpgisentation der in diesem
Versuch deregulierten Proteine sortiert. In Tab8lleist das Ergebnis der Auswertung
zusammengefasst. Dargestellt sind die in dieseersathung Uberreprasentierten GO-
Terme naclSEC62Depletion.

Insgesamt wurden 13 Uberreprasentierte GO-Termendeh. Sechs GO-Terme
zeigen eine mogliche funktionelle Verbindung voré&mit Stress assoziierten zellularen
.Pathways”:“translational elongation” (GO: 0006414);negative and positive regulation
of ubiquitin-protein ligase activity during mitoticell cycle” (GO: 0051436 und GO:
0051437),“negative regulation of cell proliferation and apmsis” (GO: 0008285 und
GO: 0043066) und‘anaphase-promoting complex-dependent proteasonabjuitin-
dependent protein catabolic proces&0: 0031145). Zusammenfassend ergibt sich aus
dieser Proteomuntersuchung ein Hinweis, dass deg23Rroteingehalt in Zellen Einfluss
auf ER-Stress assoziierte zellulare Signalwege hat.
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Tab. 31: Uberreprésentierte GO-Terme n&8BC62,knock down”. In die ermittelten GO-Terme
wurden sowohl positiv- als auch negativ-reguliétteteine miteinbezogen.

% %

GO-Term Beschreibung Annotation von inGO von Uberrepra-
sentation
Total Total
Peptide
0018149 . 3 0,034 26 0,001 24,36
cross-linking
0006414 LIS EHIEEL 10 0,114 106 0,006 19,92
elongation
anaphase-promoting
complex-dependent
0031145 JAezERlE 4 0045 62 0,003 13,62
ubiquitin-dependent
protein catabolic
process
negative regulation o
0051436 UPiquitin-protein 4 0045 62 0,003 13,62
ligase activity during
mitotic cell cycle
0030216 . 4 0,045 73 0,004 1157
differentiation
positive regulation of
0051437 . UPiquitin-protein 3 0034 65 0003 975
ligase activity during
mitotic cell cycle
0008544 Lol 3 0034 192 0,010 3,30
development
0006954 LI ENEl 5 0057 360 0,019 293
response
ey | PR R © 4 0,045 369 0,020 229
apoptosis
0o0g2gs  edative regulation o 3 0034 341 0018 1,86
cell proliferation
0001501 e 3 0034 348 0,019 1,82
development
0006928 cell motion 4 0,045 572 0,031 1,48

0007155 cell adhesion 4 0,045 796 0,043 1,06
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3.7.2 Einfluss von SEC62 auf die Invasion von Tumorzellen

In Prostatakarzinomen ist eine erhthte Sec62-Pwsytethese mit der Tumor-
progression assoziiert (Greiner et al.,, 2011a). iSbesteht die Mdglichkeit, dass Sec62
eine Funktion bei der Metastasierung einnimmt. Wnuatersuchen, welche Rolle Sec62
bei der Invasion von Tumorzellen spielt, wurde dagasive Wachstum vorSEC62
depletierten androgenunabhangigen PC3-Zellen Ulierfwie Analyse erfolgte in einem
Standardinvasions-Modell (siehe 2.2.2.6). Mittelestérnblot wurde die ,silencing“-
Effizienz (siehe 2.2.4.1) Uberpruft. Um auszusddie, dass eine Verminderung des
invasiven Wachstums durch Zellschaden aufgrundTdansfektion begriindet ist, wurde
zusatzlich die ,viability* (siehe 2.2.2.1), Nekresgsiehe 2.2.2.3) und Proliferationrate
(siehe 2.2.2.4), der in diesem Versuch untersuchédien, bestimmt.

In Abbildung 21 ist der Sec62-Proteingehalt von P@8en dargestellt, die mit
Kontroll siRNA bzw. mit SEC62UTR siRNA transfiziert wurden. Die Expression von
SEC62depletierten PC3-Zellen konnte auf 5% gegenubentigt sSiRNA transfizierten
Zellen reduziert werden. Kein Unterschied in dec@2eProteinmenge bestand zwischen
unbehandelten Zellen und Kontroll transfizierteiete
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Abb. 21: Uberprifung der Sec62-Proteinmenge nach Transfektimn PC3-Zellen mit
unterschiedlichenSEC62 siRNA’s. Dargestellt ist der Sec62-Proteingehatin v
Kontroll siRNA, SEC62UTR siRNA und SEC62#1 siRNA transfizierten PC3Zellen.
Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Mittéestern Blot (oberer Teil der
Abbildung) wurde die Proteinmenge von Sec62 und BARLadekontrolle) quanti-
fiziert (siehe 2.2.4.1), die Ratio von Sec62 gedg@APDH berechnet und auf
unbehandelte Zellen normiert.
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Bei der Uberprufung der Zellparameter (siehe AlR). 2eigte sich ein geringer

Vitalitatsverlust beiSEC62,knock down* Zellen (7%) und Kontroll siRNA transferten
Zellen (3%). Ebenfalls konnte ein schwacher zytsicher Effekt der Transfektion auf die

untersuchten Zellen nachgewiesen werd&EG62,knock down®* Zellen (9%) und
Kontroll siRNA transfizierten Zellen (11%)). Nurib®EC62depletierten Zellen konnte ein

mafiger Ruckgang der Proliferationsfahigkeit vofoli@estimmt werden.

in % von unbehandelt
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H Positivkontrolle H unbehandelt Eontroll siRMA HSECEZ UTR siRMA HSECE2#1 siRMA

Abb. 22: Kontrolle der ,viability" , der Proliferation und ékrose von unbehandelten, Kontroll

transfizierten undSEC62downregulierten PC3-Zellen. Dargestellt ist digahility"
(2.2.2.1 WST-1 Assay.), Proliferation (2.2.2.4 Brflgsay) und Zytotoxizitat (2.2.2.3
LDH"-Assay) von Kontroll sSiRNA, SEC62UTR siRNA und SEC62#1 siRNA
transfizierten PC3-Zellen. Unbehandelte Zellen @ienals Kontrolle. Alle Ansatze
wurden als Triplikate durchgefiihrt. In die Unterisug gingen jeweils 2 Experimente
fur Kontroll siRNA (n=6),SEC62UTR siRNA (n=6) und unbehandelte Zellen (n=6) mit
ein und 1 Experiment fUBEC62#1 siRNA (n=3). Angegeben sind die berechneten
Mittelwerte und die dazugehorige Standardabweichunglie Nekrose ist angegeben in
% von der Positivkontrolle (= 100% Nekrose durchilse mit 10% TritonX 100, im
Kit enthaltene Ldsung).

Bei der Untersuchung des Invasionspotentials fderntSEC62,knock down® in

PC3-Zellen zu einem Ruckgang auf 17% (siehe Talb), @®bei Kontroll siRNA

transfizierte Zellen im Gegensatz dazu eine Vererndg der Invasivitat auf 82%

aufweisen.
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Tab. 32: Untersuchung der Invasivitat v&EC62,Knock Down* Zellen. Uberpriift wurde die
Invasivitat von Kontroll siRNA, SEC62 UTR siRNA und SEC62 #1 siRNA
transfizierten PC3-Zellen. Unbehandelte Zellen w@ierals Kontrolle. Ausgesat wurden
3,5x10 Zellen. Pro Ansatz wurden Triplikate untersuchtusAdiesen wurde der
Mittelwert der Zellzahl/Well der invasiv gewachsangellen bestimmt und anschlie-
Bend der Mittelwert aller Experimente ermittelt. rgestellt ist die Invasion der
unterschiedlich behandelten Zellen. UnbehandellieZaurden gleich 100% gesetzt.

MW MW MW MW Invasion in
Zellzahl/ Zellzahl/ Zellzahl/ Zellzahl/
Ansatz % von
Well Well Well Well unbehandelt
[10%] [10%] [109) [10%]
Exp. 1 -
1. Exp. 2. Exp. 3. Exp. Exp. 3
unbehandelt 8,60 4,75 6,20 6,52 100
Kontroll
SIRNA 4,80 5,00 6,30 5,37 82
SEC62UTR 1,00 0,66 1,60 1,09 17
SEC62#1 0,83 n.b. n.b. 0,83 13
100
< 80
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SEC62UTR WSEC62#1 |

Abb. 23: Vergleich der Invasivitat, der Proteinmenge, defahility® und Proliferation der
untersuchten PC3-ZellenDargestellt ist die Invasivitat, die Proteinmenggie
Lviability“ und die Proliferation von Kontroll siRN, SEC62UTR siRNA undSEC62
#1 siRNA transfizierten PC3-Zellen. Kontroll siRNansfizierte Zellen wurden auf
100% gesetzt.
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Der Vergleich der untersuchten Parameter (siehe. £Bb verdeutlicht, dass die
geringe Verminderung der Vitalitat bzw. Prolifecatsrate nicht urséchlich fur den
erstaunlichen Ruckgang der Invasionsfahigkeit 8&C62,knock down® Zellen ist,

sondern dieser nur auf den geringen Sec62-Proteattgaurtiickzufihren ist.

Um Nebeneffekte der verwendeten siRNA auszuschilie®erde die gleiche
Untersuchung mit einer siRNA durchgefuhrt, die gegen kodierenden Bereich von
SEC62gerichtet ist. Abbildung 21 zeigt, dass die Trakgbn von PC3-Zellen mBEC62
#1 siRNA den Sec62-Proteingehalt auf 5% reduzigmemte. Die Vitalitat der Zellen ist
jedoch durch die Transfektion mit dieser siRNA &6f6 reduziert und die Proliferation
sogar auf 56% (siehe Abb. 22). Es kann ebenfalteige werden, dass die Transfektion
mit der SEC62#1 siRNA zytotoxischer auf PC3-Zellen wirken. Inergleich zurSEC62
UTR siRNA (9%) konnten vermehrt nekrotische Zell@8%) nachgewiesen werden
(siehe Abb. 22). Durch die Reduktion des Sec62efrgehaltes auf 5% konnte jedoch das
Invasionspotential der Zellen auf 13% reduziertdeer(siehe Abb. 23).

Insgesamt kann man schlussfolgern, dass durch dsschalten voiSEC62in der
Prostatakarzinomzelllinie PC3, nur noch wenige efeltlas Potential besitzen invasiv zu
wachsen, wobei dieser Effekt jedoch nicht auf efedischadigung durch Transfektion

zurtckzufuhren ist.

Als néachstes wurde untersucht, ob sich Sec62 inmesiv gewachseneSEC62
depletierten Zellen nachweisen lasst. Dazu wur8&C62UTR siRNA und Kontroll
SiRNA transfizierte Zellen auf 24 Well-Matrigel™ asionskammern mit FluoroBlok-
Membran ausgesat und 48 h im Brutschrank inkubizt. Nachweis von Sec62 erfolgte
durch Immunfluoreszenzfarbung der invasiv gewaalsetellen. In Abbildung 24 A und
B sind invasiv gewachsene Kontroll siRNA transfitee Zellen dargestellt und in
Abbildung 24 C und D invasiv gewachse8ieC62UTR siRNA transfizierte Zellen.
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Abb. 24: Nachweis von Sec62 in invasiv gewachsenen PC3i+Zetlarch Immunfluores-
zenzfarbung. PC3-Zellen wurden mBEC62 UTR siRNA und Kontroll siRNA
transfiziert (siehe 2.2.2.5) und auf 24 Well-Ineesskammern mit FluoroBlok-
Membran ausgesat. Nach 48 h wurden die invasiv ¢fesesen Zellen mit dem Sec62-
Primarantikorper inkubiert. Zur Detektion dienter ddekundarantikorper Alexa 488-
goat-anti-rabbit (grun). Die Kernfarbung erfolgterch Propidiumjodid (rot)A und B
invasiv gewachsene PC3-Zellen mit Kontroll siRNAansfiziert C und D invasiv
gewachsene PC3-Zellen iEC62UTR siRNA transfiziert.

In den Kontrollzellen zeigt sich eine deutliche bbkierung der Sec62-Signale
(gran) im ER der Zelle (rot dargestellt sind diet ropidiumjodid gefarbten Zellkerne),
wodurch die ER-Struktur gut erkennbar ist. Wahrethelssen ist in den invasiv
gewachsenen Zellen, die n8EC62UTR siRNA transfiziert wurden, kein Sec62-Signal

im ER nachweisbar.

Da nicht nur das Prostatakarzinom die Fahigkeittitegvasiv zu wachsen, wurde
im letzten Schritt Uberprift, ob d&EC62,knock down* auch in Zelllinien anderer
Tumorentitaten zu einer Reduktion des Invasionspiatis fiihrt. Uberprift wurde hierzu
die Blasenkarzinomzelllinie T24, die ein hohes Biwaspotential aufweist, zwei Lungen-
karzinomzelllinien A549 und H1299, wobei A549 eittberexpression VOrSEC62
aufweist und H1299 die gleiche Expression wie P&gtzEbenfalls untersucht wurde die
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die Fibrosarkomzelllinie HT1080 (vermehrteSEC62Expression und hohes
Invasionspotential) sowie die Glioblastomzelllifi¥3868 (erhohteSEC62Expression).
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Abb. 25: Kontrolle der Sec62-Proteinmenge nach Transfektiom Tumorzellen verschiedener
Tumorentitdten. Dargestellt ist der Sec62-Protdiaievon Kontroll siRNA,SEC62
UTR siRNA undSEC62#1 siRNA transfizierten Tumorzellen. Unbehandé&tdlen
dienten als Kontrolle. Mittels Western Blot (oberkeil der Abbildung) wurde die
Proteinmenge von Sec62 und GAPDH (Ladekontrollgngjiziert (siehe 2.2.4.1), die
Ratio von Sec62 gegen GAPDH berechnet und auf amiolite Zellen normiert.

Die Uberpriifung delSEC62siRNA transfizierten Zellen (bezogen auf Kontroll
SiRNA transfizierte Zellen) ergab in allen untefsien Tumorzelllinien einen enormen
Riuckgang des Sec62-Proteingehaltes (H1299 16%A%4€ 0%, fir HT1080 54%, fur
TX3868 23% und fur T24 13% (siehe Abb. 25)), wobler grol3te Rickgang auf 0% in
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A549 Zellen gefunden wurde und die geringste Vedaiang der Proteinmenge auf 54%
in HT1080 Zellen gezeigt werden konnte.

Bei der Kontrolle der ,viability* derSEC62UTR siRNA transfizierten Zellen
wurde bei H1299 der grof3te Vitalitatsverlust vor¥6beobachtet (siehe Abbildung 26).
Hier zeigte sich schon bei den Kontroll transfiteer Zellen ein Vitalitatsriickgang von
35%. Bei den Zelllinien A549 und TX3868 ging dietdlitat auf 73 - 74% (siehe
Abbildung 26). Jedoch bestand kein Unterschied aveis unbehandelten Zellen und
Kontroll siRNA transfizierten Zellen. Eine Verminadmg der Vitalitat auf 67% wurde bei
SEC62 depletierten T24 Zellen beobachtet, wobei auchr Wlee Kontroll siRNA
transfizierten Zellen nur noch 77% aufwiesen (si&hbildung 26).
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Abb. 26: Auswirkung der SEC62Downregulierung auf die ,viability® von Tumorzetie
verschiedener Tumorentitdten. Dargestellt ist diebility* (siehe 2.2.2.1 WST-1
Assay) von Kontroll unSEC62UTR siRNA transfizierten Tumorzellen. Unbehandelte
Zellen dienten als Kontrolle. Pro Ansatz und Expemt wurden Triplikate durch-

gefuhrt. Angegeben sind die Mittelwerte aus 2 Eixpenten (n=6) und die ermittelte
Standardabweichung.

Die Transfektion aller untersuchten Tumorzellliniait Kontroll undSEC62UTR

SiRNA hatte jedoch keine Auswirkung auf die Probtgon der Zellen (siehe Abbildung
27).
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Abb. 27: Auswirkung der SEC62Downregulierung auf die Proliferation voTumorzellen
verschiedener Tumorentitat Dargestellt ist die Proliferation (2.2.2.4 Br-Assay.)
von Kontroll undSEC6: UTR siRNA transfizierten Tumorzellen. Unbehandeladlen
dienten als KontrollePro Ansatz und Experiment wurden Triplikate durdbiprt.

Angegeben sind die Mittelwerte aus 2 Experimenter6) und die ermittelte Standi-
abweichung.

Bei der Uberprifung des zytotoxischen Effektes deansfektion auf di
Tumorzellen stellte sich heraus, dass T24 die groffelte aufwies (siehe Abbiling
28). In 20% der Kontroll siRNA transfizierten Zellamd 24% deiSEC6. UTR siRNA
transfizierten Zellen lieflsich Nekrose nachweisen. In unbehandelten HT-Zellen
wurde bereits 7% Nekrose beobachtet, bei Kontraldfizierten 10% und b«<SEC62
.knock down* Zellen 18% (siehe Abldung 2§. Die Transfektion von H1299, A549 u

TX3868 mit beiden siRNAs zeigte nur sehr geringdotoxische Effekte auf di
untersuchten Zellen.
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Abb. 28: Zytotoxischer Effekt der Transfektion von KontrelRNA undSEC62UTR siRNA auf
Tumorzelllinien verschiedener Tumorentitdten. Datgdt ist der zytotoxische Effekt
der Transfektion von Kontroll sSIRNA un8EC62UTR siRNA auf Tumorzelllinien
(2.2.2.3 LDH-Assay). Unbehandelte Zellen dienten als Kontrofeo Ansatz und
Experiment wurden Triplikate durchgefuhrt. Angegel®nd die Mittelwerte aus 2
Experimenten (n=6) und die ermittelte Standardablneig. Die Zytotoxizitat ist
angegeben in % von der Positivkontrolle (= 100% mds& durch Zelllyse mit 10%
TritonX 100, im Kit enthaltene Losung).

Die Ergebnisse des Invasionsassays in Tabelle Bfgrzdoei allen untersuchten
Tumorzelllinien eine deutliche Reduktion des invasi Wachstums nach Depletion von
SEC62gegenuber Kontroll siRNA transfizierten Zellen uandbehandelten Zellen. Die
Invasionsfahigkeit voiSEC62depletierten H1299 Zellen und TX3868 Zellen berogef
unbehandelte Zellen sinkt auf 6%. Dagegen zeigentrglb SIRNA transfizierte A549-
Zellen ein gesteigertes Invasionspotential auf 138%hingegen irSEC62,knock down*
Zellen ein Ruckgang der Invasivitat auf 13% gefumdard. In den untersuchten T24, die
mit SEC62UTR siRNA transfiziert wurden, sinkt die Invaséiitauf 5%. Die Befunde der
Fibrosarkomzelllinie HT1080 zeigen bEC62,knock down* Zellen eine Verminderung

der Invasion auf 33%.
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Tab. 33: Untersuchung der Invasivitdt voBEC62 knock down* Tumorzellen verschiedener
Tumorentitaten. UberprUft wurde die Invasivitat v&ontroll siRNA, SEC62UTR
SiRNA undSEC62#1 siRNA transfizierten Tumorzellen. Unbehandé&édlen dienten
als Kontrolle. Ausgesat wurden 3,5%1@ellen. Pro Ansatz wurden Triplikate
untersucht. Aus diesen wurde der Mittelwert detzagll/Well der invasiv gewachsenen
Zellen bestimmt und anschlieBend der MittelwerterallExperimente ermittelt.
Dargestellt ist die Invasion der unterschiedlichhdraelten Zellen, dabei wurden
unbehandelte Zellen gleich 100% gesetzt.

MW MW MW Invasion in %
Zelllinie Zellzahl/Well  Zellzahl/Well  Zellzahl/Well von
[107] [107] [107] unbehandelt
1. Exp. 2. Exp. = E|;(>F<)|.3+ 2.
H1299
unbehandelt 0,53 2,80 1,67 100
Kontroll siRNA 0,475 1,90 1,19 71
SEC62UTR siRNA 0,047 0,14 0,094 6
A549
unbehandelt 1,90 1,40 1,65 100
Kontroll siRNA 2,20 2,20 2,20 133
SEC62UTR siRNA 0,30 0,13 0,215 13
HT1080
unbehandelt 3,12 6,50 4,81 100
Kontroll SiRNA 2,25 4,80 3,53 73
SEC62UTR siRNA 0,96 2,26 1,61 33
TX3868
unbehandelt 2,60 2,90 2,75 100
Kontroll siRNA 0,36 0,94 0,65 24
SEC62UTR siRNA 0,10 0,22 0,16 6
T24
unbehandelt 1,40 6,40 3,90 100
Kontroll siRNA 2,20 1,80 2,00 51

SEC62UTR siRNA 0,13 0,27 0,20 5
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Es ist bei der Zelllinie HT1080 deutlich zu erkenndass bei einer hoheren Rest-
proteinmenge, d.h. bei einer schlechteren ,silagfekffizienz, das Invasionspotential der
Zellen ebenfalls groRer ist (siehe Abb. 29).

Vergleicht man nun die ,viability“ und Proliferatnomit der Invasionsfahigkeit der
untersuchten Zellen, so zeigt sich, dass der gefrilitats- und Proliferationsriickgang
auch in dieser Untersuchung nicht fur die ReduktenInvasion verantwortlich ist (siehe
Abb. 29).
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Abb. 29: Vergleich der Invasivitat, der Proteinmenge, derahiity* und Proliferation der
untersuchten Tumorzelllinien. Dargestellt ist dievdsivitat, die Proteinmenge , die
Lviability* und die Proliferation von Kontroll siRN, SEC62UTR siRNA undSEC62
#1 siRNA transfizierten Tumorzellen. Kontroll siRNifansfizierte Zellen wurden auf
100% gesetzt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchung haben verdeutliassSEC62essentiell fur
das invasive Wachstum von Tumorzellen ist. Gleithgeeigt sich aber auch, dass ein
Fehlen vorSEC62das Wachstum und die Vitalitat dieser Zellen nlmintrachtigt.
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4. Diskussion

Gegenstand meiner Untersuchungen war die Charsikteng des erstmals von
unserer Arbeitsgruppe in Prostatakarzinomen alsliingrt beschriebenelSEC62Gens
(Jung et al., 2006) als neuer Tumor- und PrognodemnaEin weiteres Ziel war die
funktionelle Analyse vorSEC62in Tumoren, um ein besseres Verstandnis der Fomddi
weise dieses Proteins im Zusammenhang mit der ébnisy, dem Wachstum und der
Progression von Tumoren zu erhalten und damit ditegphysiologische Funktionen von
Sec62 in Tumoren aufzuklaren. Dabei stand das &eadstrzinom im Mittelpunkt dieser
Arbeit. Die Befunde, die aus meinen Analysen reéswn, wurden danmn vitro an
Zelllinien wie Kolon-, Mamma-, Blasen-, Bronchiatktnom sowie dem Fibrosarkom, die

als Modellsystem fur die unterschiedlichen Tumatéten dienen sollten, geprtift.

4.1 Eignung von SECG62 als diagnostischer Biomarker

Biomarker sind definiert als Molekiile, deren Aufere oder erhdhte Konzentration
in Korperflussigkeiten bzw. in oder auf Zellen R#cklisse auf das Vorliegen, den
Verlauf oder die Prognose einer bestehenden Tukrardqtung ermdglichen. Geeignet ist
die Bestimmung von Biomarker-Konzentrationen zurigigfriherkennung, zur Verlaufs-
kontrolle, zur Therapietberwachung, zur Einsch&jzier Prognose sowie im Rahmen der
Primardiagnose zur Friherkennung und Therapieegithahg. Beim Prostatakarzinom gilt
das PSA als etablierter Biomarker und dient derh&mkennung sowie der Verlaufs-
kontrolle unter Therapie. Allerdings besteht bai derwendung des PSA als Marker ein
entscheidender Nachteil, da es zwar organspezifjsdoch nicht karzinomspezifisch ist.
Hierdurch kann es bei gutartigen Erkrankungen destBta wie z.B. der BPH und der
Prostatitis zu falsch positiven Ergebnissen komnemzeit gibt es jedoch keinen besseren
Marker flr das Prostatakarzinom. Die PSA-basienigh&kennung wird heute jedoch
kontrovers diskutiert. Aus Obduktionsergebnisseérbékannt, dass 80% aller 70-jahrigen
Manner ein latentes Prostatakarzinom haben, oltdozliean diesem Tumor zu erkranken
oder zu versterben (Boérgermann und Ribben, 2006i)ciDdie Bestimmung des PSA-
Wertes ist zu befiirchten, dass verstarkt Prostetaicane entdeckt wirden, die sich zu
Lebzeiten des Patienten sehr langsam entwickeln kmgide klinischen Symptome
aufzeigen wirden. Ein wichtiges Ziel der praklimien Forschung beim Prostatakarzinom
ist daher die Identifizierung von Biomarkern zuiHzeitigen Detektion von Patienten, die
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im Laufe der Erkrankung Kkastrationsresistente RBtakarzinome entwickeln, die
zumindest gegenwartig nicht therapierbar sind. Daninaus sollen Patienten mit
indolenten Prostatakarzinom identifiziert werdenm udiese vor Ubertherapie
(;overtreatment) zu schitzen. In diesem Zusammeghaurde untersucht, ob das in
Prostatakarzinomen verstarkt synthetisierte ER-Mamtrotein Sec62 einen solchen

Marker darstellen kénnte.

4.1.1 SEC62-Amplifikation und Expression in Tumoren

Unter klinischen Gesichtspunkten haben Amplifikaio Bedeutung bei der
Prognose und Auswahl der targeted therapy“ einemdrerkrankung sowie bei der
Entwicklung von Therapieresistenzen (Albertson, §0Beim Mammakarzinom zeigen
spezifische Amplikons wit1YC und ERBB2 prognostische Signifikanz (Al-Kuraya et al.,
2004). Zugleich sind amplifizierte Gene Zielstrukiu spezifischer Therapien aufgrund
ihrer erhdhten Expression im Tumor. Ein Beispid@rfiir ist der Einsatz von Antikorpern
gegen ERBB2 (Herceptin) bei Mammakarzinom-Patienten mit angpéftem ERBB2
(Mass et al., 2005).

Beim Prostatakarzinom finden sich vor allem indedchrittenen, metastasierenden
und kastrationsresistenten Tumoren Amplifikatioifaltz-Wittmer et al., 2000; Linja et
al., 2001; Mark et al., 2000; Visakorpi et al., 3B® Visakorpi et al. beschrieb 1995
erstmals eine Amplifikation de8R-Gens (Xqll) in kastrationsresistenten Prostatakarz
nomen (Visakorpi et al., 1995a). Dies wurde inzWwest durch zahlreiche andere Studien
bestatigt (Kaltz-Wittmer et al., 2000; Koivisto &t, 1997). Mit der Genamplifikation in
rezidivierenden Prostatakarzinomen geht auch eiberéxpression deAR-Gens einher
(Linja et al., 2001).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde Uberprift, ob DNA-Gew von SEC62 ein
prostatakarzinomspezifisches und/oder ein tumorfpezes Phdnomen darstellen. Aus
diesem Grund wurden eine Reihe von Tumorentitateler@r Organsysteme auf Amplifi-
kationen und Uberexpression dieses Gens hin umtersDie Untersuchungen umfassten
neben der Prostatakarzinomzelllinie LNCaP (andragbangig) und PC3 (androgen-
unabhangig), die Harnblasenkarzinomzelllinien RTH ur24, die Kolonkarzinomzell-
linien HT29 und COLO320, die MammakarzinomzellliMEF7 sowie eine Fibrosarkom-
zelllinie HT1080.
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In allen untersuchten Tumorzelllinien waren sida@fite Aberrationen voBEC62
und Chromosom 3 nachweisbar. Es wurden sowohl teede¥erluste als auch Gewinne
von SEC62beobachtet, wobei alle Tumorzelllinien Genkopidrhgawinne aufwiesen. In
den Zelllinien LNCaP und MCF7 ging die Vermehrungs SEC62Gens mit einer
Polysomie von Chromosom 3 einher. Interessanteemgissen die tbrigen untersuchten
Zelllinien eine groRere Anzahl an Zellen mit selldth Gewinnen vorSEC62als eine
Vermehrung von Chromosom 3 auf. DSEC62Kopienzahlgewinn, ohne gleichzeitige
Vermehrung von Chromosom 3, lasst auf eine selek#mplifikation von SEC62
schlieRen, was moglicherweise auf einen SelektameaW zurtickgefuhrt werden kann. Die
komplexen Karyotypen koénnten deshalb ein Ausdruckes Selektionsprozesses
darstellen, welcher immer mehr Kopien d8EC62Gens anhauft. Die Ergebnisse der
FISH-Analyse zeigen auf3erdem eine intrinsische ndgemitat der Tumorzelllinien,
welche durch eine auffallend unterschiedliche Ahzam SEC62 und Chromosom 3-
Signalen pro Zelle innerhalb einer Zellpopulatidra@kterisiert ist. Im Gewebe spiegelt
diese Tumorheterogenitat die genomische Instabde#& Tumorzellen wider, die aufgrund
von genetischen Veranderungen wahrend der Tumoiekitiug aus einer gemeinsamen
Vorlauferzelle entsteht (Bayani et al., 2007). Qinal. (1995) propagierten in ihrer
Arbeit, dass die malignen Foci, die in Prostatakamen entdeckt wurden, verschiedene
Stadien und Malignitatsgrade aufweisen, welche ijswen unterschiedlichen chromo-
somalen Aberrationen ausgehen (Qian et al., 1985)er Vergangenheit wurde bereits
beim Mamma- und dem papillaren Schilddriisenkarzibhewobachtet, dass sich die Zellen
innerhalb eines Tumors auf molekularer Ebene uctterden (Aubele et al., 1999; Unger
et al., 2008; Unger et al., 2004). In diesem Zusanmimng wird in den letzten Jahren
vermehrt die Tumorstammzelltheorie diskutiert (Reyaal., 2001), wobei zwei Modelle
existieren: Im stochastischen Modell wird postajidass jede Zelle innerhalb des Tumors
die Fahigkeit besitzt, das Tumorwachstum zu férdemd damit als Tumor-initiierende
Zelle (TIC) zu wirken. Das hierarchische Modell gdhvon aus, dass eine geringe Anzahl
maligner transformierter, tumorinitierender Zellamit Stammzelleigenschaften wie
Immortalitdt und geringe Proliferationsrate bei egtenzter Teilungsfahigkeit existieren.
Diese Stammzellen des Tumors bringen eine grol3eatndifferenzierter Zellen bzw.
Progenitorzellen hervor, die den Primartumor bildBie verschiedenen Zelltypen sind
hierarchisch aufgebaut, wodurch der Tumor als ewvigsermalRen eigenstandiges Organ

verstanden werden kann. An der Spitze stehen deofstammzellen. Es wird vermutet,
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dass diese Zellen gegen viele der Ublichen Theamamsistent sind und so zu Rezidiven

und Metastasen fuhren.

Diese oben beschriebenen Genamplifikationen kormen Uberexpression des
betroffenen Gens fuhren. So zeigt sich in 20% derdivierenden und metastasierenden
Prostatatumoren ein erhohter c-Myc-Proteingeha&turgacht durch eine hochgradige
MY CG-Amplifikation, woraus eine verstarkte Proliferatiaesultiert (Bubendorf et al.,
1999). Jung et al. (2006) konnten in Prostatakammen zeigen, dass sich eiB&C62

Amplifikation ebenfalls in einer Uberexpressionairkt (Jung et al., 2006).

Basierend auf den Amplifikationsdaten der untersarchTumorzelllinien wurde
Uberprift, ob sich der Gewinn va@@EC62auf DNA-Ebene in diesen Zelllinien auch auf
die Genexpression auswirkt. Lediglich die Fibrosankelllinie HT1080 und Kolonkarzi-
nomzelllinie HT29 zeigten neben einer Amplifikatigleichzeitig einen erh6hteBEC62
MRNA-Gehalt. Dieser Effekt wirkt sich jedoch nichéi den Tumorzelllinien LNCaP,
COLO320, MCF7 und T24 aus, di8EC62 auf einem gleichen Level wie PC3
exprimieren. Hier wird deutlich, dass sich die DM#aplifikation in diesen Zelllinien
nicht auf Transkriptionsebene manifestiert. Junglef2006) hingegen fanden durch ihre
Untersuchungen Tumore mit eifBEC62mRNA Uberexpression, die jedoch keine DNA-
Gewinne aufwiesen. Daher ist zu vermuten, dass Adimglifikation nur einen von
mehreren Mechanismen darstellt, die zu einer Ulpeession dieses Gens fiihren (Jung et
al., 2006).

Dieses Phanomen, dass sich Amplifikationen in emigelllinien auf Transkrip-
tionsebene starker und in anderen schwacher awswirkpricht daflr, dass weitere
Regulationsmechanismen wie z.B. ,rearrangementsgndkriptionsfaktoren, miRNAs
oder posttranslationale Modifikationen, bei der Eegsion eine Rolle spielen kénnten. Da
auch epigenetische Verdnderungen in der Karzinageaazutreffen sind, kénnten auch
diese hier entscheidend sein. In den vergangeniererJavurden eine Vielzahl von in
Tumorzellen alterierter Genloci identifiziert, wk& durch DNA-Methylierung und
Histonmodifikation aktiviert und/oder supprimieind (Mathews et al., 2010; Mduller et
al., 2010a).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich adfglemn Heterogenitat der
Tumore die Amplifikation bzw. Expression va@8EC62alleine nicht als diagnostischer

Marker eignet. Jedoch geben die unter 4.1.3. disitah Daten zur Korrelation zwischen
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SECG62Expression und Tumorprogression einen Hinweis dardass dieser Parameter

maoglicherweise als prognostischer Marker dienemtgin

4.1.2 Mutationen im SEC62-Gen als moglicher Mechanismus fir die

veranderte Funktion im Prostatakarzinom

Das bedeutendste Gen bei der Tumorentstehung ssTai@orsuppressorgen p53.
Mutationen in diesem Gen sind die haufigsten gealeéin Alterationen in humanen
Tumoren. Bei Uber der Halfte aller menschlichen drarfehlt entweder das p53-Protein,
oder man findet Mutationen im p53-Gen. Zhao e(2000) zeigten, dass Mutationen im
Androgenrezeptorgen die Rezeptorfunktion so venmindess die Aktivierung der AR-
Signalkaskade nicht nur Gber Androgene, sonderh @ber andere Steroidhormone wie
z.B. Kortisol, Kortison, Progesteron undpt@stradiol, erfolgen kann (Zhao et al., 2000).
Da SEC62in der Tumorgenese des Prostatakarzinoms eine Rolspielen scheint, wurde
Uberprift, ob Mutationen inBEC62Gen flr eine verédnderte Funktion von Sec62 im
Prostatakarzinom verantwortlich sind. Mutationen@enen, die mit dem Proteintrans-
lokon des ER assoziiert sind (wozu adsBC62gehdrt), stehen in Zusammenhang mit
unterschiedlichen humanen Erkrankungen. So fihidn Mutationen im\SEC63Gen zu
einer autosomal dominanten polyzystischen Lebesakung (Davila et al., 2004; Drenth
et al.,, 2005). In mikrosatelliteninstabilen Magentren und kolorektalen Tumoren
wurden ebenfalls Mutationen IBSEC63Gen gefunden (Mori et al., 2002). Auch der
HNPCC (,hereditary non polyposis colorectal canpex$soziierte DUnndarmkrebs ist
durch Mutationen in diesem Gen gekennzeichnet (8adnn et al.,, 2005). Als Ursache
des Marinesco-Sjogren-Syndrom (MSS) wurden Mutatiomm SIL1-Gen nachgewiesen
(Anttonen et al., 2005; Senderek et al., 2005; BogR005). Durch oben genannte
Mutationen kommt es zu Stérungen in einem der wgskgn Schritte der Biosynthese von

sekretorischen Proteinen und Membranproteinen.

Da Sec62, wie die vorher aufgefuihrten Proteinemudiich am Proteintransport
beteiligt ist (Muller et al., 2010b), wurde uUberftyiob in Prostatakarzinomzelllinien
Mutationen in diesem Gen vorliegen. Dazu wurde kbelierende DNA-Sequenz des
SEC62Gens in den Prostatakarzinomzelllinien PC3, LNQaB DU145 sowie DNA aus
Lymphozyten von zwei gesunden Probanden sequenZBeit der Auswertung der
erhaltenen Sequenzen fanden sich keine Mutatiomelem Exonsequenzen der Prostata-

karzinomzelllinien DU145, LNCaP und PC3 im Vergleiu gesunden Probanden bzw. zu
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der in der Datenbank hinterlegten Sequenz. Somtlevausgeschlossen, dass Mutationen
in den Exonsequenzen d8&C62Gens fur eine veranderte Funktion von Sec62 in den
Prostatakarzinomzelllinien verantwortlich sind. ektlings kénnten Mutationen in regula-
torischen Elementen wie der Promotorregion, Exdreimibergange oder Gen-Dosis-
effekte eine Rolle spielen. Dies wurde jedoch imhiRan dieser Arbeit nicht weiter
untersucht. Dadurch dass die wenigen Zelllinien lnbgrweise nicht reprasentativ fur
alle Prostatakarzinome sind, ist des Weiteren &intersuchung vieler Patientengewebe

notwendig, um eventuell vorhandene Mutationen eatifizieren.

Auswirkungen mdglicher Mutationen im SEC62-Gen

Miller et al. (2010) konnten zeigen, dass Sec62 tlasische Sequenzen in seiner N-
terminale zytosolischen Doméane am TunnelausgangRibasomen binden kann und die
Initiation der Translation hemmt (Muller et al.,1@b). Eine ,loss of function* Mutation
im basischen Sequenz-Motiv v@EC62konnte dazu fuihren, dass Sec62 nicht mehr an
Ribosomen binden kann und somit die Translatiotnioehr reguliert wird. Folglich
konnten somit verstarkt Proteine translatiert werdeelche die Migration bzw. die
Invasion fordern. Da Sec62 bei der Aufrechterhgtder Kalziumhomdoostase eine Rolle
zu spielen scheint (Greiner et al., 2011b) konirie &utation in der Sequenz, die fir die
Bindung von Sec63 verantwortlich ist, dazu fihr@ass die Bindung zu Sec63 verstarkt
und dadurch BiP/GRP78 effizienter zum Sec61-Kommgeleitet wird. Dadurch wirde
BiP/GRP78 den Sec6l-Kanal von der luminalen Se#eschlielen, was zu einem
effizienteren Verschluss des Kanals von der lunein&eite fihren wirde. Denkbar wéare
auch eine Rolle von Sec62 bei der UPR-Induktiorbessndere durch Substanzen wie
Thapsigargin, die Uber eine Storung der Kalziumhostese zum ER-Stress fuhren. Hier
wéare es vorstellbar, dass — wenn fir diese regidate Funktion die Interaktion mit
Sec63 wichtig ware — eine Mutation im vorher genanrSequenzmotiv zu einer Stérung
der Interaktion und damit der UPR-Induktion fihweirde. Dies kdnnte in der Folge einen
Wegfall der zur Induktion der Apoptose fihrendegnalwege und damit einer erhéhten

Stresstoleranz bei Tumorzellen fiihren.
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4.1.3 Erhbhte Sec62-Proteinmenge in Tumoren

Bereits 2006 konnten Jung et al. in 100% der uantéten Prostatakarzinome eine
Uberexpression vo8EC62detektieren (Jung et al., 2006). Die Arbeit voreiGer et al.
2011 zeigte eine starke Korrelation zwischen emthSec62-Proteinmenge und
zunehmender Dedifferenzierung von Prostatakarziedlenz (Greiner et al., 2011a). Der
erhohte Sec62-Proteingehalt findet sich insbesendar fortgeschrittenen Tumoren
(Gleason Score7, 56%) und pT3b Tumoren, welche die muskulare $hmsenwand
infiltrieren. Somit konnte die Uberexpression miitez Verschlechterung der Prognose fur

die Patienten und mit einer gesteigerten Tumoraggriéat assoziiert sein.

In dieser Arbeit wurde erstmals der Sec62-Protdialjenithilfe von Multi-Tumor-
Gewebearrays an unterschiedlichen Tumorentitatatysiert. In diesem Rahmen wurde
auch untersucht, ob der Sec62-Proteingehalt als ofmarker in der Diagnostik
Verwendung finden konnte. Als Hochdurchsatzverfahist der Multi-Tumor-Gewebe-
arrays ein ideales Werkzeug zur gleichzeitigen 4sddag der Synthese eines Proteins in
unterschiedlichen Gewebearten oder der AnalyseSyeshesemusters unterschiedlicher
Malignitatsgrade einer Tumorentitat. Die Grundlatieser Technik lieferten Battifora et
al. (1986). Erstmals wurden gewonnene Gewebepraofoen verschiedenen Préparaten
gemeinsam in einen neuen Paraffinblock eingebragbdurch man die Mdglichkeit
erhielt groRe Patientenkollektive auf Veranderungen Normal- und Tumorgewebe auf
DNA-, RNA- oder Proteinebene zu untersuchen (Ba#if 1986). Durch
Weiterentwicklungen dieser Technik kbnnen heutezbist000 Gewebeproben simultan
auf einem Objekttrager immunhistochemisch untersweinden (Kononen et al., 1998). Es
lassen sich an Tumor-Microarrays (TMA) nicht nuralgtische Verfahren wie
Immunhistochemie, sondern auch molekulargenetistré&hren wie z.B. FISHin situ-
PCR,in sittrRT-PCR und RNA-Hybridisierung durchfuhren. Ein Y&k dieser Technik
besteht darin, dass fir alle Gewebeproben idediSgrsuchsbedingungen herrschen, so
dass die Ergebnisse durch methodische Unregelngifigkweitestgehend unbeeinflusst
bleiben. Durch Anfertigung serieller TMA-Schnittedteht die Mdglichkeit, eine grof3e
Zahl von identischen Gewebearealen z.B. auf Co-&sgionen zu untersuchen, was einen
weiteren Vorteil dieser Technik darstellt. Probleneggen sich jedoch bei histologisch sehr
heterogenem Tumormaterial, wie im Falle des Praktarinoms. Hier stellt sich die
Frage, ob die aus den Tumorblécken fir die Hetstgllder Multi-Tumor-Gewebearrays

herausgestanzten Gewebezylinder die genetische bimlogische Charakteristik des
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Gesamttumors reprasentieren konnen. Unter Berigkgimg dieser Einschrankungen ist
dieses Verfahren trotzdem ein vielversprechendesrk¥¥ag zur Analyse des
Expressionsmusters in Geweben. Schon 1999 untéesucBubendorf et al. unter
Verwendung von Gewebe-Microarrays Prostatakarzinamttels Fluoreszenan situ
Hybridisierung auf Alterationen dess-MYGOnkogens und fanden eine Zunahme der
Genkopienzahl des Onkogens, mit dem Nachweis voma®plifikationen bei

metastasierten Prostatakarzinomen (Bubendorf,e1399).

Fiur die in dieser Arbeit durchgefiihrten immunhis@mischen Untersuchungen
wurde ein Multi-Tumor-Gewebearray aus dem InsfifutPathologie der Universitat Basel
zur Verfigung gestellt. Die insgesamt 2107 ausvaeeilh Gewebespots verteilten sich auf
sechs Arrays. Zusammengesetzt war der Array amsdRumoren von 55 verschiedenen
Tumorentitdten und deren Subtypen sowie 132 PralbsrnNormalgeweben. Differenziert
wurde zwischen Sec62 positiven und negativen Gemwdbel der Auswertung der Spots
trat in einigen Fallen eine Interobserver-Varidhtliauf, wobei diese durch erneute Beur-

teilung aufgehoben wurde.

Die Auswertung des Arrays bestatigte die Ergebnisserer Kooperationspartner
der AG Grobholz (Institut fur Pathologie, Uniklinites Saarlandes), die in 50% aller
untersuchten Prostatakarzinomgewebe Sec62 nacmasmten (Greiner et al., 2011a).
Infolgedessen kann die Verwendung des Sec62-Pgatieaites als diagnostischer Marker
beim Prostatakarzinom ausgeschlossen werden. Eshbg¢sdoch die Mdglichkeit, dass
Sec62 als prognostischer Marker zur Unterscheidimigchen einem niedrig malignen
Tumor und einem aggressiven, metastasierenden Tudienen konnte. Um diese
Verwendungsmaoglichkeit von Sec62 zu testen, musstezukinftigen Studien gréf3ere

Patientenkollektive auf ihnren Sec62-Proteingehalersucht werden.

Die vielversprechendsten und aussichtsreichstealdBigse der Arrayuntersuchung
lieferte die Auswertung der Lungen- und Schilddnigssvebe. Hier war es mdglich,
eindeutig zwischen Tumor- und Nicht-Tumorgewebe unierscheiden. In samtlichen
Normalgeweben der Lunge liel3 sich kein Sec62 detekt, dagegen zeigten 93% - 97%
aller untersuchten Bronchialkarzinomsubgruppen reieehdhten Sec62-Proteingehalt.
Spannend daran ist, dass Pelosi et al. (2007) ingénkarzinomen eine 3Q26
Amplifikation nachweisen konnten (Pelosi et al.02)) wobei das Kandidatengen bis
heute nicht entdeckt wurde. Aufgrund dieser Tatsachkénnte SEC62 dieses

Kandidatengen darstellen und somit eiSEC62Amplifikation fur den erhohten
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Proteingehalt in den untersuchten Bronchialkarzigewebeproben verantwortlich sein.
Die Untersuchung der Schilddrise lieferte ebenfaliffallende Ergebnisse. 100% der
papillaren Karzinome und 87% der follikularen Kaane der Schilddriise zeigten eine
Sec62-Farbung, wohingegen in nur 19% der nichtgnah Adenome und 14% des
Normalgewebes der Schilddriise eine Sec62-Farbuctigpeaviesen werden konnte. Sec62
stellt sich in Anbetracht dessen als vielverspradee diagnostischer Marker bei diesen

Tumorentitaten dar, wobei die Ergebnisse durcheseiStudien validiert werden missen.

Dartiber hinaus lieBen sich durch die immunhistoebeme Sec62-Farbung
Hodentumore von Nichttumorgewebe abgrenzen. Edenfedr es mittels Antikorper-
farbung mdglich, Pankreastumore von Pankreasnoewalge zu differenzieren. Im
Gegensatz zum Lungen- und SchilddrisenkarzinomtkoBec62 in nur 9% der Pankreas-
tumore, jedoch in 88% der Normalgewebe nachgewieseden. Eine dhnliche Verteilung
zeigte sich im Hodengewebe. Hier wurde in 88% desnfdlgewebes Sec62-Signale
gefunden und in allen untersuchten Seminomen urchtMeminomen erfolgte kein
Nachweis von Sec62. Aus dieser Untersuchung ldskt ebenso schlieRen, dass die
Sec62-Antikdrperfarbung auch hier zur Differenzreguzwischen Nicht-Tumorgewebe
und Tumorgewebe bei Hodenkarzinomen und Pankreastimeingesetzt werden kénnte.
Dazu ist jedoch die Analyse einer grof3eren Anzaim Karzinom- und Normalgeweben
eine notwendige Vorraussetzung, um die Wertigkeit 8ec62 als diagnostischen Marker

fir diese Tumorentitdten zu beurteilen.
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4.2 Pathophysiologische Funktionen von Sec62 in Tumoren

4.2.1 Proteinsynthese von Sec62 nach ER-Stress

Ein Teil dieser Arbeit befasst sich damit, die tuassoziierte Funktion von Sec62
aufzuklaren und damit die Frage zu beantworten,unades in Prostatakarzinomgeweben,
die keineSEC62Amplifikation aufzeigen, zu einem erhéhten Sec@@t€ingehalt kommt
und welche Folgen die erhdhte Proteinmenge fluiZdiee hat. Sec62 ist mit dem Sec61-
Translokon in der Membran des endoplasmatischeikiRains, welcher fir den Transport
von sekretorischen Proteinen und Membranproteirganiwortlich ist (Rapoport, 1986),
assoziiert. Da die Menge der ER-Proteine GRP170 BifRIGRP78, die ebenfalls am
Proteintransport ins ER beteiligt sind, durch EReSt bzw. Induktion der UPR (,unfolded
protein response”) stark erhdht wird, sollte im Raln dieser Arbeit untersucht werden, ob
Sec62 unter UPR-Kontrolle steht und der erhohtee&S&roteingehalt im Prostatakarzi-
nomgewebe durch ER-Stress verursacht wird.

Die Synthese und korrekte Faltung sekretorischer membran- sowie organell-
spezifischer Proteine sind wichtige zellulare Pssee die mit dem ER assoziiert sind. Im
Lumen des ER muissen bestimmte Bedingungen herrsdaemt ein effizienter Ablauf
dieser Vorgange gewahrleistet ist. Um die Bildumg \Disulfidbriicken zu begunstigen,
findet man hier, neben einer oxidierenden Umgebinadne C4&'- und ATP-Konzentra-
tionen. Aus diesem Grund reagiert das ER besors#grsitiv gegentber Abweichungen,
die die CA&™-Konzentration, den Redox-Status oder die zellulEreergieversorgung
betreffen. Als Auswirkung dieser Veranderungen akulieren ungefaltete Proteine im
ER-Lumen. Infolge dessen kommt es zur Induktion UR-Stress, welcher einen

Signaltransduktionsweg, der als UPR bezeichnet,\aktiviert.

Wie schon unter Kapitel 1.3.3 ausfuhrlich besclerelst das ER-Chaperon
BiP/GRP78 unter Normalbedingungen an verschiedezeiorproteine der ER-Membran
gebunden (Hendershot, 2004; Kimata et al., 2004rrisiet al., 1997). Kommt es zur
Anhaufung ungefalteter Proteine im Lumen des ERsaddiiiert BiP/GRP78 von diesen
Rezeptoren ab und bindet stattdessen ungefalteteif®. Durch die Dissoziation von
BiP/GRP78, werden die ungebundenen Rezeptoreniektind leiten die UPR ein. Die
UPR-Signalkaskade l6st verschiedene Prozesse armintderung der Translationsrate,
Induktion der Translation von ER-Chaperonen (Fasinelfer) und Stressproteinen sowie

die Beseitigung der falsch gefalteten Proteine lduetrograden Transport oder Abbau
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durch das Proteasom (Lai et al., 2007). Bei peesesidem ER-Stress wird der Zellzyklus
arretiert (Brewer et al., 1999). Kann die UPR diell& nicht zu einem normalen
physiologischen Zustand zurlckfihren, so wird dgmptose eingeleitet (Marciniak et al.,
2004).

In dieser Arbeit erfolgte die Untersuchung der SeBfoteinsynthese nach
Inkubation mit den ER-Stressinduktoren, Tunicamyand Thapsigargin, an den Prostata-
karzinomzelllinien PC3, LNCaP und DU145, wobei Hiéwobblasten als Nicht-Tumor-
Kontrolle dienten. Der Nachweis von BiP/GRP78 deemmt diesem Versuch als Indikator
fur die UPR. In allen mit ER-Stressoren behandeftelten war eine erhohte BiP/GRP78-
Proteinmenge detektierbar. Dies zeigt, dass imalietersuchten Zelllinien ER-Stress
induziert wurde und als Reaktion darauf die Aktivieg der UPR-Signalkaskade erfolgte.
Der Sec62-Gehalt der behandelten Prostatakarzirimea stieg jedoch nicht aufgrund
von ER-Stress. Folglich steht Sec62 nicht unter W®Rtrolle. Daraus resultierend kann
ausgeschlossen werden, dass ER-Stress fiir die spbession vonSEC62bzw. den
erhdhten Proteingehalt im Prostatakarzinomgewelantgortlich ist und andere Patho-
mechanismen ursachlich sein missen. Gleichzeiti lkeber auch ausgeschlossen, dass
eine allgemeine ER-Expansion fur den erhdhten S&c6ingehalt verantwortlich ist, da
Gene, die fur andere ER-Membranproteine kodierenSeic6id, Sec6B oder Sec63 keine

Uberexpression in den analysierten Tumorzelllirdeigten (Greiner et al., 2011a).

4.2.2 Erhbhter Sec62-Proteingehalt in Zellen schitzt voi hapsigargin

induzierter Apoptose

Das Vorkommen naturlicher und Zytostatika-induaeResistenzmechanismen hat
bei der Behandlung maligner Tumore einen entschdele Einfluss auf den Therapie-
erfolg. Demzufolge ist ein Verstdndnis der pathgdbipgischen Zusammenhange der
Chemoresistenz notwendig, um Patienten zukUnftigke¥ere Therapien anbieten zu
kbnnen. Es wurde gezeigt, dass auch Amplifikationem Genen zur Resistenz-
entwicklung beitragen kdnnen. So entsteht zum Baigjurch Gewinn de®HFR-Gens
eine Resistenz gegen Methothrexat (Snijders e2@08) bzw. durch Amplifikation von

TYMSeine Resistenz gegen 5-Fluorouracil (Wang e2@D4).

Obwohl die meisten Chemotherapeutika ganz untexdiibihe chemische
Eigenschaften aufweisen, induziert eine Vielzahh vibnen den Zelltod durch die

Aktivierung apoptotischer Signalwege (Nguyen undsdin, 2007). Eine Moglichkeit die
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zur Induktion von Apoptose fuhren kann, bestehindBR-Stress auszulésen. Kann dieser
nicht kompensiert werden, sind Signaltransduktiety die durch PERK, ATF6 und
IRE1 aktiviert werden, in der Lage Signale zu vétein, die die Apoptose einleiten
(Szegezdi et al., 2006).

Da Prostatakarzinompatienten einen vermehrten SRo@2ingehalt und mRNA-
Gehalt aufweisen (Greiner et al., 2011a; Jung.e@06), ist es wichtig zu wissen, welche
Auswirkungen diese erhthte Expression bzw. Synthageine mogliche Therapie hat. Es
muss untersucht werden, wie diese Zellen auf Tleertda reagieren, bzw. welche Zellen
davor geschutzt sind oder Resistenzen aufweisenlHaasigargin und seine Derivate in
der Literatur als potentielle Therapeutika fir d@statakarzinom diskutiert werden
(Christensen et al., 2009; Denmeade und Isaacs; 2D@hmeade et al., 2003; Isaacs,
2005; Vander Griend et al., 2009), wurde der Es¥luunterschiedlichelSEC62
Expressionen der Prostatakarzinomzelllinien DU143\CaP und PC3 auf eine
Behandlung mit Tunicamycin und Thapsigargin unteinsuDabei wurde DU145, aufgrund
der gegeniber PC3- und LNCaP-Zellen 4,8-Fachen észmmn vonSECG62 (2-fach
erhohten Sec62-Proteingehaltes (Greiner et al.1l201 als Modell fir Gewebe mit
erhohterSEC62Expression untersucht. PC3 und LNCaP dienten alddil fir Gewebe
mit geringererSEC62Expression (bzw. Proteingehalt). In LNCaP-Zellearden zudem
die Effekte auf hormonabhangige Zelllinien untehgudunicamycin wurde als Kontroll-
stressor eingesetzt, da es nicht die’’Gomoostase beeinflusst, sondern die N-
Glykosylierung von Proteinen im ER-Lumen inhibi@ceavitt et al., 1977), wodurch es
zur Akkumulation von Proteinen kommt, die letzteckllzur Induktion von ER-Stress
fuhrt.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die erhéhter&ssion vorSEC62in DU145-
Zellen die Zellen vor Thapsigargin-induzierter Apmge schuitzt, wohingegen die Prostata-
karzinomzelllinien PC3 und LNCaP, die ein geringelPeoteinlevel von Sec62 aufweisen,
eine starke Apoptoseinduktion zeigen. Hinsichtligdssen kénnte der Therapieerfolg bzw.
die wachstumshemmende Wirkung beim Einsatz von digamin und seinen Derivaten
vom Sec62-Proteingehalt in Prostatatumoren abharigetienten mit erhohtem Sec62-
Gehalt (bzw.SEC62Expression) im Tumor wurden daher von einer soichiberapie
keinen Nutzen ziehen. In diesem Zusammenhang kdmeiteSec62-Proteingehalt oder

Expressionsstatus als pradiktiver Marker dienen.
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Sec62 scheint somit in der von der UPR vermittelfgooptose, die durch
Thapsigargin induziert wurde, eine Rolle zu spialenl konnte somit bei der Aufrecht-
erhaltung der Ga-Homdoostase im ER wahrend der Stressantwort miemirknterstiitzt
wurde diese Hypothese durch die Tatsache, &i5862 depletierte Zellen lediglich
gegeniber Thapsigargin, nicht aber gegeniber Tomycia sensitiv reagieren, was
maoglicherweise aufgrund einer veranderterf Gtomoostase der Zellen durEC62

.knock down* hervorgerufen wird (Greiner et al.,12®).

Modell zur pathophysiologischen Funktion von Sec6i Tumoren

Das ER spielt nicht nur bei der Proteinbiosyntheise Rolle, sondern dient auch
als intrazellularer Kalziumspeicher und hat sonuithaeine Schlusselrolle in der Signal-
transduktion, z.B. bei der Apoptose. Im Ruhezus@erdZelle besteht tber der Membran
des ER ein Kalzium-Gradient. Dieser Gradient ehtstéeifgrund eines basalen Kalzium-
Leckstroms ins Zytosol, dem die ER-standige SERCARAse entgegenwirkt, indem sie
aktiv Kalzium aus dem Zytosol ins ER-Lumen trangpar. An diesem passiven Kalzium-
Ausstrom wurde eine Beteiligung eines Kationenkar{@iunti et al., 2007) und eines
Cd*-induzierten C&-Kanals (Beauvois et al., 2004; Wissing et al.,20gbstuliert. Lang
et al. konnten 2011 die Ergebnisse von anderenit&grappen, dass es sich beim Sec61-
Komplex um einen weiteren Kalziumausstromkanal b#indestatigen (Lang et al., 2011,
Ong et al., 2007; Van Coppenolle et al., 2004).edrdiesem Gesichtspunkt ware es
denkbar, dass Sec62 in Tumoren (mit erhdhtem SBo&2ingehalt) indirekt, Uber seine
Interaktion mit Sec63, BIP/GRP78 zum Sec6l-Komplekrutiert. Dort kdnnte
BiP/GRP78 den Sec61-Komplex von der ER-luminalerteSeerschlieRen (Haigh und
Johnson, 2002; Hamman et al., 1998) und Sec62 wabtdet als Suppressor der Ga
Freisetzung wirken. Dies fuhrt dazu, dass der ifistc pathway“ der Apoptose nicht
ausgelost wird. Normalerweise wird dieser Pathwaycll proapoptotische Signale
ausgelost, was zu einem GAusstrom aus dem ER fiihrt. Aufgrund dessen komsnt e
zum Anstieg der C&Konzentration in den Mitochondrien. Dieser bewirkinen
Cytochrom C-Ausstrom, wodurch eine Caspase-Kaskddiwiert wird und die Zelle
apoptotisch wird. Eine weitere Moglichkeit bestelarin, dass Sec62 als Sensor fir den
Kalzium-Ausstrom dient. Sec62 kénnte in diesem Miadie Calmodulin-Bindung an den

Sec61-Komplex unterstlitzten, wodurch der Kanal genzytosolischen Seite verschlos-
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sen wird, was ebenfalls verhindert, dass der ‘istd pathway* der Apoptose ausgelost
wird (Harsman et al., 2011).

4.2.3 Einfluss der siRNA vermittelten Depletion vonSEC62 auf das

Proteom

Unter dem Begriff Proteom versteht man die Gesamtilker Proteine, die zu
einem bestimmten Zeitpunkt in einem Organismus @Gwebe synthetisiert werden. Die
von O’Farrell und Klose im Jahre 1975 unabhangignensander entwickelte hoch-
auflésende 2D-PAGE (2D-Polyacrylamid-Gelelektrogsa) ist immer noch eine der
leistungsfahigsten Techniken in der Proteomforsghiitose, 1975; O'Farrell, 1975). Mit
dieser Methode kdnnen etwa 2000 verschiedene Reoteifgetrennt werden (Gorg et al.,
2004). Hierbei sind hydrophobe Proteine wie Memprateine, jedoch schwer zu
analysieren. Das hohe Auflosungsvermégen bei derPRBE wird durch die
Kombination der Trennung der Proteine nach demlaktieschen Punkt (isoelektrische
Fokussierung, IEF) in der ersten Dimension undMekekulargewichtes (Elektrophorese
(Laemmli, 1970)) in der zweiten Dimension erreicbte ldentifizierung von Proteinen
kann mit zwei lonisierungsverfahren in der Massekspmetrie (MS) erfolgen, der
Matrix-assistierten Laser Desorptions lonisationA(NDI) (Karas et al., 1985) und der
Elektrospray lonisation (ESI) (Fenn et al., 1989¢r so genannte Peptidmassen Finger-
abdruck (PMF) ist eine auf Massenspektrometriedbasde Methode zur Identifizierung
von Proteinen. Die Massen der tryptisch gespalteReptide werden dabei mittels
MALDI-MS bestimmt. Durch Vergleich der erhaltenenaséen mit den Massen
theoretischer Spaltungen aller in Frage kommendeteide einer Datenbank kdnnen die

untersuchten Proteine identifiziert werden.

Eine der modernsten Methoden in der Proteomanabtsdie so genannte 2D-
Differenz-Gelelektrophorese (2D-DIGE). Hiermit k@m die Proteome zweier Proben
direkt miteinander verglichen werden. Die Protesunldigen verschiedener Proben werden
mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen matki@abei werden alle Proteine an ihren
Lysinresten kovalent mit dem Fluoreszenzfarbstefbugnden (Shaw et al., 2003). Diese
Technik eignet sich sehr gut fir die Analyse kometediologischer Netzwerke. Identische
Ausgangsbedingungen fur den Versuchsaufbau sintitigic Voraussetzungen fir die
differentielle Proteomanalyse. Dabei stellen gescéti identische Zelllinien optimale
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Untersuchungsobjekte flr eine Proteomanalyse darsd@lten sich moglichst in wenigen

Parametern unterscheiden.

Um aufzuklaren welche Rolle Sec62 bei der ER-Sam@sgrt beim Prostata-
karzinom spielt, wurden die Proteome vBEC62 ,knock down“ Zellen mit Kontroll
SiRNA transfizierten Zellen verglichen. Die Untertbung erfolgte exemplarisch an der
Prostatakarzinomzelllinie PC3. Durch den quantitati Vergleich der Proteome von
SEC62,knock down* Zellen und Kontrollzellen lassen si@ufgrund eines differentiellen
Erscheinungsbilds, Ruckschliisse Uber mogliche wiredter indirekte Interaktionen dieses
Proteins innerhalb des Proteoms ziehen. Beim Vietglger Proteome wurden differentiell
regulierte Proteine gefunden, die in zellularenzBssen wie tyanslational elongatioh
(GO: 0006414), regative and positive regulation of ubiquitin-priotdigase activity
during mitotic cell cycle (GO: 0051436 und GO: 0051437négative regulation of cell
proliferation and apoptosis(GO: 0008285 und GO: 0043066) undnaphase-promoting
complex-dependent proteasomal ubiquitin-dependeateim catabolic process (GO:
0031145) mitwirken.

Schon Miiller et al. brachten Sec62 mit der Tramslaton Proteinen in Zusam-
menhang. Die Arbeitsgruppe konnte nachweisen, 8as62 liber zwei basische Oligopep-
tidmotive am Tunnelausgang (bzw. in dessen Nahe)Rileosoms binden kann, was zum
Translationsstop fuhrt (Mualler et al., 2010b). Dheer gewonnenen Ergebnisse stellen
bestenfalls einen Hinweis dar, dass der Sec624iRgetealt Einfluss auf ER-Stress
assoziierte zellulare Signalwege hat. Wahrschdinbieten nur weiterfihrende bioche-
mische Experimente die Mdoglichkeit, die Funktionnv8ec62 in der Stressantwort zu

klaren.

Durch diese Proteomuntersuchung wurden jedoch Brateine identifiziert, die
ebenfalls wie Sec62 eine Uberexpression in Tumaasfzeigen und durctfSEC62
Depletion herunterreguliert werden. Das erste Rras¢ das PSM1 (,proteasome activator
complex subunit‘) und ist mit denapaphase-promoting complex-dependent proteasomal
ubiquitin-dependent protein catabolic proct$zathway assoziiert. Zhang et al. (2007)
konnten in ihren Analysen nachweisen, dass diesggiR im Plattenepithelkarzinom des
Osophagus erhoht vorliegt (Zhang et al., 2007). dditn Pathwaynegative regulation of
apoptosis ist das zweite regulierte Protein NME23 (oder NeMNME1) assoziiert. NM23
wird in Schilddrisenkarzinomen und Neuroblastom&maRNA-Ebene erhdht exprimiert

(Leone et al., 1993; Zou et al., 1993). Auch flic&ewurde durch Untersuchungen in
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dieser Arbeit an Schilddrisenkarzinomen eine egh&hnbteinmenge nachgewiesen. In der
DIGE-Analyse wurden weitere Proteine identifiziedie mit Tumoren assoziiert sind.
Diese sind jedoch anderen Pathways zugeordnetiederd Proteinen zahlen die Annexine
und S100-Proteine, im speziellen S100A8, S100A9AmdALl. Dabei beschrieb Oh et al.
2004 AnxAl als ,antibody-target” zur Therapie voangenkrebs (Oh et al., 2004) und die
Kalzium bindenden Proteine S100A8 und S100A9 wur@emeue diagnostische Marker

beim Prostatakarzinom charakterisiert (Hermanl.eR805).

4.2.4 Sec6?2 ist essentiell fur das invasive Wachstum vadiumorzellen

Da 90% der Krebspatienten an Metastasen sterbemigchtlam Primé&rtumor, ist
die Entwicklung von Hemmstoffen der Tumorinvasiom Metastasierung ein vorrangiges
Ziel der Krebsforschung. Dabei stellen die Gene.lRwmteine, welche den Tumorzellen
die Fahigkeit verleihen invasiv zu wachsen, bedelge Ansatzpunkte innovativer

Therapien dar.

In Anbetracht der Tatsache, dass der erhohte Rgaiealt von Sec62 im
Prostatakarzinom mit der Tumorprogression asstozserGreiner et al., 2011a), besteht
die Mdoglichkeit, dass Sec62 eine Funktion bei destddtasierung einnimmt. Um die
pathophysiologische Funktion von Sec62 bei der diora zu untersuchen, wurde die
MRNA in der androgenunabh&angig wachsenden PC3rHdelhittels siRNA abgebaut und
das invasive Wachstum in einem Standardinvasiondell@nalysiert. Als Arbeitsgrund-

lage diente das weitverbreitete Tumorinvasionssysten BD (Becton Dickinson).

Das gezielte Ausschalten vOBECG62 fuhrt zu einem starken Ruckgang des
invasiven Wachstums bei PC3-Zellen. Um NebeneffekteTransfektion auszuschliel3en
wurde der Einfluss zweier verschiedener siRNAs ge&gfeC62auf das Invasionspotential
der Prostatakarzinomzelllinie untersucht. Beidegte&i den gleichen Effekt auf das
Invasionsverhalten der Zellen. Die gleichzeitige etfisifung des zellbiologischen
Verhaltens wie ,viability®, Proliferationsfahigkeiind Nekrose, deBEC62transfizierten
Zellen ergab keine bemerkenswerte Schadigung destd®akarzinomzellen. Dies zeigt,
dass Sec62 essentiell fur die InvasionsfahigkeitRtestatakarzinomzelllinie ist, jedoch

nicht fir deren Wachstum.

Durch Echtzeitiberwachung mittels des xCELLigengst&ns (Roche) wurde
nachgewiesen, dass dur8iEC62,knock down* spezifisch das Migrationspotentialnvo
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Tumorzelllinien reduziert wird, wahrend die Depbetianderer ER-Proteine wie Sec63 und
ERj1 keinen Effekt auf das Migrationspotential bgtBreiner et al., 2011a).

Im Weiteren wurde eine Auswahl verschiedenster Tremitaten, reprasentiert
durch Tumorzelllinien, untersucht, um zu analysiereb die Reduktion des Invasions-
potentials durchSEC62Depletion ausschlie3lich bei Prostatakarzinommelbeuftritt.
Analysiert wurden zwei Lungenkarzinomzelllinien, &EC62 in Lungenkarzinomen
Uberexprimiert wird, dort bei der Tumorgenese eiwle zu spielen scheint und hier
moglicherweise als diagnostischer Marker eingese¢ztien konnte. Die Fibrosarkomzell-
linie HT1080 wurde in die Analyse mit einbezogeneilwdiese Zelllinie SEC62
Uberexprimiert und stark invasiv wachst. TX3868eeGlioblastomzelllinie, ging in die
Untersuchung wegen ihrer Eigenschaft ein, schnellwachsen und das umliegende
Gewebe zu infiltrieren. Des Weiteren wurde T24gdlasenkarzinomzelllinie, Gberpruift,
da sie ein hohes Invasionspotential zeigt und lgksitig eine SEC62Amplifikation
aufweist, die sich jedoch nicht in einer Uberexpi@s auswirkt. In allen untersuchten
Zelllinien konnte ein deutlicher Rickgang des Invaspotentials durch ,knock down*
von SEC62verzeichnet werden, ohne dass die ,viability* bBwoliferation oder Nekrose
der Zellen stark beeinflusst wurde. Durch die ggene ,silencing“-Effizienz in den
Zelllinien TX3868 und HT1080, was sich in einer bohSec62-Restproteinmenge
manifestierte, zeigte sich auch ein geringerer Béog der Invasionsfahigkeit (54% - 75%
im Vergleich zu Kontroll siRNA transfizierten Zeti Um einen deutlicheren Rickgang
des Invasionspotentials in diesen Zelllinien zamgen, musste die ,silencing“-Effizienz

gesteigert werden.

Zusammenfassend konnte erstmals gezeigt werdes) S#a$2 eine wichtige Rolle
beim Prozess des invasiven Wachstums humaner Kangirspielt, was dazu fuhrt, dass
durchSEC62,knock down* das Invasionsverhalten stark inhibigird. Es stellt sich aber
die Frage, welche Aufgabe Sec62 in der Tumorinvagickommt. Wie in der Einleitung
schon erwahnt, ist die genaue Funktion von Sec62ukaryotischen Zellen bis heute
unklar. Thm wird aber eine Rolle in der Biogenes® Wiembran- sowie sekretorischen
Proteinen zugeschrieben. In diesem Zusammenhangie&kdas Ausschalten vaBEC62
die Biogenese von Proteinen, die fur das invasiverh@lten der Tumorzellen
verantwortlich sind, negativ beeinflussen. Davonrkén Zelladhasionsmolekile wie z.B.
Integrine (Transmembranproteine) betroffen seiresBiProteine sind in der Literatur als

tumorassoziiert beschrieben und zeigen im Tumowvemndertes Expressionsmuster auf
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(Mercurio et al.,, 2001). So ist zum Beispiel ise dtxpression vomu2p1- odera6p1-
Integrinen im Melanom erhdht (Danen et al., 199&mRay et al., 2007). Integrine
Ubermitteln molekulare Informationen der zellulatdémgebung, welche die Proliferation,

Genexpression, das Uberleben und die Migratiomfiessen (Springer, 1990).

Einen weiteren Einfluss kdnnte das Ausschalten 8&C62auf Matrixmetallo-
proteinasen (MMPs) nehmen, deren Expression mit Malignitdt der Tumorzellen
korreliert (Karadag et al., 2008; Yamada et al1@Qhang et al., 2008). Unter anderem
sind diese MMPs fur die tumorzellspezifisch veldim proteolytischen Prozesse zur
lokalen Auflésung der Basalmembran und der exthalzeén Matrix bei der Invasion der
Tumorzellen verantwortlich (Jones und De Clerck82Z9Liotta, 1986). Durch die
Depletion vonSEC62k6nnte verhindert werden, dass die an der Invag@n Tumoren
beteiligten Proteine, Uber das Translokon in dagg&Rngen, dort gefaltet, modifiziert und
sezerniert bzw. an ihren Wirkungsort transportdrden. Somit wird nicht nur die
Degradation der EZM inhibiert, da keine MMPs seimtrwerden, sondern es kénnte auch
die Motilitdt der Tumorzellen, durch das Fehlen Jategrinen, gehemmt werden. Um
eine genaue Aussage dartber zu treffen, ob daschalssn vonSEC62 zu diesem
entwickelten Modell fihrt, misste die Konzentratioow. Sezernierung dieser Proteine
nach SEC62Reduktion mit Kontroll siRNA transfizierten Zelleader unbehandelten

Zellen verglichen werden.

Die in dieser Arbeit benutzte Methode der RNA-Ifgeznz hat sich innerhalb der
letzten Jahre zu einer der bedeutungsvollsten Tleshnin der biomedizinischen
Forschung entwickelt. Sie stellt eine einfache afiziente Moglichkeit zur Inhibition der
Expression eines spezifischen Gens dar. Man siehihri die Basis fur eine neue
Medikamentenplattform, die breite Anwendungsmdoddaiten fur die Behandlung vieler
verschiedener Krankheiten wie viraler Infektion&to(rissey et al., 2005) und Krebser-
krankungen (Davis et al., 2010), bieten kdnnte Kdagerolles et al., 2007). Inzwischen
befinden sich schon einige Medikamente auf siRNAi8& der klinischen Prufung. 2004
wurde die erste RNAI basierte Studie mit einer siRi¢gen VEGF (,vascular endothelial
growth factor®) durchgefuhrt, wodurch bei Patientait altersbedingter Degeneration der
Macula (ADM) die Neovaskularisation aufgehalten aesr soll (Vaishnaw et al., 2010).
2007 wurde eine klinische Studie der Phase | zuraBdlung der HBV-Infektion mit

einem Vektor mit 4 shRNAs gegen verschiedene Segnuss viralen Genoms begonnen.
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Ein weiteres Einsatzgebiet der RNAI ist die Kreloséthhung. Ziel sind Gene, die fur
die Metastasierung verantwortlich sind bzw. Onkagele zur ungehemmten Proliferation
von Tumorzellen fuhren. Diese Technik wird auchgesetzt, um resistente Tumorzellen
wieder fur Chemotherapeutika zu sensitivieren. imere Phase I-Studie zur Behandlung
von soliden Tumoren wird eine unmodifizierte siRNf@gen die M2-Untereinheit der
Ribonukleotid-Reduktase eingesetzt, die Uber sjpezManopartikel transportiert wird
(Vaishnaw et al., 2010). Die grof3te Herausforderfiinglen Erfolg der RNAi-Technologie
stellt das Einschleusen (,delivery”) der hochwirkem siRNA-Molekile in das
Zytoplasma der Zielzellen dar. Derzeit sind vietgd€hergruppen um eine Losung dieses
Problems bemuht (Bonetta, 2009; Christie et al1020Bedingt durch ihre mehrfach
negative Ladung passieren Oligonukleotide nur salchlecht die hydrophobe
Zellmembran. Aufgrund dessen wurden biokompatiblerfdhren entwickelt zum
Transport von siRNAs. Eine Strategie besteht dapophile Substanzen direkt an die
SiRNA zu koppeln. Beim zelltypspezifischen Transgmasteht die Moglichkeit die sSiRNA
an Antikorper zu koppeln, die Oberflachenmolekiué speziellen Zellen erkennen. Eine
deutlich effizientere Form ist jedoch der Transpairttels viraler Transportsysteme. Ein
weiteres Ziel vieler Arbeiten stellt die Stabilisiag von siRNA dar. Geldst wird dieses
Problem durch chemische Modifikation der siRNAs,dweh die Resistenz gegenuber
nukleolytischem Abbau erhoht wird. Mittels Modiftkenen kann die Halbwertszeit der
SsiRNA verlangert bzw. neue Funktionalitdten eingefiwerden. Der Einbau lipophiler
Reste wie 12-Hydroxylaurylsaure und Cholesterimkdie zellulare Aufnahme der siRNA
verbessern (Lorenz et al., 2004). Modifikationert Rinosphorothioath werden ebenfalls
zur Stabilisierung eingesetzt. Dabei wird ein NiBhnticken-Sauerstoffatom durch ein
Schwefelatom substituiert. Phosphorothioathe sitl stabil gegen Nukleasen. Ein grof3er
Nachteil dieser chemisch synthetisierten siRNAgdiegedoch darin, dass ihre Wirkung
nur wenige Tage anhdlt, da die siRNAs abgebaut dun@dh Zellteilung ausverdinnt
werden. ,off-target* Effekte, durch die Ahnlichkeites Sense-Stranges der siRNA zu
anderen Genen, sind ebenfalls ein Problem, weil Aldvau der mRNA von Nicht-

Zielgenen die Folge ist.

Dennoch zeigt sictBEC62als vielversprechender Kandidat flr eine innowativ
Therapie mittels RNAIi-Technik, um die Invasion vbamoren zu verhindern. Schon 2006
wurden erste Patienten mit Glioblastoma multiformeeiner klinischen RNAI-Studie
behandelt (Zukiel et al., 2006). Die Prognose figr Bletroffenen ist auf3erst schlecht, da
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diese Hirntumore mit den zur Verfigung stehendetteli nicht therapierbar sind. In
dieser Studie konnte gezeigt werden, dass durchR#lai-Behandlung bei mehreren

Patienten das Wiederauftreten operativ entfernti@b@stome verhindert werden konnte.

Die Ubertragung deBEC62,knock down* Zellen in ein orthotopes Mausmodell
konnte eine weiterfuhrende Studie darstellen. Rim@rmodell an der Nacktmaus wurde
in unserer Arbeitsgruppe bereits erfolgreich etabl(Saar et al., 2010). Es bleibt zu
untersuchen, ob die implantiert&EC62depletierten Tumorzellen noch dazu fahig sind
Metastasen im Tier zu bilden. Voraussetzung daférewjedoch die Etablierung einer
stabilenSEC62,knock down* Tumorzelllinie, da die transiente msdektion mitSEC62
siRNA ihren Maximalwert nach 72 h erreicht hat. Flieses Modell ist jedoch eine
Zelllinie notwendig, welche langfristig keilSEC62 exprimieren kann, da sich der
Beobachtungszeitraum tber mehrere Wochen erstréfkt. das RNA-, silencing® zu
verlangern, kobnnen statt der chemisch synthetisiersiRNA auch intrazellular
exprimierte, kurze Haarnadel-RNAs (,short hairpiNAs", shRNAs) verwendet werden.
Diese werden mittels Expressionssystemen kontilichein der Zelle generiert (Shi,
2003). Das Prinzip dieses Systems besteht in dawvéttierung der siRNA in eine DNA-
Sequenz, die den Antisense-Strang, eine Schleife dam Sense-Strang kodiert. Diese
Matrize wird von einem Vektor aus, unter Kontrollen RNA-III-Promotoren, intra-
zellular transkribiert. Mit diesen shRNA-Expresswaktoren kénnen stabil transfizierte
Zellen generiert werden, die die Expression 88€62Gens dauerhaft inhibieren. Nach
Inokulation der stabil transfizierten Zellen in daus besteht jedoch das Problem, dass
kein Selektionsdruck durch das vorher zur Selekhienutzte Antibiotikum auf die Zellen
wirkt und somit die Moglichkeit besteht, dass deskior mit der shRNA verloren geht.
Aus diesem Grund sollte ausgetestet werden, wigelder Vektor ohne Selektionsdruck in
den transfizierten Zellen verbleibt. Um dieses Rnwbzu umgehen kénnten Vektoren auf
der Basis von retro-, adeno- oder lentivirale Syste eingesetzt werden, die die Zellen
stabil transduzieren. Hier zeigt sich jedoch dechteil, dass die Integration ins Genom
zufallig ist und unter umstanden wichtige Gene tberswverden oder die ,silencing“-

Effizens je nach Integrationslokus schwankt.
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Fazit:

Diese ergebnissreiche Arbeit kam 1. nur aufgrursl zigalligen Befundes unserer
Arbeitsgruppe zustande, d&EC62als das Gen mit der hochsten Amplifikationsrate au
Chromosom 3025-926 beim Prostatakarzinom idergifiei und 2. der glucklichen
Tatsache zustande, dass Sec62 seit mehreren Jathaar, Arbeitsgruppe von Prof. Dr.
Richard Zimmermann am Institut fir Medizinische &emie und Molekularbiologie, im
Mittelpunkt ihrer Forschungsarbeit steht. Erst tludie interdisziplinare Zusammenarbeit

unserer Arbeitsgruppen wurde diese Dissertatiorbglioht.

Bei der Charakterisierung von Sec62 als Biomarkaigen sich sehr vielver-
sprechende diagnostische Verwendungsmadglichkeiten Sec62 in den Tumorentitaten
Lunge, Schilddrise, Hoden sowie Pankreas. Beimt&edarzinom hingegen lasst sich

erkennen, dass Sec62 das Potential als prognastisew. pradiktiver Marker besitzt.

Die Studien zur Aufklarung der pathophysiologischemnktion von Sec62 in
Tumoren verdeutlichen, dass Sec62 essentiel futndesionsfahigkeit von Tumorzellen
verschiedener Tumorentitaten ist. Durch gezieltass&halten vonSEC62 kann das

Invasionspotential, in den untersuchten Tumorzredh, beachtlich verringert werden.

Weitere durchgefiihrte Untersuchungen geben Hinwdasauf, dass Sec62 in ER-
Stress assoziierten Signalwegen eine Rolle spMiitrdings ist ER-Stress nicht fir die
erhdhte Sec62-Synthese in Tumorzellen verantwhrtibenso kann eine allgemeine ER-

Expansion ausgeschlossen werden.

Darlber hinaus zeigt sich auferdem eine klinisdevamte Funktion dieses
Proteins, da ein erhohter Sec62-Proteingehalt Zelte Thapsigargin induzierter Apop-

tose schutzt.
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