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The role of the desmosomal protein 
desmocollin 2 in tumour progression in triple 
negative breast cancer patients
Francesca Reimer1†, Sarah Bryan1†, Karen Legler1, Thomas Karn2, Serenella Eppenberger-Castori3, 

Jakob Matschke4, Thais Pereira-Veiga5, Harriet Wikman5, Isabell Witzel1, Volkmar Müller1, Barbara Schmalfeldt1, 

Karin Milde-Langosch1, Udo Schumacher5,6, Christine Stürken5,6,7† and Leticia Oliveira-Ferrer1*† 

Abstract 

Background The disruption of epithelial features represents a critical step during breast cancer spread. In this 

context, the dysregulation of desmosomal proteins has been associated with malignant progression and metastasis 

formation. Curiously, both tumour suppressive and pro-metastatic roles have been attributed to desmosomal struc-

tures in different cancer entities. In the present study, we describe the pro-metastatic role of the desmosomal protein 

desmocollin 2 (DSC2) in breast cancer.

Methods We analysed the prognostic role of DSC2 at mRNA and protein level using microarray data, western blot 

analysis and immunohistochemistry. Functional consequences of DSC2 overexpression and DSC2 knock down were 

investigated in the triple negative breast cancer (TNBC) cell line MDA-MB-231 and its brain-seeking subline MDA-MB-

231-BR, respectively in vitro and in vivo.

Results We found a significantly higher DSC2 expression in the more aggressive molecular subtypes HER2-positive 

and TNBC than in luminal breast cancers, as well as a significant correlation between increased DSC2 expression 

and a shorter disease-free—also in multivariate analysis—and overall survival. Additionally, a significant association 

between DSC2 expression in the primary tumour and an increased frequency of cerebral and lung metastasis could 

be observed. In vitro, ectopic DSC2 expression or DSC2 down-regulation in MDA-MB-231 and MDA-MB-231-BR led 

to a significant tumour cell aggregation increase and decrease, respectively. Furthermore, tumour cells displaying 

higher DSC2 levels showed increased chemoresistance in 3D structures, but not 2D monolayer structures, suggesting 

the importance of cell aggregation as a means for reduced drug diffusion. In an in vivo brain dissemination xenograft 

mouse model, reduced expression of DSC2 in the brain-seeking TNBC cells led to a decreased amount of circulating 

tumour cells/clusters and, in turn, to fewer and smaller brain metastatic lesions.

Conclusion We conclude that high DSC2 expression in primary TNBC is associated with a poorer prognosis, firstly 

by increasing tumour cell aggregation, secondly by reducing the diffusion and effectiveness of chemotherapeutic 
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agents, and, lastly, by promoting the circulation and survival of tumour cell clusters, each of which facilitates distant 

organ colonisation.

Keywords DSC2, Desmosome, CTC cluster, Breast cancer, Brain metastasis, Pulmonary metastasis

Background

Breast cancer is the most common malignancy among 
women and the leading cause of cancer-related death in 
women globally, with more than 90% of mortalities asso-
ciated with stage IV metastatic breast cancer [1]. Breast 
cancer commonly metastasises to bone marrow, lung, 
liver, lymph nodes and brain tissue [2]. Four molecular 
subtypes, namely luminal A, luminal B, HER2-positive 
and triple-negative breast cancer (TNBC), have been 
associated with different patterns of metastatic spread; 
bone metastases with luminal A and B subtypes, liver 
metastases with HER2-positive subtype, and brain and 
lung metastases with TNBC and HER2-positive subtypes 
[3–5].

Metastases develop when malignant cells lose their 
connection to the primary tumour (dissemination), 
becoming circulating tumour cells (CTCs) which can be 
transported in blood to distant regions of the body [6–8]. 
Alongside single CTCs, circulating tumour cell clusters 
(CTC clusters) have been detected in the blood of cancer 
patients [9–13]. CTC clusters, which are disseminated 
cell aggregates of up to 50 tumour cells, have been shown 
to have an up to 50-fold higher chance of forming metas-
tases than single CTCs, and are therefore associated with 
worse clinical outcomes [9, 14–16]. This higher meta-
static potential may be attributed to the increased resil-
ience of CTC clusters in circulation, compared to single 
CTCs, which in turn increases the probability of dissemi-
nation into a distant organ [12, 17]. Further, it has been 
shown that CTC clusters originate as cell aggregates from 
the original primary tumour, rather than through intra-
vascular aggregation or proliferation of singular CTCs 
[9, 18]. However, the cellular and micro-environmental 
factors which promote CTC cluster formation are still 
largely unknown.

Desmosomal proteins have been previously described 
to be associated with cell aggregation and, in particu-
lar, high plakoglobin expression levels have been found 
in CTC clusters [9, 19, 20]. Desmosomes are cell junc-
tions which stabilise the connection between neighbour-
ing epithelial cells. In desmosomes, the transmembrane 
proteins desmocollin 1–3 and desmoglein 1–4, which 
belong to the cadherin superfamily, form homo- and 
heterophilic interactions and are intracellularly con-
nected to the intermediate filament cytoskeleton through 
desmosomal plaque proteins, such as plakoglobin and 
plakophilin (members of the armadillo family) and 

desmoplakin (member of the plakin family of cytolink-
ers) [21–23]. One theory is that an abundant expression 
of desmosomal proteins could lead to enhanced intercel-
lular adhesion between disseminating tumour cells, both 
during CTC formation and vascular transport [9, 18, 
24]. To date, studies focusing on the expression of vari-
ous desmosomal proteins in a variety of primary cancer 
types have shown both tumour-suppressive and tumour-
promoting effects on growth and metastases [9, 25–27]. 
Recently, the desmosomal protein desmoglein 2 (DSG2) 
has been associated with a poorer prognosis and higher 
recurrence risk in breast cancer patients. DSG2 expres-
sion is regulated by hypoxia in breast cancer cells and 
increases the prevalence of CTC clusters, facilitating dis-
tant metastasis [25].
This study focused specifically on desmocollin 2 

(DSC2)—a transmembrane cell anchoring protein—in 
primary breast cancer, for which the role in breast can-
cer metastases formation is still not completely under-
stood. Several studies have found that DSC2 proteins 
are abnormally expressed in various types of cancer and 
correlate with cell proliferation and invasive behaviour 
[28, 29], and showed that a high expression of DSC2 
increased cell aggregation [20, 30]. A recently published 
study by Li et al. accentuates that elevated DSC2 expres-
sion, in combination with the desmosomal protein Pla-
kophilin-1 (PKP1), can activate PI3K/AKT or CDH1 to 
increase cluster formation to resist shear-stress-induced 
cell death. Furthermore, higher expression of DSC2 and 
PKP1 was correlated with lower overall survival and 
worse disease progression in patients with breast and 
lung cancer [31]. The aim of this study was to investigate 
the potential of DSC2 at mRNA and protein level as a 
predisposing factor for breast cancer progression and the 
development of breast cancer metastases, in particular to 
the lung and brain.

Methods

Patient cohorts

All patients, from whom the tissue samples were derived, 
were treated at the University Medical Centre Ham-
burg-Eppendorf, Germany, Department of Gynaecol-
ogy between 1991 and 2002. All patients gave written 
approval for the utilisation of their tissue samples and 
the reviewing of their medical records according to our 
investigational review board and ethics committee guide-
lines (Ethik-Kommission der Ärztekammer Hamburg, 
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#OB/V/03). Further cohort details and patient character-

istics are listed in the Additional file 2: Table S1. Micro-

array analyses of DSC2 mRNA levels in patients with 

and without distant metastases were performed on 197 

mRNA extracts from primary breast cancer tissue sam-

ples. For the western blot, a total of 111 samples were col-

lected based on tissue availability from the same patient 

cohort. Slides of four tissue microarrays, constructed 

under permission of the Ethikkommission Beider Basel 

(EKBB # 395/11), kindly provided within collaborative 

efforts in the frame of the Pathobiology study group of 

the EORTC by Dr. Serenella Eppenberger-Castori from 

the Biobank at Institute of Medical Genetics and Pathol-

ogy at the University of Basel, Switzerland, were used for 

immunhistochemical analysis. Patient characteristics are 

supplied in Additional file 3: Table S2.

Microarray data

We analysed DSC2 mRNA levels using microarray data 

(Affymetrix HG-U133A) from the aforementioned 

cohort. Here, two probe sets (204750_s_at and 204751_x_

at) corresponding to DSC2 were available and analysed 

independently. Additionally, the mean expression value 

of the 2 probe sets was calculated and also included in 

further analyses. According to the DSC2 mRNA val-

ues of each probe set and the mean value, the cohort 

was divided into quartiles of similar size, representing 

low, moderate-low, moderate-high, and high DSC2 lev-

els. Correlations between DSC2 mRNA levels (quar-

tiles) and clinicopathological factors, such as histological 

grading, stage, lymph node involvement, oestrogen, and 

progesterone receptor status (ER, PR) were statistically 

examined by χ2-tests. Overall survival was analysed by 

Kaplan–Meier analysis and log-rank tests. Additionally, 

the correlation between DSC2 mRNA levels (continuous 

data) and disease-free and overall survival was calculated 

using Cox regression analyses. Multivariate Cox regres-

sion analyses including the clinical stage, nodal involve-

ment and molecular subtype were performed for all 

probe sets and the DSC2 mean value. Here, a backwards 

analysis with stepwise removal of insignificant terms was 

used. Probability values less than 0.05 were regarded 

as statistically significant. All statistical analyses were 

conducted using SPSS software Version 26 (SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA). For validation purpose we used an 

independent Affymetrix microarray dataset consisting of 

572 breast cancer samples from Gene Expression Omni-

bus (GSE2603, GSE2034, GSE12276) for which detailed 

information on metastatic localization was available [32].

Protein lysate preparation and western blot analysis

Tissue samples were obtained intraoperatively and 

immediately stored in liquid nitrogen as fresh frozen 

samples. The histological characteristics of each sample 

were evaluated on cryo-cut and haematoxylin–eosin-

stained sections. The tissue was tailored, where neces-

sary, to obtain at least 70% tumour cells in the sample 

used for protein extraction. Approximately 100  mg of 

tissue was excised and pulverised using a micro-dismem-

brator (Braun-Melsungen, Melsungen, Germany) for 

2 min and 45 s at 200 r.p.m. Proteins were lysed in ice-

cold sample buffer (50 mM Tris pH 6.8, 1% sodium dode-

cyl sulphate (SDS)), 10% sucrose and 10  μl/ml protease 

inhibitor cocktail (Sigma, Taufkirchen, Germany). For 

western blot analyses, volumes of tumour lysates con-

taining 20 μg of protein were loaded per well. The follow-

ing antibodies were utilised in the western blot detection 

process: mouse monoclonal anti-DSC2 IgG (Millipore, 

MABT411) dilution 1:1000, mouse monoclonal anti-β-

Actin (C4) (Santa Cruz Biotechnology, sc-47778) dilu-

tion 1:2000 and goat anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz 

Biotechnology, sc-2055) dilution 1:8000. Antibodies were 

visualised using a chemiluminescent reagent (SuperSig-

nal ® West Pico chemiluminescent Substrate, Thermo 

Scientific, Rockford, USA). Protein band intensities 

were quantified using a calibrated densitometer (GS-800 

Imaging Densitometer, Bio-Rad, Munich, Germany). The 

primary breast cancer protein lysate UPA497 was used 

as a positive control for DSC2, with its DSC2 expression 

being defined as 100% for the purpose of standardisation. 

Protein expression values in all detected bands were also 

normalised using the loading control β-Actin. For the sta-

tistical analyses, these values were divided into four equal 

groups (quartiles), representing very low, low-moderate, 

moderate and high protein expression.

Breast cancer cell lines, cell culture and stable transfections

The human TNBC cell line MDA-MB231 and its brain 

seeking subline MDA-MB231-BR were provided by Dr 

Takara (University of Texas). Cells of both lines were cul-

tivated in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, 

ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) supple-

mented with 10% fetal calf serum (FCS) under standard 

cell culture conditions. Cells were authenticated before 

usage. Two different DSC2-knockdown MDA-MB231-BR 

cell lines were generated by lentiviral transduction using 

vectors containing shRNA-sequences targeting specific 

regions of the DSC2 mRNA sequence (MISSION shRNA 

III and V, Sigma-Aldrich, GmbH). Similarly, a control cell 

line was established using a scramble shRNA sequence 

(Addgene, plasmid ID1864). The full DSC2 cDNA 

sequence obtained from a commercially available vector 

(Des476-Desmocollin 2-myc Plasmid; Addgene Plasmid 

ID: 32233) was cloned into LeGO-iC2-Puro + Plasmid 

(kindlykindly provided by AG Fehse, Center for Oncol-

ogy, Department of Stem Cell Transplantation, UKE, 
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Hamburg, Germany) using BamHI and EcoRI restriction 

enzymes. After lentiviral production in HEK293T cells, 

MDA-MB231 cells were transduced. The corresponding 

empty vector was taken as a negative control. After selec-

tion with puromycin (2ug/mL), the level of DSC2 mRNA 

and protein was detected using real time quantitative 

polymerase chain reaction RT-PCR and western blot 

analysis, respectively.

RNA isolation and real-time quantitative polymerase chain 

reaction

RNA was isolated using the RNeasy Mini Kit (Qiagen, 

Hilden, Germany) and a QIAshredder (Qiagen, Hilden, 

Germany), and was subsequently reverse transcribed 

using qScriber cDNA Synthesis Kit (HighQu, Kraichtal, 

Germany) according to the manufacturer’s instructions. 

RT-PCR was carried out with ORA™ qPCR Green ROX 

H Mix (HighQu, Kraichtal, Germany) using the Ste-

pOnePlus System (Applied Biosystems, Thermo Fisher 

Scientific Inc.). The data analysis was performed using 

the ΔΔCt method. The following primers were used for 

DSC2: forward primer, 5’-GCC CAT CTT CTT CTT GTC 

GTT-3’; reverse primer, 5’-CCC GTC TTG GTG AAA AAG 

TGT-3’. Primer sequences for the housekeeping gene 

were as follows: forward primer, 5’-GTC AGT GGT GGA 

CCT GAC CT- 3’; reverse primer, 5’ -TGC TGT AGC CAA 

ATT CGT TG-3’.

Immunofluorescence

Cells (1 ×  105) were seeded on coverslips, cultured for 

48  h, and fixed with 3.7% formaldehyde for 20  min at 

room temperature. After blocking with 1% bovine serum 

albumin (BSA) in phosphate buffered saline (PBS) (Mg+/

Ca+) for 1 h at room temperature, cells were incubated 

with a polyclonal DSC2 antibody (1:50 in 1% BSA/PBS; 

Sigma-Aldrich, Hamburg, Germany) over night at 4  °C. 

Subsequent to washing, cells were incubated with a sec-

ond antibody solution (mouse anti-rabbit IgG Alexa 

Fluor® 488; Jackson ImmunoResearch, Ely, UK; 1:500 in 

1% BSA/ PBS) for 1 h at room temperature. Coverslips 

were carefully placed on slides using mounting medium 

and DAPI (Vectashield). Images were acquired using a 

fluorescence microscope BZ9000 and the software BZII 

Viewer (Keyence, Germany).

Proliferation assay

For cell proliferation analyses, the Cell Prolifera-

tion Kit II (XTT) (Roche Applied Science, Mannheim, 

Germany) was used according to the manufacturer’s 

instructions. Briefly, cells were seeded in a final volume 

of 100 µl medium per well in a 96-well plate (1.5 ×  103 

MDA-MB231-BR cells per well, 2 ×  103 MDA-MB231 

cells per well). After 24  h, 48  h and 72  h, cell viability 

was determined by adding XTT labelling mixture and 

by measuring the absorbance after 6 h at 490 nm using 

a microplate reader (DIAS Max002, Dynex Technologies, 

Chantilly, USA). Each experiment was performed with 12 

replicates (wells) per condition (n = 12). Images shown 

are representative of three independently performed 

experiments.

Cytotoxicity analysis

For the MDA-MB231-BR cell line and the DSC2-knock 

down sublines, an Annexin-V/PI staining was performed 

after cisplatin treatment in order to quantify the extent 

of apoptotic and necrotic cells. Briefly, cells were seeded 

into 6-well plates at a density of 2.5 ×  105 cells per well, 

incubated for 24  h and treated with cisplatin (Accord 

Healthcare Limited, North Harrow, United Kingdom) in 

three different concentrations (10  µM, 25  µM, 50  µM) 

for 48 h using serum-reduced DMEM medium. Subse-

quently, cells within the supernatant, as well as adher-

ent cells, which were carefully detached using AccuMax 

(eBioscience, San Diego, CA, USA), were stained with 

an APC-labelled Annexin-V antibody (Annexin-V-APC, 

AnxA100, MabTag GmbH, Oldenburg, Germany) for 

30 min at 4 °C in the dark. After washing with PBS (+/+), 

cells were resuspended in 1% BSA in PBS and stained 

with PI (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA). FACS 

analysis was performed using the FACS Calibur (BD Bio-

sciences, Heidelberg, Germany) and all data were ana-

lysed using FlowJo Software.

DSC2 overexpressing and control MDA-MB231 cells 

display a strong fluorescence, due to the transduction 

with the previously mentioned LeGO-iC2-Puro + Plas-

mid, which includes the mCherry-coding sequence. For 

these cell lines, the cisplatin-induced cytotoxicity was 

assessed using XTT, as described above. Briefly, MDA-

MB231 cells were seeded into 96-well plates with 2 ×  104 

cells in 100 µl per well. After incubating for 24 h, cells 

were treated with cisplatin in three different concentra-

tions (10 µM, 25 µM, 50 µM) for 48 h and the Cell Prolif-

eration Kit (Roche) was used as described in the previous 

section. Each experiment was performed in duplicates. 

Images shown are representative of three independently 

performed experiments.

Migration assay

To investigate cell migration, the Oris™ Universal Cell 

Migration Kit (Platypus Technologies, Madison, WI) was 

used according to the manufacturer’s protocol. Briefly, 

cells were seeded (5 ×  104 cells in 200 µl per well) in a 

96-well plate fitted with sterile silicon stoppers using 

serum-reduced medium (5% FCS). After 24 h incubation, 

stoppers were gently removed allowing cells to migrate 

into the central cell-free detection zone. Migration 
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potential was assessed by analysing the cell-free area of 

each well at four different time points (0 h, 24 h, 48 h and 

72 h post removal of stoppers) with the ImageJ Wound 

Healing Tool (Wayne Rasband, National Institute of 

Health). Each experiment was performed with 12 repli-

cates (wells) per cell line. Images shown are representa-

tive of three independently performed experiments.

Invasion assay

Matrigel Growth Factor Reduced (BD Biosciences, Hei-

delberg, Germany) was diluted to a concentration of 

3.5 mg/ml with serum-free medium. Afterwards, 96-well 

plates were coated with a 1:1 mixture of Matrigel and 

serum-reduced medium (5% FCS) and incubated for 

30 min at 37  °C. Hereafter, Oris™ Universal Cell Migra-

tion Kit (Platypus Technologies, Madison, WI) was used 

according to the manufacturer’s protocol as described 

above. After a 24 h incubation period, the stoppers and 

medium were carefully removed and 40 μl of newly pre-

pared Matrigel coating solution was added. Plates were 

incubated again for 30  min at 37  °C. Finally, serum-

reduced medium was added to all wells. For determin-

ing cell invasion potential, analyses were performed as 

described above. Each experiment was performed with 

12 replicates (wells) per cell line. Images shown are repre-

sentative of three independently performed experiments.

Cell spheroid formation

Cells were seeded at 5 ×  103 cells in 200 μl medium per 

well on 2% agarose-coated (UltraPure™ Agarose, Invitro-

gen, Carlsbad, CA, USA, dissolved in PBS) 96-well plates. 

To assess and observe spheroid formation of cells, sphe-

roids were examined and documented every second day 

using light microscopy and a camera (Axiovert 40 C, Carl 

Zeiss AG, Leica DFC320, Wetzlar, Germany). For further 

investigation of compactness, spheroids were dissociated 

by pipetting each spheroid up and down five times and 

by comparing formation immediately afterwards. Each 

cell line was seeded in quadruplicates. Images shown 

are representative of three independently performed 

experiments.

Cytotoxicity in a 3D Model

Cisplatin-induced cell cytotoxicity on 3D-structures was 

assessed using immunocytochemical detection of phos-

phorylated gamma H2AX (γH2AX)—an established 

marker for DNA double-strand breaks—on tumour cell 

aggregates grown on polyHEMA (Sigma-Aldrich) coated 

flasks. Here, cell lines were seeded at a density of 2 ×  106 

cells in 12 ml per polyHEMA coated T75 culture flask 

and cultured as cell aggregates for 72  h. Subsequently, 

cells were incubated with cisplatin in a final concentra-

tion of 50  μM for 8 h and 24 h, and were subsequently 

fixed in formalin, embedded into 2% agar (Agar NOBEL, 

Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) and then embed-

ded in paraffin. Slides from FFPE-cells were pre-treated 

in a steamer (citrate buffer pH 6.0) at 125 °C for 4 min and 

S1699 (pH 6.0, DAKO) at 121° C for 10 min, respectively) 

and incubated with an anti-DSC2 (1:25 HPA011911, 

Atlas Antibodies, Sigma-Aldrich, Hamburg, Germany) 

or an anti-γH2A.X antibody (1:10,000; ab81299, abcam, 

Berlin, Germany) for 1 h at room temperature. Incuba-

tion with biotin-labelled swine anti-rabbit secondary 

antibody occurred for 30 min at room temperature (1:200 

dilution in TBS, E0353, DAKO, Glostrup, Denmark). 

For detection, sections were incubated with Vectastain® 

ABC-AP Kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA USA) 

for 30  min and stained with Permanent Red (K0640, 

DAKO, Glostrup, Denmark). Rabbit immunoglobulin 

normal fraction (X0903, Agilent, Santa Clara, CA, USA) 

was used as a negative control for the anti-yH2A.x pri-

mary antibody. A rabbit polyclonal IgG (ab37415, abcam, 

Berlin, Germany) was used as a negative control for anti-

DSC2 primary antibody. All slides were slightly counter-

stained with haematoxylin. Stained slides were scanned 

using the Axio Scan.Z1 (Zeiss, Jena, Germany) and 

images were acquired using netScope Viewer Pro soft-

ware version 1.0.7079.25167 (NetBase Software GmbH, 

Freiburg, Germany). For quantifying the γH2A.X stain-

ing, manual counts of positive stained cells (4 × 100 cells 

in 4 different areas of each slide) were performed using 

the assistant electronic memory counter Counter AC-15 

(Karl Hecht Assistant, Altnau; Switzerland).

Intracardiac metastasis mouse model

The intracardiac mouse model was conducted as pre-

viously described [33]. Briefly, female 8 to 9-week-old 

SCID mice (CB17/lcr-Prkdcscid/lcrlcoCrl) were anesthe-

tized and 1 ×  106 tumour cells were injected intracardi-

ally into the left ventricle of the heart (n = 15 per group). 

Tumour cells were previously transduced with luciferase-

bearing plasmid and bioluminescence signals were tested 

before injection via bioluminescence imaging (BLI). After 

intracardiac injection, tumour cell dissemination was 

monitored weekly under BLI. Assessment of subsequent 

metastases was monitored in vivo weekly by imaging for 

up to 3 weeks. Mice showing termination criteria were 

immediately sacrificed. At the endpoint (21  days), ani-

mals were anesthetized and blood was collected from the 

left ventricle by cardiac puncture immediately before the 

final killing was executed by cervical dislocation. Ex vivo 

bioluminescence imaging was conducted from the lungs 

and brain. Lungs and brain were equally divided and fro-

zen down for DNA isolation and subsequent ALU-PCR 

or paraffin-embedded for further analysis (H&E and 

luciferin staining) as previously described [33, 34]. The 
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animal experiments were approved by the Authority for 

Social Affairs, Family, Health, and Consumer Protec-

tion of the Free and Hanseatic City of Hamburg through 

application N005/2020.

Histology and immunohistochemistry

The whole brain and the right lung of the mice were 

fixed in 4% buffered formalin and processed for wax his-

tology. 4 µm sections were cut from brain for immuno-

histochemistry and 10 sections from the middle of the 

block were stained with hematoxylin and eosin (H.E.). 

The lungs were fixed en block and subsequently cut into 

1 mm thick slices and embedded in 2% agar. Afterwards, 

the lung slices were paraffin-embedded and cut into 

4  µm thick sections. Ten sections of each paraffin wax 

block were H.E. stained and metastases were counted at 

a 200-fold magnification using Zeiss Axiophot photomi-

croscope (Zeiss, Jena, Germany). Additionally, two series 

of serial sections out of the middle of each paraffin wax 

block were preserved for further immunohistochemical 

analyses. The immunohistochemical staining was per-

formed on 4 µm sections. Sections were deparaffinized in 

descending ethanol concentrations and pre-treated with 

citrate buffer solution (pH 6.1) in a steamer for 4 min. 

After incubation for 1 h at room temperature with the 

primary antibody DSC2 (Atlas, HPA011911), samples 

were washed twice with TBS-T (TBS + 0.1% TWEEN-

20) and once with TBS for 5 min. After incubation with 

anti-rabbit secondary antibody (LS-Bio, LS-C350860) for 

30 min at room temperature, antibody binding was visu-

alized using the Vectastain ABC-AP Kit (VectorLabs., 

Burlingame, CA, USA) and Permanent Red Solution 

(Dako) according to the manufacturer’s instruction. The 

nuclei were counterstained in Mayer’s hemalum solution.

Circulating tumour cell detection

Mouse blood samples (200–500 µl) were obtained via 

cardiac puncture and collected into EDTA KE/1.3 tubes 

(Sarstedt, Germany). To perform cardiac puncture, 

mice were deeply anaesthetized under isoflurane, and a 

21-gauge needle coated with heparin was inserted into 

the heart. Mice were euthanized immediately following 

the cardiac puncture. Blood samples were processed on 

the label-independent, microfluidic system Parsortix® 

(ANGLE plc., United Kingdom), a device designed for the 

size-based capture of rare cells from whole blood [35]. 

The isolated cells were harvested and spun onto a glass 

slide (190 g, 7 min). Slides were dried overnight at room 

temperature and stored at − 80 °C until further analysis.

Tumour cells isolated with the Parsortix® system were 

identified via immunocytochemistry. Briefly, dried cyto-

spin slides were brought to room temperature and fixed 

with 2% PFA (Sigma Aldrich, Germany) for 10 min. The 

samples were washed with 0.5 mL of 1x-PBS prior to per-

meabilization with 0.1% Triton X 100/PBS (Sigma Aldrich, 

Germany) for 10 min. Following two additional wash steps, 

10% AB-serum/PBS (BioRad, Germany) was applied for 

blocking (60 min). Standard detection of CTCs is usually 

achieved with epithelial antibodies [36], however, TNBC 

cells lack epithelial markers and are successfully detected 

with CD298 [37]. Subsequently, directly anti-human PE 

labelled CD298 (clone LNH-94, Biolegend, USA) and anti-

mouse Alexa Fluor 488 conjugated CD45 (clone HI30, 

Biolegend, USA) antibodies were incubated for 60  min, 

followed by 5 min of DAPI-incubation (1  µg/mL). Cyto-

spins were covered with Prolong Gold Antifade Reagent 

(Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Germany), sealed with 

a cover slip and examined by fluorescence microscopy 

(Axio Observer 7, Zeiss). CD298-positive, DAPI-positive, 

CD45-negative cells with intact morphology were defined 

as tumour cells. Clusters were defined when 2 or more cells 

were found together.

Statistical analyses

All statistical analyses were performed using SPSS Statis-

tics version 24 for Windows (IBM, Armonk, NY, USA). 

Correlations between mRNA and protein expression val-

ues were assessed using two-sided Pearson tests. Chi-

square tests were used to correlate both mRNA expression 

(Microarray data, cohort A) and protein expression (WB 

data, cohort B) with the following clinical and pathologi-

cal parameters; histological grading (G1/G2/G3), molecu-

lar subtype (Luminal/HER2 positive/TNBC), ER and PR 

Status (positive/negative) and the presence of metastases 

(loco-regional/bone/lung/visceral/brain). Kaplan–Meier 

estimates and the log-rank test were carried out to ascer-

tain and compare disease-free and overall survival. The 

associated hazard ratios for the multivariate analyses were 

determined by Cox regression. Proliferation assays and 

cytotoxicity assays measured with XTT were statistically 

analysed using GraphPad Prism 5 (GraphPad, La Jolla, 

CA, USA). Each in vitro assay was performed at least three 

times. Statistical significance was assessed using unpaired 

two-tailed Student’s t-test. The assumption of homogene-

ity of variances was checked via Levene’s Test of Equality 

of Variances (p > 0.05). Results are given as mean ± s.d. or 

s.e. Probability values (p-value) ≤ 0.05 were considered to 

be statistically significant.

Results

High DSC2 mRNA levels are associated with the triple 

negative breast cancer subtype, an increased brain 

and lung metastasis risk and a decreased disease-free 

and overall survival for breast cancer patients

DSC2 mRNA levels were evaluated in 197 tumour sam-

ples of breast cancer patients using microarray data 
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from our own cohort (see description in material and 

methods). Two different probe sets (204750_s_at and 

204751_x_at) corresponding to DSC2, as well as the 

mean value of these two probe sets, were analysed. 

For each probe set and the mean value, the cohort was 

firstly divided into quartiles (Q) according to DSC2 

expression: low (Q1), moderate-low (Q2), moderate-

high (Q3), and high (Q4). Correlations between DSC2 

mRNA levels and clinicopathological factors such as 

histological grading, stage, lymph node involvement, 

oestrogen and progesterone receptor status (ER, PR) 

and molecular subtype, showed a significant associa-

tion between high DSC2 levels (Q4) and higher tumour 

grading (in one probe set), ER- (in one probe set and 

the mean value), PR-negativity (in one probe set) and 

molecular subtype (in two probe sets and the mean 

value), whereas no correlation between DSC2 and 

tumour stage or nodal status was found. Further, high 

DSC2 mRNA levels significantly correlated with the 

development of cerebral metastases (in one probe set 

and the mean value). Survival analyses showed a sig-

nificant correlation between high DSC2 values and a 

shorter overall survival (in both probe sets and mean 

value) and disease-free survival (in both probe sets and 

the mean value). All mentioned statistical correlations 

using DSC2 quartiles or continuous values are listed 

in the Additional file 4: Table S3, including the corre-

sponding p-values.

For the DSC2 mean values, further analyses were car-

ried out and are represented in Fig. 1. Here, HER2-pos-

itive and TNBC, which represent the most aggressive 

molecular subtypes, display higher DSC2 mRNA levels 

in comparison to the luminal subtype (p < 0.005; Fig. 1A). 

Also, primary tumours from patients that developed 

brain metastases showed higher DSC2 levels than those 

with no cerebral metastases (p = 0.012; Fig. 1B). Kaplan 

Meier analysis showed a significant association between 

high DSC2 levels and shorter overall survival using quar-

tiles (p = 0.035; Fig. 1C) and a clear trend in the correla-

tion between DSC2 and disease-free interval (p = 0.051; 

Fig.  1C). When we grouped patients included in quar-

tiles Q1 to Q3 and compare them with patients with high 

DSC2 level (Q4) the differences in overall and disease-

free survival became stronger (p = 0.004 and p = 0.015, 

respectively; Fig.  1C). In multivariate Cox regression 

analyses, including clinical stage, nodal involvement, and 

molecular subtype, DSC2 remained a prognostic indica-

tor for disease-free survival (p = 0.008; HR 2.071; 95% CI 

1207–3553, Additional file 4: Table S3). Interestingly, in a 

stratified survival analysis using this cut-off (cut-off-Q4), 

we found that the impact of DSC2 on overall survival 

(not shown) and disease-free survival was limited to the 

group of TNBC and HER2-positive patients (p = 0.0016 

and p = 0.004, respectively; Fig. 1D), whereas in patients 

with luminal breast cancer the DSC2 level did not influ-

ence the survival time.

Fig. 1 Quantitative expression of DSC2 mRNA in primary breast cancer tissue and its correlation with clinicopathological variables. A The TNBC 

molecular subtype is significantly associated with high DSC2 expression (p < 0.005). B A highly significant association between the development of 

cerebral metastases and high DSC2 expression was observed (p = 0.012). C Both, the disease-free survival (p = 0.051; right) and the overall survival 

(p = 0.035; left) are reduced in patients whose tumours express high levels of DSC2. D Stratification analysis showed a significant association 

between high DSC2 levels and shorter disease-free survival only in patients with HER2-positive and TNBC
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The impact of DSC2 on disease-free survival could be 

corroborated in a second cohort including 572 breast 

cancer samples (see description in material and methods 

and Additional file 1: Fig. S1). Here, we found a signifi-

cant correlation of DSC2 mRNA expression with molec-

ular subtype (p < 0.001; Additional file 1: Fig. S1A), brain 

and lung metastasis formation (p = 0.003 and p < 0.001, 

respectively; Additional file  1: Fig. S1B, C), as well as 

with disease-free survival (p < 0.001; Additional file 1: Fig. 

S1D) and, specifically, brain metastasis-relapse free sur-

vival (p < 0.001; Additional file 1: Fig. S1E).

Western blot analyses detected a wide variance in DSC2 

expression in primary breast cancers and a significant 

association with DSC2 mRNA levels

Of the 197 tumour samples tested in the microarray anal-

yses, 111 were further analysed at a protein level using 

western blot. Patient characteristics were similar in both 

groups (Additional file  2: Table  S1). The western blot 

results showed a wide range of DSC2 expression, varying 

between very low and very high expression. Additional to 

the expected band at 110 kDa, as described in the bio-

logical information provided by the antibody manufac-

turer, one or more additional bands were detected by 

the anti-DSC2 antibody in most samples (Fig. 2A). These 

bands presented, for the majority of the samples, as two 

double band sets between 60 and 85  kDa, and 93 and 

110 kDa respectively. All samples were (at least lightly) 

positive for at least one of these double band sets. Since 

the origin and nature of these additional bands was not 

clear, both double band sets (individually and combined), 

as well as the single DSC2 band at 110 kDa (as specified 

by the manufacturer) were quantified by densitometry. 

The single band at 110 kDa and the double band between 

93 and 110 kDa correlate with a coefficient of r = 0.936, 

while all bands combined (both double band sets) show a 

correlation of r = 0.676 (both p < 0.0000; Additional file 5: 

Table S4). In addition, all bands showed a moderate and 

Fig. 2 Quantitative expression of DSC2 in primary breast cancer protein lysates and its correlation with clinicopathological variables. A Western 

blots depicting representative expression of DSC2 in a variety of primary breast cancer samples. Protein lysates from the breast cancer cell line T47D, 

as well as the breast cancer lysate UPA 497, were used as positive controls for DSC2. β-actin protein expression was quantified as a loading control. 

Tumours with high DSC2 levels are significantly associated with the TNBC molecular subtype (B all WB DSC2 bands; p = 0.017 and E upper WB DSC2 

band; p = 0.023). A significant association was observed between high DSC2 expression and the development of pulmonary metastases (C all WB 

DSC2 bands; p = 0.049 and F upper band; p = 0.052). Disease-free survival in accordance with DSC2 expression levels: Patients with a moderate to 

high DSC2 expression level have a significantly shorter disease-free survival, compared with patients whose tumours possess no or little DSC2 (D 

all WB DSC2 bands; p = 0.049 and G upper WB DSC2 band; p = 0.157). H Immunohistochemical analysis of primary breast cancer tissue confirmed 

a significant association between high DSC2 levels and TNBC subtype (p = 0.046). Representative DSC2 staining results from luminal (I–J), HER2 

positive (K, L) and TNBC (M, N)
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significant correlation with DSC2 mRNA expression as 

obtained via microarray analyses (Pearson correlation 

coefficient r > 0.4; p < 0.001; Additional file  5: Table  S4). 

These results suggest that all bands are isoforms and/or 

a result of different posttranslational modification, i.e. 

glycosylation. In the following analyses, we confine our-

selves to the collective assessment of all detected DSC2 

bands, as well as to the upper band, although similar 

results were obtained from analyses of each individual 

band, as well as each double band set.

The significant trend between molecular subtype and 

DSC2 expression seen at mRNA level could also be dem-

onstrated at a protein level. While high DSC2 levels were 

significantly associated with the TNBC subtype, mod-

erate and low DSC2 levels were more often observed in 

the HER2 and luminal subtypes respectively (p = 0.017 

and p = 0.023; Fig. 2B and E). This association was fur-

ther substantiated by the findings that tumours lacking 

PR- and ER- expression were likewise individually sig-

nificantly associated with high DSC2 levels (all bands: 

p = 0.046 and p = 0.04 and upper band: p = 0.054 and 

p = 0.012 respectively; Additional file  1: Fig. S2). High 

DSC2 expression was, at the protein level, significantly 

associated with an increased risk of pulmonary metas-

tases (all bands: p = 0.049 and upper band: p = 0.052; 

Fig.  2C and F). There was no significant association 

between high levels of DSC2 and increased risk of devel-

oping cerebral metastases in our cohort, although a trend 

towards this effect was observed (all bands: p = 0.405, 

upper band: p = 0.42). Patients whose tumours pos-

sessed increased levels of DSC2 sustained a shorter dis-

ease-free survival period in comparison to patients with 

low DSC2 expression (all bands: p = 0.049 and upper 

band: p = 0.157 Fig. 2D and G). No significant trend was 

observed between the patients’ overall survival and the 

level of DSC2 expressed in their tumour.

Immunohistochemical verification of DSC2 expression 

in primary breast cancer samples

To further validate our findings at the protein level, DSC2 

immunohistochemical staining was carried out on pri-

mary breast cancer samples included in four different 

tissue microarrays (TMAs). From the original 340 punc-

tures included in the TMAs, only 243 could be evalu-

ated. The remaining, non-analysable punctures were 

missing, lacking tumour cells or necrotic. Further, only 

primary breast cancer tissue was included in our analy-

ses (n = 226), adjacent healthy tissue or metastatic tissue 

was excluded. DSC2 expression was observed exclu-

sively in tumour cells in all biopsies. In positively stained 

tumour cells, we observed mainly a membranous stain-

ing, although DSC2 could be also detected in a minority 

of samples within the cytosol. Patient survival data was 

only available for a small group of samples and therefore 

corresponding correlation analyses were not performed. 

Information regarding the molecular subtype was avail-

able for 175 tissue samples. Here, we evaluated 21 lumi-

nal, 77 HER2 positive and 77 TNBC tissue samples. A 

positive DSC2 staining was detectable in 38% of the 

luminal, in 48% of HER2 positive and 64% of TNBC biop-

sies (Fig. 2H). While all positive stained luminal samples 

showed a moderate staining (2 < IRS < 6), approx. 20% of 

HER2 positive and TNBC tumours displayed a strong 

DSC2 staining (IRS > 6). Figure  2 shows representative 

DSC2 staining results from luminal (Fig.  2I, J), HER2 

positive (Fig. 2K, L) and TNBC (Fig. 2M–L).

Generation of DSC2-knockdown and overexpression 

in triple negative breast cancer cell lines

To assess the impact of DSC2 in breast cancer cells, we 

performed DSC2 knockdown in MDA-MB231-BR cells, 

which endogenously express a higher level of DSC2 than 

the parental cell line MDA-MB231. Among all sublines 

generated by transfection with 5 different DSC2-specific 

shRNAs sequences, shRNA III and V—which showed 

around 70% and 60% DSC2-knockdown at mRNA level 

(Fig.  3A) respectively, compared to the scramble con-

trol—were chosen for further analysis. A clear reduction 

in the DSC2 expression level in these cells could be cor-

roborated by western blot (Fig. 3B). In addition, we chose 

the parental cell line MDA-MB231 for DSC2 overexpres-

sion. Here, stable lentiviral transduction with the LeGO-

iC2 DSC2 vector induced a strong DSC2 overexpression 

in comparison with the empty vector-transduced cells, as 

detected by qRT-PCR and western blot (Fig. 3B). Here, 

the membranous localisation of DSC2 was further cor-

roborated using immunofluorescence and flow cytom-

etry (Fig. 3C and D, respectively).

Influence of DSC2 expression on the proliferation, 

migration, invasion and chemosensitivity of breast cancer 

cells in a 2D cell culture

The impact of reduced or increased DSC2 expression 

on diverse cellular properties of the TNBC cells was 

analysed in 2D cell culture conditions using the stably 

transfected MDA-MB231-BR and MDA-MB231 cells as 

previously described. We observed no significant differ-

ences in cell proliferation between MDA-MB231 control 

cells and those with increased DSC2 expression (LeGO-

iC2 DSC2; Fig. 4A, upper panel). A significant increase in 

proliferation was only observed between MDA-MB231-

BR scramble control cells and those with reduced DSC2 

expression (only in shRNA III cells) after 72 h. As this 

result was observed only in 1 of 3 experiments (Fig. 4a, 

lower panel), we conclude that a DSC2 down-regulation 

does not affect cell proliferation in the brain-seeking cell 
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line. In wound healing assays with silicon stoppers, DSC2 

knock down in the shRNA III clone led to a significant 

(yet slight) increase in cell migration and therefore to an 

accelerated wound closure, whereas the shRNA V clone 

resembled the scramble control. Accordingly, DSC2 over-

expression decreased cell migration and therefore slowed 

wound closure, however the difference is again too small 

to be conclusive (Fig. 4B).

Furthermore, when comparing MDA-MB231-BR cells 

with reduced DSC2 expression to MDA-MB231-BR 

control cells, no significant differences in the amount of 

apoptotic and necrotic cells, measured by flow cytom-

etry and Annexin V and PI staining, respectively, could 

be noted after exposure to the cytostatic drug cisplatin 

for 48 h. The chemosensitivity of MDA-MB231 cells was 

also not affected after DSC2 overexpression, as measured 

using an XTT-assay (Fig. 4C).

Impact of DSC2 expression on breast cancer cell 

aggregation and chemosensitivity in a 3D cell culture

We next analysed the impact of DSC2 overexpression 

and DSC2 knock down on the cellular properties of the 

two TNBC cell lines in a 3D model. We observed clear 

differences in the aggregation capacity between the dif-

ferent sublines, as shown in Fig. 5A. Here, MDA-MB231-

BR cells with reduced DSC2 expression (shRNA III) 

failed to build compact spheroids in comparison to the 

corresponding control cells (scramble shRNA), when 

seeded on agarose coated surfaces. The differences in the 

aggregation capacity and compactness were even more 

clear after mechanical disaggregation by slowly pipet-

ting, showing full disaggregation mostly to single cells 

and small cell aggregates of only a few cells in the DSC2 

knock down cells, whereas the control cells remained 

as small cell aggregates that were able to adhere to each 

other again over time. Contrary to our expectations, 

MDA-MB231 cells with enhanced DSC2 expression 

did not show any phenotypical differences in the sphe-

roid formation assay in comparison to the correspond-

ing empty vector control cells. However, we observed a 

clearly enhanced compactness—which could be con-

firmed after mechanical disaggregation—when compared 

with the wild type parental cell line (WT). Quantifica-

tion of the DSC2 mRNA level in the parental cell line 

revealed a DSC2 up-regulation (f.c. 2.3; Additional file 1: 

Fig. S3) in the control cell line (LeG-iC2) compared with 

Fig. 3 Desmocollin 2 knock down and overexpression in TNBC cell lines. DSC2 knock down in MDA-MB-231-BR cells and DSC2 overexpression in 

MDA-MB-231 cells were performed and validated at mRNA level via qRT-PCR (A) and protein level using Western Blot (B). Additionally, membranous 

DSC2 expression was visualized and quantified by immunofluorescence (C) and flow cytometry (D)
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WT cells. This unspecific and treatment-induced DSC2 

deregulation in the MDA-MB231 LeGO-iC2 cells might 

explain the unexpectedly similar behaviour of the two 

sublines in the 3D model.

In order to study whether the mechanical stiffness of 

the cellular aggregates further influences drug diffusion 

and, in turn, chemosensitivity, we cultured cells of the 

aforementioned cell lines with different DSC2 expression 

levels on polyHEMA coated culture flasks, allowing them 

to form cell aggregates in suspension, and treated them 

subsequently with cisplatin for 8 and 24  h. The differ-

ences in spheroid shape observed in the aforementioned 

agarose model were also observed under polyHEMA 

culture conditions. Quantification of cisplatin-mediated 

DNA intra-strand cross-links (Additional file 1: Fig. S4 & 

materials and methods) and cisplatin-induced cell cyto-

toxicity on 3D cellular structures were assessed using 

immunocytochemical detection of PT-GG adducts and 

phosphorylated gamma H2AX (γH2AX)—an estab-

lished marker for DNA double-strand breaks-, respec-

tively. Here, we observed a significant increase in the 

number of platin adducts and DNA damaged cells in the 

MDA-MB231-BR subline with reduced DSC2 expression 

(shRNA III) compared with the control cells (scramble). 

Correspondingly, we observed a significantly reduced 

number of platin adducts and γH2AX positive cells in the 

MDA-MB231 cell line with DSC2 overexpression, when 

compared with the WT (Fig. 5B).

Reduced DSC2 expression in MDA-MB-231-BR cells 

decreases metastatic potential in vivo

Next, the role of DSC2 in TNBC cells during metastasis 

development was analysed in vivo. Here, using the brain-

seeking cell line MDA-MB-231-BR, the correspond-

ing scramble and DSC2 shRNA cells (shRNA III) were 

injected (1 ×  106 cells each) intracardially into the left 

ventricle of 8–9 weeks old female SCID mice. Although 

15 mice per group were injected initially, 12 mice showed 

poor physical condition or strong bioluminescence sig-

nals in the lungs and thus needed to be removed at the 

beginning of the experiment. Therefore, 9 mice in the 

control group and 10 mice in the DSC2 shRNA group 

were further monitored weekly by BLI. One mouse from 

the control group and two from the DSC2 shRNA group 

showing hind limb paralysis were sacrificed on day 18. 

The remaining mice were sacrificed 21 days after cancer 

cell injection. Figure  6A shows representative biolumi-

nescence images of three mice and their corresponding 

Fig. 4 Impact of DSC2 knock down and DSC2 overexpression on tumour cell proliferation, migration and chemosensitivity in 2D. A DSC2 

overexpression in MDA-MB231 cells does not affect cell proliferation (upper panel). A slight increase in the proliferation rate was detected in 

one of the DSC2 knock out clones and only after 72 h cultivation (lower panel). B DSC2 overexpression in MDA-MB231 and DSC2 silencing in 

MDA-MB231-BR cells slightly but significantly decreased (upper panel) and increased (lower panel) the tumour cell migratory ability in a wound 

closure assay, respectively. C Both DSC2 overexpression (upper panel) and silencing (lower panel) did not show any impact on tumour cell 

chemosensitivity against cisplatin
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ex vivo brains from each test group 21 days after injec-

tion. The overall tumour burden in both mice groups did 

not strongly differ, while ex vivo bioluminescence signals 

in the scramble vs. DSC2 shRNA group (mean values: 

brain = 2,2 ×  108 vs. 3,6 ×  107 and lung = 1,5 ×  108 vs. 

3,4 ×  107 photons/sec), as well as the amount of dissemi-

nated tumour cells (DTCs) in the brain and lung by ALU-

PCR (mean values: brain = 76,5 vs. 48,3 and lung = 61,6 

vs. 23,9 DTCs/60  ng DNA) clearly showed a reduced 

metastatic load in the DSC2 shRNA group (Fig. 6A and 

D). In line with this finding, we found a reduced num-

ber of circulating tumour cells (CTCs) and circulating 

tumour cell clusters in the blood samples from mice cor-

responding to the DSC2 knock down group compared to 

the control group (Fig. 6C). The histological analysis of 

the brains and the tumour cell visualization using a spe-

cific luciferase staining (Fig. 6D) showed indeed smaller 

metastatic lesions in DSC2 knock down mice, consisting 

mostly of single cells or small cell aggregates, whereas 

larger metastases were found in the brains of the control 

mice group. The presence of microscopically detectable 

lung metastases was also confirmed upon histological 

examination of the right lung. In the DSC2 knock down 

mice, we detected more intravascular metastases than 

established pulmonary metastatic lesions, when com-

pared to the control group (Fig. 6D).

Discussion

Desmosomes are important structures for intercellular 

adhesion and are functionally present most abundantly in 

tissue exposed to high levels of mechanical stress, such 

as the epidermis and myocardium [38]. In recent years, 

desmosomal proteins have become a point of interest 

in cancer research. Depending on protein type and pri-

mary tumour localisation, both tumour-enhancing and 

tumour-suppressive effects of desmosomal protein up/

down-regulation have been observed [39]. Desmoglein 

2, desmocollin 2 (DSC2) and plakophilin 1 (PKP1) have 

been recently linked to an increased metastatic potential 

of breast cancer cells by promoting cell clustering and 

enhanced survival during the tumour cell dissemination 

process [25, 31]. In the present study, we have analysed 

the role of DSC2 as a prognostic and predictive factor 

for primary breast cancer and the development of breast 

cancer metastases. In order to address this question, 

DSC2 levels at mRNA and protein levels were correlated 

with clinical and histopathological data. Our research has 

been able to show, for the first time, that higher levels of 

Fig. 5 Impact of DSC2 knock down and DSC2 overexpression on tumour cell aggregation and chemosensitivity in 3D. A DSC2 knock down in 

MDA-MB231-BR cells led to an impaired tumour cell aggregation in a 3D spheroid formation assay (upper panel), whereas DSC2 overexpression 

increased the compactness of the spheroids in comparison to WT, which could not be dissociated by mechanical disaggregation. B DNA 

double-strand breaks were quantified in MDA-MB231-BR DSC2 knock down cell vs. control (upper panel) and in MDA-MB231 DSC2 overexpressing 

cells vs. WT growing in 3D (polyHEMA) after cisplatin treatment using immunocytochemical detection of phosphorylated H2AX (γH2AX). The 

quantification of the aforementioned staining revealed a significant increase of cisplatin-induced cell cytotoxicity in DSC2 knock down cells (upper 

panel) and a significant reduced amount of DNA double-strand breaks in DSC2 overexpressing cells (lower panel)
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DSC2 in primary breast cancer tissue significantly influ-

ence disease progression and metastatic behaviour in 

HER2 positive and TNBC patients. Functionally, the 

extent of DSC2 expression in tumour cells directly 

impacts their capacity to aggregate and, in turn, influ-

ences their chemosensitivity, as shown in in vitro analy-

ses after DSC2 up-regulation and DSC2 silencing in the 

TNBC cell line MDA-MB-231 and its brain-seeking sub-

line MDA-MB-231-BR, respectively. In vivo DSC2 knock 

down reduces the amount of circulating tumour cells 

and clusters, and consequently the amount and size of 

established brain metastases and established metastatic 

lesions in lung tissue.

As mentioned, desmosomal proteins and specifically 

DSC2 have been previously investigated in the context 

of cancer research. For example, in colorectal cancer, 

DSC2 loss enhances tumour cell growth by altering the 

Akt/β-catenin signal pathway [29]. Furthermore, knock-

down of desmosomal proteins such as DSC2, DSG2 and 

plakoglobin was reported to impair cell aggregation and 

reduce anoikis resistance in lung and breast cancer cells, 

while their expression levels were correlated with poor 

overall survival in lung cancer patients and poor metas-

tasis-free survival in breast cancer patients [19]. A similar 

effect of DSC2 and DSG2 mediated cell adhesion on cell 

aggregation was detected in colon cancer spheroids [20]. 

Aceto et al. detected an up-regulation of plakoglobin and 

other desmosomal components in CTC clusters of breast 

cancer patients and revealed its importance for the for-

mation of CTC clusters and distant metastases [9]. And, 

in a more recent study, breast and lung cancer cells resist-

ant to shear stress revealed an up-regulation of DSC2 

and PKP1, leading to more CTC cluster formation and 

enhanced cell survival in circulation via activation of the 

PI3K/AKT/Bcl-2 pathway [31]. Here, our findings sug-

gest that the aforementioned DSC2 mediated effect on 

tumour cell aggregation and survival applies for TNBC as 

well.

In the present study, we found that tumour DSC2 

levels significantly influence the disease-free and 

Fig. 6 Role of DSC2 on TNBC cell dissemination in an intracardiac mouse model in vivo. A Representative BLI pictures of whole mice and the 

corresponding ex vivo brain of each group (MDA-MB231-BR DSC2 shRNA and MDA-MB231-BR scramble shRNA) 21 days after injection. B The 

quantification of ex vivo BLI signals (left panel) and amount of disseminated tumour cells (ALU-PCR; right panel) from brains and lungs revealed 

a lower metastastic load in organs from mice bearing DSC2 knock down tumours in comparison with those injected with the control cell line. C 

Reduced levels of CTCs and CTCCs (circulating tumour cell clusters) were quantified in the DSC2 knock down group (n = 8, blood was pooled for 

analysis) in comparison to the control group (n = 8, blood was pooled for analysis). Representative pictures of CTCCs isolated from the DSC2 knock 

down group showing CD298 positivity and a CD45 negative staining. D Small metastatic lesions in the brain and lungs were detected by specific 

luciferase staining. In the brain of DSC2 knock down mice mainly single cells or small cell aggregates were detected, whereas larger metastases 

were found in the brains of the control scramble mice group. Microscopically detectable intravasal lung metastases in a DSC2 knock down mice 

and established metastatic lesion in a control mouse. Black file marks metastatic tumour cells
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overall survival of breast cancer patients, in particular 

for patients with primary tumours corresponding to the 

HER2 positive and TNBC molecular subgroups. Two 

independent microarray datasets and a western blot 

cohort corroborated the unfavourable prognostic role of 

DSC2 and, together with immunohistochemical analysis 

on an independent cohort, demonstrated a significantly 

increased expression of the desmosomal protein in the 

most aggressive molecular subtypes, namely the afore-

mentioned HER2 positive and TNBC. Our results have 

further highlighted the potential of DSC2 as a predispos-

ing marker for the development of breast cancer metasta-

ses to the brain and lungs, and are in line with a previous 

work by Landemaine et  al. who identified DSC2 as a 

potential predictive marker for lung metastasis in breast 

cancer [40]. With the rising incidence of breast cancer 

cerebral metastases, and the lingering difficulty in treat-

ing the disease, the ability to identify high risk patients 

who would benefit from increased prevention would be 

of great clinical value. In line with a previous study on 

brain metastasis samples from patients with different 

tumour entities, which identified DSC2 as a potential 

marker for brain metastasis development [27], we found 

that high DSC2 mRNA expression significantly corre-

lated with an increased risk for cerebral and lung metas-

tases, although for the first localization, this trend could 

not be validated at a protein level. High DSC2 protein 

expression was, however, significantly associated with the 

development of pulmonary metastases [41].

Our findings challenge the self-evident hypothesis that 

up-regulation of desmosomal proteins leads to a more 

mechanically cohesive primary tumour, and therefore 

a less aggressive one. Indeed, a possible explanation for 

the contrary findings is that enhanced tumour cell aggre-

gation through DSC2 up-regulation is a factor which 

favours the development of CTC clusters, which have a 

considerably higher metastatic potency than singular 

CTC [9, 18]. In various studies, apoptotic morphology 

was detected in single CTCs, but not within CTC clus-

ters. This finding supports the theory that clustering of 

CTCs leads to a higher metastatic potential by, for exam-

ple, increasing the probability of survival in the circula-

tion [11, 42]. Marrella et  al. showed that shear stress 

affects CTC survival in  vitro, with CTC clusters being 

more resistant to shear forces than single CTCs [43]. 

Increasing shear stress values incrementally caused dis-

aggregation of CTC clusters. Shear stress resistant cells 

were found to express more DSC2 and DSC1 [31], and 

were more likely to form clusters. Additionally, a link 

has been drawn between increased CTC cluster den-

sity and size, and increased cluster cell survival in vitro 

[44]. Additional to an increased resilience, the forma-

tion of clusters—in particular those with a very high 

density—may lead to reduced chemosensitivity and, 

thus, a survival advantage compared to single CTCs [12, 

44, 45]. Enhanced cell–cell interactions in CTC clusters 

could also confer resistance to anoikis, a form of apop-

tosis due to deprivation of cell–cell and cell–matrix 

contacts [12, 19]. Furthermore, heterogenous cluster for-

mation with immune cells, such as macrophages or leu-

cocytes, may provide a mechanism for immune escape 

[42]. Collectively, these findings indicate that DSC2 

mediated cell adhesion is probably of greater functional 

importance in later steps of the metastatic cascade, such 

as survival within the circulation and chemoresistance, 

rather than in the process of dissolution of future meta-

static cells from the primary tumour mass.

In the present study, up-regulation of DSC2 in breast 

cancer cells led, as expected, to an enhanced cellular 

aggregation capacity and thus the formation of tight 3D 

cell clusters, while tumour cell aggregates after DSC2 

silencing displayed a looser structure which rapidly dis-

sociated when subjected to mechanical stress. Interest-

ingly, higher DSC2 expressing aggregates showed lower 

apoptotic rates than the corresponding control clus-

ters when treated with cisplatin and, correspondingly, 

reduced DSC2 expression significantly enhanced tumour 

cell response to cisplatin. In contrast, we did not observe 

any effect of DSC2 up- or down-regulation on the che-

mosensitivity of both TNBC cell lines cultured as a mon-

olayer, indicating that the DSC2-mediated cohesiveness 

of the 3D tumour cell clusters is the main reason for the 

altered chemosensivity. This finding highlights the rel-

evance of in vitro 3D culture models to accurately mimic 

the in vivo conditions [46]. Tumour cell aggregation sig-

nificantly influences cell response to cytotoxic drugs, 

as cells in a spheroid environment are more resistant 

to radiation and chemotherapeutic agents, a phenom-

enon known as multicellular resistance (MCR) that has 

been described for different anticancer drugs, includ-

ing cisplatin [47]. Possible mechanisms of MCR include 

signalling-mediated inhibition of apoptosis, an increased 

proportion of quiescent cells, as well as reduced per-

meability and, in turn, impeded drug diffusion. Li et al. 

recently described high DSC2 and PKP1 levels in shear 

stress-resistant breast and lung cancer, which facilitate 

cell cluster formation and also activate the PI3K/AKT/

Bcl-2–mediated pathway, thereby increasing cell survival 

[31]. However, the exact mechanism behind the observed 

DSC2-mediated chemoresistance in our model remains 

unclear and needs to be elucidated in the context of an 

ongoing project.

Under 2D culture conditions, up- or down-regulation 

of DSC2 was found to have only a minor effect on cell 

migration and invasion, although the tendency of our 

results is in line with recent studies on adhesion proteins 
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(for example DSG2) and cell migration [25, 48]. No 

severe impact of increased or decreased DSC2 expression 

on cell morphology, proliferation or apoptosis could be 

detected in our 2D cell culture. These findings contrast 

with diverse reports describing a clear effect of DSC2 

down-regulation on 2D proliferation and/or apoptosis in, 

for example, breast, prostate or oesophageal squamous 

cell carcinoma in vitro [28, 31, 49], with both a pro- and 

anti-tumorigenic role being postulated. Thus, the role of 

DSC2 seems to be entity-specific, or even subtype-spe-

cific, as shown in our study with a clear negative prog-

nostic value of DSC2 in HER2 positive and TNBC, yet 

no impact on survival for patients with luminal breast 

cancer.

The results of the in  vivo metastatic model, even 

though the size of the experiment did not allow a sig-

nificant conclusion, clearly underline our hypothesis. 

Reduced DSC2 tumour expression decreases the amount 

of viable tumour cells in the blood circulation—CTCs as 

well as CTC clusters—and, as a consequence, reduces the 

effective formation of distant metastases. Our results are 

in line with those recently published by Li et al. showing 

the relevance of dual expression of DSC2 and PKP1 for 

cluster formation and survival in circulation in a lung 

cancer cell line in a tail vein injection model [31].

Conclusions
Our results link high DSC2 expression with the TNBC 

molecular subtype, a higher breast cancer tumour grade 

and a significantly shorter disease-free survival. Further, 

we have been able to highlight the potential predic-

tive value of DSC2 for the development of cerebral and 

pulmonary metastases. Functionally, DSC2 promotes 

tumour cell aggregation and, in turn, fosters the forma-

tion of tight CTC clusters with high metastatic potential. 

An interesting possibility for future research would be 

to expand the DSC2 analyses to circulating tumour cells 

and clusters, as well as pulmonary breast cancer metas-

tases, in order to further clarify the potential of DSC2 as 

a breast cancer brain and pulmonary metastases marker 

for clinical use.
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2. Zusammenfassende Darstellung der Arbeit  

2.1. Einleitung 

Das Mammakarzinom ist mit rund 2.3 Millionen Neuerkrankungen pro Jahr die 

häufigste Krebserkrankung der Frau weltweit (Stand 2020) (Sung et al. 2021). Allein 

in Deutschland werden pro Jahr etwa 70.000 Neuerkrankungen verzeichnet (Stand 

2018). Auch Männer erkranken an Brustkrebs, mit circa 1% der Neuerkrankungen 

jedoch deutlich seltener als Frauen (Erdmann et al. 2021).  

Trotz eines in den letzten Jahren verzeichneten Rückgangs der Inzidenz und der 

Mortalität stellt das Mammakarzinom weiterhin die führende Krebstodesursache der 

Frau dar (Katalinic et al. 2020, Erdmann et al. 2021, Sung et al. 2021). Insbesondere 

das metastasierte Mammakarzinom in Stadium IV der UICC-Klassifikation (Union for 

International Cancer Control) ist für einen Großteil der brustkrebsbedingten 

Todesfälle verantwortlich: Die 5-Jahres Überlebensrate beträgt circa 29% im 

Vergleich zu über 80% beim nicht-metastasierten Brustkrebs (Erdmann et al. 2021, 

Siegel et al. 2022). Obgleich in den letzten Jahren durch neue Therapiekonzepte 

eine Verbesserung des  Langzeitüberlebens dieser Patientinnen verzeichnet werden 

konnte, kann das metastasierte Mammakarzinom bei Diagnosestellung noch immer 

meist nur in palliativer Intention therapiert werden (Caswell-Jin et al. 2018). 

Die Metastasierung kann dabei noch viele Jahre nach dem eigentlichen Primärtumor 

auftreten und erfolgt sowohl lymphogen in lokoregionäre und nicht-regionäre 

Lymphknoten als auch hämatogen in Knochen, Leber, Lunge und Gehirn (Hess et al. 

2006, Kennecke et al. 2010). Die Lokalisation der Metastasen wird beeinflusst von 

den vier verschiedenen molekularen Subtypen des Mammakarzinoms, die anhand 

des Hormonrezeptorstatus (Östrogenrezeptor (ER) und Progesteronrezeptor (PR)), 

des HER2/neu-Status und des Proliferationsmarkers Ki-67 unterteilt werden in 

Luminal-A und Luminal-B (beide Hormonrezeptor-positiv), HER2 (Hormonrezeptor-

negativ und HER2/neu-positiv) sowie Triple-negativ (Hormonrezeptor-  und 

HER2/neu-negativ) (Kennecke et al. 2010, Wei und Siegal 2017). Triple-negativ 

(TN)- und HER2-Subtyp sind dabei mit prognostisch ungünstigen 

Metastasierungsmustern assoziiert: Während Knochenmetastasen vorwiegend im 

Luminal-A- und -B-Subtyp und Lebermetastasen vor allem im HER2-Subtyp 

diagnostiziert werden, sind Hirn- und Lungenmetastasen hauptsächlich bei TN- und 

HER2-Typ-Mammakarzinomen zu beobachten (Kennecke et al. 2010, Wei und 

Siegal 2017, Laakmann et al. 2019). Insbesondere zerebrale Metastasen gehen mit 
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einer äußerst schlechten Prognose einher und führen zu einer drastischen 

Einschränkung der Lebenserwartung (Quigley et al. 2013, Saunus et al. 2015). 

 

Die Metastasierung als solche ist ein mehrschrittiger Prozess, bei dem sich 

Tumorzellen vom Primärtumor oder - im späteren Verlauf von bestehenden 

Metastasen - lösen und in ferner gelegenen Organen Absiedlungen bilden (Fidler 

2003). Man spricht in diesem Zusammenhang auch von der 

„Metastasierungskaskade“: Zu Beginn steht die Migration und Invasion der Zellen in 

das umliegende Gewebe. Anschließend folgt die Intravasation der Tumorzellen in die 

Gefäße sowie das Überleben in der Zirkulation und zuletzt die Extravasation in das 

Parenchym (Hanahan und Weinberg 2011, Lambert et al. 2017). Hierbei kommt es 

entweder zum Übergang der Zellen in einen ruhenden Zustand oder zur Kolonisation 

mit Ausbildung von Mikro- und später Makrometastasen (Nguyen et al. 2009). 

Die im Blutkreislauf zirkulierenden Tumorzellen, sogenannte Circulating Tumor Cells 

(CTCs), spielen eine Schlüsselrolle in der Metastasierung und wurden in dem 

Großteil solider Tumoren als negativer Prognosefaktor identifiziert. Die Anzahl der 

CTCs im Blutstrom ist dabei deutlich höher als die der tatsächlich entstehenden 

Metastasen, da das Überleben der CTCs in der Blutzirkulation eher gering ist (Bidard 

et al. 2014, Massagué und Obenauf 2016). Neben einzelnen CTCs wurden im Blut 

von Krebspatienten/-innen jedoch auch Zellverbände von bis zu 50 CTCs, 

sogenannte CTC Cluster, entdeckt (Hou et al. 2012, Aceto et al. 2014, Krol et al. 

2021). Studien belegten, dass diese Cluster nicht durch intravaskuläre Aggregation 

von CTCs entstehen, sondern ihren Ursprung in sich vom Primärtumor lösenden 

Zellverbänden haben (Aceto et al. 2014, Cheung und Ewald 2016). CTC Cluster sind 

zwar deutlich seltener als einzelne CTCs, gehen aber im Vergleich mit einer 50- bis 

100-fach höheren Wahrscheinlichkeit für Metastasen und dementsprechend einem 

signifikant schlechterem klinischen Outcome einher (Johansson et al. 2012, Aceto et 

al. 2014, Mu et al. 2015, Cheung et al. 2016, Wang et al. 2017). Es wird vermutet, 

dass der Schutz der Clusterformation zu einem verstärkten Überleben der CTCs in 

der Zirkulation führt (Hou et al. 2012, Follain et al. 2020, Schuster et al. 2021).  

In diesem Zusammenhang wurde sich in der Forschung der letzten Jahre verstärkt 

den verschiedenen Adhäsionsmolekülen und deren Einfluss auf     Tumorverbände 

und Metastasierungsprozesse gewidmet. Die zu den Adhäsionsmolekülen 

gehörende Superfamilie der Cadherine sind Ca2+-abhängige transmembrane 
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Glykoproteine. Sie sind essentieller Bestandteil von Zell-Zell-Verbindungen, 

beeinflussen als solche auch die Morphogenese und Signaltransduktion und lassen 

sich in mehrere Untergruppen einteilen (Hegazy et al. 2022). Bislang wurde 

hauptsächlich die Bedeutung der klassischen Cadherine, insbesondere des E-

Cadherins, in malignen Prozessen wie Tumorwachstum und Metastasierung genauer 

erforscht (Saias et al. 2015, Padmanaban et al. 2019). Eine bisher vernachlässigte 

Untergruppe sind die desmosomalen Cadherine, die in die Desmocolline 1 bis 3 

(DSC1-DSC3) und Desmogleine 1 bis 4 (DSG1-DSG4) unterteilt werden (Legan et 

al. 1994).  

Die desmosomalen Cadherine bestehen aus einer extrazellulären Domäne, die die 

Ca2+-abhängige Bindung vermittelt, einer transmembranösen sowie einer 

intrazellulären Domäne. Während Desmogleine allgemein eine deutlich längere 

intrazelluläre Domäne als Desmocolline aufweisen, kommen letztere in zwei 

unterschiedlichen Splice-Varianten vor, wobei Variante b durch Fehlen eines 

Segments eine noch kürzere intrazelluläre Domäne als Variante a besitzt (Hegazy et 

al. 2022). Desmocolline und Desmogleine sind maßgeblich beteiligt am Aufbau der 

Desmosomen, auch Macula adhaerens genannt: Die Desmosomen sind eine Form 

der Zell-Zell-Kontakte, die für die Stabilisierung von Zellverbänden verantwortlich und 

daher essentiell für die Gewebeintegrität sind (Brooke et al. 2012). Diese 

fleckförmigen Verbindungen kommen vor allem in mechanisch stark beanspruchten 

Geweben vor wie Epithelien und Myokard. In Desmosomen binden Desmocolline 

beziehungsweise Desmogleine über ihre extrazelluläre Domäne die desmosomalen 

Cadherine benachbarter Zellen, während sie über ihre intrazelluläre Domäne mit 

desmosomalen Plaque-Proteinen wie Plakoglobin und Plakophilin, Mitgliedern der 

Armadillo-Proteinfamilie, verbunden sind. Diese wiederum interagieren mit 

Desmoplakin, einem Mitglied der Plakin-Proteinfamilie, das mit den 

Intermediärfilamenten der Zelle verbunden ist (Garrod und Chidgey 2008, Delva et 

al. 2009, Brooke et al. 2012) (siehe Abbildung 1).  

Desmocolline und Desmogleine formen auf diese Weise homophile und heterophile 

Bindungen miteinander (Garrod und Chidgey 2008, Harrison et al. 2016). Die 

verschiedenen desmosomalen Cadherine bzw. deren Isoformen sind dabei je nach 

Gewebeart in unterschiedlicher Zusammensetzung vertreten.  

DSC2 ist eine der weitverbreitesten Desmocollin-Isoformen im Körper und wird 

neben DSG2 als einzige Isoform im Myokard exprimiert (Brooke et al. 2012, Hegazy 
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et al. 2022). In Zusammenhang mit Pathologien wird DSC2 vor allem assoziiert mit 

der arrhythmogenen rechtsventrikulären Kardiomyopathie, bei der unter anderem 

DSC2-Mutationen zu einem fett- und bindegewebigen Umbau des Myokards führen 

(Heuser et al. 2006, Beffagna et al. 2007).  

 

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Desmosomen. (mit Genehmigung des John 

Wiley & Son Verlag modifiziert aus Waschke und Spindler 2014). 

 

In den letzten Jahren rückten in der Tumorforschung die desmosomalen Proteine 

jedoch vermehrt in den Fokus der Aufmerksamkeit, wobei für die verschiedenen 

Tumorentitäten sowohl tumorfördernde als auch tumorhemmende Effekte in der 

Literatur nachgewiesen wurden: Beispielsweise führte ein DSC2-Knockdown über 

Aktivierung des Akt/-Catenin-Signalwegs zu einem verstärkten Wachstum 

kolorektaler Karzinomzellen (Kolegraff et al. 2011). Aceto et al. wiederum konnten im 

Mausmodell einen Zusammenhang zwischen hoher Plakoglobin-Expression und der 

vermehrten Bildung von CTC Clustern und Lungenmetastasen zeigen (Aceto et al. 

2014). Ferner wurde kürzlich berichtet, dass DSG2 in Patientinnen mit Brustkrebs mit 

einer schlechten Prognose assoziiert und insbesondere bedeutend ist für CTC 

Clusterbildung und Metastasierung (Chang et al. 2021). 

 

Ausgangspunkt dieser Arbeit waren die im gynäkologischen Forschungslabor 

durchgeführten Untersuchungen von Tumorproben metastasierter und nicht-

metastasierter Mammakarzinome, die das desmosomale Protein DSC2 als einen 

prädisponierenden Faktor für einen Krankheitsprogress bei Brustkrebs und die 

Metastasenbildung identifizierten. Analysen von Microarray-Daten zeigten einen 
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signifikanten Zusammenhang zwischen hohen DSC2 mRNA-Leveln und dem 

HER2/neu- sowie dem TN-Subtyp, den beiden aggressivsten Subtypen des 

Mammakarzinoms. Weiterhin wurde eine signifikante Korrelation der hohen DSC2 

mRNA-Level mit dem Auftreten von Hirn- und Lungenmetastasen nachgewiesen. Die 

Untersuchungen ergaben außerdem einen signifikanten Zusammenhang zwischen 

hohen DSC2 mRNA-Leveln und kürzerem Gesamtüberleben sowie reduziertem 

krankheitsfreien Überleben, vor allem in der Gruppe der TN- und HER2-positiven 

Patientinnen. Zusätzlich durchgeführte Western Blots und immunhistochemische 

Färbungen von DSC2 in Mammakarzinomproben auf Tissue Microarrays konnten die 

signifikant erhöhte DSC2-Expression in den HER2- und TN-Subtypen bestätigen. 

Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit Studien, die DSC2 einerseits in 

verschiedenen Tumorentitäten als potentiellen Marker für Hirnmetastasen 

identifizierten und andererseits im Mammakarzinom als potentiellen Marker für 

Lungenmetastasen (Landemaine et al. 2008, Saunus et al. 2015). 

2.2. Zielsetzung der Arbeit 

Das Ziel dieser Doktorarbeit war es, basierend auf den oben genannten neu 

gewonnenen Erkenntnissen die Rolle von DSC2 in primärem Brustkrebs und in der 

Entwicklung von Metastasen, insbesondere Hirnmetastasen, auf mRNA- und Protein-

Level genauer zu untersuchen. Bislang sind in der Literatur nur wenige Studien zu 

den Auswirkungen von DSC2 auf das Tumorzellverhalten und die Metastasierung zu 

finden. Im Rahmen dieser Promotion sollten deshalb mittels verschiedener Assays in 

vitro der Effekt der DSC2-Expression auf zelluläre Eigenschaften untersucht werden, 

um Rückschlüsse auf mögliche Mechanismen zu ziehen, über die DSC2 maligne 

Prozesse beeinflusst. Ein besonderer Fokus lag dabei angesichts jüngster Studien 

wie Aceto et al. auf den Einfluss von DSC2 bei der Entstehung von  CTC-Clustern. 

Ausgehend von den zuvor erhobenen Daten hinsichtlich der DSC2-Expression bei 

verschiedenen Subtypen lag der Fokus dabei auf Triple-negativem Brustkrebs.  

2.3. Methodik  

2.3.1. Kultivierte Zelllinien, stabile Transfektion und Versuche im 2D-Modell 

Unsere Experimente erfolgten primär in der Zellkultur. Dafür wurden die Triple-

negativen Zelllinien MDA-MB231 und deren hirnmetastasierende Subzelllinie MDA-

MB231-BR ausgewählt und mittels lentiviraler Transduktion jeweils eine DSC2-

Überexpression beziehungsweise ein DSC2-Knockdown erzeugt. Zur Generierung 

des DSC2-Knockdowns in der MDA-MB231-BR Zelllinie wurden fünf verschiedenen 
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DSC2-spezifischen shRNA-Sequenzen sowie einer scramble shRNA control-

Sequenz getestet. Für die DSC2-Überexpression in die MDA-MB231 Zelllinie wurde 

der LeGO-iC2-Puro+-Plasmid, in den mittels Restriktionsenzymen die DSC2 cDNA-

Sequenz geklont wurde, verwendet. Als Kontrolle diente der entsprechende 

Leervektor. Nach Pyromycin-Selektion wurde die stabile Transfektion initial sowie im 

Verlauf durch Bestimmung des DSC2 mRNA-Levels mittels RNA-Isolation und 

anschließender qRT-PCR sowie auf Proteinebene mittels Western Blot jeweils nach 

einem etablierten Protokoll geprüft. Die Visualisierung der DSC2-Expression in der 

Immunfluoreszenz erfolgte ebenfalls nach Laborprotokoll (siehe Publikation).  

Die Zellproliferation wurde über die Messung der metabolischen Aktivität der Zellen 

mittels XTT mit dem Cell Proliferation Kit (XTT) (Roche Applied Science, Mannheim, 

Germany) nach Herstellerinstruktionen untersucht. Die Zytotoxizitätsanalyse der 

MDA-MB231-BR Zelllinie und deren transfizierten Subzelllinien erfolgte durch 

Behandlung der Zellen mit Cisplatin in verschiedenen Konzentrationen für 48 

Stunden und anschließender FACS-Analyse mit Annexin-V und Propodiumiodid (PI) 

–zur quantitativen Bestimmung der der apoptotischen und nekrotischen Zellen . Da 

die DSC2-Überexpressions- und Kontroll-MDA-MB231 Zelllinien durch Verwendung 

des LeGO-iC2-Puro+-Plasmids, das die für das mCherry-Protein kodierende 

Sequenz beinhaltet, von sich aus rot fluoreszieren, wurde die Zytotoxizität 

stattdessen über die Verwendung des Cell Proliferation Kit (XTT) untersucht. Für die 

Analyse der Zellmigration wurde das OrisTM Universal Cell Migration Kit (Platypus 

Technologies, Madison, WI) nach Herstellerangaben verwendet: Dabei wurde ein 

initial zellfreies Areal und dessen Flächenreduktion durch Zellmigration mittels des 

ImageJ Wound Healing Tool (Wayne Rasband, National Institute of Health) 

untersucht. Die Zellinvasion wurde nach dem gleichen Schema jedoch unter 

Verwendung von basalmembranartiger Matrix (Matrigel®) analysiert. Die genaue 

Durchführung der genannten Experimente erfolgte wie in der Publikation beschrieben 

(siehe Publikation).  

2.3.2. Multizelluläre Tumorsphäroide und Dissoziationsversuch  

Die Zellen wurden auf mit 2%-iger Agarose beschichteten 96-Well-Platten ausgesät 

(5x103 Zellen/ 200ul Medium/ Well). Um die Sphäroidbildung der Zellen zu 

untersuchen, wurden die Sphäroide zuerst nach 24 Stunden und anschließend jeden 

zweiten Tag unter dem Lichtmikroskop untersucht und fotografiert (Axiovert 40 C, 

Carl Zeiss AG, Leica DFC320, Wetzlar, Germany). Im Dissoziationsversuch wurden 
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die Sphäroide jeweils fünf Mal auf- und abpipettiert und die Auswirkung auf die 

Formation direkt verglichen sowie fotografisch dokumentiert. Jede Zelllinie wurde in 

vierfacher Ausführung ausgesät.  

2.3.3. Immunhistochemische Färbungen und Chemosensitivität im 3D-Modell 

Die Chemosensitivität im 3D-Modell wurde zuerst an den - wie oben beschrieben - 

auf Agarose generierten Sphäroiden untersucht, die an Tag 3 mit Cisplatin in zwei 

unterschiedlichen Konzentrationen, jeweils 10uM und 50uM, für 48 Stunden 

behandelt wurden. Die Zellviabilität wurde durch den Nachweis von zellulärem ATP 

mittels des CellTitre-Glo® 3D-Assay (Promega) nach Herstellerinstruktionen 

bestimmt und die relative Lebensfähigkeit jeder behandelten Probe wurde im 

Verhältnis zur unbehandelten Kontrolle berechnet, die auf 1 gesetzt wurde. 

Für die Bewertung der Zytotoxizität im polyHEMA-Modell und die Färbung von DSC2 

wurden die Zelllinien in mit polyHEMA beschichteten T75 Flaschen ausgesät (zwei 

T75 pro Zelllinie, 2 x 106 Zellen / 12ml Medium / T75) und für die Sphäroidformation 

72 Stunden kultiviert. Die Chemosensitivität von Sphäroiden wurde über die Färbung 

von Cisplatin-DNA-Addukten und phosphoryliertem Histon H2A.X (γH2A.X), einem 

etablierten Marker für DNA-Doppelstrangbrüche, untersucht. Hierfür erfolgte 

zusätzlich die Inkubation der generierten Sphäroide mit Cisplatin in einer finalen 

Konzentration von 50µM für jeweils 8 und 24 Stunden. Nach Sphäroidkultivierung 

erfolgte die Fixierung der Zellen in Formalin, Einbettung in 2%-igen Agar und 

Einbettung in Paraffin. Für den DSC2- und Histon H2A.X-Nachweis wurden FFPE 

(„Formalin-fixed and paraffin-embedded“ )-Schnitte im Steamer (Zitratpuffer (pH 6.0) 

bei 125°C für 4 Minuten beziehungsweise S1699 (pH 6.0, DAKO) bei 121°C für 10 

Minuten) vorbehandelt und als Primärantikörper mit anti-DSC2- (1:25 HPA011911, 

Atlas Antibodies, Sigma-Aldrich, Hamburg, Germany) oder anti-γH2A.X-Antikörper 

(1:10,000; ab81299, abcam, Berlin, Germany) eine Stunde bei Raumtemperatur (RT) 

inkubiert. Es folgte die Inkubation mit Biotin-markiertem Schwein-anti-Hase 

Sekundärantikörper (verdünnt 1:200 in TBS, E0353, DAKO, Glostrup, Denmark) für 

30 Minuten bei RT, anschließend die eigentliche Detektion durch Vectastain® ABC-

AP Kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA USA) und die Visualisierung mit 

Permanent Red (K0640, DAKO, Glostrup, Denmark). Für die Färbung der Cisplatin-

DNA-Addukte (PT-GG-Färbung) wurden die Schnitte mit Fast Enzyme vorbehandelt 

(5 Minuten, RT, (ZUC059-015, Zytomed, Berlin, Germany)) und mit monoklonalem 

Ratten PT-GG-Antikörper für 80 Minuten inkubiert (1:1000, Oncolyze, Essen, 
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Germany). Im Anschluss fand die Inkubation mit Biotin-konjugiertem Kaninchen-anti-

Ratte Sekundärantikörper statt (30 Minuten, RT, 1:100 verdünnt in TBS, 312-065-

048, JacksonImmuno Research, Ely, UK). Die Visualisierung wurde mittels 

Streptavidin-konjugierter Alkalischer Phosphatase und Chromogen RED unter 

Verwendung des DAKO RealTM Detektionssystems (K5005, DAKO, Glostrup, 

Denmark) nach Herstellerangaben durchgeführt. Die Negativkontrollen für die 

Primärantikörper aller drei Färbungen sind der Publikation zu entnehmen.  

Alle Schnitte wurden mit Hämatotoxylin gegengefärbt und mittels des Axio Scan.Z1 

(Zeiss, Jena, Germany) eingescannt. Bilder wurden mit der netScope Viewer Pro 

Software (Version 1.0.7079.25167, NetBase Software GmbH, Freiburg, Germany) 

erstellt. Für die Quantifizierung der Histon- und Cisplatin-DNA-Addukt-Färbung 

wurden positiv gefärbte Zellen mithilfe des Assistant electronic memory Counter AC-

15 (Karl Hecht Assistant, Altnau; Switzerland) manuell ausgezählt (4x100 Zellen in 

vier verschiedenen Arealen). 

2.3.4. Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Experimente erfolgte - wie in der Publikation 

ausführlich beschrieben - zum Großteil mittels SPSS Statistics Version 25 (IBM, 

Armonk, NY, USA). Die statistische Analyse wurde mittels des ungepaarten, 

zweiseitigen t-Tests durchgeführt, wobei die Voraussetzung der Normalverteilung 

und der Varianzenhomogenität zuvor mithilfe von entsprechenden Tests überprüft 

wurde. In allen Versuchen wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 festgelegt.  

2.4. Ergebnisse und Diskussion 

2.4.1. DSC2-Überexpression und DSC2-Knockdown in TNBC Zelllinien 

Für die Induktion des DSC2-Knockdowns wurde die MDA-MB231-BR Zelllinie 

ausgewählt, die im Vergleich zur Ursprungszelllinie MDA-MB231 endogen mehr 

DSC2 exprimiert. Für die weiteren Versuche wurden zwei DSC2 shRNA-Sequenzen 

ausgewählt, die zum stärksten Knockdown - nämlich shRNA III mit einem 70%-igen 

und shRNA V mit einem 60%-igen Knockdown auf mRNA-Ebene – führten. Per 

Western Blot konnte ebenfalls ein DSC2-Knockdown in den shRNA III und V 

Zelllinien bestätigt. Die DSC2-Überexpression wurde in der Ursprungszelllinie MDA-

MB231 Zelllinie generiert. Hier zeigte sich sowohl mittels qRT-PCR als auch im 

Western Blot eine starke und stabile DSC2-Überexpression in den mit dem LeGO-

iC2 DSC2-Vektor transduzierten Zellen verglichen mit den Zellen, die mit dem 

Leervektor transduziert wurden. Beide Zelllinien (Leervektor und DSC2-
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Überexpression) wurden in den weiteren Versuchen verwendet. Weiterhin wurde die 

membranöse Lokalisation von DSC2 in den gentechnisch veränderten MDA-MB231 

und MDA-MB231–BR Zellen mittels Immunofluoreszenz qualitativ dargestellt sowie 

mittels Durchflusszytometrie quantifiziert.  

2.4.2. Zellkulturexperimente im 2D-Modell 

Der Einfluss von DSC2 auf grundlegende Zelleigenschaften sowie auf die 

Chemosensitivität in der 2D-Zellkultur wurde als nächstes analysiert.  

Im Proliferationsassay (XTT) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der 

Zellproliferation zwischen den Zellen mit DSC2-Überexpression und der Kontrolle zu 

den verschiedenen Zeitpunkten (0, 24, 48 und 72 Stunden). Bei den DSC2-

Knockdown Zellen wurde einzig nach 72 Stunden ein signifikanter 

Proliferationsanstieg in den shRNA III DSC2-Knockdown verglichen mit den MDA-

MB231-BR scramble Zellen gemessen. Dieses Ergebnis zeigte sich jedoch nur in 

einem von drei Experimenten und war somit nicht reproduzierbar, sodass davon 

auszugehen ist, dass die Proliferation in der 2D-Zellkultur auch bei der MDA-MB231-

BR Subzelllinie nicht durch ein verändertes DSC2-Expressionslevel beeinflusst 

wurde (siehe Abbildung 4 der Publikation).  

Bei der Untersuchung der Zytotoxizität durch Cisplatin unterschieden sich die MDA-

MB231-BR Zellen mit DSC2-Knockdown in der mittels Annexin-V/PI-Färbung 

ermittelten Anzahl der apoptotischen und nekrotischen Zellen nicht signifikant von 

den MDA-MB231-BR Kontrollzellen. Auch die Untersuchung der mit Cisplatin 

behandelten DSC2-Überexpression und der dazugehörigen Kontrollzelllinie mittels 

XTT-Assay erbrachte keine signifikanten Unterschiede.  

Unsere Versuche ergaben also, dass eine Änderung der DSC2-Expression weder die 

Zellproliferation noch die Chemosensitivität unter 2D-Zellkulturbedingungen 

beeinflusst. Sie unterscheiden sich somit von einigen Studien, die eine deutliche, 

jedoch teils tumorfördernde, teils tumorhemmende Wirkung von DSC2 auf die 2D-

Proliferation und 2D-Chemosensitivität bei verschiedenen Karzinomen beschrieben 

haben (Kolegraff et al. 2011, Jiang und Wu 2020). Es ist daher zu vermuten, dass die 

Bedeutung von DSC2 tumorentitäts- beziehungsweise - wenn man unsere neusten 

Ergebnisse berücksichtigt - Subtypen-spezifisch ist und sich daher nicht ohne 

weiteres vergleichen lässt. 

Bei der Analyse der Zellmigration im wound healing assay führte ein DSC2-

Knockdown - im shRNA III Klon - zu einer signifikant, jedoch geringfügig schnelleren 
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Migration der Zellen und somit zu einem vorzeitigen Verschluss der Wundfläche. 

Passend dazu, zeigte die DSC2-Überexpression im Vergleich zu den MDA-MB231 

Kontrollzellen eine signifikant langsamere Zellmigration und somit langsameren 

Wundschluss. Bei der Durchführung des wound healing assays mit Matrigel® konnte 

eine mit dem Migrationsverhalten übereinstimmende Zellinvasion beobachtet werden 

(siehe Abbildung 4 der Publikation). Wir konnten also einen signifikanten, wenn auch 

nur geringfügigen Effekt von DSC2 auf die Migrations- und Invasionsfähigkeit der 

Zellen nachweisen, der sich allerdings mit Ergebnissen anderer Studien zu Migration 

und Adhäsionsproteinen deckt (Chang et al. 2021, Hapach et al. 2021).  

2.4.3. Zellkulturexperimente im 3D-Modell 

Im Anschluss an die Experimente in der 2D-Zellkultur wurden die Auswirkungen der 

veränderten DSC2-Expression mithilfe von Tumorsphäroiden im 3D-Modell erforscht, 

da dies die in vivo-Bedingungen deutlich besser widerspiegelt (Breslin und O'Driscoll 

2016).  

2.4.3.1. Zellverhalten im 3D-Modell 

Bei der Sphäroidformation auf Agarose waren in den Tagen nach Zellaussaat bei 

den MDA-MB231-BR Zellen mit DSC2-Knockdown (shRNA III) deutlich aufgelockerte 

und dadurch größere Sphäroide im Vergleich zu den Kontrollzellen (scramble) zu 

beobachten, während der schwächere DSC2-Knockdown im shRNA V Klon eher den 

Kontrollzellen ähnelte. Die stark reduzierte Kompaktheit der Zellverbände mit DSC2-

Knockdown (shRNA III) bestätigte sich im Dissoziationsversuch: Bei den Zellen mit 

DSC2-Knockdown (shRNA III) ermöglichte langsames Auf- und Abpipettieren der 

Sphäroide eine komplette mechanische Disaggregation zu einzelnen Zellen und 

wenigen, sehr kleinen Zellgrüppchen, während die Kontrollzellen nach der gleichen 

Prozedur in mehrere Zellgruppen zerteilt wurden, die sich teilweise über die Zeit 

wieder miteinander verbanden (siehe Abbildung 2).  

Auffallend war, dass die MDA-MB231 Zellen mit DSC2-Überexpression dabei kleine 

und kompakte Sphäroide bildeten, deren Erscheinungsbild aber erstaunlicherweise 

keinen Unterschied zu den MDA-MB231 Zellen mit Leervektor (MDA-MB231 LeGO-

iC2) zeigte. Die Sphäroide beider Zelllinien unterschieden sich mit ihrem verstärkten 

zellulären Zusammenhalt, der bei dem Versuch der mechanischen Disaggregation 

bestätigt wurde, jedoch deutlich von denen des MDA-MB231 Wildtyps (WT). Eine 

vergleichende Bestimmung des DSC2 mRNA-Levels der drei Zelllinien bestätigte 

zwar die deutliche DSC2-Überexpression in den MDA-MB231 LeGO-iC2 DSC2 
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Zellen gegenüber den MDA-MB231 LeGO-iC2 Zellen (Leervektor), ergab aber auch 

eine DSC2-Hochregulierung in den LeGO-iC2 Zellen gegenüber den Wildtyp-Zellen. 

Diese unspezifische, vermutlich transfektionsbedingte DSC2-Deregulierung im 

Leervektorzellen könnte eine Erklärung für die phänotypisch der DSC2-

Überexpression ähnelnden Sphäroide sein. Daher wurde in den weiteren Versuchen 

stets der MDA-MB231 Wildtyp als Kontrollzelllinie mitanalysiert. 

 

Abbildung 2: Einfluss der Desmocollin 2 (DSC2)-Expression auf den Zellverband im 

3D-Modell. a: Tumorsphäroide der MDA-M231-BR Scramble Kontrollzellinie 

(Scramble) und des dazugehörigen MDA-MB231-BR DSC2-Knockdowns (shRNA III) 

sowie der Zelllinie MDA-MB231 Wildtyp (WT) und der dazugehörigen MDA-MB231 

DSC2-Überexpression (LeGO-iC2 DSC2) auf Agarose an Tag 9. b: Tumorsphäroide 

nach mechanischer Disagreggation. 

 

Im nächsten Schritt wurden die verschiedenen Zelllinien zur Bildung von 

Zellaggregaten in Suspension auf mit polyHEMA beschichteten Zellkulturflaschen 

kultiviert. Analog der Sphäroidformation im Agarose-Modell bildeten die MDA-

MB231-BR Zellen mit DSC2-Knockdown (shRNA III) hier kaum und nur kleine 

Zellaggregate im Gegensatz zu den scramble Kontrollzellen. Die MDA-MB231 Zellen 

mit DSC2-Überexpression - genauso wie die Zellen mit Leervektor - aggregierten im 

Vergleich zu den WT Kontrollzellen in kurzer Zeit so stark, dass sich große, dichte 

und zellreiche Aggregate bildeten, die sich zu immer größeren Gruppen vereinigten. 

MDA-MB231-BR MDA-MB231 

Scramble  shRNA III WT LeGO-iC2 DSC2 

a 

b 
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Mittels immunhistochemischer Detektion von DSC2 wurde anschließend dessen 

veränderte Expression direkt in den auf polyHEMA gebildeten Zellaggregaten der  

Zelllinien MDA-MB231 DSC2-Überexpression und MDA-MB231-BR DSC2-

Knockdown verglichen mit den jeweiligen Kontrollzelllinien nachgewiesen. 

Unsere Versuche belegen also, dass eine DSC2-Hochregulierung zu einer 

verstärkten Aggregationsfähigkeit und in der Folge kompakten und zellreichen 

dreidimensionalen Clustern führt, während eine Reduktion der DSC2 Expression in 

lockeren und leicht dissoziierbaren Zellaggregaten resultiert. Es ist daher 

anzunehmen, dass eine DSC2-Hochregulierung auch im Blutkreislauf zu einer 

verstärkten Clusterbildung von CTCs beiträgt und damit zu einem höheren Potential 

der Tumorzellen zur Metastasenbildung (Aceto et al. 2014). Basierend auf der 

jüngeren Literatur wird vermutet, dass das so deutlich höhere metastatische Potential 

der CTC Cluster verglichen mit solitären CTCs unter anderem auf eine erheblich 

höhere Überlebenswahrscheinlichkeit der Clusterzellen in der Blutbahn 

zurückzuführen ist: Mehrere Studien berichten von morphologischen Merkmalen der 

Apoptose in Einzel-CTCs, aber nicht in CTC Clustern (Hou et al. 2012, Mu et al. 

2015, Giuliano et al. 2018, Schuster et al. 2021). Dies ist vermutlich auf verschiedene 

Faktoren zurückzuführen. Beispielsweise wurde kürzlich festgestellt, dass 

Scherkräfte das Überleben von CTCs in vitro reduzieren und CTC Cluster deutlich 

resistenter gegenüber Scherstress sind als einzelne CTCs, wobei steigende 

Scherstress-Level die Cluster schrittweise aufspalten (Marrella et al. 2021). Eine 

andere Studie zeigte, dass Zellen, die sich in vitro resistent gegenüber Scherkräften 

zeigten, erheblich mehr DSC2 und Plakophilin-1 exprimierten und vermehrt Zell-

Cluster bildeten (Li et al. 2021). Zudem gingen eine erhöhte Dichte und Größe von 

CTC Clustern in vitro mit einer gesteigerten Überlebensrate der Clusterzellen einher 

(Campenni et al. 2020).  

2.4.3.2. Chemosensitivität im 3D-Modell  

Neben der erhöhten Widerstandfähigkeit könnte der Zellzusammenhalt der CTC 

Cluster die Chemosensitivität beeinflussen und so einen Überlebensvorteil 

gegenüber solitären CTCs schaffen.  

Um zu untersuchen, inwiefern die unterschiedliche Beschaffenheit der 3D-

Zellkonstrukte Auswirkungen auf die Medikamentendiffusion und somit die 

Chemosensitivität hat, wurden zunächst die auf Agarose gebildeten Sphäroide für 48 

Stunden mit Cisplatin behandelt. Im Vergleich zu den unbehandelten 
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Kontrollsphäroiden führte eine Behandlung mit 50µM Cisplatin bei den MDA-MB231 

Sphäroiden mit DSC2-Überexpression zu einem deutlich aufgelockerten 

Randbereich bei weiterhin kompaktem Kernbereich, während die gleiche Cisplatin-

Konzentration bei den MDA-MB231 Wildtyp Sphäroiden zu einer Auflockerung des 

gesamten Sphäroids führte. Bei den lockeren Sphäroiden mit DSC2-Knockdown 

(shRNA III) war mikroskopisch kein eindeutiger Effekt sichtbar. Der Versuch, mittels 

CellTitre-Glo®3D-Assay die Lebensfähigkeit der Sphäroidzellen zu quantifizieren, 

erbrachte leider keine reproduzierbaren und teilweise widersprüchliche Ergebnisse. 

Eine mögliche Erklärung hierfür ist, dass die Kompaktheit der Sphäroide mit DSC2-

Überexpression ein Durchdringen des CellTiter-Glo® Reagenz in den Kernbereich 

der Sphäroide verhinderte und so die Messergebnisse verfälschte.  

Um die Auswirkungen von Cisplatin auf die 3D-Zellkonstrukte genauer zu 

analysieren, wurde die Chemosensitivität deshalb zusätzlich am polyHEMA-Modell 

untersucht. Hierfür wurden die auf polyHEMA generierten Zellaggregate für jeweils 8 

und 24 Stunden mit Cisplatin behandelt. Die durch Cisplatin vorwiegend gebildeten 

DNA-Intrastrang-Crosslinks sowie die Cisplatin-vermittelte Zellzytotoxizität wurden 

über immunhistochemische Färbung von PT-GG-Addukten beziehungsweise 

phosphoryliertem Histon H2A.X bestimmt. Hier konnten wir beobachten, dass die 

kleinen MDA-MB231-BR Zellcluster mit DSC2-Knockdown (shRNA III) - 

insbesondere nach 8 Stunden dauernder Behandlung mit Cisplatin - in beiden 

Färbungen stärker und intensiver gefärbt waren als die scramble Kontroll-Zellcluster, 

während die großen und kompakten MDA-MB231 Zellcluster mit DSC2-

Überexpression erheblich schwächer angefärbt waren als die MDA-MB231 Wildtyp 

Zellcluster.  

Die Quantifikation durch manuelle Auszählung positiv gefärbter Zellen ergab in 

beiden Färbungen eine signifikant höhere Anzahl an Platin-Addukten und γH2A.X-

positiven Zellen in der MDA-MB231 Zelllinie mit DSC2-Knockdown (shRNA III) 

verglichen mit der scramble Kontrollzelllinie sowie eine signifikant niedrigere Anzahl 

in der MDA-MB231 Zelllinie mit DSC2-Überexpression im Vergleich zur MDA-MB231 

Wildtyp Zelllinie (siehe Abbildung 3).  
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Abbildung 3: Einfluss der Desmocollin 2 (DSC2)-Expression auf die 

Chemosensitivität im 3D-Modell. a: Immunhistochemische Färbung von 

phosphoryliertem Histon H2AX (yH2AX) der MDA-M231-BR Scramble Kontrollzellinie 

(Scramble) und des dazugehörigen MDA-MB231-BR DSC2-Knockdowns (shRNA III) 

sowie der Zelllinie MDA-MB231 Wildtyp (WT) und der dazugehörigen MDA-MB231 

DSC2-Überexpression (LeGO-iC2 DSC2) nach Behandlung mit Cisplatin über 8 

Stunden auf polyHEMA. b: Quantifizierung der yH2AX-positiven Zellen mittels 

manueller Auszählung nach 8 und 24 Stunden (*** = p<0,001). 

	

Wir konnten somit demonstrieren, dass der Zellzusammenhalt von Zellclustern die 

Chemosensitivität beeinflusst: Eine vermehrte DSC2-Expression bedingt niedrigere 

Apoptoseraten, während eine verminderte DSC2-Expression ein deutlich stärkeres 

Ansprechen auf Cisplatin bewirkt. Unsere Ergebnisse stimmen damit mit Studien der 

letzten Jahre überein, die beobachteten, dass die Bildung von CTC Clustern, 

insbesondere solchen mit hoher Dichte, zu einer reduzierten Chemosensitivität und 

somit einem Überlebensvorteil im Vergleich zu Einzel-CTCs führt (Hou et al. 2012, 

Reynolds et al. 2017, Campenni et al. 2020). Weiterhin ist anzunehmen, dass die 

verstärkten Zell-Zell-Interaktionen in CTC Clustern vermehrte Überlebenssignale und 

dadurch eine verstärkte Resistenz gegenüber Anoikis bewirken, einer Form der 

Apoptose, die auf den Verlust von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten 
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zurückzuführen ist (Hou et al. 2012). Beispielsweise konnten Han et al. zeigen, dass 

ein Knockdown desmosomaler Proteine wie DSC2, DSG2 und Plakophilin neben 

einer beeinträchtigten Zellaggregation zu einer verminderten Anoikis-Resistenz in 

vitro führte; die Expressionslevel der desmosomalen Proteine korrelierten bei 

Brustkrebspatientinnen hingegen negativ mit dem Gesamtüberleben (Han et al. 

2021). Auch eine heterogene Clusterbildung mit Immunzellen wie Makrophagen oder 

Leukozyten trägt vermutlich zu einem verstärkten Überleben der CTC Cluster im 

Vergleich zu den Einzel-CTCs bei (Schuster et al. 2021).  

Es ist durchaus denkbar, dass durch eine DSC2-Hochregulierung auch der 

Primärtumor als solcher kompakter wird oder es zur Bildung von Tumorclustern 

innerhalb des Tumorverbands kommt. Solche Tumorinseln könnten nicht nur die 

Chemosensitivität des Primärtumors, sondern auch den Metastasierungsprozess 

beeinflussen. Hier könnte man Versuche anschließen, die die Beschaffenheit 

beziehungsweise Zusammensetzung von Tumoren mit erhöhter DSC2-Expression in 

vivo untersuchen.  

2.4.4. Weitere Versuche 

Ein von uns durchgeführter Versuch, in Hydrogel kultivierte Zellcluster mit 

veränderter DSC2-Expression mittels Immunfluoreszenz zu färben, um Unterschiede 

in deren dreidimensionaler Struktur und der Ausbreitung im Raum zu analysieren, 

erbrachte leider keine aufschlussreichen Ergebnisse. Weiterführende Studien mit 

optimierten Versuchsbedingungen wären hier wünschenswert, um diesem 

Ansatzpunkt weiter nachzugehen.  

Um das Verhalten der DSC2-Knockdown Zellen als CTCs in vivo zu untersuchen, 

wurden im Anschluss an diese Arbeit Mausversuche durchgeführt, in denen nach 

intrakardialer Injektion von MDA-MB231-BR DSC2 shRNA III Zellen 

beziehungsweise MDA-MB231-BR DSC2 scramble Zellen die Metastasenbildung 

beobachtet wurde. Hierbei führte ein DSC2-Knockdown zu weniger CTCs und CTC 

Clustern im Blut und in der Folge zu weniger und kleineren Hirnmetastasen sowie zu 

einer geringeren Menge an etablierten Lungenmetastasen im Vergleich zu den 

Kontrollzellen. Diese Beobachtungen bekräftigen unsere in vitro-Ergebnisse, wobei 

die geringe Größe der Mausgruppen bei fehlender Signifikanz keine konkreten 

Schlussfolgerungen erlaubten. Im Rahmen von zukünftigen Studien wäre es 

interessant, die Ergebnisse unseres in vivo-Modells in größer angelegten 

Mausversuchen zu vertiefen. Des Weiteren könnte die Stressresistenz der Sphäroide 
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mit unterschiedlicher DSC2-Expression in in vitro-Modellen, welche die Scherkräfte 

des Blutkreislaufs simulieren, getestet werden.  

2.5. Fazit 

Mit dieser experimentellen Arbeit konnten wir den tumorbegünstigenden Einfluss von 

DSC2 im Mammakarzinom durch in vitro-Experimente mit zwei Triple-negativen 

Zelllinien nachweisen: Eine erhöhte DSC2-Expression führte in der 3D-Zellkultur zu 

einer verstärkten Zellaggregationsfähigkeit und einer erhöhten Resistenz der 

dreidimensionalen Zellaggregate gegenüber Chemotherapeutika - dies resultiert in 

einer vermehrten Bildung und einem verstärkten Überleben von CTC Clustern mit 

bekanntlich höherem metastatischen Potential.  

Unsere Ergebnisse könnten somit den Ausgangspunkt für weiterführende Studien 

bilden, um das Potential von DSC2 als prognostischen Marker im klinischen Setting - 

insbesondere als Marker für Hirn- und Lungenmetastasen beim Triple-negativen 

Mammakarzinom - sowie möglicherweise auch als zukünftigen therapeutischen 

Angriffspunkt zu eruieren. Entsprechende Studien beim HER2/neu-Subtyp wären 

zudem sinnvoll. 
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3. Zusammenfassung der gesamten Arbeit: Deutsch 

Das Mammakarzinom ist die häufigste Krebserkrankung der Frau weltweit und stellt 

noch immer die führende Krebstodesursache der Frau dar, wobei die meisten 

brustkrebsbedingten Todesfälle im metastasierten Stadium auftreten. Insbesondere 

zerebrale Metastasen, die vor allem bei den beiden aggressivsten Subtypen, dem 

Triple-negativen und HER2-Mammakarzinom, auftreten, sind mit einer sehr 

schlechten Prognose assoziiert. In der komplexen Metastasierungskaskade sind die 

Ablösung der Tumorzellen aus dem Zellverband und die Invasion in das umgebende 

Gewebe entscheidend für deren Ausbreitung. Die in den Gefäßen zirkulierenden 

Tumorzellen, die Circulating Tumor Cells (CTC), kommen als singuläre CTCs sowie 

in Form von Zellaggregaten, den sogenannten CTC Clustern, vor, wobei letztere mit 

einem sehr viel höheren Metastasierungsrisiko einhergehen. Die Dysregulation von 

Adhäsionsproteinen ist dabei ein wesentlicher Schritt in der Tumorgenese und 

Metastasierung. Besonders den desmosomalen Proteinen, welche die Desmosomen, 

eine Form des Zell-Zell-Kontaktes bilden, wurden in den letzten Jahren eine 

bedeutende Rolle in verschiedenen Tumorentitäten zugeschrieben.  

Zuvor in unserem Labor durchgeführte Analysen hatten eine signifikant höhere 

Expression des desmosomalen Proteins Desmocollin-2 (DSC2) in HER2-positivem 

und Triple-negativem Brustkrebs sowie einen signifikanten Zusammenhang zwischen 

einer erhöhten DSC2-Expression und dem Auftreten von Hirn- und 

Lungenmetastasen einerseits und einem reduzierten krankheitsfreien und Gesamt-

Überleben andererseits nachgewiesen. Das Ziel dieser experimentellen Arbeit war, 

die Bedeutung des DSC2 im Mammakarzinom in in vitro-Experimenten mit zwei 

Triple-negativen Zelllinien genauer zu untersuchen. In vitro führte eine 

Hochregulierung von DSC2 in der 3D-Zellkultur zu einer deutlich verstärkten 

Zellaggregationsfähigkeit und dadurch zu kompakteren und resistenteren 

Sphäroiden, ein DSC2-Knockdown dagegen über eine verminderte Zellaggregation 

zu lockereren und leicht dissoziierbaren Sphäroiden. Die kompakten 

dreidimensionalen Aggregate der DSC2-Überexpression zeigten eine erhöhte 

Resistenz gegenüber Chemotherapeutika, während bei den 3D-Konstrukten des 

DSC2-Knockdowns ein gegenteiliger Effekt sichtbar war. Interessanterweise war in 

den Experimenten der 2D-Zellkultur kein Effekt von DSC2 auf die Chemosensitivität 

zu beobachten, was umgekehrt verdeutlicht, dass die dreidimensionale 

Zellaggregation einen Mechanismus zur Reduktion der Diffusion und somit der 
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Effektivität von Medikamenten darstellt.  Zusätzlich hatte eine erhöhte DSC2-

Expression keine Auswirkungen auf die Morphologie und Proliferation in der 2D-

Zellkultur, war aber assoziiert mit einer verminderten Migrations- und 

Invasionsfähigkeit. Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass eine erhöhte DSC2-

Expression in 3D-Zellkulturen beim Triple-negativen Mammakarzinom über eine 

verstärkte Zellaggregationsfähigkeit zu robusteren Zellclustern mit erhöhter 

Chemoresistenz führt und damit zu einer vermehrten Bildung und einem verstärkten 

Überleben von CTC Clustern mit höherem metastatischen Potential. Dies belegt den 

tumorfördernden Einfluss des DSC2 im Triple-negativen Mammakarzinom. 
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4. Zusammenfassung der gesamten Arbeit: Englisch 

Breast cancer is the most common cancer in women worldwide and is still the leading 

cause of cancer death in women, with metastatic breast cancer being responsible for 

a large proportion of breast cancer-related deaths. In particular, cerebral metastases, 

which occur mainly in the two most aggressive subtypes, triple-negative and HER2 

breast carcinoma, are associated with an extremely poor prognosis and a drastic 

reduction in life expectancy. In the complex metastatic cascade, the detachment of 

tumour cells from the tumour cell complex and invasion into the surrounding tissue 

and vessels are essential for their spread. The tumour cells circulating in the vessels, 

the Circulating Tumour Cells (CTC), occur as singular CTCs as well as in the form of 

cell aggregates, the so-called CTC clusters, the latter being associated with a much 

higher risk of metastasis. The dysregulation of adhesion proteins is an essential step 

in metastasis and tumourigenesis. In particular, desmosomal proteins, which form the 

desmosomes, a form of cell-cell contact, have been attributed a significant role in 

various tumour entities in recent years.  

Previous analyses performed in our laboratory had demonstrated significantly higher 

expression of the desmosomal protein desmocollin-2 (DSC2) in HER2-positive and 

triple-negative breast cancer, as well as a significant association between increased 

DSC2 expression and the occurrence of brain and lung metastases on the one hand, 

and reduced recurrence-free and overall survival on the other. The aim of this 

experimental work was to further investigate the significance of DSC2 in breast 

carcinoma in in vitro experiments with two triple-negative cell lines. In vitro, an 

upregulation of DSC2 in 3D cell culture led to a significantly increased cell 

aggregation capacity and thus to more compact and resistant spheroids, whereas a 

DSC2 knockdown led to looser and easily dissociated spheroids via reduced cell 

aggregation. The compact three-dimensional aggregates of DSC2 overexpression 

showed increased resistance to chemotherapeutic agents, whereas an opposite 

effect was visible in the 3D constructs of DSC2 knockdown. Interestingly, no effect of 

DSC2 on chemosensitivity was observed in the 2D cell culture experiments, 

illustrating conversely that three-dimensional cell aggregation is a mechanism for 

reducing diffusion and thus drug efficacy.  Additionally, increased DSC2 expression 

had no effect on morphology and proliferation in 2D cell culture, but was associated 

with reduced migration and invasion ability. In summary, we demonstrated that 

increased DSC2 expression in 3D cell cultures in triple-negative breast carcinoma 
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leads to more robust cell clusters with increased chemoresistance via enhanced cell 

aggregation capacity, and thus to increased formation and survival of CTC clusters 

with higher metastatic potential. This proves the tumour-promoting influence of DSC2 

in triple-negative breast carcinoma. 
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