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Simple Summary: The metabolic protein TXNIP plays a crucial role in various cellular processes.
Abnormal TXNIP levels are notable, e.g., in type II diabetes, cardiovascular diseases, and tumors.
Using immunohistochemical staining for TXNIP in different tumor entities, we give new insights of
TXNIP expression on the protein level. In human tumors, staining intensity inversely correlated with
aggressiveness of the tumor entity. In contrast, human tumor cell lines grown in mice (xenografts),
consistently revealed no staining. Hence, loss of TXNIP suggests a critical role for the development of
tumors in xenografts. Furthermore, we investigated TXNIP staining of immunocompetent cells in the
proximity of the xenograft tumor tissue. Our findings demonstrate that TXNIP downregulation is a
common feature in human tumor xenograft models. Subsequently, TXNIP expression might be used
to monitor the functional state of tumor-infiltrating leukocytes in tissue sections and may help to
predict response to modern immune therapy.

Abstract: Thioredoxin interacting protein (TXNIP) is a metabolic protein critically involved in
redox homeostasis and has been proposed as a tumor suppressor gene in a variety of malignancies.
Accordingly, TXNIP is downregulated in breast, bladder, and gastric cancer and in tumor transplant
models TXNIP overexpression inhibits growth and metastasis. As TXNIP protein expression has
only been investigated in few malignancies, we employed immunohistochemical detection in a
large multi-tumor tissue microarray consisting of 2,824 samples from 94 different tumor entities.
In general, TXNIP protein was present only in a small proportion of primary tumor samples and
in these cases was differently expressed depending on tumor stage and subtype (e.g., renal cell
carcinoma, thyroid cancer, breast cancer, and ductal pancreatic cancer). Further, TXNIP protein
expression was determined in primary mouse xenograft tumors derived from human cancer cell
lines and was immunohistochemically absent in all xenograft tumors investigated. Intriguingly,
TXNIP expression became gradually lower in the proximity of the primary tumor tissue and was
absent in leukocytes directly adjacent to tumor tissue. In conclusion, these findings suggest that TXNIP
downregulation is as a common feature in human tumor xenograft models and that intra-tumoral
leukocytes down-regulate TXNIP. Hence TXNIP expression might be used to monitor the functional
state of tumor-infiltrating leukocytes in tissue sections.
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1. Introduction

Oxidative stress, which is the excessive accumulation of reactive oxygen species (ROS), is an
important factor in cancer development and progression [1]. Therefore, cells provide specific antioxidant
defense systems to scavenge ROS and to limit damage to proteins, nucleic acids, and lipids [1]. One of
such systems is the thioredoxin system, which includes thioredoxin (TRX), thioredoxin reductase
(TrxR), oc-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH), and thioredoxin interacting protein
(TXNIP) [2,3]. To alleviate oxidative stress, TRX transfers reducing equivalents to oxidized proteins in
the cell. Oxidized TRX, in turn, is regenerated by TrxR via the expenditure of NADPH (summarized in
Figure S3) [2].

TXNIP was initially described as 1,25-dihydroxyvitamin D3-upregulated protein 1 (VDUP1) in
human promyelocytic leukemia HL-60 cells [4]. It is ubiquitously expressed and highly conserved
across different species [5]. TXNIP belongs to the a-arrestin protein family and is so far the only family
member known, to bind TRX [6,7]. TXNIP acts as a negative modulator of TRX by binding to the
catalytic center in its reduced state forming a disulfide [8].

Excessive ROS as well as many apoptotic stimuli induce rapid upregulation of TXNIP, which will
ultimately lead to cell apoptosis [9,10]. TRX itself is an inhibitor of apoptosis stimulating kinase 1
(ASK1), which triggers the execution of programmed cell death by activation of c-Jun N-terminal
kinase (JNK) and p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathways [11]. TXNIP competes with
ASK1 to bind to TRX and therefore facilitates an increase in the availability of activated pro-apoptotic
ASK1 [12]. Further, TXNIP positively regulates p53 activity in hematopoietic cells [13]. Thus, it was
speculated that TXNIP functions as a tumor suppressor gene (supporting experimental evidence
summarized in Table S1). Indeed, TXNIP was found to be downregulated in hepatocellular carcinoma
(HCC) in a majority of patients [14]. TXNIP-KO mice are more susceptible to HCC and TXNIP-deficient
tumors proliferate significantly more than their wild type counterpart [14]. Moreover, in HCC cell
lines upregulation of TXNIP is implicated in the inhibition of cell proliferation and G1 cell-cycle
arrest [15]. Likewise, in bladder cancer TXNIP mRNA was significantly decreased in 39 human bladder
cancers as compared to 6 normal samples and could be inversely correlated to the grade and stage of
bladder cancer [16].

Subsequent studies fostered the role of TXNIP in cancer pathophysiology and therapy. The histone
deacetylase inhibitor suberoylanilide hydroxamic acid increases TXNIP expression, thereby causing
ROS accumulation and apoptosis induction in solid tumors and leukemias, but not in normal cells [17].

Interestingly, TXNIP was also implicated in TRX-independent functions, especially in glucose
and lipid metabolism. Insulin production in 3-cells, glycolysis, and cellular glucose uptake haven
been linked to TXNIP function as well as cellular immunity [2]. TXNIP-deficient mice, for example,
lack functional natural killer (NK) cells [18] and TXNIP seems to be a prerequisite in the transformation
of naive T-cells into their activated state by increased glucose uptake and metabolism [19]. Furthermore,
TXNIP stimulates cellular inflammatory responses by activating nod-like receptor protein 3 (NLRP3)
inflammasome and maturation of interleukin-1f [20,21]. NLRP3 inflammasome activation is
additionally augmented by TXNIP-mediated nuclear factor kappa B (NF-«B) signaling, which is
a key mediator in inflammatory response [22].

Given the bifunctional nature of TXNIP and the diverse functions it can execute in tumorigenesis
(see also Figure S4), its expression might differ dependent on tumor origin and tumor subtype.
Therefore, we detected TXNIP protein expression immunohistochemically in a large multi-tumor tissue
microarray (TMA). Furthermore, we analyzed TXNIP expression in widely used tumor cell lines taken
directly from 2D-culture and in archival mouse xenograft tumor tissues.
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2. Results

2.1. TXNIP Expression in Primary Human Tumor Samples

2824 of 3662 tumor samples were interpretable in our TMA analysis. Non-informative cases
(n = 838; 23%) were due to lack of tissue samples or absence of unequivocal cancer tissue in the
respective TMA spot. In the total cohort, negative TXNIP expression was found in 73%, weak TXNIP
expression was found in 14% of all cancers, moderate TXNIP expression was found in 8%, and strong
TXNIP expression was found in 5% of all cancers (Table 1). Representative IHC images of negative,
weak, moderate, and strong TXNIP protein expression are shown in Figure 1.

Table 1. Inmunohistochemical detection of thioredoxin interacting protein (TXNIP) in a multi-tumor

tissue microarray.

Leukocytes
Organ System Tissue Specific Tumor Entity n Negative % Weak % Medium %  High % TXNIP
Positive %

B Chondrosarcoma 14 86 7 7 0 7
one Osteosarcoma 20 80 20 0 0 15
Adenoma 43 47 35 14 5 0
Adrenal gland Carcinoma 14 57 43 0 0 0
Pheochromocytoma 30 13 20 13 53 0
Endocri Adenoma 47 81 11 6 2 4
ndocrine Anaplastic carcinoma 24 88 13 0 0 13
Thyroid Follicular carci-noma 47 81 13 4 2 2
Medullary carcinoma 42 69 26 5 0 10
Papillary carcinoma 45 58 24 13 4 2
Neuroendocrine tumor 27 41 33 7 19 30
Anal canal Squamous cell carcinoma 28 79 18 4 0 43
Adenoma, low grade 18 44 57 0 0 33
Large intestine Adenoma, high grade 22 64 27 9 0 64
Adenocarcinoma 29 66 21 14 0 52
Small intestine Adenocarcinoma 6 33 17 50 0 33
- Cholanglocellular 29 55 24 17 3 10

Liver carcinoma
Hepatocellular carcinoma 41 32 42 22 5 0

. inal

Gastrointestina St h Carcinoma, diffuse Type 34 94 6 0 0 47
omac Carcinoma, intestinal Type 31 77 19 3 0 52
Esophagus Adenocarcinoma 30 67 20 13 0 53
phag Squamous cell carcinoma 29 93 3 3 0 69
Adenocarcinoma, ductal 36 61 11 17 11 67
Adenocz.ircmorna, 18 78 1 1 0 o7

Pancreas papillary
Neuroendocrine Tumor 29 52 21 21 7 45
Gastrointestinal 37 9» 5 3 0 16

Stroma tumor

Cervi Adenocarcinoma 45 73 13 11 2 42
ervix Squamous cell carcinoma 37 92 5 0 3 51
End i Carcinoma, endometroid 46 74 15 7 4 30
ndometrium Carcinoma, serous 40 78 20 3 0 0
Carcinoma, ductal (NST) 22 87 5 5 5 14
Carcinoma, lobular 30 70 20 10 0 43
Breast Carcinoma, medullary 14 71 21 7 0 50
Gynecologic Carcinoma, mucinous 14 71 21 7 0 21
Carcinoma, phyllodes 46 37 24 24 15 30
Carcinoma, tubular 12 50 25 8 17 50
Brenner tumor 6 50 50 0 0 17
Ovari Carcinoma, endometroid 28 61 21 7 11 11
varies Carcinoma, mucinous 24 54 33 13 0 13
Carcinoma, serous 41 66 20 10 5 22
Ut Carcinosarcoma 47 81 13 6 0 13
€rus Stroma sarcoma 12 100 0 0 0 25
Vagina Squamous cell carcinoma 26 92 0 8 0 38
Vulva Squamous cell carcinoma 36 78 14 6 3 67
Hodgkin-Lymphoma 41 98 2 0 0 27
Hematologic Non-Hodgkin-Lymphoma 43 100 0 0 0 40
Thymoma 26 77 19 4 0 46
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Table 1. Cont.

Leukocytes
Organ System Tissue Specific Tumor Entity n Negative % Weak % Medium %  High % TXNIP
Positive %
Larynx Squamous cell carcinoma 43 81 14 5 0 65
Adenocarcinoma 33 73 18 9 0 52
Bronchf)alveolar 6 67 33 0 0 67
Lung carcinoma
(Non-small cell) Bronchial carcinoma, o1 86 14 0 0 3
large cell
Squamous cell carcinoma 34 97 3 0 0 50
Head, Chest, and Carcinoma 12 100 0 0 0 42
Respiratory tract ~ Lung (Small cell) Metastasis small 5 100 0 0 0 0
cell carcinoma
Oral cavity Squamous cell carcinoma 49 67 22 4 6 57
Pleura Mesothelioma 24 65 13 19 3 17
Basal cell adenoma 14 43 0 43 14 7
Salivary glands Parotis, pleomorphic a7 89 9 0 2 4
adenoma
Parotis, Warthin tumor 47 9 21 30 41 19
Basalioma 43 95 2 2 0 0
Benign Naevus 27 93 4 4 0 41
Ski Melanoma 44 82 7 11 0 18
n Merkel cell carcinoma 38 100 0 0 0 13
Pilomatrixoma 26 100 0 0 0 35
Squamous cell carcinoma 45 84 11 4 0 60
Angiosarcoma 27 93 0 7 0 63
Granular cell tumor 21 100 0 0 0 76
Soft tissue Giant cell tumor of tendon 38 & 18 0 0 0
sheath
Leiomyoma 50 98 2 0 0 40
Leiomyosarcoma 48 94 6 0 0 52
Liposarcoma 35 94 6 0 0 46
Brain 20 85 15 0 0 5
Heart 19 84 16 0 0 0
Kidney 16 13 0 50 38 0
Large intestine 8 63 25 13 0 0
Stromal cell Liver 13 33 8 8 50 0
Lymph nodes 9 100 0 0 0 22
Pancreas 15 0 0 13 87 0
Prostate 19 58 21 21 0 21
Skin 3 100 0 0 0 33
Thyroid 17 94 6 0 0 6
Carcinoma, clear cell 47 70 15 11 4 32
. Carcinoma, chromophobe 43 61 23 9 7 2
Kidney . .
Carcinoma, papillary 38 58 18 18 5 13
Oncocytoma 41 10 15 24 51 5
Prostate Adenocarcinoma 45 82 18 0 0 80
Urogenital Small cell 11 100 0 0 0 27
Carcinoma, embryonal 49 100 0 0 0 4
G 1 tu Seminoma 48 100 0 0 0 4
erm cefl tumor Teratoma 33 70 18 6 6 55
Yolk sac tumor 45 100 0 0 0 9
Bladder Carcinoma, small cell 16 88 13 0 0 31
R Carcinoma, pTa 36 56 14 25 6 19
Urothelial Carcinoma, T2-4 16 74 17 9 0 41

2.2. TXNIP is Differently Expressed in Tumor Subtypes

TXNIP was proposed to be a tumor suppressor [23], which can be recapitulated for some tumor
entities analyzed on our TMA. In thyroid cancer, for example, the total proportion of TXNIP-positive
tumors is higher in papillary carcinomas (41.9%), which are associated with the most favorable
prognosis amongst thyroid cancer subtypes (Figure 2a). Follicular carcinomas of the thyroid gland
have a less favorable prognosis and display a considerably lower percentage of TXNIP-positive
tumors (19.2%). In contrast, TXNIP was only weakly expressed in 12.5% of undifferentiated anaplastic
carcinomas having a median survival of only months [24].
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Figure 1. Representative images of thioredoxin interacting protein (TXNIP) immunostaining results
on multi-tumor tissue micro array (TMA). (a) Strong TXNIP protein expression in an oncocytoma
sample, (b) moderate TXNIP protein expression in a hepatocellular carcinoma sample, (c) weak TXNIP
protein expression in a mucinous ovarian cancer sample, (d) negative TXNIP protein expression in an
anaplastic thyroid cancer sample. Staining with Permanent Red. Scale bar (upper panel) = 100 um,
scale bar (lower panel) = 50 pm.

(a) Thyroid Cancer (d) Renal cell carcinoma
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Figure 2. Differential expression of thioredoxin interacting protein (TXNIP) in selected tumor types
and subtypes on multi-tumor TMA. (a) Thyroid cancer subtypes, (b) breast cancer subtypes, (c) lung
cancer including non-small cell lung cancer (NSCLC) subtypes and small-cell lung cancer (SCLC),
(d) renal cell cancer, (e) urothelial cancer (pTa = non-invasive papillary carcinoma, pT2-4 = invasive
carcinoma), and (f) colo-rectal cancer (CRC). ‘~" = negative, '+’ = weak, ‘++" = moderate, and "+++" =
strong TXNIP expression.
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Similar results were obtained for breast cancer, renal cell carcinoma, and urothelial carcinoma.
In breast cancer, prognostically favorable tubular carcinomas and the heterogeneous subgroup of
phyllodes tumors—with a wide range from benign over borderline to malignant types—showed a
distinct higher percentage of total TXNIP-positive tumors (50.0% and 63.0%, respectively) compared
to the prognostically more unfavorable other subtypes (Figure 2b). Interestingly, in invasive ductal
carcinomas, only 13.6% of tumors displayed TXNIP protein expression but retained a diverse expression
pattern ranging from weak to high. In kidney cancer, benign oncocytomas are TXNIP-positive in most
cases (90.2%), while TXNIP expression got lost in malignant renal cell carcinomas (ranging from 29.8 to
42.1%, Figure 2d). Interestingly, in urothelial carcinomas, the proportion of TXNIP-positive tumors
correlates with tumor stage. In urothelial pTa tumors, 44.4% of tumors displayed positive TXNIP
expression, while among pT2-4 tumors only 26.1% were positive with complete loss of high TXNIP
expression (Figure 2e).

In contrast, colo-rectal cancer specimens showed no clear patterning of TXNIP expression:
TXNIP-positive tumors were detected in 34.5% of adenocarcinomas, 36.4% of high-grade adenomas,
and some weak expression of 55.6% in low-grade adenomas (Figure 2f).

For further analysis, we dichotomized our results into a TXNIP low group (negative and weak
expression) and a TXNIP high group (medium and high expression) to more clearly expose those
tumors and subtypes that downregulate or lose TXNIP expression. Accordingly, low TXNIP expression
was found in 12.6% of all cancers, while high TXNIP expression was found in 87.4% of all cancers.
When comparing adenocarcinomas with carcinomas derived from squamous cells, adenocarcinomas
demonstrated higher numbers of TXNIP-positive tumors (Figure 3a,b). In non-small cell lung cancer
(NSCLCQ), for example, a proportion of adenocarcinomas showed higher TXNIP levels but not any
squamous cell carcinomas (Figures 2c and 3a,b).

(a) ,
Adenocarcinomas

NSCLC

Cervix

Pancreas

Esophagus

Small intestine

Colo-rectal

(b)

Skin

Oral cavity
NSCLC
Larynx
Vulva
Vagina
Cervix
Esophagus
Anal canal

Squamous cell carcinomas

o
<
2
%
%

700

- -

Figure 3. Percentage of thioredoxin interacting protein (TXNIP)-positive tumor samples of all tumor

samples in adenocarcinomas (a) and squamous cell carcinomas (b) on multi-tumor TMA. ‘+" = high, ‘~
= low TXNIP protein expression. NSCLC = Non-small cell lung cancer.
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2.3. TXNIP Expression in Mouse Xenograft Tumors

Tumor models, especially mouse xenografts, are of increasing importance in cancer research,
but tumor biology might differ significantly from patient tumors. We, therefore, detected TXNIP protein
expression in human cancer cell lines and paired mouse xenograft tumors. TXNIP expression was
detected in HT-29 and HCT 116 cells (both colon carcinoma), DU4475 (breast cancer), and PaCa 5072
and PaCa 5061 cells (both pancreatic carcinoma). In all other cell lines tested, TXNIP expression was
immunohistochemically absent (Table 2). Interestingly, TXNIP expression was absent in all mouse
xenograft tumors tested (Table 2).

Table 2. Expression of thioredoxin interacting protein (TXNIP) in human cancer cell lines and mouse
xenograft tumors.

Mean Area of Positive Cells in %

Tumor Cell Line n Cells in Agar  Tumor Cells
Surrounding Tissues
CD45 TXNIP TXNIP/CD45 TXNIP TXNIP

H69AR1 4 6.4 1.7 26.6 - -
Bronchial H69AR3 3 8.7 5.6 64.4 - -
c ronchua NCI-H69 5 46 1.7 37.0 - -
arcinoma NCI-HS2 4 12.1 5.5 455 -
SW2 4 5.1 3.1 60.8 - -
Colon HT-29 5 125 2.1 16.8 + -
Carcinoma HCT 116 + -
DU4475 2 96 3.6 375 + -
Mamma MCE-7 5 7 0.7 10.0 - -
Carcinoma  MDA-MB-231 5 19.6 3.8 19.4 - -
T-47D 2 5.8 2.6 448 -
FEMX-I 5 6.3 3.6 57.1 - -
LOX-IMVI 5 52 13 25.0 - -
Melanoma MDA-MB-435 5 53 2.4 453 -
MeWo 5 45 2.9 64.4 - -
MV3 2 46 15 326 - -
Neuroblast LA-N-1 7 6.5 6.5 100.0 - -
euroblastoma LS 4 8.3 7 843 + -
Ot U20S 3 124 35 282 - -
steosarcoma HOS 4 8.1 3.9 48.1 - -
PaCa 5072 4 8.9 2.8 315 + -
Pancreas PaCa 5061 4 13.9 35 252 + -
Carcinoma BxPC-3 5 299 6.3 21.1 - -
PANC-1 5 12 4 333 - -
DU145 4 7 19 27.1 -
Prostat LNCaP 4 9.9 1.9 192 - -
c rostate LuCaP 23.1 3 93 2.7 29.0 -
arcmormna PC-3 3 9.8 2 204 - -
VCaP 3 13.1 12 9.2 -

2.4. TXNIP Expression in Tumor Infiltrating Leukocytes

We further evaluated TXNIP expression in peri- and intratumoral leukocytes as TXNIP might play
a role in immune cell activation [19]. We immunohistochemically detected leukocytes by their CD45
surface expression. As the antibody used to detect human TXNIP cross-reacted with murine TXNIP,
infiltrating murine CD45+ leukocytes were TXNIP positive as well, thereby serving as an internal
positive control. Among the different xenograft tumors, the numbers of tumor infiltrating CD45+
leukocytes differed between 4.5% in MeWo melanoma xenograft tumors and 29.9% in BxPC-3 pancreatic
cancer tumors with pancreatic cancer also being the entity with the highest leukocyte infiltration
(Table 2). While the (human) tumor cells lacked any TXNIP expression, murine TXNIP expression was
absent in intra- and peri-tumoral leukocytes but became gradually positive in leukocytes residing in
the outer margins of the surrounding connective tissues (Figures 4-6).
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HT-29

Figure 4. Thioredoxin interacting protein (TXNIP) and CD45 immunostaining results in a HT-29 mouse
xenograft tumor. Scale bar (upper panel) = 500 um, scale bar (lower panel) = 200 pum.

LOX-IMVI

Figure 5. Thioredoxin interacting protein (TXNIP) and CD45 immunostaining results in mouse
xenograft tumors derived from different tumor cell lines. Scale bar: LNCaP = 1000 pm, LOX-IMVI =
200 pm, MDA-MB-435 = 200 um, BxPC-3 = 500 um, HOS = 200 um.
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A F A A

TXNIP

CD45

TXNIP

CD45

Figure 6. Downregulation of thioredoxin interacting protein (TXNIP) in intra- and peri-tumoral
leukocytes. Scale bar: LOX-IMVI = 100 um, PaCa 5072 = 500 pum.

Leukocyte infiltration was also assessed in the patient-derived tumor samples of the TMA.
The percentage of tumor samples with TXNIP positive versus negative leukocytes in the connective
tissues was assessed (Table 1). The results vary between 80% in prostate adenocarcinoma samples and
0% in tumors of the adrenal gland. The informative value, however, might be limited, because, due to
the production process of the TMA, the proportion of connective tissues per spot was only small.

3. Discussion

TXNIP serves in different cellular functions, especially in glucose metabolism and redox
homeostasis [9,11,25,26], and had initially been implicated to play an important pathophysiological role
in various diseases including diabetes, inflammation, and arteriosclerosis [21,27]. However, in recent
years, TXNIP gained attention in tumor biology as well as the redox state of a cell critically affects
induction of apoptotic pathways [9,11]. TXNIP was suggested to act as a tumor suppressor protein and
was found to be downregulated in several cancers [16,28-30]. So far, almost all investigations on the role
of TXNIP in cancer, whether in clinical human tumor tissues or in human cancer cell lines, were focused
on quantification of mRNA and not on TXNIP protein expression (reviewed by Zhou et al.) [31].
The lack of actual protein expression data is critical for the interpretation of the functional role of
TXNIP in tissues as Yan et al. found TXNIP protein to be downregulated by miRNA373 in the human
breast cancer cell line MCF7. Importantly, this effect was mediated through translational inhibition
while mRNA levels of TXNIP were not affected [32]. Similar results have been obtained by Elgort et al.,
demonstrating that TXNIP downregulation is important in cell cycle progression and that TXNIP
protein level is reduced prior to mRNA level during the early G1 phase [33]. These findings imply that
mRNA quantification may underrate the importance of TXNIP downregulation in cancer progression
and gives a rationale for studying TXNIP expression at the protein level.
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Several studies concluded, based on experiments between TXNIP proficient and deficient cell line
pairs, that TXNIP is a tumor suppressor (supporting evidence summarized in Table S1). As TXNIP
protein is downregulated or lost in a high proportion of tumors across all entities and subtypes,
our results are at least supportive of this possibility. Our findings are further corroborated by in silico
analysis of The Cancer Genome Atlas (TCGA) gene expression profiles across tumor samples and
paired normal tissues from 31 tumor entities. In 16 out of 28 tumors TXNIP expression levels were
significantly reduced compared to normal tissue and in the remaining 12 tumors a consistent tendency
was evident (Figures S1 and S2). In our study, however, the remaining TXNIP-positive tumors showed
marked heterogeneity in TXNIP expression levels ranging from low over medium to high. This pattern,
for example, was found in renal cell carcinoma, thyroid cancer, breast cancer, and ductal pancreatic
cancer. Therefore, further investigations on TXNIP expression on the tissue protein level may be useful
to determine whether TXNIP can constitute different subsets of patients and might be a prognostic
marker and to further delineate its role as a possible tumor suppressor.

Further, TXNIP is an endogenous inhibitor of TRX activity and expression. The TRX/TXNIP
system (sometimes referred to as ‘redoxisome’) is an indispensable modulator of cellular redox state
and ROS signaling. TRX and TXNIP exhibit reciprocal expression patterns, which not only holds
true in the context of ROS production but also for several other biological events, such as apoptosis,
inflammation, or neurodegeneration (reviewed by Yoshihara et al. [34]). Therefore, it is interesting to
note that, in contrast to TXNIP, TRX is upregulated in various cancers [35]. An increase in TRX and
decrease in TXNIP expression might be the two sides of the same medal, which was demonstrated in
cell lines [8], as well as in clinical samples of gastric and colorectal cancer patients [29,36].

Pharmacological regulation of the TRX/TXNIP system might be an effective therapeutic approach.
There is clear evidence that inhibition of TRX and/or TrxR exhibit anti-tumor activity in vitro and
in vivo [3]. Inhibitors, such as auranofin or PX-12, exhibit anticancer activity in animal models and
are approved for clinical cancer trials (NCT01737502, NCT03456700, NCT00736372, NCT00417287).
For TXNIP, on the other side, expression inducing substances such as D-Allose or the HDAC inhibitor
suberoylanilide hydroxamic acid hydroxamic are promising candidates [3].

TXNIP has emerged as a key negative regulator of cellular glucose uptake [7,25,26,37] and many
tumors rely on glucose fermentation instead of mitochondrial oxidative phosphorylation (also known as
aerobic glycolysis or the “Warburg effect’). This switch in cancer cell metabolism fuels new biosynthesis
by increasing the availability of metabolites from glycolysis, which in turn promotes malignant growth
(reviewed by Heiden et al. [38]). Thus, downregulation of TXNIP would confer a transformative
advantage in cancer progression. The Warburg effect especially holds true for cancer cells grown
in vitro, which might explain absent TXNIP expression in almost all tumor cell lines and all xenograft
tumors. Intriguingly, glucose uptake is also a limiting factor in T Cell activation. Levring et al. found
that naive T cells express high levels of TXNIP and that tumor necrosis factor (TNF) induces a
rapid downregulation of TXNIP with increased glucose uptake in T cells [19]. Immune modulatory
functions of TXNIP might control immune recognition and elimination of tumor cells. In our study,
TXNIP was specifically absent in intra-tumoral and directly peritumoral leukocytes, while more distant
leukocytes remained TXNIP-positive. As the xenograft tumors were grown in immunodeficient mice,
which lack functional T- and B- lymphocytes, the only remaining lymphocytes in these mice are
NK-cells. Brodbeck et al. demonstrated, that additional knock-out of NK-cell function in mice impedes
primary tumor growth much less than the growth of distant metastases [39]. This finding could be in
part explained by the fact that NK-cell activity in primary human xenograft tumors could be so much
down-regulated by TXNIP, that they are functionally inactive. Thus, TXNIP might display immune
activation in a tumor site and may aid in predicting response to modern immune therapy.
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4. Materials and Methods

4.1. Cell Lines and Cell Culture

The human small cell lung cancer cell lines H69AR1, H69AR3, NCI-H69 and SW2, human colon
carcinoma cell lines HT-29 and HCT 116, human breast cancer cell lines DU4475, MCF-7 and MDA-MB-231,
human melanoma cell lines FEMX-1, LOX-IMVI, MeWo, and MV3, human neuroblastoma cell lines
LA-N-1 and LS, human Osteosarcoma cell lines HOS/Kelly and HOS/SK-N-SH, human pancreas cell
lines PaCa 5072, PaCa 5061, BxPC-3, and PANC-1, human prostate cancer cell lines LNCap and PC-3
were analyzed. All cell lines were grown in Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640) medium
(GibcoTM, Waltham, MA, USA). For all cell lines, media were supplemented with 10% fetal calf
serum (FCS) and 2mM L-Glutamine, 100 units/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin (GibcoTM,
Waltham, MA, USA). The cells grow adherently except H60AR-1 and DU4475, which were cultured in
suspension. All cells were maintained in a humidified atmosphere of 95% air plus 5% CO2 at 37 °C.

4.2. Mouse Xenograft Tumors of Human Cancer Cell Lines

The xenografted primary human tumors grown in immunodeficient scid mice were retrieved
from the files of the Institute of Anatomy and Experimental Morphology from previous experiments.
Small cell lung cancer: H69AR, NCI-H69, NCI-H82, and SW2 [40]; colon cancer: HT-29 and SW2 [41,42];
breast cancer: DU4475, MCFE-7, MDA-MB-231, and T-47D [41,43,44]; melanoma: FEMX-1, LOX-IMV],
MDA-MB-435, MeWo, and MV3 [43,45]; neuroblastoma: LA-N-1 and LS [46]; osteosarcoma: HOS and
U20S; pancreatic cancer: PaCa5072, PaCa5061, BxPC-3, and PANC-1 [47]; prostate cancer: DU145,
LNCaP, LuCaP 23.1, PC-3, and VCaP [48].

4.3. Multi-Tumor Tissue Microarray (TMA)

For the production of TMAs, tissue cylinders with a diameter of 0.6 mm were punched from
representative tumor or normal areas of each tissue block and brought into a recipient paraffin
block. All tumor samples were obtained from the archives of the Institute of Pathology of the
University Medical Center Hamburg Eppendorf. The use of archived diagnostic left-over tissues for
the manufacturing of TMAs and their analysis for research purposes has been approved by local
laws (HmbKHG, §12,1) and by the local ethics committee (Ethics commission Hamburg, WF-049/09).
All work has been carried out in compliance with the Helsinki Declaration. Freshly cut TMA sections
were immunostained on one day and in one experiment (see below).

4.4. Fixation, Embedding and Sectioning of Cancer Cells and Xenograft Tumors

Preparation of cancer cells as formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) samples was carried out as
previously described [49]. Briefly, cancer cells were collected from culture flasks, fixed in formalin and
then embedded into agar pellets. Agar pellets and formalin-fixed xenograft tumors were then subjected
to standardized tissue infiltration using a Leica TP1020 tissue processor (Leica Biosystems, Nussloch,
Germany). Subsequent paraffin embedding was performed using a Leica EG1160 Paraffin Embedding
Center (Leica Biosystems, Nussloch, Germany). FFPE samples were sectioned with a thickness of 4 um,
mounted on HistoBond® glass slides (Paul Marienfeld, Lauda-K&nigshofen, Germany) and allowed to
air-dry, followed by drying in an incubator at 37 °C overnight.

4.5. Immunohistochemistry (IHC)

FFPE sections were de-paraffinized in two changes of xylene (5 min each) and rehydrated in a
series of graded ethanol (100, 96, 70 and 50% for 5 min each). Sections were then washed in distilled
water for 2 min. In case of CD45, tumor sections were heated twice in a 1:10 dilution of epitope retrieval
solution (#51699, Dako, Carpinteria, CA, USA) in a microwave oven (#YC-MG02U-S, Sharp) with 800W
for 4 min each. In case of TXNIP, slides were heated in a steamer (#52800, DakoCytomation Pascal,
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Carpinteria, CA, USA) at 100 °C for 20 min in epitope retrieval solution (#51699, Dako, Carpinteria,
CA, USA). After cooling-down, sections were rinsed for 5 min each with Tris-buffered saline/0.1%
Tween20 (TBS-T) and TBS (pH 7.6), respectively. The following incubation steps were carried out
in a moist chamber. Sections were incubated either with primary rat anti-CD45 antibody (#550539,
BD PharMingen, CA, USA) diluted 1:25 in antibody diluent (#50809, Dako Carpinteria, CA, USA) or
primary rabbit anti-TXNIP polyclonal antibody (#LS-B5829, LSBio, Seattle, WA, USA) diluted 1:200 in
antibody diluent for 60 min each at room temperature (RT). For isotype control rat IgG2b antibody
(#400622, BioLegend, San Diego, CA, USA; diluted 1:400) or rabbit IgG antibody (#ab37415, abcam,
Berlin, Germany; diluted 1:1,000) were used. After incubation, slides were rinsed twice with TBS-T as
well as with TBS for 5 min each. Subsequently, slides were incubated with secondary biotin-conjugated
rabbit anti-rat antibody (#312-065-048, Jackson Immuno Research Europe Ltd., Ely, Cambridgeshire,
United Kingdom) or swine anti-rabbit antibody (#E0353, Dako, Carpinteria, CA, USA) at a dilution of
1:100 or 1:200, respectively, in TBS for 30 min at RT, followed by rinsing twice with TBS-T and once
with TBS for 5 min each. Next, sections were treated with Vectastain® ABC-AP Kit (#AK5000, Linaris,
Drossenheim, Germany) according to the manufacturer’s recommendations for 30 min at RT and
again washed in TBS-T and TBS as described above. Finally, alkaline phosphatase enzyme activity
was visualized by incubating the sections with Permanent Red solution (#2UC001-125, Zytomed
Systems GmbH, Berlin, Germany) for 20 min and counterstained with hematoxylin for 4 seconds,
with intermediate washes under running tap water (3 min) and in aqua dest (2 min). Slides were
dehydrated in a series of graded ethanol (70% for 15 sec, 96 and 100% for 5 min each) and three changes
of xylene (5 min each) and finally covered with Eukitt® Mounting Medium (#03989, Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Germany) and coverslips.

4.6. Microscopy and Image Analysis

IHC processed sections were first evaluated using a ZEISS Axiophot 2 microscope (Carl Zeiss,
Jena, Germany). Digital images were obtained with a ZEISS Axio Scan Z1 slide scanner equipped
with a ZEISS EC Plan-Neofluar 20 X /0,50 Pol M27 objective (Carl Zeiss, Jena, Germany) and a Hitachi
HV-F20SCL camera with 1600 x 1200 pixels (Hitachi Kokusai Electric America Ltd., New York, NY,
USA). For image acquisition ZEISS ZEN 2.3 software was used (Carl Zeiss, Jena, Germany). Images
were further processed with netScope Viewer software (Net-Base Software, Freiburg, Germany).
Image analysis of xenograft tumor sections was carried out using Fiji, an open source image processing
package from Image] (U. S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA, https://imagej.nih.gov/ij/,
1997-2018), to determine the percentage of immunocompetent cells in the following localizations:
adipose tissue, tumor capsule connective tissue, intratumoral connective tissue septae and immune
cells in the tumor. The area of the specific tissue was measured followed by the measurement of the
area of positive cells within the tissue. Positive cells were selected with contrast threshold adjustment
as follows: Hue: 196/255, Saturation: 99/255, Brightness: 0/200. Proportions of CD45-positive cells in
relation to TXNIP-positive cells were calculated and are stated in percent.

TXNIP staining was observed in the cytoplasm and the staining intensity was assessed on
a four-step scale from negative, weak, moderate to strong expression. Further analysis included
dichotomization of staining intensities (negative to weak = ‘low’, moderate to strong = "high’).

5. Conclusions

In conclusion, this study suggests that TXNIP downregulation is as a common feature in human
tumor xenograft models and provides new insights into TXNIP expression on the protein level in
various tumor entities. Further, TXNIP might display immune activation in a tumor site and may aid
in predicting response to modern immune therapy.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2072-6694/12/10/3028/s1,
Figure S1: Thioredoxin interacting protein (TXNIP) gene expression profiles across tumor samples and paired
normal tissues (matched TCGA normal and GTEx data), Figure S2: Boxplot diagrams of thioredoxin interacting
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protein (TXNIP) mRNA expression levels of tumor samples and paired normal tissues (matched TCGA normal
and GTEx data), Figure S3: The TRX/TXNIP system, Figure S4: Thioredoxin interacting protein (TXNIP) is
involved in tumorigenesis and cancer progression, Table S1: Experiments investigating the consequences of
altered thioredoxin interacting protein (TXNIP) expression in cancer models.
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Figure S1. Thioredoxin interacting protein (TXNIP) gene expression profiles across tumor samples
and paired normal tissues (matched TCGA normal and GTEx data). Height of bar represents the

Transcripts Per Million.

median expression of certain tumor type or paired normal tissue. TPM

The Cancer Genome Atlas (TCGA) data were analyzed with Gene Expression Profiling Interactive

Analysis 2 (GEPIA2) online tool [12].
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Figure S3. The TRX/TXNIP system. In its reduced form, oxidoreductase thioredoxin (TRX) catalyzes
the reduction of oxidized cysteine residues and the cleavage of disulfide bonds of cellular proteins.
TRX in turn is oxidized, and the reduced form is regenerated by TRX reductase (TrxR) via spending
of NADPH. Thioredoxin interacting protein (TXNIP), the endogenous inhibitor of TRX activity, binds
TRX only when it is in the reduced form.
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Figure S4. Thioredoxin interacting protein (TXNIP) is involved in tumorigenesis and cancer
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1. Darstellung der Publikation mit Literaturnachweis

1.1. Einleitung

Krebs ist ein globales Gesundheitsproblem und stellt eine groe Herausforderung fur
die Medizin dar. Laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO; Stand 2019) gehdort
Krebs weltweit zu den fihrenden Todesursachen vor dem 70. Lebensjahr (in 112 von
183 Landern). Das ,Global Cancer Observatory” verzeichnete im Jahr 2020 19,3
Millionen neue Krebsfalle und fast 10 Millionen Todesfalle (Sung et al., 2021).
Allgemein zeigt sich zwar ein stabilisierender bzw. rucklaufiger Trend in der
Mortalitatsrate, dies gilt jedoch nur fur entwickelte Lander (Coleman MP et al., 1993).
Auch im Hinblick auf die COVID-19-Pandemie steigt die Relevanz in der Suche nach
geeigneten Therapien, da durch pandemie-bedingte verspatete diagnostische Tests
die Zahl der Krebstodesfalle steigt (Lai et al., 2020, Angelini et al., 2023). Nicht zu
vernachlassigen ist neben dem Kampf ums Uberlegen ebenso das seelische
Wohlbefinden der Patienten, welches durch die Krebsdiagnose stark beeinflusst wird
(Lang-Rollin und Berberich, 2018). All dies fuhrt auch zu einer steigenden finanziellen
Belastung der Gesundheitssysteme (Hall et al., 2015). Es gibt zahlreiche
therapeutische Strategien gegen Krebs, jedoch bereiten die vielfaltigen
Tumorentitaten und das luckenhafte Wissen uber deren Tumorbiologie nach wie vor
grolRe Schwierigkeiten im Hinblick auf eine angemessene Behandlung. Eine
Weiterentwicklung und Verbesserung bestehender Therapieformen ist dringend
erforderlich. In den vergangenen Jahren lieferte die Krebsforschung neue Einblicke in
verschiedene molekulare Mechanismen, welche auf genetischer und epigenetischer
Ebene das Tumorwachstum begunstigen. Solche Erkenntnisse sind entscheidend fur
die Entwicklung zielgerichteter Therapien (Bledsoe und Plosky, 2020). Daher
untersuchten wir in dieser Studie das Thioredoxin Interacting Protein (TXNIP), welches
an der Krebsentstehung beteiligt ist.

1.1.1. TXNIP und das TRX-system

TXNIP ist ein metabolisches Protein, welches eine wichtige Funktion in verschiedenen
zellularen Prozessen einnimmt. Es wurde erstmals als 1,25 Dihydroxyvitamin D3
Upregulated Protein 1 (VDUP1) in der humanen promyelozytaren HL-60
Leukamiezelllinie (Chen und DelLuca, 1994) beschrieben und ist auch als Thioredoxin
Binding Protein 2 (TBP-2) bekannt. TXNIP befindet sich auf Chromosom 1qg21.1,
enthalt acht Exons und hat eine Lange von 4174 Basenpaaren. Das entsprechende
Protein besteht aus 391 Aminosauren (Li et al., 2015). Es wird ubiquitar exprimiert, ist
in verschiedenen Tierarten nachweisbar und gilt daher als hoch konserviert (Ludwig et
al., 2001).

TXNIP spielt eine Rolle bei der Krebsentstehung, da es entscheidend an der zellularen
Redox-Regulation mitwirkt. Oxidativer Stress entsteht durch eine Ubermalige
Anreicherung reaktiver Sauerstoffspezies (engl. Reactive Oxygen Species, ROS)
(Hayes et al., 2020), welche in allen aeroben Zellen als Nebenprodukte aus Sauerstoff
wahrend Stoffwechselreaktionen erzeugt werden. Zu den ROS gehoren
Hydroxylradikale (HO), Singulett-Sauerstoff ('02), Superoxidanion (027,
Stickstoffmonoxid (NO) und Wasserstoffperoxid (H202) (Tonissen und Trapani, 2009).
Um sich vor oxidativem Stress zu schutzen, verfugen Zellen Uber Enzyme, die
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Schaden an Proteinen, Nukleinsauren und Lipiden verhindern (Hayes et al., 2020). Ein
solches System ist unter anderem das Thioredoxin-System (TRX-System). Es umfasst
Thioredoxin (TRX), Thioredoxinreduktase (TrxR), Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid-
Phosphat (NADPH) und Thioredoxin Interacting Protein (TXNIP) (Cao et al., 2020, Jia
et al., 2019). TXNIP gehort zur Proteinfamilie der a-Arrestine und ist das einzige
bekannte Mitglied, welches an TRX bindet (Patwari et al., 2006, 2009). TRX ist
hauptsachlich im Zytoplasma (Yoshihara et al., 2013) und TXNIP fast ausschliellich
im Zellkern lokalisiert (World et al., 2011). Um oxidativem Stress entgegenzuwirken,
reduziert TRX oxidierte Proteine in der Zelle. Das resultierende oxidierte TRX wird
wiederum von TrxR durch den Verbrauch von NADPH regeneriert (Cao et al., 2020).
Das TRX-System spielt zudem eine Rolle bei der Apoptose. TRX ist ein direkter
Inhibitor der Apoptosis Stimulating Kinase 1 (ASK1), welches den programmierten
Zelltod auslost (Tobiume et al., 2001). Eine exzessive ROS-Produktion sowie weitere
apoptotische Stimuli flihren zu einer schnellen Hochregulierung von TXNIP und einer
Translokation ins Zytoplasma (World et al., 2011, Kim et al., 2019). TXNIP konkurriert
mit ASK1 um die Bindung an reduziertes TRX, indem es eine Disulfid-Bindung bildet
und wirkt somit als negativer Modulator von TRX (Nishiyama et al., 1999). Folglich
steigt die Verfugbarkeit von aktivietem ASK1 (Saxena et al., 2010), was
schlussendlich die Apoptose einleitet (Alhawiti et al., 2017). Krebszellen haben im
Vergleich zu normalen Zellen einen erhdhten Metabolismus und produzieren in der
Regel hohe Mengen an ROS. Folglich erhohen auch Krebszellen ihre Fahigkeit ROS
abzufangen. Fruhere Studien konnten zeigen, dass verschiedene Tumore erhohte
Mengen an TRX und TrxR aufweisen (Jia et al., 2019). Zusammenfassend fihren ROS
anfanglich zu genomischer Instabilitat, tragen zur Zelltransformation bei und fordern
schlieRlich die Proliferation in transformierten Zellen (Cadenas et al., 2010). TRX
verhindert daher urspringlich die Krebsentstehung, indem es oxidativen Stress
verhindert. Sobald jedoch eine Zelle maligne entartet ist, unterstitzt TRX das
Krebswachstum durch seine anti-apoptotische Funktion (Tonissen und Trapani, 2009).
TRX und TXNIP zeigen umgekehrte Expressionsmuster, d.h. TXNIP ist im Gegensatz
zu TRX in Tumoren herunterreguliert (Watanabe et al., 2010). Aus diesem Grund
wurde TXNIP bereits in verschiedenen Malignitdten als Tumorsuppressor
beschrieben. In mehreren Versuchen mit TXNIP-positiven bzw. -defizienten
Mausmodellen oder Zelllinien konnte gezeigt werden, dass hohe TXNIP-Spiegel durch
die pro-apoptotische Wirkung vor einer Krebsentstehung und der Entwicklung von
Metastasen schitzen (Morrison et al., 2014, Kwon et al., 2012, Feingold et al., 2018).
Eine Herunterregulierung von TXNIP steigert die Inzidenz der Krebsentstehung und
erhoht die Proliferationsrate (Sheth et al., 2006, Nishizawa et al., 2011, Park et al.,
2018, Kwon et al., 2010, Dutta et al., 2005). Daruber hinaus zeigte sich, dass TXNIP
die Aktivitat von p53 in hamatopoetischen Zellen reguliert (Jung et al., 2013, Jeon et
al.,, 2005) und das Zellwachstum in der GO/G1- und G1/S-Phase des Zellzyklus
unterdriicken kann (Hu und Yu, 2018). Zudem war die Expression von p27 in TXNIP-
herunterregulierten Zellen verringert (Jeon et al., 2005).

1.1.2. Weitere Funktionen von TXNIP

Neben der Redox-Regulation spielt TXNIP in weiteren zellularen Prozessen, wie z.B.
dem Glukose- und Lipidstoffwechsel eine entscheidende Rolle. TXNIP wirkt bei der
Insulinproduktion von (-Zellen, bei der Glykolyse und der Glukoseaufnahme mit. Es
reduziert die Expression vom Glucosetransporter 1 (GLUT1) und férdert deren
Internalisierung (Muri et al., 2018), wodurch die Fahigkeit zur Glukoseaufnahme und
Zellteilung gehemmt wird (Levring et al., 2019). Die Regulation von TXNIP erfolgt in
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hohem Male auf Transkriptionsebene (Wong wund Hagen, 2013) der
Transkriptionsfaktoren, MondoA Max-like Protein X (MIx), Nuclear Factor y (NF-y) und
Carbohydrate Response Element Binding Protein (ChREBP). Bei Stimulation mit
Glucose induzieren diese die Expression von TXNIP (Hu und Yu, 2018). Somit
uberrascht es nicht, dass TXNIP auch bei Krankheiten wie Diabetes und
Arteriosklerose eine Rolle spielt (Szpigel et al., 2018, Zhang et al., 2017).

Dartber hinaus tUbernimmt TXNIP auch eine wichtige Funktion bei der Inflammation.
Durch die Aktivierung vom Nod-like Receptor Protein 3 (NLRP3) -Inflammasom und
die Reifung von Interleukin-13, stimuliert TXNIP entzindliche Reaktionen (Zhou et al.,
2010, Szpigel et al., 2018). Zusatzlich vermittelt TXNIP die Wirkung von Nuclear Factor
Kappa B (NF-kB), einem zentralen Mediator in Entziindungsreaktionen, was wiederum
die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms verstarkt (Kim et al., 2019).

Eine weitere wichtige Funktion von TXNIP liegt im Bereich der zellularen Immunitat
(Cao et al., 2020). Wahrend der Proliferation von Thymozyten und peripheren T-Zellen
exprimieren naive T-Zellen hohe Mengen an TXNIP und niedrige Mengen an TRX.
Wenn T-Zellen durch ihr spezifisches Antigen und zusatzliche stimulierende Signale,
wie z.B. den Tumornekrosefaktor (TNF) aktiviert werden, kommt es zu einer schnellen
Herunterregulierung von TXNIP. In der Folge nimmt die Glukose- und
Aminosaureverwertung zu, was ein wesentlicher Schritt flr die Proliferation ist (Levring
et al., 2019). TRX hingegen wird aktiviert, wodurch Reduktionsmittel an die
Ribonukleotid-Reduktase abgegeben werden konnen, um deren enzymatische
Aktivitat zu gewahrleisten. Dies ist entscheidend im Prozess fur die Replikation und
Reparatur von DNA (Muri et al., 2018, Lu und Holmgren, 2014).

1.1.3. Forschungsziel

Die meisten Studien Uber TXNIP konzentrierten sich bislang auf die Quantifizierung
von mMRNA und nicht auf die Expression des TXNIP-Proteins (Zhou et al., 2011). Nach
der Transkription eines Gens in mMRNA kann sein Produkt jedoch post-transkriptionell
noch verandert werden. Modifikationen der mRNA-Stabilitat und/oder Effizienz der
Translation werden zunehmend im Zusammenhang mit Krebs berichtet. Die Effizienz
der Translation bestimmt z.B. die Quantitdt des entsprechenden Proteins.
Veranderungen in diesen Prozessen konnen zur zellularen Transformation fuhren und
der Zelle moglicherweise einen Wiedereintritt in den Zellzyklus ermdglichen (Audic und
Hartley, 2004). Wie vorstehend beschrieben, ist bekannt, dass TXNIP auf der
Transkriptionsebene stark reguliert wird (Wong und Hagen, 2013). Es gibt jedoch auch
Studien, die zeigen, dass miRNA373 in der humanen Brustkrebszelllinie MCF7 eine
Herunterregulierung von TXNIP bewirkt. Dieser Effekt wird durch translationale
Hemmung vermittelt, wahrend die mRNA-Spiegel von TXNIP nicht beeinflusst werden
(Yan et al., 2011). Es lasst sich also darauf schliel3en, dass auch post-transkriptionelle
Mechanismen die Funktion von TXNIP regulieren kénnen. Auf ahnliche Ergebnisse
kamen auch Elgort et al. (2010), die zeigten, dass die Herunterregulierung von TXNIP
fur die Fortschreitung des Zellzyklus essenziell ist. Wahrend der frihen G1-Phase sind
zunachst die TXNIP-Spiegel und erst danach die mRNA-Spiegel reduziert. Diese
Erkenntnisse legen nahe, dass die Quantifizierung von mRNA madglicherweise nicht
mit der tatsachlichen TXNIP-Aktivitdt Ubereinstimmt und begrinden somit die
Erforschung von TXNIP auf Proteinebene.

Daher haben wir in dieser Arbeit die TXNIP-Expression in einem groRen Gewebe-
Mikroarray immunhistochemisch nachgewiesen. Daruber hinaus haben wir die TXNIP-
Expression in weit verbreiteten Tumorzelllinien, die direkt aus 2D-Kulturen enthommen
wurden sowie in primaren Maus-Xenograft-Tumoren untersucht.
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1.2. Ergebnisse

1.2.1. Prim&r humane Tumorproben (TMA)

Bei der Analyse unserer TMAs waren 2824 von 3662 Tumorproben interpretierbar.
Insgesamt war das TXNIP-Protein in Tumoren aller Entitaten und Subtypen zum
Grol3teil herunterreguliert oder fehlend. Die TXNIP-Expression aller Krebsarten war in
73% negativ, in 14% schwach, in 8% maRig und in 5% stark. Zusammenfassend
dominierten negative bis schwache Expressionsniveaus in der Mehrheit der klinischen
Proben. Wie oben beschrieben, wurde TXNIP als Tumorsuppressor beschrieben und
die Auswertung einiger von uns untersuchten Tumorarten stimmt mit dieser Vermutung
uberein. Bei Schilddrisenkarzinomen korrelierte die Intensitat der TXNIP-Farbung mit
der Aggressivitat des Tumors, und beim Mammakarzinom zeigten prognostisch
gunstigere Karzinome einen hoheren Anteil an TXNIP-positiven Tumoren als
prognostisch ungunstigere Tumoren. Des Weiteren waren beim Nierenzellkarzinom
die benignen Onkozytome in den meisten Fallen TXNIP-positiv, wahrend die TXNIP-
Expression in malignen Nierenzellkarzinomen verloren ging. Bei Urothelkarzinomen
korrelierte der Anteil an TXNIP-positiven Tumoren mit dem Tumorstadium. Beim
Bronchialkarzinom zeigten sowohl der prognostisch ungunstige small cell lung cancer
(SCLC), welcher ein explosionsartiges Wachstum aufweist, als auch
Metastasenproben von SCLC Uberhaupt keine TXNIP-Expression. Beim non-small cell
lung cancer (NSCLC) war die TXNIP-Expression meistens schwach.

Im Gegensatz zu den oben beschrieben Ergebnissen zeigte sich bei dem ebenfalls
untersuchten Kolonkarzinom, Pankreaskarzinom, Ovarialkarzinom und
Endometriumkarzinom keine klare Musterung der TXNIP-Expression.
Interessanterweise wiesen einige der TXNIP-positiven Tumoren eine deutliche
Heterogenitat in den TXNIP-Expressionsniveaus auf. Diese reichten von niedrig Gber
mittel bis hoch. Diese Muster wurden beispielsweise beim Onkozytom,
neuroendokrinen Schilddrisenkarzinom, verschiedenen Ovarialkarzinomen, duktalen
und neuroendokrinen Pankreaskarzinomen gefunden.

Beim Vergleich von Adenokarzinomen mit Plattenepithelkarzinomen wiesen
Adenokarzinome eine hohere Anzahl von TXNIP-positiven Tumoren auf.
Keimzelltumoren und Tumore mesenchymalen Ursprungs, wie Sarkome und
Lymphome zeigten so gut wie keine TXNIP-Expression.

In einigen Tumoren konnte eine unbekannte TXNIP-positive Zellpopulation mit
deutlicher Farbung ihres Zellkerns entdeckt werden. Diese Zellen wurden fast
ausschlieflich in einigen gastrointestinalen Tumoren und Ovarialtumoren beobachtet.
Bei gastrointestinalen Tumoren befanden sich diese Zellen hauptsachlich in
glandularen Strukturen von Adenomen und Adenokarzinomen. Weiterhin war diese
positiv gefarbte Zellpopulation innerhalb papillarer Projektionen bei Ovarialtumoren zu
finden.

1.2.2. Tumorzelllinien und primére Maus-Xenograft-Tumoren

Tumormodelle, insbesondere Maus-Xenografts, sind in der Krebsforschung von
grolRer Bedeutung. Dennoch kann die Tumorbiologie erheblich von Patiententumoren
abweichen. Daher haben wir die TXNIP-Expression in menschlichen Tumorzelllinien
und gepaarten Maus-Xenograft-Tumoren untersucht. Die TXNIP-Expression war
positiv in Kolonkarzinom-, Mammakarzinom- und Pankreaskarzinomzellen. Im
Vergleich mit unseren TMA-Proben zeigten Pankreaskarzinom und Kolonkarzinom
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kein klares Muster in der TXNIP-Farbung. In allen anderen getesteten Zelllinien war
die TXNIP-Expression immunohistochemisch nicht vorhanden. In allen getesteten
Maus-Xenograft-Tumoren war die TXNIP-Expression vollstandig fehlend.

1.2.3. Tumorinfiltrierende Leukozyten

Um die Rolle von TXNIP in Immunzellen zu bewerten, haben wir die TXNIP-Expression
in peri- und intratumoralen Leukozyten in unseren Maus-Xenograft-Tumoren
immunohistochemisch nachgewiesen, da TXNIP eine Rolle bei der Aktivierung von
Immunzellen spielen kénnte (Levring et al., 2019). Als interne Kontrolle wiesen wir in
einem zweiten Schritt die Leukozyten durch ihre CD45+-Oberflachenexpression in den
Maus-Xenograft-Tumoren nach. Die Leukozyten grenzten sich dicht angesiedelt am
Rand des Tumors und innerhalb des Tumors ab. Die TXNIP-Expression wurde
hingegen in unmittelbarer Nahe des primaren Tumorgewebes graduell geringer und
war in Leukozyten direkt angrenzend an das Tumorgewebe nicht vorhanden. Die
Anzahl der tumorinfiltrierenden CD45+-Leukozyten war in Pankreaskarzinomen am
héchsten. Die Leukozyteninfiltration wurde auch in den primar humanen Tumorproben
der TMAs bewertet. Pankreaskarzinome zeigten besonders hohe Zahlen von TXNIP-
positiven Leukozyten, was mit unseren Ergebnissen in den Maus-Xenograft-Tumoren
korreliert. Der Informationswert konnte jedoch begrenzt sein, da der Anteil des
Bindegewebes pro Probe durch den Herstellungsprozesses des TMASs nur gering war.

1.3. Diskussion

TXNIP wird ubiquitar exprimiert, ist Uber verschiedene Arten hinweg hoch konserviert
(Ludwig et al., 2001) und erfullt in jeder Zelle nahezu die gleiche Funktion.
Demgegenuber nimmt TXNIP jedoch nicht dieselbe Rolle in der Pathologie
unterschiedlicher Krankheiten ein. Uberexprimiertes TXNIP fiihrt zur Progression von
Krankheiten wie Diabetes, Arteriosklerose, neurodegenerativen Erkrankungen und
zerebrovaskularen Krankheiten, wahrend eine niedrige TXNIP Expression eine
wichtige Rolle in der Karzinogenese spielt (Pan et al., 2022). Erkenntnisse Uber TXNIP
im physiologischen Zustand, deren Veranderungen in verschiedenen Krankheiten und
die Aufrechterhaltung einer intrazellularen Balance sind daher von Interesse. In den
letzten Jahren hat TXNIP in der Tumorbiologie zunehmend Aufmerksamkeit erlangt
(Tobiume et al., 2001, Junn et al., 2000). Da Krebs weltweit eine der fuhrenden
Todesursachen ist und damit ein bedeutendes Gesundheitsproblem darstellt (Siegel
et al., 2022), ist die Verbesserung unseres Wissens Uber die Tumorbiologie relevant.

Die zentrale Frage dieser Studie war, ob TXNIP eine entscheidende Rolle in der
Karzinogenese spielt und ob seine Expression in verschiedenen Tumorarten und
Subtypen unterschiedlich ist. Um diese Fragen zu beantworten, haben wir die TXNIP-
Expression auf Proteinebene in Multi-Tumor-Gewebe-Mikroarrays, Maus-Xenograft-
Tumoren und humanen Tumorzelllinien untersucht.

In unseren TMAs war das TXNIP-Protein in allen Tumorentitaten und -subtypen zum
Grofteil herunterreguliert oder fehlend. Frihere Studien legten nahe, dass TXNIP als
Tumorsuppressor wirken konnte, was durch unsere Ergebnisse gestutzt wurde.
Mehrere Karzinome wiesen einen Zusammenhang zwischen der TXNIP-Expression
und der Malignitat oder Prognose auf. Dies unterstitzt ebenfalls die Ansicht friiherer
Forschungen, dass TXNIP als prognostischer Marker bei Krebserkrankungen natzlich
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sein konnte, da in den meisten Tumoren eine hohe TXNIP-Expression mit einer
besseren Prognose verbunden ist (Chen et al., 2020). Insgesamt scheint eine
Veranderung der TXNIP-Expression eine grofliere Rolle bei Karzinomen zu spielen,
welche epithelialen Ursprungs sind. Malignitaten anderen histologischen Ursprungs,
wie z.B. Keimzelltumoren oder mesenchymale Tumore wie Sarkome und Lymphome
wiesen praktisch keine TXNIP-Expression auf. Bei diesen Tumoren konnte folglich
kein Zusammenhang zwischen der TXNIP-Expression und der Aggressivitat des
Tumors hergestellt werden. Die aktuelle Forschung hat sich hauptsachlich auf die
Auswirkungen der TXNIP-Expression in Karzinomen konzentriert, was moglicherweise
ihre groRere Bedeutung in diesen Tumor-Phanotypen unterstreicht (Sherman et al.,
2007, Gao et al., 2020, Gunes et al., 2018). Einige der TXNIP-positiven Karzinome
wiesen eine deutliche Heterogenitat in den TXNIP-Expressionsniveaus auf, die von
niedrig uber mittel bis hoch reichten. Eine interessante klinische Fragestellung ware,
ob die TXNIP-Expression innerhalb derselben Tumorentitat verschiedene
Untergruppen von Patienten kennzeichnet und somit womaoglich Aufschlisse Uber die
Grunde eines schlechten Therapieansprechens gibt. Tatsachlich sind Redox-
Pufferungssysteme, wie das TRX-System auch fiur die Elimination von ROS
verantwortlich, welche durch Chemotherapeutika generiert wurden und somit teilweise
fur Chemotherapieresistenzen verantwortlich (Woolston et al., 2013, Hu und Yu,
2018).

TXNIP wird physiologisch in vielen Geweben exprimiert, der Grad der Expression
variiert jedoch in verschiedenen Gewebetypen. Beispielsweise wird TXNIP in
Lungengewebe stark exprimiert, wahrend es in Leber- und Gehirngewebe weniger
stark exprimiert wird (Hu und Yu, 2018). In Bezug auf unsere Ergebnisse war die
TXNIP-Expression beim SCLC vollstandig fehlend und beim NSCLC nur schwach
ausgepragt, was die wichtige physiologische Rolle von TXNIP im Lungengewebe
unterstreicht. Schlussfolgernd kénnten Veranderungen in der TXNIP-Expression eine
grofere Auswirkung in Geweben haben, in denen TXNIP physiologisch bedeutsamer
ist.

In allen getesteten Maus-Xenograft-Tumoren war die TXNIP-Expression vollstandig
fehlend. Somit scheint die Herrunterregulierung von TXNIP eine wesentliche Rolle bei
der Entstehung von Tumoren in den Maus-Xenografts zu spielen. Eine Erklarung
hierfur liefert der Warburg-Effekt, der besagt, dass viele Tumoren auf die Fermentation
von Glukose anstelle von mitochondrialer oxidativer Phosphorylierung angewiesen
sind. Diese Umstellung im Zellmetabolismus dient der neuen Biosynthese und fordert
das maligne Wachstum (Heiden et al., 2009). Da sich TXNIP als negativer Regulator
der zellularen Glukoseaufnahme erwiesen hat, wurde die Herunterregulierung von
TXNIP einen transformatorischen Vorteil im Fortschreiten des Krebses liefern. Der
Warburg-Effekt gilt zudem insbesondere fir in vitro gezlichtete Krebszellen.

Aufgrund der vielfaltigen Funktionen, die TXNIP auslbt, untersuchten wir in unserer
Studie nicht nur die TXNIP-Expression in Tumorzellen, sondern auch in den
umgebenden Immunzellen. Aktivierte T-Zellen zeigen eine signifikante Zunahme der
Glukose- und Aminosaureverwertung, die fur die Nukleotid-Biosynthese und das
Zellwachstum entscheidend sind. Folglich nimmt die TXNIP-Expression in T-Zellen bei
Aktivierung deutlich ab, wahrend die TRX-Expression zunimmt (Muri et al., 2018).
Naive T-Zellen exprimieren zunachst hohe Mengen an TXNIP und der
Tumornekrosefaktor (TNF) flhrt zu einer schnellen Herunterregulierung von TXNIP
(Levring et al., 2019). Da unsere Maus-Xenograft-Tumoren in immundefizienten
Mausen gezuchtet wurden, welche keine funktionellen T- und B-Lymphozyten
enthalten, sind die einzigen verbleibenden Lymphozyten in diesen Mausen Natural

6



Killer Cells (NK-Zellen). NK-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der ersten
Verteidigungslinie gegen transformierte Zellen, was sie zu einem interessanten
Instrument in der modernen Immuntherapie macht (Persyn et al., 2022). Persyn et al.
zeigten, dass die TXNIP-Expression in humanen hamatopoetischen Stammzellen bei
reifen NK-Zellen hoch und in allen frihen Differenzierungsstadien niedrig ist. Folglich
scheint TXNIP die Reifung humaner NK-Zellen zu fordern. Der Knock-down von TXNIP
fuhrt wiederum zu einer reduzierten Proliferation in den frGhen NK-
Differenzierungsstadien und einer stark reduzierten Anzahl von NK-Zellen. Die
Herunterregulierung von TXNIP hat jedoch keinen Effekt auf die zytotoxische Aktivitat
oder die Zytokinproduktion von NK-Zellen. In unseren humanen Maus-Xenograft-
Modellen wurden die an den Tumor angrenzenden Leukozyten immunhistochemisch
mit einem CD45+-Antikorper kenntlich gemacht. Diese stellten sich dicht besiedelt um
den Tumor herum und im Tumor selbst dar. Im Gegensatz dazu, zeigte sich in einer
zweiten Farbung, dass die TXNIP-Expression in diesen Leukozyten graduell abnahm,
je naher sie sich am Tumorgewebe befanden und waren direkt entlang des
Tumorgewebes ganzlich negativ. Daraus konnte geschlossen werden, dass NK-
Zellen, die direkt an den Tumor angrenzen, keine funktionell reifen Zellen sind und
daher ihre anti-tumorale Wirkung nicht ausuben konnen. Brodbeck et al. (2014)
zeigten, dass der zusatzliche Knock-out der NK-Zell-Funktion bei Mausen
insbesondere das Wachstum von entfernten Metastasen beeintrachtigt, jedoch nur
einen geringen Effekt auf das Wachstum des primaren Tumors hat. Aufgrund dieser
Ergebnisse spekulierten wir in der oben beigefiugten Publikation, dass die Aktivitat von
NK-Zellen in den Maus-Xenograft-Tumoren durch TXNIP so maligeblich
herunterreguliert sein konnte, dass sie funktional inaktiv sind. Wie oben beschrieben,
legen neuere Erkenntnisse jedoch nahe, dass TXNIP die Funktion von NK-Zellen nicht
negativ beeinflusst, sondern in reifen Zellen hoch vertreten ist. Allerdings flhrt der
Knock-down von TXNIP zu einem verringerten prozentualen Anteil an NK-Zellen, was
mit einer insgesamt geringeren zytotoxischen Aktivitat einhergehen konnte (Persyn et
al., 2022). Obwohl die genauen immunmodulatorischen Funktionen von TXNIP bis
heute unklar sind, konnte TXNIP zur Immunerkennung und damit zur Eliminierung von
Tumorzellen beitragen. Die Expression von TXNIP kénnte den Differenzierungsstatus
von Immunzellen in Gewebeproben anzeigen und folglich prognostische Informationen
uber die Wirkung neuartiger Immuntherapien liefern.

In den letzten Jahren gab es bedeutende biotechnologische Fortschritte in der
Entwicklung von neuen mdglichen Wirkstoffen fir die Krebstherapie (Tsimberidou et
al.,, 2020). Bisherige Behandlungsmoglichkeiten, wie Chemotherapie, Chirurgie,
Strahlentherapie, Hormontherapie, Immuntherapie usw. zielen jedoch nicht nur auf die
Krebszellen ab, sondern verursachen auch Schaden an den gesunden umliegenden
Geweben (Wang et al., 2018). Aus diesem Grund sind Kombinationstherapien, die den
Tumor von verschiedenen Standpunkten aus angreifen, zu einem neuen
therapeutischen Ansatz geworden (Tsimberidou et al., 2020). Einer dieser
Standpunkte konnte das Mikroumfeld des Tumors sein. Dieses umfasst die nicht zum
Krebs zugehorigen Zellen und die Proteine, die von allen Zellen im Tumor produziert
werden. Tumore sind teilweise abhangig von Interaktionen mit nicht-malignen Zellen
und Elementen im Stroma, die zum Tumorwachstum beitragen. Das TRX-System
spielt eine entscheidende Rolle im Mikroumfeld von Tumoren und deren Stérung
beeintrachtigt die Fahigkeit einer Zelle, sich gegen tumorauslosende Prozesse zu
schutzen. Die Wirkungen neuer Krebsmedikamente konnen durch Veranderungen im
Mikroumfeld Uberwacht werden (Wang et al., 2018). TRX und TXNIP weisen
wechselseitige Expressionsmuster auf (Yoshihara et al., 2013), dementsprechend ist
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TXNIP im Gegensatz zu TRX in den meisten Krebsarten herunterreguliert (Lincoln et
al., 2003). Es gibt klare Hinweise darauf, dass die Hemmung von TRX und/oder TrxR
in vitro und in vivo eine antitumorale Aktivitat aufweist. Hemmstoffe gegen TRX wie
Auranofin oder PX-12 zeigen eine antikarzinogene Aktivitat in Tiermodellen und sind
fur klinische Studien =zugelassen. Auf der anderen Seite gibt es auch
vielversprechende Kandidaten, welche die TXNIP-Expression induzieren, wie z.B.
Substanzen wie D-Allose oder der HDAC-Inhibitor Suberoylanilidhydroxamsaure (Jia
et al., 2019). Interessanterweise wurde auch gezeigt, dass die TXNIP-Expression
durch einige klassische chemotherapeutische Medikamente wie 5-Fluorouracil,
Anisomycin, Dexamethason und Ceramid stark induziert wird (Hu und Yu, 2018).
Daher konnte die pharmakologische Regulation des TRX/TXNIP-Systems einen
effektiven therapeutischen Ansatz darstellen.

Wie bereits oben erwahnt, erzeugen einige klassische Krebsmedikamente wie
Cisplatin und Anthrazykline ROS als Nebenprodukte, die es den Chemotherapeutika
ermoglichen, ihre schadigende Wirkung auszulben. Da Redox-Pufferungssysteme
wie das Thioredoxin-System in Krebszellen oft Uberexprimiert sind, sind sie unter
anderem fur die Chemotherapieresistenz verantwortlich (Woolston et al., 2013, Hu und
Yu, 2018). Dies unterstutzt die ldee, TXNIP-induzierende therapeutische Wirkstoffe als
adjuvante Therapie einzusetzen.

1.4. Schlussfolgerung

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass die Herunterregulierung von TXNIP ein
gemeinsames Merkmal in humanen Tumor-Xenograft-Modellen ist. Des Weiteren
liefern wir neue Einblicke in die TXNIP-Expression auf Proteinebene in verschiedenen
Tumorentitaten und zeigen, dass TXNIP in den meisten humanen Tumoren
herunterreguliert wird. Die Regulierung des TRX/TXNIP-Systems als Behandlungsziel
konnte eine wichtige Strategie in der zukunftigen Krebstherapie sein. Messungen der
TXNIP-Expression koénnten neue Erkenntnisse Uber Patientenuntergruppen in
bestimmten Tumorentitaten liefern und Aufschluss Uber Therapieresistenzen liefern.
In dieser Studie konnten wir zeigen, dass TXNIP moglicherweise an der Aktivierung
des Immunsystems gegen den Tumor beteiligt ist und kdnnte daher prognostische
Informationen hinsichtlich neuer moderner Immuntherapien liefern. Da eine hohe
TXNIP-Expression mit einer insgesamt besseren Prognose verbunden ist, kdnnte
TXNIP als Biomarker zur Vorhersage der Prognose bei Malignomen eingesetzt
werden.
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2. Zusammenfassung in englischer Sprache

Thioredoxin interacting protein (TXNIP) is a metabolic protein which plays a crucial role
in various cellular processes such as redox homeostasis, glucose uptake, lipid
metabolism and the immune system. Abnormal TXNIP levels are notable e.g., in type
Il diabetes, cardiovascular diseases, and tumors. One essential factor in
tumourigenesis is oxidative stress which is caused by the excessive accumulation of
reactive oxygen species (ROS). To prevent harm from ROS, cells provide specific
antioxidant defence systems, such as the thioredoxin system. It includes thioredoxin
(TRX), thioredoxin reductase (TrxR), a-nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH), and thioredoxin interacting protein (TXNIP). If such system is disturbed it
interferes with a cell’s ability to protect against tumourigenic processes. TRX and
TXNIP exhibit reciprocal expression patterns, meaning that TXNIP, in contrast to TRX,
is downregulated in various cancers. Hence, TXNIP has been proposed as a tumor
suppressor gene in a variety of malignancies. So far, almost all the investigations on
the role of TXNIP in cancer were focused on quantification of mMRNA and not on TXNIP
protein expression. Therefore, we employed immunohistochemical detection of TXNIP
protein in a large multi-tumor tissue microarray consisting of 2,824 samples from 94
different tumor entities. In our study, TXNIP was downregulated or lost in a high
proportion of tumours across all entities and subtypes and in these cases was
differently expressed depending on tumor stage and subtype. This supports the
approach of former studies, that TXNIP might be useful as a prognostic marker in
malignancies, since in most tumours, a high TXNIP expression relates to an overall
better prognosis.

In this study, we further analysed TXNIP expression in primary mouse xenograft
tumors derived from human cancer cell lines and found it was immunohistochemically
absent in all xenograft tumors investigated. Hence, loss of TXNIP suggests a critical
role for the development of tumors in xenografts. We also detected leucocytes by
staining our xenograft samples with a CD45+ antibody, which delineated the
leucocytes densely packed in direct proximity to the tumour and within the tumour itself.
Intriguingly, we detected that TXNIP expression in leucocytes in the xenograft tumors
samples became gradually lower in the proximity of the primary tumor tissue and was
absent in leukocytes directly adjacent to tumor tissue. Thus, immune-modulatory
functions of TXNIP might control immune recognition and, elimination of tumour cells
might be distinct in different tumour entities. Hence TXNIP expression might be used
to monitor the functional state of tumor-infiltrating leukocytes in tissue sections and
may help to predict response to modern immune therapy.
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3. Zusammenfassung in deutscher Sprache

Thioredoxin Interacting Protein (TXNIP) ist ein metabolisches Protein, welches eine
wichtige Rolle in verschiedenen zellularen Prozessen wie der Redox-Regulation
Glukoseaufnahme, dem Lipidstoffwechsel und Immunsystem spielt. Veranderungen
im TXNIP-Spiegel sind z.B. bei Erkrankungen wie Typ-lI-Diabetes, Herz-Kreislauf-
Erkrankungen und Tumoren bekannt. Eine maligebliche Ursache, die zur
Tumorentstehung beitragt ist oxidativer Stress, welcher durch eine Ubermafige
Anreicherung reaktiver Sauerstoffspezies (engl. Reactive Oxygen Species, ROS)
verursacht wird. Um Schaden durch ROS zu verhindern, verfugen Zellen Uber
spezifische antioxidative Abwehrsysteme, wie das Thioredoxin-System. Dieses
umfasst Thioredoxin (TRX), Thioredoxin-Reduktase (TrxR), a-Nicotinamid-Adenin-
Dinucleotid-Phosphat (NADPH) und Thioredoxin Interacting Protein (TXNIP). Zellen
schitzen sich unter anderem durch dieses System gegen eine maligne Entartung.
Folglich kann es bei einer Storung des TRX-Systems zur Krebsentstehung kommen.
TRX und TXNIP zeigen wechselseitige Expressionsmuster, d.h. TXNIP ist im
Gegensatz zu TRX in verschiedenen Tumorentitaten herunterreguliert. Aus diesem
Grund wurde TXNIP bereits in verschiedenen Malignitaten als Tumorsuppressor
beschrieben. Die meisten Studien Uber TXNIP konzentrierten sich bislang auf die
Quantifizierung von mRNA und nicht auf die Expression des TXNIP-Proteins. Daher
haben wir in dieser Arbeit das TXNIP Protein immunhistochemisch in einem grof3en
Gewebe-Mikroarray mit 2.824 Proben aus 94 verschiedenen Tumorentitaten
untersucht. Insgesamt war das TXNIP-Protein in Tumoren aller Entitaten und
Subtypen zum Grofteil herunterreguliert oder fehlend. Die Intensitat der Farbung
korrelierte in einigen Tumorentitdten mit dem Tumorstadium oder der Aggressivitat des
Tumors. Diese Ergebnisse unterstitzen die Ansicht friherer Studien, dass TXNIP als
prognostischer Marker bei Krebserkrankungen nutzlich sein konnte, denn in den
meisten Tumoren ist eine hohe TXNIP-Expression mit einer insgesamt besseren
Prognose verbunden.

Des Weiteren wurde in dieser Studie die Expression von TXNIP in primaren Maus-
Xenograft-Tumoren untersucht, welche in allen Proben negativ war. Somit scheint die
Runterregulierung von TXNIP eine wesentliche Rolle bei der Entstehung von Tumoren
in Xenografts zu spielen. Aulderdem untersuchten wir in unseren Xenograft-Proben die
an den Tumor angrenzenden Leukozyten immunhistochemisch mit einem CD45+- und
TXNIP-Antikorper. Die Leukozyten stellten sich dicht besiedelt um den Tumor herum
und im Tumor selbst dar. Die TXNIP-Expression hingegen, nahm in diesen Leukozyten
graduell ab, je naher sie sich am Tumor befanden und waren direkt entlang des
Tumorgewebes ganzlich negativ. Folglich kommt TXNIP eine immunmodulatorische
Funktion zu und ist moglicherweise an der Aktivierung des Immunsystems gegen den
Tumor beteiligt. Aus diesem Grund kénnte die TXNIP-Expression von Leukozyten in
Gewebeproben wertvolle prognostische Informationen Uber die Wirkung hinsichtlich
neuer moderner Immuntherapien liefern.
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