Anterior Gradient 2 Genprodukte als Marker

und Regulatoren der Prostatakrebsprogression

Zur Erlangung des akademischen Grades eines

DOKTORS DER NATURWISSENSCHAFTEN

(Dr. rer. nat.)

von der Fakultat fiir Chemie und Biowissenschaften
des Karlsruher Instituts fiir Technologie (KIT) - Universitatsbereich

genehmigte

DISSERTATION

von
Stefanie Bormann

aus Emmerich am Rhein

2012

Dekan: Prof. Dr. Martin Bastmeyer
Referent: Prof. Dr. Andrew C. B. Cato
Korreferent: Prof. Dr. Jorg Kimper

Tag der miindlichen Priifung: 20.4.2012



Erklarung

Hiermit erkldre ich, dass ich diese Dissertation eigenstandig angefertigt habe. Ich habe
keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel benutzt und wortlich oder
inhaltlich iibernommenes Gedankengut als solches gekennzeichnet. Die Satzung des
Karlsruher Instituts fiir Technologie (KIT) zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis
habe ich in der giiltigen Fassung beachtet. Ich versichere aufderdem, dass diese Arbeit in

gleicher oder dhnlicher Form noch keiner Priifungsbehorde vorgelegt wurde.

Karlsruhe, den 6. Marz 2012 Stefanie Bormann
(Diplom Biologin)



Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist die zur Zeit haufigste Krebserkrankung bei Mannern in
Deutschland. Da es derzeit keine Heilung fiir die Erkrankung gibt, sind ein besseres
Verstindnis der Vorgange wahrend der Progression von Prostatakrebs und eine
verbesserte Fritherkennung wichtig.

In einem Vergleich der Genexpressionsprofile von benignem um Prostata-
krebsgewebe konnte human Anterior Gradient 2 (AGR2) als im Krebs lberexprimiert
identifiziert werden. Aufgrund eines N-terminalen Signalpeptids wird AGRZ von
Prostatakrebszellen sekretiert und ist deswegen auch als méglicher neuer Marker fir
Prostatakrebs interessant. Da AGR2 in einer Reihe weiterer Karzinome tiberexprimiert
wird, ist die Nutzung des AGR2 Proteins in seiner Spezifitiat eingeschrankt. Aus diesem
Grund wurde der Nachweis von AGR2Z mRNA getestet und konnte als nutzbarer Marker
im Urinsediment von Prostatakrebspatienten charakterisiert werden. Fiir eine weitere
Optimierung der Prostataspezifitit wurden verschiedene Zelllinien auf das Vorkommen
von AGR2 Spleifdvarianten hin untersucht. Sechs Spleifdvarianten konnten identifiziert
werden, wovon eine Variante Prostataspezifitiat zeigte und fiinf gesteigerte Expression
in Gewebeproben von Prostatakrebspatienten im Vergleich zu benignen Proben. Sie
werden daher weiter als mogliche Prostatakrebsmarker charakterisiert.

Fir die Bestimmung der Rolle von AGR2 bei der Progression von Prostatakrebs
wurden 22Rv.1 Zellen mit einer stabilen AGR2 Uberexpression generiert. Die Zellen
zeigten verringerte Proliferation, hervorgerufen durch einen G2/M Arrest, was zu
geringerer Tumorgrofie in in vivo Xenograft Mausmodellen fiihrte. Gleichzeitig fiihrte
die AGR2 Uberexpression zu gesteigerter Migration und Invasion, was eine Rolle von
AGR2 in der Metastasierung vermuten ldsst, wie es auch schon fiir andere Karzinome
angenommen wurde. Uberraschenderweise fithrte auch ein AGR2 Knock Down zu
verringerter Proliferation, was auf eine genaue Regulation der AGR2Z Expression
hinweist. Weitere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Expression von AGR2 und
dem homologen Protein AGR3 invers miteinander korrelieren und dass sowohl die
Uberexpression als auch der Knock Down von AGR2 einen negativen Einfluss auf die
Expression seiner bekannten Regulatoren FoxA1 und FoxAZ2 hat.

Basierend auf diesen Ergebnissen scheint AGR2 eine Rolle bei der Metastasierung und
der EMT zu spielen. Dies scheint im Zusammenhang mit der positiven Regulation von

AGR2 und zelluldren Stressbedingungen zu stehen.



II
Abstract

Prostate cancer is currently the most common cancer among men in Germany. As
there is so far no curative treatment for the disease, a better understanding of the
processes during prostate cancer progression and an improvement of the early
detection of the carcinoma are of importance.

Comparisons of the gene expression profile of benign prostate and prostate cancer
tissue identified the human Anterior Gradient 2 (AGR2) as overexpressed in cancer. Due
to an N-terminal signal peptide AGR2 is secreted by prostate cancer cells and is
therefore also interesting as a possible new marker for prostate cancer. Since AGR2 is
also expressed in other carcinomas, the usage of the AGR2 protein is limited in its
specificity. For this reason, the presence of AGR2Z mRNA in urine sediment of prostate
cancer patients has been analysed and found to be a more useful and reliable marker of
the disease. To further increase the prostate specificity, cell lines of different tumour and
non-tumour origin were screened for the expression of AGR2 splice variants. Six splice
variants were identified, one of which showed a clear prostate specificity. However in
tumour biopsies, all but one splice variant showed increased expression in prostate
cancer tissue compared to benign tissue. These splice variants will be further
characterized as possible prostate cancer markers.

To analyse the role of AGR2 during prostate cancer progression, 22Rv.1 cells with a
stable AGR2Z overexpression were generated. These cells showed decreased
proliferation, which can be correlated to a G2/M cell cycle arrest, and they also showed a
decreased tumour size in in vivo Xenograft mouse models. At the same time AGR2
overexpression bestowed on prostate cancer cells increased migratory and invasive
properties, suggesting a role of AGR2 in the metastasis formation. Intriguingly, AGR2
knock down also caused decreased proliferation, suggesting a role of distinct levels of
AGR?2 protein in the control of prostate tumour growth. Further studies showed that
AGR?2 level was inversely correlated with the level of expression of its homologue AGR3
and that overexpression as well as a knock-down of AGR2 had a negative effect on the
expression of its regulators, FoxA1 and FoxAZ2.

Based on these results, a role of AGR2 in metastasis formation and the EMT seems
likely. This seems to be connected to the positive regulation of AGR2 in cellular stress

conditions.
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1. Einleitung

1.1 Prostatakrebs

Das Prostatakarzinom ist mit 26% die derzeit haufigste Krebserkrankung bei
Maéannern in Deutschland und verursacht 10% aller Sterbefdlle durch Krebs (GEKID
2010). Das Risiko einer Prostatakrebserkrankung kann durch eine Reihe von Faktoren
erhoht werden. Dazu gehoren neben einer familidren Pradisposition (Bostwick et al.
2004) auch die Erndhrung (Hori et al. 2011) und (chronische) Entziindungen (De Marzo
et al. 2007). Die prostatische intraepitheliale Neoplasie (PIN), eine dysplastische
Veranderung des sekretorischen Epithels der Prostata, kann eine direkte Vorstufe von
Prostatakrebs sein (Keetch et al. 1995). Eine weitere besondere Rolle spielt das
Androgen Testosteron, welches auch fiir das Wachstum des normalen Prostatagewebes
wichtig ist. Dies zeigt sich unter anderem bei dem Vergleich ethnischer Gruppen in
Hinblick auf Testosteronlevel und Prostatakrebsfille: So haben afroamerikanische
Manner ein um 15% hoheres Testosteronlevel als europdisch-amerikanische Manner,
was mit einem doppelt so hohen Prostatakrebsrisiko einhergeht (Ross et al. 1986).

Aufgrund der Rolle der Androgene bei der Entstehung und Weiterentwicklung von
Prostatakrebs wird haufig eine Androgenablationstherapie nach der Entfernung der
Prostata zur Therapie des Karzinoms angewendet. Diese kann 1) in Form einer
Kastration oder durch den Einsatz von Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH)
Analoga, wodurch die Testosteronlevel herabgesetzt werden, 2) durch Behandlung mit
Anti-Androgenen wie Flutamide oder Bicalutamide, welche die Bindung des Hormons an
seinen Rezeptor, den Androgenrezeptor, verhindern oder 3) durch eine Kombination
aus Androgenablation und Anti-Androgenen (maximale Androgen Blockade, MAB)
erfolgen (Debes und Tindall 2002). Diese Art der Behandlung fiihrt in vielen Fallen
zundchst zu einer erfolgreichen Bekdmpfung des Karzinoms, allerdings kann es im
Verlauf der Behandlung zur Entwicklung eines androgenunabhangigen Phanotyps des
Tumors kommen, d.h. dass dieser unabhdngig von Androgenen wdachst (sog.
kastrationsresistente Tumore). Fir die Entwicklung dieses kastrationsresistenten
Stadiums von Prostatakrebs werden verschieden Ursachen vermutet. Eine Hauptrolle

spielen dabei Mutationen im Androgenrezeptorgen bzw. in den Genen von Faktoren, die
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fur die Funktion des Androgenrezeptors wichtig sind. Durch diese Mutationen kann es
zum Beispiel zu einer gesteigerten Sensitivitiat fiir Androgene, zur Aktivierung des
Androgenrezeptors durch andere Liganden als Testosteron/ Dihydrotestosteron, zu
einer ligandenunabhidngigen Aktivierung des Rezeptors oder zur Aktivierung der
Expression Androgen-regulierter Gene unabhdngig vom Androgenrezeptor kommen
(Feldmann und Feldmann).

Wahrend die Zahl der Neuerkrankungen steigt, ist die Sterberate durch Prostatakrebs
rucklaufig, was auf verbesserte Fritherkennungsmafinahmen zuriickzufiihren ist. Die
Friherkennung erfolgt in der Regel durch eine digital-rektale Untersuchung der
Prostata sowie durch die Bestimmung von molekularen Markern des Karzinoms im Blut.
Seit Mitte der 1980er Jahre wird die Bestimmung des prostataspezifischen Antigens
(PSA) im Serum von Patienten zum Nachweis des Prostatakarzinoms eingesetzt. PSA ist
eine Serin-Protease, die von Prostataepithel sekretiert wird. Allerdings ist PSA zwar
prostataspezifisch, aber nicht prostatakrebsspezifisch (Zhang et al. 2005). Hinzu kommt,
dass auch bei gutartigen Veranderungen der Prostata wie der benignen
Prostatahyperplasie (BPH) und der Prostatitis das PSA-Level ansteigt bzw. ansteigen
kann (Nadler et al. 1995). Die Uberschneidung von PSA-Werten bei Patienten mit
benignen Verdnderungen der Prostata und Patienten mit Prostatakrebs sowie eine
grofde Zahl an Einflissen, die den PSA-Wert verandern konnen, limitieren PSA als
Prostatakrebsmarker. Da PSA in einer freien und in einer an Proteine gebundenen Form
vorliegt, wird zur Optimierung der Genauigkeit von PSA als Marker neben der
Bestimmung des freien PSA auch das Verhaltnis zwischen freiem und protein-
gebundenem PSA bestimmt (Tosoian and Loeb 2010). Dartiber hinaus liegt freies PSA in
verschiedenen Isoformen wie z.B. proPSA vor, welche ebenfalls zur Erhéhung der
Genauigkeit des Prostatakrebsnachweises genutzt werden kénnen (Tosoian und Loeb
2010).

Trotz der allgemeinen Nutzung und Akzeptanz von PSA als Marker fiir das
Prostatakarzinom besteht nach wie vor der Bedarf nach einem spezifischeren Marker.
Optimal ware dabei ein Marker, der auch die Moglichkeit bietet aggressive von weniger
aggressiven Tumoren unterscheiden zu konnen. Mogliche Kandidaten fiir einen solchen
Marker konnen mRNA oder Proteinprodukte von Genen sein, die in Prostatakrebs
spezifisch uberexprimiert werden. Auf Basis dessen konnten in einem Vergleich von

benignem Prostatagewebe und Prostatakrebsgewebe neben einer Vielzahl
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unterschiedliche regulierter Gene die beiden Gene human Anterior Gradient 2 und 3
(AGRZ und AGR2) als im Karzinom verstarkt exprimiert und als mdgliche neue

Markerkandidaten identifiziert werden (Cato und Nestl (online)).

1.2 AGR2 als moglicher Marker fiir das Prostatakarzinom?

Die beiden homologen Proteine AGR2 und AGR3 werden von Prostatakrebsgewebe
Uiberexprimiert und sezerniert (Zhang et al. 2005). Die Expression von AGR3 ist dabei
geringer als die von AGR2, weshalb zunachst nur die Nutzung von AGR2 als moglicher
Marker fiir das Prostatakarzinom untersucht wurde. AGR2 Protein und mRNA konnten
bereits in Urinproben von Prostatakrebspatienten nachgewiesen werden, wahrend bei
gesunden Mannern kein oder nur sehr geringe Mengen mRNA bzw. Protein detektiert
werden konnten (Bu et al. 2011, Wayner et al. 2011).

Bei der Nutzung von AGR2 als Marker fiir das Prostatakarzinom ist allerdings die
grofde Zahl verschiedener Gewebe, fiir die eine verstiarkte Expression von AGR2Z bei
maligner Verdanderung beschrieben wurde, nicht aufder Acht zu lassen. Dadurch ist die
Wahrscheinlichkeit hoch, dass AGRZ zwar ein krebspezifischer aber kein prostata-
kebsspezifischer Marker ware. So wurde zum Beispiel die Nutzung von AGR2 als Marker
in Gastrointestinal- und Brustkrebs (da Costa et al. 2011, Valladares-Ayerbes et al. 2008)
sowie zum Nachweis von Blasenkrebs (Marin-Aguilera et al. 2012) ebenfalls bereits
untersucht. Auch die Moglichkeit AGR2Z im Serum bzw. Plasma von Frauen mit
Eierstockkrebs (Edgell et al. 2010, Park et al. 2011, Rice et al. 2010) und im Pankreassaft
bei friithen Pankreaskrebsstadien nachzuweisen (Chen et al. 2010), wurde bereits
gezeigt.

Das so auftretende Problem der fehlenden Spezifitat fiir Prostatakrebs kann zum
Beispiel dadurch umgangen werden, dass der AGR2Z mRNA Nachweis in Urinproben von
Prostatakrebspatienten mit dem bisher verwendeten PSA Nachweis, also vor dem
Hintergrund eines prostataspezifischen Proteins, kombiniert wird. Fiir eine solche
Kombination, genauer die Bestimmung des AGRZ mRNA/ PSA Verhaltnisses, konnte
bereits eine hohere Spezifitit und Sensitivitat im Vergleich zum Nachweis von PSA
alleine gezeigt werden (Bu et al. 2011). Neben der Wildtyp mRNA von AGR2 besteht die
Moglichkeit, dass AGR2 mRNA auch in verschiedenen Spleifdvarianten auftritt. Die
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Wahrscheinlichkeit dafiir ist hoch, da sowohl in Prostatakrebs als auch in Leber-
karzinomen verschiedene AGR2 Transkripte bereits nachgewiesen werden konnten
(Vivekanandan et al. 2009, Zhang et al. 2005, Zheng et al. 2006). Ob es in bdsartig
verandertem Prostatagewebe tatsachlich zu alternativen Spleifdvorgangen kommt,
wurde noch nicht untersucht. Falls dabei prostata- oder sogar prostatakrebsspezifische
mRNA Transkripte entstehen, konnten diese fiir eine Optimierung der Nutzung von

AGR2 mRNA als Marker dienen.

Neben der Untersuchung ob es moglich ist, AGR2Z als neuen Marker fiir das
Prostatakarzinom zu nutzen, ist auch die Charakterisierung der Funktion von AGR2 in
Prostatakrebs von Bedeutung. Durch das bessere Verstindnis der an der Entstehung
und Entwicklung von Prostatakrebs beteiligten Faktoren konnen neue Ansatzpunkte fiir

die Behandlung des Karzinoms bestimmt werden.

1.3 Anterior Gradient

Die Anterior Gradient (AG) Proteine kodierenden Gene bilden eine evolutiv
konservierte Gruppe von Genen bzw. Proteinen, die bereits in Xenopus (XAG-1 und XAG-
2), Salamandern (nAG), Kugelfisch (tAG-2), Lachs (sAG-2), Zebrafisch (zAG-2), Maus
(mAG-2 und mAG-3) und Mensch (hAG oder AGR2Z und AGR3) beschrieben wurden
(Aberger et al. 1998, Shih et al. 2007). Die jeweiligen AG-Proteine zeigen eine hohe
Ahnlichkeit in ihrer Aminosiuresequenz, die gréfiten Unterscheide finden sich jeweils
im N-terminalen Bereich (Shih et al. 2007). Die Funktionen der Proteinen scheinen sich
im jeweiligen Organismus zu unterscheiden, konnen aber dennoch Hinweise auf die

Funktion des humanen Proteins geben, welche bislang nur unvollstindig bekannt ist.

1.3.1 Xenopus und Salamander Anterior Gradient (XAG und nAG)

Im Krallenfrosch Xenopus laevis finden sich zwei homologe Proteine, Xenopus
Anterior Gradient 1 und 2 (XAG-1/ XAG-2). Es konnte gezeigt werden, dass XAG-2 eine

Rolle bei der Entwicklung und Spezifizierung des embryonalen Ectoderms spielt. Das
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Protein wird in der Mucus bildenden Zementdriise exprimiert und von den Zellen
sezerniert (Aberger et al. 1998). Die Expression von XAG-2 wird dabei positiv von durch
Organisatorgewebe gebildeten Proteinen wie Chordin, Noggin, Cerberus oder Follistatin
reguliert, die alle an der Induktion der Bildung der Zementdriise sowie von
Neuralgewebe beteiligt sind. XAG-2 selber induziert die Marker fiir neurales Gewebe,
wie N-Cam (neurale cell adhesion molecule), otx2 (orthodenticle homeobox 2) und XIF3
(Xenopus intermediate filament gene 3) tiber Fibroblast Growth Factor (FGF) Signalwege
(Aberger et al. 1998).

Die zeitliche und raumliche Expression von XAG-2 sowie die beteiligten
induzierenden und induzierten Faktoren zeigen eine Rolle von XAG-2 bei der Musterung
des dorsoanterioren Neuralgewebes und bei der Bildung der Zementdrise. Obwohl
XAG-1 in einem dhnlichen zeitlichen und raumlichen Muster wie XAG-2 exprimiert wird,

konnte bisher noch keine Funktion des Proteins gezeigt werden (Aberger et al. 1998).

In Salamandern konnte nAG als Ligand fiir das Zelloberflaichenprotein Prod1
identifiziert werden. Das Protein spielt eine Rolle bei der Festlegung der
proximodistalen Achse wahrend der Neubildung amputierter Gliedmafden, einem
Prozess zu welchem Salamander fahig sind (Kumar et al. 2007). Wahrend die Expression
und Sekretion von nAG in unverletztem Gewebe eher schwach war, stiegen sie nach der
Amputation einer Gliedmaf3e stark an. Es konnte gezeigt werden, dass sezerniertes nAG
uber die Bindung an Prod1 die Proliferation der Blastemzellen im Bereich der Wunde
direkt positiv beeinflusst und damit die frihe Regeneration einer abgetrennten
Gliedmafde herbeifiihrt (Kumar et al. 2007). Bisher konnte kein Homolog fiir Prod1 in

anderen Vertebraten beschrieben werden (Garza-Garcia et al. 2009).

1.3.2 Maus Anterior Gradient (mAG)

Die Funktion des Maus-Homologs von AGR2 konnte unter anderem iiber AGR2 Knock
Out Mause charakterisiert werden. Der AGR2 Knock Out hatte keinen Einfluss auf das
Uberleben der Tiere in frithen Entwicklungsphasen. Allerdings zeigten die Tiere
verminderte Mucusproduktion, eine vermehrte Expression von Genen, welche mit

Entziindungen assoziiert werden, sowie haufiges auftreten von Mastdarmvorfallen
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(Park et al. 2009). Diese Beobachtungen konnten darauf zurtckgefiihrt werden, dass
AGR2 in intestinalen Becherzellen eine Rolle als Protein-Disulfid-Isomerase, also als
Chaperon bei der Produktion und Reifung des Mucin-Proteins MUC2 (Mucin 2) im Endo-
plasmatischen Retikulum tibernimmt (Park et al. 2009).

Dartiber hinaus konnte gezeigt werden, dass das ER Chaperon GRP78 (Glukose-
reguliertes Protein 78 kDa), welches als Marker fiir ER Stress genutzt wird (Ron und
Walter 2007), in Diinndarmzellen von AGR2 Knock Out Mausen verstarkt exprimiert
wurde (Zhao et al. 2010). Gleichzeitig konnte die gespleifdte mRNA eines weiteren
Stressmarkers (Xbp1, X-Box Bindeprotein 1) nur in AGR2 Knock Out Mausen, nicht aber
in den Wildtypmausen nachgewiesen werden. Dies weifd3t auf eine Mdgliche Funktion
von AGR2 unter ER Stressbedingungen hin. Vermutlich tibernimmt AGR2 dabei ahnlich
wie bei der Reifung von MUC2 eine Rolle als Chaperon bei der Wiederherstellung der ER

Homoostase, wenn diese z.B. durch die Anreicherung ungefalteter Proteine gestort wird.

1.4 Humanes Anterior Gradient (AGR oder hAG)

Die fiir AGR2 und AGR3 (nach alter Nomenklatur hAG2 und 3), die beiden humanen
Homologe der AG Proteine, kodierenden Gene liegen auf Chromosom 7, Position 21.3,
wo sie durch etwa 60 kb genomischer DNA voneinander getrennt sind (Petek et al.
2000). Die resultierenden Proteine stimmen zu 64% in ihrer Aminosduresequenz
tberein und sind zu 74% aus chemisch dhnlichen Aminosauren aufgebaut. Die meisten
Unterschiede finden sich im Bereich einer N-terminalen hydrophoben Signalsequenz
(Fletcher et al. 2003). Das AGR2 Gen besitzt 8 Exons und kodiert im Open Reading
Frame (ORF) fir 175 Aminosauren. Das resultierende Protein hat ein ungefdhres
Molekulargewicht von 17 kDa. In Prostatageweben wurden zwei unterschiedliche AGR2
mRNA Transkripte beschrieben, ein kiirzeres mit etwa 0,9 Kilobasenpaaren (,kurzes
Transkript”) und ein langeres mit einem verldangerten 3’ nicht translatierten Bereich und
1,6 kb (,langes Transkript”). Beide mRNAs kodieren fuir das gleiche Protein, die kiirzere
Form findet sich in Gewebeproben allerdings haufiger als die lange. Das lange
Transkript wurde hingegen als spezifisch fiir Prostatagewebe und -zellen beschrieben

(Zhang et al. 2005, Zheng et al. 2006). Auch das AGR3 Gen besitzt 8 Exons und wird von
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einer 751 bp grofden mRNA zu 166 Aminosauren translatiert. Das auf dem Gen kodierte
Protein hat ein ungefahres Molekulargewicht von 19 kDa.

Die ersten 20 Aminosauren der AGR2 bzw. die ersten 23 Aminosauren der AGR3
Aminosauresequenz umfassen ein N-terminales Signalpeptid, dessen Prozessierung zur
Sekretion von AGRZ und AGR3 durch die Zellen in den extrazellularen Raum fiihrt
(Fletcher et al. 2003, Ramachandran et al. 2008). Ein zentrales CXXS Motiv ordnet beide
Proteine der Familie der Protein-Disulfid-Isomerasen (PDI) zu (Abb. 1) (Persson et al.
2005). PDIs sind als Chaperone innerhalb des Endoplasmatischen Retikulums aktiv und
spielen eine Rolle bei der Proteinreifung indem sie inkorrekte Disulfidbriicken auflésen
und/ oder neue schaffen. Ob humanes AGR2Z wie das Maushomolog eine Funktion als
PDI iibernimmt, ist noch nicht geklart, allerdings konnte bereits gezeigt werden, dass
humanes AGR2 wie viele PDI Familienmitglieder unter ER Stressbedingungen vermehrt

exprimiert wird (Higa et al. 2011, Persson et al. 2005).

1 MEKIPVSAF-LLLVALSYTLARDTTVKPGA AGR2
1 MMLHSALGLCLLLVTVS------SNLATIAI AGR3
30 KKDTKDSRPKLPQTLSRGEGDQLIWTQTYE AGR2
25 KKEKR-----PPQTLSRGEGDD ITWVQTYE AGR3
60 EALYKSKTSNKPLMIITHHLDECPHSQALKK AGR2
50 EGLFYAQKSKKPLMVIHHLED CQY SQALKK AGR3
90 VFAENKEIQKLAEQ-FVLLNLVYETTDKHL AGR2
80 VFAQNEEIQEMAQNKFIML NLMHETTDKNL AGR3
119 SPDGQYVPRIMFVDPSLTVRADITGRYSNR AGR2
110 SPDGQYVPRIMFVDPSLTVRADIAGRYSNR AGR3
149 LYAYEPADTALLLDNMEKKALKLLIEKTEL AGR2
140 LYTYEPRDLPLLIENMEKKALRLTIQSEL AGR3

Abb. 1: Aminosiduresequenzen von AGR2 und AGR3. Die grauen Felder markieren libereinstimmende
Aminosduren in beiden Sequenzen. Die rot unterlegten Kasten zeigen das N-terminale Signalpeptid, das

zentrale PDI Motiv CXXS sowie das C-terminale KTEL bzw. QSEL Motiv (nach Fletcher et al. 2003).
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Am C-terminalen Ende beider Proteine findet sich wie bei vielen anderen PDIs
(Persson et al. 2005) ein KTEL (AGR2) bzw. ein QSEL Motiv (AGR3), eine Variante eines
KDEL Motivs, welches von Rezeptoren im Endoplasmatischen Retikulum erkannt wird
und zur Lokalisation eines Proteins im ER fiihrt (Abb. 1) (Lewis und Pelham 1990). Die
Lokalisation von AGRZ im Endoplasmatischen Retikulum von Zellen konnte bereits

gezeigt werden (Higa etal. 2011).

1.4.1 AGR2 und AGR3 in Krebs

AGR2 und AGR3 wurden zuerst als in Brustkrebs tiberexprimierte Proteine
beschrieben (Adam et al. 2003, Fletcher et al. 2003, Thompson und Weigel 1998). Dabei
konnte gezeigt werden, dass AGR2 und AGR3 in der Mehrzahl der untersuchten Proben
miteinander coexprimiert werden (Fletcher et al. 2003). Fiir AGR2 konnte auch eine
Coexpression mit dem Estrogenrezeptor nachgewiesen werden (Thompson und Weigel
1998). Neben Brustkrebsgeweben konnte eine vermehrte Expression von AGR2 und
AGR3 im Vergleich zu unveranderten Geweben aufderdem in Prostatakrebs (Cato and
Nestl , Zhang et al. 2007) und in Ovarialkarzinomen nachgewiesen werden (Edgell et al.
2010, King etal. 2011).

AGR2 wird dariiber hinaus in weiteren Geweben exprimiert. Dabei handelte es sich
hauptsachlich um ektodermale Gewebe mit Mucus sezernierenden Zellen und/ oder
Organe, die eine endokrine Funktion tibernehmen (Thompson und Weigel 1998). Eine
gesteigerte Expression von AGR2 in bosartig veranderten Geweben im Vergleich zum
benignen Gewebe konnte neben Brustkrebs (Innes et al. 2006, Thompson and Weigel
1998) und Prostatakrebs (Zhang et al. 2005, Zhang et al. 2007) im
Gastrointestinalkarzinom (Valladares-Ayerbes et al. 2008), in Pankreaskrebs
(Ramachandran et al. 2008), Lungenkrebs (Fritzsche et al. 2007), Leberkrebs
(Vivekanandan et al. 2009), Magenkrebs (Lee do et al. 2011) und im Barrett-Karzinom
der Speiserohre (Wang et al. 2008) nachgewiesen werden. Eine verringerte Expression
im Vergleich zum benignem Gewebe zeigte sich hingegen in Kolonkarzinomen (Lee et al.
2006). Eine mogliche Erklarung dieser Beobachtung kann das AGR2 Maushomolog
liefern, bei welchem eine Verringerung der Expression im Diinndarm von Mausen zu

verminderter Mucusproduktion, verstarkter Expression von entziindungsassoziierten
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Proteinen sowie zu einem erhohten Vorkommen von Kolitis fiihrt (Park et al. 2009,
Zhao et al. 2010).

Fir gesteigerte Level von AGR2 konnte aufierdem gezeigt werden, dass sie in
Brutkrebs mit frithen Tumorstadien sowie mit einer schlechten Prognose fiir die
Patienten Korrelieren (Hrstka et al. 2010, Innes et al. 2006). Ahnliches gilt fiir
Prostatakrebspatienten: Auch hier zeigen frihe Tumorstadien die stirkste AGR2
Expression, gleichzeitig korrelieren hohe AGR2 Level mit einer schlechten Prognose (Bu
et al. 2011, Zhang et al. 2007). In spaten Prostatakrebsstadien korrelieren niedrige
AGR?2 Level hingegen mit einer hohen Wahrscheinlichkeit fiir ein erneutes Auftreten des

Tumors nach einer Prostatektomie (Maresh et al. 2010).

Welche Funktion das AGR3 Protein in Zellen iibernimmt und welche Rolle es bei der
malignen Verdnderung von Geweben spielt ist noch unklar. Die Zugehorigkeit zur
Familie der Protein-Disulfid-Isomerasen sowie Erkenntnisse tiber eine Funktion von
AGR2 konnen allerdings jeweils Hinweise auf die mogliche Funktion von AGR3 geben.
Die folgenden Ausfiihrungen werden sich aus diesem Grund auf AGR2 konzentrieren.

Die Rolle von AGR2 bei der Entstehung von malignen Veranderungen scheint zu sein,
dass die Uberexpression des Proteins in Karzinomzellen diesen einen Wachstumsvorteil
verschafft. So konnte gezeigt werden, dass Zellen des Pankreaskarzinoms verstarkt in
die Apoptose gehen, wenn sie mit chemotherapeutischen Agenzien behandelt werden,
nachdem die AGR2 Expression durch Knockdown herabgesetzt wurde (Ramachandran
et al. 2008). Entsprechend fiihrte die Uberexpression von AGR2 in Brustkrebszellen zu
einer erhohten Viabilitat der Zellen bei Behandlung mit Chemotherapeutika (Hrstka et
al. 2010). Weitere Untersuchungen weisen darauf hin, dass AGRZ mit grofier
Wahrscheinlichkeit eine Rolle in Stressreaktionen von Zellen iibernimmt. So konnte
gezeigt werden, dass die Uberexpression von AGR2 in Zellen des Barrett-Osophagus zu
einem Stopp des Zellzyklus in G2/M fiihrt, wenn die DNA der Zellen geschadigt war. Dies
und die zusatzliche Beobachtung, dass AGR2 die Aktivitit von p53 bei DNA-Schiaden
vermindert, lasst vermuten, dass AGR2 ein Survival Factor ist (Pohler et al. 2004). Diese
Vermutung wird unterstiitzt von der Feststellung, dass auch physiologischer Stress, wie
z.B. Hypoxie oder die verminderte Versorgung mit Nahrstoffen (zum Beispiel durch
geringe Serumkonzentrationen in der Zellkultur) zu einer starken Induktion der AGR2

Expression fiihrt (Zweitzig et al. 2007).
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Neben dieser Rolle von AGRZ unter Stressbedingungen konnte aufderdem gezeigt
werden, dass eine Uberexpression von AGR2 in einer Ratten Mammazelllinie (Rama37)
bei Injektion in Ratten zur Bildung von Metastasen des Primartumors fiihrt, wahrend die
mit dem Leervektor transfizierten Zellen den nicht metastasierenden Phanotyp der
Zelllinie zeigten. Die Grofle der Primartumore zeigte dabei keine Unterschiede,
allerdings wurden die AGRZ Tumore von einer grofleren Zahl Blutgefafde vaskularisiert
(Liu et al. 2005). Wurden die AGR2Z Expressionslevel durch Knockdown in einer
Osophaguskarzinom-Zelllinie (SEG-1) verringert, zeigten die Zellen vermindertes
verankerungsunabhdngiges Wachstum und die von diesen Zellen in einem in vivo
Xenograft-Experiment gebildeten Tumore waren kleiner als die der Kontrolle (Wang et
al. 2008). Auf Basis dieser Beobachtungen ldsst sich eine Rolle von AGR2Z bzw. der
erhohten AGR2Z Expression bei der Metastasierung von Tumoren vermuten. Daftr
spricht auch, dass eine Uberexpression von AGR2 in Brustkrebszellen sowie in
Prostatakrebszellen zu verbesserter Invasivitit und, wie auch in Zellen des
Ovarialkarzinoms, zu vermehrter Migration fiihrt (Bu et al. 2011, Park et al. 2011, Zhang
et al. 2010). Eine Verminderung der AGR2Z Expression durch Knockdown fiihrte
entsprechend zu verminderter Invasivitat von Zellen (Bu et al. 2011, Ramachandran et
al. 2008, Zhang et al. 2010) sowie zu vermindertem anheftungsunabhingigem

Wachstum (Vanderlaag et al. 2010).

1.4.2 AGR2 in der Unfolded Protein Response

Neben einer moglichen Rolle von AGR2 bei der Bildung von Metastasen tibernimmt
das Protein mit grofder Wahrscheinlichkeit eine Rolle in Stressreaktionen der Zelle.
Aufgrund der ER Lokalisation des Proteins und der Zugehorigkeit zur Chaperon-Familie
der Protein-Disulfid-Isomerasen ist die Wahrscheinlichkeit grof3, dass AGR2 eine Rolle
bei ER Stressreaktionen, genauer der Unfolded Protein Response (UPR) spielt. Die
Unfolded Protein Response ist eine Reaktion auf die Anreicherung von ungefalteten oder
inkorrekt gefalteten Proteinen im Lumen des Endoplasmatischen Retikulums. Dabei
wird zunachst die Neusynthese von Proteinen transient gestoppt, anschlief3end werden
Chaperongene vermehrt exprimiert um die korrekte Faltung von Proteinen wieder

gewahrleisten zu konnen. Gleichzeitig kommt es zur Aktivierung der ER-assoziierten
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Proteindegradation (ERAD), einem System in dem inkorrekt gefaltete Proteine im
Proteasom abgebaut werden (Lai et al. 2007). Die Regulation und Aktivierung der UPR
geschieht dabei tlber drei Hauptsignalwege bzw. tlber drei im ER lokalisierte

Stresssensoren IRE1 (inositol-requiring 1), PERK (PRKR-like endoplasmic reticulum

kinase) und ATF6 (activating transcription factor 6) (Abb. 2) (Lai et al. 2007).
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Abb. 2: Schematische Darstellung der drei Hauptsignalwege der Unfolded Protein Response PERK,
IRE1 und ATF6. Bei der Akkumulation ungefalteter Proteine im Lumen des ER dissoziiert GRP78 von den
drei Stresssensoren, welche daraufhin phosphorylieren und dimerisieren (PERK, IRE1) bzw. im Golgi
prozessiert werden (ATF6). PERK phosphoryliert und inaktiviert elF2a, wodurch die Translation
gestoppt wird. ATF-4 (activating transcription factor 4) Translation wird selektiv aktiviert. Die
Aktivierung von IRE1 fiihrt zu einem alternativen Spleifievent bei XBP1, welches dadurch aktiviert wird.
ATF6 wird bei ER Stress in den Golgiapparat transloziert und dort in seine aktive Form prozessiert. ATF4,
gespleifdtes XBP1 und prozessiertes ATF6 translozieren anschliefdend in den Zellkern, wo sie an ER Stress

responsive Elemete (ERSEs) binden und die Expression von an der UPR beteiligten Genen, wie z.B.
Chaperone und PDIs, aktivieren.
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Eine fehlerhafte Regulation der Unfolded Protein Response Signalwege oder
einzelner UPR Komponenten wird mit verschiedenen Krankheiten assoziiert, z.B.
neurodegenrative Krankheiten oder Stoffwechselstorungen wie Diabetes. Letztere
wurde in Mausmodellen durch Xbpl oder Perk Knockout und elFZa Mutationen
ausgelost (Malhotra und Kaufman 2007, Ozcan et al. 2004, So et al. 2009). Neben diesen
Krankheiten ist auch in Krebs die UPR haufig gestort. So kommt es bei vielen
Tumortypen zu einer Uberexpression verschiedener UPR Proteine (Ma und Hendershot
2004, So et al. 2009). Gesteigerte GRP78 Level konnten zum Beispiel in Krebszellinien
der Brust, des Kolons und aus Andenokarzinomen nachgewiesen werden, wo die
erhohten Level in der Regel auch mit einem grofieren Tumorvolumen korrelierten. In
Leberzellkarzinomen werden zusatzlich auch Xbpl und ATF6 verstarkt exprimiert
(Scriven et al. 2007, So et al. 2009).

Die Rolle von Proteinen der Unfolded Protein Response bei der Entstehung und
Progression von Prostatakrebs ist noch nicht vollstandig geklart. Allerdings konnten
erhohte GRP78 Level in kastrationsresistenten Prostatakrebsstadien nachgewiesen
werden, was einen Hinweis auf eine mogliche Rolle der UPR in Prostatakrebs gibt
(Pootrakul et al. 2006). In einem Mausmodell verschiedener Prostatakrebsstadien
konnte gezeigt werden, dass die Expression einer grofden Zahl von an der UPR
beteiligten Genen mit dem Fortschreiten der Krankheit herunterreguliert wird. Gleiches
gilt auch fur kastrationsresistente Stadien und bezieht sich auf alle drei Signalwege der
UPR (Ouyang et al. 2008, So et al. 2009).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass AGR2 in Zervix- sowie in Leberkarzinomzellen
unter ER-Stressbedingungen verstarkt exprimiert wird und dass die Regulation des
AGR?2 Levels tiber die IRE1 und ATF6 Signalwege der UPR geschieht. Ein Knock Down
von AGR2 fiihrt im Gegenzug zu einer erhohten Sensibilitat der Zellen auf ER Stress
(Higa et al. 2011). In diesem Zusammenhang konnte nachgewiesen werden, dass AGR2
iber neu gebildete Proteinketten mit den Ribosomen am rauen Endoplasmatischen
Retikulum assoziiert ist, was fiir eine Rolle des Proteins als PDI Chaperon bei der
Faltung neuer Proteine spricht (Higa et al. 2011).

Neben der erhohten Sensibilitdt von Zellen auf ER Stress bei einem AGRZ Knock
Down konnte auf3erdem gezeigt werden, dass bei Abwesenheit von AGRZ Komponenten
der ER-assoziierten Proteindegradation (ERAD) wie Edem1 (ER degradation enhancer

mannosidase alpha-like 1) verstarkt exprimiert werden. War die Expression von Edem1
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und AGR2 gleichzeitig vermindert, wurden vermehrt Autophagiesignalwege aktiviert,
was darauf hinweist, dass AGR2 vermutlich die Balance zwischen ER assoziierter

Degradation und Autophagie kontrolliert (Higa et al. 2011).

2. Zielsetzung

Die beiden homologen Proteine human Anterior Gradient 2 und 3 (AGRZ und AGR3)
werden in der in Deutschland derzeit haufigsten Krebserkrankung bei Mdnnern, dem
Prostatakarzinom, Uberexprimiert. Die genaue Rolle, die diese beiden Proteine in
Prostatakrebszellen tibernehmen, ist noch nicht bekannt. Aufgrund der Zugehorigkeit
zur Chaperon-Familie der Protein-Disulfid-Isomerasen besteht die Moglichkeit, dass
AGRZ und AGR3 eine Rolle in ER Stressreaktionen der Zelle iibernehmen.
Untersuchungen in verschiedenen Karzinomen unterstiitzen diese Vermutung fiir AGR2
und zeigen auf3erdem, dass AGR2 eine Rolle bei der Metastasierung von Tumoren spielt.
Dartiber hinaus gibt es Hinweise, dass AGR2 als Marker fiir das Prostatakarzinom

genutzt werden kann.

Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit ist die Charakterisierung der Rolle von AGR2
bei der Progression von Prostatakrebs. Dabei sollen aufierdem Prostatakrebszelllinien
und -gewebe auf das Vorkommen bisher nicht beschriebener Spleifdvarianten
untersucht werden, welche als mogliche Marker fiir das Prostatakarzinom in Frage

kommen.
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3. Material

3.1 Chemikalien und Bezugsquellen

Alle Chemikalien wurden in der hochst moglichen Reinheitsstufe verwendet.

Wassrige Losungen wurden mit entsalztem Wasser angesetzt und wenn noétig und

moglich autoklaviert.

3.1.1 Allgemeine Chemikalien

Chemikalien

Bezugsquellen

Agarose

Ampizillin-Natriumsalz

Bovines Serum-Albumin (BSA)

CellTiter Blue

Chloroform
Desoxy-Nukleosid-triphosphate (ANTPs)
Dil Cell Labelling Solution
Dimethylsulfoxid (DMSO)

ECL-Western blotting detection reagents
Ethanol

Ethidiumbromid
DNA-Gel-Extraktionskit

Glycerin

Glykogen

Hefeextrakt (fiir Bakterien-Medien)
Insta-Gel Plus (Scintillation Counting)
[sopropanol

Kristall-Violett

Magermilchpulver

1 kb-Marker (DNA-Marker)

Peqlab, Erlangen

Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Promega, Mannheim

Merck, Darmstadt

Roche, Mannheim

Life Technonolgies, Karlsruhe
Fluka, Neu-Ulm

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Roth, Karlsruhe

Sigma, Taufkirchen

Peqlab, Erlangen

Roth, Karlsruhe

Peqlab, Erlangen

Roth, Karlsruhe

PerkinElmer, Waltham, USA
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Saliter, Obergrinzburg
Peqlab, Erlangen
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2-B-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Nonidet P40

peqGold RNA Pure
Phosphatpuffer (PBS)

Promega Plasmid Miniprep Kit
Protease-Inhibitor-Mix (PIC)
Protein-Ladder (Proteinmarker)
Rontgenfilme (ECL und MP)
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)
Sodium Dodecyl Sulfat SDS
StrataClean Resin

SYBR-Green Mix

Thapsigargin

5’ 3H-Thymidin

Trypton (fiir Bakterien-Medien)
Tunicamycin

Tween-20

QIAGEN Plasmid Maxiprep Kit

3.1.2 Zellkulturchemikalien

Chemikalien

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Boehringer, Mannheim

Peqlab Erlangen

Gibco, Eggenstein

Promega, Mannheim

Sigma, Steinheim

Peqlab, Erlangen

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Stratagene, Amsterdam

Qiagen, Hilden

Life Technologies, Karlsruhe
Hartman Analytic, Braunschweig
Roth, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Roth, Karlsruhe

QIAGEN, Diisseldorf

Bezugsquellen

CCS (Charcoal stripped Calf Serum)
Dulbecco’s Modified Eagles Medium (DMEM)

Fibronektin

Fotales Rinderserum (FBS)
Fugene

Geneticin (G418)

Insulin

Matrigel

Perbio, Logan (USA)

Gibco, Karlsruhe

Life Technologies, Karlsruhe
PAA, Pasching

Roche, Mannheim

Sigma, Steinheim

Sigma, Steinheim

BD Bioscience, Heidelberg
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Poly-L-Lysin-Hydrobromid

Puromycin

RPMI 1640 (synthetisches Kulturmedium)

Trypsin (0,25%)

Sigma, Steinheim
Calbiochem, Bad Soden
Gibco, Karlsruhe

Life Technologies, Karlsruhe

3.2 Verbrauchsmaterialien und Gerite

Die Verbrauchsmaterialien fiir Labor- und Zellkulturexperimente wurden von

folgenden Firmen bezogen: Amersham (Braunschweig); FujiFilm (Diisseldorf); Greiner

(Fricken-hausen); Millipore (Eschbronn); Thermo Scientific (Langenselbold).

Gerate

Bezugsquellen

Steri-Cult CO2 Inkubator
Kihlzentrifuge Typ 5417R
Liquid Scintillation Counter
PCR-Maschine PTC 200
Schiittler Polymax 1040
StepOne Plus (Realtime)
Sterilbank EN12469

Tomtec Cell Harvester

3.3 Antikorper

3.3.1 Primare Antikorper

Antikorper

Labotect, Gottingen

Eppendorf, Hamburg

Wallac ADL, Freiburg

M] Research, Watertown
Heidolph Instruments, Schwabach
Applied Biosystems, Darmstadt
CleanAir

Wallac ADL, Freiburg

Bezugsquelle

Anti-AGR2
Anti-AGR3
Anti-AR (N20)
Anti-B-Aktin

Monoklonal aus Maus, Abcam
Monoklonal aus Maus, Abcam
Monoklonal aus Kaninchen, Santa Cruz

Polyklonal aus Maus, Sigma
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Anti-Cyclin B1
Anti-cdc2
Anti-pcdc2 (Y15)
Anti-FoxA1l

Anti FoxA2
Anti-GRP78 (BIP)
Anti-a-Tubulin

3.3.2 Sekundare Antikorper

Antikorper

Monoklonal aus Maus, Cell Signalling

Monoklonal aus Maus, Cell Signalling

Monoklonal aus Kaninchen, Cell Sign.

Monoklonal aus Maus, Abcam
Monoklonal aus Maus, Abcam
Monoklonal aus Ziege, Santa Cruz

Monoklonal aus Maus, Santa Cruz

Bezugsquelle

Anti-Kaninchen, HRP-konjugiert
Anti-Maus, HRP-konjugiert
Anti-Ziege, HRP-konjugiert

Alexa Fluor 488 anti Maus (Immunbhisto.)

3.4 Oligonukleotidprimer

3.4.1 Primer zur Klonierung

DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg
DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg

Life Technologies, Karlsruhe

AGR2 (BamHI) F: 5" GCG GGA TCC AGA GTT GCC ATG GAG AAAATT CCA 3’
AGR2 (EcoRI) R: 5" GCG GAATTC TTA CAATTC AGT CTT CAG CAACTT 3’

AGR2 PDI mut F: 5" CTT GGA TGA GGC CCCACACAGTC3
AGR2 PDImutR: 5 GACTGT GTG GGG CCT CAT CCA AG 3’

AGR2 trunc KTEL F: 5’ CTC AAG TTG CTG TAG ACT GAATTGT 3’
AGR2 trunc KTEL R: 5" ACA ATT CAG TCT ACA GCAACT TGAG 3’
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3.4.2 Primer fiir die Identifizierung von AGR2 Spleifdvarianten

AGR2 Exon 1L F: 5" GGG GAA AGG AAG GTT CGT TTC 3’
AGR2 Exon 1 F: 5 CGA CTCACA CAAGGCAGGT 3

AGR2 Exon 2 F: 5" ATG GAG AAA ATT CCA GTG TCA GCA 3’
AGR2 Exon 8 R: 5" TCC ACA CTAGCCAGT CTTCTCA 3

3.4.3 Primer fiir die cDNA-Synthese

B-Aktin (fiir die Kontroll-PCR)
Forward: 5 CTCCTG AGC GCAAGT ACTCC?Z
Reverse: 5 GTCACCTTCACCGTTGTTCCAGT 3’

3.4.4 Primer fiir die Realtime PCR

Rib34B4 (humane ribosomale Untereinheit):
Forward: 5’ GAA GGC TGT GGT GCT GAT GG 3’
Reverse: 5" GTC ACCTTCACCGTT CCAGT 3’

AGR2, Langes Transkript:
99 Forward: 5 TCA GCCACG ATG AATTAGGA 3’
307 Reverse: 5° GCA AGA ATG CTGACACTGGA 3’

AGR2, kurzes Transkript:
16 Forward: 5 CGA CTC ACA CAA GGCGCT 3’
143 Reverse: 5 GCT CCA GGT TTG ACT GTG GT 3’

AGR3: 140 Forward: 5° GCAATA AAA AAG GAA AAG AGG CC 3’
320 Reverse: 5 GGG CAAATA CTT TCT TTAGTG CTT GA 3’
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GRP78: Forward: 5" GGT GCT GAT GTC CCT CTG TC 3’
Reverse: 5 TTG GAG GTGAGC TGG TTCTT 3’

N
<
(o]

Forward: 5" CAC AAG GCA GAGTTG CCATGG 3’
Forward: 5" ATC TGG TCA CCCATCTCT GA 3’
Forward: 5" GGA AAT CCA GACCCATCT CTG 3
Forward: 5" AAG GCA GGT ACA GCT CTG 3’

N
<
Tl

N
<
1

N
<
D

Reverse SVC, E, F G: 5" TCC ACA CTA GCCAGT CTTCTCA 3’

SVH Forward: 5" ATG GAG AAA ATT CCA GTG TCAGCA 3
Reverse: 5" AGA CAT ATG AAG AACCTCTCA AGT 3’

3.5 Plasmide und Lentiviruspartikel (shRNA)

pcDNA3.1 und pcDNA3.1 AGR2 (Wildtyp, PDI mutc, trunc KTEL)

5428 bp grofder Leervektor mit einer Ampizillin-Resistenz fiir die Bakterien-Selektion
und einer Neomycin-Resistenz fiir die Selektion von Saugerzellen mit G418. Zur
Sequenzierung des Vektor-Inserts wurde ein T7-Primer verwendet. Der Vektor wurde in
dieser Arbeit als Leervektor fiir Kontrolltransfektionen, sowie fiir die Generierung eines
AGR2-Vektorkonstruktes verwendet. pcDNA3.1 AGR2Z wurde aufierdem fiir die
Generierung von AGR2 PDI und KTEL Mutanten durch Quickchange PCR eingesetzt.

Lentiviruspartikel

Zur Generierung eines stabilen AGR2 Knockdowns wurden MISSION® shRNA

Lentiviral  Transduction  Particles der Firma  Sigma-Aldrich  verwendet
(TRCN0000146537 NM_06408.2-400sc1c). Sequenz:
CCGGGACAAACACCTTTCTCCTGATCTCGAGATCAGGAGAAAGGTGTTTGTCTTTTTTG
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3.6 Bakterienstimme

Der fiir Klonierungen verwendete Bakterienstamm DH5a zdhlt zu der Zellbank des
Instituts fiir Toxikologie und Genetik (ITG) und hat folgenden Genotyp:
F-, endA1, hsdR17 (rk-, mk+), supE44AlacU169(@p80lacZAM15), thi-1, 1,
recAl, gyrA96, relA1

3.7 Enzyme

Alle erwdahnten Enzyme wurden von New England Biolabs (Frankfurt), Gibco
(Karlsruhe), Promega (Mannheim), Fermentas (St. Leon-Rot) und Roche (Mannheim)

bezogen.

3.8 Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien stammen aus der Zellbank des Instituts fiir Toxikologie
und Genetik. Die Kultivierung erfolgte in Zellkulturschalen der Firma Greiner aus
Frickenhausen in einem Inkubator bei 37°C, 6% CO; und 95% Luftfeuchtigkeit. Die

Zellen wurden, soweit nicht anders angegeben, in RPMI Medium mit 10% FCS kultiviert.

3.8.1 Prostata(karzinom)zelllinien

BPH-1: Humane Zelllinie, gewonnen aus einer benignen Prostata-Hyperplasie.
DuCaP: Humane Zelllinie aus Dura Mater-Gewebe eines Mannes mit Prostatakrebs.
Du-145 : Humane Zelllinie aus einem Tumor im Gehirn eines Mannes mit PCa.

LNCaP (LNCaP(F)): Humane Zelllinie, die aus einer Lymphknoten-Metastase eines PCa-

Patienten. Die Zellkulturplatten wurden vor dem Aussahen der

Zellen mit Poly-L-Lysin Hydrobromid beschichtet.
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LNCaP abl: Von der LNCaP-Zelllinie abstammende menschliche Zelllinie, die durch Kulti-
vierung von androgen-sensitiven LNCaP-Zellen in Medium ohne Androgen
wonnen wurde. LNCaP abl/78 wurden in RPMI 1640 plus 10% CCS
kultiviert. Die Zellkulturplatten wurden vor dem Aussdhen der Zellen mit
Poly-L-Lysine Hydrobromid beschichtet.

PC3: Humane Zelllinie aus einer Lendenwirbelmetastase eines Prostatakarzinoms.

PNT2: Humane Zelllinie aus normalem Prostataepithel

22Rv.1: Humane Zelllinie aus einem primaren Prostatakarzinom.

VCaP: Huamen Zelllinie aus einer Prostatakrebsmetastase in einem Wirbel.

3.8.2 Andere Zelllinien

Hek-293T: Humane embryonale Nierenepithelzellline.

HeLa: Humane Zervixkarzinomzellline.

HepG2: Humane Leberkarzinomzellline.

Ishikawa: Humane Endometriumkarzinom-Zelllinie. DMEM Medium.

JEG-3: Humane Chorionkarzinomzelllinie.

T47-D: Humane Zelllinie aus dem Pleuraerguss einer Brustkrebspatientin. Dem Medium
wurde 0,6 pg/ml Insulin zugegeben.

MCF-7: Humane Zelllinie aus dem Pleuraerguss einer Frau mit Brustkrebs. DMEM Med.

3.9 Puffer, Losungen und Medien

Im Folgenden ist die Zusammensetzung der nicht kduflich erworbenen Puffer,

Losungen und Medien aufgelistet.

Laemmli Elektrophoresepuffer

Tris 25 mM
Glyzin 192 mM
SDS 0,1%
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1x LB-Medium (1 Liter in H0; autoklaviert verwendet):

Trypton 10g
Natriumchlorid 10g
Hefeextrakt 5g

Lysispuffer (fiir Zellen):

NaCl 50 mM

Tris pH 8,0 50 mM

EDTA pH 8,0 5 mM

Nonidet P40 1%

PIC 10 pl/ml (bei Gebrauch zugeben)

2x SDS-Probenpuffer:

Tris pH 6,8 160 mM
SDS 4 %
Glycerol 20 %
2-B-Mercaptoethanol 4 %

Farbung durch Zugabe von etwas Bromphenolblau.

Stripping Losung (fiir Westernblot-Membranen):

1M Tris, pH 6,8 3,2 ml
20% SDS 5ml
B-Mercaptoethanol 0,4 ml
H20 41,4 ml

50x TAE-Puffer

Tris Base 40 mM
Konz. Essigsaure 20 mM
EDTA 1 mM
pH 8,9

TBS

Tris base 25 mM
NaCl 137 mM
pH 7,6

10x Westernblot-Transferpuffer

Tris 20 mM
Glyzin 192 mM
Methanol 20%
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4. Methoden

4.1 DNA- und RNA-Methoden

4.1.1 Prdparation von Plasmid-DNA (,Miniprep“ und ,Maxiprep“)

Fir die Praparation von kleinen Mengen Plasmid-DNA wurde das Wizard Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega, Mannheim) verwendet. Dabei wurde 1 ml
einer Bakterien- Ubernachtkultur fiir 5 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 250 pl Zell-Resuspensionslosung resuspendiert und mit dem gleichen Volumen
Lysispuffer unter Zugabe von 10 pl alkaliner Protease fiir 5 min bei Raumtemperatur
lysiert. Durch Zugabe von 350 pl Neutralilsierungslésung wurde die Lyse gestoppt. Das
Lysat wurde fiir 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand auf eine DNA-
bindende Saule gegeben. Das Lysat wurde in der Saule fiir 1 min abzentrifugiert und die
Saule mit 750 pl Waschpuffer gewaschen. Nach 1 min bei 13.000 rpm wurde der
Waschschritt mit 250 pl Puffer wiederholt. Um den Waschpuffer vollstindig zu
entfernen, wurde die Saule fiir 1 min trockenzentrifugiert und die DNA anschlieféend mit
80 pl Nuklease-freiem Wasser durch Zentrifugation in ein frisches Eppendorfgefaf3
eluiert.

Flr die Praparation von grofsen Mengen Plasmid-DNA wurden Materialien aus dem
Plasmid-Purification-Kit der Firma Qiagen (Hilden) verwendet. Die mit dem
entsprechenden Plasmid transformierten Bakterien wurden iiber Nacht bei 37°C und
220 rpm in 300 ml 1xLB Kulturmedium hochgeschiittelt. Die Kultur wurde anschlief3end
bei 6000 rpm fiir 15 Minuten abzentrifugiert und das Bakterienpellet in 10 ml
Resuspensionspuffer resuspendiert. Zu der Suspension wurden 10 ml Lysispuffer sowie
nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur 10 ml Neutralisationspuffer. Das Lysat
wurde daraufhin 20 min auf Eis inkubiert und fiir 5 min bei 4000 rpm abzentrifugiert.
Die zur Aufreinigung verwendete DNA-bindende Saule wurde mit 10 ml
Aquilibrierungspuffer QBF gewaschen und mit dem Uberstand des Lysats beladen.
Nachdem dieser vollstindig aus der Saule getropft war, wurde diese zweimal mit dem
Waschpuffer gewaschen und die DNA mit 15 ml Elutionspuffer in ein Falcontube eluiert.

Durch Zugabe der 0,7-fachen Menge an Isopropanol wurde die DNA gefallt und fiir 40
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min bei 4000 rpm pelletiert. Das DNA-Pellet wurde zweimal mit eiskaltem 80% Ethanol
gewaschen, dazwischen erfolgte je eine Zentrifugation bei 4000 rpm fiir 5 min.
Anschliefend wurde die DNA unter dem Abzug getrocknet und in 350 pl Wasser
aufgenommen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte am Nanodrop, die Lagerung der

DNA bei -20°C.

4.1.2 Isolierung von gesamt-RNA aus Zellen

Zur Isolation von RNA wurden ausschliefdlich RNase-freie Materialien sowie
Pipettenspitzen mit Filter verwendet. Die Zellen, aus denen RNA isoliert werden sollte,
wurden in 1 ml PeqGold RNA Pure (peqlab, Erlangen) aufgenommen und fiir 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden 200 pl Chloroform zugegeben und die
Probe fiir 15 sec kraftig gevortext. Nach 5 min Inkubation auf Eis wurde die Probe fiir 5
min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Die obere, die RNA enthaltende Phase wurde
in ein neues Eppi tberfithrt und mit dem gleichen Volumen Chloroform versetzt. Die
Probe wurde erneut gevortext und wie zuvor zentrifugiert. Die obere Phase wurde in ein
Eppi mit 5 pl Glycogen pipettiert. Durch Zugabe des gleichen Volumens Isopronaol und
Inkubation auf Eis fiir 15 min wurde die RNA gefallt. Durch Zentrifugieren bei 13.000
rpm fiir 10 min bei 4°C wurde die RNA anschlief3end pelletiert. Die RNA wurde zweimal
mit 75% EtOH (in DEPC-Wasser) gewaschen und danach an der Luft getrocknet. Nach
vollstindigem Verdampfen des Ethanols wurde die RNA in 20 pl DEPC-Wasser
aufgenommen. Durch Erhitzen auf 37°C fiir 10 min und 65°C fiir 5 min wurde die RNA
gelost und die Konzentration anschliefiend am NanoDrop bestimmt. Die Lagerung der

RNA erfolgte bei -80°C.

4.1.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsdauren

Zur Konzentrationsbestimmung wurde das Gerat NanoDrop ND-1000 verwendet. Die
Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren erfolgte durch Messung der
optischen Dichte (OD) einer Probe bei 260 nm. Eine OD2s0=1 entspricht 50 pg/ml
doppelstrangiger DNA oder 40 pg/ml RNA.
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4.1.4 Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR)

Fir die Amplifizierung von DNA durch die Polymerase-Ketten-Reaktion wurde die
Matrizen-DNA mit 1/10 Volumen 10x PCR-Probenpuffer, 1/30 Volumen 10mM dNTPs,
1/10 Volumen der beiden Primer (Forward und Reverse; 10 pmol) sowie 2 U Taq-
Polymerase versetzt. Die Reaktion lief in einem Thermocycler unter folgenden
Bedingungen ab: Die Denaturierung der DNA erfolgte fiir 45 sec bei 95°C, die
Anlagerung der Primer fiir 45 sec bei 50°C und die DNA-Synthese fiir 1,5 min bei 72°C.
Insgesamt wurden 30 solche Zyklen durchlaufen.

Fir die Amplifizierung von AGR2 Spleifdvarianten wurde eine Touchdown PCR
verwendet: Denaturierung fiir 20 sec bei 94°C, Annealing bei 65°C fir 1,5 min,
Elongation fiir 6 min bei 72°C (fiinf Zyklen); 20 sec 94°C, 1 min 60°C, 6 min 72°C (10
Zyklen), 20 sec 94°C, 30 sec 55°C, 72°C 5 min(30 Zyklen).

Fir die Generierung der AGR2 PDI mut und AGR2 KTEL trunc Konstrukte wurde
pcDNA3.1 AGR2Z mit entsprechenden, die Mutation tragenden Primern in einer
Quickchange PCR amplifiziert (18 Zyklen; 30 sec 95°C, 1 min 55°C, 6 min 68°C (1min je
kb Konstrukt)).

4.1.5 Generierung von cDNA

Fir die Generierung von cDNA aus RNA wurde 1 pg RNA mit 1ul Random Primer
(200 ng/ul) versetzt und fiir 5 min bei 70°C erhitzt. Anschliefend wurden 2pl dANTP
(10mM), 1 U MLRVT Reverse Transkriptase (RT) und die entsprechende Menge 5x
Puffer zugegeben (+RT-Proben). Im Thermocycler wurde die DNA unter folgenden
Bedingungen generiert: 10 min 25°C, 1 h 50°C und 15 min 70°C. Gleichzeitig wurde ein
Kontrollansatz ohne MLRVT inkubiert (-RT-Proben). Nach Ablauf der cDNA-Synthese
wurden die Proben mit nukleasefreiem Wasser auf 250 pl je Probe aufgefiillt.

Zur Kontrolle auf Kontamination mit genomischer DNA wurde (-Aktin in den +RT
und RT- Proben in einer Kontroll-PCR amplifiziert. Dazu wurden 4 pl der cDNA mit je 1
ul der - Aktin Forward und Reverse Primer, 0,5 ul 10mM dNTP, 4 pl 5x Puffer und 0,25
ul Taq Polymerase versetzt. Im Thermocycler wurden die Proben fiir 2 min auf 95°C

erhitzt. In den folgenden 30 Zyklen erfolgte die Denaturierung der DNA fiir 30 sec bei
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95°C, die Anlagerung der Primer fiir 40 sec bei 55°C und die Elongation fiir 45 sec bei
72°C. Nach Ablauf aller Zyklen wurden die Proben fiir 10 min bei 72°C erhitzt.
Anschlief3end wurden sie in einem 2% Agarosegel aufgetrennt. Bei kontaminierten -RT-

Proben wurden die zugehorigen cDNA-Proben neu synthetisiert und kontrolliert.

4.1.6 Realtime PCR

Fir die Kontrolle der Genexpression auf mRNA-Ebene wurden 4 pl der aus RNA
generierten cDNA mit je 1 pl der Forward und Reverse Primer (10 pmol/ul) des zu
untersuchenden Gens sowie 10 pl SYBR-Green Mix auf 96-well-Platten in Duplikaten
pipettiert. Das Gesamtvolumen wurde mit nukleasefreiem Wasser auf 20 pl aufgefiillt.
Zur Kontrolle auf Kontamination wurde fiir jedes untersuchte Gen eine Negativkontrolle
mit Wasser geladen. Die Realtime PCR wurde in der StepOne Plus (Applied Biosystems,

Darmstadt) nach dem Herstellerprotokoll fiir den SYBR-Green Mix durchgefiihrt.

4.1.7 Agarose-Gelelektrophorese und Isolierung von DNA aus Agarosegelen

Die Gelelektrophorese von DNA erfolgte in Gelen aus 2% Agarose in 1x TAE. Die
eingewogene Agarose wurde im entsprechenden Puffervolumen durch Erhitzen geldst
und mit 4 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml) je 100 ml Gelvolumen versetzt. Das Gel wurde
in eine Kammer gegossen und ein Kamm mit bendtigtem Taschenvolumen eingesetzt.
Nach vollstandigem Abkiihlen und Aushédrten des Gels wurde es mit 1x TAE-Puffer
tiberschichtet und der Kamm gezogen. Die mit einem Ladepuffer gemischten Proben
wurden in die Taschen geladen und bei 100 V aufgetrennt. Zur Grofdenkontrolle wurde
ein 1 kb-Marker (peqlab, Erlangen) auf das Gel geladen. Die DNA Banden wurden durch
UV-Licht (302 nm) sichtbar gemacht und fotografiert.

Zur Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurde das Extraktionskit der Firma peqlab
(Erlangen) verwendet. Zunachst wurde die entsprechende DNA-Bande am UV-Tisch
ausgeschnitten und in 250 pl Bindepuffer bei 65°C gelost. Die Losung wurde auf eine
DNA-bindende Saule gegeben und die Fliissigkeit bei 10000 rpm fiir eine Minute

abzentrifugiert. Die Sdule wurde mit 100 ul Waschpuffer gewaschen, erneut wie oben
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zentrifugiert und nach Verwerfen des Durchflusses trockenzentrifugiert. Durch Zugabe
von 30 pl Elutionspuffer auf die Saule und Zentrifugation bei 10000 rpm fiir 1 min
wurde die DNA von der Saule eluiert. 2 pl des Eluats wurden mit 5ul Ladepuffer und 3 pl
Wasser versetzt und zur Kontrolle auf ein 2%-iges Agarosegel geladen. AnschliefRend

wurde das isolierte DNA-Fragment fiir die Ligation in einen Vektor verwendet.

4.2 Klonierungstechniken

4.2.1 Schneiden von DNA mit Restriktionsendonukleasen und Ligation von DNA

Der Restriktionsverdau von DNA erfolgte mit den jeweils fiir das DNA-Fragment
geeigneten Enzymen. Dazu wurde die DNA mit 1-2 U des Enzyms und 1/10 Volumen des
zugehorigen Puffers versetzt und fiir 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Danach wurden die
DNA-Fragmente auf einem Agarose-Gel aufgetrennt und anschliefend aus diesem
isoliert. Fiir eine Ligation von DNA Fragmenten wurden die zu ligierenden DNA-
Fragmente mit 1 pl T4-DNA-Ligase und 5 pl 2x Ligationspuffer versetzt und tiber Nacht
bei 4°C inkubiert. Das Insert wurde dabei im Uberschuss zum Vektor verwendet. Das

Ligationsprodukt wurde anschliefdend in Bakterien transformiert.

4.2.2 Transformation kompetenter Bakterien

50 pl kompetenter Bakterien wurden mit 5 pl des Ligationsansatzes oder 1 pg
Plasmid-DNA versetzt und fiir 20 Minuten auf Eis gestellt. Nach einem Hitzeschock fiir 5
min bei 37°C wurden 450 pl 1x LB-Medium zugegeben und die Kultur fiir 1h bei 37°C
geschiittelt. Anschlief3end wurden 100 und 200 pl der Kultur auf Ampizillin-Agarplatten
ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Die entstandenen Kolonien wurden am nachsten Tag mit einer Pipettenspitze gepickt
und in 3 ml 1xLLB 1:1000 Ampizillin tiber Nacht bei 37°C und 220 rpm hochgeschiittelt.

Aus den Kulturen wurde anschlief3end mit einer Miniprep die Plasmid-DNA isoliert.
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4.2.3 Klonierung von AGR2 Spleifdvarianten

Die Klonierung von AGR2 Spleifdvarianten erfolgte mit dem TA Cloning Kit der Firma
Invitrogen (Karlsruhe). Fiir die Amplifizierung der Spleifdvarianten aus cDNA in einer
Touchdown PCR, wurden Vorwartsprimer in den AGR2 Exons 1 und 2 und ein
Rickwartsprimer in Exon 8 verwendet. Die Amplifikate wurden in einem Agarosegel
aufgetrennt, aus diesem isoliert und anschliefend in einer weiteren PCR amplifiziert.
Die PCR-Produkte wurden iiber Nacht bei 4°C in einen pCR2.1 Vektor tber T/A-
Uberhinge ligiert. AnschlieRend wurden die Vektoren in Bakterien transformiert, die
DNA in einer Miniprep isloiert und sequenziert. Zur Bestdtigung der Spleifdvarianten

wurde die Klonierung mit jeweils spezifischen Primern wiederholt.

4.3 Zellkulturmethoden

4.3.1 Kulturbedingungen

Alle genannten Zelllinien wurden in Zellkulturschalen der Firma Greiner (Niirtingen)
kultiviert. Die Kultivierung erfolgte in einem Brutschrank bei 6% COz, 95% Luftfeuchte
und 37°C. Alle Arbeiten mit den Zellen erfolgten an einer Sterilbank und mit zuvor
sterilisierten Materialien. Die Medien wurden vor Gebrauch in einem Wasserbad auf

37°C erwarmt.

4.3.2 Passagieren von Zellen

Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit einer 0,25%igen Trypsin-Losung
gespult. Die Losung wurde abgenommen und erneut eine geringe Menge Trypsin-
Losung auf die Zellen gegeben. Anschlief}end wurden die Zellen einige Minuten im
Brutschrank inkubiert, bis sie sich von der Kulturschale 16sten. Die abgelosten Zellen
wurden in frischem Kulturmedium aufgenommen und in der gewiinschten Verdiinnung

auf neue Zellkulturschalen verteilt.
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4.3.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit einer Neubauer advanced Zahlkammer.
Dazu wurden 10 pl einer Zellsuspension 1:10 mit einer Trypanblau-Losung verdiinnt
und 10 pl dieser Verdiinnung auf die Zahlkammer gegeben. Alle vier Grofdquadrate der
Zahlkammer wurden ausgezahlt und der Mittelwert bestimmt. Die Zellzahl pro Milliliter
errechnet sich aus dem Mittelwert der Zellzahl der vier Grofdquadrate multipliziert mit
10+ und dem Verdiinnungsfaktor 10. Fiir die Bestimmung der Gesamtzellzahl wurde die

Zellzahl pro Milliliter mit dem Gesamtvolumen der Zellsuspension multipliziert.

4.3.4 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Fir die langfristige Lagerung von Zellen wurden diese von einer grofden Kulturplatte
mit einer 0,25 prozentigen Trypsin-Losung abgelost und in 5 ml Kulturmedium
aufgenommen. Die Zellen wurden fiir 3 Minuten bei 1000 rpm abzentrifugiert und in 2
ml Einfriermedium, bestehend aus 70% Komplett-Medium (RPMI 1640 oder DMEM plus
10% FCS), 20% FCS und 10% DMSO resuspendiert. In Kryoréhrchen wurden die Zellen
in einer Einfrierbox langsam tiber Nacht auf -80 °C herunter gekiihlt und am nachsten
Tag in fliissigen Stickstoff liberfiihrt. Zum Auftauen wurden die Kryoréhrchen in ein 37
°C warmes Wasserbad gehalten und die Zellen anschlief3end auf eine vorbereitete
Kulturplatte pipettiert. Am nachsten Tag wurde das Medium gewechselt um tote Zelle zu

entfernen.

4.3.5 Transfektion von Zellen

Fur die Transfektion von DNA in Zellen mit FuGene wurden die Zellen auf dem
bendtigten Format (6-Well oder 10 cm Kulturschalte) so ausgesat, dass sie 24 h spater
etwa 50% konfluent waren. Die entsprechende Menge der zu transfizierenden DNA (2-
10 pg) wurden anschliefend mit Fugene im Verhaltnis 1:1,5 und serumfreiem Medium
in einem Gesamtvolumen von 100 pl versetzt und fiir 15 min bei Raumtemperatur

inkubiert. Die Mischung wurde danach auf die Zellen getropft.
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4.3.6 Generierung einer Zelllinie mit stabiler AGR2 Uberexpression

Fir die Generierung einer stabil transfizierten Zelllinie wurden 22Rv.1 Zellen auf 10
cm-Platten mit 10 pg DNA (pcDNA3.1-AGR2 bzw. der pcDNA3.1 Leervektor als
Kontrolle) durch Fugene transfiziert. 48 h nach der Transfektion wurden die Zellen Im
Verhdltnis 1:5 und 1:10 auf 15 cm Kulturschalen gesplittet und dort in
Selektionsmedium (RPMI 1640, 10% FCS, 800 ug/ml G418) weitergezogen. Sobald gut
sichtbare Kolonien auf den Kulturschalen zu finden waren, wurden diese mit Hilfe einer
Pipettenspitze unter dem Mikroskop auf 96-Well-Platte libertragen. Bei Erreichen der
Konfluenz wurden die Zellen auf 12-Well-Platten iibertragen und dort weitergezogen.
Durch Western Blot wurde die Expression von AGR2 in den Klonen kontrolliert. Die
weitere Kultivierung der stabilen Klone erfolgte in Selektionsmedium. Fiir die

Durchfithrung von Experimenten wurde Medium ohne Antibiotika verwendet.

4.3.7 Generierung einer Zelllinie mit stabilem AGR2 Knock Down

Flir einen AGR2 Knock Down wurden VCaP Zellen in einer Dichte von 3000 Zellen je
well auf eine 96 well Platte ausgesiat. Am nachsten Tag wurden 2, 5, 10 und 15 pl der
Lentiviruspartikel (Sigma, Steinheim) auf die Zellen gegeben und fiir 18 Stunden im
Inkubator inkubiert. Das Medium wurde am folgenden Tag abgenommen, durch 120 pl
frisches Medium ersetzt und die Zellen fiir weitere 24 Stunden kultiviert. Anschlief3end
wurde Selektionsmedium (RPMI 10% FCS, 0,5 pg/ml Puromycin) zu den Zellen gegeben
und auf transduzierte Zellen selektiert. Die Effizienz des Knock Downs wurde mittels

Western Blot nachgewiesen.

4.3.8 Koloniebildungsassay

PC3-, Du145- oder 22Rv.1-Zellen wurden auf 10cm Zellkulturplatten ausgesat und
mit einem pcDNA3.1-AGR2 Konstrukt bzw. dem pcDNA3.1 Leervektor als Kontrolle mit
Fugene transfiziert. 48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen gezahlt und je

50.000 Zellen bei PC3-Zellen, 250.000 Zellen bei Du145-Zellen, bzw. 25.000 Zellen bei
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22Rv.1-Zellen pro Well einer 6-Well-Platte ausgesdt. Das Aussden erfolgte je in
Triplikaten. Die stabil transfizierten Zellen wurden durch Zugabe von 600 pg/ml (PC3,
Du145) oder 800 pg/ml (22Rv.1) G418 zum Medium selektiert. Das Medium wurde alle
zwei bis drei Tage gewechselt. Sobald die wachsenden Kolonien mit blofiem Auge
sichtbar waren (etwa zwei bis drei Wochen nach Beginn der Selektion), wurden das
Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen. Durch Zugabe von -
20°C kaltem MeOH wurden die Zellen fiir 20 min bei Raumtemperatur fixiert. Die
Kolonien wurden fiir 30 Minuten mit einer 0,5%igen Kristall-Violett-Losung gefarbt und

nach zweimaligem Waschen mit destilliertem Wasser ausgezahlt.

4.3.9 Bestimmung der Zellproliferation

Das Zellwachstum wurde mit dem CellTiter Blue Assay (Promega) oder durch 3H
Thymidin Inkorporation bestimmt. Dazu wurden je 3000 Zellen der zu untersuchenden
Zelllinie in Triplikaten auf 96-well-Platten in 100 pl Medium ausplattiert. Fiir die
Bestimmung der Proliferation mittels CellTiter Blue wurde tiber 5 Tage hinweg jeweils
am Tag der Messung 20 pl einer CellTiter Blue-Losung zu den Zellen gegeben und diese
fiir weitere 4 Stunden inkubiert. Anschlief}end wurde im Fluoreszenzreader bei 540 nm
die Extinktion und bei 590 nm die Emission der Proben bestimmt und daraus im
Vergleich zu Tag 0 das Zellwachstum berechnet.

Fir die Bestimmung der Proliferation iiber 3H Thymidin Inkorporation wurde eine
96-well-Platte mit 20 pl CellTiter Blue-Losung versetzt und nach einer Stunde wie
beschrieben ausgemessen um einen indirekten Nachweis der ausgesidten Zellzahl zu
erhalten. Die Werte wurden zur Normalisierung der durch 3H Thymidin Inkorporation
gewonnen Proliferation genutzt. Eine zweite Platte wurde je Well mit 7,2 ng 5’ 3H
Thymidin versetzt. Nach acht Stunden im Inkubator unter normalen Kulturbedingungen
wurde das Medium von den Zellen abgenommen und 40 pl Trypsin je Well zugegeben.
Nach weiteren 30 Minuten im Inkubator wurden die Zellen mit einem Tomtec Cell
Harvester (Wallac-ADL) auf eine Filtermatte (Perkin Elmer) geerntet, welche
anschliefdend mit Insta-Gel Plus Liquid Scintillation Counting Cocktail (Perkin Elmer)
befeuchtet wurde. Die Detektierung erfolgte mit einem Liquid Scintillation Counter

(1450 Microbeta, Wallac Jet).
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4.3.10 Analyse des Zellzyklusprofils mit FACS

Fir die Analyse des Zellzyklusprofils wurden Zellen bei maximal 80% Konfluenz
durch eine etwa 15 miniitige Behandlung mit 5 mM EDTA in PBS geerntet. Anschlief3end
wurden die Zellen in PBS mit Kalzium und Magnesium gewaschen und tiber Nacht oder
fir mindestens zwei Stunden bei 4°C in kaltem 70% Ethanol fixiert. Die fixierten Zellen
wurden mit PBS rehydriert und mit 5 pM Draq5™ (Biostatus Limited, Shepshed, UK) in
PBS fiir 20 min bei Raumtemperatur gefarbt. Das Zellzyklusprofil wurde durch
Flurescence activated cell sorting (FACS) iber die Bestimmung des DNA-Gehalts

analysiert.

4.3.11 Induktion von ER Stress

Fir die Induktion von Er Stress wurden 0,25x10°¢ Zellen auf 6-Well-Platten ausgesat.
Am Tag nach der Aussaat wurden die Zellen mit 10pg/ml Tunicamycin (Sigma Aldrich),
300 nM Thapsigargin (Life  Technologies) oder den entsprechenden
Losemittelkontrollen DMSO oder EtOH behandelt. Nach 16 Stunden wurden die Zellen

entweder lysiert oder die RNA isoliert.

4.3.12 Immunfluoreszenzfarbungen

Fur den Nachweis der intrazellularen Lokalisation von AGR2Z wurden 22Rv.1 Zellen
am Tag vor dem Experiment mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert. Am
nachsten Tag wurden 0,025x10¢ Zellen pro cm? auf Chamberslides ausgesat, welche
zuvor mit 100 pg/ml Fibronektin beschichtet (1h 37°C oder 4°C iiber Nacht) wurden.
Einen Tag nach der Aussaat wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und durch
0,2%ige Triton-X-100-Losung in D-PBS fiir 5 Minuten permeabilisiert, erneut gewaschen
und danach fiir 5 min in Blocklosung (4% Ziegenserum in D-PBS) tberfiihrt. Die
Primdrantikérper (anti-AGR2, anti-PDI je 1:1000) wurden fiir 20 Minuten in
Blocklosung bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliefiend wurden die Zellen dreimal

fir finf Minuten mit 1x PBS gewaschen und der Zweitantikérper fiir 20 min bei RT im
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Dunkeln inkubiert (Alexa 546 anti Maus, 1:1000 in Blocklésung). Nach drei weiteren
Waschschritten in PBS wurde der Chambersliderand abgetrennt, der Objekttrager in
Wasser getaucht und vorsichtig am Rand trockengetupft. Anschlieflend wurde der

Objekttrager in PVA eingedeckt und tiber Nacht im Dunkeln getrocknet.

4.3.13 Wundheilungsassays

Fir die Bestimmung der Migration wurden Zellen auf 12-Well Platten bis zu 100%
Konfluenz kultiviert. Anschliefend wurde dem Zellrasen mit einer Pipettenspitze eine
Wunde zugefligt. Abgeloste Zellen wurden durch dreimaliges Waschen der Wells mit 1x
PBS entfernt und die verbliebenen Zellen weiter kultiviert. Die Zellen wurden 6, 12 und
18 Stunden nach Zufiigen der Wunde an der jeweils gleichen Stelle im Well bzw. an der
Wunde mikroskopisch dokumentiert und die von Zellen nicht besiedelte Flache
ausgemessen. Die Schlieffung der Wunde wurde relativ zur Fliche der Wunde am

Zeitpunkt null berechnet.

4.3.14 Boyden-Kammer Assay

Fir die Bestimmung der Invasivitat von Zellen wurde das Boyden-Kammer Assay
verwendet. Dazu wurde vor Versuchsbeginn Matrigel mit RPMI Medium auf eine
Endkonzentation von 2mg/ml verdiinnt und 100 pl in das obere Kompartment eines 24-
Transwell-Systems (Boyden-Kammer; BD Bioscience, Heidelberg) mit 8 pm Poren
pipettiert. Die Polymerisation des Matrigel-Medium-Mixes erfolgte fiir 60 min bei 37°C.
Die zu untersuchenden Zellen wurden in 1x PBD geerntet und dreimal mit
phenolrotfreiem Medium gewaschen. Anschlief3end wurden die Zellen mit Dil (15 pl/ml
in phenolrotfreiem Medium) fiir 15 Minuten bei 37°C fluoreszent markiert. Pro Well
wurden 0,5x106 Zellen in 200 pl serumfreien Medium in das obere Kompartment
pipettiert. Das untere Kompartment wurde mit RPMI 10% FCS geftillt, was als Lockstoff
fir die Zellen diente. 24 Stunden nach Aussden der Zellen wurden die Zahl der durch
invasive Migration in das untere Kompartment gelangten Zellen iiber die Messung der

Flureszenz (520/580) bestimmt. Als 100% Referenz dienten dabei 0,5x10¢ auf normale
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24-Well-Platten ausgesate, Dil-gefarbte Zellen. Wells mit Matrigel, serumfreiem Medium
im oberen und Medium mit Serum im unteren Kompartment dienten als

Negativkontrolle. Das Experiment wurden in Triplikaten durchgefiihrt.

4.4. Proteinmethoden

4.4.1 Prdaparation von Proteinen aus Zellen und Bestimmung der Konzentration

nach Bradford

Die Zellen, aus denen Proteine isoliert werden sollten, wurden in 1 ml 1x PBS mit
einem Zellschaber von der Kulturschale abgeldst und in ein Eppendorfgefaf3 tiberfiihrt.
Anschliefend wurden sie fiir 5 min bei 3000 rpm pelletiert und in 50 bis 80 pl
Lysispuffer resuspendiert. Die Lyse erfolgte fiir 5 min auf Eis. Das Lysat wurde fiir 10
min bei 10.000 rpm zentrifugiert, der die Proteine enthaltende Uberstand in ein neues
Eppendorfgefaf3 tiberfiihrt und bei -20 °C gelagert.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford wurde das BioRad Protein
Assay genutzt. Zu 100 pl der 1:5 verdiinnten Assaylosung wurden 2 pl der zu messenden
Proteinlésung gegeben. Zur Quantifizierung wurden zusatzlich Proben mit bekannten
Proteinkonzentrationen pipettiert. Die Extinktion aller Proben wurde bei 595 nm im
ELISA-Reader ausgemessen und die Proteinkonzentration daraus anhand der

Regressionsgeraden der Eichkurve errechnet.

4.4.2 Prazipitation von Proteinen aus Zellkulturiiberstand

Die Prazipitation von Proteinen aus Zellkulturiiberstand erfolgte mit der StrataClean
Resin (Stratagene, Amsterdam). Vor der Fillung wurden die Kulturiiberstinde fir 5
Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert um tote Zellen zu entfernen. Abschlieféend wurden
20 pl Resin mit 1 ml Zellkulturiiberstand fiir 20 min bei Raumtemperatur gemischt. Die
an die Resin gebundenen Proteine wurden fiir eine Minute bei 2000 rpm abzentrifugiert.

Das entstandene Pellet wurde in 50 pl 2x SDS-Probenpuffer aufgenommen und die
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Proteine durch fiinfminiitiges Erhitzen auf 95°C von den Resinbeads eluiert. Die Probe
wurde anschliefRend auf ein 15%iges SDS-Gel geladen. Die Auftrennung der Proben im

Gel erfolgte bei konstanten 90 V, die anschlief3ende Analyse durch Western-Blot.

4.4.3 Auftrennung von Proteinen in SDS-Polyacrylamidgelen (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht erfolgte durch SDS-
Gelelektrophorese. Die Proteine wurden dabei zunachst in einem niederprozentigen
Sammelgel fokussiert und anschliefend in einem hoherprozentigen Trenngel nach
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die Gele wurden dazu zwischen zwei Glasplatten
gegossen, die durch etwa 1 mm dicke Abstandshalter voneinander getrennt waren. Nach
Polymerisation des zuerst gegossenen Trenngels wurde das Sammelgel gegossen und
ein Kamm mit entsprechender Taschenzahl eingesetzt. Sobald das Sammelgel
vollstandig polymerisiert war, wurde das Gel in einen vertikalen Laufstand eingespannt
und die Kammer mit 1x Laemmli- Elektrophoresepuffer aufgefiillt. Vor dem Auftragen
auf das Gel wurden die Proben mit dem gleichen Volumen 2x SDS- Probenpuffer versetzt
und zum Denaturieren der Proteine fiir 5 min auf 95°C erhitzt. Nach Entfernen des
Kammes wurden die Proben in die Taschen des Gels pipettiert und bis zum Erreichen
der Grenze zum Trenngel bei 90 V aufgetrennt. Anschlief3end wurde die Stromspannung
auf bis zu 150 V erhoht. Zur Groéfdenbestimmung wurde ein Proteinmarker mit den
Proben im Gel aufgetrennt. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel
entweder mit Simply Blue gefarbt oder die Proteine durch Western Blot auf eine PVDF-

Membran iibertragen.

4.4.4 Immunoblot-Analyse von Proteinen (Western Blot)

Zur Ubertragung der in einem SDS-Gel aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-
Membran wurde das Wetblot-Verfahren verwendet. Dazu wurde eine in Methanol
aktivierte PVDF-Membran luftblasenfrei auf 3 Lagen in Transferpuffer getranktes
Whatmanpapier gelegt. Das Gel wurde ebenfalls luftblasenfrei aufgelegt und mit drei

weiteren Lagen Papier bedeckt. Zwischen zwei Kunsttextilschwdmmen wurden das Gel
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und die Membran mit dem Whatmanpapier in eine Transferzelle und in eine mit
Transferpuffer gefiillte Kammer gespannt. Der Transfer erfolgte tiber Nacht bei 4°C, 30 V
und 300 mA. Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran zum Absattigen
unspezifischer Bindungsstellen fiir 1 h in Blockierlosung (1% fettfreie Milch, 5% FCS in
1x TBS, 0,02% Tween 20) blockiert. Die Inkubation mit dem Primdrantikoper erfolgte
tiber Nacht bei 4°C oder fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur.

Je nach Antikorper wurde eine entsprechende Verdinnung in Blockierlosung
verwendet. Die Membran wurde anschliefSend dreimal fiir 10 min in PBS 0,02% Tween
20 gewaschen und der entsprechende sekundare Antikorper in Blockierlosung fiir eine
Stunde bei RT inkubiert. Die Membran wurde erneut dreimal 10 min in PBS 0,02%
Tween 20 gewaschen und die Proteine danach iiber die an den sekundaren Antikdrper
gekoppelte Meerrettich-Peroxidase sichtbar gemacht. Dazu wurde die Membran mit
einer 1:1 Mischung zweier ECL-Losungen (Amersham Pharmacia, Freiburg) benetzt.
Nach 2 min Inkubation und Entfernen der iiberschiissigen Fliissigkeit wurde auf der

Membran unter Rotlicht ein Rontgenfilm exponiert

4.4.5 Strippen von Western Blot-Membranen

Um Antikérper von einer Western Blot-Membran zu entfernen (,strippen), wurde
diese in einer Schale mit Stripping-Losung in einem Wasserbad bei 60°C fiir 10 min
inkubiert. Anschliefiend wurde die Membran 5x 10 min in PBS 0,02% Tween 20
gewaschen. Nach erneutem Blockieren (Blockierlésung) wurde ein neuer primirer

Antikorper inkubiert.

4.5 Xenograft Tumor-Modelle in athymischen Nacktmdusen

Alle Tierexperimente wurden unter der Einhaltung der gesetzlichen Vorschriften
durchgefiihrt. Fiir Tumor-Modelle in athymischen Nacktmdusen wurden 2x10°¢ Zellen
(22Rv.1 pCDNA3.1 oder pcDNA3.1 AGR2) in 100pul PBS subkutan in beide Flanke von 6
Wochen alten Tieren injiziert. Die Tiere wurden unter sterilen Bedingungen in

I[solatoren gehalten. Wochentlich wurden Lange, Tiefe und Breite der Tumore mit einem
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Messschieber bestimmt und das Volumen mit der Elliposid-Formel errechnet:
Volumen= [ml] = Lange [cm] x Tiefe [cm] x Breite [cm] x 0,523
Sieben Wochen nach Injektion wurden die Tiere euthanasiert und die Tumore sowie die

drainierenden Lymphknoten entnommen und das jeweilige Gewicht bestimmt.

4.6 Statisktik

Fir Abbildungen und statistische Berechnungen wurden Microsoft Excel (Microsoft
Cooperation) und Prism 5 (GraphPad Software Inc.) verwendet. Fiir die Berechnung von
statistischen Signifikanzen wurde der Student’s t-Test verwendet, P-Werte von <0,05
wurden als statistisch signifikant eingestuft. In den Graphen ist dies dargestellt mit

*p=0,05; **p<0,05 und ***p<0,01.
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5. Ergebnisse

5.1 AGR2 wird von verschiedenen benignen und malignen Prostata-

zelllinien exprimiert und sekretiert

Das humane Anterior Gradient 2 wurde als ein in malignen Veranderrungen der
Prostata liberexprimiertes Protein identifiziert (Valladares-Ayerbes et al. 2008, Zhang et
al. 2005, Zhang et al. 2007). Erste Hinweise auf die Rolle von AGR2Z wahrend der
Progression von Prostatakrebs kénnen durch die Untersuchung der Expression des
Proteins in verschiedenen Prostatakrebszelllinien gewonnen werden. Da es sich bei
AGR2 um ein sekretiertes Protein handelt (Zhang et al. 2005) kénnen durch den
Nachweis von AGR2 in Zellkulturiiberstand auch Hinweise darauf gewonnen werden, ob
es moglich ist, AGR2 als Marker fiir das Prostatakarzinom zu verwenden.

Aus diesem Grund wurden die Prostatakrebszelllinien Du145, 22Rv.1, PC3, DuCaP,
zwei verschiedene LNCaP Linien, LNCaP ablated sowie VCaP beziiglich ihrer AGR2
Expression und Sekretion untersucht. Zusatzlich wurden die benignen Linien PNT2 und
BPH-1 untersucht. Dazu wurden die Zellen fiir 72 Stunden in Medium mit 3% FCS (Fetal
Calf Serum) kultiviert und anschlieflend die von den Zellen sekretierten Proteine aus
dem Zellkulturmedium gefallt. Die Zellen wurden lysiert und das Lysat zusammen mit

den aus dem Medium gefallten Proteinen mittels Western Blot analysiert.

AGR?2 konnte in dem Lysat der benignen Zelllinie PNT2 (Abb. 3, Spur 1), sowie in den
Prostatakarzinomzelllinien PC3 und VCaP (Abb. 3, Spuren 5 und 10) und schwach in
DuCaP Zellen (Abb. 3, Spur 6) nachgewiesen werden. PC3, DuCaP und VCaP Zellen
sekretieren aufderdem detektierbare Mengen des AGR2 Proteins in den Zellkultur-
liberstand (Abb. 3, Spuren 5, 6, 10). PNT2-Zellen sekretieren nur schwach detektierbare
Mengen des Proteins (Abb. 3, Spur 1). Obwohl fiir BPH-1 kein AGR2 Protein im Lysat
der Zellen nachgewiesen werden konnte wurde AGRZ im Medium der Zellen detektiert
(Abb. 3, Spur 2). Eine mégliche Erklarung dafiir kann sein, dass, AGR2 zwar von den

Zellen exprimiert, allerdings sofort sezerniert wird.
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Abb. 3: Western Blot Analyse der Expressions- und Sekretionslevel von AGR2 in verschiedenen
Prostatakrebszelllinien (Spuren 3 bis 10) und zwei benignen Prostataepithellinien (Spuren 1 und
2). Zum Nachweis von AGR2 im Zelllysat und im Kulturmedium wurden 0,25x10¢ Zellen ausgesat und fiir
72h in Medium mit 3% FCS kultiviert. Anschliefend wurden die Zellen lysiert und 10pg Protein in einer
SDS PAGE aufgetrennt. Fiir den AGR2Z Nachweis im Zellkulturmedium wurden die Proteine aus 1ml
Medium mit StrataClean Resin (Stratagene, Amsterdam) gefillt und abzentrifugiert. Das Pellet wurde in
SDS-Probenpuffer aufgenommen und in einer SDS PAGE aufgetrennt. Der Nachweis von AGR2 und a-

Tubulin als Ladekontrolle erfolgte mit spezifischen Antikdrpern.

Auf Basis der verschiedenen Zelllinien ldsst sich kein Zusammenhang zwischen dem
Stadium des Karzinoms bzw. der benignen Veranderung der Prostata und dem
Expressionslevel von AGR2 erkennen. Die Sekretion von AGR2 scheint allerdings in

Karzinomzellen verstiarkt zu sein.
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5.2 Charakterisierung von AGR2 als potentieller Marker fiir das

Prostatakarzinom

5.2.1 Identifikation von AGR2 Spleifdvarianten

Die Untersuchung der Sekretion von AGR2 in verschiedenen Prostatakrebszelllinien
und zwei benignen Zelllinien hat gezeigt, dass Karzinomzelllinien AGR2 verstarkt
exprimieren, wahrend z.B. in der benignen Zelllinie PNT2 eine starke AGR2 Expression
aber keine Sekretion nachgewiesen werden konnte (Abb.3). Die Nutzung dieser
vermehrten Expression als Prostatakrebsmarker ware allerdings nur bedingt maoglich,
da eine Uberexpression und Sekretion von AGR2 auch fiir andere Karzinome
beschrieben wurde (Edgell et al.. 2010, Lee et al.. 2006, Ramachandran et al.. 2008,
Thompson und Weigel 1998, Wang et al.. 2008). Als Alternative fiir die Nutzung des
AGR2 Proteins konnte bereits die Nutzung von AGRZ mRNA fiir die Nachweis von
Prostatakrebs im Urinproben beschrieben werden (Bu et al.. 2011). Da fiir das AGR2 Gen
bzw. dessen mRNA bereits verschiedene Spleifdvarianten identifziert werden konnten,
bietet die Nutzung von mRNA eine Alternative zur Nutzung des AGR2 Proteins als
Marker. Im fibrolamellaren Karzinom der Leber konnten zwei AGR2 mRNA Transkripte
nachgewiesen werden, von denen eines in der Mehrzahl von Tumoren und Metastasen
exprimiert wurde (Vivekanandan et al. 2009). Auch in Prostatagewebe konnten zwei
Transkripte identifiziert werden, von denen eines als prostataspezifisch beschrieben
wurde. Es besteht daher die Moglichkeit, dass es weitere, noch nicht identifizierte
Spleifdvarianten fiir AGR2 gibt.

Um mogliche prostata- und prostatkrebsspezifische AGR2 Spleifdvarianten zu
identifizieren, wurde die gesamt-RNA aus verschiedenen Prostatakrebszelllinien sowie
aus Zellen anderer Gewebe und Karzinome isoliert und daraus cDNA generiert. Es
wurden die Prostatakrebszelllinien VCaP, LNCaP und 22Rv.1 sowie die benigne
Prostatalinie PNT2 und zudem die beiden Brustkrebszelllinien T47D und MCF7, HeLa
Zervixkarzinomzellen, die Endometriumkarziomzelllinie Ishikawa, JEG-3 Zellen aus dem
Chorionkarzinom, HepG2 Leberkarzinomzellen und Hek293 Nierenepithelzellen
verwendet. In allen Zelllinien wurde zunachst die Expression der bereits in

Prostatagewebe beschriebenen AGR2 Transkripte untersucht, dem sogenannten kurzen
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(Short Transcript ST) von etwa 0,9 Kilobasenpaaren Lange und dem als
prostataspezifisch beschriebenem langen Transkript (long Transcript LT) mit etwa 1,6

kb (Abb. 4A) (Liu et al. 2005, Zhang et al. 2005, Zheng et al. 2006).

Die untersuchten Prostatakrebszelllinien, die benigne Prostatazelllinie PNT2 sowie
alle Zelllinien aus anderen Geweben exprimieren das kurze AGR2 Transkript (AGR2 ST)
jeweils in unterschiedlichen Mengen (Abb 4B). Die stiarkste Expression zeigen T47D
Zellen, gefolgt von Ishikawa-, HepG2- und MCF-7 Zellen sowie den Prostatalinien LNCaP,
PNT2 und 22Rv.1. VCaP-Zellen exprimieren relativ geringe Mengen des kurzen
Transkripts. Die grofde AGR2 ST mRNA Menge in LNCaP und 22Rv.1 steht in Kontrast zu
den mit Western Blot gewonnenen Expressionsdaten, in welchen AGR2 Protein nicht
nachgewiesen werden konnte (Abb. 3). Dies deutet auf eine zelltypspezifische
Regulation der AGR2 mRNA Translation hin. Hek293, HelLa und JEG-3 Zellen
exprimieren nur sehr geringe Mengen des kurzen AGR2 Transkripts (Abb. 4B). Die
gewonnenen Daten zeigen keine verstarkte Expression in Prostata(krebs)zellen im
Vergleich zu den Zellen aus anderen Geweben, allerdings scheint es gewebespezifische
Unterschiede in der Expression des kurzen AGR2 Transkripts zu geben.

Die Expression des langen Transkripts (AGR2 LT) war im Durchschnitt geringer als
die des kurzen Transkripts (relative mRNA Menge AGR2 ST durchschnittlich 4x10-3,
AGR2 LT 4x10-°). Das Transkript konnte in allen Prostatakrebszelllinien nachgewiesen
werden (Abb. 4C). Die starkste Expression zeigten LNCaP Zellen. VCaP Zellen zeigten
wie auch bei dem kurzen Transkript (Abb. 4B) die schwachste AGR2 LT Expression der
untersuchten Prostatazelllinien. Hek293, HeLa, JEG_3 und HepG2 Zellen exprimieren das
lange Transkript nicht, es konnte allerdings in den Brustkrebszellen T47D und MCF7
sowie in der Endometriumkarzinomlinie Ishikawa nachgewiesen werden (Abb. 4C).
Entgegen der bisherigen Annahme ist das lange AGR Transkript somit nicht spezifisch

fiir Prostatagewebe.
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Abb. 4: Expression des kurzen und langen AGR2 Transkript in verschiedenen Zelllinien. A
Schematische Darstellung des kurzen (AGR2 ST) und des langen (AGR2 LT) AGR2 Transkripts. Die
Transkripte unterscheiden sich durch einen verlangerten nicht translatierten Bereich in Exon 1. SP
Signalpeptid, PDI Protei-Disulfid-Isomerase B, C Relative mRNA Menge (Expression) des kurzen (B) und
langen (C) AGR2 Transkripts in verschiedenen Zelllinien. Fiir die Generierung von cDNA aus
verschiedenen Zelllinien wurde die gesamt RNA aus jeweils 0,25x10¢ Zellen isoliert und mittels reverser
Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Fiir den Nachweis von AGR2 ST und LT in einer Realtime PCR
wurden spezifische Primer verwendet. Dargestellt sind die jeweiligen relativen mRNA Mengen
(Mittelwert und Standartabweichung aus drei unabhéngigen Experimenten). Als Referenzgen wurde die

humane ribosomale Untereinheit (36B4) verwendet.

Da durch dieses Ergebnis die Moglichkeit zur Nutzung des langen Transkripts als
prostataspezifischer Marker fiir das Karzinom unwahrscheinlich wird, wurde die cDNA
verschiedener Prostatakrebszelllinien und zwei benigner Prostatalinien auf weitere
AGR?2 Spleifdvarianten hin untersucht. Verwendet wurden die Linien VCaP, PC3, 22Rv.1,
LNCaP, Du145, LNCaP ablated (abl), BPH-1 und PNT2. Fiir die Amplifikation méglicher
AGR?2 Spleifdvarianten in einer PCR wurden Vorwarts-Primer in den AGR2 Exons 1 und 2
und ein Rickwarts-Primer in Exon 8 verwendet. Die so gefundenen Spleifdvarianten

wurden in einen Vektor kloniert und sequenziert.
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Abb. 5: Schematische Darstellung der aus cDNA verschiedener Prostata(krebs)zelllinien isolierten
ARG2 Spleifdvarianten (links) sowie deren Expression in verschiedenen Prostata(krebs)zelllinien
(rechts; nicht quantitative PCR). Die Kistchen stellen die Exons da, als Referenz fiir die Lange der
jeweiligen Exons dienen das lange (SV A) und kurze (SV B) AGR2 Transkript. SP Signalpeptid, PDI Protein-
Dulfid-Isomerase Motiv, KTEL Motiv. Die Pfeile markieren tatsichliche (SV A und B) oder vermutliche

Translationsstartpunkte.

Neben dem zuvor bereits beschrieben kurzen (SV B) und langen Transkript (SV A)
von AGR2 konnten sechs weitere Spleifdvarianten von AGR2 in der cDNA verschiedener
Prostatazelllinien identifiziert werden. Wie in Abbildung 5 dargestellt sind die Spleif3-
varianten durch das Fehlen von ganzen Exons (z.B. SV E mit den fehlenden Exons 2 bis 4
und 6) oder durch den Wegfall von Exonbereichen (z.B. SV C verkiirztes Exon 1, SV G
verkirztes Exon 1 und 7, SV H verkiirztes Exon 3) charakterisiert. Exon 2, in welchem
sich das Startkodon des Wildtypproteins befindet, fehlt in den Spleifdvarianten D, E, F
und G, wodurch sich der Start einer moglichen Expression jeweils verschiebt (in Abb. 5
dargestellt durch einen Pfeil). Die Spleifdvarianten E, F und G codieren wahrscheinlich
fir die letzten 8 Aminosauren von AGR2, Spleifdvariante D vermutlich fiir die letzten 48
Aminosduren des Proteins. In der Spleifdvariante H kommt es durch das verkiirzte Exon
3 zu einem Frameshift, so dass das KTEL Motiv nicht vorhanden ware. Spleifdvariante C
kodiert hochstwahrscheinlich fiir das Wildtypprotein, da sich hier nur Exon 1, also der

nicht translatierte Bereich von der Sequenz des langen Transkripts (SV A) unterscheidet
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(Abb. 5). Ob die beschriebenen Spleifdvarianten tatsachlich von den moglichen

Startkodons an translatiert werden, wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht.

5.2.2 Quantitativer Nachweis der identifizierten AGR2 Spleifdvarianten in

verschiedenen Karzinomzelllinien

Spleifdvarianten der AGR2 mRNA kommen als mogliche Marker fiir das
Prostatakarzinom in Frage. Um neben dem bereits beschriebenen langen und kurzen
AGR2 Transkript neue Spleifdvarianten zu bestimmten, wurde die mRNA verschiedener
Prostata(krebs)zelllinien auf AGR2 Spleifdvarianten untersucht. Dabei konnten sechs
noch nicht beschriebene AGR2 Spleifdvarianten identifiziert werden (SV C bis SV H, Abb.
5). Im Folgenden wurden die Expressionslevel der identifizierten Spleifdvarianten in den
zuvor genannten Prostata(krebs)zelllinien und Zelllinien aus anderen Geweben mittels

Realtime PCR untersucht.

Dabei konnte gezeigt werden, dass alle Spleifdvarianten in unterschiedlichen Mengen
in einigen der untersuchten Zelllinien exprimiert werden (Abb. 6). Die Zelllinien
Hek293, HelLa und HepG2 exprimieren ahnlich wie es fiir das kurze und lange
Transkript von AGR2 gezeigt werden konnte (Abb. 4), nur sehr geringe oder nicht
detektierbare Mengen der Spleifdvarianten. T47D Zellen exprimieren die hdchsten
relativen mRNA Mengen aller identifizierten Spleifdvarianten innerhalb der
untersuchten Zelllinien (Abb. 6).

Die Spleifdvarianten H und G wurden am stdrksten exprimiert, gefolgt von den
Varianten SV E und SV F (Abb. 6, relative mRNA Mengen SV H 3x10-> bis 1,3x10-1; SV G
1x10-5 bis 3x103; SV E 1x10-¢ bis 2x10%4 SV F 5x10-7 bis 1x10-4). Die niedrigste
Expressionsmenge zeigte Spleifdvariante C (Abb. 6, relative mRNA Menge 1x10-7 bis
3x10-5). Spleifdvariante D konnte in einer Realtime PCR nicht amplifiziert werden. Die
Spleifdvarianten E, F, G und H konnten in den untersuchten Prostatazelllinien und auch
in den Zelllinien aus anderen Geweben nachgewiesen werden. Spleifdvariante C konnte
ausschliefdlich in den verwendeten Prostata(krebs)zelllinien, nicht aber in den Zelllinien

aus anderen Geweben amplifiziert werden, mit Ausnahmer einer minimalen Detektion
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in T47D Zellen (Abb. 6). Diese Spleifdvariante kommt daher besonders als moglicher

Prostatakrebsmarker in Frage.
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Abb. 6: Quantitative Analyse der Expression der zuvor identifizierten AGR2 Spleifdvarianten C, E, F,
G und H in verschiedenen Zelllinien. Dargestellt ist der Mittelwert der relativen mRNA Menge
(Expression) der jeweiligen Spleiffvarianten aus drei unabhdngigen Experimenten bzw. mRNA
Praparationen mit Standartabweichung. Spleifdvariante D konnte in einer Realtime PCR nicht amplifiziert
werden. Fiir die Generierung von cDNA aus verschiedenen Zelllinien wurde die gesamt RNA aus jeweils
0,25x106 Zellen isoliert und mittels reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben. Fiir den Nachweis der
Spleiflvarianten in einer Realtime PCR wurden spezifische Primer verwendet al.s Referenzgen wurde die

humane ribosomale Untereinheit (36B4) verwendet.
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5.2.3 Quantitativer Nachweis der identifizierten AGR2 Spleifdvarianten in

Gewebeproben von Prostatakrebspatienten

Nach der Analyse der Expression der identifizierten Spleifdvarianten in
verschiedenen Zelllinien (Abb. 6) wurde die Expression und damit die Relevanz der
Varianten in Gewebeproben von Prostatakrebspatienten mittels Realtime PCR
untersucht. Die Expression der einzelnen Spleifdvarianten wurde mit der Expression des
kurzen und langen AGR2 Transkripts (AGR2 ST/ AGR2 LT) und der Expression des
Homologs AGR3 verglichen. AGR2 ST wird ubiquitar exprimiert, AGR2 LT in deutlich
geringeren Mengen (Abb. 4) (Cato und Nestl (online), Liu et al. 2005, Zhang et al. 2005,
Zhang et al. 2007, Zheng et al. 2006). Die bisher beschriebene Prostataspezifitit des
langen AGR2 Transkripts konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden (Abb. 4) (Liu et
al. 2005, Zhang et al. 2005, Zheng et al. 2006). AGR3 ist ein zu AGR2 stark homologes
Protein, welches ebenfalls in Prostatakrebs iiberexprimiert wird (Cato und Nestl
(online), Zhang et al. 2007).

Fir den Nachweis von AGR2 ST, AGR2 LT, AGR3 und der sechs identifizierten
Spleifdvarianten (Abb. 5) wurden insgesamt 64 Proben verwendet, wovon 32 aus nicht
bosartig veranderten Bereichen der Prostata entnommen wurden. 16 Proben wurden
aufgrund des histologischen Befunds des Patienten einem niedrigen, 16 weitere einem
hohen Gleason Score (GS) zugeordnet. Die Gleason Klassifizierung basiert auf dem
histologischen Muster der Anordnung von Karzinomzellen, genauer auf dem Grad der

(De)Differenzierung des Driisengewebes (Humphrey 2004).

Die Analyse der relativen mRNA Menge des kurzen AGR2 Transkripts (AGR2 ST/ SV
B, Abb. 4 A) zeigt einen signifikanten Anstieg der Expression dieses Transkripts in
Gewebeproben aus Prostatakrebs mit niedrigem Gleason Score (Abb. 7). Der
Unterschied zwischen Proben aus unveranderte Prostatabereichen und hohen Gleason
Score Proben war nicht signifikant. Das heif3t das kurze AGR2 Transkript wird in frithen
Krebsstadien vermehrt exprimiert, in spateren Stadien sinkt die Expression wieder. Dies
deckt sich mit den Beobachtungen von Bu et al. (2011). AGR3 zeigt in friithen
Tumorstadien keine Veranderung der Expression im Vergleich zu benignem Gewebe, in

spateren Tumorstadien steigt die Expression an (Abb. 7, p=0,066). Die Expressionslevel



Ergebnisse 47

von AGR2 ST und AGR3 zeigen also einen gegenldufigen Trend im Verlauf der
Tumorprogression.

Die Expression des langen AGR2 Transkripts (AGRZ LT/ SV A) verringert sich in den
in niedrigen Gleason Score Gewebeproben, allerdings ist diese Verdnderung nicht

signifiant (Abb. 7, p=0,097). Im hohen Gleason Score steigt die Expression wieder leicht

an.
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Abb. 7: Analyse der Expression (relative mRNA Menge) des kurzen und langen AGR2 Transkripts
(AGR2 ST/ LT) und von AGR3 in Gewebeproben von Prostatakrebspatienten. Untersucht wurden 32
Proben aus nicht bosartig verdnderten Bereichen der Prostata (benigne) und jeweils 16 Proben aus
maligne verdnderten Bereichen, die hohen oder niedrigen Gleason Scores (GS) zugeordnet wurden.
Verwendet wurden mRNA Proben, die mittels reverser Transkriptase zu cDNA umgeschrieben wurden.
Dargestellt sind die relativen mRNA Mengen. Die Striche markieren den jeweiligen Mittelwert der
relativen mRNA Menge. (Student’s t-Test *** p <0,01) Als Referenzgen wurde die humane ribosomale

Untereinheit (36B4) verwendet.

Die Expressionslevel der identifizierten Spleifdvarianten (Abb. 8) zeigen keine
signifikanten Unterschiede innerhalb der verschiedenen Tumorstadien. Die

Spleifdvarianten H und F zeigen einen Trend hin zu steigender Expression in hohen
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Gleason Score Gewebeproben (p=0,093 jeweils fiir SV H und F). SV E wird, dhnlich wie
das lange AGR2 Transkript, in niedrigen Gleason Score Proben geringer exprimiert als in
unverandertem Gewebe, in spdtern Stadien steigt die Expression wieder an. Die
Expression von Spleifdvariante G zeigt keine bedeutenden Verdnderungen zwischen
Proben aus benignen Prostatabereichen und Prostatakrebsgewebe aus frithen sowie
spaten Stadien (Abb. 8). Spleifdvariante C, welche zuvor nur in Prostatakrebszellen,
allerdings nicht in Zellen aus anderen Geweben nachgewiesen werden konnte, scheint
einen leichten Trend hin zu erhohter Expression in spaten Krebsstadien zu zeigen,

allerdings ist der Unterschied nicht signifikant (Abb. 8).
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Abb. 8: Analyse der Expression (relative mRNA Menge) der AGR2 Spleifdvarianten C, E, F, G und H
in Gewebeproben von Prostatakrebspatienten. Untersucht wurden 32 Proben aus nicht bdsartig
verdnderten Bereichen der Prostata (benigne) und jeweils 16 Proben aus maligne verdnderten Bereichen,
die hohen oder niedrigen Gleason Scores (GS) zugeordnet wurden. Verwendet wurden mRNA Proben, die
mittels reverser Transkriptase zu cDNA umgeschrieben wurden. Die Striche markieren den jeweiligen
Mittelwert der dargestellten relativen mRNA Menge. Als Referenzgen wurde die humane ribosomale

Untereinheit (36B4) verwendet.
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Um eine eindeutige Aussage liber die Expression der identifizierten Spleifdvarianten
in verschiedenen Prostatakrebsstadien machen zu kénnen, muss eine grofdere Zahl von
entsprechenden Gewebeproben untersucht werden. Auch eine Untersuchung der
Spleifdvarianten in Urinsediment von Prostatakrebspatienten ware in diesem
Zusammenhang sinnvoll, da die mRNA des kurzen Transkripts in solchen Proben bereits
nachgewiesen werden und als Marker fiir das Prostatakarzinom identifiziert werden

konnte (Bu etal. 2011).

5.3 Funktionelle Charakterisierung von AGR2 durch Uberexpression

5.3.1 AGR2 ist im Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert

Neben der Charakterisierung von AGR2 als Marker fiir das Prostatakarzinom ist auch
die funktionelle Charakterisierung des Proteins in Prostatakrebs von Interesse. Die
intrazelluldre Lokalisation von AGR2 kann Hinweise darauf geben welche mdoglichen
Funktionen das Protein iibernehmen kann. Aufgrund des C-terminalen KTEL Motivs in
der AGRZ Aminosiuresequenz, welches von Rezeptoren im Endoplasmatischen
Retikulum (ER) erkannt wird und somit zum Zurtickhalten des Proteins im ER fiihren
kann (Lewis und Pelham 1990), ist die Wahrscheinlich grof3, dass AGR2 in diesem

Organell eine Funktion tibernimmt.

Zur Bestimmung der Lokalisation von AGR2 in Prostatakrebszellen wurden 22Rv.1
Zellen transient mit Expressionsvektoren transfiziert, welche fiir Wildtyp AGR2 oder
zwei AGR2 Mutanten kodieren, die jeweils eine Mutation im PDI Motiv oder im KTEL
Motiv des Proteins tragen. Diese Mutationen konnen weitere Hinweise auf die mogliche
Funktion des Wildtypproteins geben. Das PDI Motiv ordnet AGR2 der Familie der
Protein-Disulfid-Isomerasen zu (Persson et al. 2005), fiir eine Mutation dieses CXXS
Motivs wurde das Cystein zu Alanin mutiert (C814, ,PDI mut“). Durch das Entfernen des
Cysteins kann die vermutete Funktion von AGR2 als PDI Chaperon (Higa et al. 2011)

aufgehoben werden. Das KTEL Motiv wurde durch Austausch des Lysins mit einem
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Stopcodon vollstindig entfernt (L172Stop, ,trunc KTEL“), wodurch es vermutlich zu
einer veranderten intrazelluldren Lokalisation von AGR2 kommt.

48 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen fixiert und die Expression der
jeweils von den Vektoren kodierten Proteine mittels spezifischen anti-AGR2
Antikorpern durch Immunfluoreszenz nachgewiesen. Das Endoplasmatische Retikulum
wurde durch den Nachweis von Protein-Disulfid-Isomerase (Pdi), einem ER-residenten
Protein, mittels spezifischer Antikérper markiert um eine mdogliche Lokalisation von

AGR2 in diesem Organell nachzuweisen.

Abbildung 9 zeigt, dass die drei verschiedenen AGR2 Konstrukte exprimiert und in
Zellen durch Immunfluoreszenz nachgewiesen werden koénnen. Das AGR2 Wildtyp-
protein co-lokalisiert mit dem ER-Marker Pdi (Abb . 9A), d.h. das Protein ist im ER
lokalisiert. Die Mutation des zentralen PDI-Motivs des Proteins (C81A), fiihrt zu keiner
Anderung der intrazelluliren Lokalisation des Proteins im Vergleich zu der des
Wildtypproteins (Abb. 9 B), AGR2 co-lokalisiert weiterhin mit Pdi. Im Gegensatz dazu
fiihrte eine Mutation bzw. die Entfernung des KTEL Motivs (L172Stop) dazu, dass das
AGR2 Protein nicht mehr mit dem ER Marker Pdi co-lokalisiert (Abb. 9C), also nicht
mehr im ER lokalisiert ist. Da AGR2 ein N-terminales Signalpeptid besitzt, ist die
Wahrscheinlichkeit grof3, dass es zu verstarkter Prozessierung und damit Lokalisierung
des KTEL mutierten Proteins im Golgi Apparat kommt. Dies wurde im Rahmen dieser

Arbeit nicht untersucht.
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Abb. 9: Bestimmung der intrazelluliren Lokalisation von AGR2. Immunfluoreszenz zum Nachweis
von A Wildtyp AGR2 und AGR2 mit Mutationen im B PDI Motiv oder C KTEL Motiv. Fiir den Nachweis der
intrazelluliren Lokalisation wurden 22Rv.1 Zellen transient mit einem Expressionsvektor fiir das
jeweilige AGR2 Protein (Wildtyp, PDI Mutanten oder KTEL Mutante) transfiziert, nach 48h fixiert und das
Protein mit einem monoklonalen Antikérper nachgewiesen. Das endoplasmatische Retikulum wurde
durch Nachweis des Pdi Proteins mit einem spezifischen Antikdrper markiert. Die Primarantikorper
wurden mit fluoreszent markierten Sekundarantikdrpern nachgewiesen. DAPI diente zur Markierung der

Zellkerne.



Ergebnisse 52

5.3.2 AGR2 vermindert das Zellwachstum in einem Koloniebildungsassay

Die Untersuchung der AGR2 Expression in verschiedenen Prostatakrebsstadien hat
gezeigt, dass das Protein in frithen Stadien im Vergleich zu normalem Prostatagewebe
Uiberexprimiert wird (Abb. 7). Basierend darauf wurden Koloniebildungsassays
durchgefiihrt (Franken et al. 2006), um Hinweise auf einen mdéglichen Einfluss von AGR2
auf die Wachstumsrate von Prostatakrebszellen zu erhalten. Dazu wurden die
Prostatakrebszelllinien 22Rv.1, Dul45 und PC3, welche jeweils unterschiedliche
endogene Mengen AGR2 exprimieren (Abb. 3), mit einem fiir AGR2, AGR2 PDI mut oder
AGR2 trunc KTEL kodierenden Plasmid beziehungsweise dem entsprechenden
Leervektor transfiziert und in geringer Dichte ausgesat. Durch die Zugabe von Geneticin
(G418) in das Kulturmedium wurde auf transfizierte Zellen selektiert. Die von diesen
Zellen gebildeten Kolonien wurden anschliefiend gefarbt und quantifiziert. Zur
Auswertung wurde der fiir die mit dem Leervektor transfizierten Zellen gewonnene
Wert als 100% gesetzt. Die Uberexpression von AGR2 in den entsprechend
transfizierten Zellen wurde mittels Western Blot nachgewiesen (Abb. 10 B, Abb. 11 B
und D).
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Abb. 10: Koloniebildungsassay in 22Rv.1, PC3 und Du145 Zellen nach Transfektion mit einem AGR2
Expressionsvektor oder dem entsprechenden Leervektor. A Das Balkendiagramm zeigt die
Quantifizierung von drei unabhingigen Assays (Mittelwert mit Standartabweichung), der Leervektor
wurde jeweils als 100% gesetzt und die relative Kolonienzahl der AGR2 transfizierten Zellen
entsprechend berechnet. (Student’s t-Test **p<0,05 ***p<0,01) B Western Blot Nachweis der AGR2
Uberexpression in den Koloniebildungsassays mit einem AGR2 spezifischen Antikérper. B-Aktin wurde
mit spezifischen Antikdrpern nachgewiesen und dient als Ladekontrolle. AGR2 wurde in allen drei

verwendeten Zelllinien tiberexprimiert.
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Die Western Blot Daten zeigen, dass die Uberexpression von AGR2 in allen mit dem
AGR2 Konstrukt transfizierten Zellen nachgewiesen werden kann (Abb. 10 B, vgl.
Spuren 1, 3, 5 mit 2, 4, 6). In allen drei untersuchten Prostatakrebslinien fiihrt die
Uberexpression von AGR2 zu einer signifikant verringerten Kolonienzahl im Vergleich
zu den mit dem Leervektor transfizierten Zellen (Abb. 10 A). Dies deutet darauf hin, dass
gesteigerte Level von AGR2 zu einem verminderten Wachstum von Prostatakrebszellen
fiihren. Dieser Effekt von AGR2 auf das Zellwachstum ist unabhingig vom Zelltyp und
unabhédngig von den endogenen AGR2 Expressionsleveln, da er sowohl bei Du145 Zellen,
die kein endogenes AGR2 exprimieren, aber auch bei 22Rv.1 und PC3 Zellen auftritt, die

jeweils sehr geringe bis moderate Menge AGR2 exprimieren.

Um zu ermitteln inwieweit die intrazellulire Lokalisation sowie die mogliche
Funktion als Protein-Disulfid-Isomerase eine Rolle bei dem beobachteten negativen
Einfluss von AGR2 auf das Zellwachstum in Koloniebildungsassays spielen, wurden zwei
AGR?2 Expressionsvektoren mit jeweils einer Mutation im PDI oder KTEL Motiv wie oben
beschrieben in 22Rv.1 und PC3 Zellen in Koloniebildungsassays verwendet. Die Western
Blot-Analysen zeigen, dass die Uberexpression der Konstrukte in beiden Zelllinien
nachgewiesen werden kann (Abb. 11 B und D, je Spuren 3 und 4). Die nur geringe
Proteinmenge, welche fiir AGR2 trunc KTEL in PC3 Zellen nachgewiesen werden konnte
(Abb. 11 D, Spur 4), konnte auf einer verstarkten Sekretion des Proteins aufgrund des

fehlenden ER-Lokalisationssignals beruhen.
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Abb. 11: Koloniebildungsassay mit Expressionsvektoren von Wildtyp AGR2 (AGR2 WT), AGR2 mit
einem mutierten PDI Motiv (C81A, AGR2 PDI mut) und AGR2 ohne KTEL Motiv (L172Stop, AGR2
trunc KTEL). A, C Koloniebildungsassay in 22Rv.1 und PC3 Zellen. Dargestellt ist die Quantifizierung von
drei unabhéngigen Experimenten (Mittelwert mit Standartabweichung). Die Kolonienzahl der Leervektor
transfizierten Zellen wurde als 100% gesetzt und die relative Kolonienzahl der AGR2 Zellen entsprechend
berechnet. (n=3, Student’s t-Test ** p<0,05, ***p<0,001, n.s. nicht signifikant). B, D Western Blot Nachweis
der Uberexpression der verwendeten Konstrukte mit spezifischen Antikérpern fiir AGR2 und B-Aktin. 8-

Aktin dient als Ladekontrolle.

Wie bereits gezeigt, fithrt die Uberexpression von Wildtyp AGR2 zu einer signifikant
kleineren Kolonienzahl in 22Rv.1 und PC3 Zellen (Abb. 10 A, Abb. 11 A, C). Die
Uberexpression des AGR2 Proteins mit einer Mutation innerhalb des CSSX Motivs fiihrt
in beiden Zelllinien zu einer verringerten Kolonienzahl, die Verdnderung ist allerdings
nicht signifikant (Abb. 11A und D, 22Rv.1 p=0,065; PC3 p=0,058). Gleiches gilt fiir die
Uberexpression des Konstruktes ohne KTEL Motiv, allerdings ist hier die Verringerung
der Kolonienzahl noch einmal geringer als durch das PDI Motiv (Abb. 11 A und C, 22Rv.1
p=0,104; PC3 p=0,162).

Zusammengefasst haben die beiden beschriebenen Konstrukte einen geringen aber

nicht signifikanten Effekt auf das Zellwachstum, wahrend das Wildtypprotein dieses
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signifikant negativ beeinflusst. Dies kann ein Hinweis darauf sein, dass das
Vorhandensein beider Motive wichtig fiir die Funktion ist, welche AGR2Z in
Prostatakrebszellen ausiibt. Der stiarkere Effekt der Entfernung des KTEL Motivs im
Vergleich zur Mutation des PDI Motivs steht vermutlich mit der intrazellularen
Lokalisation des Proteins im Zusammenhang. Dies unterstiitzt die Vermutung, dass

AGR2 eine Funktion im Endoplasmatischen Retikulum tibernimmt.

5.3.3 AGR2 beeinflusst die Proliferation von Prostatakrebszellen

Um die Rolle von AGR2 in Prostatakrebs sowie die vorangegangenen Ergebnisse aus
dem Koloniebildungsassay genauer untersuchen zu koénnen, wurden 22Rv.1
Prostatakrebszellen stabil mit einem fiir AGR2Z kodierenden Plasmid bzw. mit dem
entsprechenden Leervektor transfiziert und Einzelklone generiert. Die Expression von
AGR2 wurde mit Western Blot nachgewiesen (Abb. 12 A). Die stabil mit dem Leervektor
transfizierten Klone exprimieren keine detektierbare endogenen Mengen AGR2
(Leervektor Klone V1 und V9, Abb. 12 A Spuren 1 und 2). Die stabil mit einem AGR2
Expressionsvektor transfizierten Klone iiberexprimieren verschiedene Mengen AGR2

Protein (AGR2 Klone H19, H21, H35, H38, H41, Abb 12 A Spuren 3 bis 7).

Die stabil AGR2 iiberexprimierenden Klone wurden beziiglich eines moglichen
Einsflusses von AGR2 auf die Proliferationsrate der Zellen hin untersucht. Dazu wurde
das sog. CellTiter Blue Assay verwendet, bei welchem ein nicht-fluoreszenter Farbstoff
auf die Zellen gegeben wurde, der von lebenden Zellen zu einem fluoreszenten Farbstoff
metabolosiert wird. Die so entstehende Fluoreszenz wurde iiber einen Zeitraum von
vier Tagen bestimmt und jeweils mit der Fluoreszenz am Tag des Aussdens (Tag 0)
verglichen. Dazu wurden die gewonnenen Werte von Tag 0 als 1 gesetzt und daraus die

Proliferation der Zellen an den jeweils folgenden Tagen berechnet.
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Abb. 12: Analyse des Einflusses einer AGR2 Uberexpression auf die Proliferation von 22Rv.1
Prostatakrebszellen. A Western Blot Analyse der AGR2 Uberexpression in 22Rv.1 Zellen mit
spezifischen Antikdrpern. Es wurden zwei Kontrollklone (V1 und V9) sowie sechs AGR2 Klone generiert,
welche AGR2 iiberexprimieren. Der Nachweis von fB-Aktin mit spezifischen Antikérpern dient als
Ladekontrolle. B Bestimmung der Proliferation der Klone mit einem CellTiter Blue Assay. Dargestellt ist
die Proliferation iiber vier Tage im Vergleich zum Tag des Aussdens (Tag 0). (Mittelwert mit

Standartabweichung, n=3, Student’s t-Test ** p<0,05).

Die Analyse der Proliferation der AGR2 liberexprimierenden Einzelklone zeigt, dass
die Uberexpression von AGR2 in der 22Rv.1 Prostatakrebszelllinie im Mittel zu einer
signifikant verringerten Proliferation im Vergleich zu den Einzelklonen, die stabil mit
dem Leervektor transfiziert wurden, fiihrt (Abb. 12 B n=3). Dies unterstiitzt die
Beobachtungen aus den Koloniebildungsassays, bei welchen AGR2 zu vermindertem

Zellwachstum gefiihrt hat (Abb. 10 A).

5.3.4 AGR2 Uberexpression verursacht einen G2/M Zellzyklusarrest

Eine mogliche Erklarung fiir den beobachteten negativen Einfluss erhohter AGR2
Level auf die Proliferation von Zellen sowie fiir das verminderte Zellwachstum von
Zellen, die AGR2 tuberexprimieren (Abb. 10 A, Abb. 12 B), konnen Veranderungen im
Zellzyklus dieser Zellen sein. Um solche Verdnderungen zu identifizieren, wurde das
Zellzyklusprofil von 22Rv.1 AGR2 iiberexrpimierenden Klonen bzw. entsprechenden
Leervektorklonen in Massenkultur (pooled Clones) untersucht. Die AGR2 Expression
wurde mittels Western Blot nachgewiesen (Abb. 13 C).

Fur die Analyse des Zelltyklusprofils wurden die Zellen bei etwa 80% Konfluenz

geerntet und fixiert. Die DNA wurde fluoreszent mit Draq5 gefarbt und liber den DNA-
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Gehalt der Zellen (50.000 Zellen je Klon) anschliefiend die jeweiligen Zellzyklusstadien
durch FACS bestimmt. Zellen in G1 sowie seneszente Zellen in GO besitzen einen
einfachen Chromsomensatz, also 2n, Zellen in der S-Phase 2 bis 4n, Zellen in der G2-
Phase und der Mitose besitzen den doppelten Chromosomensatz, also 4n. Zellen in der

sub-G1-Phase sind apoptotisch.
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Abb. 13: Analyse des Zellzyklusprofils von 22Rv.1 AGR2 iiberexprimierenden Klonen (pooled
Clones). A Reprasentatives Zellzyklusprofil der Kontrollklone (oben) und der AGR2 Klone (unten) B
Relative Verteilung der Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen, dargestellt ist der Mittelwert mit
Standartabweichung aus drei unabhingigen Experimenten. (Student’s t-Test *** p<0,01) C Western Blot
Nachweis der AGR2 Uberexpression in den 22Rv.1 pooled Clones (Massenkultur) mit spezifischen

Antikorpern. a-Tubulin dient als Ladekontrolle.

Die durch FACS gewonnen Daten iiber das Zellzyklusprofil der 22Rv.1 AGR2-Klone
(Abb. 13 A und B) zeigen, dass eine Uberexpression von AGR2 zu einem G2/M Arrest
fiihrt. Wahrend sich im Fall der Vektor-Klone der grofdte Teil der Zellen in der G1/GO
Phase befindet (44%) und ein entsprechend geringerer Teil (34%) in der G2/M Phase
des Zellzyklus, befindet sich bei den AGR2 iliberexprimierenden Klonen nur noch 19%

der Zellen in der G1/G0 Phase und der Grofdteil der Zellen in der G2/M Phase (65%). Die
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Zahl der Zellen in der S-Phase sowie die der apoptotischen Zellen verdndert sich nur
gering, beziehungsweise nicht.
Die beobachteten negativen Effekte von AGR2 auf die Proliferation basieren also auf

einem G2/M Arrest, der durch die Uberexpression des Proteins ausgeldst wird.

5.3.5 AGR2 Level beeinflussen die Cyclin B1 und cdc2 Expression

Um die Ursache fiir den beobachteten Arrest AGR2 liberexprimierender Zellen in der
G2/M Phase des Zellzyklus ndher bestimmen zu kénnen, wurden das Expressionslevel
von Proteinen untersucht, die an dem Ubergang von der G2 zur M-Phase im Zellzyklus
beteiligt sind. Zwei wichtige an diesem Prozess beteiligten Proteine sind die
cyclinabhangige Kinase 2 (cdc2) und Cyclin B1l. Der Komplex aus diesen beiden
Proteinen liegt in inaktiver Form im Zytoplasma vor, die Inaktivitdt wird dabei durch
eine Phosphorylierung von cdc2 an den Aminosduren Tyrosin 15 und Threonin 14
verursacht. Vor Beginn der Mitose werden diese beiden Aminosduren durch cdc25B
bzw. cdc25C dephosphoryliert und cdc2 von CAK (CDK-aktivierende Kinase) durch eine
Phosphorylierung an Threonin 161 aktiviert (Mailand et al. 2002, Stark and Taylor
2006). Basierend darauf wurde in den AGR2 tiberexprimierenden 22Rv.1 Zellen die
Expression von cdc2 und Cyclin B1 sowie die Phosphorylierung von cdc2 and Tyrosin 15

(inaktivierende Phosphorylierung) untersucht
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Abb 14: Nachweis der Expression und Phosphorylierung von an der G2/M Grenze beteiligten
Proteinen in AGR2 iiberexprimierenden 22Rv.1 Zellen und entsprechenden Kontrollzellen
(Leervektor) mittels Western Blot. Es wurden spezifische Antikérper zum Nachweis von AGR2, CyclinB1,

cdcc2 und phosporyliertes cdc2 (Tyrosin 15) sowie a-Tubulin als Ladekontrolle verwendet.

Die Western Blot Analyse zeigt, dass es bei einer Uberexpression von AGR2 in 22Rv.1
Zellen zu einer verringerten Expression von cdc2 kommt. Die Phosphorylierung von
cdc2 and Tyrosin 15 wird ebenfalls leicht verringert, was wahrscheinlich an den
verringerten cdcZ Proteinleveln liegt (Abb. 14, vgl. jeweils Spuren 1 und 2). Gleichzeitig
werden in AGR2 tiberexprimierenden Zellen die Cyclin B1 Expressionslevel verringert,
was mit grofder Wahrscheinlichkeit zu dem beobachteten G2/M Zellzyklusarrest
beitragt (Abb. 14, vgl. jeweils Spuren 1 und 2).

Der beobachtete G2/M Arrest durch AGR2 Uberexpression wird somit durch die

Verringerung der Expression von cdc2 und Cyclin B1 verursacht.
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5.3.6 AGR2 Uberexpression fiihrt zu gesteigerter Migration und Invasivitit von

Prostatakrebszellen

Die Charakterisierung von AGR2 in verschiedenen Karzinomen lassen eine Rolle des
Proteins bei der Metastasierung von Tumoren vermuten (Liu et al. 2005, Park et al.
2011, Wang et al. 2008). Um eine solche Rolle in Proststakrebs zu untersuchen, wurde
der Einfluss von AGR2 auf die Migration sowie auf die Invasivitit von 22Rv.1 Zellen
untersucht.

Dazu wurden die zuvor beschriebenen 22Rv.1 AGR2 iiberexprimierenden Einzelklone
(Abb. 12) in Wundheilungsassays und Boyden-Kammer Assays analysiert. Wund-
heilungsassays (oder auch Scratchassays) geben Auskunft iiber das Migrationsverhalten
von Zellen. Fiir dieses Assay wurden die Zellen bis zu 100% Konfluenz kultiviert und
dem Zellrasen anschlieféend eine Wunde zugefiigt. Die Schliefdung dieser Wunde, also
die Migration der Zellen in den nun zellfreien Bereich, wurde fiir verschiedene
Zeitpunkte bestimmt. Durch Boyden-Kammer Assays lassen sich Informationen iiber die
Invasivitat von Zellen gewinnen. Die Zellen werden dabei im oberen Kompartment der
zweigeteilten Boyden-Kammer ausgesit, welches durch Matrigel, einem gallertartigen
Proteinmix, der die extrazellulare Umgebung imitiert, und eine porése Membran vom
unteren Kompartment getrennt ist. Die Zellen wurden in diesem Experiment in Medium
ohne Serum in das obere Kompartment gesat. Das untere Kompartment wurde mit
Medium mit 10% Serum gefiillt, welches als Lockstoff fiir die Zellen im oberen Teil der
Kammer dient. Zellen mit invasiven Eigenschaften konnen das obere Kompartment
durch das Matrigel und die pordse Membran verlassen. Durch die fluoreszente
Markierung der Zellen mit den Farbstoff Dil vor dem Aussden wurde die Zahl der Zellen

im unteren Kompartment bestimmt.
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Abb. 15: Einfluss von AGR2 Uberexpression auf Migration und Invasion von 22Rv.1 Zellen. A
Nachweis des Einflusses von AGR2 auf die Migration von 22Rv.1 Zellen in einem Wundheilungsassay.
Dazu wurde einem Zellrasen bei 100% Konfluenz eine Wunde zugefiigt und die SchliefSung der Wunde
liber einen Zeitraum von 18 Stunden quantitativ bestimmt. Dargestellt ist die Schliefung der Wunde in
Prozent (Mittelwert mit Standartabweichung, n=3, Student’s t-Test ** p<0,05) B Nachweis des Einflusses
von AGR2 auf die migratorische Invasivitat von 22Rv.1 Zellen duch ein Boyden-Kammer Assay. Bestimmt
wurde die relative Zahl der Zellen die das obere Kompartment der Kammer (serumfreies Medium) durch
Matrigel und eine porése Membran hindurch in das untere Kompartment (Medium mit 10% Serum als
Lockstoff) verlassen haben. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standartabweichung der Zellen im unteren

Kompartment nach 24 Stunden aus drei unabhangigen Experimenten. (Student’s t-Test ** p<0,05).

Die Analyse der Migration zeigt, dass die Uberexpression von AGR2 zu einer
signifikant weiter geschlossenen Wunde und damit zu verstarkter Migration der Zellen
fiihrt (Abb. 15 A). Gleichzeitig steigt auch die Invasivitit der AGR2 exprimierenden
Zellen gegeniiber den mit dem Leervektor transfizierten Zellen signifikant an: Wahrend
sich im Mittel nur 15% der Leervektorzellen im unteren Kompartment der Kammer
befanden, waren es bei den AGR2 liberexprimierenden Zellen im Mittel 22% (Abb. 15 B).

Die verstarkte Migration und Invasion von Prostatakrebszellen nach AGR2
Uberexpression steht im Einklang mit den bereits gemachten Beobachtungen in anderen
Karzinomen (Liu et al. 2005, Park et al. 2011, Wang et al. 2008) und deutet darauf hin,
dass AGRZ auch in Prostatakrebs eine Funktion bei der Bildung von Metastasen

ubernimmt.
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5.3.7 AGR2 Uberexpression fiihrt zu vermindertem Tumorwachstum in vivo

Um die gewonnenen Ergebnisse zu dem Effekt einer AGR2 Uberexpression in 22Rv.1
Zellen, besonders die Effekte auf Proliferation, Invasion und Migration (Abb. 12 B, Abb.
15) in vivo weiter untersuchen zu konnen wurden sechs Wochen alten, athymischen
Nacktmaduse in einem Xenograft Experiment subkutan jeweils 2x10¢ Zellen (stabil mit
dem Leervektor oder AGR2 transfiziert) in PBS in beide Flanken injiziert. Fiir die zwei
verwendeten Vektorklone wurden jeweils 5 Tiere injiziert (entsprechend 10 Tumore),
fir die AGR2 Klone wurden insgesamt 28 Tumore untersucht. Das Tumorwachstum
wurde wochentlich liber einen Zeitraum von 7 Wochen durch die Berechnung des
Tumorvolumens bestimmt. Das Tumorvolumen wurde nach Messung von Lange, Tiefe
und Breite des Tumors mit einem Messschieber durch die Ellipsoid-Formel errechnet
(Volumen= [ml] = Lange [cm] x Tiefe [cm] x Breite [cm] x 0,523). Nach Ablauf der sieben
Wochen wurden die Mause euthanasiert und das Gewicht der Tumore sowie der
drainierenden Lymphknoten bestimmt. Das Gewicht der drainierenden Lymphknoten
wurden analysiert um Hinweise auf eine mogliche Metastasierung der Primartumore zu

erhalten.

Der Vergleich der Tumore, die von den mit dem Leervektor transfizierten Zellen
gebildet wurden mit denen, die durch Injektion der AGR2 tiberexprimierenden Zellen
entstanden sind, zeigt ein kaum vorhandenes Tumorwachstum bei AGR2
Uberexpression iiber einen Zeitraum von sieben Wochen (Abb. 16 A und B). Dies stimmt
mit den zuvor gewonnenen Daten zur verminderten Proliferation der AGR2 Klone (Abb.
12 B) tberein. Die Tumore der Vektorklone erreichen innerhalb der sieben Wochen des
Expriments ein Volumen von etwa 200 bis 700 mm3, die AGR2 Klone hingegen wachsen
im gleichen Zeitraum nur bis zu einem Volumen von bis zu 40 mm3. Entsprechend
geringer ist das Gewicht der Tumore der AGR2 Klone im Vergleich zu den Tumoren der

Leervektor Klone (Abb. 16 C).
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Abb. 16: In vivo Xenograft Experiment mit AGR2 iiberexprimierenden Klonen und entsprechenden
Leervektor Kontrollklonen in athymischen Nacktmadusen. 6 Wochen alten Tieren wurden 2x106
Zellen subkutan in beide Flanken injiziert. Fiir die Vektorklone V1 und V9 wurden jeweils 5 Tiere injiziert
(10 Tumore). Fiir die AGR2 Klone H19, H35 und H38 wurden jeweils 5 Tiere (10 Tumore), fiir H21 2 Tiere
(4 Tumore) und fiir H43 7 Tiere (14 Tumore) injiziert. A, B Durchschnittliches Tumorvolumen in mm3 mit
Standartfehler der Vektorklone (A) und der AGR2 Klone (B) iiber einen Zeitraum von 7 Wochen nach
Injektion der Zellen in athymische Nacktméause C, D Tumorgewicht (C) und Gewicht der drainierenden
Lymphknoten (D) nach Euthanasierung der Mause (7 Wochen nach Injektion der Zellen; Mittelwert mit

Standartabweichung).

Das durchschnittliche Gewicht der drainierenden Lymphknoten zeigt keine
signifikanten = Unterschiede  zwischen Leervektor-transfizierten und AGR2
liberexprimierenden Klonen (Abb. 16 D, p=0,171), auf Basis dessen konnen also keine
Hinweise auf mogliche Unterschiede in der Metastasenbildung der AGR2Z bzw.
Leervektor Tumore gewonnen werden. Der Grund hierfiir kann in dem Abbruch des

Experiments bei sehr kleinen Primartumoren der AGR2 Klone liegen. Fiir eine genauere
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Analyse des Einflusses von AGR2 auf die Metastasenbildung ware daher ein Abbruch des
Experiments bei Erreichen einer bestimmten Tumorgrofie anstatt wie hier zu einem

bestimmten Zeitpunkt sinnvoller.

5.4 Funktionelle Charakterisierung von AGR2 durch Knock Down

5.4.1 AGR beeinflusst die Proliferation von Prostatakrebszellen

Eine Uberexpression von AGR2 in der Prostatakrebszelllinie 22Rv.1 hat gezeigt, dass
gesteigerte AGR2 Proteinlevel einen negativen Effekt auf die Proliferation dieser Zellen
haben (Abb. 12). Die Ursache hierfiir liegt in einem durch die Uberexpression
ausgelosten G2 /M Zellzyklusarrest (Abb. 13).

Zur weiteren Charakterisierung des beobachteten Effekts von AGR2 auf die
Proliferation von Prostatakrebszellen wurden Massenkultur-Klone (pooled Clones) in
VCaP Zellen generiert, in welchen die AGR2 Expression durch shRNA Knock Down
reduziert wurde. Der Nachweis des Knock Downs erfolgte durch Western Blot (Vgl. Abb.
17 A Spuren 1-2 und 3-6). Unspezifische shRNAs dienten zur Generierung von
Kontrollklonen (Abb. 17 B Spuren 1 und 2). VCaP Zellen wurden aufgrund ihrer
endogenen AGR2 Expression (Abb. 3) fiir diese Experimente ausgewahlt. Fiir die
Bestimmung der Proliferationsrate der AGR2 Knock Down Klone bzw. der
entsprechenden Kontrollklone wurde der Einbau von 3H-Thymidin in neu gebildete DNA

nachgewiesen.
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Abb. 17: Analyse des Einflusses eines AGR2 Knock Downs auf die Proliferation von VCaP
Prostatakrebszellen. A Western Blot Analyse des AGR2 Knock Downs mit spezifischen Antikdrpern. Es
wurden zwei Kontrollklone (C-1 und C-2) sowie vier Knock Down Klone (2-1, 2-2, 2-3, 2-4; je in
Massenkultur/ pooled Clones) generiert. Der Nachweis von (3-Aktin mit spezifischen Antikérpern dient als
Ladekontrolle. B Bestimmung der Proliferation der Klone durch Einbau von 3H-Thymidin. Dargestellt ist
die mittlere Proliferation der Klone aus drei unabhidngigen Experimenten. (Mittelwert mit

Standartabweichung, Student’s t-Test *** p<0,01)

Die Analyse der Proliferation zeigt, dass eine Verringerung der AGR2 Expression
durch Knock Down im Mittel zu signifikant verringerter Proliferation im Vergleich zu
den Kontrollklonen fiihrt (Abb. 17 B). Da auch eine AGR2 Uberexpression zu einer
verminderten Proliferation fiihrt (Abb. 12 B), ist dies iiberraschend, weist aber darauf
hin, dass Verdnderung des AGR2 Expressionslevels sowohl in positive als auch in
negative Richtung das Wachstum von Prostatakrebszellen deutlich beeinflussen kénnen.

Die AGR2 Expression wird in Prostatakrebszellen daher vermutlich streng reguliert.

5.4.2 AGR2 Knock Down verursacht einen G1/GO0 Zellzyklusarrest

Wie bei den AGR2Z iberexprimierenden Klonen, in welchen die geringere
Proliferation durch einen G2/M Zellzyklusarrest verursacht wird (Abb. 13), kann auch
die Ursache fiir die verminderte Proliferation nach einem AGR2 Knock Down (Abb. 17 B)
in einem veranderten Zellzyklusprofil der Zellen liegen.

Aus diesem Grund wurde das Zellzyklusprofil der VCaP Zellen (AGR2 Knock Down
oder Kontrollklone) mittels fluorescence activated cell sorting (FACS) untersucht. Dazu

wurden die Zellen bei etwa 80% Konfluenz geerntet und fixiert. Die DNA wurde
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fluoreszent mit Draq5 gefarbt und iiber den DNA-Gehalt der Zellen (50.000 Zellen je
Klon) anschliefend die jeweiligen Zellzyklusstadien bestimmt. Zellen in G1 sowie
seneszente Zellen in GO besitzen einen einfachen Chromsomensatz, also 2n, Zellen in der
S-Phase 2 bis 4n, Zellen in der G2-Phase und der Mitose besitzen den doppelten

Chromosomensatz, also 4n. Zellen in der sub-G1-Phase sind apoptotisch.
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Abb. 18: Bestimmung des Einflusses eines AGR2 Knock Downs auf das Zellzyklusprofil von VCaP
Zellen A Repriasentatives Zellzyklusprofil der Kontrollklone (oben) und der AGR2 Knock Down Klone
(unten) B Zusammenfassende Darstellung der relativen Verteilung der Zellen in den verschiedenen
Zellzyklusphasen. Dargestellt ist der Mittelwert mit Standartabweichung aus zwei unabhingigen

Experimenten (Mittelwert aus zwei Kontroll- und vier Knock Down Klonen, Student’s t-Test *** p<0,01).

Die FACS Analyse des Zellzyklusprofils der VCaP Klone zeigt, dass es durch den AGR2
Knock Down im Mittel zu einer signifikanten Verringerungen der Zellzahl in der G2/M
Phase des Zellzyklus kommt (Abb. 18, 47% der Kontrollklone bzw. 25% der Knock
Down Klone). Dies unterstiitzt die zuvor gemachte Beobachtung, dass eine AGR2
Uberexpression zu einer grofReren Zahl der Zellen in G2/M fiihrt (Abb. 13) Wihrend sich
die Zahl der Zellen in SubG1 und in der S Phase nicht signifikant dndert, fiihrt der AGR2
Knock Down zu einer signifikant erh6hten Zahl der Zellen in G1/G0 (40% bzw. 55%)
(Abb. 19).
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Die beobachteten negativen Effekte von AGR2 auf die Proliferation basieren somit auf
einem G2/M Arrest, der durch die Uberexpression des Proteins ausgelést wird (Abb.
13), und auf einem G1/GO Arrest unter AGRZ Knock Down Bedingungen (Abb. 19). Die
molekularen Ursachen fiir den durch einen AGR2 Knock Down verursachten G1/GO

Zellzyklusarrest wurden in dieser Arbeit nicht untersucht.

5.5 AGR2 und AGR3 Expressionslevel korrelieren invers

Im Zuge der Charakterisierung der Rolle von AGRZ in Prostatakrebs konnte gezeigt
werden, dass das Protein in frithen Stadien des Karzinoms verstirkt exprimiert wird
und dass die Expression in spateren Stadien wieder abnimmt (Abb. 7). Das zu AGR2
stark homologe Protein AGR3 zeigte ein gegensatzliches Expressionsprofil, die AGR3
Expression stieg erst zu spaten Krankheitsstadien hin an (Abb. 7).

Bei der genaueren Untersuchung der Rolle vom AGR2Z in der Progression des
Prostatakarzinoms konnte festgestellt werden, dass eine Uberexpression des Proteins
einen negativen Einfluss auf die Proliferation von Zellen hat (Abb. 12). Die Analyse des
Effekts von AGR3 auf die Proliferation hat gezeigt, dass eine Uberexpression des
Proteins einen positiven Effekt auf die Proliferation hat (Erald Shehu, PhD Student AG
Prof. A. Cato, unveroffentlichte Daten).

Aufgrund dieser beiden Beobachtungen und der grofen Homologie von AGR2 und
AGR3 (Abb. 1) wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen den Expressionsleveln
der beiden Proteine untersucht. Fiir einen solchen Zusammenhang spricht auch die
direkt nebeneinander liegende Position der AGR2 und AGR3 Gene auf Chromosom 7
(Petek et al. 2000), sowie die Tatsache, dass sie wahrscheinlich durch eine
Genduplikation entstanden sind (Shih et al. 2007). Um den vermuteten Zusammenhang
zwischen AGR2 und AGR3 Expression zu analysieren, wurde die Expression des jeweils
homologen Proteins in AGR2 und AGR3 Knock Down Klonen in VCaP bestimmt. Dazu
wurden die bereits zuvor beschriebenen AGR2 Knock Down Klone verwendet (Abb. 17
A). Zusatzlich wurden VCaP Klone mit einem Lentiviralen AGR3 Knock Down und
entsprechende Kontrollklone generiert. Der Knock Down wurde mittels Western Blot

nachgewiesen (Abb. 19 D).
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Abb. 19: Analyse eines moglichen Zusammenhangs der AGR2 und AGR3 Expression in VCaP Zellen.

Bestimmung der Expression von AGR2 und AGR3 Expression in A, B, C VCaP AGR2 Knock Down Klonen

(Konrollklone C-1, C-2; Knock Down Klone 2-1 bis 2-4) und D, E, F VCaP AGR3 Knock Down Klonen

(Kontrollklone C-3, C-4; Knock Down Klone 3-1 bis 3-4) mittels A, D Western Blot durch spezifische

Antikorper (a-Tubulin dient als Ladekontrolle) auf Proteinebene und B, C, E, F durch Real Time PCR auf

mRNA Ebene. Dargestellt ist die relative mRNA Menge (Mittelwert mit Standartabweichung, n=3,

Student’s t-Test *** p<0,01 ** p<0,05). Als Referenzgen wurde die humane ribosomale Untereinheit

(36B4) verwendet.
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Bei der Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen AGRZ und AGR3
Expressionsleveln konnte festgestellt werden, dass das AGR3 Proteinleveln in Zellen, in
welchen AGR2 durch Knock Down vermindert ist, heraufreguliert wird (Abb. 19 A, vgl.
Spuren 1 und 2 mit 3 bis 6). Die durch Knock Down verminderte Expression von AGR3
filhrt auf Proteinebene zu gesteigerter Expression von AGR2 (Abb. 19 D, vgl. Spuren 1
und 2 mit 3 bis 6).

Die beobachteten Veranderungen auf Proteinebene konnen durch Veranderungen auf
Transkriptions- sowie auf Translationsebene verursacht werden, also z.B. auch durch
geringere mRNA Mengen oder geringere mRNA Stabilitat. Aus diesem Grund wurden
zusatzlich zu den Proteinleveln auch die relative mRNA-Menge von AGR2 und AGR3
mittels quantitativer Realtime PCR bestimmt. Fiir die AGR2 Knock Down Klone zeigt
dies, dass im Vergleich der beiden Kontrollklone (C-1 und C-2) mit den vier Knock Down
Klonen (2-1, 2-2, 2-3, 2-4) die AGR2 mRNA Menge durch den lentiviralen Kock Down im
Mittel signifikant verringert ist (Abb. 19 B). Gleichzeitig kommt es im Mittel zu einer
stark signifikanten Erh6hung der relativen AGR3 mRNA Menge nach AGR2 Knockdown
(Abb. 19 C). Dies spricht dafiir, dass die Effekt der veranderten AGR2 Level auf die AGR3
Expression auf Transkriptionsebene stattfinden.

Die entsprechende Untersuchung der AGR3 Knock Down Klone zeigt, dass die relative
AGR3 mRNA Menge durch den Knockdown signifikant verringert ist (Abb. 19 F,
Kontrollklone C-3 und C-4, Knock Down Klone 3-1, 3-2, 3-3, 3-4). Gleichzeitig kommt es
in diesen Klonen zu einer signifikant gesteigerten AGRZ Expression (Abb. 19 E). Wie im
oben beschriebenen umgekehrten Fall findet al.so auch die Regulation der AGR2
Expression nach AGR3 Knock Down auf Transkriptionsebene statt.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass AGR2 und AGR3 Expression invers
miteinander korrelieren. Dies geht konform mit der in Gewebeproben gezeigten
gegensdtzlichen Expression von AGR2 und AGR3 wdahrend der Progression von

Prostatakrebs (Abb. 7).
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5.5.1 AGR2 Level beeinflussen die FoxA1 und FoxA2 Expression

Basierend auf der beobachteten Korrelation zwischen der AGR2 und der AGR3
Expression wurden mogliche Faktoren untersucht, die eine Rolle bei diesem Vorgang
spielen kénnten. Das Hauptaugenmerk wurde dabei auf Faktoren gelegt, die bereits mit
der Regulation von AGR2 und/ oder AGR3 in Verbindung gebracht wurden.

Es ist bekannt, dass AGR2 und AGR3 in ihrer Expression durch Androgene reguliert
werden (Bu et al. 2011, Zhang et al. 2005), weshalb die Proteinlevel des
Androgenrezeptors in VCaP AGR2 Knock Down Klonen untersucht wurden. Neben der
Regulation durch Steroidhormonrezeptoren konnten auch die beiden Forkhead Box
Transkriptionsfaktoren FoxAl und FoxA2 als Regulatoren der AGR2 Expression
identifiziert werden (Zheng et al. 2006).
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Abb. 20: Western Blot Analyse der Proteinlevel von FoxA1, FoxA2 und Andorgenrezeptor (AR) als
bekannte AGR2Z und AGR3 Regulatoren in A VCaP AGR2 Knock Down Klonen (C-1 und C-2
Kontrollklone, 2-1 bis 2-4 AGR2 Knock Down Klone) und B 22Rv.1 AGR2 Uberexpressionsklonen. Der Pfeil
markiert die Proteinbande des kompletten (full-length) Androgenrezeptors, bei der jeweils zweiten
nachgewiesenen Bande handelt es sich um beschrieben AR Spleifdvarianten. Fiir den Nachweis der
Proteine wurden entsprechend spezifische Antikorper verwendet. a-Tubulin bzw. B-Aktin dienen als

Ladekontrolle.
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Die Untersuchung der Expressionslevel der genannten Faktoren mit Western Blot
zeigt, dass ein Knock Down von AGR2 keinen Effekt auf den kompletten (full-length)
Androgenrezeptor hat (Abb. 20 A, vgl. Spuren 1 und 2 (Kontrollklone C-1 und C-2) mit 3
bis 6 (Knock Down Klone 2-1 bis 2-4), obere Bande), dass es aber zu einer verminderten
Expression einer AR Spleifdvariante kommt (Abb. 20 A, vgl. Spuren 1 und 2 mit 3 bis 6,
untere Bande). Bei dieser Spleifdvariante handelt es sich vermutlich um eine in VCaP
Zellen beschriebene AR Variante, die sich durch das Fehlen der Ligandenbindedomane
(LBD) auszeichnet (Hu et al. 2009). Die Analyse der FoxA1l/2 Level zeigt, dass
verminderte AGR2 Level zu einer Verringerung der Expression sowohl von FoxA1 als
auch von FoxAZ2 fiihren (Abb. 20 A, vgl. Spuren 1 und 2 mit 3 bis 6).

Zur weiteren Analyse dieser Beobachtungen wurde auch der Effekt einer AGR2
Uberexpression auf die drei genannten Faktoren untersucht. Diese Untersuchung zeigt,
dass eine AGR2 Uberexpression in 22Rv.1 Zellen keinen Effekt auf den full-length
Androgenrezeptor (Abb. 20 B, vgl. Spur 1 und 2, obere Bande) sowie auf eine in 22Rv.1
beschriebene AR Spleifdvariante mit fehlender LBD hat (Abb. 20 B, vgl. Spur 1 und 2,
untere Bande) (Tepper et al. 2002, van Bokhoven et al. 2003). Gesteigerte AGR2 Level
haben allerdings wie auch der Knock Down des Proteins (Abb. 20 A) einen negativen
Einfluss auf die Proteinlevel von FoxA1l und FoxAZ2 (Abb. 20 B, vgl. Spur 1 und 2).

Ob AGR2 die FoxAl und FoxA2Z Level auf der Translations- oder auf der
Transkriptionseben beeinflusst, wurde im Zusammenhang dieser Arbeit nicht

untersucht.

5.6 ER Stress fiihrt zu gesteigerter AGR2 Expression

Hinweise auf eine weitere mogliche Funktion von AGR2 finden sich in der
Aminosauresequenz des Proteins. AGR2 besitzt ein zentrales CXXS Motiv, durch welches
es der Familie der Protein-Disulfid-Isomerasen (PDI) zugeordnet wird (Persson et al.
2005). PDIs tibernehmen Funktionen als Chaperone bei der korrekten Faltung von
Proteinen. Am C-terminalen Ende des AGR2 Proteins findet sich ein KTEL Motiv, eine
Variante eines KDEL Motivs, welches von Rezeptoren im Endoplasmatischen Reitkulum
erkannt wird und so zur Lokalisation eines Proteins im ER fiihren kann (Lewis und

Pelham 1990). Die Lokalisation von AGRZ im ER konnte durch Immun-
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fluoreszenzanalysen gezeigt werden (Abb. 9). In Bezug auf die Funktion, die das Protein
im ER libernimmt, konnte fiir das Maushomolog sowie auch das humane AGR2 Protein
bereits eine gesteigerte Expression durch ER-Stress gezeigt werden (Higa et al. 2011,
Zhao et al. 2010). Ein AGR2 Knock Down konnte mit einer erh6hten Sensibilitit von
Zellen auf ER-Stress in Verbindung gebracht werden (Higa et al. 2011).

Um die Rolle von AGR2 bei ER Stress in Prostatakrebszellen untersuchen zu kénnen,
wurden VCaP Zellen, welche endogenes AGR2 exprimieren, fiir 16 Stunden mit den
beiden bekannten ER Stress-Auslésern Thapsigargin (TG, 300 nM) und Tunicamycin
(TM, 10 pg/ml) behandelt. Die Behandlung mit EtOH bzw. DMSO diente dabei als
jeweilige Losemittelkontrolle. Tunicamycin ist ein Antibiotikum, welches aus
Streptomyces lysosuperficus isoliert wird und die Synthese von N-Glykanen hemmt.
Thapsigargin wird aus Thapsia garganica isoliert und hemmt sarco/endoplasmic
reticulum Ca2+-ATPasen, wodurch es zu einer Anreicherung von Kalzium im Zytoplasma
behandelter Zellen kommt (Kuo und Lampen 1976, Treiman et al. 1998). Beide
Substanzen werden allgemein zur Induktion von ER Stress eingesetzt. GRP78 wird als
Marker fiir diese ER Stressinduktion eingesetzt, da es unter Stressbedingungen zu
gesteigerten GRP78 Leveln kommt (Lee 2005, Ron und Walter 2007). Als weitere
Kontrolle wurden die Proteinlevel des zu AGR2 homologen AGR3 untersucht, welches
aufgrund seiner Aminosduresequenz ebenfalls der Familie der Protein-Disulfid-
Isomerasen zugeordnet wird (Persson et al. 2005) und daher wahrscheinlich ebenfalls

durch zelluldren Stress vermehrt exprimiert wird.

Die Behandlung von VCaP Zellen mit Thapsigargin oder Tunicamycin fiihrt zu
Induktion von ER Stress, was sich durch mit Western Blot nachgewiesene gesteigerte
GRP78 Proteinlevel zeigt (Abb. 21 A, vgl Spuren 1 und 2 mit 3 und 4). Auch die AGR3
Expression wird durch die Behandlung der Zellen mit Thapsigargin leicht erh6ht (Abb.
21 A, Spur 3). Die beobachtete Verringerung der AGR3 und GRP78 Proteinlevel nach
Behandlung der Zellen mit Tunicamycin (Abb. 21 A, Spur 4) beruht vermutlich auf der
Inhibierung der Proteinneusynthese im Zuge der Reaktion der Zellen auf ER Stress (Lai
et al. 2007) oder auf einer zelltypspezifisch geringen Reaktion von VCaP Zellen auf

Tunicamycin.
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Abb. 21: Regulation von AGR2 unter ER Stressbedingungen. Fiir das Experiment wurden 0,25x106
VCaP Zellen fiir 16 Stunden mit 300 nM Thapsigargin (TG), 10 pg/ml Tunicamycin (TM) oder den
entsprechenden Losemittelkontrollen (EtOH, DMSO) behandelt und anschlieffend die Proteine oder
mRNA isloiert. A Nachweis der Regulation auf Proteinebene durch Western Blot. AGR2, AGR3, GRP78 und
a-Tubulin wurden mittel spezifischer Antikdrper nachgewiesen. GRP78 und AGR3 dienen zum Nachweis
des durch TG und TM ausglosten ER Stresses. a-Tubulin dient als Ladekontrolle. B Relative mRNA Menge
(Expression) von AGR2. Die mRNA wurde 16 Studen nach Behandlung mit TM, TG oder den
Losemittelkontrollen isoliert und zu cDNA umgeschrieben. Der Nachweis von AGR2 erfolgte mit
spezifischen Primern in einer Realtime PCR. Als Referenzgen wurde die humane ribosomale Untereinheit
(36B4) verwendet. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhdngigen Experimenten mit
Standartabweichung. (Student’s t-Test ** p<0,05 (AGR2 TG iiber AGR2 EtOH) *** p<0,01 (AGR2 TM {iiber
AGR2 DMSO0)).

AGR2 wird durch die Behandlung der Zellen mit Thapsigargin und Tunicamycin
verstarkt exprimiert (Abb. 21 A, vgl. Spuren 1 und 2 mit 3 und 4). Dies zeigt sich auch
durch die Analyse der Expression auf mRNA Ebene mittels Realtime PCR durch
signifkiant gesteigerte AGR2Z mRNA Mengen nach Behandlung der Zellen mit TM oder
TG. Auf Proteinebene aber nicht auf RNA Ebene konnte dariiber hinaus eine gesteigerte
AGR2 Expression nach Behandlung der Zellen mit der Losemittelkontrolle DMSO
beobachtet werden. D.h. dass DMSO auf einem in dieser Arbeit nicht ndher untersuchten
weg die Translation von AGR2 zu férdern scheint.

Zusammengefasst bedeutet dies, dass AGR2 in VCaP Prostatakrebszellen unter ER

Stressbedingungen vermehrt exprimiert wird.
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5.6.1 Ein AGR2 Knock Down hat keinen Effekt auf die ER Stressreaktion

Um die Rolle von AGR2 unter ER Stressbedingungen weiter untersuchen zu kénnen,
wurde die Reaktion von VCaP Zellen mit einem AGR2 Knock Down auf die Behandlung
mit Tunicamycin und Thapsigargin untersucht. Als Marker fiir ER Stress wurden GRP78
sowie AGR3 Expressionslevel verwendet, welche beide durch ER Stress verstarkt
exprimiert werden (Abb. 21 A). Neben der Untersuchung moéglicher Veranderungen der
GRP78 Level in AGR2 Knock Down Zellen unter Stressbedingungen, wurde auch der
Einfluss eines AGR2Z Knock Downs auf basale GRP78 Level in ungestressten Zellen
untersucht. Erhohte GRP78 Level sowie gesteigerte Sensitivitit auf ER Stress durch
AGR2 Knock Down konnten fiir das AGR2Z Maushomolog und im Zervixkarzinomzellen

bereits gezeigt werden (Higa et al. 2011, Zhao et al. 2010).
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Abb. 22: Untersuchung des Effekts eines AGR2 Knock Downs auf basalen ER Stress iiber die
Bestimmung von GRP78. Verwendet wurden VCaP AGR2 Knock Down Klone (Kontrollklone C-1, C-2;
AGR2 Knock Down Klone 2-2 bis 2-4) A Western Blot Analyse der Expression von AGR2, GRP78 und a-
Tubulin (als Ladekontrolle) iiber spezifische Antikoérper im Lysat von VCaP AGR2 Knock Down Klonen B
Nachweis der GRP78 Expression in VCaP AGR2 Knock Down Klonen mittels Realtime PCR. Dargestellt ist
der Mittewert mit Standartabweichung der relativen mRNA Menge aus drei unabhdngigen Experimenten.

Als Referenzgen wurde die humane ribosomale Untereinheit (36B4) verwendet.

Die Western Blot Analyse zeigt, dass sich die GRP78 Proteinlevel nach AGRZ Knock
Down nicht dndern (Abb. 22 A; vgl. Spuren 1 und 2 (C-1, C-2 Kontrollklone) mit Spuren 3
bis 6 (2-1 bis 2-4 AGR2 Knock Down Klone)). Gleiches zeigt die Untersuchung der
GRP78 mRNA Level mit Realtime PCR, in der sich im Mittel keine signifikanten
Unterschiede zwischen der GRP78 Expression der Kontrollklone und der AGR2 Knock
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Down Klone nachweisen lassen (Abb. 22 B). Dies deutet darauf hin, dass ein AGR2 Knock
Down keinen Einfluss auf basale GRP78 Level und somit keinen Effekt auf basalen ER

Stress hat.

Neben dem Einfluss eines AGR2 Knock Downs auf basalen Stress (Abb. 22) wurde der
Einfluss dieses Knock Downs auf GRP78 und AGR3 mRNA und Proteinlevel unter ER
Stressbedingungen durch Tunicamycin- oder Thapsigarginbehandlung untersucht. Dazu
wurden die zwei Kontroll- (C-1 und C-2) und vier AGR2 Knock Down (2-1, 2-2, 2-3, 2-4)
VCaP Klone fiir 16 Stunden mit Tunicamycin oder Thapsigargin bzw. der jeweiligen
Losemittelkontrolle (DMSO bzw. EtOH) behandelt und anschliefend die Zellen lysiert
oder die mRNA isoliert. Die Lysate wurde zur Western Blot Analyse, die mRNA zur cDNA
Synthese und anschlief3ender Realtime PCR verwendet.

Die Western Blot Analyse zeigt den erfolgten AGR2 Knock Down (Abb. 23 B, vgl.
Spuren 1-8 mit 9-24). Auch auf mRNA Ebene zeigt sich eine signifikant verringerte AGR2
Expression in den Knock Down (KD) Klonen (Abb. 23 A). Eine Behandlung der Zellen mit
TM und TG fiihrt in den Kontrollklonen in Ubereinstimmung mit den in normalen VCaP
Zellen gewonnenen Daten (Abb 21) zu einer signifikant verstarkten AGR2 Expression
sowohl auf Protein- als auch auf mRNA Ebene (Abb. 23 A und B, Kontrolle bzw. C-1 und
C-2). In den AGR2 Knock Down Klonen fiihrt die Behandlung auf mRNA Ebene ebenfalls
zu einer sigifikant gesteigerten AGR2 Expression, allerdings bleiben die AGR2Z mRNA
Mengen dabei signifikant kleiner als in den Kontrollklonen (Abb. 23 A). Auf
Proteinebene zeigt sich keine Verdanderung der AGR2 Expression nach Induktion von ER
Stress (Abb. 23 B, vgl. Spuren 9, 10, 13, 14, 17, 18, 21, 22 mit 11, 12, 15, 16, 19, 20, 23,

24), was sich durch den lentiviralen shRNA Knock Down erklaren lasst.
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Abb. 23: AGR2, AGR3 und GRP78 Proteinlevel und mRNA Mengen in VCaP Kontroll- (C-1, C-2) und
AGR2 Knock Down Klonen (2-1, 2-2, 2-3, 2-4) nach Induktion von ER Stress durch Behandlung mit
Tunicamycin oder Thapsigargin. 0,25x106 wurden fiir 16 Stunden mit 10 pg/ml Tunicamycin (TM), 300
nM Thapsigargin (TG) oder den entsprechenden Losemittelkontrollen (EtOH, DMSO) behandelt.
Anschlieffend wurde die mRNA der Zellen in einer Real Time PCR mit spezifischen Primern und die Lysate
der Zellen mittels Western Blot und spezifischen Antikérpern auf die Expression von AGR2, AGR3 und
GRP78 untersucht. A Relative mRNA Mengen von AGR2, AGR3 und GRP78 in Kontroll-Klonen (Kontrolle)
und AGR Knock Down Klonen (AGR2 KD) nach ER Stressinduktion mit TM und TG. Als Referenzgen wurde
die humane ribosomale Untereinheit (36B4) verwendet. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei
unabhingigen Experimenten mit Standartabweichung. (Student’s t-Test ** p<0,05; *** p<0,01). B Western
Blot Analyse der Expression von AGR2, AGR3 und GRP78 in Kontroll-Klonen (C-1, C-2) und AGR2 Knock
Down Klonen (2-1 bis 2-4) nach Behandlung mit TM oder TG. a-Tubulin dient als Ladekontrolle.
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In Ubereinstimmung mit der beobachteten inversen Korrelation der AGR2 und AGR3
Expression (Abb. 19) steigt die AGR3 Expression in den AGR2 Knock Down Klonen im
Vergleich zu den Kontrollklonen auf Protein- und auch auf mRNA-Ebene an (Abb. 23 A, B
vgl. Spuren 1-8 mit 9-24). In mit der Losemittelkontrolle behandelten Zellen ist dieser
unterschied auf mRNA Ebene signifikant, bei mit Tunicamycin oder Thapsigargin
behandelten Zellen nicht. Die Behandlung mit TM oder TG fiihrt weder in den
Kontrollklonen noch den AGR2 Knock Down Klonen zu signifikant verdnderter AGR3
Expression. Dies gilt fiir Protein- und mRNA Ebene (Abb. 23 A, B vgl. Spuren 1, 2, 5, 6, 9,
10,13,14,17,18,21,22mit 3,4, 7,8,11,12, 15,16, 19, 20, 23, 24). Die AGR3 Expression
scheint also in VCaP Zellen durch ER Stress nicht reguliert zu werden, sowohl bei
normalen als auch bei verringerten AGR2 Leveln. Das heifdt es scheint zu keiner
Kompensation der verminderten AGRZ Expression unter ER Stress durch AGR3 zu
kommen.

Die GRP78 Protein- und mRNA-Mengen verdandern sich durch einen AGR2 Knock
Down in unbehandelten Zellen nicht, was die zuvor gemachten Beobachtungen (Abb.
22) bestatigt (Abb. 23 A, B vgl. Spuren 1, 2, 5, 6 mit 9, 10, 13, 14, 17, 18, 21, 22). Die
Induktion mit TM und TG fiihrt in den Kontroll- und in den AGR2 Knock Down Klonen zu
einer signifikanten Induktion der GRP78 Expression (Abb. 23 A, B). Die Veranderung der
mRNA Mengen durch TM und TG ist in Kontroll- und Knock Down Klonen signifikant.
Dabei gibt es keine Unterschiede in der GRP78 Induktion in An- oder Abwesenheit von
AGR2 (Abb. 24 A).

Ein AGRZ Knock Down scheint die Reaktion der Zellen auf die ER Stressinduktoren
Tunicamycin und Thapsigargin also nicht zu beeinflussen, d.h. verminderte AGR2 Level
fithren in Prostatakrebszellen zu keiner erhohten Sensitivitat auf ER Stress. Ob ein AGR2
Knock Down die Viabilitit von Prostatakrebszellen unter ER Stressbedingungen
beeinflusst, wurde in diesem Zusammenhang nicht untersucht. Dies ist aber nicht
auszuschliefden, da ein negativer Effekt verringerter AGR2 Level auf die Viabilitdat von

Zellen in Zervixarzinomzellen bereits gezeigt werden konnte (Higa et al. 2011).
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6. Diskussion

Das humane Anterior Gradient 2 (AGR2) Protein ist ein ER-residentes Mitglied der
Familie der Protein-Disulfid-Isomerasen und wird in Prostatakrebs iiberexprimiert. Die
Eigenschaft, dass es sich bei AGR2Z um ein von den Zellen sekretiertes Protein handelt
(Park et al 2011, Zhang et al 2005) macht es auch als Marker fiir das Prostatakarzinom
interessant. Allerdings ist die Nutzung des Proteins als solches nur begrenzt moglich, da
AGR2 auch in anderen Karzinomen tiberexprimiert und sekretiert wird (Park et al 2011,
Ramachandran et al 2008, Wang et al 2008). Als Alternative zum Nachweis des AGR2
Protein kommt AGR2 mRNA in Frage, die in Urinsediment von Prostatakrebspatienten
bereits nachgewiesen werden konnte (Bu et al 2011). Zur moglichen Erhohung der
Prostata(krebs)spezifitit wurde das Vorkommen von AGRZ mRNA Spleifdvarianten in
Zelllinien und Prostatakrebsgewebeproben untersucht.

Neben der Optimierung der Nutzung von AGRZ mRNA als Prostatakrebsmarker war
die Bestimmung der Rolle von AGR2 bei der Progression von Prostatakrebs ein Ziel
dieser Arbeit. In diesem Zusammenhang wurde der Effekt einer AGR2 Uberexpression
auf Prostatakrebszellen untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass erhohte AGR2
Level zu einer verringerten Proliferation durch einen G2Z/M Arrest bei gleichzeitig
gesteigerter Invasivitit und verbesserten migratorischen Fahigkeiten der Zellen fiihren.
Die Verringerung der Proliferation zeigte sich in Xenograft Tumormodellen in Mausen in
einem erheblich verringerten Tumorwachstum. Auch ein AGR2 Knock Down fiihrte zu
verringerter Proliferation der Zellen, was durch einen GO0/G1 Zellzyklusarrest
verursacht wurde. Eine weitere Charakterisierung des AGR2 Knock Downs zeigte
auflerdem eine inverse Korrelation der AGRZ Expression mit der Expression des

homologen Proteins AGR3.
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6.1 AGR2 Spleif3varianten als mogliche Marker fiir das

Prostatakarzinom

Die Fritherkennung des Prostatakarzinoms erfolgt unter anderem durch den
Nachweis von Markern im Blut von Patienten. Im Zusammenhang mit der Moglichkeit
Marker auch im Urin von Patienten nachzuweisen, wird die Nutzung von AGR2 als
Marker untersucht (Bu et al 2011, Wayner et al 2011). AGR2 mRNA konnte bereits im
Urinsediment von Patienten nachgewiesen werden, die Mengen waren dabei in
Maéannern mit einem Prostatakarzinom signifikant hoher als in Patienten ohne bosartige
Veranderungen der Prostata (Bu et al 2011). Der Nachweis von Prostatakrebsmarkern
im Urin bietet den Vorteil, dass die Proben nicht-invasiv gewonnen werden konnen. Die
Detektion von Proteinen oder mRNAs in Urin wird daher schon fiir verschiedene
Proteine bzw. mRNAs, wie zum Beispiel der nicht flir ein Protein kodierenden PCA3
(Prostate Cancer Antigen 3) mRNA, untersucht (Bai et al 2007, Bourdoumis et al 2010,
Hessels et al 2003).

Da AGR2 neben Prostatakrebs auch in anderen Karzinomen tiberexprimiert und die
Nutzung als Marker fiir diese Karzinome ebenfalls untersucht wird (Chen et al 2010, da
Costa et al 2011, Edgell et al 2010, Marin-Aguilera et al 2012, Valladares-Ayerbes et al
2008), ist das AGR2 Protein als Marker fiir das Prostatakarzinom nur eingeschrankt
nutzbar. Der bereits beschriebene Nachweis von AGR2 mRNA im Urinsediment von
Prostatakrebspatienten stellt eine Alternative zur Nutzung des Proteins dar (Bu et al
2011). Da sowohl im Leberkarzinom als auch in Prostatakrebs das Vorhandensein von
AGR2 Spleifdvarianten beschrieben und eine dieser Varianten, das sogenannte kurze
AGR?2 Transkript, bereits fur die Unterscheidung verschiedener Krebsarten beschrieben
wurde (Bu et al 2011, Vivekanandan et al 2009, Zhang et al 2005, Zheng et al 2006),
wurde die mRNA verschiedener (Karzinom-)Zelllinien auf das Vorkommen von AGR2
Spleifdvarianten hin untersucht. Mogliche prostata- oder sogar prostatakrebsspezifische
AGR2 Spleifdvarianten konnen zur Optimierung der Verwendung von AGR2 als
Prostatakrebsmarker beitragen.

In dieser Arbeit konnten sechs AGR2 Spleifdvarianten identifiziert werden (SV C bis
SV H). Zwei weitere Spleifdvarianten (SV A und SV B) umfassten die bereits
beschriebenen Spleifdvarianten von AGR2 in Prostatakrebs, das sog. lange und kurze

Transkript (Zhang et al 2005, Zheng et al 2006). Die meisten der identifizierten
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Spleifdvarianten wurden neben Prostatakrebszellen auch in Zellen aus anderen Geweben
exprimiert und zeigen somit keine Prostataspezifitiat. Die Untersuchung der Expression
der Spleifdvarianten in mRNA Proben aus Prostatakrebsgewebe zeigte allerdings einen
Trend der Varianten F und H hin zu verstarkter Expression in Prostatakrebsgewebe im
Vergleich zu benignem Gewebe. Dies deutet darauf hin, dass sie eventuell zwar nicht
prostataspezifisch sind, ihre Uberexpression aber krebsspezifisch sein kann. Fiir solche
Spleifdvarianten kdme eine Nutzung in Kombination mit PSA, also vor dem Hintergrund
eines prostata-spezifischen Proteins, in Frage. Fiir die Nutzung der Wildtyp AGRZ mRNA
konnte eine solche Kombination bereits als sensitiver als die Nutzung von PSA alleine
beschrieben werden (Bu et al 2011).

Eine der identifizierten Spleifdvarianten (SV C) konnte bei den untersuchten Zelllinien
nur in Prostatakrebszelllinien nachgewiesen werden, mit Ausnahme einer kaum
detektierbaren mRNA Menge in T47D Brustkrebszellen. Die Expression dieser
Spleifdvariante in mRNA Proben aus Prostatagewebe von Prostatakrebspatienten zeigt
einen leichten, allerdings nicht signifikanten Trend hin zu gesteigerter Expression in
spaten Krebsstadien. Um eine genaue Aussage tiber die Expression dieser Spleifdvariante
treffen zu konnen, muss eine grofdere Probenzahl untersucht werden. Dennoch scheint
Spleifdvariante C der vielversprechendste Kandidat unter den identifizierten Spleif3-

varianten in Bezug auf die Prostataspezifitat zu sein.

6.2 AGR2 in Prostatakrebs - eine Rolle bei der Metastasierung?

6.2.1 AGR2 verringert die Zahl der Kolonien in einem Koloniebildungsassay

Um einen ersten Hinweis auf die Rolle von AGR2Z in Prostatakrebszellen zu
bekommen wurden Koloniebildungsassays durchgefiihrt. Dabei konnte gezeigt werden,
dass eine AGR2 Uberexpression zu einer verminderten Kolonienzahl in verschiedenen
Prostatakrebszelllinien fiihrt. Dies kann vermindertes Zellwachstum zur Ursache haben,
allerdings ist auch nicht auszuschlief3en, dass die verminderte Kolonienzahl durch ein
Ablosen der Zellen von der Kulturschale zustande kommt. Ein positiver Effekt von AGR2
auf das anheftungsunabhangige Wachstum von Zellen konnte bereits in verschiedenen

Studien fiir andere Karzinome gezeigt werden (Vanderlaag et al 2010, Wang et al 2008).
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Die zusatzlichen Beobachtungen, dass AGR2 die Proliferation von Zellen zwar negativ
beeinflusst, die Invasivitit und Migration aber steigert, weisen darauf hin, dass das
Protein vermutlich eine Rolle bei der Metastasierung von Tumoren spielt. Deswegen
besteht die Chance, dass es tatsdchlich zu einer Ablosung der Zellen von der
Kulturschale nach AGR2 Uberexpression kommt und das dies zusammen mit der durch
AGR2 Uberexpression verringerten Proliferation zur beobachteten geringeren
Kolonienzahl in den Koloniebildungsassays beitragt.

Koloniebildungsassays mit AGR2Z mit einer Mutation im PDI Motiv, welches das
Protein der Chaperon-Familie der Protein-Disulfid-Isomerasen zuordnet, oder im KTEL
Motiv, welches zur ER Lokalisation fiihrt, zeigten ebenfalls eine leichte, allerdings nicht
signifikante Verringerung der Kolonienzahl. Dies deutet darauf hin, dass sowohl die
vermutete Funktion von AGR2 als PDI (Higa et al 2011) als auch die Lokalisation im ER,
welche durch Mutation des KTEL Motivs aufgehoben wird, eine wichtige Rolle bei der
Funktion des Proteins in Prostatakrebszellen spielen. Die intrazelluldre Lokalisation von
AGR2 scheint dabei von grofierer Bedeutung zu sein, da der negative Effekt auf die
Kolonienzahl bei der KTEL Mutante weniger ausgepragt war, als bei der PDI Mutante
des Proteins. Ob diese beiden Mutationen jeweils das Zellwachstum oder die Adhadsion

von Zellen beeinflussen, wurde nicht untersucht.

6.2.2 AGR2 verringert die Proliferation und induziert Migration und Invasion

Zur weiteren Charakterisierung der Rolle, welche AGR2Z bei der Entstehung und
Weiterentwicklung von Prostatakrebs spielen konnte, wurde der Einfluss des Proteins
auf die Proliferation, Migration und auf die Invasivitit von Prostatakrebszellen
untersucht. Dafiir wurden Zellen verwendet, die stabil mit einem fir AGR2 kodierenden
Expressionsvektor oder dem entsprechenden Leervektor transfiziert wurden.

Die Untersuchung der Proliferationsrate dieser Zellen zeigte, dass die Uberexpression
von AGR2 zu einer signifikant verringerten Proliferation fiihrt. Gleichzeitig hatte AGR2
einen positiven Effekt auf die migratorischen und invasiven Fahigkeiten von Zellen. Fur
einen Knock Down von AGR2 konnte im Gegensatz dazu ein negativer Effekt auf die
Migration und Invasion der Zellen beobachtet werden (Bu et al 2011). Diese Ergebnisse

lassen zusammen mit der Beobachtung, dass eine Uberexpression von AGR2 in Tumore
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einer Ratten Mammazelllinie zur vermehrten Bildung von Metastasen fiihrt (Liu et al
2005), den Schluss zu, dass AGR2 eine Rolle bei der Bildung von Metastasen, genauer in
der Epithelial-mesenchymalen Transition (EMT) spielen konnte. Die EMT ist eine
Vorgang, der in der Embryogenese, wie z.B. bei der Gastrulation oder der Migration der
Neuralleistenzellen beobachtet werden kann, der aber auch eine Rolle bei der
Metastasierung von Tumoren epithelialer Gewebe spielt (Geiger und Peeper 2009).
Wahrend diesem Vorgang entwickeln wurspriinglich epitheliale Zellen einen
mesenchymalen Phanotyp. Dies geht einher mit dem Verlust der Zellpolaritiat und der
verringerten Expression epithelialer Proteine wie E-Cadherin, Occludin und Cateninen.
Im Gegenzug wird die Expression mesenchymaler Proteine wie N-Cadherin und
Vimentin induziert. Durch diese Veranderungen erhalten die Zellen die Fahigkeiten zur
Migration und Invasion (Geiger und Peeper 2009, Thiery und Sleeman 2006). EMT
Vorgiange sind in der Entwicklung aber auch wahrend der Metastasenbildung haufig mit
reduzierter Proliferation verkniipft. Dies scheint fiir die Reorganisation des Zytoskeletts
wahrend der EMT notwendig zu sein (Barrallo-Gimeno und Nieto 2005, Evdokimova et
al. 2009).

Ein Protein, welches eine Rolle bei der Reaktivierung von EMT Programmen wahrend
der Metastasierung von Tumoren spielt ist das auch in Prostatakrebs tiberexprimierte Y-
Box Bindeprotein 1 (YB-1) (Evdokimova et al 2009, Gimenez-Bonafe et al 2004). Eine
Uberexpression dieses Protein in Brustkrebszellen fihrt, ahnlich wir es fiir AGR2 in
Prostatakrebszellen in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, zu verminderter
Proliferation und zu gesteigerter Migration der Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass
YB-1 Epithelial-mesenchymalen Transition auslést, unter anderem durch die
translationale Aktivierung von Snaill mRNA und die gesteigerte Expression von
weiteren an der EMT beteiligten Genen wie Twist1l und ZEB2 (zinc finger E-box binding
homeobox 2) (Evdokimova et al 2009). Fiir Snaill konnte ebenfalls ein negativer
Einfluss auf die Proliferation von Zellen in der EMT beschrieben werden (Barrallo-
Gimeno und Nieto 2005). Der negative Einfluss von YB-1 auf die Proliferation wird
durch die verminderte Expression von mit dem Zellzyklus assoziierten Proteinen wie
unter anderem Cyclin B1 (Evdokimova et al 2009) ausgeldst. Auch die Uberexpression
von AGR2 hat einen negativen Effekt auf die Expression von Cyclin B1, was zusammen
mit dem negativen Einfluss auf cdc2 Proteinlevel wahrscheinlich die Ursache fiir die

beobachtete verringerte Proliferation durch AGR2 ist.
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Die Erklarung fur die zunidchst widersprichliche Beobachtung, dass ein in einem
Karzinom tberexprimiertes Protein entgegen den Erwartungen das Wachstum von
Tumoren hemmt, scheint also darin zu liegen, dass AGR2 einen invasiven und motilen
Phanotyp gegentiber dem Zellwachstum bzw. der Proliferation férdert. Ob und wie
AGR2 dabei EMT induziert bzw. positiv beeinflusst kann tiber die veranderte Expression
von entsprechenden an der EMT beteiligten Proteinen wie E-Cadherin und N-Cadherin

bzw. Vimentin nach AGR2 Uberexpression bzw. Knock Down nachgewiesen werden.

Neben einem negativen Effekt der AGR2 Uberexpression auf die Proliferation von
Zellen, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass auch ein Knock Down des Proteins
zu einer verminderten Proliferation fihrt. Dies deutet darauf hin, dass AGR2 in engen
Proteinkonzentrationsgrenzen agiert. In diesem Zusammenhang spielen vermutlich
auch andere Veranderungen der Genexpression in Prostatakrebszellen im Vergleich zu
Zellen aus normalem Prostatagewebe, besonders mogliche Interaktionspartner und die
AGR2 Expression regulierende Proteine eine Rolle. Die Diskrepanz zu Untersuchungen
von AGR?2 in Eierstockkrebs, in welchen AGR2 Uberexpression einen positiven Effekt auf
die Poliferation von Zellen hatte (Park et al 2011), lassen sich durch gewebespezifische

Unterschiede erklaren.

6.2.3 Die Inhibierung der Proliferation durch AGR2 geschieht iiber einen G2/M
und/ oder einen G1/GO0 Zellzyklusarrest

Zur niheren Analyse des negativen Einflusses der AGR2 Uberexpression und des
AGR2Z Knock Downs auf die Proliferation von Prostatakrebszellen wurde das
Zellzyklusprofil der Uberexpressions- und Knock Down Zellen untersucht. Dabei konnte
gezeigt werden, dass eine AGR2 Uberexpression zu einem G2/M Arrest fiihrt, welcher
durch verringerte Cyclin B1 und cdc2 Level hervorgerufen wird. Die verringerten cdc2
Level erklaren auch die gleichzeitig beobachtete Verringerung der inhibierenden
Phosphorylierung von cdc2 an Tyrosin 15, was normalerweise einen positiven Effekt auf
die Progression des Zellzyklus hat. Der Knock Down der AGR2 Expression fiihrte zu
einem GO/G1 Arrest, die molekularen Ursachen hierfiir, genauer die Expression bzw.

Phosphorylierung der an dieser Phase des Zellzyklus beteiligten Proteine, wurden in
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dieser Arbeit nicht untersucht. Die gleichzeitig verringerte Zahl der Zellen in der G2/M
Phase nach AGR2Z Knock Down unterstiitzt die gezeigten Effekte der AGR2
Uberexpression.

Veranderte AGR2 Expressionslevel scheinen also den Zellzyklus von
Prostatakrebszellen zu beeinflussen. Die Untersuchung der Expression weiterer am
Zellzyklus Cycline und Cylcin-abhangiger Kinasen kann Auskunft dartiber geben, wie der

Einfluss von AGR2 auf den Zyklus zustande kommt.

6.2.4 AGR2 Uberexpression fithrt zu verminderter Tumorgréfe in in vivo

Xenograft Tumormodellen

Um den beobachteten negativen Effekt von AGR2Z auf die Proliferation und die
positiven Effekte auf Migration und Invasion auch in vivo auf Tumorebene untersuchen
zu konnen, wurden AGR2 iiberexprimierendene 22Rv.1 Klone bzw. entsprechende
Kontrollklone in einem Xenograft Experiment subkutan in die Flanke von athymischen
Nacktmausen injiziert. Die Uberwachung des Wachstums der so gebildeten Tumore iiber
einen Zeitraum von sieben Wochen hat gezeigt, dass die Tumore der AGR2
uiberexprimierenden Klone im Vergleich zu den Kontrollklonen kaum an Volumen
zunahmen. Ein Effekt auf die drainierenden Lymphknoten, deren Vergrof3erung auf die
Metastasierung des Primartumors hinweisen kann, wurde nicht beobachtet.

Diese Beobachtungen scheinen zunachst auf einen negativen Effekt von AGR2 auf
Tumorwachstum hinzuweisen. Aufgrund der Ergebnisse, dass AGR2 einen positiven
Effekt auf die Invasion und Migration von Zellen hat, kann aber auch verstarkte
Metastasierung eine Ursache fir die geringere Grofde der Primartumore sein. In einer
Ratten Mammazelllinie konnte bereits gezeigt werden, dass eine Uberexpression von
AGR?2 bei den durch Injektion der Zellen in Ratten gebildeten Tumore zu einer grofderen
Zahl von Metastasen als bei den Tumoren entsprechender Kontrollzellen, die einen nicht
metastasierenden Phanotyp zeigen, fiithrt (Liu et al 2005). In diesem Fall zeigten die
Primartumore allerdings keine Unterschiede in ihrer Grofde (Liu et al 2005). Dieser
Unterschied zu den Ergebnissen dieser Arbeit beruht vermutlich auf
gewebespezifischen Unterschieden oder aber an der unterschiedlichen Intensitat der

AGR2 Uberexpression. Dafiir sprechen die gemachten Vermutungen, dass AGR2 in engen
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Proteinkonzentrationsgrenzen agiert bzw. je nach Expressionslevel unterschiedliche
Effekte auf Prostatakrebszellen zu haben scheint.

Die Tatsache, dass sich in dieser Arbeit an den drainierenden Lymphknoten keine
Veranderung zeigten, die auf eine Metastasierung der Tumore hinweisen koénnten,
beruht vermutlich auf dem kurzen Zeitraum des Experiments von sieben Wochen. Da
einige Tumore der Kontrollklone das tierschutzrechtliche Maximum der Tumorgrofie
(1000mm?3) innerhalb des Untersuchungszeitraums von sieben Wochen erreicht haben,
wurde das Experiment an dieser Stelle abgebrochen. Die AGR2 Primartumore hatten zu
diesem Zeitpunkt ein deutlich geringeres Volumen. Durch den negativen Einfluss von
AGR2 auf die Proliferation von Zellen sind eventuelle Mikrometastasen fiir die hier
gewahlte indirekte Nachweismethode vermutlich zu klein. Bei einer zeitlich langeren
Durchfithrung des Experiments, d.h. also bei grofderen AGR2 Primartumoren, ist die
Wahrscheinlichkeit aufgrund der durch AGR2 gesteigerten Invasion und Migration grof3,

dass vermehrte Metastasenbildung beobachtet werden kann.

6.2.5 AGR2 wird in spiten Prostatakrebsstadien weniger stark exprimiert als in

frithen Stadien

Bei der Untersuchung der Expression von AGR2 in Proben aus normalem humanen
Prostatagewebe und Proben aus niedrigen und hohen Gleason Stadien des Karzinoms
konnte festgestellt werden, dass die Expression in frithen Krebsstadien im Vergleich zu
benignem Gewebe ansteigt und in spateren Stadien wieder leicht sinkt. Metastasen an
drainierenden Lymphknoten zeigen mit dem Primartumor vergleichbare AGR2
Expression, Metastasen in Knochen zeigen eine geringere Expression als der
Primartumor (Bu et al 2011). Studien zur Prognose von Prostatakrebspatienten konnten
zeigen, dass niedrige AGR2 Level in spaten Krebsstadien mit einer grofieren
Wahrscheinlichkeit des Wiederauftretens der Krankheit assoziiert sind (Maresh et al
2010).

Diese Beobachtungen konnen, zusammen mit der Feststellung, dass AGRZ die
Proliferation von Prostatakrebszellen herabsetzt, auf einen moglichen Zusammenhang
zwischen AGRZ und Tumor- bzw. Zell-Dormanz hinweisen. Dormanz von Krebs wird im

Allgemeinen als das Wiederauftreten eines Karzinoms einige Zeit nachdem der Patient
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klinisch als geheilt galt, definiert (Uhr und Pantel 2011). Diese Dormanz kann dabei in
primaren sowie sekundaren Tumoren auftreten (Almog 2010). Es wird vermutet, dass
das Wiederauftreten des Karzinoms auf zirkulierenden Tumorzellen beruht, von
welchen ein Teil in anderen Geweben, wie zum Beispiel dem Knochenmark lokalisieren
(Uhr und Pantel 2011). Die Dissemination einzelner Tumorzellen kann bereits in frithen
Stadien des Tumorwachstums auftreten (Almog 2010). Ein Teil dieser Zellen zeigt
verminderte Proliferation durch einen Zellzyklusarrest und ist vermehrt resistent gegen
Chemotherapeutika. Im weiteren Verlauf beginnt ein Teil dieser dormanten Zellen
wieder zu proliferieren und fiihrt so zur Bildung von Mikrometastasen (Uhr und Pantel
2011). Fur eine Rolle von AGR2 bei diesem Prozess spricht der in dieser Arbeit gezeigte
negative Effekt von AGR2 auf die Proliferation durch einen G2/M Zellzyklusarrest.
Andere Studien haben bereits gezeigt, dass AGR2 zur Resistenz von Zellen gegen
Chemotherapeutika beitragt (Hrstka et al 2010, Ramachandran et al 2008). Dartiber
hinaus konnte AGR2Z auch in zirkulierenden Tumorzellen nachgewiesen werden
(Valladares-Ayerbes et al 2008).

Eine mogliche molekulare Verbindung zwischen AGRZ und Dormanz konnen ERK1/2
(extracellular signal-regulated kinase 1/2) und p38 bzw. das Verhaltnis dieser beiden
Proteine sein. p38 konnte als einer der Hauptfaktoren in der Entwicklung von
Tumorzelldormanz identifiziert werden (Ranganathan et al 2006). Besonders das
Expressionverhaltnis zwischen p38 und ERK1/2 scheint dabei eine wichtige Rolle zu
spielen: Niedrige ERK1/2 und hohe p38 Level wurden mit dormanten Zellen assoziiert,
wahrend umgekehrt hohe ERK1/2 und niedrige p38 Level mit der Proliferation von
Tumorzellen korrelieren (Sosa et al 2011). Es konnte bereits gezeigt werden, dass AGR2
Expression unter zelluldren Stressbedingungen wie ER Stress tiber einen p38 Signalweg
aktiviert wird (Huajie Bu, Innsbruck, PhD Thesis (online)). Ebenso konnte gezeigt
werden, dass ERK1/2 Inhibitoren die Induktion der AGR2 Expression durch
physiologischen Stress wie Hypoxie und geringe Serumkonzentrationen blockieren
kénnen (Zweitzig et al 2007), was bedeutet, dass auch ERK1/2 positive Regulatoren der
AGR?2 Expression sind. In wieweit die Regulation von AGR2 durch p38 und ERK1/2 und
das Verhaltnis dieser beiden Proteine zueinander in Prostatakrebs eine Rolle spielen,
muss noch gezeigt werden.

Gegen eine Rolle von AGR2 in der Dormanz von Tumoren spricht, dass Angiogenese

bzw. der sogenannte ,angiogenic switch®, d.h. die Entwicklung eines nicht-angiogenen
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zu einem angiogenen Tumor, haufig mit der Aufhebung der Dormanz in Verbindung
gebracht wird (Almog 2010). Tumormodelle von AGR2 iliberexprimierenden Ratten
Mammazellen haben gezeigt, dass die gebildeten Primartumore zwar kleiner als Tumore
von Kontrollzellen waren, gleichzeitig aber eine besser ausgepragte Vaskularisierung

zeigten (Liu et al 2005).

6.2.6 ER Stress fiihrt zu gesteigerter AGR2 Expression

Neben einem N-terminalen Signalpeptid, welches zur Sekretion des AGR2 Proteins
beitragt, finden sich in der Aminosdauresequenz von AGR2 zwei weitere Motive, die
Hinweise auf die mogliche Funktion geben. Dies ist zum einem ein C-terminales KTEL
Motiv, welches von Rezeptoren im Endoplasmatischen Retikulum erkannt werden kann
und dadurch zur Lokalisation des Proteins im ER fiihrt (Lewis and Pelham 1990). In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass AGRZ im Endoplasmatischen Retikulum von
Prostatakrebszellen lokalisiert ist und dass diese Lokalisation durch Entfernen des KTEL
Motivs aufgehoben werden kann. Bei dem zweiten Motiv handelt es sich um ein
zentrales CXXS Motiv, welches AGR2 der Familie der Protein-Dislufid-Isomerasen (PDI),
einer Familie von ER-Chaperonen, zuordnet (Persson et al 2005).

Aufgrund der ER-Lokalisation und der Zugehorigkeit zu einer Proteinfamilie, die an
der Faltung von Proteinen beteiligt ist, besteht die Moglichkeit, dass AGR2 eine Rolle in
der Unfolded Protein Response (UPR) spielt, einer Reaktion der Zelle auf ER Stress,
ausgelost durch die Ansammlung ungefalteter Proteine im Lumen des ER (Lai et al
2007). Tatsachlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass AGR2 unter ER
Stressbedingungen, ausgelost durch die Behandlung von Prostatakrebszellen mit
Tunicamycin oder Thapsigargin, verstarkt exprimiert wird. In Zervix- und
Leberkarzinomzellen konnte bereits gezeigt werden, dass AGR2 wahrscheinlich eine
Rolle als Chaperon in der UPR libernimmt, da es iiber neu gebildete Proteinketten an
Ribosome des rauen ER gekoppelt ist (Higa et al 2011). In diesem Zusammenhang
konnte auch gezeigt werden, dass ein AGRZ Knock Down zu gesteigertem basalen ER
Stress und zu erhohter Stresssensibilitat der Zellen fiihrt. In Prostatakrebszellen konnte
kein Effekt eines AGR2 Knock Downs auf basalen ER Stress, welcher durch Analyse der

GRP78 Expressionslevel als Stressmarker nachgewiesen wurde, beobachtet werden.
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Ebenso scheint ein AGR2 Knock Down keinen Einfluss auf die Reaktion der Zellen unter
ER Stress, ausgelost durch Tunicamycin oder Thapsigargin, zumindest in Bezug auf die
GRP78 Expression, zu haben. Um eine genauere Aussage uber die Rolle von AGR2 in der
UPR treffen zu konnen, miissen allerdings weitere Faktoren untersucht werden. Dazu
gehort zum Beispiel auch die Untersuchung des Einflusses eines AGR2 Knock Downs auf

die Viabilitit von Zellen unter ER Stress.

Die beobachtete Regulation der AGRZ Expression durch ER Stress kann tiber eine
mogliche Funktion von AGR2Z als Chaperon hinaus auch in Zusammenhang mit der
bereits vermuteten Rolle des Protein bei der Epithelial-mesenchymalen Transition
stehen. Die EMT konnte bereits mit der Reaktion von Zellen auf ER Stress in Verbindung
gebracht werden. Dabei konnte gezeigt werden, dass Zellen der Schilddriise nach
Behandlung mit Tunicamycin oder Thapsigargin neben der Aktivierung der UPR
Signalwege auch einen EMT Phanotyp zeigen. Dies dufderte sich unter anderem in
verringerter E-Cadherin und gesteigerter Vimentin Expression (Ulianich et al 2008).
Auch in alveoldren Epithelzellen der Lunge konnte durch Behandlung mit Tunicamycin
ein EMT Phanotyp induziert werden, der sich ebenfalls durch verminderte E-Cadherin
Expression und gesteigerte Vimentin sowie N-Cadherin Proteinlevel zeigte (Tanjore et al
2011). Ob eine solche Verbindung zwischen ER Stress und Epithelial-mesenchymalen
Transition auch in Prostatakrebszellen besteht, wurde bisher noch nicht gezeigt.
Aufgrund der hier aufgestellten Hypothese, dass AGR2 eine Rolle in der EMT spielt, und
der gezeigten positiven Regulation von AGR2 durch zelluldren Stress, konnte das Protein
ein solches Bindeglied zwischen Stress und EMT in Prostatakrebs sein.

Neben der durch Tunicamycin und Thapsigargin chemisch induzierten UPR konnte
eine gesteigerte AGRZ Expression auch durch natiirlich auftretende Stressfaktoren wie
Hypoxie und unzureichende Versorgung mit Nahrstoffen gezeigt werden (Zweitzig et al
2007). Hypoxie wurde ebenfalls bereits mit der EMT in Verbindung gebracht (Jiang et al
2011, Luo et al 2006). Es lasst sich also vermuten, dass AGR2 eventuell als Survival
Faktor in Prostatakrebszellen agiert, indem es unter Stressbedingungen das
Auswandern von Zellen aus der Primdrtumormasse und damit aus den

Stressbedingungen heraus fordert oder zumindest daran beteiligt ist.
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Auf Basis der bisherigen Punkte ergibt sich daher folgende Hypothese fiir die Rolle

von AGR2 in der Entstehung und Progression von Prostatakrebs:

Invasion

AGR2 ¢ Mlgratlon 0 .o : evtl. Dormanz o ..
LB ~0%0 00
Proliferation § O
[1] [2] [3]
AGR2 { AGR2 }
AGR2 Expression
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Abb.24: Hypothese zur Rolle von AGR2 bei der Entstehung und Progression von Prostatakrebs. Die
Expression steigt im Primdrtumor an und sinkt in spdteren Tumorstadien wieder ab, was im
Zusammenhang mit dem Auswachsen von Mikrometastasen stehen konnte. Detaillierte Beschreibung der

vermuteten Vorgange im Text (Abschnitt 6.2.6).

AGR2 wird in frihen Tumorstadien (Abb. 24 Punkt 2.) im Vergleich zu
unverandertem Prostatagewebe (Abb. 24 Punkt 1.) verstarkt exprimiert. Die Steigerung
der AGR2 Expression kann dabei z.B. durch im Tumorgewebe vorkommende
Stressbedingungen wie Hypoxie, welche zu gesteigerter AGR2 Expression fiihrt (Higa et
al 2011, Zweitzig et al 2007), oder durch Verianderungen der Expressionsregulation
durch bekannte AGRZ Regulatoren wie dem Androgenrezeptor, p38, ERK1/2 oder der
FoxA1/2 Proteine verursacht werden (Bu et al 2011, Zhang et al 2010, Zweitzig et al
2007). Dies fithrt zu verminderter Proliferation der Zellen und zu gesteigerter
Invasivitat und Migration. Dadurch kann es zum Auswanderung einzelner Zellen aus
dem Tumor kommen (z.B. als zirkulierende Tumorzellen; Abb. Punkt 3.), welche sich
anschliefiend in anderen Geweben ansiedeln kénnen. Wahrscheinlich konnen sie dort
entweder als dormante Zellen verweilen (Abb. 24 Punkt 3.1.) oder direkt

Mikrometastasen bilden (Abb. 24 Punkt 4.). Die Bildung der Mikrometastasen steht
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vermutlich mit einer Verringerung der AGR2 Expressionslevel im Zusammenhang,

durch welche der inhibierende Effekt auf die Proliferation aufgehoben wird.

6.3 AGR2 und AGR3 Expression korrelieren invers

Neben AGR2Z wird in Prostatakrebs auch das homologe Protein AGR3 verstarkt
exprimiert (Cato und Nestl (online)). Der Nachweis von AGR2Z und AGR3 in mRNA
Proben aus Prostatagewebe von Prostatakrebspatienten hat gezeigt, dass AGR2 in
Proben aus Prostatagewebe, welches einem niedrigen Gleason Score zugeordnet wurde,
signifikant im Gegensatz zu normalem Prostatagewebe uberexprimiert wird (Bu et al
2011). In spateren Krebsstadien nimmt die Expression wieder ab. Im Gegensatz dazu
wird AGR3 zu spateren Krebsstadien hin verstarkt exprimiert. Dariiber hinaus konnte
gezeigt werden, dass eine AGR2 Uberexpression die Proliferation von
Prostatakrebszellen herabsetzt, wahrend unveroéffentlichte Arbeiten (Erald Shehu, PhD
Student, AG Prof. A. Cato) zeigen konnten, dass eine AGR3 Uberexpression die
Proliferation positiv beeinflusst.

Aufgrund dieser beiden Beobachtungen wurde untersucht, ob ein Zusammenhang
zwischen der Expression von AGR2Z und AGR3 besteht. Dabei konnte gezeigt werden,
dass ein AGR2 Knock Down zu gesteigerter AGR3 Expression fiihrt. Im entsprechend
gegensatzlichen Experiment fithrte ein AGR3 Knock Down zu gesteigerter AGR2
Expression. Dies deutet darauf hin, dass die Regulation der Expression beider Proteine
eng miteinander verknipft ist. Gleichzeitig deutet die Analyse der Proliferation bei
verschiedenen AGR2 oder AGR3 Proteinleveln darauf hin, dass auch die genauen
Expressionslevel bzw. das Verhaltnis der Proteine zueinander eine Rolle spielen. So
fiihrt ein AGR3 Knock Down zu gesteigerter Proliferation von Prostatakrebszellen (Erald
Shehu), obwohl es dabei zu einer gleichzeitigen Erhohung der AGR2 Expression kommt,
fuir welche ein negativer Einfluss auf die Proliferation gezeigt werden konnte.
Umgekehrt fiihrt ein Knock Down von AGR2, welcher zu gesteigerter AGR3 Expression
fihrt, zu einer verringerten Proliferationsrate, statt wie zunachst zu erwarten einer

erhohten Rate.
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6.3.1 AGR2 beeinflusst FoxA1 und FoxA2 Proteinlevel

Um zu charakterisieren, welche Faktoren an der beobachteten inversen Korrelation
der AGRZ und AGR3 Expression beteiligt sind bzw. sein kdnnen, wurden die Level von
FoxA1l, FoxA2 und dem Androgenrezeptor untersucht. Alle drei wurden bereits mit der
Regulation der AGR2 Expression in Verbindung gebracht (Bu et al 2011, Zhang et al
2005, Zhang et al 2010).

Ein AGR2 Knock Down in VCaP Zellen hatte keinen Einfluss auf den kompletten (full-
length) Androgenrezeptor (AR). Neben dem full-length Rezeptor konnte im Lysat dieser
Zellen eine weitere, kleinere Proteinbande detektiert werden, deren Expression sich in
drei der vier Knock Down Klone zu verringern scheint. Eventuell handelt es sich bei
dieser Proteinbande um eine AR Spleifdvariante, deren Expression bereits in VCaP Zellen
beschrieben wurde (Hu et al 2009). Diese 80 kDa grofde AR Spleifdvariante zeichnet sich
durch das Fehlen der Ligandenbindedomdne durch alternatives Spleifen von
Intronbereichen nach Exon 3 aus (Hu et al 2009). Eine Uberexpression von AGR2 in
22Rv.1 Zellen zeigte ebenfalls keinen Einfluss auf den full-length Androgenrezeptor.
Auch die Expression einer in diesen Zellen beschriebenen 80 kDa grofe AR
Spleifdvariante, welche durch eine Tandemduplikation von Exon 3 keine
Ligandenbindedoméane enthalt, wird durch gesteigerte AGR2 Level nicht beeinflusst
(Tepper et al 2002, van Bokhoven et al 2003). Veranderte AGR2 Proteinlevel scheinen
also keinen Einfluss auf den full-length Androgenrezeptor zu haben, jedoch aber auf eine
unter anderem fiir VCaP Zellen beschriebene Spleifdvariante zu haben. Wie AGR2 die
veranderte Expression der Spleifdvariante beeinflusst, wurde in dieser Arbeit nicht
untersucht.

Die Untersuchung des Effekts von AGR2 auf FoxA1/2 Proteinlevel hat gezeigt, dass
ein Knock Down in VCaP Zellen zu einer verminderten FoxA1l und FoxA2 Expression
fiihrt. Auch eine AGR2 Uberexpression hatte einen negativen Effekt auf die Expression
von FoxAl und 2. In Prostata- bzw. Prostatakrebsgewebe wird eine gesteigerte
Expression von FoxA1 mit frithen PIN Stadien und dem Adenokarzinom der Prostata in
Verbindung gebracht. FoxA2 wird verstirkt in primdren und metastasierenden
Neuroendokrinen Prostatatumoren exprimiert (Mirosevich et al 2006). FoxA2 wird
besonders auch mit der Entstehung des androgen-unabhangigen bzw. kastrations-

resistenten Stadiums des Prostatakarzinoms in Verbindung gebracht, da FoxA2 die



Diskussion 92

Expression von androgenregulierten Genen sowohl unabhéngig von einem Liganden als
auch unabhangig vom Androgenrezeptor selber aktivieren kann (Mirosevich et al 2006).
In Pankreaskrebs konnte gezeigt werden, dass FoxA2Z den E-Cadherin Promotor
aktivieren kann und dass ein verminderte Expression von FoxA1 und FoxA?2 fiir die EMT
notwendig ist (Song et al 2010). Ob die FoxA1l/2 Proteine eine ahnliche Rolle in
Prostatakrebs spielen, ist nicht bekannt. Gegen eine solche Rolle von FoxA1/2 in der
EMT im Prostatakarzinom spricht, dass eine gesteigerte Expression von FoxAZ mit
metastasierenden Tumorstadien assoziiert ist (Mirosevich et al 2006). In Lungenkrebs
und im Schilddriisenkarzinom konnte gezeigt werden, dass FoxA2 Uberexpression zu
reduzierter Proliferation fithrt (Akagi et al 2008, Halmos et al 2004), welche in
Lungenkrebs durch einen G2/M Zellzyklusarrest verursacht wird. Dies deckt sich mit
den Beobachtungen, dass auch eine Uberexpression des FoxA2 regulierten AGR2 zu
verminderter Proliferation durch einen G2/M Arrest fiihrt.

Es lasst sich vermuten, dass eine wechselseitige Regulation der Expression von AGR2
und FoxA1/2 stattfindet. Es ist bekannt, dass FoxA1/2 die Expression von AGR2 positiv
beeinflussen, eventuell kann AGR2 anschliefiend selber die Expression von FoxA1/2 in
einem negativen Feedback beeinflussen. Ob AGR2 die Expression von FoxA1l/2 auf
transkriptionaler oder translationaler Ebene beeinflusst, wurde im Rahmen dieser
Arbeit nicht untersucht. Auf transkriptionaler Ebene konnte die FoxA1/2 Expression
durch einen Einfluss von AGR2 auf die Hypermethylierung des FoxA1/2 Promotors,
eventuell tiber mogliche AGR2 Interaktionspartner oder tber mogliche durch AGR2
regulierte Proteine, reguliert werden. Eine Hypermethylierung des Promotors konnte
bereits als ein Faktor der FoxA1/2 Expressionsregulation beschrieben werden (Akagi et
al 2008, Halmos et al 2004). Die Tatsache, dass auch ein Knock Down von AGR2 einen
negativen Einfluss auf die FoxA1/2 Expressionslevel hat, deutet erneut darauf hin, dass
AGR2 nur in engen Proteinexpressionsleveln agiert bzw. dass es in normalen Geweben

streng reguliert exprimiert wird.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Daten weisen darauf hin, dass AGR2 eine Rolle in
der Progression von Prostatakrebs, genauer bei der Metastasierung von Tumoren spielt.
Die grofde Zahl von Faktoren, welche die Expression von AGRZ2 regulieren, und die
gemachten Beobachtungen, dass sowohl eine AGRZ Knock Down als auch eine

Uberexpression einen negativen Effekt auf die Proliferation von Prostatakrebszellen
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haben, deuten darauf hin, dass das Protein dabei in engen Proteingrenzen agiert, bzw. je
nach Proteinkonzentration wunterschiedliche Effekte haben kann. Weitere
Untersuchungen der AGR2 Funktion sollten dies entsprechend bei der Manipulation der
AGR2 Expression durch Knock Down oder Uberexpression beriicksichtigen.

Neben dieser Rolle von AGR2 in der Weiterentwicklung des Prostatakarzinoms
konnten in dieser Arbeit verschiedene AGR2 mRNA Spleifdvarianten identifiziert
werden. Einige dieser Varianten kommen eventuell als Marker fiir Prostatakrebs in
Frage. Die Moglichkeit, sie in Urinsediment von Prostatakrebspatienten nachzuweisen,
wird zur Zeit in einer Kollaboration mit Huajie Bu (Universititsklinik fiir Urologie,

Innsbruck) untersucht.
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