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1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Bis heute ist das fernmetastasierte Mammakarzinom nur in Ausnahmefdllen heilbar
(Kreienberg et al. 2008). Betrachtet man dies im Zusammenhang mit der Tatsache, dass jede
zehnte bis elfte Frau im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs erkrankt, wird die Relevanz des
Mammakarzinoms als gesundheitliche Bedrohung deutlich. Nach Angaben der IARC
(International Agency for Research of Cancer) ist Brustkrebs mit etwa 1,2 Millionen
erkrankten Frauen pro Jahr die hdufigste Krebserkrankung der Frau weltweit. Etwa 410 000
Frauen sterben jahrlich daran (Ferlay et al. 2004). In Deutschland werden derzeit jahrlich iiber
57 000 Neuerkrankungen registriert, was einem Anteil von 27,8% aller Krebserkrankungsfille
bei Frauen entspricht (Batzler et al. 2008). Laut Angaben des Statistischen Bundesamts
starben im Jahr 2007 16 780 Frauen an Brustkrebs. Damit liegt das Mammakarzinom
beziiglich der Mortalitdt an Malignomen vor dem Bronchial- und Kolorektalkarzinom an
erster Stelle (Kreienberg et al. 2008) und stellt somit auch in Deutschland die hiufigste
Krebserkrankung und Krebstodesursache der Frau dar. Seit den 80er Jahren steigt die Inzidenz
von Brustkrebs stetig, wihrend die Mortalitét seit Mitte der 90er Jahren leicht sinkt (Batzler et
al. 2008). So betrug die 5-Jahres-Uberlebensrate aller Tumorstadien von 1988 bis 1992 72%.
Im Zeitraum von 1998 bis 2002 stieg sie auf 79% an (Brenner et al. 2005). Allerdings zeigen
Daten des Tumorregisters des Tumorzentrums Miinchen, dass in den letzten 20 Jahren nach
erfolgter Fernmetastasierung keine Lebensverldngerung erzielt werden konnte (Schlesinger-

Raab et al. 2005).

Die genaue Atiologie des Mammakarzinoms ist noch immer unklar. Aufgrund
epidemiologischer Studien wird derzeit ein multifaktorielles Geschehen angenommen. Als
wichtigster allgemeiner Risikofaktor gilt das fortgeschrittene Lebensalter. So treten in
Deutschland durchschnittlich 79% der Erkrankungen nach dem 50. Lebensjahr auf (Engel et
al. 2001). Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 63 Jahren (Batzler et al. 2008). Dariiber
hinaus fiihrt die langjihrige Wirkung von kérpereigenem Ostrogen zu einer Risikoerhdhung.
Dazu kommt es durch eine friithe Menarche (Apter et al. 1989) und eine spite Menopause

(Bernstein und Ross 1993). Auch Kinderlosigkeit sowie eine erste Geburt nach dem 30.
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Lebensjahr fithren zu einer langen ovariellen Aktivitit und steigern so das Risiko der
Brustkrebsentstehung (White 1987). In der Postmenopause verursacht Adipositas durch eine
verstirkte Aromatisierung von androgenen Vorstufen zu Ostrogenen eine Erhéhung des

Brustkrebsrisikos (Schaffler et al. 2007).

Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass jede Geburt das Mammakarzinomrisiko um
7% reduziert und durch jedes Jahr, das gestillt wird, eine weitere Reduktion um 4,3% erreicht

werden kann (Collaborative Group on Hormonal Factors in Breast Cancer 2002).

Ob auch die exogene Ostrogenwirkung einer postmenopausalen Hormonersatztherapie das
Brustkrebsrisiko erhoht, wurde lange kontrovers diskutiert (Emons 2001; Greiser 2001).
Derzeit legen Studien einen Zusammenhang zwischen Hormonersatztherapie und
Brustkrebsrisiko nahe, wobei das Risiko bei FEinnahme einer kombinierten
Ostrogen/Progesteron-Therapie gegeniiber einer alleinigen Progesterontherapie hdher zu sein

scheint (Shah und Wong 2006).

Dariliber hinaus ist bekannt, dass eine Mastopathie mit atypischer Epitheldysplasie
(Mastopathia cystica fibrosa Grad III nach Prechtel) eine Prikanzerose mit deutlich erhohter
Erkrankungswahrscheinlichkeit —darstellt. Gutartige Brustdriisenverdnderungen ziehen

dagegen kein erhohtes Mammakarzinomrisiko nach sich (Dupont und Page 1985).

Neben dieser Reihe allgemeiner Einfliisse sind auch genetische Faktoren bekannt. Zwar
entsteht nach heutigem Kenntnisstand mit 95% die Mehrzahl aller Mammakarzinome
sporadisch, bei ca. 5% liegt jedoch eine genetische Pradisposition vor. Frauen, die von einer
Keimbahnmutation der Tumorsuppressorgene BRCA (breast cancer genes) 1 und 2 betroffen
sind, haben ein lebenslanges Risiko von 50 bis 80% an einem Mammakarzinom, von 60% an
einem kontralateralen Mammakarzinom und von 10 bis 40% an einem Ovarialkarzinom zu
erkranken (Kreienberg et al. 2008). Familidre Haufungen von Brustkrebs kénnen zum einen
in dieser erblichen Disposition begriindet liegen, zum anderen fithren dhnliche Lebensstile
und eine gemeinsame Umwelt zu einer Erhdhung des Risikos in Familien. So steigt das
relative Risiko bei Frauen, bei denen eine Verwandte 1. Grades an Brustkrebs erkrankt ist, um

das 2- bis 4-Fache an (Kelsey und Berkowitz 1988).
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1.1.2 Histologie, Grading und Staging

Die Mehrzahl aller Mammakarzinome entwickelt sich in den Epithelien der terminalen duktu-
lobuldren Einheit, den Endstrecken des Gangsystems mit den Driisenldppchen. Bei der
weiteren Tumorprogression kommt es zur Ausdehnung auf Milchginge bzw. Driisenldppchen
(duktale/ lobuldre Kanzerisierung). Wird dabei die Basalmembran nicht durchbrochen, spricht
man vom duktalen bzw. lobuldren Carcinoma in situ (DCIS und LCIS). Kommt es allerdings
zu einer Ausdehnung von Tumorzellen iiber die Basalmembran hinaus, spricht man vom
invasiv duktalen Karzinom, welches mit 80% den hiufigsten Typ darstellt, sowie vom invasiv
lobuldren Karzinom, das etwa 10% der invasiven Mammakarzinome ausmacht. Bei den
restlichen 10% handelt es sich um besondere Differenzierungsformen invasiv duktaler

Karzinome und Mischformen (Wittekind und Riede 2003).

Brustkrebs metastasiert bereits frithzeitig lymphogen und hdmatogen. Durch hdmatogene
Tumoraussaat entstehen sowohl ossére als auch viszerale Filiae. Knochenmetastasen stellen
die héufigsten Fernmetastasen dar und finden sich meist in Wirbelsdule und Becken.

Weichteilmetastasen entstehen am hiufigsten in Lunge, Leber und Gehirn.

Das Mammakarzinom wird gemi3 TNM-Klassifikation der UICC (Union internationale
contre le cancer) eingeteilt. Mit ihr wird die Groe des Tumors (T), der Lymphknotenbefall
(N) und die Fernmetastasierung (M) beschrieben. Die Stadieneinteilung dient als Basis der
Therapieplanung und ldsst prognostische Aussagen zu; sie ist in Tabelle 1.1 dargestellt.
Dariiber hinaus wird fiir das invasiv duktale Karzinom ein Grading angegeben, durch das
anhand der Kriterien Tubulusausbildung, Kernpolymorphie und Mitoserate eine Einteilung in
gut (G1), maBig (G2) und schlecht (G3) differenzierte Karzinome vorgenommen wird. So

sind Riickschliisse auf den Malignitétsgrad des Karzinoms moglich.
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Tab. 1.1: TNM-Klassifikation des Mammakarzinoms (Sobin und Wittekind 2002)

Tis | Carcinoma in situ
nicht infiltrierendes intraduktales Karzinom oder lobulédres Carcinoma in situ
oder Morbus Paget der Mamille ohne nachweisbaren Tumor
T1 | Tumor<2cm
mic  <0,1 cm Mikroinvasion
>0,1 bis 0,5 cm
>0,5bis 1 cm
c > 1 bis 2 cm
T2 | Tumor > 2 bis Scm
T3 | Tumor>5cm
T4 | Tumor jeder Grofe mit Infiltration in die Brustwand oder in die Haut
a Ausdehnung auf die Brustwand
b Odem (inkl. Apfelsinenhaut), Ulzeration oder ipsilaterale Satelliten-
Hautmetastase
c T4a und T4b
d inflammatorisches Karzinom
NO | keine befallenen Lymphknoten (LK), isolierte Tumorzellen < 0,2 mm
N1 mi Mikrometastasen > 0,2 bis 2 mm
Metastasen in 1 bis 3 axilldren Lymphknoten
ipsilaterale Mikrometastase(n) in LK entlang der
Arteria (A.) mammaria interna
c Nlaund N1b
N2 Metastase(n) in 4-9 axilldren LK
ipsilaterale klinisch erkennbare Metastase(n) in LK entlang der
A. mammaria interna ohne gleichzeitige axillire LK-Metastasen
N3 a Metastase(n) in >10 ipsilateralen axilldren LK
oder in ipsilateralen infraklavikuldren LK
b Metastase(n) in LK entlang der A. mammaria interna mit > 1 axilldren
LK-Metastase
c Metastase(n) in ipsilateralen supraklavikuldren LK
M1 | Nachgewiesene Fernmetastasen (auch kontralaterale Mamma, LK ab zervikaler
Lokalisation, LK entlang der kontralateralen A. mammaria interna)
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1.1.3 Fruherkennung und Diagnostik

Je frither Brustkrebs diagnostiziert wird, desto besser sind die Behandlungsmoglichkeiten und
die Prognose. Werden priinvasive und frithe invasive Stadien erkannt, liegt die 5-Jahres-
Uberlebensrate bei optimaler Therapie bei iiber 90% (Joensuu et al. 1999; Michaelson et al.
2002). Als Goldstandard der Diagnostik von Neoplasien und deren Vorstufen gilt nach wie vor
die Mammographie. In der Bundesrepublik Deutschland ist das Mammographie-Screening
seit 2004 fiir Frauen zwischen 50 bis 69 Jahren Teil der Richtlinien des Bundesausschusses

fiir Fritherkennung von Krebserkrankungen und wird flichendeckend angeboten.

Liegt eine verddchtige Lésion vor, muss diese zum Ausschluss eines malignen Geschehens
abgeklart werden. Dazu sollte die Trias aus klinischer Untersuchung, Bildgebung und
Histologie immer vollstindig durchgefiihrt werden (Donegan 1992). Die klinische
Untersuchung umfasst die genaue Inspektion und Palpation beider Mammae, wobei auch nach
auffilligen Lymphknoten im Bereich der Axillae sowie der Infra- und Supraklavikulargruben
getastet werden muss. Zur Bildgebung gehort die Mammographie in zwei Ebenen. Zusitzlich
gilt die Mammasonographie als wichtiges Untersuchungsverfahren und sollte bei Frauen unter
40 Jahren sowie bei Graviditit/Laktation vor der Mammographie eingesetzt werden
(Nothacker et al. 2007). Die Magnetresonanztomographie der Mamma wird derzeit vor allem
zum praoperativen lokalen Staging beim lobuliren Mammakarzinom empfohlen (Kreienberg
et al. 2008). Zur histologischen Sicherung wird meist die sonographisch gesteuerte
Hochgeschwindigkeitsstanzbiopsie durchgefiihrt. Aufgrund ihrer hohen Sensitivitét (92-98%)
und Spezifitit (bis 100%) (Perlet et al. 2007) gilt sie momentan als Methode der Wahl zur

minimal-invasiven Abklarung verdichtiger Befunde.

Ist ein Karzinom der Mamma gesichert, erfolgt vor Therapiestart ein Staging nach TNM-
Klassifikation. Dazu sollten eine Rontgen-Thorax-Untersuchung, eine Sonographie der Leber
sowie eine Skelettszintigraphie durchgefiihrt werden. Eine Mammographie der Gegenseite ist

obligat (Kreienberg et al. 2008).
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1.1.4 Therapie

1882 fiihrte der amerikanische Chirurg William Stewart Halsted in New York die Methode der
radikalen Mastektomie ein. Aufgrund seiner Erfolge postulierte er 1894 , Heilung ist durch
Operation moglich® (Halsted 1894). Seitdem ist zwar eine unglaubliche Vielzahl neuer
Erkenntnisse gewonnen worden, doch die komplette Exstirpation des Tumors mit einem
tumorfreien Resektionsrand (so genannte RO-Resektion) gilt auch heute noch als Basis der
Therapie fiir alle nicht fortgeschrittenen Karzinome. Bei invasiven Karzinomen sollte der
mikroskopisch gemessene Sicherheitsabstand zwischen Tumor und Resektionsrand
mindestens 1 mm betragen, bei intraduktalen Karzinomen 5 mm oder mehr. Randomisierte
Studien belegen, dass eine brusterhaltende Operation mit nachfolgender Bestrahlung im
Vergleich zur Mastektomie identische Uberlebensraten erzielt. Tabelle 1.2 zeigt Indikationen

fiir die brusterhaltende Therapie (BET) und Mastektomie.

Tab. 1.2: Indikationen fiir BET und Mastektomie (nach Kreienberg et al. 2008)

Indikationen fir eine BET Indikationen flr eine Mastektomie

e lokal begrenzte nicht-invasive Karzinome e  Multizentrizitét

(DCIS, LCIS) o diffuse ausgedehnte Kalzifikation vom
malignen Typ

e invasive Karzinome mit giinstiger Relation e ungiinstige Relation von Tumorgréfie zu
von TumorgrofBe zu Brustvolumen Brustvolumen

e invasive Karzinome mit intraduktaler e ausgedehntes assoziiertes intraduktales
Begleitkomponente, solange die Karzinom >4 cm

Resektionsriander im Gesunden verlaufen
e inkomplette Tumorentfernung auch nach
Nachresektion
e inflammatorisches Karzinom
e Kontraindikation/ Ablehnung der
Nachbestrahlung nach BET
e Waunsch der aufgeklérten Patientin

Bei invasiven Karzinomen gehdrt die Entfernung des Sentinellymphknotens zur operativen
Therapie. Bei negativem Befund wird so eine sichere lokale Kontrolle mit einer axilliren
Rezidivrate von weniger als 1% erreicht (Palesty et al. 2006). Bei Befall des
Sentinellymphknotens ist zur Minderung des Lokalrezidivrisikos eine operative Ausrdumung
der axilliren Lymphknoten indiziert. Durch Bestimmung des Nodalstatus kénnen dann
weitere Therapieentscheidungen gezielt getroffen werden. Besteht bereits ein klinischer
Verdacht auf eine fortgeschrittene Lymphknotenbeteiligung, sollte unmittelbar eine axillére
Dissektion mit Entfernung von mindestens zehn Lymphknoten erfolgen (Kreienberg et al.

2008).
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Die operative Therapie nach Halsted wurde seit Ende der 60er Jahre durch Bernard Fisher in
Frage gestellt. Es setzte sich mehr und mehr die Erkenntnis durch, dass eine okkulte
Metastasierung oft schon zum Zeitpunkt der Erstdiagnose stattgefunden hat (Fisher et al.
1985). Seitdem hat eine Vielzahl von Studien die Erfolge der Radio- und Chemotherapie in

der Behandlung des Mammakarzinoms belegt.

Die Strahlentherapie dient insbesondere der lokalen Tumorkontrolle und wird adjuvant nach
brusterhaltender Therapie des DCIS und des invasiven Karzinoms eingesetzt. So wird die
Lokalrezidivrate gesenkt (Houghton et al. 2003) und die Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Patientinnen erhoht (Early Breast Cancer Trialists™ Collaborative Group, 2005 a). Auch nach
Mastektomie erzielt die Radiotherapie eine Reduktion des Lokalrezidivrisikos und ist daher
auch bei T3/T4-Tumoren, RI1/R2-Resektion oder mehr als drei positiven Lymphknoten
indiziert. Neue Studien beschéftigen sich derzeit mit der Teilbrustbestrahlung. Diese wird von
der Beobachtung getragen, dass die meisten intramammaéren Rezidive in direkter Ndhe des
Primartumors liegen (Schaffer et al. 2007). So wiren Behandlungszeiten zu verkiirzen.

Langzeitergebnisse beziiglich Effektivitdt und Komplikationen stehen bisher noch aus.

Die systemische Therapie zur Bekdmpfung nicht sichtbarer Tumorzellen ist heute ein
obligater Bestandteil in der Therapie des Mammakarzinoms. Derzeit stehen Zytostatika,
Hormonpréparate sowie monoklonale Antikdrper zur Verfiigung. Die Auswahl der Prédparate
erfolgt individuell nach Kriterien wie Menopausenstatus, Lymphknotenstatus, Rezeptorstatus,
Grading und Staging. Primenopausal ist eine Polychemotherapie besonders effektiv: Bei
Frauen unter 50 Jahren wird eine absolute Verringerung der Mortalitdt um 8% nach zehn
Jahren erreicht (Early Breast Cancer Trialists® Collaborative Group 2005 b). Heute gehoren
neben der alten Kombination aus Cyclophosphamid, Methotrexat und Fluoruracil

Anthrazykline und Taxane zum neuen Standard (Levine et al. 1998).

Die endokrine Therapie inhibiert durch Hormonantagonisten das hormonabhédngige Wachstum
von Tumoren, die Rezeptoren fiir Ostrogen und/oder Progesteron exprimieren. Bei pri- und
postmenopausalen Patientinnen ist die Gabe von Tamoxifen, einem selektiven
Ostrogenrezeptor-Modulator (SERM, selective estrogen receptor modulator), indiziert. Dieser
wirkt als partieller Antagonist am Ostrogenrezeptor der Tumorzellen und unterdriickt so die
Stimulation des Zellstoffwechsels. In der Postmenopause steht die Ostrogenproduktion im

peripheren Fettgewebe im Vordergrund. Hier greifen Aromatasehemmer an, die die
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enzymatische Umwandlung von Androstendion und Testosteron in Ostron und Ostradiol
unterbinden (Brueggemeier et al. 2005). Dariiber hinaus wird Fulvestrant genutzt. Dies ist ein
reiner Ostrogenrezeptor-Antagonist ohne Ostrogene Restwirkung, der fiir die Behandlung
postmenopausaler Patientinnen mit Ostrogenrezeptorpositivem lokal fortgeschrittenem oder
metastasiertem Mammakarzinom nach Versagen einer vorherigen endokrinen Therapie
zugelassen ist (Heinemann et al. 2007). Bei primenopausalen Frauen kann die
Ostrogenproduktion durch  Ovarektomie oder strahlentherapeutische = Ovarablation
(Radiomenolyse) inhibiert werden. Zum anderen stehen GnRH-Agonisten zur Verfiigung, die
zu einer vollstindigen Downregulation und Desensitivierung der hypophysidren Rezeptoren
fiihren. So entsteht ein hypogonadotroper, hypodstrogener Zustand, den man auch als
reversible chemische Kastration bezeichnen kann (Emons et al. 2003; Klijn und de Jong

1982).

Einen weiteren Angriffspunkt stellt der Wachstumsfaktorrezeptor Her2/neu (human epidermal
growth factor receptor) dar, der in ca. 25 bis 30% aller Mammakarzinome iiberexprimiert
wird (Slamon et al. 1989). Der monoklonale Antikorper Trastuzumab blockiert spezifisch
diesen Rezeptor. Studien konnten zeigen, dass Trastuzumab in Kombination mit einer
Chemotherapie das rezidivfreie Uberleben verlingert und die Mortalitit um ca. 30% senkt
(Joensuu et al. 2006; Romond et al. 2005). Sein Einsatz ist bei Patientinnen mit Her-2-
Uberexpression und positivem Nodalstatus bzw. TumorgrdBe iiber 1 cm indiziert. Zu beachten
ist seine Kardiotoxizitidt, die ein engmaschiges Monitoring der Herzfunktion mittels
Echokardiographie fordert. Obwohl die Therapie sehr effektiv erscheint, treten bei 25 bis 48%
der Patientinnen mit metastasiertem Karzinom neue ZNS-Metastasen auf, was mit fehlender

Durchgingigkeit durch die Blut-Hirn-Schranke erklart wird (Heinemann et al. 2007).

1.2 Das Knochengewebe

Knochen ist ein spezialisiertes Bindegewebe und dient als mechanisches Stiitzgeriist des
Korpers. Er ist Speicher fiir Mineralsalze und Ort der Blutbildung im Knochenmark und
besteht aus zelluldren Bestandteilen und einer organischen Grundsubstanz, die auch als
Osteoid bezeichnet wird. Darin ist eine anorganische Komponente eingelagert, die sich
hauptsédchlich aus Kalziumphosphat und Kalziumkarbonat zusammensetzt. Die organische

Grundsubstanz enthdlt vor allem Kollagen I, Proteoglykane und Glykoproteine, die von
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Osteoblasten gebildet und sezerniert wird. Diese Zellen entstehen aus mesenchymalen
Stammzellen des embryonalen Bindegewebes. Durch Einlagerung der Mineralsalze verkalkt
die Grundsubstanz, die Osteoblasten werden darin eingeschlossen und differenzieren zu
Osteozyten. Dariiber hinaus befinden sich im Knochengewebe Osteoklasten, die in der Lage
sind das Osteoid abzubauen. Sie gehdren zum mononukledren Phagozytensystem und

stammen somit von himatopoetischen Stammzellen ab (Junqueira et al. 2000).

Durch die Aktivitdt der Osteoblasten und Osteoklasten unterliegt das Knochengewebe einem
staindigen Umbau, sodass eine optimale Anpassung an Belastungen erreicht wird. Diese
Plastizitit wird durch vielfaltige Regulationsmechanismen ermdglicht. So sind einige
Hormone bekannt, die in den Knochenumbau eingreifen. Parathormon fordert den
Knochenabbau durch Osteoklasten, sodass Kalzium frei wird. Dagegen reduzieren Ostrogene
die Knochenresorption durch ihre osteoklastenhemmende Wirkung sowie durch Inhibition der
Freisetzung proresorptiver Faktoren durch Osteoblasten (Compston 2001). Viele dieser
Vorginge sind wesentlich an das OPG/RANKL/RANK-System gekoppelt. Dazu gehort der
receptor activator of nucleus «B-ligand (RANKL), ein Protein aus der Familie der
Tumornekrosefaktoren, der unter anderem von Osteoblasten sezerniert wird. Durch Bindung
an seinen Rezeptor (RANK), der auf der Oberfliche von Vorlduferzellen der Osteoklasten
exprimiert wird, erfolgt die Differenzierung dieser Vorlduferzellen in reife Osteoklasten
(Khosla 2001). Osteoprotegerin (OPG) gehort ebenfalls zu den Tumornekrosefaktoren. Es
wird als 16sliches Protein sezerniert und bindet an RANKL. So wird die Interaktion zwischen
RANKL und RANK verhindert und die Differenzierung und Aktivitit von Osteoklasten
gehemmt (Morony et al. 2001). Im gesunden Knochengewebe ist das Verhéltnis zwischen
OPG und RANKL ausgeglichen, sodass ein Gleichgewicht zwischen Knochenabbau und

-aufbau herrscht.

1.2.1 Knochenmetastasierung bei Brustkrebs

Bereits 1889 erkannte Paget, dass Knochen fiir bestimmte Krebszellen einen fruchtbaren
Boden darstellt (Paget 1889). Dementsprechend stellt Knochengewebe mit ca. 30% die
bevorzugte Erstmanifestation hdmatogener Streuung dar. In Autopsiestudien betrug die
Inzidenz ossdrer Metastasen bei Patientinnen, die an Brustkrebs starben, 52-85% (Solomayer
et al. 2000). Der Primirtumor ist meist Ostrogenrezeptorpositiv und gut bis méBig

differenziert. Brustkrebs ist nach erfolgter Knochenmetastasierung bisher nur in wenigen
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Ausnahmefillen heilbar. Dariliber hinaus sind ossidre Metastasen Ursache fiir eine erhohte
Morbiditit, die die Lebensqualitit der Patientinnen deutlich einschrinkt, da sie zu
Knochenschmerzen, pathologischen Frakturen und spinalen Kompressionssyndromen fiihren.
Meist entstehen osteolytische Metastasen, bei denen die Patientinnen aufgrund der dadurch
bedingten Kalziummobilisation aus dem Knochen oft an den Folgen einer Hyperkalzidmie

wie Adynamie, Obstipation, Ubelkeit, Polydipsie und Polyurie leiden.

Genaue Metastasierungsmechanismen sind bisher nicht bekannt, doch deren Aufklirung steht
derzeit im Mittelpunkt zahlreicher Untersuchungen. Gesichert ist die Beteiligung des
OPG/RANK/RANKL-Systems. Im gesunden Knochengewebe besteht ein Gleichgewicht
zwischen OPG und RANKL. Im Rahmen von Metastasierungsmechanismen in den Knochen
wird dieses Verhiltnis gestort und osteoblastische bzw. osteolytische Metastasen entstehen. So
steigern vom Tumor produzierte Faktoren wie das parathyroid hormone-related protein
(PTHrP) oder die Interleukine 11 und 6 die Knochenresorption durch Stimulation der
RANKL-Expression in Osteoklasten (Thomas et al. 1999; Guise 2009). Auf diesem Wege
werden Wachstumsfaktoren wie der tumor growth factor [ (TGF B) oder der insulin-like
growth factor (IGF) aus der mineralisierten Knochenmatrix freigesetzt und stimulieren
ihrerseits das Knochengewebe zur Produktion osteolytischer Faktoren (Yin et al. 1999).
Neuere Untersuchungen zeigen dariiber hinaus auch eine Beteiligung des
OPG/RANK/RANKL-Systems bei der Migration und Invasion von Tumorzellen in
Knochengewebe. So konnten Jones et al. 2006 eine konzentrationsabhiingige Steigerung der
Migration von Brustkrebszellen durch Stimulation mit RANKL nachweisen, die durch OPG

inhibiert wurde.

Auch die Rolle des stromal cell derived factor 1 (SDF-1) bei Metastasierungsmechanismen
von Bruskrebszellen ist bekannt. Dieser Faktor gehdrt zur CXC-Untergruppe der Chemokine
und ist Ligand des Rezeptors CXCR4. Maximale Konzentrationen des Liganden SDF-1
werden in Lymphknoten, Lunge, Leber und Knochenmark gemessen, also Organen, in die das
Mammakarzinom bevorzugt metastasiert (Shirozu et al. 1995; Miiller et al. 2001). CXCR4
wird dagegen in Brustkrebszellen und ihren Metastasen besonders stark exprimiert (Miiller et
al. 2001), was Zusammenhinge zwischen CXCR4 und Tumormetastasierung nahe legt.
Dartiber hinaus werden Metastasierungsvorginge mit EGF und seinem Rezeptor in
Verbindung gebracht. So zeigte sich eine Beteiligung ihrer Signaltransduktion bei der

Migration und Invasion von Brustkrebszellen (Spencer et al. 2000; Hynes 2000). Price et al.
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konnten eine gerichtete Migration von MDA-MB-231-Brustkrebszellen auf EGF nachweisen
(Price et al. 1999). Ahnliche Mechanismen scheinen durch IGF I vermittelt zu werden.
Untersuchungen konnten zeigen, dass IGF I die Migration von Brustkrebszellen (Doerr und
Jones 1996; Dunn et al. 1998) induziert. 1996 wiesen Doerr und Jones eine spezifische
Migration von MCF-7-Zellen in Richtung IGF I nach, die durch IGF-I-Rezeptor-Antikdrper
gehemmt werden konnte. Zuséitzlich konnte gezeigt werden, dass durch Hemmung der IGF-I-
Rezeptor-Expression Metastasierungsschritte verhindert werden konnen (Long et al. 1995;

Dunn et al. 1998).

Bei Patientinnen mit Knochenmetastasen werden zurzeit palliativ Bisphosphonate eingesetzt.
Diese induzieren die Apoptose von Osteoklasten und verringern somit die Morbiditit,
erreichen allerdings keine Regression. Dariiber hinaus laufen derzeit Studien zum adjuvanten
Einsatz von Bisphosphonaten zur Pravention der Knochenmetastasierung. Bisher konnte kein
eindeutiges Ergebnis hinsichtlich Effektivitit und Einfluss auf das Gesamtiiberleben
nachgewiesen werden (Diel et al. 1998; Saarto et al. 2004; Powles et al. 2006).
Wiinschenswert wiren Prophylaktika, die auf molekularer Ebene die Entstehung von

Knochenmetastasen effektiv verhindern konnten.

1.3 Das GnRH-System

Das Dekapeptid Gonadotropin-Releasing-Hormon Typ I (GnRH-I) ist als Teil der
Hypothalamus-Hypophysen-Ovar-Achse essentiell fiir die ovarielle Regulation. Es wird alle
30 bis 120 Minuten pulsatil aus dem Hypothalamus abgegeben und erreicht iiber das
Portalvenensystem den Hypophysenvorderlappen (Knobil 1990). Dort bindet GnRH an den
GnRH-Rezeptor, einen membranstindigen G-Protein-gekoppelten Rezeptor. Die Pulsfrequenz
entscheidet iiber die Sezernierung und Synthese der Gonadotropine LH (Luteinisierendes
Hormon) und/oder FSH (Follikelstimulierendes Hormon). LH und FSH stimulieren in den
Ovarien sowohl die Follikelreifung als auch die Ostrogen- und Progesteronsynthese
(Stojilkovic et al. 1994). Fiir die Regulation der Gonadotropinfreisetzung sind Regelkreise
bekannt, die Abb. 1.1 zeigt.
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Abb 1.1: Schematische Darstellung der Rickkopplungsmechanismen der
Hypothalamus-Hypophysen-Ovar-Achse.

1998 wurde neben GnRH-I erstmals eine weitere Form, das GnRH-II, im Menschen
beschrieben (White et al. 1998). Seine Aminosduresequenz ist zu 70% homolog zu GnRH-I,
von dem es sich durch drei Aminosiuren in Position fiinf, sieben und acht unterscheidet (Tab.
1.3). Die genaue physiologische Funktion konnte jedoch bisher nicht aufgekldrt werden. Die
Wirkungen von GnRH und seinen Analoga werden in vielfaltiger Weise therapeutisch genutzt.
Durch Imitation der Pulsatilitdt der endogenen GnRH-Sekretion werden Erkrankungen wie
die hypothalmische Amenorrhoe oder das Polyzystische Ovarialsyndrom behandelt. GnRH-
Antagonisten wirken als kompetitive Inhibitoren. Nach Bindung an den Rezeptor unterbleibt
die Induktion der Signaltransduktion. Agonisten, die kontinuierlich verabreicht werden,
bewirken eine Downregulation und Desensitivierung der GnRH-Rezeptoren, sodass ein
hypogonadotroper, hypodstrogener Zustand erreicht wird, der vergleichbar mit der
postmenopausalen Situation ist. Sie werden beispielsweise bei Endometriose und
Hormonrezeptor-positiven Tumoren der Mamma und Prostata eingesetzt (Cuzick et al. 2007,
Labrie et al. 2005). Praimenopausale Frauen, die eine Chemotherapie erhalten, kdnnen mit
GnRH-Analoga zur Ovarprotektion behandelt werden. Die Ovarien werden so in einen
Ruhezustand versetzt, bei dem eine Schadigung schnell teilender Primordialfollikel verhindert

wird (Potolog-Nahari et al. 2007).
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Tab. 1.3: Sekundéarstrukturen der Dekapeptide GnRH-I, GnRH-1l und Triptorelin

Aminosduresequenzen

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GnRH-I pGlu- His- Trp- Ser- Tyr- Gly- Leu- Arg- Pro- Gly- NH;
GnRH-II | pGlu- His- Trp- Ser- His- Gly- Trp- Tyr- Pro- Gly- NH;
Triptorelin | pGlu- His- Trp- Ser- D-Trp- Gly- Leu- Arg- Pro- Gly- NH;

Neben ihrem Vorkommen in Hypothalamus und Hypophyse wurden GnRH-I und sein
Rezeptor auch in anderen Organen wie Ovarien (Minaretzis et al. 1995), Uterus (Chegini et al.
1996) und Plazenta (Bramley et al. 1992) nachgewiesen. Auch in 80% der untersuchten
Endometrium- und Ovarialkarzinome (Irmer et al. 1994; Voélker et al. 2002) sowie in ca. 50
bis 64% der Mammakarzinome (Mangia et al. 2002; Moriya et al. 2001) zeigte sich eine
Expression von GnRH-Rezeptoren. Obwohl die DNA-Sequenz dieses Rezeptors identisch zu
seinem hypophysdren Pendant ist (Kakar et al. 1994), weist die Signaltransduktion
signifikante Unterschiede auf. In der Hypophyse kommt es zur Interaktion mit dem G-Protein
aq11, das kalziumabhéngig eine Signaltransduktion einleitet, an dessen Ende die Regulation
und Synthese der Gonadotropine LH und FSH steht. Im Gegensatz dazu interagiert der
GnRH-I-Rezeptor gyndkologischer Tumore mit dem G-Protein o, wodurch iiber die
Aktivierung einer Phosphotyrosinphosphatase (PTP) die Tyrosin-Autophosphorylierung von
Wachstumsfaktor-Rezeptoren gehemmt wird. Hier liegt also eine Inhibition mitogener
Wachstumsfaktor-Signaltransduktion vor (Emons et al. 1997; Griindker et al. 2001). In
GnRH-Rezeptor-positiven Brustkrebszelllinien konnten direkte antiproliferative Effekte von
GnRH-Agonisten in vitro beschrieben werden (Miller et al. 1985; Blankenstein et al. 1985;
Foekens et al. 1986; Eidne et al. 1987). Diese Effekte scheinen zumindest teilweise durch die

Inhibition mitogener Wachstumsfaktor-Signaltransduktion vermittelt zu werden.

Die Entstehung von Knochenmetastasen ist eine hdufige Komplikation des Mammkarzinoms,
die mit einer deutlichen Morbiditit der Patientinnen einhergeht. Daher stellte sich aufgrund
der antiproliferativen Wirkung des GnRH in GnRH-Rezeptor-positiven Brustkrebszelllinien
in vitro die Frage nach Wirkungen von GnRH-Agonisten und -Antagonisten auf das
Invasions- und Migrationsverhalten und somit das Metastasierungspotential von
Brustkrebszellen in den Knochen. Dazu entwickelten von Alten et al. ein Kokultursystem, um
die Interaktionen von verschiedenen Brustkrebszelllinien und primédren humanen Osteoblasten

bzw. der osteoblastendhnlichen Zelllinie MG63 zu analysieren. Es wurde nachgewiesen, dass
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die Invasion von MCF-7-Brustkrebszellen durch Kokultivierung mit Knochenzellen erhoht
wird. Diese gerichtete Invasion konnte durch die Behandlung mit GnRH-I- sowie GnRH-II-
Agonisten reduziert werden. Dariliber hinaus fiihrte die Stimulation mit GnRH wéhrend der
Kokultivierung zur Reduktion der Expression des osteoblastiren Chemokines stromal cell

derived factor 1 (Von Alten et al. 2006).

1.4 Fragestellung

Aufgrund der antiproliferativen Wirkung des GnRH in GnRH-Rezeptor positiven
Brustkrebszelllinien in vitro stellte sich die Frage nach Wirkungen von GnRH-Analoga auf
das Invasions- sowie Migrationsverhalten und somit das Metastasierungspotential von
Brustkrebszellen in den Knochen. Von Alten et al. entwickelten ein Verfahren zur
Kokultivierung von Brustkrebszellen und Knochenzellen in einer modifizierten Boyden-
Kammer, in dem die Zellen ohne direkten Zellkontakt wachsen konnten. Die Membran des
oberen Wells bestand aus Polycarbonat und war mit Matrigel beschichtet. In dieses Well
wurden Brustkrebszellen eingesetzt, in das untere Well primédre humane Osteoblasten (hOB)
oder die osteoblastendhnliche Zelllinie MG63. Die Brustkrebszellen in den oberen Wells
wurden mit GnRH-I-Agonist Triptorelin, GnRH-I-Antagonist Cetrorelix, GnRH-II-Agonist
[D-Lys6]GnRH-H und 17B-Estradiol stimuliert. Die hOB bzw. MG63-Zellen wurden nicht
stimuliert. Es zeigte sich eine gerichtete Invasion der Brustkrebszellen in Richtung Knochen,
die durch GnRH-Analoga reduziert werden konnte. Der Effekt war fiir den GnRH-I-

Agonisten Triptorelin am groBten. Genaue Mechanismen dieser Vorgénge sind nicht bekannt.

Es stellte sich daher die Frage, ob die Wirkungen der GnRH-Analoga iiber die Interaktion mit
den Brustkrebszellen vermittelt werden oder mdglicherweise direkte Einfliisse der GnRH-
Analoga auf Knochenzellen vorliegen, da eine direkte Wirkung der GnRH-Analoga auf die
Knochenzellen in den unteren Wells durch von Alten et al. nicht sicher ausgeschlossen werden
konnte. Dazu wurden im Rahmen dieser Arbeit Primérkulturen aus humanem
Knochenmaterial angelegt und zunédchst untersucht, ob eine Expression von GnRH-
Rezeptoren vorliegt. Dariiber hinaus sollte die Expression verschiedener Gene, die in ossire
Metastasierungsvorgdnge involviert sind, nach Stimulation der primdren humanen

Osteoblasten mit dem GnRH-I-Agonisten Triptorelin analysiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Autoklav, 2540 EL

Analysenwaage

Biofuge pico, Labofuge 400R
Brutschrank, Modell 3121 S/N 28439531
Elektrophoresekammer, DNA

Gene Amp PCR-System 2400 und 9700
Mikrowelle MWS 2819
Phasenkontrastmikroskop, axiovertiert 25
Polaroid Land-Kamera, MP 4
Polaroid-Film Typ 665 (50 ASA)

Power Supply, EC 250-90, EC Apparatus
Corporation Standard Power Pack p25
Quarzglaskiivette 10 mM
Spektralphotometer (Biophotometer)
Sterilwerkbank, LaminAir® LFH 2472
Thermocycler T,

Thermocycler T3g0o

Ultrazentrifuge (UZ%)
UV-Transilluminator

Vortex Genie 2™

Waage, Kern 440-47

Wasserbad

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tuttnauer

Sartorius

Heraeus Holding

Forma Scientific

OWL Separation Systems
Amersham Bioscience
Bauknecht

Zeiss

Polaroid

Polaroid

Biometra

Hellma
Eppendorf
Heraeus Holding
Biometra
Biometra

Sorvall

Vilber Lourmat
Bender & Hobein
Kern

GFL

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien wurden von den Firmen Biozym, Brand, Eppendorf,

Greiner bio-one, Merck, Nunc, Sarstedt und Zymed bezogen, sofern es in dieser Arbeit nicht

anders angegeben wird.
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2.1.3 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Invitrogen, Merck, Roth, Serva und

Sigma bezogen, sofern es nicht anders angegeben wird. Alle Chemikalien entsprachen dem

hochsten Reinheitsgrad.

2.1.4 Lésungen und Puffer

Alle Losungen und Puffer wurden mit autoklaviertem Aqua bidest. hergestellt und der pH-

Wert, falls nétig, eingestellt.

1,5 % Agarosegel
Ethidiumbromidbad
TBE (10x)
Trypsin/EDTA

PBS

2.1.5 Nahrmedien

Kulturmedium:
500 ml DMEM
50 ml FCS

Sml P/S

5ml Glutamin

Hungermedium:

DMEM

2.1.6 Kits

Histostain® Bulk Kit
RNAeasy® Mini Kit

1,5% Agarose, 98,5% TBE

0.007% Ethidiumbromid, 100% Aqua bidest.

0.1M Tris/HCI, 5.5% Borsdure, 0.5M EDTA, pH 8.0
0.05% Trypsin, SmM EDTA, 100% PBS/BSA
137mM NaCl, 2.7mM KCI, 8.0mM Na,HPO4, 1.5mM
KH,PO,4, pH 7.4

(DMEM Low Glucose (1g/1) without L-Glutamine, PAA)
(Foetal Calf Serum, PAA)

(Penicillin-Streptomycin, 10.000 Units, Invitrogen
Corporation)

(L-Glutamin, 200mM, Biochrom AG)

(Dulbecco’s Medium without Phenol Red, Gibco)

Zymed
QIAGEN
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2.1.7 Antikorper

GnRH-I-Rezeptor Kaninchen, polyklonal, 1:10000

Antiserum

2.1.8 Enzyme

DNase I, RNase-free (10 U/ul, Roche)

Recombinant RNasin (40 U/ul, Ribonuklease Inhibitor, Promega)
SuperScript ™ (200 U/pl, RNase H Reverse Transkriptase, Invitrogen)
Taq DNA-Polymerase (5 U/ul, Roche)

2.1.9 GnRH-Analoga

Triptorelin ([D-Trp6]GnRH-I, GnRH-I Agonist, Ferring Pharmaceutics)
pGlu-His-Trp-Ser-Tyr-DTrp-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2
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2.1.10 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech bezogen.

Tab. 2.1: Verwendete Oligonukleotide

Primer Laufrichtung | Sequenz Annealig | Produkt
GAPDH | sense 5"-ATT CCA ATG GCAAAT TC-3’ 64°C 392 Bp
antisense 5’-AGT GAT GGC ATG GAC TGT GG-3’
GnRH-I- | sense 5-GAC CTT GTC TGG AAA GAT CC-3’ 61°C 319 Bp
Rezeptor | antisense 5’-CAG GCT GAT CAC CAC CAT CA-3’
GnRH-II- | sense 5-GCC CTG CTT ATC TTG CTG AC-3’ 60°C 313 Bp
Rezeptor | antisense 5- CTC CTG CCC TTC TTG ATG TC-3"
SDF-1 sense 5’-CCG CGC TCT GCC TCA GCG ACG 64°C 227 Bp
GGAAG-3’
antisense 5-CTT GTT TAAAGC TTT CTC CAG GTA
CT-3’
EGF sense 5-ACA TCA AAT ATC CTC AAT GG-3’ 55°C 330 Bp
antisense 5’-GTG GCA TCA AGA CCG GGC TGC-3"
IGF | sense 5"-GGA CCG GAG ACG CTC TGC GG-3’ 50° C 284/ 431 Bp
antisense 5-TTT GCC TCT GCA TTC AGC AT-3"
IGF 11 sense 5"-AGT CGA TGG TGC TTC TCA-3 60° C 486 Bp
antisense 5’-GTG GGC GGG GTC TTG GGT GGG
TAG-3’
OPG sense 5"-GAA CCC CAG AGC GAA ATA CA-3’ 54° C 441 Bp
antisense 5’-CGC TGT TTT CAC AGA GGT CA-3’
RANKL | sense 5-AGC TCA GCC TTT TGC TCA TC -3’ 62°C 567 Bp
antisense 5-TGG TGC TTC CTC CTT TCATC -3°
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2.2 Methoden

2.2.1 Anlegen einer Primarkultur aus humanem Knochenmaterial

Aus dem erhaltenen Knochenmaterial, das in steriler physiologischer Kochsalzlosung zur
Verfiigung gestellt wurde, wurde unter sterilen Bedingungen unter der Impfbank eine
Primérkultur angelegt. Dazu wurde das Material in eine Petrischale gegeben und dort von
evtl. vorhandenen Bindegewebsriickstinden befreit und anschlieend mit einem Skalpell so
zerkleinert, dass es mittels einer 25 ml Pipette in ein 50 ml Tube iiberfiihrt werden konnte. In
dieses wurden zusidtzlich 10 ml PBS-Puffer gegeben. Darauthin wurde das Tube kriftig
geschiittelt, um Blut, welches sich noch in den Knochenfragmenten befand, auszuwaschen.
Falls notig, wurde der PBS-Puffer ausgetauscht und dieser Vorgang solange wiederholt, bis
die Fragmente von Blut befreit waren. Im Anschluss wurden diese mit DMEM-Né&hrmedium
(ohne Zusiétze) gespiilt, welches dann vorsichtig abgesaugt wurde. Es wurde DMEM-
Néahrmedium mit Zusédtzen hinzugefiigt und alles in eine Petrischale {iberfiihrt. Die
Knochenfragmente wurden dann mit einem Skalpell weiter zerkleinert und je nach Menge auf
weitere Petrischalen verteilt, welche bereits mit je 4 ml DMEM-Né&hrmedium mit Zusétzen
versehen waren. Die Petrischalen mit den Priméirkulturen wurden anschlieend bei 37°C und
5% CO, fiir eine Woche inkubiert. Nach einer Woche wurde das Wachstum in den
Petrischalen unter dem Phasenkontrastmikroskop untersucht und anschlieBend ein
Mediumwechsel durchgefiihrt. Dazu wurde das alte Nahrmedium vorsichtig abgesaugt und
durch 5 ml neues Medium ersetzt. Dann wurde zweimal wochentlich ein Mediumwechsel
durchgefiihrt, bis die Petrischalen dicht von Zellen bewachsen waren. Dann konnten die
Zellen durch Trypsinierung vom Boden der Schale gelost werden, um sie dann in 6-Well-

Platten auszuséahen.

2.2.2 Immunfarbung der primaren humanen Osteoblasten

Fir die immunzytologischen Féarbungen wurden die in Petrischalen gewachsenen
Osteoblasten mit Trypsin/EDTA-Losung abgelost, zentrifugiert und in Lab-Tek Chamber
Slides Systemen (Nunc) ausgesdt. Dies sind sterile Glasobjekttrager, auf die eine
Plastikumrandung aufgebracht ist, in der die Zellen kultiviert werden konnen. Die Zellen
hatten 24 bis 48 Stunden Zeit anzuwachsen. Dann erfolgte das dreimalige Waschen fiir jeweils
10 Minuten (min) mit PBS-Puffer und die Fixierung mit einer 4%igen

Paraformaldehydlosung in PBS-Puffer fiir 24 Stunden. Um die endogene Peroxidase zu
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blocken wurden die Objekttriger dann mit einer 3%igen H>O,-Losung in Methanol fiir 20
min inkubiert. Fiir die Immunféarbung wurde das Histostain® Bulk Kit der Firma Zymed
verwendet. Zuerst erfolgte das Beschichten der Objektrager mit der im Kit enthaltenen Serum
Blocking Solution fiir 15 min. AnschlieBend wurde die Blocking Solution vorsichtig
abpipettiert, aber nicht abgewaschen. Der Objektriger wurde gedanklich zweigeteilt. Die eine
Hilfte diente als Negativkontrolle, auf die das Nicht-Immunserum, die andere Halfte als
Probe, auf die das rabbit-anti-human-GnRH-I-Rezeptor-Serum (1.Antikorper) hinzugegeben
und tiber Nacht bei 4°C inkubiert wurde. Danach erfolgte das dreimalige Waschen fiir jeweils
10 min mit PBS-Puffer, bevor der biotinylierte zweite Antikorper fiir 15 bis 20 min
aufgegeben wurde. Wiederum wurden die Objekttrager dreimal fiir jeweils 10 min mit PBS-
Puffer gewaschen. Danach wurde Streptavidin-Peroxidase fiir 10 min hinzugefiigt, um das
Signal der Farbreaktion zu verstirken. Wieder erfolgte ein Waschschritt wie zuvor.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem Chromogen Diaminobenzidin (DAB,
DakoCytomation) fiir 2-30 min. Nach der Inkubationszeit wurde die Reaktion als
Braunfarbuung sichtbar. Um die Kerne der einzelnen Zellen anzufirben, wurde Mayer's
Hamalaun (Merck) verwendet. In diese Losung wurde der Objekttrager fiir 10 bis 20
Sekunden (sec) eingetaucht Danach erfolgte eine Inkubation fiir 10 min mit Leitungswasser.
Durch die pH-Wert Anderung von 6,8 auf 7,4 kommt es zur Blaufirbung der Kerne
("Blduen"). Zur Konservierung wurden die Objektrdger in einer aufsteigenden Alkoholreihe
(30%, 50%, 70%, 90% und Alkohol absolut) und Xylol fiir jeweils zweimal 10 min
dehydriert. Danach wurden sie mit DePex Mounting Medium (Gurr) blasenfrei mit

Deckgldschen eingedeckt und archiviert.

2.2.3 Versuche mit Osteoblasten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden primdre humane Osteoblasten kultiviert, um das
Vorhandensein von GnRH-Rezeptoren zu iiberpriifen und die Wirkung des GnRH-Analogons

Triptorelin auf die Osteoblasten zu beobachten.

Die in Petrischalen gewachsenen Osteoblasten wurden mit Trypsin/EDTA-L6sung abgelost,
zentrifugiert und in einer Neubauer Zihlkammer ausgezdhlt. Beim Versuch 2/06 wurden je
110 000 Zellen in 2 ml Kulturmedium in die Wells zweier 6-Well-Platten tberfiihrt, bei
Versuch 4/06 startete man mit 180 000 Zellen pro Well, bei Versuch 6/06 mit 120 000 Zellen.

Die Zellen bekamen dann fiinf Tage Zeit um anzuwachsen und zu proliferieren. Dann wurde
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das Kulturmedium vorsichtig abgesaugt und durch 2 ml Hungermedium ersetzt. Nach 24
Stunden begann die Stimulation mit 40 ul [5x10™*] Triptorelin bzw. 40 pl PBS fir die
Kontrolle. Nach drei Stunden wurde der Versuch bei den ersten zwei Wells (je ein mit
Triptorelin stimuliertes Well und eine Kontrolle) gestoppt und die Isolierung der mRNA
begonnen. Die folgenden Wells wurden 6, 24, 48 und 72 Stunden stimuliert. Nach 24 Stunden
wurde auf die Wells, die fiir 48 bzw. 72 Stunden Stimulation vorgesehen waren, ein zweites
Mal 40 pl [5x10™] Triptorelin bzw. 40 pl PBS gegeben. Abbildung 2.1 zeigt den

Versuchsaufbau schematisch.

Stimulationszeitpunkt

3h 6h 24 h 24 h 48 h 72h

40 yl PBS

40pl [5x107]
Triptorelin

Abb. 2.1: Versuchsaufbau mit 6-Well-Platten.

2.2.4 Isolierung der mRNA

Um die Triptorelin-induzierte Wirkung auf die mRNA-Expression untersuchen zu konnen,
wurde die mRNA der humanen Osteoblasten mit Hilfe des RNeasy Mini Kit 250 isoliert. Das
Prinzip der Isolation beruht auf selektiven Bindungsmoglichkeiten einer Silica-Gel-Membran
fiir RNA. RNA-Molekiile, die langer als 200 Basenpaare sind, binden in Anwesenheit eines
hochkonzentrierten Salzpuffers an die Membran. So wird eine Anreicherung von mRNA

erzielt, da rRNA, sRNA und tRNA- Molekiile weniger als 200 Basenpaare besitzen.

Nach der Stimulation wurde das Medium vorsichtig abgesaugt. Uberschiissiges Medium
wurde mit 5 ml PBS entfernt. AnschlieBend wurden je 600 pl des RLT-Puffers, dem 6 pl
Mercaptoethanol zugesetzt worden waren, auf die Wells gegeben. Dem so entstandenen Lysat
wurden dann 600 pl Ethanol zugeben, um optimale Bindungsbedingungen zu schaffen.
Wihrend des Waschvorgangs, der gemif3 dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt wurde,

wurden Verunreinigungen entfernt. Im Anschluss wurde die gebundene RNA mit 25 pl
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RNase-freiem Wasser aus dem Kit eluiert. Danach wurde die Menge der mRNA im Eluat

photometrisch bestimmt. Die Proben wurden anschlieend bei -80°C gelagert.

2.2.5 Quantifizierung der gewonnenen RNA

Die Menge der Gesamt-RNA im FEluat wurde photometrisch bestimmt. Da RNA ein
charakteristisches Absorptionsmaximum von 260 nm besitzt, konnte mit Hilfe des Lambert-
Beerschen-Gesetzes die Konzentration der RNA berechnet werden. Der Quotient aus
A260:A280 diente zur Beurteilung moglicher Proteinkontaminationen. Er sollte zwischen 1,8
und 2,0 liegen. Die Absorption der Proben wurde in 1 cm Quarzglaskiivetten bestimmt, in die
70 ul einer 1:10 Verdiinnung aus Eluat und Ampuwa pipettiert wurden. Der Abgleich erfolgte
mit 70 ul Ampuwa.

2.2.6 Reverse Transkription

Nach der Isolierung der mRNA war diese zur weiteren Analyse in copy DNA (cDNA)
umzuschreiben. Dazu wurde die Reverse Transkriptase genutzt, eine RNA-abhdngige DNA-
Polymerase, die aus einem Retrovirus isoliert wurde. Zunichst fand eine Inkubation mit den
Enzymen RNasin und DNase [ statt, um eine Kontamination der Gesamt-RNA

auszuschlieBen. Der Reaktionsansatz setzte sich aus folgenden Reagenzien zusammen:

RNA 1 g
DNase I I ul
RNasin 1 pl

Dieser Ansatz wurde mit Ampuwa auf ein Gesamtvolumen von 14 pl aufgefiillt und bei 37°C
30 min mit einer anschlieBenden Denaturierung bei 70°C fiir 10 min im Thermocycler

inkubiert. Danach erfolgte eine Kiihlung der Proben bei 4°C.

Zum Synthesestart der cDNA dienten Thymin-Oligonukleotide (Oligo-(dT);sPrimer), indem
sie an die Poly-A-Sequenz der mRNA hybridisieren. Die weitere Kettenverldngerung erfolgte
durch komplementire Anlagerung von Oligonukleotiden an den mRNA-Strang. Durch die
Ribonuklease-Aktivitit der Reversen Transkriptase wird der RNA-Teil des entstandenen
RNA/DNA-Hybrids hydrolysiert. Der verbliebene DNA-Strang wird dann durch die Reverse

Transkriptase zu einem DNA-Doppelstrang erginzt. Der Reaktionsansatz setzte sich aus
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folgenden Reagenzien zusammen:

Oligo-(dT) ;sPrimer 8,0 ul
dNTPs (10 mM) 4,0 ul
15xRT-Pufter 8,0 ul
0,1 M DTT 4,0 ul
SuperScript (200 U/ul) 2,0 ul.

Die einzelnen Reagenzien wurden als Master-Mix angesetzt und je 26 ul auf die Probe
gegeben. Im Thermocycler erfolgte dann die Inkubation bei 37°C fir 60 min mit einer
anschliefenden Denaturierung bei 95°C fiir 10 min. Die Proben wurden auf 4°C
heruntergekiihlt und in Tubes iiberfiihrt. Zusitzlich wurde in Tubes eine 1:4-Verdiinnung aus
10 pul cDNA und 30 ul Ampuwa angesetzt. Im Folgenden wurden die cDNA-Proben bei -30°C
gelagert.

2.2.7 PCR-Amplifikation

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) dient der in-vitro-Amplifikation einer spezifischen
Sequenz eines DNA-Doppelstranges. Dieser wird zundchst bei 90°C denaturiert. Nach
Abkiihlung auf die entsprechende Annealing-Temperatur binden Sense- und Antisense-
Oligonucleotid-Primer an das jeweils entsprechende 5-Ende der beiden Einzelstringe und
rahmen so einen definierten Abschnitt der DNA ein. Die thermostabile Tag-DNA-Polymerase
erginzt die beiden Einzelstringe zum Doppelstrang. Dieser Reaktionszyklus, der also aus
Denaturierung, Anlagerung der Primer und Elongation des DNA-Stranges besteht, kann im
Thermocycler bis zu 35-fach wiederholt werden. Somit wird eine exponentielle Vermehrung

der Zielsequenz erreicht.

GAPDH

Glutaraldehyd-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wird in allen Geweben exprimiert. Somit
dient die PCR fiir dieses housekeeping-Gen zum Nachweis der Unversehrtheit der
gewonnenen cDNA. Dariiber hinaus wird es im Gewebe immer mit gleicher Intensitét
exprimiert und wird deswegen als Vergleichsparameter der Expressionsstirke der zu
analysierenden Gene verwendet. Es wurde ein Primerpaar (MWG Biotech) verwendet,

welches eine 392 bp lange DNA-Sequenz des GAPDH-Gens flankiert. Die fiir die PCR
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benotigten Salze waren im 10xPCR-Puffer enthalten. Die Taq-Polymerase wurde aufgrund
ihrer Reaktionsfreudigkeit erst zum Schluss dem Mix zugefiigt. Der Reaktionsansatz setzte

sich aus folgenden Reagenzien zusammen:

steriles H,O 11,1 pl
GAPDH sense (20 pM) 0,3 ul
GAPDH antisense (20 pM) 0,3 nl
10x PCR-Puffer 1,5 pl
dNTPs (10 mM) 1,2 ul

Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,075 pl.

Fir die PCR wurden je 0,6 pl der 1:4 verdiinnten Proben in einem Ansatz von 14,4 pl

eingesetzt. Fiir GAPDH wurden die in Tab. 2.2 aufgefiihrten Reaktionsbedingungen gewéhlt.

Tab. 2.2: Reaktionsbedingungen fir GAPDH.

Denaturierung Annealing Extension
Temperatur 94°C 64°C 72°C
Dauer 3 min 1 min 1 min

Fiir die Proben des Versuches 2/06 wurden 21 Zyklen durchgefiihrt. Beim Versuch 4/06
wurden 22 Zyklen gewihlt; bei Versuch 6/06 erzielte man mit 23 Zyklen das beste Ergebnis.
Abschliefend wurde die Tag-Polymerase bei 72°C in 10 min inaktiviert und auf 4°C
heruntergekiihlt.

GnRH-I-Rezeptor
Es wurde ein Primerpaar (MWG Biotech) verwendet, welches eine 319 bp lange DNA-
Sequenz des GnRH-I-Rezeptor-Gens flankiert. Der Reaktionsansatz setzte sich aus folgenden

Reagenzien zusammen:

steriles H,O 10,5 pl
GAPDH sense (20 pM) 0,3 ul
GAPDH antisense (20 pM) 0,3 pl
10x PCR-Puffer 1,5 ul
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dNTPs (10 mM)

Tag-Polymerase (5 U/ul)

1,2 ul

0,075 pl.

Fir die PCR wurden je 1,2 pl der unverdiinnten Proben in einem Ansatz von 13,8 pl

eingesetzt. Fiir den GnRH-I-Rezeptor wurden Tab. 2.3 genannten
Reaktionsbedingungen gewéhlt.
Tab. 2.3: Reaktionsbedingungen fir GnRH-I.
Denaturierung Annealing Extension
Temperatur 94°C 61°C 72°C
Dauer 60 sec 60 sec 45 sec

Fiir alle Proben erzielte man mit 35 Zyklen das beste Ergebnis. Abschlieend wurde die Taq-

Polymerase bei 72°C in 10 min inaktiviert und auf 4°C heruntergekiihlt.

GnRH-II-Rezeptor
Es wurde ein Primerpaar (MWG Biotech) verwendet, welches eine 313 bp lange DNA-
Sequenz des GnRH-II-Rezeptor-Gens flankiert. Der Reaktionsansatz setzte sich aus folgenden

Reagenzien zusammen:

steriles H,O 10,5 pl
GAPDH sense (20 pM) 0,3 ul
GAPDH antisense (20 pM) 0,3 pl
10x PCR-Puffer 1,5 ul
dNTPs (10 mM) 1,2 ul

Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,075 pl.
Fir die PCR wurden je 1,2 pl der unverdiinnten Proben in einem Ansatz von 13,8 pl
eingesetzt. Fiir den GnRH-II-Rezeptor wurden die in Tab. 2.4 genannten

Reaktionsbedingungen gewéhlt.
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Tab. 2.4: Reaktionsbedingungen fur GnRH-II.

Denaturierung Annealing Extension
Temperatur 94°C 60°C 72°C
Dauer 30 sec 30 sec 60 sec

Fiir die Proben des Versuches 2/06 und 4/06 wurden 28 Zyklen durchgefiihrt. Bei Versuch
6/06 erzielte man mit 29 Zyklen das beste Ergebnis. AbschlieBend wurde die Taq-Polymerase
bei 72°C in 10 min inaktiviert und auf 4°C heruntergekiihlt.

SDF-1
Es wurde ein Primerpaar (MWG Biotech) verwendet, welches eine 227 bp lange DNA-

Sequenz des SDF-1-Gens flankiert. Der Reaktionsansatz setzte sich aus folgenden Reagenzien

zusammen:
steriles H,O 11,1 pl
GAPDH sense (20 pM) 0,3 ul
GAPDH antisense (20 pM) 0,3 ul
10x PCR-Puffer 1,5 ul
dNTPs (10 mM) 1,2 ul

Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,075 pl.

Fiir die PCR wurden je 0,6 pl der 1:4 verdiinnten Proben in einem Ansatz von 14,4 pl

eingesetzt. Fiir SDF-1 wurden die in Tab. 2.5 genannten Reaktionsbedingungen gewahlt.

Tab. 2.5: Reaktionsbedingungen fiur SDF-1.

Denaturierung Annealing Extension
Temperatur 94°C 64°C 72°C
Dauer 30 sec 60 sec 60 sec

Fiir die Proben des Versuches 2/06 wurden 31 Zyklen durchgefiihrt. Beim Versuch 4/06
wurden 34 Zyklen gewdhlt; bei Versuch 6/06 erzielte man ebenfalls mit 34 Zyklen das beste
Ergebnis. Abschliefend wurde die Tag-Polymerase bei 72°C in 10 min inaktiviert und auf 4°C
heruntergekiihlt.
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EGF
Es wurde ein Primerpaar (MWG Biotech) verwendet, welches eine 330 bp lange DNA-

Sequenz des EGF-Gens flankiert. Der Reaktionsansatz setzte sich aus folgenden Reagenzien

zusammen:

steriles H,O 11,1 pul
GAPDH sense (20 pM) 0,3 ul
GAPDH antisense (20 pM) 0,3 pl
10x PCR-Puffer 1,5 ul
dNTPs (10 mM) 1,2 ul

Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,075 ul.

Fiir die PCR wurden je 0,6 ul der 1:4 verdiinnten Proben in einem Ansatz von 14,4 pul

eingesetzt. Fiir EGF wurden die in Tab. 2.6 genannten Reaktionsbedingungen gewdhlt.

Tab. 2.6: Reaktionsbedingungen fir EGF.

Denaturierung Annealing Extension
Temperatur 94°C 55°C 72°C
Dauer 30 sec 60 sec 60 sec

Fiir die Proben des Versuches 2/06 wurden 23 Zyklen durchgefiihrt. Beim Versuch 4/06
wurden 24 Zyklen gewéhlt; bei Versuch 6/06 erzielte man ebenfalls mit 24 Zyklen das beste
Ergebnis. Abschlieend wurde die Tag-Polymerase bei 72°C in 10 min inaktiviert und auf 4°C
heruntergekdihlt.

IGF I
Es wurde ein Primerpaar (MWG Biotech) verwendet, welches eine 284/ 431 bp lange DNA-

Sequenz des IGF-I-Gens flankiert. Der Reaktionsansatz setzte sich aus folgenden Reagenzien

zusammen:
steriles H,O 11,1 pl
GAPDH sense (20 pM) 0,3 ul

GAPDH antisense (20 pM) 0,3 ul
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10x PCR-Puffer
dNTPs (10 mM)

Tag-Polymerase (5 U/ul)

1,5 ul
1,2 ul

0,075 pl.

Fiir die PCR wurden je 0,6 pl der unverdiinnten Proben in einem Ansatz von 14,4 pul

eingesetzt. Fiir IGF I wurden die in Tab. 2.7 genannten Reaktionsbedingungen gewéhlt.

Tab. 2.7: Reaktionsbedingungen fur IGF 1.

Denaturierung Annealing Extension
Temperatur 94°C 50°C 72°C
Dauer 60 sec 60 sec 60 sec

Fiir die Proben des Versuches 2/06 wurden 32 Zyklen durchgefiihrt. Beim Versuch 4/06
wurden 30 Zyklen gewéhlt; bei Versuch 6/06 erzielte man ebenfalls mit 30 Zyklen das beste
Ergebnis. Abschlieend wurde die Tag-Polymerase bei 72°C in 10 min inaktiviert und auf 4°C
heruntergekdihlt.

IGF 1T
Es wurde ein Primerpaar (MWG Biotech) verwendet, welches eine 486 bp lange DNA-

Sequenz des IGF-II-Gens flankiert. Der Reaktionsansatz setzte sich aus folgenden Reagenzien

zusammen:
steriles H,O 11,1 pl
GAPDH sense (20 pM) 0,3 ul
GAPDH antisense (20 pM) 0,3 ul
10x PCR-Puffer 1,5 ul
dNTPs (10 mM) 1,2 ul

Taq-Polymerase (5 U/ul) 0,075 pl.

Fiir die PCR wurden je 0,6 pl der 1:4 verdiinnten Proben in einem Ansatz von 14,4 pl

eingesetzt. Fiir IGF IIwurden die in Tab. 2.8 aufgeiihrten Reaktionsbedingungen gewihlt.
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Tab. 2.8: Reaktionsbedingungen fiur IGF 1.

Denaturierung Annealing Extension
Temperatur 94°C 60°C 72°C
Dauer 60 sec 60 sec 60 sec

Fiir die Proben des Versuches 2/06 wurden 30 Zyklen durchgefiihrt. Beim Versuch 4/06

wurden 26 Zyklen gewdhlt; bei Versuch 6/06 erzielte man ebenfalls mit 26 Zyklen das beste

Ergebnis. Abschlieend wurde die Tag-Polymerase bei 72°C in 10 min inaktiviert und auf 4°C

heruntergekiihlt.

OPG

Es wurde ein Primerpaar (MWG Biotech) verwendet, welches eine 441 bp lange DNA-

Sequenz des OPG-Gens flankiert. Der Reaktionsansatz setzte sich aus folgenden Reagenzien

zusammen:

steriles H,O
GAPDH sense (20 pM)

11,1 pl
0,3 ul

GAPDH antisense (20 pM) 0,3 ul

10x PCR-Puffer
dNTPs (10 mM)

Taq-Polymerase (5 U/ul)

1,5 ul
1,2 pl

0,075 pl.

Fiir die PCR wurden je 0,6 pl der 1:4 verdiinnten Proben in einem Ansatz von 14,4 pl

eingesetzt. Fiir OPG wurden die in Tab. 2.9 genannten Reaktionsbedingungen gewéhlt.

Tab. 2.9: Reaktionsbedingungen fiur OPG.

Denaturierung Annealing Extension
Temperatur 94°C 54°C 72°C
Dauer 30 sec 60 sec 90 sec

Fiir die Proben des Versuches 2/06 wurden 28 Zyklen durchgefiihrt. Beim Versuch 4/06

wurden 27 Zyklen gewdhlt; bei Versuch 6/06 erzielte man ebenfalls mit 27 Zyklen das beste

Ergebnis. AbschlieBend wurde die Tag-Polymerase bei 72°C in 10 min inaktiviert und auf 4°C

heruntergekiihlt.
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RANKL

Es wurde ein Primerpaar (MWG Biotech) verwendet, welches eine 567 bp lange DNA-

Sequenz des RANKL-Gens flankiert. Der Reaktionsansatz setzte sich aus folgenden

Reagenzien zusammen:

steriles H,O 11,1 pul
GAPDH sense (20 pM) 0,3 ul
GAPDH antisense (20 pM) 0,3 pl
10x PCR-Puffer 1,5 ul
dNTPs (10 mM) 1,2 ul
Tag-Polymerase (5 U/ul) 0,075 ul.

Fiir die PCR wurden je 0,6 ul der 1:4 verdiinnten Proben in einem Ansatz von 14,4 pul

eingesetzt. Fiir RANKL wurden die in Tab. 2.10 genannten Reaktionsbedingungen gewéhlt.

Tab. 2.10: Reaktionsbedingungen fiir RANKL.

Denaturierung Annealing Extension
Temperatur 94°C 62°C 72°C
Dauer 30 sec 60 sec 45 sec

Fiir alle Proben wurden 35 Zyklen durchgefiihrt. AbschlieBend wurde die Tag-Polymerase bei
72°C in 10 min inaktiviert und auf 4°C heruntergekiihlt.

2.2.8 Statistische Auswertung

Es wurden drei Primérkulturen aus humanem Knochenmaterial angelegt. Mit jeder dieser
Primarkulturen wurde der Versuch einmal und unabhingig voneinander durchgefiihrt. Die
Polymerase-Ketten-Reaktion wurde bei jedem zu untersuchenden Gen dreimal pro Versuch

wiederholt. Die Daten wurden auf signifikante Differenzen mittels t-Test untersucht.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von GnRH-I- und -lI-Rezeptoren in primaren
humanen Osteoblasten

Die Ergebnisse von von Alten et al. zeigten eine Zunahme der gerichteten Invasion von
Mammakarzinomzellen in Richtung Knochen bei Kokultivierung mit humanen Osteoblasten
(Von Alten et al. 2006). Diese Zunahme konnte durch die Behandlung mit GnRH-I und -II-
Agonisten reduziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit sollte analysiert werden, ob direkte
Einfliisse von GnRH auf Knochenzellen existieren. Dazu wurden Primirkulturen aus
humanem Knochenmaterial angelegt. Zundchst wurde eine GnRH-I- und GnRH-II-Rezeptor
Expression iiberpriift. Mittels Immunzytologie sowie RT-PCR konnte bei allen untersuchten
Primarkulturen humaner Osteoblasten eine Expression des GnRH-I-Rezeptors nachgewiesen

werden (Abb. 3.1).

A B

Abb. 3.1: A) Immunzytologischer Nachweis von GnRH-I-Rezeptor-Expression in hOB;
B) Negativkontrolle.
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Abb. 3.2: GnRH-I-Rezeptor-mRNA-Expression in humanen Osteoblasten.
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Abb. 3.3: GnRH-II-Rezeptor-mRNA-Expression in humanen Osteoblasten.

3.2 Effekte des GnRH-I-Agonisten Triptorelin

Zur Uberpriifung moglicher Regulationsmechanismen folgten Untersuchungen zu Effekten
des GnRH-I-Agonisten Triptorelin auf die mRNA-Expression der osteoblastiren GnRH-
Rezeptoren. Dariiber hinaus wurden Auswirkungen auf die Expression verschiedener Gene,
die in Metastasierungsmechanismen von Brustkrebszellen in den Knochen involviert sind,

analysiert.

3.2.1 GnRH-I- und -lI-Rezeptor

Die Summe der PCR-Produkte des GnRH-I-Rezeptors stieg in bis zu 35 Zyklen exponentiell
und als lineare Funktion der Summe der eingesetzten totalen RNA an. In der Negativkontrolle

(H,O) war kein Signal detektierbar. GAPDH wurde als housekeeping-Gen verwendet.

Die Expression der GnRH-I-Rezeptor-mRNA sank nach 3 Stunden Stimulation mit Triptorelin
auf 7547%+ 6,22% im Vergleich zur Kontrolle (100%) (Abb.3.4). Bei -einer
Stimulationsdauer von 6 sowie 24 Stunden zeigte sich eine mRNA-Expression entsprechend
dem Kontrollniveau (96,53%= 17,36% und 100,3%=* 5,61%). Nach 48 Stunden zeigte sich ein
Anstieg der GnRH-I-Rezeptor-mRNA auf 130,7%= 19,96%. Bei 72 Stunden Stimulation
konnte man wieder einen Riickgang der Expression auf 104,1%=+ 11,44% beobachten. Die
statistische Auswertung ergab, dass die Verdnderung nach drei Stunden Stimulation im
Vergleich zur Kontrolle signifikant ist (p< 0,05). Alle anderen Verdnderungen sind nicht
signifikant.
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Abb. 3.4: GnRH-I-Rezeptor-mRNA-Expression in primaren humanen Osteoblasten.
Daten aus drei unabhangigen Versuchen mit je dreimal wiederholter Polymerase-
Ketten-Reaktion. a, p<0,05 vs. Kontrolle.

Die Summe der PCR-Produkte des GnRH-II-Rezeptors stieg in bis zu 29 Zyklen exponentiell
und als lineare Funktion der Summe der eingesetzten totalen RNA an. In der Negativkontrolle

(H,0O) war kein Signal detektierbar. GAPDH wurde als housekeeping-Gen verwendet.

Die mRNA-Expression des GnRH-II-Rezeptors zeigte nach 3 Stunden Stimulation mit
Triptorelin eine maximale Steigerung auf 138,8%+ 18,63% im Vergleich zur Kontrolle
(100%) (Abb. 3.5). Bei 6 Stunden Stimulationsdauer konnte noch eine Steigerung der mRNA-
Expression auf 121,0%=+ 12,52% beobachtet werden. Nach 24 und 48 Stunden sank die
Menge der mRNA weiter auf 107,9%=+ 5,82% und 96,77%=+ 6,12%. Bei 72 Stunden
Stimulationsdauer konnte wieder ein leichter Anstieg der mRNA-Expression auf 111,8%=+
10,18% bemerkt werden. Die statistische Auswertung zeigte, dass die Verdnderungen nicht

signifikant sind (p> 0,05).
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Abb. 3.5: GnRH-lI-Rezeptor-mRNA-Expression in primaren humanen Osteoblasten.
Daten aus drei unabhangigen Versuchen mit je dreimal wiederholter Polymerase-
Ketten-Reaktion.

3.2.2 SDF-1

Der stromal cell derived factor 1 gehort zu der CXC-Untergruppe der Chemokine und
CXCR4 ist sein Rezeptor. Bekannt ist die Beteiligung dieses Systems in
Metastasierungsvorgdnge von Brustkrebszellen in den Knochen (Miiller et al. 2001). Es
wurde untersucht, ob Effekte des GnRH-I-Agonisten Triptorelin auf die SDF-1-mRNA-
Expression in primédren humanen Osteoblasten vorliegen. Die Summe der PCR-Produkte des
SDF-1 stieg in bis zu 34 Zyklen exponentiell und als lineare Funktion der Summe der
eingesetzten totalen RNA an. In der Negativkontrolle (H,O) war kein Signal detektierbar.
GAPDH wurde als housekeeping-Gen verwendet.
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Abb. 3.6: SDF-1-Rezeptor-mRNA-Expression in primdren humanen Osteoblasten.
Daten aus drei unabhangigen Versuchen mit je dreimal wiederholter Polymerase-
Ketten-Reaktion.

Die Expression der SDF-1-mRNA zeigte im Vergleich zur Kontrolle (100%) einen leichten
Anstieg, der bis zu 48 Stunden Stimulation ein gleich bleibendes Niveau aufwies (Abb. 3.6).
So konnten nach 3 Stunden Werte von 109,2%=+ 13,94% beobachtet werden, nach 6 Stunden
118,9%=+ 7,82%, nach 24 Stunden 106,1%=+ 10,52% sowie nach 48 Stunden Stimulation
112,6%+ 14,24%. Nach 72 Stunden zeigte sich ein weiterer Anstieg der Expression auf
126,7%+ 25,54%. Die statistische Auswertung zeigte, dass die Verdnderungen nicht
signifikant sind (p> 0,05).

3.2.3 EGF

Vom epidermal growth factor ist neben seiner Rolle als Wachstumsfaktor auch eine
Beteiligung bei der Migration und Invasion von Brustkrebszellen bekannt (Spencer et al.
2000; Hynes et al. 2000). Um zu iiberpriifen, ob GnRH-Agonisten iliber den osteoblastéren
GnRH-Rezeptor direkte Einfliisse auf die Expression des epidermal growth factors ausiiben,
wurden die Primérkulturen auf ihre EGF-mRNA-Expression hin untersucht. Die Summe der
PCR-Produkte des EGF stieg in bis zu 24 Zyklen exponentiell und als lineare Funktion der
Summe der eingesetzten totalen RNA an. In der Negativkontrolle (H,O) war kein Signal

detektierbar. GAPDH wurde als housekeeping-Gen verwendet.
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Abb. 3.7: EGF-mRNA-Expression in primaren humanen Osteoblasten. Daten aus drei
unabh&ngigen Versuchen mit je dreimal wiederholter Polymerase-Ketten-Reaktion.
a, p<0,05 vs. Kontrolle.

Die Expression der EGF-mRNA stieg nach 3 Stunden Stimulation mit Triptorelin auf
126,61%= 19,71% im Vergleich zur Kontrolle (100%) (Abb. 3.7). Bei einer Stimulationsdauer
von 6 Stunden zeigte sich ein Abfall der mRNA-Expression auf 83,14%=+ 3,19%. Nach 24
Stunden Stimulation zeigte sich ein Wiederanstieg auf 108,61%+ 10,27%. Bei
Stimulationszeiten von 48 bzw. 72 Stunden sank die EGF-mRNA wieder auf 101,74%+
5,96% und 90,47%=+ 5,15% ab. Die statistische Auswertung ergab, dass die Verdnderungen
nach 6 Stunden signifikant sind (p>0,05). Alle anderen Veridnderungen sind nicht signifikant.

3.2.4 IGF l und IGF Il

IGF I und II sind Polypeptidhormone mit einer dhnlichen molekularen Struktur wie Insulin.
Neben proliferativen und antiapoptotischen Effekten zeigte sich auch eine Beteiligung von
IGF bei der Migration und Invasion von Brustkrebszellen (Dunn et al. 1998). Um zu
iiberpriifen, ob GnRH-Agonisten iiber den osteoblastiren GnRH-Rezeptor direkte Einfliisse
auf die Expression von IGF I und II ausiiben, wurden die Primédrkulturen auf ihre IGF-I-

und -II-mRNA-Expression hin untersucht.

Die Summe der PCR-Produkte des IGF I stieg in bis zu 32 Zyklen exponentiell und als lineare

Funktion der Summe der eingesetzten totalen RNA an. In der Negativkontrolle (H,O) war
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kein Signal detektierbar. GAPDH wurde als housekeeping-Gen verwendet.
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Abb. 3.8: IGF-I-mRNA-Expression in primaren humanen Osteoblasten. Daten aus drei
unabhéngigen Versuchen mit je dreimal wiederholter Polymerase-Ketten-Reaktion.

Die IGF-I-mRNA-Expression wies nach 3 und 6 Stunden Stimulation mit 100,1%=* 5,99%
sowie 101,7%= 8,56% Werte entsprechend dem Kontrollniveau (Kontrolle= 100%) auf (Abb.
3.8). Nach 24 Stunden Stimulationsdauer zeigte sich ein diskreter Anstieg der Expression auf
113,9%+ 9,3%. Bei 48 Stunden dauernder Stimulation sank die Expression mit 102,9%=+
9,69% wieder auf Kontrollniveau, welches bei 72 Stunden mit 89,78%+ 10,31% leicht
unterschritten wurde. Die statistische Auswertung ergab, dass die Verdnderungen nicht

signifikant sind (p>0,05).

Die Summe der PCR-Produkte des IGF II stieg in bis zu 30 Zyklen exponentiell und als
lineare Funktion der Summe der eingesetzten totalen RNA an. In der Negativkontrolle (H,O)

war kein Signal detektierbar. GAPDH wurde als housekeeping-Gen verwendet.
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Abb. 3.9: Abb.4: IGF-II-mRNA-Expression in primaren humanen Osteoblasten. Daten
aus drei unabhangigen Versuchen mit je dreimal wiederholter Polymerase-Ketten-
Reaktion.

Die Expression der IGF-II-mRNA stieg nach 3 und 6 Stunden Stimulation mit Triptorelin auf
102,9%=+ 9,72% und 111,4%= 10,08% im Vergleich zum Kontrollniveau (Kontrolle= 100%)
leicht an (Abb. 3.9). Nach 24 Stunden zeigte sich ein maximaler Abfall auf 87,64%+ 5,27%.
Bei einer Stimulationsdauer von 48 Stunden stieg die mRNA-Expression leicht auf 106,7%+
9,23%. Nach 72 Stunden konnte mit 91,97%=+ 9,41% erneut ein leichter Abfall der IGF-II-
mRNA beobachtet werden. Die statistische Auswertung ergab, dass die Verdnderungen nicht

signifikant sind (p>0,05).

3.2.5 OPG und RANKL

OPG und RANKL gehoren zur Familie der Tumornekrosefaktoren und spielen eine
Schliisselrolle in der Regulation von Knochenaufbau und -abbau. Dariiber hinaus konnte ihre
Beteilung bei der Migration und Invasion von Tumorzellen in Knochengewebe gezeigt
werden (Jones et al. 2006). Es stellte sich die Frage, ob Triptorelin dieses System moduliert.
Dazu wurden die Primérkulturen auf ihre OPG- und RANKL-mRNA-Expression hin

untersucht.

Die Summe der PCR-Produkte des OPG stieg in bis zu 28 Zyklen exponentiell und als lineare

Funktion der Summe der eingesetzten totalen RNA an. In der Negativkontrolle (H,O) war
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kein Signal detektierbar. GAPDH wurde als housekeeping-Gen verwendet.
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Abb. 3.10: OPG-mRNA-Expression in primaren humanen Osteoblasten. Daten aus drei
unabh&ngigen Versuchen mit je dreimal wiederholter Polymerase-Ketten-Reaktion.
a, p<0,05 vs. Kontrolle.

Die Expression der OPG-mRNA sank nach 3 Stunden Stimulation auf 89,09%=+ 4,62% im
Vergleich zum Kontrollniveau (Kontrolle= 100%) (Abb. 3.10). Bei Stimulationszeiten von 6,
24 und 48 Stunden konnte kein Einfluss des Triptorelins auf die OPG-mRNA-Expression
beobachtet werden (98,24+ 9,66%; 101,1%=* 6,39%; 99,98%+ 5,189). Nach 72 Stunden
Stimulation zeigte sich ein Abfall der mRNA-Expression auf 82,86%+ 4,36%. Die statistische
Auswertung ergab, dass die Verdnderungen nach 3 und 72 Stunden Stimulation signifikant

sind. Alle anderen Verdnderungen sind nicht signifikant (p>0,05).

Die RT-PCR der RANKL-mRNA erwies sich als nur schwer verwertbar. In einer Primérkultur
konnte keine Expression nachgewiesen werden; in den beiden anderen Versuchen zeigten sich

in der semiquantitativen Auswertung widerspriichliche Ergebnisse.
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4 Diskussion

Von Alten et al. zeigten 2006 mittels Kokultivierung eine gerichtete Invasion von
Brustkrebszellen in Richtung Knochen, die durch GnRH-Analoga reduziert werden konnte.
Genaue Mechanismen dieser Vorgdnge sind nicht bekannt. Unklar blieb auch, ob die
Wirkungen der GnRH-Analoga iiber eine Interaktion mit Brustkrebszellen vermittelt werden
oder direkte Einfliisse der GnRH-Analoga auf Knochenzellen vorliegen. In dieser Arbeit
wurden Primérkulturen aus humanem Knochenmaterial hinsichtlich einer Expression von
GnRH-Rezeptoren untersucht. Dariiber hinaus wurden direkte Einfliisse des GnRH-I-
Agonisten  Triptorelin  auf die  Expression  verschiedener Gene, die in

Metastasierungsmechanismen involviert sind, analysiert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen erstmals, dass humane Osteoblasten GnRH-
Rezeptoren exprimieren. Bisher war fiir den GnRH-I-Rezeptor nur das Vorkommen in der
Adenohypophyse und dariiber hinaus in Organen des Reproduktionstraktes sowie deren
Tumoren bekannt. So finden sich GnRH-I-Rezeptoren in der Plazenta (Lin et al. 1995) in
Granulosazellen (Minaretzis et al. 1995), im Myometrium (Chegini et al. 1996) sowie in
lymphatischen Zellen (Chen et al. 1999). Auch 80% der humanen Ovarial- und
Endometriumkarzinome sowie 50 bis 64% der Mammakarzinome zeigen eine Expression des
GnRH-I-Rezeptors (Irmer et al. 1994; Mangia et al. 2002; Volker et al. 2002). Im Rahmen
dieser Arbeit konnte erstmals mittels Immunzytologie sowie RT-PCR eine Expression des

GnRH-I-Rezeptors in primédren humanen Osteoblasten nachgewiesen werden.

Der GnRH-II-Rezeptor zeigt eine ubiquitire Expression. Fister et al. fanden auf Proteinebene
eine schwache Expression in nicht-reproduktiven Organen. In reproduktiven Organen und
Tumoren dieser Gewebe konnte hingegen eine starke Expression nachgewiesen werden
(Fister et al. 2007). Eine Analyse auf RNA-Ebene wurde von Neill durchgefiihrt und zeigte
dhnliche Ergebnisse (Neill 2002). Mittels RT-PCR erfolgte im Rahmen dieser Arbeit erstmals

ein Nachweis der GnRH-II-Rezeptor-mRNA-Expression in humanen Knochenzellen.

In der Hypophyse fiihrt eine kontinuierliche Exposition mit GnRH und seinen Agonisten zu
einer Downregulation der GnRH-Rezeptorexpression. Kovacs et al. konnten diesen Effekt

auch fiir GnRH-Antagonisten nachweisen (Kovacs et al. 2001). Im Gegensatz dazu zeigte sich
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nach Behandlung von Ovarial- und Endometriumkarzinomzelllinien mit dem GnRH-I-
Agonisten Triptorelin sowie dem GnRH-II-Antagonisten Cetrorelix nur eine geringe
Verminderung der Rezeptorexpression (Volker et al. 2002). Ahnliche Ergebnisse erhielten
Fister et al. durch Untersuchung der GnRH-I und -II-Rezeptorexpression in Mausen, die mit
verschiedenen gynidkologischen Tumorzelllinien xenotransplantiert und mit GnRH-II-
Antagonisten behandelt wurden. Hier konnte ebenfalls keine Downregulation der
Rezeptordichte beobachtet werden (Fister et al. 2007). Auch in Prostatakarzinomzelllinien
erfolgte nach Behandlung mit GnRH-Analoga keine Downregulation der GnRH-
Rezeptorexpression (Castellon et al. 2006). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine
mogliche Regulation der GnRH-Rezeptor-mRNA-Expression durch Triptorelin in
Osteoblasten analysiert. Die Osteoblasten wurden dazu bis zu 72 Stunden mit dem GnRH-
Agonisten stimuliert. Nach drei Stimulation kam es zu einer signifikanten Abnahme der
GnRH-I-Rezeptor-mRNA-Expression auf 75,47%+ 6,22%. Die GnRH-II-Rezeptor-mRNA-
Expression stieg im gleichen Zeitraum auf 138,8%= 18,63% an, wobei die Verdnderungen
nicht signifikant waren. Nach 72 Stunden erreichten sowohl GnRH-I- als auch GnRH-II-
Rezeptor-mRNA-Expression das Kontrollniveau. Daraus kann geschlossen werden, dass der
Rezeptor wahrscheinlich nicht in seiner Dichte reguliert wird, sodass die Ergebnisse in die

Reihe der Beobachtungen Fisters, Volkers und Castellons einzuordnen sind.

Der stromal cell derived factor 1 gehort zur CXC-Untergruppe der Chemokine und ist Ligand
des Rezeptors CXCR4. Maximale Konzentrationen des Liganden SDF-1 wurden in
Lymphknoten, Lunge, Leber und Knochenmark gemessen, also Organen, in die das
Mammakarzinom bevorzugt metastasiert (Shirozu et al. 1995; Miiller et al. 2001). Der
Rezeptor wird hauptséchlich von Stromazellen wie Osteoblasten, Fibroblasten und
Endothelzellen des Knochenmarks gebildet (Yun und Jo 2003; Aust et al. 2001). Die
Beobachtung, dass CXCR4 dariiber hinaus in Brustkrebszellen und ihren Metastasen
besonders stark exprimiert wird (Miiller et al. 2001), unterstreicht mogliche Zusammenhinge
zwischen CXCR4 und Tumormetastasierung, insbesondere bei Brustkrebs. Diese Vermutung
wurde durch die Beobachtung einer signifikanten Steigerung der Invasivitit und
Migrationsgeschwindigkeit der CXCR4-positiven Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 durch
Transfektion mit SDF-1 bestitigt (Kang et al. 2005). Fiir die Kokultivierung primérer
humaner Osteoblasten mit der Brustkrebszelllinie MCF-7 konnten von Alten et al. eine
Steigerung der Invasion von Brustkrebszellen in Richtung Osteoblasten durch eine artifizielle

Basalmembran nachweisen. Dieser Effekt wurde von einer Steigerung der osteoblastdren
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SDF-1-Sekretion begleitet. Durch die Behandlung der Brustkrebszellen mit dem GnRH-I-
Agonisten Triptorelin wurde die Invasion signifikant reduziert. Auch die osteoblastire SDF-1-
Expression nahm ab (Von Alten et al. 2006). Eine direkte Wirkung des GnRH-Agonisten auf
die Knochenzellen konnte durch von Alten et al. nicht sicher ausgeschlossen werden. In dieser
Arbeit wurde untersucht, ob die Effekte essentiell an die Kokultivierung gebunden sind oder
tiber die GnRH-Rezeptoren der Osteoblasten vermittelt werden. Dazu wurde die SDF-1-
mRNA-Expression der mit dem GnRH-I-Agonisten Triptorelin stimulierten Osteoblasten
untersucht. Es zeigte sich, dass eine direkte Stimulation humaner Osteoblasten mit Triptorelin
keine Effekte auf die osteoblastire Expression des stromal cell derived factors ausiibt. Die aus
dieser Arbeit hervorgegangenen Ergebnisse zeigen somit, dass die Reduktion der
osteoblastiren SDF-1-Expression essentiell an die Interaktion zwischen Brustkrebszellen und
humanen Osteoblasten gebunden ist und durch die Wirkung von GnRH-Analoga am GnRH-
Rezeptor der Brustkrebszellen ausgelost wird. Eine Vermittlung dieser Effekte iiber den
osteoblastiren GnRH-Rezeptor kann nun ausgeschlossen werden. Durch Wirkung des
Liganden am CXCR4-Rezeptor der Brustkrebszellen scheint letztlich die Steigerung der
gerichteten Invasion vermittelt zu werden. Offenbar moduliert GnRH diese Mechanismen
iiber den GnRH-Rezeptor der Brustkrebszellen, sodass es zu einer Reduktion der SDF-1-
Expression in Osteoblasten und Reduktion der gerichteten Invasion kommt. Neuere
Untersuchungen zeigten eine Reduktion der Brustkrebsmetastasierung in Lunge und regionale
Lymphknoten von Méusen durch Neutralisierung der Interaktionen von CXCR4 und SDF-1
durch CXCR4-Antikorper oder CXCR4-Antagonisten (Miiller et al. 2001; Liang et al. 2004).
Die Zusammenschau der Ergebnisse dieser Arbeit und der Arbeit von von Alten et al. (2006)
deckt nun Zusammenhidnge zwischen dem CXCR4-System und GnRH-Rezeptoren der
Brustkrebszellen auf. Auch die Wirkung von GnRH-Agonisten in der Therapie
pridmenopausaler Frauen mit Brustkrebs ist daher neu zu iiberdenken. Sie werden derzeit zur
chemischen Kastration durch Downregulation der GnRH-Rezeptoren in der Hypophyse
eingesetzt. Denkbar wéren auch spezifisch wirkende GnRH-Agonisten zur Prophylaxe der
Ausbildung von Knochenmetastasen. Nachfolgende Untersuchungen sollten die Wirkungen
der GnRH-Analoga am GnRH-Rezeptor der Brustkrebszellen weiter analysieren, um
vorliegende  Signaltransduktionsmechanismen zu identifizieren. Je genauer diese
Mechanismen bekannt sind, desto gezielter kann zukiinftig die Entstehung von

Brustkrebsmetastasen in den Knochen verhindert werden.

Der epidermal growth factor gehdrt zur Gruppe der Wachstumsfaktoren. Er ist Ligand des
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EGF-Rezeptors, einem Transmembranrezeptor mit intrinsischer Tyrosinkinase-Aktivitit.
Durch Bindung von EGF an den natiirlichen Rezeptor wird das Zellwachstum stimuliert und
die Apoptose gehemmt. In malignen Neoplasien wurden Verdnderungen der Expression und
Aktivitit des EGF-Rezeptors nachgewiesen, die vermehrtes Zellwachstum und Reduktion des
natiirlichen Zelltods nach sich ziehen. In Ovarial-, Endometrium- und Brustkrebszellen
wirken GnRH-I-Analoga antiproliferativ. Diese Effekte kdnnen zumindest teilweise mit ihrer
Wirkung auf EGF und seinen Rezeptor erkldrt werden: GnRH-I-Analoga aktivieren durch
Bindung an den G ai-gekoppelten  GnRH-I-Rezeptor in  Tumorzellen eine
Phosphotyrosinkinase, die den EGF-Rezeptor dephosphoryliert (Griindker et al. 2001). So
werden wachstumsfordernde Signale unterbunden (Giinthert et al. 2005). Dariiber hinaus
werden auch Metastasierungsvorginge mit EGF und seinem Rezeptor in Verbindung
gebracht. So zeigte sich eine Beteiligung ihrer Signaltransduktion bei der Migration und
Invasion von Brustkrebszellen (Spencer et al. 2000; Hynes 2000). Price et al. konnten eine
gerichtete Migration von MDA-MB-231-Brustkrebszellen auf EGF nachweisen (Price et al.
1999). Von Alten et al. zeigten eine Hemmung der Migration und Invasion von
Brustkrebszellen durch GnRH-Agonisten. Diese antiinvasiv wirkenden Effekte konnten
dhnlich der antiproliferative Wirkung von GnRH {iber eine Interaktion mit EGF und seinem
Rezeptor vermittelt werden. Um zu tberpriifen, ob diese Effekte liber den osteoblastidren
GnRH-Rezeptor vermittelt werden, wurde in dieser Arbeit die EGF-mRNA-Expression in
primdren humanen Osteoblasten nach Behandlung mit dem GnRH-Agonisten Triptorelin
untersucht. Nach drei Stunden Inkubation kam es zu einem Anstieg der Expression auf
126,61%+ 19,71%, der mit einer kurzfristigen Stimulation der Osteoblasten durch GnRH
erklart werden kann. Nach sechs Stunden zeigte sich eine signifikante Abnahme auf 83,14%+
3,19%. Im Zeitraum von 24 bis 72 Stunden kam es zu einem Ausgleich der Schwankungen bis
auf 90,47%=+ 5,15%, wobei die Verdnderungen nicht signifikant waren. Dies kann in
verschiedener Hinsicht diskutiert werden. Zum einen konnte eine mogliche Hemmung der
EGF-Expression an die Kokultivierung von humanen Osteoblasten mit Brustkrebszellen
gebunden sein und wiirde somit iiber den GnRH-Rezeptor der Krebszellen vermittelt werden.
Zum anderen ist es moglich, dass die antiinvasiven Effekte im Gegensatz zur
antiproliferativen Wirkung von GnRH-Analoga nicht mit der Signaltransduktion von EGF

und seinem Rezeptor in Zusammenhang stehen.

IGF I und II sind Polypeptidhormone mit einer dhnlichen molekularen Struktur wie Insulin.

Die Wirkungen von IGF I werden durch dessen Bindung an den IGF-I-Rezeptor vermittelt.



DISKUSSION 44

Dadurch werden Zellwachstum und Zellteilung stimuliert und der apoptotische Zelltod
gehemmt. IGF II bindet ebenfalls an den IGF-I-Rezeptor und spielt eine Schliisselrolle in der
Fetalzeit, wahrend der er Zellteilung und -differenzierung beeinflusst. Neben der bekannten
Wachstumsstimulation von IGF I wird dessen Rolle bei Metastasierungsvorgdngen immer
deutlicher. Untersuchungen konnten zeigen, dass IGF I die Migration von Melanomzellen
(Stracke et al. 1989), Pankreaskarzinomzellen (Klemke et al. 1994), Bronchialkarzinomzellen
(Long et al. 1998) und Brustkrebszellen (Doerr und Jones 1996; Dunn et al. 1998) induziert.
1996 wiesen Doerr und Jones eine spezifische Migration von MCF-7-Zellen in Richtung
IGF I nach, die durch IGF-I-Rezeptor-Antikdrper gehemmt werden konnte. Zusétzlich konnte
gezeigt werden, dass durch Hemmung der IGF-I-Rezeptor-Expression Metastasierungsschritte
verhindert werden konnen (Long et al. 1995; Dunn et al. 1998). In dieser Arbeit wurden
mogliche Effekte des GnRH-I-Agonisten Triptorelin auf die mRNA-Expression von IGF I
und II in humanen Osteoblasten untersucht. So sollte {iberpriift werden, ob Mechanismen des
in der Kokultur antiinvasiv wirkenden GnRH mit der Signaltransduktion von IGF und seinem
Rezeptor verbunden sind und iiber den osteoblastiren GnRH-Rezeptor vermittelt werden.
Insgesamt zeigte sich keine Regulation der IGF-I- und IGF-II-mRNA-Expression durch
Triptorelin. Diese Ergebnisse sind konsequenterweise dhnlich der Resultate zu EGF zu
diskutieren. Entweder wird eine Hemmung der Produktion und Sekretion der
chemotaktischen Faktoren IGF I und II iiber den GnRH-Rezeptor der Brustkrebszellen
induziert oder es besteht kein Zusammenhang zwischen der antiinvasiven Wirkung von GnRH

und IGF I und 1II.

Osteoprotegerin (OPG) gehort zu den Tumornekrosefaktoren und hemmt die Differenzierung
und Aktivitdt von Osteoklasten (Morony et al. 2001). Es wird als 16sliches Protein sezerniert
und bindet den receptor activator of nucleus xB-ligand (RANKL). RANKL induziert die
Differenzierung von Vorlduferzellen in reife Osteoklasten, stimuliert deren Aktivitdt und
hemmt ihre Apoptose durch Bindung an seinen Rezeptor (RANK), der auf der Oberfldche von
Vorlduferzellen der Osteoklasten exprimiert wird (Khosla 2001). OPG antagonisiert die
proosteoklastische Wirkung von RANKL und RANK, da der gebundene Ligand seinen

Rezeptor nicht mehr aktivieren kann.

Die Beteiligung des OPG/RANKL/RANK-Systems in Metastasierungsvorgidnge in den
Knochen wird derzeit immer deutlicher. Bekannt ist, dass Signale von Krebszellen das

Verhéltnis von OPG und RANKL im Knochengewebe storen, sodass es zu gesteigerter
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Knochenresorption oder Knochenneubildung kommt. So zeigte sich eine Steigerung der
RANKL-Expression in Osteoklasten durch von Tumorzellen produzierte Faktoren wie das
parathyroid hormone-related protein (PTHrP) oder die Interleukine 11 und 6 (Thomas et al.
1999; Guise 2009). Die daraus resultierende Knochenresorption fiithrt zur Freisetzung von
Wachstumsfaktoren wie TGF B oder IGF aus der mineralisierten Knochenmatrix, die
ihrerseits das Knochengewebe zur Produktion osteolytischer Faktoren stimulieren (Yin et al.
1999). Neuere Untersuchungen zeigen dariiber hinaus auch eine Beteiligung des
OPG/RANKL/RANK-Systems bei der Migration und Invasion von Tumorzellen in den
Knochen. So wiesen Jones et al. 2006 eine konzentrationsabhédngige Steigerung der Migration
von Brustkrebszellen durch Stimulation mit RANKL nach, die durch OPG inhibiert werden
konnte. In dieser Arbeit wurde die Wirkung des GnRH-Agonisten Triptorelin auf die
osteoblastire = mRNA-Expression von OPG und RANKL untersucht. Nach
Langzeitstimulation von 72 Stunden zeigte sich eine signifikante Reduktion der OPG-mRNA
auf 82,86%= 4,36% im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (100%). Dies deutet darauf
hin, dass Osteoprotegerin iiber den GnRH-Rezeptor humaner Osteoblasten reguliert wird.
Diskutiert werden muss, ob die antiinvasive Wirkung des GnRH in der Kokultur {iber den
osteoblastdren GnRH-Rezeptor ausgeldst wird. Im Kontext der Ergebnisse dieser Arbeit ist
dies jedoch nicht anzunehmen. Neben den Ergebnissen zu EGF, IGF I und II legt
insbesondere die fehlende Regulation der SDF-1-mRNA-Expression in hOB nach Stimulation
mit Triptorelin die Vermittlung der antiinvasiven Wirkung des GnRH iiber den GnRH-
Rezeptor der Brustkrebszellen nahe. Ob ein Zusammenhang zwischen dem
OPG/RANKL/RANK-System und der antiinvasiven Wirkung von GnRH in der Kokultur

besteht, miissen zukiinftige Untersuchungen zeigen.

Dieser Arbeit lag die Frage nach direkten Effekten des in der Kokultur antiinvasiv wirkenden
GnRH auf primidre humane Osteoblasten zugrunde. Doch neben der Rolle des GnRH-
Rezeptors in Metastasierungsmechanismen von Brustkrebszellen stellt sich die Frage nach
einer physiologischen Funktion. Zum einen kdnnte es moglich sein, dass der osteoblastére
GnRH-Rezeptor ein Rudiment darstellt und seine Expression keine physiologische Funktion
mehr nach sich zieht. Zum anderen sollte eine Bedeutung bei der Regulation des
Knochenstoffwechsels nicht auBler Acht gelassen werden. So sind die physiologischen
Veranderungen der Menopause haufig mit der Entstehung einer Osteoporose assoziiert. Diese
werden durch die Ausbildung eines hypodstrogenen Zustands und der somit fehlenden

osteoklastenhemmenden Wirkung der Ostrogene erklirt (Compston 2001). Betrachtet man die
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physiologischen Verénderungen in der Menopause mit dem Sistieren der ovariellen Funktion,
so erkennt man einen Anstieg der Gonadotropine sowie GnRH durch die
Riickkopplungsmechanismen der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse. Dariiber
hinaus zeigt sich auch durch Gebrauch von GnRH-Analoga in der Therapie
hormonabhingiger gynidkologischer Erkrankungen die Ausbildung einer Osteoporose, die mit
der Ausbildung eines hypoostrogenen Zustands in Zusammenhang gebracht werden (Waibel-
Treber et al. 1989). In dieser Arbeit wurde die Wirkung des GnRH-Agonisten Triptorelin auf
die osteoblastire mRNA-Expression von OPG untersucht. Nach Langzeitstimulation von 72
Stunden kam es zu einer signifikanten Reduktion der OPG-mRNA auf 82,86%+ 4,36% im
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle (100%). Dies deutet auf eine Regulation des
Osteoprotegerins iiber den GnRH-Rezeptor humaner Osteoblasten hin. Somit muss eine
mogliche direkt vermittelte knochenabbauende Wirkung durch den GnRH-Rezeptor der
Osteoblasten zumindest in Betracht gezogen werden. Hier sollten weitere Untersuchungen
folgen, um mogliche Interaktionen aufkliren zu konnen, die Grundlage neuer

Behandlungsstrategien fiir Osteoporose und andere Knochenerkrankungen darstellen konnten.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen erstmals, dass humane Osteoblasten GnRH-
Rezeptoren exprimieren. Dariliber hinaus kann angenommen werden, dass der Rezeptor
dhnlich anderer peripherer GnRH-Rezeptoren durch Exposition mit GnRH-Agonisten nicht in

seiner Dichte reguliert wird.

Eine Reduktion der Invasion von Brustkrebszellen durch den GnRH-I-Agonisten Triptorelin
und ein Zusammenhang mit der Abnahme der osteoblastiren SDF-1-Sekretion konnte bereits
gezeigt werden. In dieser Arbeit wurden humane Knochenzellen mit Triptorelin stimuliert,
wobei keine Effekte auf die osteoblastire SDF-1-mRNA-Expression nachgewiesen wurden.
Somit zeigt diese Arbeit, dass die Reduktion der osteoblastiren SDF-1-Expression essentiell
an die Interaktion zwischen Brustkrebszellen und humanen Osteoblasten gebunden ist und
durch die Wirkung von GnRH-Analoga am GnRH-Rezeptor der Brustkrebszellen ausgelost
wird. Eine Vermittlung dieser Effekte iiber den osteoblastiren GnRH-Rezeptor kann nun
ausgeschlossen werden. Dementsprechend scheint auch die antiinvasive Wirkung des GnRH
in der Kokultur iiber die GnRH-Rezeptoren der Brustkrebszellen vermittelt zu werden. Auch
die in dieser Arbeit nachgewiesene fehlende Regulation der in Metastasierungsmechanismen
beteiligten Wachstumsfaktoren EGF, IGF 1 und II unterstreicht dies. Nachfolgende
Untersuchungen sollten die Wirkung der GnRH-Analoga am GnRH-Rezeptor der
Brustkrebszellen und Effekte auf das Knochengewebe weiter analysieren, um vorliegende
Signaltransduktionsmechanismen zu identifizieren. Je genauer diese Mechanismen bekannt
sind, desto gezielter kann zukiinftig die Entstehung von Brustkrebsmetastasen in den Knochen

verhindert werden.

Neben der Rolle des GnRH-Rezeptors bei Metastasierungsmechanismen von Brustkrebszellen
stellt sich die Frage nach einer physiologischen Funktion. In dieser Arbeit konnte eine
Reduktion der OPG-mRNA nach Stimulation mit Triptorelin nachgewiesen werden. Dies
deutet auf eine Regulation des Osteoprotegerins iiber den GnRH-Rezeptor humaner
Osteoblasten hin. Daher muss eine mogliche direkt vermittelte knochenabbauende Wirkung
durch den GnRH-Rezeptor humaner Osteoblasten zumindest in Betracht gezogen werden.
Weitere Untersuchungen sollten zeigen, ob Interaktionen vorliegen, die als Grundlage neuer

Behandlungsstrategien fiir Osteoporose und andere Knochenerkrankungen dienen konnten.
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