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Einleitung

Il. Das Mammakarzinom

1. Epidemiologie des Mammakarzinoms

Das Mammakarzinom ist mit einer Neuerkrankungsrate von ca. 1 Millionen Frauen pro Jahr das am
haufigsten vorkommende Malignom bei Frauen der westlichen Welt. Alleine in Deutschland
verzeichnet man jahrlich 47.000 Frauen, die mit einem Brusttumor diagnostiziert werden, davon
etwa 19.000 im Alter unter 60 Jahren (Statistisches Bundesamt, 2004). Das Mammakarzinom ist
fur knapp 26% aller Krebsneuerkrankungen bei Frauen und fur mehr als ein Drittel (36%) der
Neuerkrankungen  bei Frauen unter 60 Jahren verantwortlich  (Arbeitsgemeinschaft
Bevolkerungsbezogener Krebsregister in Deutschland, 2002). Durch Verbesserung in der Vorsorge
(z.B. durch Mammographie) ist vor allem die Zahl der gutartigen (benignen) Tumore gestiegen. Die
trotzdem gleich bleibende Zahl der Neuerkrankungen an einem malignen Tumor Uber die letzten
Jahre ist dadurch zu erkldren, dass Vorstufen besser erkannt und behandelt werden und nicht zu

einer bésartigen Form auswachsen.

2. Entwicklung der Mamma

Die Mamma entsteht bereits friih in der Embryonalentwicklung als Verdickung des Ektoderms
(Milchleiste), die sich bis zur Geburt als Knospen (Milchknospen) manifestiert. Erst unter dem
Einfluss von Sexualhormonen wahrend der Pubertdt entwickelt sich das Gewebe weiter. Hierbei
kommt es zu der charakteristischen Auspragung eines stark verzweigten und verdstelten
Gangsystems (Ductus lactiferi), das in das angrenzende Mesenchym und Fettgewebe der Brust
wachst. Um die eigentliche Funktion der Mamma zu erhalten (Milchproduktion fir die
Nachkommen), werden wahrend der Schwangerschaft verstarkt verastelte Seitenzweige und Alveoli
gebildet, die schlieBlich das gesamte Fettgewebe ausfillen (Abbildung 1). Als funktionelle Einheit,
von der die Differenzierung ausgeht, dienen die terminalen Endknospen, die mit hoher
Wahrscheinlichkeit auch pluripotente Stammzellen enthalten. Das Gangsystem besteht aus zwei
funktionell unterschiedlichen epithelialen Zelltypen, den luminalen und den myoepithelialen Zellen
(Abbildung 2). Die luminalen Zellen begrenzen den gangbildenden Hohlraum und sekretieren
wahrend der Stillzeit Milchproteine. Die myoepithelialen Zellen separieren die luminalen Zellen von
der Basalmembran und kénnen sich, aufgrund ihres hohen Gehalts an Aktin, kontrahieren und
dadurch die Milch in den Ductus lactiferus leiten. Die Ductus sind in ein mesenchymales Stroma
eingebettet, das mit dem Fettgewebe in Kontakt steht. Flr die zyklisch wiederkehrende

Differenzierung und Involution der Mamma sind vor allem die Sexualhormone verantwortlich.
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der Mamma-Entwicklung in der Maus. Wahrend der Pubertét beginnt, ausgehend von
den TEBs, das Auswachsen des Epitheliums in das Fettgewebe. In der Schwangerschaft kommt es zu einer starkeren Verzweigung und
Verdickung der Alveoli, die in der Stillzeit ihren Hohepunkt erreicht. Wahrend der Involution bildet sich das Gewebe zuriick und entspricht
wieder dem Zustand vor der Schwangerschaft. (nach Wiseman B.S. und Werb Z., 2002). TEB = terminal end bud
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Ductal epithelial cells Alveolar epithelial cells

Abbildung 2. Schematische Darstellung der Zellmorphologie im Ductus (C,D) und den TEBs (A,B) der Mausmamma .In den
TEBs liegen die proliferativen Body- und Cap-Zellen, die mdglicherweise Progenitorzellen der Mamma darstellen. Aus diesen entwickeln
sich die luminalen und die myoepithelialen Zellen. Auch im Ductus und den Alveoli bilden sich zwei Zellschichten. Die duktalen bzw.

alveolaren Epithelzellen grenzen an den Hohlinnenraum, die myoepithelialen Zellen liegen der Basalmembran auf. (nach Woodward W. et
al., 2005).



3. Unterschiede zwischen humaner und muriner Mamma

Viele Erkenntnisse Uber die Entwicklung der Brust beruhen auf Studien in Mausen, da hier die
einzelnen Entwicklungsstadien detailliert untersucht werden k&énnen. Im Gegensatz zur
menschlichen Brust hat die Maus finf Brustdriisenpaare und keine lobuldre Anordnung innerhalb
der einzelnen Brustdriisen. Im Einzelnen bezeichnet man die terminalen Endeinheiten, an denen
sich die Alveoli bilden, bei der Maus als terminale Endknospen ("terminal end buds"),
wohingegen die funktionelle Einheit beim Menschen als terminale ductulo-lobulére Einheit (TDLE)
bezeichnet wird. Jede TDLE besteht aus einem Gang, Verzweigungen und Acini und bildet einen
Lobus. Jeder intralobuldre terminale Ductus bzw. jeder Lobulus ist von lobularem Stroma umgeben,
das keine Adipozyten enthalt. Jeder Lobus liegt hingegen in einem losen, interstitiellen Stroma, das
bereits Adipozyten aufweist und mehr und mehr in Fettgewebe (bergeht (Abbildung 3A, B).
Betrachtet man die Interaktion von Stroma und Fettgewebe in der murinen Mamma, so fallt auf,
dass hier ein enger Kontakt zwischen den Epithelzellen, Fibroblasten und den Adipozyten besteht
(Abbildung 3C, D). Gerade die Interaktion zwischen Epithel und Stroma ist entscheidend in der
Entwicklung der Mamma und auch in der Entstehung des Mammakarzinoms, da nicht nur

Signalwege des Epithels an der Tumorigenese beteiligt sind, sondern auch stromale Signalwege.
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Abbildung 3. A, B Querschnitt durch humanes Brustgewebe. Brustgewebe und Fettgewebe sind deutlich voneinander getrennt.
Anordnung der Alveoli in Lappen. B. Schemazeichnung zu A. C, D Querschnitt durch murines Brustgewebe. D. Schemazeichnung zu

C. Direkter Kontakt zwischen Fettgewebe und Brustgewebe. Lose Anordnung der Alveoli. (nach Parmar H. und Cunha G.R., 2004).



4. Klassifizierung des Mammakarzinoms

Sowohl in der Maus, als auch im Menschen kann man Mammatumore in drei groBe Klassen
einteilen: die Hyperplasien, die benignen Adenome und die malignen Karzinome [1]. Kennzeichen
flr die atypischen Hyperplasien ist die verstarkte intraluminale Proliferation der Epithelzellen in den
TDLEs, die mikroskopisch keine Kernatypien aufzeigen. Zu den benignen Tumoren gehoéren die
Adenome, die Uberwiegend aus anormal proliferierendem Drlsenepithel bestehen und sich scharf
vom umliegenden Gewebe abgrenzen. Sie weisen somit eine intakte Basalmembran auf und
invasieren das umliegende Gewebe nicht. Als Mammakarzinom bezeichnet man jeden malignen
Tumor des Brustparenchyms, wobei eine Entwicklung Uber ein nichtinvasives Karzinom in situ
vorgeschlagen wird. Die Klassifizierung beruht zum GroBteil auf histo-pathologischen

Untersuchungen von Gewebepraparaten und deren Korrelation mit dem klinischen Verlauf.

Il. Induktion von Mammatumoren in der Maus

1. Inzucht-Mausstamme mit hoher Tumorrate

Studien, die zur Aufklarung der Initiation und Progression von Brusttumoren beitragen, sind von
jeher von groBem Interesse. Um die frihen und die spaten Schritte in der Tumorigenese
untersuchen zu kdnnen, sind verschiedene Mausmodelle etabliert worden. Ein experimentelles
Model fir die Entstehung von Mammatumoren in der Maus verwendet den "mouse mammary
tumor virus" (MMTV) als biologisches Mutagen. Bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts hatte man
beobachtet, dass bestimmte Mausstamme (z.B. C3H, DBA und GR) mit hoher Frequenz
Brusttumore entwickeln. Schnell erkannte man, dass das Auftreten von Mammakarzinomen in
diesen Mausen mit exogenen Faktoren gekoppelt ist, zu denen die vererbliche Pradisposition,
hormonale Einflisse und ein exogener Faktor gehoren. Bittner endeckte 1936, dass Stamme, die
eine hohe Tumorrate aufweisen, diesen Faktor mit der Muttermilch Ubertragen (Bittner JJ., 1936).
Nach eingehenden Untersuchungen erkannte man im Laufe der Zeit, dass es sich bei dem sog.
Bittner-Faktor um ein Virus handelt.

In allen Mausstdmmen, die eine hohe Tumorrate zeigen, wird MMTV als exogenes Partikel Gber die
Muttermilch auf die Folgegeneration (bertragen (horizontale Ubertragung). C3H- und GR-Méuse
enthalten zusatzliche MMTV-Genome (Mtv-1 und Mtv-2), die dominant exprimiert und endogen
uber die Keimbahn vererbt werden (vertikale Ubertragung) [2] [3].

Von einer Schwangerschaft unabhdngige Tumore werden in weiblichen C3H-Mausen entwickelt,
die als klonaler Auswuchs hyperplastischer alveolarer Knoten (hyperplastic alveolar nodes, HAN) in
Erscheinung treten [4]. Nach Entfernung der horizontalen MMTV-Form entwickeln C3H-Mause
noch stets schwangerschaftsunabhangige Tumore, die sich aufgrund von Infektion mit endogen
kodierenden MMTV-Formen (Mtv) bilden.



Inzwischen sind mehr als 30 dieser keimbahnassoziierten Mtv-Loci bekannt, von denen in den
meisten Inzucht-Mausstammen zwei bis acht Kopien weitervererbt werden [5].

Wahrend die durch exogene Infektion ausgelésten Tumore bereits in den ersten vier
Lebensmonaten entstehen, bilden sich die Mtv-induzierten Tumore erst im zweiten Lebensjahr [6].
Kreuzungsversuche zwischen Balb/c-Mausen, die nur in geringem MaBe zu spontaner
Tumorentstehung  neigen, und  C3H-Mausen ergaben eine erhdhte Rate an

schwangerschaftsunabhangigen Tumoren durch die Infektion mit exogenem MMTV (C3H) [7].
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2. Infektionsiibertragung von MMTV

MMTV gehort zur Klasse der Retroviren (Reverse Transkiptase Onkovirus), also Viren, deren Genome
als einzelstrangige RNA vorliegen und durch das Enzym Reverse Transkiptase in DNA
umgeschrieben werden. Nach erfolgreicher Transkription kann das doppelstrangige Provirus dann
in die DNA des Wirtes integrieren und Uber die Keimbahn vererbt werden. In den meisten
Mausstammen werden diese DNA-Sequenzen jedoch nicht exprimiert [8] Im exogenen Virus liegt
das virale Genom als RNA vor. Diese Form (auch B-Partikel genannt) ist vor allem verantwortlich fur
die Induktion der Mammatumore in mit MMTV-induzierten Mausen [9].

Der Lebenszyklus von MMTV (Abbildung 4) beginnt mit der viralen Ausscheidung Uber die
Muttermilch und der Aufnahme durch sdugende Jungen. Dabei gelangt MMTV Uber das
intestinale Epithel zu den Peyerschen Plaques, in denen MMTV zunéachst B-Zellen infiziert [10]. Die
B-Zellen prasentieren in Folge der Infektion viruseigenes Superantigen (Sag) auf ihrer Oberflache an
T-Zellen. Die Interaktion zwischen B- und T-Zellen |6st eine Aktivierung aus, die zur Vermehrung der
B- und T-Zellen in der Milz fihrt. Untersuchungen haben gezeigt, dass B- und T-Zellen fur die
Infektion entscheidend sind, jedoch nur T-Zellen MMTV in die Brustdrisen Ubertragen koénnen
[11, 12]. In den alveolaren Epithelzellen der Brustdrisen, dem eigentlichen Ziel von MMTV, erfolgt
die Integration der proviralen MMTV-Form und die Replikation von reifen viralen Partikeln. Weiterhin
vererben weibliche Mause diese Mammazellen, mit den neuen Integrationen, auf die
Folgegeneration weiter. Unter dem Einfluss von Steroidhormonen, die wahrend der Stillzeit in
hoher Konzentration vorliegen, wird die MMTV-Expression deutlich gesteigert und neu gebildete
Viruspartikel werden mit der Muttermilch sezerniert, wodurch der MMTV-Lebenszyklus geschlossen
ist.



3. Retrovirale Insertionsmutagenese

Die Entstehung von Mammatumoren in verschiedenen Mausstdmmen kann durch die Induktion
von exogenem MMTV ausgeldst werden. Wahrend akut transformierende Retroviren (z.B. Src)
Tumore nach einer Latenzzeit von 2 bis 3 Wochen nach Infektion hervorrufen, entstehen Tumore,
die durch langsam transformierende Retroviren (z.B. MMTV) ausgelost werden, erst nach einer
Latenzzeit von 3 bis 12 Monaten.

Die Tumorigenitdt von MMTV beruht, im Gegensatz zu den akut transformierenden Retroviren,
nicht auf dem Vorhandensein von viralen Onkogenen im viralen Genom, sondern auf einem
Mechanismus, den man ,retrovirale Insertionsmutagenese” nennt. Darunter versteht man die
transkriptionelle Anderung von Genen des Wirtsgenoms aufgrund der Insertion der proviralen DNA
in das Wirtsgenom. Wenn sich das Virus in der Nahe von wirtseigenen Genen integriert, kdnnen
diese, je nach Art der Integration aktiviert oder inhibiert werden oder verkirzte Transkripte bilden
(Abbildung 6). Das provirale Genom enthélt Elemente, die die virale Transkription regulieren, aber
auch als Promotor auf zellulédre Gene wirken kénnen (Abbildung 5). Diese Elemente (Promotor und
Verstarker) sind in der U3-Region der beiden Long Terminal Repeats (LTRs) lokalisiert. Je nach
Integrationsmodus und transkriptioneller Orientierung des Provirus kénnen diese Elemente die
Transkription verstarken oder unterbrechen und somit onkogenen Einfluss austiben (Abbildung 6)
[13]. Dementsprechend unterscheidet man die Aktivierung von Genen durch Promotorinsertion
(oromotor  insertion)  oder  Verstarkermechanismus  (enhancer  mechanism),  sowie
Proteinverklrzungen durch Promotorinsertionen oder Termination der Transkription [14].

Um die Genaktivierung durch Promotorinsertion auszulésen, muss das Provirus so inserieren, dass
es in der transkriptionell gleichen Orientierung wie das Zielgen liegt. Die Transkription wird dann
vom proviralen Promotor gestartet, wodurch der geneigene Promotor umgangen wird [15].
Deshalb weisen mRNA-Transkripte, die durch MMTV-Promotorinsertion gebildet werden, auch
einen Teil der proviralen LTR-Region auf.

Der am haufigsten beobachtete Mechanismus, der zur Genaktivierung in MMTV-induzierten
Tumoren flhrt, ist der Verstarkermechanismus. Die Transkription eines wirtseigenen Gens wird Gber
ein Verstarkerelement in der U3-Region der LTRs ausgeldst, das auf den geneigenen Promotor
wirkt. Der Verstarkermechanismus ist in der Lage Uber eine Distanz von Uber 10 kb zu wirken [16].
Verstarkerinsertionen beinhalten die Integration des Provirus entweder am 5’ Ende des betroffenen
Gens in reverser Orientierung oder am 3’ Ende in gleicher Orientierung [14]. Da MMTV
transkriptionell entgegengesetzt orientiert ist, werden keine proviralen Sequenzen in dem Transkript
des Wirtsgens angetroffen.
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Abbildung 5. Struktur von MMTV. Die viruseigenen Gene gag, pro, pol und env werden beidseitig von den LTR's flankiert (5" und 3’

LTR). In der U3-Region der LTR's befinden sich die Verstarker- und Promotorelemente. (nach Uren A.G. et al., 2005).
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Abbildung 6. Ubersicht iiber verschiedene Méglichkeiten, durch MMTV-Insertion die Expression von Genen zu
beeinflussen. Gelaufig sind der Promotor-Mechanismus (A) und der Verstarkermechanismus (B). Verkirzungen des Transkripts sind eine
weitere Mdglichkeit, wie MMTV auf zellulare Gene wirken kann (C). Das MMTV-Provirus ist grau dargestellt, die Exonregionen des
Zielgens in Orange. (Modifiziert nach Retroviruses, Edited by Coffin J.M., Hughes S.H. and Varmus H.E., 1997)



lll. Aktivierung von Signalwegen in Mammatumoren

1. Gene und Signalwege in Mammatumoren

Die ersten Studien in den 80er Jahren, in denen retrovirale Insertionen in Tumoren untersucht
wurden, zeigten, dass Gene und Signalwege gefunden werden konnten, die fur die Entwicklung
von Tumoren relevant sind [17-22]. Doch erst durch verbesserte Technologien (PCR,
Sequenzierung) und die Bereitstellung des Mausgenom konnten die Untersuchungen in groBem
Umfang und mit geringerem Zeitaufwand als noch vor 20 Jahren durchgefihrt werden [23-25].
Die bislang veroffentlichten Daten, die aus Hochdurchsatzanalysen gewonnen wurden,
beschranken sich jedoch auf Untersuchungen in Lymphomen. Aber auch in Mammatumoren
wurde bereits die retrovirale Insertionsmutagenese genutzt, um Gene zu identifizieren, die an der
Tumorigenese von Mammatumoren beteiligt sind. Nusse und Varmus [23] publizierten 1982 eine
Studie, in der die erste gemeinsame Integrationsstelle (,common integration site”, CIS) intl
beschrieben wurde. Als CIS werden Gene bzw. Genloci bezeichnet, die in mindestens zwei
unabhangigen Tumoren durch die Integration eines Retrovirus eine veranderte Expression erfahren.
Bis heute konnten insgesamt 14 CIS in MMTV-induzierten Mammatumoren identifiziert werden
(Tabelle 1) [26], von denen 12 Gene ein onkogenes Potential aufweisen (Fgf3, Fgf4, Fgf8, Fgf10,
Int-5, Int-6, Map3k8, Notch1, Notch4, Wnt1, Wnt3 und Wnt10b). Fir sechs der 14 CIS konnte
auch eine Beteiligung in humanen Brusttumoren nachgewiesen werden (Fgf8, Fgf10, Int-5,
Map3k8, Notchl und Wnt10b). Wie aus Tabelle 1 ersichtlich ist, sind vor allem Wnt-, Fgf- und
Notch-Gene als CIS in Maus-Mammatumoren aktiviert. Alle drei Genfamilien sind an der
Entwicklung des embryonalen Brustgewebes beteiligt.

Die Familie der Fgf-Gene (,fibroblast growth factors”) wirkt unter anderen mitogen, chemotaktisch
oder als Vermittler zelluldrer Differenzierung. Fgf-Gene sind auch fur ihre angiogenetische Wirkung
in vivo bekannt [27]. In Maus-Mammatumoren erfolgte die Aktivierung der Fgf-Gene durch die
Integration von MMTV stromabwarts des Fgf-Genlokus und in transkriptionell entgegengesetzter
Orientierung. Wie auch bei den als CIS gefundenen Whnt-Genen wurden die Fgf-Gene Uber den
Verstarkermechanismus ausgehend von den LTR-Regionen des Virus aktiviert [28].

Die Familie der Notch-Gene kodiert fir Transmembran-Rezeptoren, die innerhalb der Entwicklung
das Zellschicksal festlegen [29]. Eine Notch-Genexpression kann bereits in den Brustdrisen
jungfraulicher, aber auch schwangerer oder stillender Mausen gefunden werden [4]. In MMTV-
induzierten Tumoren wurde ein verklrztes NOTCH4-Protein gebildet, das als Mutante einen

Funktionalitatszuwachs aufweist und dadurch neoplastische Transformationen auslésen kann [30].



Tabelle 1. Onkogene und Kandidaten Onkogene, durch MMTV-induzierte Insertionsmutagenese in Maus-

Mammatumoren identifiziert’.

Gen Gen-Produkt Onko- Beteiligung in humanen Referenz
gen Brusttumoren

Fgf3/ Int2 Fibroblast growth factor ja nein [31]
Fgf4 Fibroblast growth factor ja nein [32]
Fgf8 Fibroblast growth factor ja ja [33]
Fgf10 Fibroblast growth factor ja ja [34]
Int-5/ Int-H | Aromatase ja ja [35]
Inté/ Eif3e Translations Initiationsfaktor 3 Untereinheit ja nein [36]
Int7 Thrombospondin-domane beinhaltendes Gen nein nein [37]
Int-41 Unbekannt nein nein [38]
Map3k8/ Mitogen-aktivierende Proteinkinase ja ja [39]
Tpl2

Notch1 Rezeptor/ Transkriptions-Kofaktor ja ja [40]
Notch4/ Int3 | Rezeptor/ Transkriptions-Kofaktor ja nein [41]
Wnti1/ Int1 Morphogen ja nein [23]
Wnt3 Morphogen ja nein [42]
Wnt10b Morphogen ja ja [43]

' modifiziert nach Hilkens J. (2006)
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2. Wnt-Gene und -Signalwege

1982 wurde als erste CIS in MMTV-induzierten Mammatumoren ein Gen gefunden, das als int7
bezeichnet wurde [23]. Spater erkannte man, dass dieses Gen eine sehr hohe Homologie zu dem
Drosophila Gen wingless aufzeigte und benannte int-7 in Wnt7 um [44]. In allen analysierten
Mammatumoren wurde Wnt? Gber den Verstarkermechanismus von MMTV aus aktiviert und in
den Brustgeweben fehlreguliert, da Wnt7 normalerweise nicht in den adulten Brustdrisen
exprimiert vorliegt [28].

Die Familie der Wnt-Gene besteht aus 19 Mitgliedern, die fur sekretorische Wachstumsfaktoren
kodieren. Die Mehrheit der Wnt-Gene ist in vier Exonbereiche unterteilt und weist eine hohe
Homologie in ihrer Aminosauresequenz auf (bis zu 83%). WNT-Proteine sind in einem GroBteil der
Gewebe anzutreffen und kontrollieren Prozesse wie Zellwachstum, Zelltod und Differenzierung
[45]. Wnt-Gene sind wichtig fur das Uberleben einer normalen wie auch entarteten Zelle und
maBgeblich an der Onkogenese von Mammatumoren beteiligt [46]. Doch nicht nur Wnt-Gene,
sondern auch Gene, die stromabwarts im Signalweg liegen, sind immer wieder mit Krebs in
Verbindung gebracht worden [47]. Bislang sind drei unterschiedliche Signalwege beschrieben

worden, an denen Wnt-Gene beteiligt sind [48-57]:

a) Wnt/ Beta-Catenin-Signalweg
b) Wnt/ Ca**-Signalweg
) Wnt/ Zellpolariat-Signalweg

Der Wnt/ Beta-Catenin-Signalweg (Abbildung 7, Mitte) kann durch die meisten Wnt-Gene aktiviert
werden (z.B. Wnt1, Wnt2, Wnt3, Wnt3a und Wnt8) und resultiert in der Translokation von BETA-
CATENIN in den Nukleus und der Aktivierung spezifischer Gene. Der Wnt/Beta-Catenin-Signalweg
wird durch die Bindung des WNT-Proteins an seine Rezeptoren Frizzled (FZ) und LRP5/6 induziert.
Die Bindung an die Rezeptoren kann durch verschiedene Faktoren inhibiert werden, wie z.B.
Cerberus (cer) und FRZB, die beide an WNT binden und dadurch die Bindung von WNT an den
Rezeptor blockieren, oder durch Dickkopf (DKK), das den LRP-Rezeptor blockiert. Intrazellular wird
durch die Bindung WNT-FZ-LRP eine Stabilisierung von zytoplasmatischem BETA-CATENIN erreicht.
In Abwesenheit von WNT wird BETA-CATENIN durch die Casein Kinasen CKla und CKle
phosphoryliert. Dies fuhrt zur Phosphorylierung von BETA-CATENIN durch die Glykogen-Synthase-
Kinase 3p (GSK3pB), was wiederum die Ubiquitinierung von Beta-Catenin durch BTrCP ausldst.
Vollstandig phosphoryliertes und ubiquitiniertes Beta-Catenin wird schlieBlich in den Proteasomen
degradiert. Die Phosphorylierung von BETA-CATENIN erfolgt in einem Mult-Proteinkomplex
bestehend aus dem GerUstprotein Axin, dem Tumorsuppressor-Protein APC, GSK3f und Diversin,
das CK1e an den Komplex bindet. Die Degradierung von phosphorylietem BETA-CATENIN wird
weiterhin durch die Serin/Threonin-Phosphatase PP2A reguliert. In der Anwesenheit von WNT
blockiert Dishevelled (DSH) die Degradierung von BETA-CATENIN Uber einen noch unbekannten
Mechanismus. Die PAR1-Kinase reguliert DSH, wodurch der Wnt-Signalweg ermdéglicht, der JNK-

Signalweg hingegen blockiert wird.



12

Durch die Aktivierung des Wnt/Beta-Catenin-Signalwegs unterbleibt die Phosphorylierung von
BETA-CATENIN und stabilisiertes BETA-CATENIN gelangt schlieBlich in den Nukleus. Dort bindet
Beta-Catenin an TCF/LEF-Transkriptionsfaktoren und leitet die Transkription von Wnt-Zielgenen ein.
Zusatzlich wird die Transkription auch durch Interaktion von BETA-CATENIN mit der Histon-
Acetyltransferase CBP, dem SWI/SNF-Komplex und an Pygopus gebundenes Bcl19 reguliert. Zu den
Zielgenen gehdren unter anderem Conductin, ¢-myc, Cyclin-D1, En-2, MMP7, Nkd, Siamois und
Ubx, Gene, die bereits mit Tumoren in Verbindung gebracht wurden.

Der Wnt/Ca?*-Signalweg (Abbildung 7, rechts) reguliert die Zellmigration und spielt eine wichtige
Rolle wahrend der Bildung der dorsoventralen Achse und der Herzentwicklung und ist
wahrscheinlich auch an der Tumorsuppression beteiligt. Bislang wurden Wnt4, Wnt5a und Wnt11
mit diesem Signalweg in Zusammenhang gebracht. Im Wnt/Ca**-Signalweg kommt es zur
Ausschittung von intrazellularem Kalzium und Aktivierung von Ca**-abhangigen Komponenten,
wie die Calmodulin-abhéngige Kinase (CaM-Kinase Il). Dieser Signalweg wird wahrscheinlich tGber
G-Proteine vermittelt und kann dem Wnt/Beta-Catenin-Signalweg entgegen wirken. Beteiligte
Komponenten sind die Phospholipase C (PLC) und die Proteinkinase C (PKC) sowie die
Phosphatase  Calcineurin, die  zur  Dephosphorylierung  und  Akkumulierung  des
Transkriptionsfaktors NF-AT flhrt.

Der Wnt/Zellpolaritat-Signalweg (Abbildung 7, links) verlduft Gber den Frizzled Rezeptor und die
JunN-terminale Kinase (JNK), leitet die asymmetrische Organisation des Zytoskelettes und koordiniert
die Polarisation der Zellen innerhalb eines epithelialen Verbandes. Bislang wurden Wht5a und

Wnt11 als Initiatoren fur den Wnt/Ca®*-Signalweg beschrieben [58].

4. Wnt-Signalwege in der Brustentwicklung und in Mammatumoren

Der Wnt/Beta-Catenin-Signalweg ist ein wichtiger Signalweg in der Embryonalentwicklung, und
auch in der Onkogenese solider Tumore findet man immer wieder Komponenten aus diesem
Signalweg. Die Induktion des Wnt/Beta-Catenin-Signalwegs [6st die Entwicklung der
Brustplakoden aus und ist essentiell fir das Auswachsen der Brustknospen [47]. Diese Rolle des
Signalwegs wurde auch fur die Induktion von Haarfollikeln beobachtet [59].

Eine Wnt3-, Wnt3a-, Wnt6- und Whnt10b-Expression wurde entlang der Milchleiste gefunden,
Wnt5a und Wnt11 férdern den Auswuchs hingegen nicht [60]. Interessanterweise scheint FGF10
fir das Ansprechen epithelialer und mesenchymaler Zellen in der Region der Brustplakoden auf
WNT verantwortlich zu sein. Die Interaktion zwischen epithelialen und mesenchymalen Zellen ist
wahrend der gesamten Brustentwicklung von Bedeutung [61] und kann von WNT-Proteinen
vermittelt werden [62], [63]. Auch die Homeobox-Gene Msx7 und Msx2, zwei Zielgene im
Whnt/Beta-Catenin-Signalweg, sind in den Brustknospen exprimiert [64]. Wahrend der postnatalen
Entwicklung wurde beobachtet, dass Wnt7 das duktale Wachstum in den TEBs fordert. Wnt4 ist an
der lobularen Entwicklung wéahrend der Schwangerschaft beteiligt und wird Gber Sexualhormone

reguliert [65].
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Die onkogene Wirkung von Wnt-Genen konnte in transgenen Mausmodellen gezeigt werden.
Wnt1 |6st unter der Kontrolle des MMTV-Promotors eine lobuloalveolare Hyperplasie und eine
duktale Hyperverzweigung in den Brustgeweben von Mdausen aus [66]. Den gleichen Phanotyp
konnte man in MMTV-Wnt10b transgenen Mausen beobachten, was dafur spricht, dass Wnt-
Gene an der Induktion von Mammatumoren in verschiedenen Inzuchtstimmen beteiligt sind [67].
Weiterhin hat man beobachtet, dass Wnt7 mit Fgf-Genen kooperiert (Fgf3, Fgf4 und Fgf8) und
dadurch die Tumorentwicklung beschleunigt [33, 68, 69].

Auch in humanen Brusttumoren konnte eine Beteiligung des Wnt/Beta-Catenin-Signalwegs
nachgewiesen werden. Unter anderen wurden Wnt1, Wnt3, Wnt3a, Wnt5a, Wnt7a und Wnt10b
in Brustkrebs-Zelllinien und Brusttumoren exprimiert [70-74]. Das Axin-Homolog Axin2/Conductin
liegt in einer chromosomalen Region, die in Brusttumoren haufig deletiert ist [75] und auch in
Kolonkarzinomen oder Medulloblastomas [76] haufig angetroffen wird. Eine Mutation des
Tumorsuppressor-Gens APC wurde als der ausldésende Mechanismus identifiziert, der Patienten mit
familidrer adenomatéser Polyposis (FAP) zugrunde liegt [77] Mutationen im Beta-Catenin-Gen sind
z.B. in Melanomen, Hepatokarzinomen und Kolonkarzinomen gefunden worden und obwohl
nukledres BETA-CATENIN auch in Brusttumoren identifiziert werden konnte [78], wurden keine
Mutationen in dem Gen nachgewiesen [79]. Weiterhin wurde der Verlust von E-Cadherin als
haufiges Ereignis in humanen Brusttumoren beschrieben [80]. Das Zelladhasionsmolekdl E-
Cadherin ist von zentraler Bedeutung fir die Entwicklung und Funktion von Epithelien. Wiederum
spielt Beta-Catenin eine besondere Rolle, da es neben seiner Funktion im Wnt-Signalweg als
zytoplasmatisches Ankerprotein E-Cadherin mit dem Zytoskelett der Zelle verbindet [81].

Die Deregulierung der Wnt-Signalwirkung kénnte die Tumorbildung, die Invasion oder die
Metastasierung durch eine Stérung der Spindelformation férdern, oder Stammzellen im Zyklus der
Selbsterhaltung forcieren und somit die Chance erhdhen, dass sich weitere Mutationen
manifestieren. Die Identifizierung von Cyclin-D1 und c-myc als Zielgene des Wnt/Beta-Catenin-
Signalwegs machte deutlich, dass es eine Verbindung zwischen falsch regulierter Wnt-
Signalwirkung und aberranter Zellproliferation geben kénnte. So weisen die Halfte aller
Brusttumore weist eine Cyclin-D1-Uberexpression auf, aber nur in 15-20% der Tumore geht diese
mit einer Genamplifikation einher [82]. Obwohl in humanen Brusttumoren noch nicht bewiesen ist,
dass der Wnt/Beta-Catenin-Signalweg eine Ursache fir die Tumorentstehung ist, sprechen doch
zahlreiche Untersuchungen fir eine Beteiligung. Die Identifizierung zusétzlicher Zielgene in den
verschiedenen Wnt-Signalwegen sowie deren Regulierung wird das Verstandnis fur die Entstehung

von Brusttumoren erleichtern.



14

Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Genen, die an der Tumorigenese von Mammatumoren
beteiligt sind. Dabei waren nicht nur Gene von Interesse, die zur Induktion von Mammatumoren
beitragen, sondern vor allem die Gene, die an der Progression und der Invasion beteiligt sind.

Um die gesamte Tumorentwicklung genetisch analysieren zu k&nnen, sollte ein neues Mausmodell
etabliert werden, die sogenannte BALB/c*-Maus. Da das Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV)
Mammatumore ausldst, kann man sich MMTV zu Nutze machen um das Mammatumorwachstum
in BALB/c-Mausen zu erhéhen. Fur die Infektion kann man eine Methode verwenden, die man im
Allgemeinen als ,forster nursing" bezeichnet. Die Infektion erfolgt dabei Gber die Muttermilch von
Zuchtmausen, die aktives MMTV sezernieren. Auf diese Weise infizierte BALB/c-Mdause sollten als
BALB/c*-Mause bezeichnet werden. Die in BALB/c*-Mausen entstehenden Mammatumore kénnen
anschlieBend entnommen und analysiert werden. Nach der Isolierung von genomischer DNA sollte
als erstes die Splinkerette-PCR zur Identifizierung der Integrationsstellen etabliert werden. Mit dieser
Methode lassen sich Integrationsstellen amplifizieren und ihre Lage im Mausgenom durch
anschlieBende Sequenzierung bestimmen. Flankierende Gene stellen potentielle Onkogene dar, da
sie durch die Aktivierung von MMTV an der Tumorbildung beitragen kénnten. Die induzierte
Expression dieser Gene sollte deshalb mittels RT-PCR geprift werden, um zu bestatigen, dass es
sich hierbei tatsachlich um MMTV-Zielgene handelt.

Zu einem spateren Zeitpunkt sollten in vitro und in vivo Analysen der MMTV-Zielgene durchgefiihrt
werden, um ihr onkogenes Potential zu Uberprifen. Dabei hat sich die Transduktion von
epithelialen Mammazellen als geeignetes Testsystem erwiesen, um die Fahigkeit zur Transformation
in vitro sowie das Tumorwachstum in Mausen nach s.c. Injektion in vivo zu untersuchen.

Weiterhin war geplant, die tierexperimentellen Daten auf ihre klinische Relevanz zu tberprifen und

zu kontrolieren, ob die potentiellen Maus-Onkogene in humanen Brusttumoren exprimiert werden.
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Material und Methoden

Soweit nicht anders angegeben wurde nach Standardmethoden verfahren (Sambrook et al.,
2000). Die Anleitung zur Herstellung der verwendeten Puffer, Lésungen und Medien ist dort
beschrieben. Falls nicht anderweitig erwahnt, erfolgten die Reaktionen in den vom Hersteller

gelieferten Puffern.

l. Material

1. Feinchemikalien
Feinchemikalien wurden von den Firmen Fluka (Neu-Ulm), Merck (Darmstadt), Serva (Heidelberg),
Sigma-Aldrich (Missouri, USA), Roth (Karlsruhe), Roche (Mannheim), Gibco (Eggenstein) und

Promega (Madison, USA) in der jeweils htchsten Reinheitsstufe bezogen.

2. Enzyme

Alkalische Phosphatase (Shrimp): . Roche, Mannheim

Prime-It Il Random Primer Labelling Kit: Stratagene, San Diego, USA
Restriktionsenzyme: Roche, Mannheim

RNase A: Gibco, Eggenstein
SuperScript ™ IiI: Invitrogen, Carlsbad, USA
T4 Polynukleotid-Kinase: Roche, Mannheim

T4 DNA-Ligase: Roche, Mannheim

Taq DNA-Polymerase: Roche, Mannheim

3. Puffer

Bei kauflich erworbenen Enzymen wurden, wenn nicht anders angegeben, die mitgelieferten Puffer
des Herstellers verwendet. Standardpuffer (SSC, TAE, TBE, TE, PBS u.A.) wurden nach Angaben

von Sambrook et al. (2000) angesetzt.

Hybmix (Southern Blot) 10% Dextransulfat
1x SSC
5x Denhardts Salz
0,5% SDS
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Neutralisierungspuffer (Southern Blot) 1 M Tris/HCI pH 7.4
1,5 M NaCl
Denaturierungspuffer (Southern Blot) 0,5 M NaOH
1,5 M NaCl
MOPS, 10x 200 mM MOPS

(Morpholineopropanesulfonic Acid)
20 mM EDTA pH 8.0

50 mM NaAcetat

mit NaOH auf pH 7.0 einstellen

PAA-Ladepuffer 98% Formamid
10 mM EDTA pH 8.0
Xylencyanol

Bromphenolblau

PCR-Puffer, 5x 50 mM Tris/HCIl pH 8.4
250 mM KCl
0,05% Gelatine
7,5 mM MgcCl,
200 uM dNTPs

4. Nukleotide

Alle dNTPs wurden von Pharmacia (Freiburg) in ,, ultrapure” Qualitat bezogen.

5. Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden mit Hilfe der Software Primer3 erstellt (http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_ www.cgi).

MMTV-LTR-Fw: 5'- GCTGGGGCATTGGGGGAAGT -3’

MMTV-LTR-Rv: 5'- AGGGGGCATCTGTTGGTCTG =3’

4-HMSpA: 5-CGAAGAGTAACCGTTGCTAGGA
GAGACCGTGGCTGAATGAGACTGGTGTCGACATCGATGG -3’

4-HMSpBD: 5’- GATCCCATCGATGTCGACACCAGTCTCTAA

TTTTTTTTTTCAAAAAAA -3
4-HMSp-1A: 5'- AGAGTAACCGTTGCTAGGAGAGAC -3’
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LTR-beg-2: 5'- GTCTTTGTCTGATGGGCTCATCCG -3
LTR-beg-4: 5'- CCTAGGTGTAGGACACTCTCG -3

LTR-3f 5'- GGAGTTCAACCATTTCTGCTG -3
RT-Wnt1-Fw: 5'- CCACCTCTTCGGCAAGATCGTCAA -3’
RT-Wnt1-Rv: 5'- GTGGCATTTGCACTCTTGGCGCAT -3’
RT-Wnt2-Fw: 5- CTCTGGCTCCCTCTGCTCC -3'
RT-Wnt2-Rv. 5- CCTTGGCACTTCCTTTCTTC -3’
RT-Wnt3-Fw: 5'- GCCCAGCGTAGCAGAAGGTGTGAAG -3’
RT-Wnt3-Rv: 5'- TGTGCACATCGTAGATGCGAATACACTC -3’
RT-Wnt3a-Fw: 5' - GTGGGGCGGCTGTAGTGAG -3
RT-Wnt3a-Rv: 5 - TCCCTCCGTCGCTCAGTG -3’
RT-Wnt10b-Fw: 5- CGCTGCCACTGTCGTTTC -3’
RT-Wnt10b-Rv: 5'- ATGCCTGCTATTATCCTTCG -3’
hu-Wnt3a-Fw: 5'- CAGGAACTACGTGGAGATCATG- 3'
hu-Wnt3a-Rv: 5'- CCATCCCACCAAACTCGATGTC -3¢
B-actin-Fw: 5'- GGGACCTGACTGACTACCTCAT -3'
B-actin-Rv: 5'- ATAGTCCGCCTAGAAGCATTTG -3'

Northern-Wnt3a-Fw: 5'- ACGGGAGCAGGGTTCATTC-3’
Northern-Wnt3a-Rv: 5'- AAACCCGTATCCCAGACAG -3’

6. Radionukleotide
[y 32p]-ATP (3000 Ci/mmol)
[o 32P]-dATP (3000 Ci/mmol)

Alle Radiochemikalien wurden von Amersham (Little Chalfont, UK) bezogen.

7. Vektoren

PGEM3Zf (Promega, Madison, USA)

pPCR Il (Invitrogen, Grand Island, USA)

pBABE (R. Weinberg, Whitehead Institute, Boston, USA)

8. Medien
Die Herstellung von LB- und SOC-Medien erfolgte nach den Angaben von Sambrook et al. (2000).

9. Seren und Medien fiir die Zellkultur
Trypsin-EDTA, F12 (Ham's F12 Medium), DMEM (Dulbecco’s Modified Essential Medium), FCS

(Fetal Calf Serum); Sigma-Chemie (Deisenhofen).
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10. Bakterienstamme
DH5a: deo R, end A1, gyr A96, hsd R17(rk-, mk+), rec A1, rel A1, sup E44, thi-1, (lac ZYA-arg
FU169, #80lacZDM15, F-, I-
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Il. Methoden

1. BALB/c*-Mausmodell

Neugeborene BALB/c/He/A-Mause wurden mit MMTV-C3H infiziert. Die Infektion erfolgte durch
das Saugen der Neugeborenen an C3H/A-Weibchen, die den Virus ihrerseits durch die Muttermilch
sezernieren. Die infizierten BALB/c-Mdause entwickeln mit einer hohen Rate Mammatumore (> 95%
vor dem ersten Lebensjahr). Die Primartumore wurden entnommen, der Grofteil davon bei -80°C
fir genetische Analysen eingefroren und der andere Teil fur histologische Untersuchungen in
Formalin fixiert. FUr die Untersuchung moglicher Lungenmetastasen wurden die Lungen eines
Primartumor tragenden Tieres entnommen, zerkleinert, mit dem gleichen Volumen einer
extrazellularen Matrix (Matrigel) versetzt und jeweils die Halfte subkutan (s.c.) in die linke Flanke von
zwei BALB/c*-Mausen (6-12 Wochen alt) injiziert. Falls sich subkutane Tumore innerhalb von sechs
Monaten entwickelten, wurde mit diesen genauso verfahren wie mit den Primartumoren. Der
Primartumor und der zugehorige subkutane Tumor wurden als genetisch identisch betrachtet und

somit als ein Tumorset gekennzeichnet und bearbeitet.

2. Humanes Gewebe

Die mRNA von 5 normalen Mammoplastien aus Brustreduzierungen und 60 OR-positive und
-negative priméare Brusttumore wurden fir die semi-quantitative und quantitative realtime RT-PCR
verwendet. Die Tumore waren zuféllig aus einer Anzahl von Brusttumoren ausgewahlt worden, die
ein  hohes Karzinom/Stroma-Verhaltnis aufwiesen (>50%). Das Verhéltnis wurde anhand
histologischer Schnitte bestimmt. Die mRNA der Tumornummern #51-#55 stammt von normalem
Gewebe, die mRNA der Tumornummern #8-#15 von metastasierenden Tumoren und die mRNA
der restlichen Tumore von priméren Brusttumoren (< 5 cm) lymphknotennegativer Patientinnen
(Alter > 55 Jahre).

3. Zelllinien

Die murine Zelllinie HC11 stammt von COMMA-D-Zellen ab, einer spontan immortalisierten BALB/c-
Mamma-Zelllinie [83]. HC11-Zellen wurden in einem 1:1 Verhdltnis aus Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) und Ham's F12 Medium (DM/F12), das mit 10% FCS, 20 ng/ml EGF und
10 ug/ml Insulin angereichert wurde, kultiviert. Die humanen Brustkrebs-Zelllinien MBA-MD-231,
T47D, HB100, SkBr3, MCF-7, BT549, ZR75.1 und CAMAT1 sowie die normalen humanen
Brustzelllinien HB100 und MCF-10A wurden in DMEM, das mit 10% FBS und 10 ug/ml Insulin
angereichert wurde, kultiviert. Alle humanen Zelllinien wurden von der American Type Culture

Collection bezogen.
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4. DNA-Isolierung

Ein Drittel des bei -80°C gelagerten Tumormaterials wurde flr die Isolierung von DNA verwendet.
Die DNA wurde mit dem Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega) gemaB den Angaben
des Herstellers isoliert. Die Zerkleinerung erfolgte mit Hilfe eines elektrischen Homogenisators
(Polytron). Nach einer dreimaligen Reinigung mit Chloroform wurde die DNA mit 100%igem
Ethanol geféllt und in 800 ul TE gel6st. Die Lagerung der genomischen DNA erfolgte bei 4°C. Die
Bestimmung der DNA-Konzentration erfolgte an einem UV-Spektralphotometer bei 260 nm

(ODy60nm). Die DNA-Isolierung von normalen Geweben erfolgte nach dem gleichen Protokoll.

5. RNA-Isolierung

Ein Drittel des bei -80°C gelagerten Tumormaterials wurde fir die Isolierung von RNA.
verwendet. Tumor-RNA,,, wurde mit TRIzol (Invitrogen) gemdaB den Angaben des Herstellers
isoliert. Die RNA, wurde in Isopropanol gefallt, mit 70%igem Ethanol gewaschen, in 50 ul DEPC-
Wasser aufgenommen und bei -80°C gelagert. Die Konzentrationsmessung der RNA erfolgte in
einem UV-Spektralphotometer bei 260 nm (OD,g0,m)- Die Isolierung von RNA., aus normalen

Geweben wurde nach dem gleichen Protokoll durchgefihrt.

6. Southern Blot

10 ug genomische DNA wurde mit 15 U EcoR | und 1x BSA in einem Volumen von 50 ul Uber
Nacht vollstandig verdaut und am nachsten Tag auf einem 0,8%igem Agarosegel in 1x TAE
aufgetrennt. Das Gel wurde in 0,2 M HClI 20 Minuten depuriniert, zwei Stunden in
Denaturierungspuffer geschwenkt und anschlieBend nach dem Standardprotokoll nach Southern
auf eine Nylonmembran (Hybond N+, Amersham) Ubertragen. Im Anschluss wurde die Membran
20 Minuten in Neutralisierungspuffer inkubiert, getrocknet und die DNA durch UV-Strahlung (302
nm, 1 min) auf die Membran gebunden (Stratalinker, Stratagene). Die Sonden wurden intern mit
P32 o-dATP (Amersham) innerhalb einer PCR markiert (MMTV-LTR-Fw und MMTV-LTR-Rv, Tm =
58°C, 30 Zyklen).

PCR-Schema (100ul): 10 wl 10x PCR Puffer (Roche)
6 ul 50 mM MgCl,
1 W MMTV LTR-Rv (50 uM)
1 W MMTV LTR-Fw (50 uM)
1wl 12,5 mM dCGTs
1 ul 0,5 mM dATP
1 uwl MMTV-LTR-DNA (50 ng)
0,5 wl Taq Polymerase (0,25 U)
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Nach Reinigung Uber eine Sephadex-G50-Saule (1500 rpm, 1 min) und Denaturierung (98°C, 5
min) wurde die Sonde dem Hybridisierungsmix zugegeben (vorgewarmt auf 65°C) und die
Membran darin bei 65°C Uber Nacht in einem Hybridisierungsofen (Biometra OV5) inkubiert.

AnschlieBend wurde die Membran jeweils fir 30 Minuten mit 2x SSC/0,1% SDS, 1x SSC/0,1%
SDS, 0,5x SSC/0,1% SDS und 0,1x SSC/0,1% SDS bei 65°C und einmal mit 0,1x SSC bei RT

gewaschen. Markierte Banden wurde auf einem Kodak X-Omat Film sichtbar gemacht.

7. Northern Blot

RNA,,, wurde auf einem denaturierenden Agarosegel (1%) mit 1% MOPS und 1% Formaldehyd
aufgetrennt. Vor dem Transfer auf eine positiv geladene Nylonmembran (Roche) wurde das Gel fur
20 Minuten in 50 mM NaOH und 20 Minuten in 20x SSC geschwenkt. Der Transfer erfolgte
ebenfalls in 20x SSC und wurde in einem Vakuum-Blotter (Biorad, Munchen) durchgefthrt.
AnschlieBend wurde die Membran getrocknet und die RNA durch UV-Belichtung (302 nm, 1 min)
an die Membran gebunden. Als Hybridisierungspuffer wurde der Rapid Hybridisation Buffer der
Firma Amersham (Braunschweig) verwendet.

Die Sondenherstellung erfolgte Gber PCR Amplifikation unter Verwendung von **P-dATP.

PCR-Schema (100ul): 10 wl 10x PCR-Puffer (Roche)
2 ul 50 mM MgCl,
2 ul Northern-Wnt3a-Fw (20 uM)
2 ul Northern-Wnt3a-Rv (20 uM)
25 ng Wnt3a-cDNA
1 ul dCGTs (12,5 mM)
4 ul dATP (0,5 mM)
5 ul 32P-dATP
1,5 wl Tag-Polymerase (15 U)

Die Reinigung der Probe erfolgte Uber eine Sephadex G50-Saule (1500 rpm, 1 min). Nach
Denaturierung der Sonde (98°C, 5 min) wurde sie dem vorgewarmten Hybridisierungspuffer
(42°C) beigefiigt und zusammen mit dem Filter bei 42°C Uber Nacht inkubiert. Nach der
Hybridisierung wurde der Filter 2x 30 Minuten mit 2x SSC/0,1% SDS bei 42°C und 1x 15 Minuten
mit 0.5x SSC/0,1% SDS bei 42°C gewaschen. Markierte Banden wurden auf Phosphoimager-
Bildplatten (Fuji, Japan) unter Verwendung der zugehotrigen Software (PCBAS, Raytest,
Deutschland) sichtbar gemacht.
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8. cDNA-Synthese
Fir die <DNA-Synthese wurden 5 ug RNA,. eingesetzt und sdunter Verwendung des
SuperscriptTM Il Kit (Invitrogen) und Oligo-dT-Oligonukleotiden gemaB den Angaben des

Herstellers produziert.

9. Splinkerette-PCR

Sequenzen, die 5' an MMTV angrenzen, wurden mit einem modifizierten Splinkerette-PCR-
Protokoll identifiziert. Dazu wurden 2 ug Tumor-DNA mit 5 U Xho Il (Roche) in dem vom Hersteller
mitgelieferten Puffer in einem Gesamtvolumen von 20 ul bei 37°C vollstandig verdaut. 300 ng der
verdauten DNA wurden an die Splinkerette-Adaptoren im Verhaltnis 1:15 unter Verwendung von
2 U T4 DNA-Ligase (Roche) in einem Gesamtvolumen von 30 ul bei 14°C Uber Nacht ligiert. Die
Splinkerette-Adaptoren wurden generiert, indem man je 150 pmol der Oligonukleotide HMSpA
und HMSpBD in 150 ul TE aufkochte. Beim Abkihlen entstand der doppelstrangige Adaptor
(Abbildung 8). Nach der Ligation des 5'-Endes der Tumor-DNA an das 3'-Ende des Adaptors
erfolgte ein zweistiindiger Verdau mit 20 U Dral (Roche) in einem Gesamtvolumen von 40 ul.
Dieser Verdau verhindert die Amplifikation von internen MMTV-Sequenzen. Nachdem die DNA mit
Hilfe von Microcon YM-30 Saulen (Amicon BioSeperations) entsalzt wurde, verwendete man 50-80
ng der ligierten DNA fur die Amplifikation. Hierzu wurden je 10 pmol der Oligonukleotide LTR-beg-
2 (Bindung an die U3-Region der LTRs) und 4HMSp-1a (Bindung an den Adaptor) verwendet
(Abbildung 8). Die Amplifikation erfolgte in 20 ul Gesamtvolumen unter Verwendung eines 5x
PCR-Puffers und 2 U Tag-DNA-Polymerase (Roche) bei einer Annealing-Temperatur von 68°C (35
Zyklen). Fur die Reamplifikation wurden 2 ul des primaren PCR-Produkts und je 10 pmol der
Oligonukleotide 4HMSp-1a und LTR-beg-4 (Bindung an die U3-Region der LTRs) verwendet. Das
Oligonukleotid LTR-beg-4 wurde mit 100 pmol **P-y-ATP und 20 U T4-Polynukleotid-Kinase in 20
ul Gesamtvolumen markiert. Fir die Reamplifikation wurde das folgende Programm benutzt: 11
Zyklen bei Tm = 68°C, 11 Zyklen bei Tm = 67°C und 13 Zyklen bei Tm = 66°C. Zum PCR-Produkt
wurden 10 ul PAA-Ladepuffer gegeben, das Gemisch denaturiert und schlieBlich auf einem
denaturierenden 3,6% Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Nach der Elektrophorese wurde das Gel auf
3 mm Papier (Whatman) getrocknet und die Banden auf einem X-Omat AR Film (Kodak) sichtbar
gemacht. Die Banden wurden ausgeschnitten und die DNA in 50 ul Wasser bei RT Uber Nacht
eluiert. 5 ul des geldsten PCR-Produkts wurden erneut mit den Oligonukleotiden LTR-beg-4 und
4HMSp-1a wie bereits beschrieben reamplifiziert (Tm = 66°C, 30 Zyklen). Die PCR-Produkte
wurden auf einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt, auf einem UV-Leuchttisch
ausgeschnitten und mit dem QIAquick PCR Purification Kit (QIAGen) gereinigt. Fur die darauf
folgende Sequenzierung wurden das Oligonukleotid LTR-3f (7,5 pmol) und 4 ul BigDye Terminator
Mix (ABI) benutzt.
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Die Sequenzen wurden mit dem Programm Sequence Navigator (Applied Biosystems, USA)
analysiert. Mit den Sequenzen, die eine 5' MMTV-LTR Sequenz aufwiesen, wurden eine

Sequenzanalyse gegen die Ensembl Mausgenom Datenbank (http://www.Ensembl.org/index.html)

durchgefihrt.

AGAGTAACCGTTGCTAGGAGAGAC | -3 4-HMSp-1A
CGAAGAGTAACCGTTGCTAGGAGAGACCGTGGCTGAATGAGACTGGTGTCGACATCGATGG 3" 4-HMSpA
« CTCTGACCACAGCTGTAGCTACCCTAG -5 4-HMSpBD

Abbildung 8. Splinkerette-Adaptor. Durch Annealing der beiden Oligonukleotide 4-HMSpA und 4-HMSpBD entsteht der Splinkerette-
Adaptor mit der charakteristischen Haarnadelstruktur. Diese bildet sich am 3'-Ende des 4-HMSpBD-Oligonukleotids aus
(TTTTTTTCAAAAAAA). Die Xho II-Schnittstelle ist hervorgehoben (CTAG), das Splinkerette-Oligonukleotid 4-HMSp-1a ist umrandet.

10. PCR und Reverse Transkriptase PCR (RT-PCR)

Die eingesetzten DNA bzw. cDNA Mengen fur die Herstellung von Sonden fir Southern und
Northern Blots sind im jeweiligen Protokoll angeftihrt. Fir die RT-PCR wurden 0,1 ul cDNA (siehe
6.) und fur alle PCRs bzw. RT-PCRs 35 Zyklen eingesetzt (soweit nicht anders angegeben). Die

Annealing Temperatur wurde flr jedes verwendete Oligonukleotid empirisch bestimmt:

MMTV-LTR-Fw/ Rv: 58°C (493 bp)
RT-Wnt1-Fw/ Rv: 60°C (334 bp)
RT-Wnt2-Fw/Rv: 68°C (395 bp)
RT-Wnt3-Fw/ Rv: 60°C (860 bp)
RT-Wnt3a-Fw/ Rv: 60°C (522 bp)
RT-Wnt10b-Fw/Rv: 60°C (439 bp)
hu-Wnt3a-Fw/ Rv: 64°C (326 bp)
Northern-Wnt3a-Fw/ Rv: 60°C (220 bp)
Beta-Aktin-Fw/Rv: 60°C (590 bp)

Die PCR-Produkte wurden auf einem 1%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt und mit
Hilfe von Ethidiumbromid-Farbung visualisiert. Die Intensitat der Banden wurde mit einer Eagle Eye

II™ Kamera und passender Software (Stratagene) gemessen.
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11. Quantitative PCR (qPCR)

Die gPCR wurde mit 0,25 ul humaner Tumor-cDNA und Kontroll-cDNA pro Reaktion und 50 PCR-
Zyklen durchgefiihrt. Alle cDNAs wurden mit Hilfe von SYBR Green® Fluoreszenz von Zyklus 0-50
detektiert. Diese Berechnung kam fir die Proben wie fUr die Kontroll- und Marker- cDNA
gleichermaBen zu tragen. Die hierfur verwendeten Oligonukleotide hu-Wnt3a-Fw und hu-Wnt3a-
Rv produzieren ein Produkt mit 325 bp Lange. Fir die PCR-Reaktion wurde der SYBR Green® PCR
Master Mix der Firma Applied Biosystems (USA) verwendet. Als Referenz wurden der TagMan® -
actin und GAPDH Detection Reagent Kit (Applied Biosystems, USA) eingesetzt. Der Test wurde bei
der Untersuchung zur Expression des WNT3a-Gens einmalig ausgefihrt. Die Menge an WNT3a-
mRNA wurde mit der Menge an S-Aktin-mRNA in jeder Probe quantifiziert.

12. Herstellung retroviraler Konstrukte

Die Herstellung retroviraler Konstrukte erfolgte tber die Klonierung der vollstandigen Maus Wnt3a-
cDNA (1450 bp) in den retroviralen Vektor pBABE-PURO (5100 bp) (Geschenk von Renee von
Amerongen, NKI, Amsterdam, Holland). Die Wnt3a-cDNA wurde von Karl Willert (UCSD, San
Diego, USA) zur Verfiigung gestellt und befand sich in dem pGEM-Plasmid-Vektor (Promega). Um
gezielt die gewlnschte Orientierung klonieren zu kénnen, wurde die Whnt3a-cDNA aus dem
pGEM-Vektor ausgeschnitten (1 U EcoR 1) und in den Vektor pCR Il (Invitrogen) kloniert. Durch
Verdau mit je 1 U der Restriktionsenzyme BamH | (Roche) und Xho | (Roche) wurde die Wnt3a-
cDNA aus dem pCR Il-Vektor geschnitten. Der retrovirale Vektor pBABE wurde mit je 1 U BamH |
(Roche) und Sal | (Roche) geschnitten und mit 3 U alkalischer Phosphatase (Shrimp, Roche)
dephosphoryliert. Nach Auftrennung Uber ein 1%iges Agarosegel wurde die Wnt3a-cDNA sowie
die pBABE-DNA aus dem Gel geschnitten und mit QlAex Il Sdulen gereinigt (QIA). In einem
Verhéltnis von 1:4 (pBABE-Vektor: Wnt3a-cDNA) wurde die Wnt3a-cDNA mit T4 DNA-Ligase
(Roche) in den pBABE-Vektor in einem Gesamtvolumen von 10 wl ligiert (14°C, GN). Das
Ligationsprodukt wurde in DH5a Bakterien (Promega) mit der heat-shock Methode transformiert
(nach Sambrook et al, 2000), mit dem QIAquick PCR Purification Kit (QIAGen) isoliert und durch
einen Doppelverdau mit je 1 U Not / (Roche) und Hind /Il (Roche), sowie einen Doppelverdau mit je
1 U Bam HI (Roche) und Hind Ill (Roche) auf seine Orientierung hin tGberprift. Von Klonen, die die
gesuchte Lange und Orientierung aufwiesen, wurden Midi-Préaparationen nach Angaben des
Herstellers gefertigt und die DNA in 250 ul H,O eluiert (QIAGEN Plasmid Midi Kit, QIAGEN).

13. Transduktion von HC11-Zellen

Die murine Zelline HC11 wurde mit dem pBABE-PURO-Wnt3a Konstrukt oder mit dem leeren
pBABE-PURO-Vektor transduziert. FUr die Virusproduktion wurde die Verpackungszelllinie oNX-E
mit 10 ug retroviraler Vektor-DNA (ber die standardisierte Kalziumphosphat-Methode [84]
transduziert. 10° HC11-Zellen wurden in 6 cm Schalen ausplattiert und bei 37°C inkubiert, bis die

Schale zu 60% mit Zellen bedeckt war.
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Die Infektion erfolgte unter Verwendung von Polybrene (Clontech). Die pBABE-PURO- (Kontrolle)
und pBABE-PURO-Wnt3a-transduzierten HC11-Zellen wurden 3 Wochen mit Puromyzin als

Selektionsmarker (4 ug/ml, Invitrogen) inkubiert.

14. Proliferationsassay

6*10* Zellen wurden in dreifacher Ausfiihrung in 6-well Platten tberfiihrt. Der Versuch wurde
insgesamt zweimal wiederholt. Die Zellen wurden alle zwei Tage wahrend einer 8-tdgigen Periode
gemessen. Dazu wurden die Zellen mit Trypsin von der Oberflache geldst und in einem Casy 1
Model TTC Cell Counter and Analyzer System (Scharfe GmbH, Reutlingen, Deutschland) an den
Tagen 2, 4, 6 und 8 gezahlt. Das Medium in den verbleibenden Platten wurde jeweils an dem Tag

erneuert, an dem gezahlt wurde.

15. Soft Agar Assay

6*10* HC11-pBABE- und HC11-Wnt3a-Zellen wurden in 2 ml 0,4%iger Low Melting Point
Agarose (Sigma type VII) und DMEM (angereichert mit 10% FBS) resuspendiert. Die Zellen wurden
in 6-well Platten Uberflihrt, die mit einer 1%igen Low Melting Point Agarose in DMEM
(angereichert mit 10% FBS) beschichtet waren. Nach 28 Tagen Inkubation wurden die

makroskopisch sichtbaren Kolonien gezahlt.

16. Transplantation transduzierter HC11-Zellen in vivo

Pro Zelllinie wurden 1*10° Zellen in einem 1:2 Verhéltnis mit Matrigel gemischt und bis zur
Injektion auf 4°C gehalten. Es wurden jeweils Gruppen zu sechs Mausen gebildet. Es wurden
BALB/c*- und BALB/c-nu/nu-Méause verwendet. Die Mause wurden durch Metofane-Inhalation

(Metoxyfluran, Janssen-Cilag, Neuss) betaubt und die Zellen subkutan in die linke Flanke injiziert.

17. Immunohistochemie

HC11-pBABE- und HC11-Wnt3a-Tumore wurden in Formalin fixiert und anschlieBend in Paraffin
fixiert. Die HE-Farbung umfasste eine Entparaffinierung in Xylol und eine Rehydrierung in einer
absteigenden Alkoholreihe (90%-70%). Danach wurde der Schnitt zuerst mit Hamalaun angefarbt,

anschlieBend mit HCI-Alkohol differenziert und zuletzt mit Eosin (2%) versetzt.

18. Statistik

Signifikante Unterschiede zwischen den TumorgréBen der HC11-pBABE- und HC11-Wnt3a-
Tumore wurden mit dem T-Test fir unabhdngige Werte berechnet. Die Werte wurden fur jeden
Zeitpunkt ermittelt. Eine maogliche signifikante Korrelation zwischen MMTV-Insertionen und Wnt-

Expression wurde mit dem Fishers Exakt Test untersucht.
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Ergebnisse

I. Neue Tumorprogressionsgene in MMTV-induzierten BALB/c*-Mammatumoren

1. Etablierung eines neuen Mausmodells - die BALB/c*-Maus

Zur ldentifizierung neuer Tumorprogressionsgene wurde ein neues Mausmodell etabliert. Ein
besonderes Problem ist die Induktion von Metastasen, da Labormaduse meist am primaren
Mammatumor sterben bevor es zur Metastasebildung kommt. Fir das neue Modell wurden
BALB/c-Méause mit C3H-MMTV infiziert, wodurch die Tumorinduktion beschleunigt wird. Anstelle
von Injektionen wurden BALB/c-Nachkommen zu laktierenden C3H-Mausen gegeben und das
Virus mit der Muttermilch Ubertragen. Die so infizierten BALB/c-Nachkommen wurden als BALB/c*-
Mause bezeichnet. In dem neuen Mausstamm (BALB/c*-Mduse) sollten Mammatumore bereits zu
einem friihen Zeitpunkt induziert werden sowie Lungenmetastasen in hoher Zahl vorliegen. In der
Tat entwickelten anndahernd 100% der weiblichen BALB/c*-Zuchtmause Mammatumore zu einem
relativ. frihen Zeitpunkt (junger als 1 Jahr) und mit einer relativ kurzen Latenzzeit von
durchschnittlich 266 Tagen. Im Gegensatz dazu entwickeln nur 50-60% der nichtinfizierten
weiblichen BALB/c-Zuchtmduse Mammatumore mit einer durchschnittlichen Latenzzeit von 18
Monaten. Da nur 24% (12 von 50) der BALB/c*-M&ause mit einem Primartumor in der Brust auch
mikroskopisch detektierbare Metastasen in der Lunge aufwiesen, wurde nach einer Methode
gesucht, die die Frequenz fur die Entwicklung von Lungenmetastasen erhdhen sollte. Als
zuverldassige Methode hat sich neben der intravendsen Injektion die subkutane Injektion von
transformierten Zellen erwiesen [85, 86]. Von 58 BALB/c*-Mausen entwickelten 32 einen
Primartumor in der Mamma. Von diesen 32 Mausen wurden die Lungen entnommen und
mikroskopisch auf Metastasen untersucht. 16% der 32 Mause zeigten bereits unter dem
Mikroskop sichtbare Metastasen in einem der beiden Lungenfligeln (5/32). Der andere
Lungenfligel wurde in Matrigel resuspendiert und s.c. in die linke Flanke von BALB/c*-Mé&usen
injiziert (Abbildung 9). Nach maximal sechs Monaten wurden die s.c. Tumore entnommen. Die
Anzahl der subkutanen Tumore konnte so auf 41% erhoht werden (13/32). Kontrollinjektionen
mit Lungen aus 10 Mausen ohne Primdrtumor ergaben in keinem Fall einen subkutanen
Auswuchs. Durch diese einfache Methode ist es nun moglich, das Tumormaterial fir langere Zeit in
der Maus zu belassen und somit die Induktion von Tumorprogressionsgenen bzw.
Metastasegenen in den BALB/c*-Mausen zu steigern. Abbildung 10 zeigt einen Primartumor (A)
einer BALB/c*-Maus mit dem zugehorigen s.c.-Tumor (B) sowie die Biopsie der Injektionsstelle mit
Lungengewebe einer BALB/c*-Maus ohne Primartumor (C). Die Tumore wurden mit Hamatoxilin
und Eosin gefarbt und makroskopisch analysiert. Histologisch stellen sie gut differenzierte Tumore
von Dunn Typ B dar (Abbildung 10). Ein weiterer Vorteil der s.c. Injektionen ist die Anreicherung

von Tumorgewebe flr genetische Analysen.
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In der Regel weisen Lungenmetastasen, falls Gberhaupt mikroskopisch sichtbar, zu wenig Gewebe
auf, um genetische Analysen durchfiihren zu kénnen. Zur Verdeutlichung ist das Injektionsschema
zur Gewinnung der s.c.-Tumore in Abbildung 9 schematisch dargestellt. BALB/c*-Mausen mit
einem Primartumor wurden die Lungen entnommen, diese in Matrigel resuspendiert und wiederum
s.C. in zwei BALB/c*- Mause injiziert. Nach maximal sechs Monaten wurden die Mause geopfert. Im
Falle einer Tumorbildung, wurde dieser entnommen und mit dem zugehd&rigen Primartumor
analysiert. Somit bestand ein Tumorset immer aus einem Primartumor und ein bis zwei s.c.
Tumoren.

Insgesamt umfasste das Kollektiv 160 Tumorsets von denen 60 Tumorsets analysiert und die

Ergebnisse in der hier prasentierten Arbeit vorgestellt werden.

Balb/c+ Maus

~
VR iy prim. Tumor

C A
SESC—
. . . / \ - Pathologie
- Lungen in Matrigel resuspendieren ] - . .
- s.c. Injektion in linke Flanke Aufbereitung fur genetische Analys:

- Southern Blot

- Northern Blot

- Splinkerette-PCR
- RT-PCR

(‘\é\\;} s.c. Tumor

— )

- Pathologie
- Aufbereitung fur genetische Analyse

Abbildung 9. Injektionsschema. BALB/c*-Mausen mit einem Primartmor wurde nach Opferung der Primértumor und die Lunge
entnommen. Ein Teil des Primartumors wurde in Formalin fixiert und fiir pathologische Untersuchungen aufbewahrt. Der Rest des
Primartumors wurde bis zur Weiterverarbeitung bei -80°C gelagert. Die Lungen wurden in Matrigel resuspendiert und s.c. in die linke
Flanke zweier BALB/c*-Mé&use injiziert. Nach maximal sechs Monaten wurden die Mduse geopfert und die s.c.-Tumore wiederum bei -

80°C gelagert. Primartumor und zugehdriger s.c.-Tumor bilden ein Tumorset und wurden genetisch weiter analysiert.
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Abbildung 10. Histologie eines Primartumors in der Mamma einer BALB/c*-Maus und deren zugehériger subkutaner
Tumor. Zum Vergleich wurden die Tumore mit H/E angeférbt und in 1,25facher- (linke Spalte) bzw. 100facher VergréBerung (rechte
Spalte) dargestellt. A = Primartumor, B = s.c. Tumor zu Primértumor A. C = Negativkontrolle. Die Lunge einer BALB/c*-Maus ohne

Primartumor wurde s.c. injiziert und die Injektionsstelle nach sechs Monaten entnommen, Formalin fixiert und H/E gefarbt.
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Abbildung 11. Southern Blot Analyse von BALB/c*-Mammatumoren. pt = Primartumor, m = Metastase, M = Marker, A, B, C, D
= Tumorset Nummern. Als Marker wurde Leber-DNA eingesetzt, die nur die endogenen Insertionen aufweist (Mtv 6 = 16,7 kb, Mtv-8 =

8,5 kb und 6,7 kb, Mtv-9 = 10 kb und 7,8 kb). Zusétzliche Insertionen in den Mammatumoren sind mit Pfeilen gekennzeichnet.

2. Southern Blot Analyse der BALB/c*-Tumore

Um die BALB/c*-Tumore auf die Anzahl der zuséatzlichen Integrationen zu kontrollieren, wurden
Southern Blot Analysen durchgeftihrt. Die genomische DNA von BALB/c-Mausen enthalt bereits
zwei vollstindige MMTV-Einheiten (Mtv-8 und Mtv-9) sowie eine unvollstandige (Mtv-6). Da
BALB/c*-Mdause den gleichen genetischen Hintergrund wie BALB/c-Mause haben, kénnen die
endogenen Integrationen als Marker dienen. Durch den Verdau von genomischer DNA aus der
Leber mit EcoR | lassen sich folgende 5 Banden auf dem Southern Blot erkennen: ein 16,7 kb
groBes Fragment fir Mtv-6, ein 8,5 kb und ein 6,7 kb groBes Fragment fir Mtv-8, sowie ein 7,8
kb und 10kb groBes Fragment fur Mtv-9 [5]. Die endogenen Banden wurden als Positivkontrolle
und Marker eingesetzt. Die genomische DNA von 30 Tumoren wurde mit dem Restriktionsenzym
EcoR | verdaut und mit einer MMTV-LTR-spezifischen Sonde hybridisiert. In Abbildung 11 ist ein
solcher Southern Blot exemplarisch dargestellt.
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Tumorset A weist Banden auf, die nur im Primartumor (Abbildung 11, Pfeile mit durchgezogener
Linie), nur in den s.c. Tumoren (Abbildung 11, Pfeile mit gepunkteter Linie) oder im ganzen
Tumorset anzutreffen sind (Abbildung 11, Pfeil mit gestrichelter Linie). Dieses Muster wiederholte
sich zT. in weiteren Tumorsets. Andere Tumorsets zeigten keine Unterschiede bezlglich der
Integrationen zwischen dem Primartumor und den s.c. Tumoren (siehe auch Abbildung 11,
Tumorset C). Nur zwei der 30 untersuchten Tumorsets zeigten keine zusatzlichen Integrationen auf
dem Southern Blot.

Durchschnittlich wurden in den 30 analysierten Tumorsets sechs zusatzliche Integrationen im

Primartumor und 6 Integrationen in den s.c.-Tumoren angetroffen.

3. Etablierung einer Hochdurchsatzanalyse

Um eine Hochdurchsatzanalyse durchfihren zu kénnen, wurde das Splinkerette-PCR-Protokoll [87]
fir MMTV-Insertionen adaptiert (Abbildung 12). Diese Methode erlaubt die rasche Amplifikation
und anschlieBende Sequenzierung von MMTV-DNA-flankierenden Bereichen und erleichtert somit
das Auffinden neuer Integrationsstellen. Als gemeinsame Integrationsstelle oder CIS (Common
Integration Site) bezeichnet man Integrationsstellen, die in mindesten zwei unabhangigen Tumoren
gefunden werden. Die in der Ndhe von CIS liegende Gene kénnen durch eine veranderte
Expression an der Tumorentstehung beteiligt sein.

Die genomische DNA aus BALB/c*-Tumoren wurde isoliert und mit Xho Il verdaut. Dabei entstehen
DNA-Fragmente, die das Provirus enthalten, und solche ohne MMTV-Integration. An die einzelnen
Fragmente wurden die Adaptoren, sogenannte Splinkerette-Einheiten, ligiert. Diese Adaptoren
entstehen durch Annealing zweier Oligonukleotide, wodurch eine Xho lI-Schnittstelle an dem Ende
des Adaptors gebildet wird, an dem die Ligation erfolgt. Da bei der Synthese der Oligonukleotide
das 5'-Ende nicht phosphoryliert wird, kann nur das 3'-Ende des Adaptors an das 5'-Ende der
genomischen DNA ligiert werden. Weiterhin wurde der Splinkerette-Adaptor so konstruiert, dass
eine Aufflllreaktion am 3'-Endes des unteren Oligonukleotids (4-HMSpBD) durch die DNA-
Polymerase vermindert wird. Dies geschieht durch die Ausbildung einer Haarnnadelstruktur an der
TTTTITTTCAAAAAAA-Sequenz des unteren Adaptor-Stranges (Abbildung 8) [88].

Um die Lage der Fragmente zu bestimmen, die eine MMTV-Integration beinhalten, kann man sich
eine PCR zu Nutze machen, die die genomische DNA zwischen MMTV-LTR und Splinkerette-
Adaptoren amplifiziert. Dies geschieht mit Hilfe von Oligonukleotiden, die zum einen spezifisch an
den Splinkerette-Adaptor und zum anderen an die LTR-Sequenz des Provirus binden. Ausgehend
von der MMTV-Sequenz und dem MMTV-spezifischen Oligonukleotid beginnt die Amplifikation der
DNA-Fragmente, die neben dem Adaptor auch den 5'-LTR-Bereich aufweisen. Da das splinkerette
spezifische Oligonukleotid dieselbe Sequenz aufweist wie der Adaptor, kann es nur an die
Sequenzen binden, die von dem MMTV-Oligonukleotid zuvor neu synthetisiert wurden. Um die
Spezifitdt zu erhdren und unspezifische, lineare PCR-Produkte zu veringern, wurden die PCR-
Produkte der ersten PCR (Abbildung 13, links) auf einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt, isoliert
und mit einem zweiten, versetzt bindenden MMTV-Oligonukleotid erneut amplifiziert (siehe auch
Material und Methoden).
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Nachdem die Produkte der zweiten PCR auf einem Agarosegel aufgetrennt und isoliert wurden,
erfolgte die Sequenzierung der amplifizierten Bereiche (Abbildung 13, rechts). Nur die Sequenzen,

die noch einen Teil des LTR-Oligonukleotids aufwiesen, wurden ausgewertet.

1. Verdau der genomischen DNA mit Xho // 2. Generation der Splinkerette-Adaptoren

durch Annealing zweier Oligonukleotide
|
—i
|
— il

3. Ligation (DNA + Adaptor)

LTR

U Adaptor MMTV

4. PCR (1. Zyklus)

¢ LTR

|

5. PCR (Folgezyklen)

4— MMTV-Oligonukleotid

<«—  MMTV-Oligonukleotid

Splinkerette-
Oligonukleotid

Abbildung 12. Schematische Darstellung der Splinkerette-PCR. Um die MMTV-Insertionsstellen zu bestimmen, wird genomische
DNA zundchst mit Xho // verdaut. Dadurch erhalt man DNA-Fragmente mit proviralen Sequenzen, DNA-Fragmente ohne Provirus und reine
MMTV-Fragmente. Weiterhin wurden Splinkerette-Adaptoren generiert, die an das 5'-Ende der verdauten DNA ligieren. Da die Sequenzen
von MMTV und Adaptor bekannt sind, kann man die Fragmente, die beide Sequenzen enthalten, amplifizieren. Die PCR beginnt von der
LTR-Region des Provirus aus, somit werden nur die Fragmente amplifiziert, die provirale Sequenzen enthalten. In der zweiten PCR-Runde
kann das Splinkerette-Oligonukleotid an die neu amplifizierte DNA (griiner Bereich) binden. Somit kann in den Folgerunden die mit einem
MMTV-Adaptor flankierte DNA exponentiell vermehrt werden. DNA-Fragmente ohne MMTV-Sequenz kdnnen nicht amplifiziert werden, da
das MMTV-Oligonukleotid, das fiir den Start notwendig ist, nicht binden kann. Um die Spezifitat zu erh6hen, folgte eine zweite PCR mit
einem versetzt bindendem MMTV-Oligonukleotid.
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Abbildung 13. Splinkerette-PCR. pt = Primartumor, m= Metastase, ¢ = Leber DNA, M = 100 bp Marker, Ubersicht iiber die einzelnen
PCRs. Links ist ein Polyacrylamidgel mit den PCR Produkten der ersten Reamplifikation dargestellt. Wie schon im Southern Blot gesehen,
sind neben den endogenen auch zusatzliche Integrationen zu erkennen. Als Marker fiir die endogenen Insertionen wurde erneut Leber-
DNA eingesetzt. Die zusatzlichen Insertionen wurden gekennzeichnet, aus dem Gel ausgeschnitten und die extrahierte DNA erneut
amplifiziert. Die PCR Produkte sind auf dem Agarosegel (rechts) zu sehen. Die leiterartige Struktur, die schon auf dem Polyacrylamidgel
deutlich ist, findet sich auch nach der zweiten Reamplifikation wieder. Nach Entfernung der PCR Produkte aus dem Gel, Reinigung und

Sequenzierung wurden die informativen Sequenzen mit Datenbanken wie Ensembl verglichen.

4. Identifizierung neuer MMTV-Integrationsstellen

Mit den 5 MMTV-flankierenden Sequenzen aus der Splinkerette-PCR wurde eine Sequenzanalyse
(Blast) in der Ensembl Datenbank (NCBI build 32) durchgeftihrt. Die Positionen der einzelnen
Sequenzen wurden anschlieBend gegeneinander verglichen.

Die Analyse von 60 Tumorsets resultierte in 594 auswertbaren Sequenzen, die wiederum 89 Gene
identifizierten, die durch MMTV flankiert sind. 80 dieser Gene wurden nur einmal gefunden und
stellen somit einfache retrovirale Integrationsstellen dar (RIS) (Tabelle 2). Aber auch 9 gemeinsame
Integrationsstellen (CIS) konnten gefunden werden (Tabelle 3). Dazu gehoren die bereits
bekannten CIS Wnt1, Wnt3 und Fgf3, aber auch neue CIS wie Wnt3a, SIc25a10, Ramp1, Edg5,
Trnt1 und KV2B_MOUSE.
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Die Wnt- und Fgf-Gene stellen zwei groBe Klassen der identifizierten Gene dar. Weiterhin lassen
sich Gene finden, die fir mitochondriale Funktionen kodieren (40S ribosomales Protein, Mrp/19,
Slc25a10, Tk2 und Trnt1). Eine weitere groBe Gruppe sind Gene, die an der Bildung des
Zytoskeletts oder der Zelladhasion beteiligt sind (Herc1, ltgb4, Ncam2, Bin3, Myotilin, Rab2 und
Rab3c). Auch Wachstumsfaktoren (/fnar2, ler5, Egf15, Pelil und Ppp2r2b), Transkriptionsfaktoren
(Zfp352, Prdm5, Ebf3 und Rfx3), Rezeptoren (Gria2, Esrrb, TLR9, Oprk1 und Ramp7) und
Bindeproteine (Chordc?, Spock2, Odz1, Tmpo, Gm672, Rbms3 und Trnt1) konnten gefunden

werden.

Tabelle 2. RIS

Gen Bezeichnung Funktion

Auts2 Autism susceptibility candidate 2 Unbekannt

Hercl Hect domain Zytoskelett

ForR7 Fgf receptor 1 Fgf-Signalweg
ltgb4 Integrin p4 Zytoskelett

Fzd70 Frizzled Homolog 10 Wnt-Signalweg
Tetraspan NET-2 Transmembran-Protein Unbekannt

40S ribosomales Protein Mitochondrien
Trmem4 Transmembran-Protein Unbekannt
ENSMUS43820 Unbekannt
ENSMUSG 79868 Unbekannt
0352 Zinkfinger-Protein Transkription

NM_ 177074 Unbekannt

Mipl 79 60S ribosomales Protein Mitochondrien
Dazl deleted in Azoospermia Unbekannt

/nar2 Interferon receptor 2 Wachstumsfaktor
Myotilin sarcomeric protein binding to actin Zytoplasma
Frams PR-domain zink finger protein 5 Transkription, Onkogen
Binz Bridging protein 3 Zytoskelett

7nm 47 Tripartite motif Unbekannt

COr9 Signalosome Regulator
ENSMUSG48762 Unbekannt

nts Zink transporter 8 Kation-Transporter
Caop2 Chemokine binding protein 2 Signal-Transduktion
7rim 32 Tripartite motif Anti-Apoptotisch
Foxwd F-box and WD-40 domain protein Unbekannt
Chordc’ Zink binding protein 1 Zinkbindendes Protein
7’2 Thymidine kinase 2 Mitochondrial
Atp10a ATPase Transporter
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Gria2

Spock2

Dlgn2
ENSMUSG53768
ENSMUSG66649
Esr]

Pmp2

Rab2

Rbm9

Ugtial

EOF3

Ford

Rab3c

Prass7

TLR9

FO18

Qpork 7

Digp2

Abcad

RO
ENSMUSGS2985
ENSMUSG6E2370
Bys7

rer5

Hhijp

Pus’z
ENSMUSGH0574
Kit

Oaz7

1ab4

Rnf130

£gfl5
ENSMUSG56356
Nouis4

Fop2r2b

7mpo

Chst77
ENSMUSG70654
Gm672

Syncl

Seot77
Aglgbp?
Cacnalb

Rbms3

Glutamate receptor
Testican 2
Discs, large homolog 2

Estrogen receptor 1

Plasma membrane proteolipid
Ras oncogene member 2
RNA binding motif protein 9
Glycosyltransferase

Early B-cell factor 3

Fibroblast growth factor 4
Ras family member 3c
Phosphatidylserine synthase
Toll-like receptor

Fibroblast growth factor 8
Opioid receptor kappa 1
Drosophila inhibitor of apoptosis
ATP-binding cassette
Regulatory factor x

Blastomyces

Immediate early response

Hedgehog interacting protein precursor
Pseudouridylate synthase 7 homolog

Kit oncogene

0Odd OZ/ten-m homolog 1
Inhibitor of DNA binding 4
Ring finger protein 130
Early growth factor 15

NADH dehydrogenase

Protein phosphatase 2
Thymopoietin

Carbohydrate sulfotransferase11

Gene model 672

Synaptic nuclear envelope

Septin 11

AP1 gamma subunit binding protein
Calcium channel

RNA binding motif

Rezeptor
Kalziumbindendes Protein
Unbekannt
Unbekannt
Unbekannt

Rezeptor

Transporter
Zytoskelett
Unbekannt
Unbekannt
Transkription
Fgf-Signalweg
Zytoskelett
Transferase

Rezeptor
Fgf-Signalweg
Rezeptor

Apoptose

Transporter
Transkription
Unbekannt
Unbekannt
Unbekannt
Wachstumsfaktor
Hedgehog-Signalweg
Unbekannt
unbekannt

Onkogen
Heparinbindendes Protein
Regulator, Tumor-Suppressor
Apoptose
Wachstumsfaktor
Unbekannt
Mitochondrien
Wachstumsfaktor
Laminbindendes Protein
Katalysator

Unbekannt
RNAbindendes Protein
Unbekannt
Nukleotidbindendes Protein
Unbekannt
Kalzium-Kanal

Bindeprotein
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Psg20 Pregnancy-specific glycoprotein 20 Unbekannt
Tnirstlla Tumor necrosis factor receptor superfamily Uberlebensfaktor
Neam?2 Neural cell adhesion molecule 2 Zytoskelett

KAC Mouse lg kappa chain C region Immunglobulin
7nc Tenascin C Zytoskelett

Dan Dendrin Unbekannt

Pali7 Pellino Wachstumsfaktor
Tabelle 3. CIS

Gen Bezeichnung Funktion

Wnie7 Wingless homolog 1 Wnt-Signalweg
Wnit3 Wingless homolog 3 Wnt-Signalweg
Whnit3a Wingless homolog 3a Wnt-Signalweg
For3 Fibroblast growth facor 3 Fgf-Signalweg
Fdg5 Sphingolipid G-protein coupled Rezeptor
SIc25a70 Mitochondrial dicarboxylate carrier Mitochondrien
Ramp7 Receptor activity modifying protein Rezeptor

KV2B Mouse g kappa chain V-l region VKappa167 precursor Unbekannt

Tint] tRNA nucleotidyltransferase Bindeprotein
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Il. Analyse von Wnt3a in murinen und humanen Mammatumoren

1. Der Wnt3a-Genlokus als neue CIS

Die Splinkerette-PCR-Analyse von 120° MMTV-induzierten Mammatumoren identifizierte neben
dem bereits bekannten Wnt7- und Wnt3-Gen auch Whnt3a als neue CIS. Insgesamt konnten 6
verschiedene Tumore mit einer MMTV-Integration in der unmittelbaren Nahe des Wnt3a-Genlokus
auf Chromosom 11 gefunden werden (6%) (Abbildung 14). Untersuchungen ergaben, dass
MMTV in 5 Tumoren (#2, #14, #17, #84 und #92) stromaufwarts und in transkriptionell
entgegengesetzter Richtung relativ zum Whnt3a-Genlokus inseriert war. Es ist somit wahrscheinlich,
dass Wnt3a aufgrund eines Verstarkermechanismus in diesen Tumoren aktiviert wurde (siehe auch
Abbildung 6). Wie bereits beschrieben, ist diese Art der Stimulation bei einem GroBteil der Gene zu
beobachten, die durch MMTV-Integration aktiviert werden (z. B. Wnt7) [89]. Neben den 5
Tumoren, die eine Integration stromaufwarts aufwiesen, wurde auch ein Tumor mit einer
Integration im ersten Intron und in gleicher transkriptioneller Orientierung wie die des Wnt3a-Gens
gefunden (#110). In diesem Fall ist es wahrscheinlich, dass eine Genaktivierung aufgrund einer
Promotor-Insertion vorliegt.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Whnt3a eine neue CIS in MMTV-induzierten

Mammatumoren darstellt und in 5% der 120 untersuchten Tumore durch MMTV flankiert ist.

#92

#110 »
- #17

£14 #2 >

— . #84

—
Exon 2 Exon 1
Chr. 11

4962 bp -933bp -1268bp  -2842bp -35630p -7328 bp

Abbildung 14. MMTV-Insertionen im Wnt3a-Genlokus. In sechs unabhangigen Tumoren wurde eine MMTV-Integration in der
Nahe des Wnt3a-Genlokus gefunden. Oberhalb des Pfeils werden die Tumornummern angegeben, die Pfeilspitze zeigt die transkriptionelle

Orientierung an. Die Lage der Integration bezogen auf den transkriptionellen Start des Wnt3a-Gens ist unterhalb des Pfeils angegeben.

2 60 Tumorsets bearbeitet von Melanie Kimm, 60 Tumorsets bearbeitet von Vassiliki Theodorou
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2. Wnt3a-Expression in Tumoren mit MMTV-Integration im Wnt3a-Genlokus

Fur die Expressionsanalyse von Wnt3a in den Mammatumoren, in denen eine provirale Integration
in unmittelbarer Nahe des Wnt3a-Genlokus auftrat, wurde ein Northern Blot angewendet
(Abbildung 14). Dabei wurden unterschiedliche Mengen RNA. (je nach Verfligbarkeit zwischen
31 ug und 132 ug) und Sonden gegen Whnt3a und B-Aktin eingesetzt. Analysiert wurden die drei
Tumorsets #11, #14 und #32. Wahrend p-Aktin in allen Tumoren exprimiert vorlag, konnte Wht3a
nur in Tumorset #32 gefunden werden sowie in einem Tumor von Tumorset #14 (Abbildung 15).
In diesem Tumor wurden 132 ug RNA,., flr den Northern Blot eingesetzt. Im Tumorset #32 ist
zwar trotz geringerer Menge an RNA, ein Wnt3a-Signal in zwei Tumoren erkennbar (49 ug bzw.
56 ug RNA,,,), das aber im Vergleich zu dem Tumor mit 93 ug RNA,,, sehr schwach ist. Da die
Northern Blot Analyse zu groBe RNA-Mengen forderte und nur begrenzte Mengen Tumormaterial
fir die RNA-Analysen zur Verfiigung standen, wurde die Frage, ob die MMTV-Integrationen im
Whnt3a-Genlokus tatsachlich zur Aktivierung von Whnt3a gefihrt haben, mit Hilfe von RT-PCR-
Analyse geklart. Dazu wurden 5 ug RNA,,, fur die cDNA Synthese verwendet, mit der im
Anschluss die RT-PCR durchgefthrt wurde.

Vier der funf Tumore (#14, #17, #84 und #110) mit MMTV-Integration im Whnt3a-Genlokus
zeigten eine Wnt3a-Expression (Abbildung 16). Nur in Tumor #92 konnte keine Wnt3a-Expression
gefunden werden. Tumor #2 konnte nicht auf eine Wnt3a-Expression hin untersucht werden, da
kein Tumormaterial mehr fir die RNA-Analyse zur Verfligung stand. Obwohl in Tumor #110 die
Insertion in Intron 1 liegt, wurde ein vollstandiges Whnt3a-Transkript gebildet. Da die M&glichkeit
besteht, dass eine Integration auBerhalb des Bereichs liegt, der mit PCR noch ermittelt werden
kann und somit ein Tumor keine Integration nach der Splinkerette-PCR aufweist, aber dennoch
Whnt3a exprimiert, wurden weitere 45 zufallig ausgewahlte Mammatumore auf die Expression von
Whnt3a mittels RT-PCR getestet.

Die Analyse zeigt, dass weitere sechs Tumorsets (#11, #24, #32, #39, #41 und #83) eine Wnt3a
Expression aufwiesen (Abbildung 17). Somit wurden insgesamt 10 von 48 Tumoren (21%) mit
einer positiven Wnt3a-Expression identifiziert. Dies deutet darauf hin, dass Wnt3a in der Tat eine

wichtige Rolle in der Tumorigenese von MMTV-induzierten Mammatumoren spielt.
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Beta-Aktin

#11 #14 #32

Abbildung 15. Northern Blot. Es wurden je nach Verfugbarkeit 31-132 ug RNA,,, verschiedener Mammatumore eingesetzt. Als
Ladekontrolle wurde Beta-Aktin verwendet, # = Tumorset Nummer.

P
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Abbildung 16. Wnt3a-Expressionsanalyse. RT-PCR-Analyse der Mammatumore, die eine MMTV-Integration im Wnt3a-Genlokus
aufwiesen. Lunge = Positivkontrolle, jungfrauliche Mamma = Negativkontrolle, #21/#59 = Tumore ohne MMTV-Integration im Wnt3a-

Genlokus.
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Abbildung 17. RT-PCR-Analyse von 50 Mammatumoren beziiglich Wnt3a-Expression. Es konnten sechs weitere
Mammatumore mit einer Wnt3a-Expression identifiziert werden. Nur Wnt3a-positive Tumore sind abgebildet. Lunge = Positivkontrolle,

Mamma = Negativkontrolle
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3. Wnt3a transformiert HC11-Mamma-Epithelzellen in vitro

Es wurde bereits gezeigt, dass Wnt3a die murine Epithelzelllinie C57MG in vitro transformieren
kann [90]. [91] Das tumorigene Potential des Gens wurde aber bisher noch nicht nachgewiesen.
Im Zuge dieser Arbeit wurde der Effekt von Whnt3a auf die Wachstumsrate und auf das nicht
adharente Wachstum von Epithelzellen in vitro untersucht. Dazu wurde der Klon D7 der Mamma-
Epithelzelllinie HC11 mit Whnt3a transduziert, wodurch die Expression von Wnt3a in den HC11-
Zellen ausgel®st wurde.

Die HC11-Zellen stammen von normalem Mammaepithel schwangerer BALB/c-Mause ab, haben
einen inaktiven p53 Signalweg, wachsen in vitro mit hoher Geschwindigkeit und bilden eine
teilweise kontaktinhibierende Monoschicht [83]. HC11-Zellen sind etabliert und wurden bereits fiir
den Onkogenitatsnachweis verwendet [34, 92, 93], kdnnen aber nach einer langen Latenzzeit (> 5
Monate) auch Tumore in vivo auslésen [94]. Um zu vermeiden, dass die HC11-Zellen spontane
Mutationen anreichern, die das Tumorwachstum beschleunigen, wurden Klone von der Zelllinie
angefertigt und subkutan in BALB/c*-Mause injiziert. Der Klon D7 zeichnete sich durch eine
Tumorlatenzzeit von sechs Monaten und das Ausbleiben von Lungenmetastasen aus. Dieser Klon
wurde fur die nachfolgenden Versuche verwendet, zum einfacheren Verstandnis wurden die Zellen
weiterhin als HC 11-Zellen bezeichnet, auch wenn es sich um HC11-D7-Zellen handelt.

Die Transduktion erfolgte mit zwei Konstrukten; zum einen wurde der retroviralen Vektor pBABE, in
dem die vollstandige Wnt3a-cDNA einkloniert worden war (HC11-Wnt3a) transduziert und zum
anderen der leeren pBABE-Vektor (HC11-pBABE, Negativkontrolle). Selektion der transduzierten
Klone erfolgte Gber eine Puromyzin-Resistenz im pBABE-Vektor. Die Expression von Whnt3a wurde
mit RT-PCR-Analyse Uberprift (Abbildung 18) und bestatigte, dass nur die HC11-Wnt3a-Zellen
Whnt3a exprimieren. Mikroskopische Untersuchungen zeigten keinerlei Unterschiede bezlglich der
Morphologie zwischen den HC11-Zellen und den HC11-pBABE-Zellen. Die HC11-Wnt3a-Zellen
hingegen wiesen deutlich eine gestrecktere Form auf, waren weniger kuboidal und zeigten die
Tendenz, sich schichtweise aufzustapeln (Abbildung 19). Die hier beschriebenen morphologischen
Veranderungen in den HC11-Wnt3a-Zellen sind in Einklang mit den Studien von Wong et al. [90],
in denen die Mamma-Epithelzelllinie C57MG mit Wnt3a transfiziert wurde und entsprechen den
Charakteristika fur transformierte Zellen. Da die HC11-Wnt3a-Zellen somit den Anforderungen
entsprachen, konnten die Untersuchungen hinsichtlich des onkogenen Potentials von Wnt3a
fortgefihrt werden. Bereits das Wachstum von HC11-Wnt3a-Zellen in z.T. mehreren Schichten
deutet darauf hin, dass diese Zellen auch dann noch wachsen kénnen, wenn sie keine Moglichkeit
zum Anheften haben. Dieses nicht adharente Wachstum ist eine Mdglichkeit, das tumorigene
Verhalten von Zellen zu messen. Dazu wurde eine Transformationsanalyse durchgefiihrt. Hierbei
wurden die Zellen in mit Medium versetzten Agar gegeben und das Wachstum von Kolonien nach
28 Tagen Inkubation ausgewertet. Insgesamt wurden 6*10* Zellen pro Zelllinie (HC11-pBABE und
HC11-Wnt3a) ausplattiert und nach 28 Tagen ausgezahlt, wobei beide Zelllinien Kolonien
aufwiesen: HC11-Wnt3a-Zellen hatten 320 Kolonien gebildet, die HC11-pBABE-Zellen hingegen
nur 175 (Abbildung 20). Das Experiment wurde zur Kontrolle ein zweites Mal durchgefthrt.
Wiederum bildeten die HC11-Wnt3a-Zellen mehr Kolonien (n=358) als die HC11-pBABE-Zellen
(n=208). Der gemittelte Wert beider Versuche wurde in Abbildung 21 graphisch dargestellt.
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Ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Zelllinien war die GréBe der gebildeten Kolonien
(Abbildung 20). HC11-Wnt3a-Kolonien weisen schatzungsweise einen 2-3 Mal gréBeren Umfang
auf als die HC11-pBABE-Kolonien. Dies zeigt, dass Wnt3a das Wachstum von Zellen in vitro férdert

und zur Transformation der Zellen fahig ist.

w ©
m
= £
e =
O &) O
I I I +
3
Beta-Aktin

Abbildung 18. RT-PCR-Analyse der HC11-pBABE und HC11-Wnt3a-Zellen. HC11 = Negativkontrolle, Wnt3a-cDNA =
Positivkontrolle. Beta-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. Die Wnt3a-cDNA stammt aus einer Plasmid-Préparation.

HC11-pBABE HC11-pBABE-Wnt3a

Abbildung 19. Zellmorphologie von HC11-pBABE und HC11-Wnt3a-Zellen in vitro. HC11-Wnt3a-Zellen sind deutlich

gestreckter als HC11-pBABE-Zellen und haben eine Tendenz sich anzuhdufen.
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Abbildung 20. Soft Agar Assay. Die mikroskopischen Aufnahmen zeigen, dass die Kolonien, die die HC11-pBABE-Zellen bildeten,
deutlich kleiner sind als die der HC11-Wnt3a-Zellen.
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Abbildung 21. Soft Agar Assay. Gemittelt aus zwei Versuchen bildeten HC11-pBABE-Zellen 192 Kolonien, HC11-Wnt3a-Zellen 339
Kolonien. Graphische Darstellung der Kolonien, die in Abbildung 20 dargestellt sind.
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4. Wnt3a-Expression erhoht die Tumorigenitat von HC11-Zellen in vivo

Zur Uberprifung der Tumorigenitdt von Whnt3a in vivo wurden subkutane Transplantationen der
HC11-Wnt3a- und HC11-pBABE-Zellen in M&usen durchgefihrt.

In einer ersten Versuchsreihe wurden pro Zelllinie 10 BALB/c*-Mdause injiziert. Nach acht Wochen
wurden die subkutanen Tumore, die sich in den beiden Gruppen gebildet hatten, entnommen.
Die histologische Untersuchung ergab keine Unterschiede zwischen den HC11-pBABE- und den
HC11-Wnt3a-Tumoren. Es konnte jedoch beobachtet werden, dass die HC11-pBABE-Tumore erst
zu einem spateren Zeitpunkt erschienen und kleiner waren als die HC11-Wnt3a-Tumore. Wahrend
dieser Transplantationsserie wurde allerdings das wéchentliche Tumorwachstum nicht protokolliert
und somit kann nur die TumorgréBe nach Entnahme angegeben werden (Tabelle 4). Im
Durchschnitt erreichten die HC11-pBABE-Tumore nach acht Wochen eine GréBe von 0,12 cm?, die
HC11-Wnt3a-Tumore hingegen eine GréBe von 0,56 cm? Die TumorgréBe wurde nach der
Entnahme in zwei Dimensionen (Lange x Breite) gemessen, und die durchschnittliche GroBe pro
Versuchsgruppe ermittelt und graphisch dargestellt (Abbildung 22). Der p-Wert (0,032) wurde mit
Hilfe des T-Tests fr unabhangige Werte berechnet und zeigt an, dass ein signifikanter Unterschied
zwischen der TumorgroBe der beiden Gruppen vorhanden ist.

Da eine immunologische Reaktion auf das Puromyzin-Resistenzgen, das in dem retroviralen pBABE-
Vektor enthalten ist, nicht ausgeschlossen werden konnte, wurde der Versuch ein weiteres Mal mit
BALB/c-nu/nu-Mausen durchgefthrt. Zusétzlich wurden die Tumore wochentlich zweidimensional
gemessen (Lange und Breite der Tumore), um den Wachstumsverlauf erfassen zu kédnnen.

Dazu wurde eine Gruppe von sechs BALB/c-nu/nu-Mausen mit HC11-Wnt3a-Zellen und eine
Gruppe von sechs BALB/c-nu/nu-Mausen mit HC11-pBABE-Zellen injiziert. Drei Wochen nach
Injektion wurde die erste Tumorbildung beobachtet und dieser Zeitpunkt als Zeitpunkt 1 des
Wachtumsverlaufs gewertet. Wie bereits bei den Injektionen in den BALB/c*-Méausen beobachtet
werden konnte, entwickelten beide Zelltypen subkutane Tumore. Wiederum entwickelten sich die
Tumore der Kontrollgruppe (HC11-pBABE) im Vergleich zu der Testgruppe (HC11-Wnt3a) deutlich
spater. Nach weiteren 11 Wochen wurden die Mause geopfert und die Tumore entnommen. Drei
der sechs Mause, die mit HC11-pBABE injiziert wurden, entwickelten Tumore von Zeitpunkt 2 an
(Tabelle 5A, Maus 4, 5 und 6). Eine Maus (Tabelle 5A, Maus 2) zeigte zum Zeitpunkt 5 einen
Tumor, eine weitere Maus (Tabelle 5A, Maus 3) erst zum Zeitpunkt 9. Eine weitere Maus zeigte erst
bei der Entnahme zum Zeitpunkt 12 (91 Tage nach Injektion) einen Tumor (Tabelle 5A, Maus 1).
Die Tumore variierten bei der Entnahme (Zeitpunkt 12) in ihrer GréBe von 0,42 cm? bis 0,73 cm?,
womit der durschschnittliche HC11-pBABE-Tumor eine GroBe von 0,52 c¢m? erreichte. Die mit
HC11-Wnt3a injizierten Mause zeigten, bis auf Maus 6, Tumorwachstum von Zeitpunkt 1 an
(Tabelle 5B). Vier der sechs Mause wurden zum Zeitpunkt 12 geopfert (Maus 1, 3, 4 und 6), Maus
2 verstarb nach Zeitpunkt 10, Maus 5 bereits nach Zeitpunkt 3. Die durschschnittlichen Werte der
einzelnen Zeitpunkte ermitteln sich somit aus der Anzahl an Mausen, die zu dem jeweiligen
Zeitpunkt noch gelebt haben. Zum Zeitpunkt 12 variierten die HC11-Wnt3a-Tumore zwischen

0,72 c¢m? und 1,95 cm? und waren somit gréBer als die der HC11-pBABE-Tumore. Der
durchschnittliche HC11-Wnt3a-Tumor hatte eine GroBe von 1,31 cm?.



43

Um den Wachstumsverlauf der beiden Gruppen (HC11-pBABE und HC11-Wnt3a) ermitteln zu
kénnen, wurden die durschnittlichen TumorgréBen (in cm?) aller Méuse ermittelt, die zugehérigen
Standardabweichungen berechnet und in Form einer Kurve dargestellt (Abbildung 23).

Bei erster Betrachtung scheint es, als ob das Tumorwachstum der beiden Gruppen bis Zeitpunkt 9
keinen Unterschied aufweist. Erst ab Zeitpunkt 9 kann man erkennen, dass die HC11-Wnt3a-
Tumore deutlich an GroBe zunehmen und diese Zunahme bis Zeitpunkt 12 beibehalten. Kalkuliert
man jedoch die p-Werte zu jedem Zeitpunkt der Wachtumskurve, wird deutlich, dass der
Wachstumsunterschied zwischen den beiden Tumorgruppen an den jeweiligen Zeitpunkten
durchaus signifikant ist. Fur die Berechnung wurde der T-Test fir unabhangige Werte verwendet
und die p-Werte in Tabelle 6 aufgefihrt. Mit Ausnahme von Zeitpunkt 2 (p-Wert = 0,069) sind alle
Werte kleiner 0,05 und somit weist das Tumorwachstum zwischen den beiden Gruppen einen
signifikanten Unterschied auf. Infolgedessen beeinflusst Wnt3a das Tumorwachstum in vivo.

Nach der Entnahme wurden die Tumore vermessen, in Formalin fixiert und mit Hdmalaun und Eosin
gefarbt. Mikroskopische Untersuchungen zeigten, dass beide Tumortypen die gleichen Merkmale
aufwiesen, namlich die Tendenz zur Knorpelbildung (Abbildung 24). Ansonsten wurden keine
Unterschiede zwischen den HC11-pBABE- und HC11-Wnt3a-Tumoren gefunden. Die Merkmale
der Tumore sind in Abbildung 24 am Beispiel eines HC11-pBABE-Tumors beschrieben. Der Tumor
kann klar vom umliegenden Gewebe abgetrennt werden (Abbildung 24.A). Die Zellen innerhalb
des Tumors sowie die Zellen, die den Tumor begrenzen, zeigen mesenchymale Merkmale
(Abbildung 24.C und D). Zusatzlich weist der Tumor Areale mit starker Knorpelbildung auf
(Abbildung 24.B). Die Knorpelbildung und die mesenchymalen Merkmale kénnen auf eine
spontane Umwandlung der urspringlich epithelialen Zellen in mesenchymale Zellen (EMT)
zurlckzufihren sein.

Beide Zelllinien wurden erneut in Kultur genommen und auf mogliche Verdnderungen hin
analysiert. Die Zellen zeigten keine Veranderung in ihrer Morphologie, womit eine EMT in vitro
ausgeschlossen werden kann. Zusatzlich wurde mit Hilfe einer Wachstumskurve die Zellzunahme
ermittelt (Abbildung 25). Die HC11-Wnt3a-Zellen wuchsen in vitro langsamer als die HC11-pBABE-
Zellen, der Kurvenverlauf beflirwortet jedoch eine Annaherung der beiden Zelllinien. Bei genauerer
Betrachtung zeigte sich, dass die HC11-Wnt3a-Zellen mit 17,24 um groBer waren als die HC11-
pBABE-Zellen (15,89 um). Der GroBenunterschied konnte fir das langsamere Wachstum der

HC11-Wnt3a-Zellen verantwortlich sein.
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Tabelle 4. Tumorwachstum in BALB/c*-Mausen nach Injektion mit HC11-pBABE- bzw. HC11-Wnt3a-Zellen.

Maus-Nummer HC11-pBABE HC11-Wnt3a
(TumorgréBe in cn?’) (TumorgréBe in cn?’)

1 kT3 1,95
2 0,6 1,54
3 kT 0,99
4 0,01 1.1

5 0,54 0,36
6 0,81 0,15
7 kT 0,3

8 0,01 1,43
9 0,09 0,01
10 0,09 kT

1%} 0,22 0,78+

* p-Wert = 0,032

0,8

TumorgroBe [cm2]

0,4

0,2

0,22

1

HC11-pBABE MHC11-Wnt3a

Abbildung 22. Tumorwachstum in BALB/c*-Mausen. Es wurden je 10 Mause mit HC11-pBABE- oder HC11-Wnt3a-Zellen subkutan
injiziert. Die Tumorentnahme erfolgte nach acht Wochen. Die TumorgréBe wurde nach Entnahme in zwei Dimensionen gemessen (Lange x

Breite). Die durchschnittliche TumorgréBe wurde ermittelt (in cm?) und graphisch dargestellt.

3 kt = kein Tumor
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Tabelle 5. HC11-pBABE- und HC11-Wnt3a-Tumorwachstum in BALB/c-nu/nu-M4usen.*

A. HC11-pBABE

Zeitpunkt Maus 1 Maus 2 Maus 3 Maus 4 Maus 5 Maus 6
[Wochen] TumorgroBe | TumorgroBe | TumorgroBe | TumorgroBe | TumorgroBe | TumorgroBe
[em?] [em?] [em?] [em?] [em?] [em?]
1
2 02 0,05 023
3 0,24 0,05 027
4 0,26 0,05 0,16
5 0,2 0,22 0,05 0,2
6 0,2 0,22 0,05 0,2
7 0,3 0,24 0,05 0,18
8 0,27 0,36 0,05 0,18
9 0,36 0,28 0,3 0,05 0,29
10 0,36 0,35 0,36 0,18 0,29
1 0,42 0,49 0,49 0,42 0,51
12 0,56 0,42 0,53 0,53 0,42 0,73
B. HC11-Wnt3a
Zeitpunkt Maus 1 Maus 2 Maus 3 Maus 4 Maus 5 Maus 6
[Wochen] TumorgroBe | TumorgroBe | TumorgroBe | TumorgréBe | TumorgroBe | TumorgroBe
[em?] [em?] [em?] [em?] [em?] [em?]

1 0,15 0,08 0,24 0,12 0,17
2 0,12 0,11 0,24 02 0,17 0,25
3 0,2 0,12 0,18 0,39 0,33 0,3
4 0,2 0,2 0,3 0,35 0,35
5 0,24 0,2 0,22 0,3 0,24
6 0,28 0,2 0,24 0,54 0,39
7 0,28 0,23 0,26 0,6 0,53
8 0,3 0,28 0,48 0,8 0,9
9 0,52 0,33 0,72 1,08 0,94
10 0,5 0,33 0,94 1,2 0,94
1 0,55 1,32 1,43 0,96
12 0,72 1,44 1,95 1,26

4 Jetzter Wert = GroBe bei Tumorentnahme
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Abbildung 23. Wachstumskurve der HC11-pBABE- und HC11-Wnt3a-Tumore in vivo. Gemittelte TumorgréBen und
Standardabweichungen der HC11-pBABE-Tumore (grau) und HC11-Wnt3a-Tumore (schwarz), die in Tabelle 6 aufgefiihrt sind.

Tabelle 6. Signifikante Unterschiede im Tumorwachstum zwischen HC11-pBABE- und HC11-Wnt3a-Tumoren.’

Zeitpunkt p-Wert
1 0.003543
2 0.068647
3 0.037316
4 0.006830
5 0.030687
6 0.015201
7 0.021401
8 0.013793
9 0.005748
10 0.008799
11 0.006589
12 0.004675

> T-Test fiir unabhéngige Werte



47

HCMD7Wnt3A .

]

HCMDT-pBabe. - et an

Abbildung 24. Histologie der HC11-pBABE- und HC11-Wnt3a-Tumore in BALB/c-nu/nu-Mausen. Beide Tumortypen weisen
mesenchymale Zellen anstelle von epithelialen Zellen im Tumor auf und die Tendenz der Knorpelbildung. Am Beispiel des HC11-pBABE-

Tumors ist der Tumortyp beider Zelllinien beschrieben. A: Tumorrand, B: Tumorareal mit Knorpelbildung, C: stromales Gewebe innerhalb
des Tumors, D: stromales Gewebe am Tumorrand.
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Abbildung 25. Proliferationsassay. HC11-pBABE und HC11-Wnt3a Zellwachstum in vitro. Die Zellzahl wurde alle zwei Tage
gemessen. Der Versuch wurde zweimal wiederholt und die Standardabweichung der beiden Versuche ermittelt.
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5. Wnt1-, Wnt3- und Wnt3a-Expression in MMTV-induzierten Mammatumoren

Die Wnt-Gene Wntl, Whnt2, Wnt3 und Wnt10b sind bereits mit der Tumorigenese von
Mammatumoren in Zusammenhang gebracht worden. Die Expressionsprofile von Wnt1, Wnt2,
Wnt3, Wnt3a und Wnt70b wurden durch eine RT-PCR-Analyse von 50 Mammatumoren erstellt.
Wnt1, Wnt3a und Whnt3 sind in dieser Integrationsanalyse als CIS identifiziert worden, Wnt10b
jedoch nur als einzelne retrovirale Integrationsstelle. Somit erflllt Wnt70b nicht die geforderten
Merkmale eines Onkogens fir die MMTV-induzierte Tumorigenese. Aus diesem Grund wurden
Wnt1, Wnt3 und Wnt3a in einer Gruppe zusammengefasst (onkogene Wnt-Gene), Wnt2 und
Wnt10b in einer weiteren. Das Ergebnis der Expressionsanalyse aller untersuchten Whnt-Gene ist in
Tabelle 7 dargestellt. Das Vorhandensein einer Bande erwarteter GroBe wurde als positive
Expression gewertet. Falls zusatzliche Banden auftraten, wurden diese mit den jeweiligen Wnt-
Oligonukleotiden sequenziert, um unspezifische von spezifischen Banden zu trennen. Betrachtet
man die onkogene Wnt-Gruppe, ist es auffallig, dass 94% der Tumore eine positive Wnt1, Wnt3
oder Wnt3a Expression zeigten. Insgesamt wiesen 29 verschiedene Tumore Wnt1 Expression auf
(58%), womit Wnt!? das am haufigsten exprimierte Wnt-Gen ist (Abbildung 26). Am
zweithaufigsten war die Wnt3a Expression mit 12 positiven Tumoren (24%). In 6 der 50 Tumore
wurde Wnt3 Expression nachgewiesen (12%). Tumor #7 und Tumor #98 zeigten weder
Expression fur eines der onkogenen Wnt-Gene, noch fur Wnt2 oder Wnt70b. Tumor #27 und
Tumor #72 wiesen eine fehlende Expression fur eines der onkogenen Whnt-Gene auf, waren
jedoch positiv fur eine Wnt10b-Expression. In den restlichen 46 Tumoren wurde jeweils nur eines
der onkogenen Whnt-Gene exprimiert. Betrachtet man die Ergebnisse der Expressionsanalyse fur
Wnt2 und Wnt10b, so lassen sich 24 Tumore finden, die Wnt2 exprimieren (55%), und 23
Tumore, die eine Wnt710b Expression aufwiesen (48%). Gewdhnlich wurden Wnt2 und Wnt10b
mit einem der onkogenen Wnt-Gene exprimiert.

Die Ergebnisse der Expressionsanalyse zeigen, dass wenigstens eines der drei onkogenen Whnt-
Gene (Wnt1, Wnt3a und Wnt3) in MMTV-induzierten Mammatumoren exprimiert ist. Weiterhin
wurde die Exressionsanalyse mit den MMTV-Insertionen, die in der Integrationsanalyse gefunden
wurden, verglichen. Von den 29 Tumoren mit einer positiven Whnt7-Expression konnten neun
Tumore zusatzlich mit einer MMTV-Integration gekoppelt werden. Zwanzig Tumore waren Whnt
positiv, ohne eine Integrationsstelle im Whnt7-Lokus aufzuweisen. Wnt2 und Wnt10b konnten in
keinem Tumor mit einer MMTV-Integration gekoppelt werden. Drei der Wnt3-positiven Tumore
wiesen auch die zugehorige MMTV-Integration auf. Keiner der Wnt3-negativen Tumoren zeigte
eine MMTV-Integration. Im Falle der Wnt3a-positiven Tumore lie sich in vier Tumoren die MMTV-
Integration wiederfinden. Wiederum zeigte kein Tumor, der in der Expressionsanalyse negativ war,
eine MMTV-Integration im Whnt3a-Genlokus auf. Mit Hilfe des Fischers Exakt-Test wurde berechnet,
ob die Korrelation zwischen vorhandener Integrationsstelle und Expression signifikant st
(http://www.matforsk.no/ola/fisher.htm) (Tabelle 8). In allen drei Féllen lag eine signifikante
Korrelation vor mit einem p-Wert von 0,006 fur Wnt7, p = 0,001 fur Wnt3 bzw. p = 0,002 fir
Whnt3a.
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Abbildung 26. Wnt-Expression in BALB/c*-Mammatumoren. RT-PCR-Analyse von Mammatumoren. Graphische Darstellung der
Wht-Expression in 50 Mammatumoren. Die Zahlenwerte geben an, wieviel Prozent der Tumore das jeweilige Wnt-Gen exprimierten.
Wnt1, Wnt3 und Wnt3awurden als Gruppe onkogener Wnt-Gene zusammengefasst, da alle drei Wnt-Gene als CIS in dieser
Hochdurchsatzanalyse gefunden worden waren. Wnt2 und Wnt10b wurden bereits mit Maus-Mammatumoren in Zusammenhang
gebracht und deshalb in die Analyse mit aufgenommen.
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Tabelle 7. Wnt1-, Wnt2-, Wnt3-, Wnt3a- und Wnt10b-Expression in BALB/c*-Mammatumoren.®

Set-Nr. Wnt1 Wnt3 Whnt3a Wnt2 Wnt10b
7 - - - nt -
8 - + - nt nt
10 - + - nt nt
11 +/+ - - + -
14 - - +/+ + -
16 + - - + -
17 - - +/+ - -

20 + - - + -
21 - +/+ - - -
22 - +/+ - + -
24 - - + +
25 + - - - +
27 - - - nt +
28 + - - - -
32 - - + +

33 + - - -

35 +/+ - - - -
36 +/+ - - + +
37 + - - - +
38 +/+ - - + +
39 - - + - -
40 + - - - -
41 - - + + -
42 + - - + -
44 +/+ - - + +
46 - + - - +
47 - + - + +
48 +/+ - - + +
54 +/+ - - + +
55 +/+ - - - +
56 + - - + +
58 - +/+ - + -
59 + - - + +
63 +/+ - + +
65 - . . .
70 + - - + +
72 - - - - +
74 + - - - -
75 + - + + -
76 + - - - -
77 + - - - -
78 + - - - +
79 + - - - -
83 - - + - -
84 - - +/+ - -
92 + - - nt +
97 + - - + -
98 - - - - -
100 + - - + -
110 - - ++ nt +

6 set nr = Tumor-Nummer, (+) = positive Expression, (-) = fehlende Expression, nt = nicht getestet, +/+ = MMTV-Insertion
mit Splinkerette-PCR gefunden
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Tabelle 8. Korrelation zwischen Wnt-Expression und MMTV-Integration.’

Wnt1 (p-Wert = 0,006) Whnt-Expression +  Wnt-Expression -

MMTV-Integration + 9 0
MMTV-Integration - 20 21

Wnt3 (p-Wert = 0,001) Wnt-Expression +  Wnt-Expression -
MMTV-Integration + 3 0
MMTV-Integration - 3 44

Wnt3a (p-Wert = 0,002) Wnt-Expression  Wnt-Expression -
+

MMTV-Integration + 4 0

MMTV-Integration - 8 38

6. WNT3a-Expression in Brustkrebs-Zelllinien und Brustkarzinomen

In den letzten Jahren wurde in einigen Studien gezeigt, dass verschiedene WNT-Gene in humanen
Zelllinien unterschiedlichster Gewebe und Tumore exprimiert sind. Katoh zeigte 2002, dass das
humane WNT3a-Homolog in der embryonalen Karzinom-Zelllinie NT2 und der humanen
Brustkrebs-Zelllinie MCF-7 exprimiert ist [71]. Es wurden allerdings keine weiteren humanen
Brustkrebs-Zelllinien oder primaren Mammatumore auf eine WNT3a-Expression hin untersucht. Um
zu testen, ob weitere Brustkrebs-Zelllinien WNT3a exprimieren, wurden verschiedene humane
Brustkrebs-Zelllinien auf eine WNT3a-Expression mit RT-PCR analysiert.

Fur die Untersuchung wurden eine Reihe von frischen, metastasierenden Brustkarzinomzellen aus
Aszites und Pleuralergissen (genannt Macazellen) von Brustkrebs-Patientinnen, die normalen
Brustzelllinien HB100 und MCF-10A, sowie die Brustkrebs-Zelllinien ZR-75.1, BT-549, MDA-MB-
231, T47D, SkBr3, CAMA1 und MCF-7 verwendet. Als Positivkontrolle fir die RT-PCR diente
humanes Plazentagewebe. Die Positivkontrollen (Plazenta und MCF-7-Zellen) produzierten eine
einzelne Bande der erwarteten Hohe (Abbildung 27). In der Tat wiesen weitere Zelllinien eine
WNT3a-Expression auf, namlich HB100, ZR-75.1, BT-549 und MDA-MB-231. MCF-10A, SkBr3.
Die vier verschiedenen Maca-Zelllinien hingegen zeigten keine WNT3a-Expression (Abbildung 27).
Da WNT3a bislang noch nicht mit humanen Brustkarzinomen in Zusammenhang gebracht worden
ist, wurden 65 primére Brustkarzinome auf eine WNT3a-Expression hin untersucht. Die Tumore
wiesen ein hohes Epithel/Stroma-Verhaltnis auf (basierend auf histologischen Untersuchungen), die
mRNA von funf normalen humanen Brustgeweben (aus Brustreduktion-Mammaplastien) wurde als
Negativkontrolle eingesetzt.

7 Fischer's Exakt Test
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Als Positivkontrolle wurde erneut plazentales Gewebe verwendet. Zunachst wurden die 65
Brustkarzinome und die Kontrollen mit einer semi-quantitativen PCR analysiert (Abbildung 28).

Es wurde nur ein spezifisches Produkt in der PCR gebildet, wie beispilehaft in Abbildung 28
dargestellt wurde. Die Tumornummern 17, 20, 27, 39, 40, 41, 42, 57, 63 und 65 zeigten eine
WNT3a-Expression (15,38%). Teilweise variierte die Intensitat der Banden jedoch sehr stark, so dass
nicht mit vollkommener Gewissheit festgestellt werden konnte, ob alle zehn Tumore tatsachlich
WNT3a exprimierten. Um die tatsachliche Prozentzahl der WNT3a-positiven Tumore zu ermitteln,
wurde zusatzlich eine quantitative PCR durchgefiihrt. Dabei wurde in das amplifizierte PCR-Produkt
SYBR Green® eingebaut, dessen fluoreszentes Signal gemessen werden kann. Als Referenzen
wurden die Haushaltsgene Beta-Aktin und GAPDH verwendet. Die Menge an WNT3a-mRNA
wurde mit der Menge an Beta-Aktin mRNA bzw. GAPDH mRNA in jeder Probe quantifiziert.
Insgesamt konnten acht Tumore mit einer WNT3a-Expression gefunden werden, namlich
Tumornummern 17, 20, 25. 27, 41, 43, 46 und 57 (Abbildung 29). Die Tumore #17, #20, #27,
#41 und #57 waren auch in der semi-quantitativen PCR positiv. Vier der urspringlich als positiv
gewerteten Tumore stellten sich in der gPCR als WNT3a negativ heraus (Tumornummern 39, 40,
63 und 65). Man konnte auch drei Tumore finden (Tumornummern 25, 43 und 46), die
urspringlich WNT3a negativ waren, in der quantitativen PCR jedoch WNT3a positiv wurden. Da
12% der Tumore WNT3a positiv blieben, deutet dies auf eine mogliche Rolle von WNT3a in der

Entstehung einer Untergruppe von humanen Brusttumoren hin.

WNT3a

(R —————— N—— e Beta-Aktin

Abbildung 27. RT-PCR-Analyse auf WNT3a-Expression in humanen Brustkrebs-Zelllinien. Beta-Aktin = Ladekontrolle, maca=
metastasierende Zellen aus Azites oder Pleuralerglissen von Brustkrebs-Patientinnen. Das Vorhandensein der spezifischen Bande wurde

als positive Expression gewertet.
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Beta-Aktin

22 cycles 28 cycles 33 eycles

Abbildung 28. Semi-quantitative PCR. Plazenta-RNA = Positivkontrolle. Beta-Aktin = Ladekontrolle. 22, 28 und 33 Zyklen einer RT-
PCR wurden auf die Bildung des spezifischen WNT3a PCR-Produkts hin gepriift. Die Gesamtanalyse von 65 Brusttumoren resultierte in
zehn WNT3a-positiven Tumoren. Tumor #57 und #27 wurden beispielhaft als positive, Tumor #1, #6 und #51 als negative WNT3a
Tumore dargestellt.
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Abbildung 29. Quantitative PCR. Die mRNA von 60 Brustkarzinomen (#1-#50 und #56-#65) und 5 normalen Brustgeweben (#51-
#55) (Negativkontrolle) wurde fiir die WNT3a-Expressionsanalyse eingesetzt. Ab Zyklus 30 beginnt die exponentielle Amplifikation des
WNT3a-Produkts. Insgesamt wurden acht Tumore mit erhohter WNT3a-Expression identifiziert (#17, #20, #25, #27, #41, #43, #46 und
#57). Somit wird WNT3ain 13% der Tumore exprimiert.
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Diskussion

I. Identifizierung neuer Tumorprogressionsgene

Mit der vorliegenden Arbeit werden zum ersten Mal die Ergebnisse einer groB angelegten MMTV-
Insertionsmutagenese-Studie von Maus-Mammatumoren prdsentiert. Der dazu neu etablierte
BALB/c*-Mausstamm erfillte die geforderten Voraussetzungen einer hohen Tumorfrequenz (98%)
bei kurzer Latenzzeit (durchschnittlich 266 Tage). Somit lasst sich nicht nur die Tumorinduktion,
sondern die gesamte Tumorentwicklung genetisch analysieren. Der Nachweis der unterschiedlichen
Intensitaten der proviralen Banden in den Mammatumoren, wie sie im Southern Blot beobachtet
wurden, 1aBt den Schluss zu, dass die BALB/c*-Tumore oligoklonal vorliegen. Diese Beobachtung
steht in Einklang mit bereits beschriebenen Resultaten in GR-Mausen [95, 96]. Weiterhin
bestadtigten die Southern Blot Analysen, dass im Vergleich zum BALB/c-Wildtyp in den BALB/c*-
Mammatumoren zusatzliche MMTV-Integrationen vorlagen. Dadurch wurde die Tumorigenese
beschleunigt und auch die Bildung von Metastasen begUnstigt. Mit der s.c. Injektion der
zerkleinerten Lungen aus den BALB/c*-Mausen, die einen Mammatumor entwickelten, konnten
gestreute Tumorzellen im Lungengewebezu weiterem Wachstum subkutan angeregt werden.
Dadurch erhielt man ausreichend Tumormaterial fiir genetische Analysen.

Durch die Untersuchung von 60 MMTV-induzierten Mammatumoren auf MMTV-Insertionen,
konnten neun Integrationsstellen identifiziert werden, die in mindestens zwei verschiedenen
Tumoren vorlagen (Wnt1, Wnt3, Wnt3a, Fgf3, Edg5, Slc25a10, Ramp1, KV2B_Mouse und Trnt1)
(Tabelle 3). Eine solche Integrationsstelle bzw. das von der MMTV-Integration betroffene Gen
bezeichnet man als CIS (Common Integration Site). Trifft man eine MMTV-Integration an einem
bestimmten Genlokus in nur einem Tumor an, so bezeichnet man diese als RIS (Retroviral
Integration Site). Die Deregulierung eines Gens, welches von einer MMTV-Integrationsstelle flankiert
wird, kann Gber Promotor- oder Verstarkerelemente im Virus verursacht werden. Allerdings kénnen
gerade retrovirale Verstarkerelemente Uber eine sehr lange Distanz agieren, so dass mit der
durchgefuhrten Untersuchung weitere CIS unter Umstanden nicht erfasst worden sein kdnnten
[97-99]. Zu den in dieser Arbeit identifizierten neun CIS konnten zusatzlich 80 RIS identifiziert
werden (Tabelle 2). In Tabelle 9 sind jene Gene aufgeflihrt, die durch eine MMTV-Integration
flankiert waren und eine mogliche Funktion in der Tumorentstehung besitzen. Von diesen wurden
19 Gene (21%) in Mammatumoren nachgewiesen, 16 Gene (18%) wurden mit anderen

Tumoren, u.a. Leukamien und Sarkome, in Verbindung gebracht.
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Tabelle 9. Flankierende Gene in CIS und RIS mit bekannter Funktion in der Tumorigenese.

Gene mit bekannter Funktion bei Mammatumoren (CIS sind fett gedruckt)

Name Funktion Referenz

Wwnt1 Transgene Wnt1-Expression fihrt in der murinen Mamma zu [47]
lobuloalveolaren Hyperplasien

Wwnt3 WNT3 wurde in primaren Brusttumoren nachgewiesen [100]

Wnt3a WNT3a transformiert C57MG-Zellen in vitro [91]

Fgfr1 Eine dauerhafte FGFR1-Aktivierung fihrt zu Hyperplasien und [101]
invasiven Lasionen

Fgf3 FGF3-Amplifikation korreliert mit der Uberlebensrate in [102]
Brustkrebspatientinnen

Fgf4 FGF4-Expression kann metastasierende Mammatumore induzieren [103]

Fgf8 FGF8 ist in einigen Brusttumoren erhéht exprimiert [104]

Itgb4 Beta4-Integrin ist an der Progression von ErbB2-induzierten [105]
Mammatumoren beteiligt

Tk2 TK71 und TK2 sind Prognosemarker beim Mammakarzinom [106]

Tnc Tenascin-C beeintrachtigt die genomische Stabilitat [107]

Esrl Ein Esr1-Geno- und Haplotyp ist mit erhdhtem Brustkrebsrisiko [108]
assoziiert

Rab2 Rab?2 ist ein ErbB4-Zielgen und ist ein potentieller Marker fur das [109]
Mammakarzinom

Rbm9 Rbm9 Splice-Varianten werden in MCF7 und MBA-MD-231 Zellen [110]
nachgewiesen

Ugtial Ugtial ist ein potentieller Marker fir das Mammakarzinom [111]

TIr9 TLR9 ist an der Tumorprogression beteiligt und eine mogliche [112]
Zielstruktur fUr neue Therapieansatze

Abca4 Abca4 erhoht die Medikamentenresistenz in vitro [113]

Kit cKit ist ein potentieller Marker fir das Mammakarzinom [114]

Ppp2r2b Ppp2r2b ist moglicherweise ein Tumorsuppressorgen [115]

Prdm5 Prdmb5 ist moglicherweise ein Tumorsuppressorgen [116]
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Gene mit bekannter Funktion in der Tumorigenese

Name Funktion Referenz

Edg5 EDG5 konnte an der Regulierung der Metastasierung in [117]
Melanomen beteiligt sein

Ramp1 RAMP1 wird in Hyperplasien und Karzinomen der Prostata [118]
exprimiert

Fzd10 FZD10 wird in Synovialsarkomen Gberexprimiert und kénnte eine [119]
neue Zielstruktur zu deren Therapie darstellen

Ifnar2 IFNAR2 wird in Knochenmarkszellen von CML Patienten [120]
Uberexprimiert

Chst11 CHST11-Deregulation wurde in einer B-CLL beobachtet [121]

Cop9 COP9 liegt in einem Signalweg, der an der Entwicklung von [122]
Leukdmien beteiligt sein kdnnte

Trim32 TRIM32 besitzt einen anti-apoptotischen Effekt in Hauttumoren [123]

Gria2 GRIA2 wird in SCLC-Zellen exprimiert [124]

Ncam?2 NCAM? ist ein potentieller Marker fir das Prostatakarzinom [125]

Tmpo Tmpo ist im Medulloblastom der Maus hoch reguliert [126]

Spock2 Testican2 ist u.U. an der Invasivitdt von Gliomazellen beteiligt [127]

Rab3c RAB3c ist in einigen Kolonkarzinomen hoch reguliert [128]

Hhip Hhip begunstigt moglicherweise die Tumorangiogenese [129]

Odz1 ODZ1 wird von papillaren Thyroidkarzinomen Uberexprimiert [130]

ldb4 IDB4 ist ein potentieller Tumorsuppressor in Leukamien [131]

Da einmalige Insertionen zufalliger Natur sein kénnen und somit als nicht relevant fur die
Onkogenese eingestuft wurden, fokussierten sich Insertionsmutagenese-Studien bislang lediglich
auf Gene, die in CIS gefunden wurden. Wie aus Tabelle 9 ersichtlich wird, stellen jedoch auch jene

Gene, die in RIS gefunden wurden, potentielle Kandidaten dar, die an der Progression von MMTV-

induzierten Mammatumoren beteiligt sein kénnten.
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Il. Die Rolle von Wnt3a in der Tumorigenese von Mammatumoren

1.Aktivierung von Wnt3a durch MMTV

Die Analyse der MMTV-Insertionsstellen in Maus-Mammatumoren identifizierte Whnt3a als neue CIS.
Damit stellt Wnt3a ein potentielles Onkogen dar. Neben Wnt1, Wnt3 und Wnt10b ist Wnt3a das
vierte Wnt-Gen, welches als CIS in Mammatumoren nachgewiesen wurde [23, 42, 43]. Sechs der
MMTV-induzierten Mammatumore wiesen eine MMTV-Integration in der Nahe des Whnt3a-
Genlokus auf. Zunachst wurde mittels RT-PCR untersucht, ob MMTV zur Transkription von Wnt3a
fihrte. Fir diese Analyse konnten jedoch nur funf der sechs Tumore herangezogen werden, da
nur von diesen noch ausreichend Tumormaterial zur Isolierung von RNA vorhanden war. Die
Oligonukleotide waren dabei so gewahlt, dass eine Amplifikation der genomischen DNA
ausgeschlossen werden konnte. Eine Wnt3a-Expression wurde bisher weder in jungfraulichen
noch in laktierenden Drisen der Mamma gefunden [132, 133]. So dass der Nachweis von Wnt3a-
Transkripten auf eine Aktivierung durch MMTV hindeutet. In vier der finf Gberpriften Tumore lag
eine Wnt3a-Expression vor. Obwohl MMTV in Tumor #110 in Intron 1 des Wnt3a-Gens inserierte
(Abbildung 14), konnte das gesuchte Transkript nachgewiesen werden. Eine mdgliche Erklarung
dafir ware, dass die fur das Protein kodierende Sequenz (cds) und der gewahlte
Amplifikationsbereich beide in Exon 4 liegen. Weiterfiihrende Untersuchungen werden zeigen, ob
neben dem Transkript auch das Protein exprimiert wird.

Weiterhin wurde durch RT-PCR-Analyse geklart, ob die MMTV-Integration im Wnt3a-Genlokus mit
der Wnt3a-Expression korrelierte. Hierzu wurde die Analyse auf 50 willkirlich ausgewahlte MMTV-
induzierte Mammatumore ausgeweitet. Insgesamt zeigten 12 Mammatumore eine Whnt3a-
Expression (24%), von denen vier Tumore gleichzeitig eine MMTV-Integration im Wnt3a-Genlokus
aufwiesen. Somit ergibt sich eine signifikante Korrelation (p-Wert = 0,002), die vermuten lasst, dass
auch die restlichen acht Mammatumoren, in denen eine Whnt3a-Expression vorlag, durch MMTV

aktiviert wurden.

2. Expressionsanalyse von Wnt1, Wnt2, Wnt3, Wnt3a und Wnt10b in Maus-Mammatumoren
Da neben Wnt3a auch Wnt7 und Whnt3 mit der Splinkerette-PCR als CIS identifiziert wurden, fuhrte
man auch flur diese beiden Gene eine Expressionanalyse durch und untersuchte die Korrelation
zwischen Expression und MMTV-Integration untersucht. Dafur wurden wiederum die 50 MMTV-
induzierten Mammatumore verwendet, mit denen auch die Wnt3a-Expressionanalyse durchgefiihrt
worden war. Die Analyse ergab, dass 58% der untersuchten Mammatumore Wnt7 und 12% der
Tumore Wnt3 exprimierten. Betrachtet man die Korrelation zwischen Expression und MMTV-
Integration, zeigt sich eine Signifikanz sowohl fur Wnt1 (p-Wert = 0,006) als auch fur Wnt3 (p-Wert
=0,001). Da weder WntT noch Wnt3 oder Wnt3a in jungfraulichen oder laktierenden Brustdrisen
exprimiert werden [133-135], jedoch regelméBig in MMTV-induzierten Mammatumoren, liegt die
Vermutung nahe, dass Wnt!1, Wnt3 und Whnt3a eine Gruppe von Wht-Genen mit onkogenem

Potential bildet. Darlber hinaus stellt sich die Frage nach der Redundanz des Systems ,\Wnt".
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Fur die Beantwortung der Frage wurden weitere Whnt-Gene, die moglicherweise eine Rolle in der
Tumorigenese der Mamma spielen, auf ihre Expression in den 50 zufallig ausgewahlten MMTV-
induzierten Mammatumoren untersucht. Zwei weitere Whnt-Gene mit onkogenem Potential sind
Wnt2 und Wnt10b, da auch diese beiden Gene C57MG-Zellen in vitro transformieren kénnen [91]
und eine redundante Funktion bezlglich ihres onkogenen Potentials bereits vorgeschlagen wurde
[45]. Obwohl eine Wnt10b-Expression in 46% der Tumore vorlag, konnte die Expression in keinem
Fall mit einer korrespondierenden Insertion gekoppelt werden. Eine mogliche Erklarung fur diese
Beobachtung ist die bereits vorhandene Whnt70b-Expression in der Mausmamma [136]. Es ware
ebenfalls denkbar, dass Wnt70b Uber einen anderen Mechanismus als die MMTV-induzierte
Mutagenese aktiviert wird. Vierundzwanzig Tumore waren positiv fir Wnt2 (48%), doch auch hier
konnte keine MMTV-Integration im Wht2-Genlokus nachgewiesen werden. Da auch Wnt2 bereits
wahrend der Entwicklung der Mamma exprimiert wird, ist es mdglich, dass die Expression von
Wnt2 und Wnt10b auf einen anderen Mechanismus zurlckzufthren sind als der Aktivierung durch
eine MMTV-Integration.

Die Expressionsanalyse der Wnt-Gene mit onkogenem Potential (Wnt7, Wnt3 und Whnt3a), zeigte,
dass in 92% der 50 untersuchten Mammatumoren eine Genexpression vorliegt. Da insbesondere
diese drei Wnt-Gene den Wnt/Beta-Catenin-Signalweg aktivieren kénnen [137, 138], liegt die
Annahme nahe, dass diese drei Wnt-Gene den Wnt/Beta-Catenin-Signalweg aktiviert haben.
AuBerdem kénnen Wnt! und Wnt3a jeweils die Funktion des verwandten Molekuls Gbernehmen
[139], sie zeigen also eine Redundanz. Die Expression von zwei Wnt-Genen in einem Tumor
musste demnach nicht notwendigerweise einen additiven Effekt auf die Tumorprogression haben.
Zur Uberprifung dieser Hypothese mussten zusatzliche Signalwegsanalysen durchgefuihrt werden.
Des weiteren musste die Redundanz der untersuchten Wnt-Gene Wnt1, Wnt2, Wnt3, Wnt3a und
Wnt10b in einem geeigneten System ausfuhrlicher analysiert werden. Durch die hohe Anzahl an
Wht-exprimierenden Tumoren (92 %) erscheint eine zuféllige Beteiligung der Wnt-Genfamilie an der

Tumorenstehung und-progression des Mammakarzinoms jedoch unwahrscheinlich.

3. Wnt3a ist ein potentielles Onkogen

Eine Klassifizierung der Wnt-Gene aufgrund ihres Potentials, C57MG-Epithelzellen in vitro zu
transformieren, erfolgte bereits 1994 [90]. Hierbei wurden die Wnt-Gene in zwei Klassen eingeteilt:
die Wnt1-Klasse beinhaltet jene Wnt-Gene, die Zellen transformieren konnen (Wnt1, Wnt3, Whnt3a,
Wnt7a, XWnt8, XWnt8b), der Wnt5a-Klasse gehdren demgegentber die Wnt-Gene an, die diese
Fahigkeit nicht aufweisen (Wntba, Wnt4, Wnt5b, Wnt7b, XWnt11) [91, 140, 141]. Die Fahigkeit
eines Gens, Zellen zu transformieren, weist auf ein onkogenes Potential hin und definiert die Wnt-
Gene der Wnt1-Klasse als potentielle Onkogene. Bemerkenswerterweise sind die Gene der Wnt1-
Klasse auch diejenigen Wnt-Gene, die den Wnt/Beta-Catenin-Signalweg aktivieren kénnen.
Moglicherweise besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der Stabilisierung von

zytoplasmatischen BETA-CATENIN und der Tumorigenese epithelialer Zellen [91].
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Es lasst sich also die Hypothese aufstellen, dass die Aktivierung von Wnt1, Wnt3 und Wnt3a durch
MMTV-Integration zur Stabilisierung von zytoplasmatischen BETA-CATENIN fuhrt und die
betroffene Zelle transformiert wird. Fir Wnt7 und Wnt3 wurde bereits gezeigt, dass ihre
Uberexpression Tumore in vivo auslésen kann [45], eine Studie zu Wnt3a steht noch aus. Die
Ergebnisse einiger Studien weisen jedoch auf das onkogene Potential von Wnt3a hin [91, 142,
143].

Von besonderem Interesse ist in diesem Zusammenhang die Untersuchung von Shibamoto et al.
[144], welche die mogliche Beteiligung von Wnt3a an der Reorganisation des Zytoskeletts
beschreibt. Die Reorganisation k&énnte entweder durch TCF/LEF-Zielgene oder direkt durch
Komponenten der Whnt3a-Signalkaskade ausgel®ést worden sein. Als weitere Mdglichkeit wird eine
Beteiligung von Villin an der Reorganisation diskutiert. Die Funktion von Villin wird Uber
intrazelluldres Ca?* reguliert. Ein Umstand, der ein weiteres Model zuldsst: Wnt-Signale kénnten die
Villin-Aktivitat direkt regulieren, indem sie die intrazellularen Ca?*-Konzentrationen verdndern. Dies
wirde zu einer veranderten Struktur der Aktin-Mikrofilamente fihren und somit die Organisation
des Zytoskeletts beeinflussen. Es liegen jedoch keine weiteren Studien vor, in denen eine
Beteiligung von Wnt3a am Wnt/Ca’*-Signalweg beschrieben wird. Somit ist eine Beteiligung von
Whnt3a auBerhalb des Wnt/Beta-Catenin-Signalwegs noch zweifelhaft.

Das Zytoskelett wird u.a. auch wahrend der epithelialen mesenchymalen Transition (EMT)
umgestaltet und ermdéglicht die Invasion. Die EMT ist eine Vorraussetzung dafur, dass Zellen den
epithelialen Verband verlassen und das umliegende Stroma durchwandern. Die Disseminierung
einzelner Tumorzellen wird dadurch eingeleitet und hat eine systematische Aubreitung zur Folge.
Die EMT geht mit einer verminderten Expression epithelialer Marker (z.B. E-Cadherin) und erhdhten
Expression mesenchymaler Marker (z.B. N-Cadherin, smooth muscle actin) einher [145]. Die dabei
verdnderte Expression von E-Cadherin und N-Cadherin kdnnte durch eine veranderte Wnt-Aktivitat
zustande kommen. Obwohl die alleinige Uberexpression von Wnt3a in Zellen des Neuralrohrs keine
EMT auslésen kann [146], besteht die Moglichkeit, dass in epithelialen Zellen der Mamma Whnt3a
alleine oder im Zusammenspiel mit weiteren Komponenten die EMT beeinflusst.

Eine weitere Funktion von Whnt3a wurde 2003 von Reya et al. beschrieben, wonach Wnt3a an der
Selbsterneuerung von hamatopoetischen Stammzellen beteiligt ist [147]. Auch in Stammzellen aus
Brustdrisengewebe wurde die Beteiligung des Wnt/Beta-Catenin-Signalwegs nachgewiesen. Hier
ist der Signalweg entscheidend fur das Uberleben der Stammzellen durch ihre Interaktion mit E-
Cadherin [148]. Diese Funktion von Wnt3a wirft ein neues Licht auf die Rolle der Wnt-Gene
innerhalb der Tumorentstehung. Diese Beobachtung bestarkt die Hypothese, dass die Zelle, die
schlieBlich zur Tumorzelle entartet, entweder einer multipotenten Stammzelle oder einer
Vorlduferzelle des jeweiligen Gewebes entspricht oder aber sie stellt eine ausdifferenzierte Zelle dar,
die aufgrund von Mutationen wieder Stammzellcharakter annimmt [149]. Zu den Signalwegen, die
fir die Erhaltung bzw. die Selbsterneuerung von Stammzellen verantwortlich sind, gehéren neben
dem Wnt/Beta-Catenin-Signalweg auch der Notch-, der Fgf- und Hedgehog-Signalweg [150-153].
Eine Interaktion zwischen dem Fgf- und Wnt-Signalweg ist mehrfach beobachtet worden [154-
157], wobei jedoch funktionelle Analysen, die zeigen, welche Wnt-Gene mit welchen Fgf-Genen

interagieren kdnnen noch ausstehen.
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In einer in vivo-Untersuchung haben Theodorou et al. beobachtet, dass sich in der Maus nach s.c.
Injektion von Wnt7- und Fgfl0-transformierten Brustepithelzellen metastasierende Mammatumore
bildeten [34]. Falls tatsachlich eine Redundanz zwischen den onkogenen Wnt-Genen Wnt1, Wnt3
und Whnt3a besteht, sollten auch Wnt3 und Wnt3a zusammen mit dem entsprechenden Fgf-Gen
metastasierende Tumore auslésen kénnen. Da hierzu noch keine dementsprechenden Studien
vorliegen, ist diese Annahme spekulativ.

Um die Stammzelle in ihrer Funktion zu erhalten scheint ein komplexes Zusammenspiel der
einzelnen Signalwege aber noétig zu sein, da der Wnt/Beta-Catenin-Signalweg allein fur die
Aufrechterhaltung von humanen embryonalen Stammzellen nicht ausreicht [143]. Es sind also
genau diejenigen Signalwege, die auch wahrend der Embryonalentwicklung eine essentielle
Funktion einnehmen und in der Stammzellentwicklung und -erhaltung entscheidend sind. Es ist
daher nicht Uberraschend, dass auch in MMTV-induzierten Mammatumoren viele Wnt-Gene
exprimiert vorliegen, die den Wnt/Beta-Catenin-Signalweg aktivieren kénnen (Wnt7 und Whnt3a).
Von zahlreichen Arbeitsgruppen wurde vorgeschlagen, dass eine MMTV-Insertion in der Nahe
eines onkogenen Whnt-Gens und die daraus resultierende Aktivierung einen Vorteil fur die
Transition der Zelle in eine Tumorzelle darstellt [158].

An der Entwicklung der Mamma sind verschiedene Wnt-Gene beteiligt (Wnt2, Wnt4, Whntb5a,
Wnt5b, Wnt6, Wnt7b und Wnt10b) [135, 159], jedoch liegt im adulten Gewebe keine Wnt7-,
Wnt3- oder Wnt3a-Expression vor [132, 133]. Die Expression von Wnt3a fuhrt in C57MG-Zellen
zur Transformation [91], ein Ereignis, das auch in HC11-Zellen beobachtet werden konnte. Der
onkogene Effekt von Wnt3a wurde bisher aber noch nicht in vivo gezeigt.

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Onkogenitdt von Whnt3a in vivo nachzuweisen. Zu diesem Zweck
wurde die Wnt3a-cDNA in eine epitheliale Zelllinie (HC11) transduziert, die ein schwach
tumorigenes Potential aufweist. Zum ersten Mal wurde die Bildung von Kolonien durch
transduzierte HC 11-Wnt3a-Zellen nachgewiesen, eine Fahigkeit, zu der nur transformierte Zellen in
der Lage sind, da normale Epithelzellen nur adhdrent wachsen kénnen. Da das Wachstum von
transformierten Zellen in Soft Agar haufig mit deren Tumorigenitat korreliert, kdnnte das nicht-
adharente Wachstum einen frihen Schritt in der Bildung eines malignen Phanotyps widerspiegeln
[160]. Zusatzlich konnte durch die Transplantation der HC11-Wnt3a-Zellen in BALB/c-nu/nu-Mé&use
eine wachstumsférdernde Eigenschaft von Whnt3a gezeigt werden. Obwohl die urspriinglichen
HC11-Zellen nach einer langen Latenzzeit Tumore entwickelten, zeigte das deutlich schnellere
Wachstum der HC11-Wnt3a Tumore, dass eine Whnt3a-Uberexpression in vivo die
Tumorentwicklung beglnstigt. Das hier verwendete System ist ein anerkanntes System zur
Uberprifung von potentiellen Onkogenen durch Transduktion der Kandidatengene in HC11-
Zellen, welches bereits fur die Validierung von Fgf10 [34], von verschiedenen Wnt-Genen [92] und
von ErbB2 [94] verwendet wurde. Die HC11-pBABE und HC11-Wnt3a-Tumore zeigten dieselben
histologischen Merkmale, namlich eine Transition der epithelialen zu mesenchymalen Zellen sowie
eine Tendenz zur Knorpelbildung. Die wachstumsférdernde Komponente von Whnt3a konnte
jedoch noch ausreichend demonstriert werden, um von Wnt3a als Onkogen zu sprechen. Die
Wiederholung  der  dargestellten  Versuchsreihe  unter  Verwendung  verschiedener

Mammaepithelzelllinien konnte hier ein zielfihrender Ansatz sein.
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4. Die Funktion von WNT3a in einer Untergruppe humaner Brustkarzinome

Seit der Entdeckung der Wnt-Gene in Mammatumoren von Inzucht-Mausstdmmen ist man an der
Funktion von WNT-Genen in humanen Brusttumoren interessiert. Seit der Klonierung des humanen
WNT7-Homologs, wurden Brusttumore auch auf eine WNT7-Expression hin untersucht [45].
Bislang weisen die Resultate allerdings darauf hin, dass WNT7, im Gegensatz zu Maus-
Mammatumoren, keine zentrale Funktion in humanen Brusttumoren zukommt [161].

Man sollte jedoch bedenken, dass es insgesamt 19 Mitglieder in der Familie der WNT-Gene gibt
und auch zwischen den humanen WNT-Genen moglicherweise Redundanzen auftreten kénnen. In
der humanen Situation kénnte somit durchaus eine WNT-Aktivierung vorliegen, nur dass in der
humanen Situation andere Mitglieder der Genfamilie fir die Tumorigenese verantwortlich sind als in
der Maus. Obwohl zu allen 19 WNT-Gene noch keine systematischen Studien vorliegen, haben
einzelne Untersuchungen gezeigt, dass WNT2, WNT4, WNT5a, WNT7b, WNT10b und WNTI13 in
Brusttumoren exprimiert werden [133, 162-165]. Die Beobachtung, dass WNT3a ebenfalls in
einem Teil der untersuchten Brusttumore exprimiert wird, zeigt wiederum, dass die Analyse eines
einzelnen WNT-Gens womdglich nicht ausreicht, um ein vollstandiges Bild zur Funktion der WNT-
Gene in Brusttumoren zu erlangen. Da in den bisherigen Untersuchungen nicht immer die
Expression aller 19 WNT-Gene analysiert wurde, kann keine zuverldssige Aussage Uber eine
mogliche Korrelation zwischen WNT-Genexpresssion und klinischen Parametern gemacht werden.
Untersuchungen sollten sich aber nicht auf die WNT-Genexpression allein beschranken, sondern
die Beteiligung der Wnt-Signalwege an der Brustkarzinogenese insgesamt genauer betrachten. Da
WNT-Gene verschiedene Signalwege aktivieren kénnen, sollten all diese auch in Brusttumoren
genauer untersucht werden. So wird bislang die Korrelation zwischen der Expression von BETA-
CATENIN, der zentralen Komponente des Wnt/Beta-Catenin-Signalwegs, und klinischen Parametern
noch kontrovers diskutiert [78, 166].

Vielfach wurde postuliert, dass die Studien zur Whnt-Expression in der Maus nicht ohne Probleme
auf den Menschen Ubertragen werden koénnen, da WNTT7 in Brusttumoren keine homologe
Funktion zu Wnt7 in murinen Mammatumoren aufzuweisen scheint. Dennoch wurde auch in der
humanen Brust eine Funktion der WNT-Gene nachgewiesen, was auf eine Beteiligung an der
Brustkarzinogenese hindeuten k&nnte. Normalerweise liegt in den Brustdrisen eine WNT2-
Expression in den Stromazellen vor, in Brustkarzinomen hingegen wurde zusatzlich eine Expression
des Gens in epithelialen Zellen beobachtet [164]. Dabei geht mit der WNT2-Expression ein Wechsel
von parakriner zu autokriner Versorgung mit Wachstumssignalen einher. Diese Beobachtung zeigt,
dass der Einfluss der WNT-Gene in humanen Brusttumoren womdéglich komplexer ist, als in MMTV-
induzierten Mammatumoren. Neben den beschriebenen Unterschieden hinsichtlich der
Genexpression und der Aktivierung von Signalwegen liegen zwischen Maus und Mensch doch
viele Ubereinstimmungen in der Tumorigenese des Mammakarzinomas vor. Etablierte Mausmodelle
tragen somit durchaus zur Identifikation von humanen Onkogenen bei und bleiben deshalb in der

Aufklarung der Onkogenese weiterhin unabkémmlich.
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Zusammenfassung

Jede achte Frau in westlichen Industrienationen erkrankt an Brustkrebs, wobei die Entwicklung
neuer Methoden zur friihzeitigen Erkennung von Metastasen und ihrer zielgerichteten Behandlung
entscheidend sind, um das Uberleben von Patientinnen mit progressivem Mammakarzinom zu
verbessern. Transformiert eine Epithelzelle in der Brust zu einer Tumorzelle, so ist fur diese
Veranderung des Phanotyps eine veranderte Expression zahlreicher Gene zu erwarten. Deshalb ist
die Ildentifizierung von Genen, die an der Tumorigenese eines Brusttumors beteiligt sind, von
groBer Bedeutung. In einem Modellsystem fir die Progression des Mammakarzinoms wurde 1982
die erste Integrationsstelle identifiziert, die mit der Ausbildung eines Mammatumors in der Maus
korrelierte. Es zeigte sich, dass das flankierende Gen Wnt? und der Signalweg, der von dieser
Integration dereguliert wird (Wnt/Beta-Catenin Signalweg), einer der entscheidenen Faktoren in der
Entwicklung von Mammatumoren in der Maus ist. Bis heute konnten in Maus-Mammatumoren 14
Gene gefunden werden, die durch retrovirale Insertionsmutagenese dereguliert worden waren.
Diese Gene fallen u.a. in die Genfamilie der Wnt- und Fgf-Gene, die sowohl in der Maus als auch
im Menschen mit der Entstehung von Mammatumoren in Verbindung gebracht werden konnten.
Das Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung neuer MMTV-Integrationsstellen und der flankierende
Gene, die als potentielle Tumorprogressionsgene fur die Veranderungen in der Zelle hin zu einem
invasiven Phanotyp verantwortlich sein kdnnten. In der hier vorgestellten Studie wurden Maus-
Mammatumore mit einer neu etablierten Hochdurchsatzanalyse, der Splinkerette-PCR, untersucht.
Die Induktion der Mammatumore erfolgte in BALB/c-Mé&usen, die mit MMTV-C3H infiziert worden
waren (BALB/c*). In diesem System identifizierte Gene konnten ebenfalls relevant fir humane
Brusttumore sein und deren Genexpression gegebenfalls als prognostische Marker bei der
Friherkennung von Brusttumoren dienen.

Insgesamt wurden 60 Mammatumore analysiert und 594 auswertbare Sequenzen bzw. 89 Gene
gefunden. Wird eine MMTV-Integration und der dadurch betroffene Genlokus in nur einem Tumor
gefunden, wird diese Integrationsstelle als RIS bezeichnet (Retroviral Integration Site). Insgesamt 80
solcher RIS wurden in dieser Arbeit identifiziert. Wird eine MMTV-Integration und der flankierende
Genlokus hingegen in mindestens zwei verschiedenen Tumoren gefunden, handelt es sich um eine
CIS (Common Integration Site). Dieser Integrationsmodus wurde fir neun Gene nachgewiesen.
Eines dieser neun Gene, das noch nicht als potentielles Onkogen bekannt war, ist Wnt3a. Die
Aktivierung von Wnt3a durch MMTV in finf Mammatumoren, die eine Integrationsstelle in der
Néhe des Wnt3a-Genlokus aufwiesen, konnte mit RT-PCR bestatigt werden. Somit wurde Wnt3a
in diesen Tumoren hoch reguliert, was zur Aktivierung des Wnt/Beta-Catenin-Signalwegs gefuhrt
haben kdnnte. Eine solche Aktivierung kann auch durch Wnt? und Wnt3 ausgeldst werden,
beides Gene, die bereits als Onkogene in Mammatumoren beschrieben wurden. Um eine mégliche
Co-Expression mit Wnt? und Whnt3 auszuschlieBen, wurde die RT-PCR-Analyse auf 50 zufallig
ausgewahlte Mammatumore ausgeweitet. Die Analyse zeigte, dass alle 50 Tumore jeweils nur eines
dieser Wnt-Gene exprimierten. Zwischen Wnt1, Wnt3 und Whnt3a kam es somit zu keiner Co-

Expression.
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Aufgrund dieser Resultate konnten Wnt71, Wnt3 und Whnt3a in einer Gruppe zusammengefasst
werden, die als onkogene Wnt-Gene bezeichnet wurde. Zusatzlich zu den onkogenen Wnt-Genen
wurde die Expressionsrate von Wnt2 und Wnt10b ermittelt, da auch diese beiden Wnt-Gene bereits
mit der Induktion von Mammatumoren in Zusammenhang gebracht wurden. Da Whnt2 und
Wnt10b in dieser Arbeit nicht als MMTV-Zielgen identifiziert worden waren, wurden sie nicht der
Gruppe der MMTV-induzierten, onkogenen Whnt-Gene zugeordnet. Weiterhin ist die Funktion von
Wnt2 schwierig einzuschatzen, da es bereits in der Mamma jungfraulicher Mause exprimiert wird.
Da keines der onkogenen Whnt-Gene in physiologische Weise in der adulten Mamma exprimiert
wird, koénnte diese ,de novo” Expression eine Bedeutung fur die Tumorigenese von
Mammatumoren haben. Diese Vermutung wurde exemplarisch fir Wnt3a in vitro und in vivo auf
ihre Richtigkeit hin Uberpruft.

Mit Whnt3a transduzierte Mammaepithelzellen (HC11) zeigten eindeutig morphologische
Veranderungen und &hnelten im Phanotyp Fibroblasten. Die Transformation der HC11-Wnt3a-
Zellen konnte in einem Soft Agar Assay bestatigt werden, da nur transformierte Zellen nicht-
adhadrent wachsen und Kolonien ausbilden kdnnen. Die s.c. Injektion von BALB/c-nu/nu-Mausen
ergab keine histologischen Unterschiede zwischen der Leerkontrolle und den Zellen, die mit Wnt3a
transduziert worden waren. Da das Tumorwachstum in den mit HC11-Wnt3a injizierten Mausen
jedoch um den Faktor 2,5 signifikant erhéht war, ist es wahrscheinlich, dass dieser Effekt auf die
konstitutive Aktivierung von Wnt3a zurickzufthren ist. Somit kann Wnt3a wachstumsférdernd auf
Mammaepithelzellen wirken und stellt daher ein Onkogen dar.

Ob WNT3a auch in humanen Brustkarzinomen exprimiert wird und hier unter Umstédnden auch als
Onkogen wirksam ist, wurde mit einer quantitativen PCR ermittelt. Acht der 65 untersuchten
Karzinome zeigten eine positive WNT3a-Expression, das normale Brustgewebe blieb negativ (5/5).
Auch die hier vorgestellten Analysen legen eine mogliche Funktion von WNT3a bei der Bildung von
Brusttumoren nahe. Erst weitere Untersuchungen werden zeigen, ob WNT3a die Tumorigenese in
Brusttumoren induzieren kann oder ob ihm eine andere Rolle bei der Progression humaner

Brustkarzinome zuteil kommt.
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