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1 EINLEITUNG

1.1 DAS MAMMAKARZINOM

1.1.1 EPIDEMIOLOGIE UND ATIOLOGIE

Das Mammakarzinom ist in der Bundesrepublik Deutschland wie auch weltweit
die haufigste Malignomerkrankung der Frau. So wurde im Jahr 2006 in
Deutschland nach Schéatzungen des Robert-Koch-Instituts und der Gesellschaft
der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland (GEKID) bei etwa 57000
Frauen Brustkrebs neu diagnostiziert. Das Lebenszeitrisiko betragt etwa 11 %,
was bedeutet, dass jede neunte Frau im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs
erkrankt (Schon et al., 2004).

Im Jahr 2006 starben in Deutschland etwa 18000 Frauen an Brustkrebs
(GEKID, 2010). Damit ist das Mammakarzinom nicht nur die haufigste
Krebserkrankung der Frau, sondern fuhrt mit etwa 18 % auch die Liste der
Mortalitat der Malignomerkrankungen an (GEKID, 2010). Die 5-Jahres-
Uberlebensrate liegt mittlerweile bei etwa 79 % (Schon et al., 2004), was
sicherlich der verbesserten Friherkennung und verbesserten adjuvanten
Therapie zu verdanken ist.

Die Relevanz des Mammakarzinoms wird auch durch die Altersverteilung der
Erkrankten deutlich. Die Patientinnen sind mit 62,5 Jahren im Vergleich zu
anderen Tumorerkrankungen jung. Etwa 40 % der Erkrankungen und etwa
30 % der Todesfalle durch Brustkrebs treten zwischen dem 35. und 59.
Lebensjahr auf (GEKID, 2010).

Bestimmte genetische und exogene Faktoren erhdhen das Risiko, an
Brustkrebs zu erkranken. So sind etwa 5 % der Patientinnen Trager einer
Keimbahnmutation in den DNA Reparaturgenen BRCA1 oder BRCA2. Das
Lebenszeitrisiko, als Tréager einer dieser Mutationen an Brustkrebs zu
erkranken, betragt 50-80 %, das Risiko, ein kontralaterales Mammakarzinom zu
entwickeln, 60 %. Eine Veranderung dieser Gene fihrt auRerdem zu einem
erhohten Risiko, an einem Ovarialkarzinom zu erkranken (Antoniou et al., 2003;
Goldberg et al., 2006).
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Zu den nicht-genetischen Risikofaktoren des Mammakarzinoms zahlen
hormonelle Einflisse, wie eine supraphysiologische postmenopausale
Ostrogensubstitution, eine frihe Menarche und spate Menopause (lang
andauernder Ostrogeneinfluss) (Apter et al., 1989) oder ein gestortes Ostrogen-
Gestagen-Verhaltnis (Gestagenmangelhypothese). Aber auch bestimmte
Lebensgewohnheiten, wie z.B. fleisch- und fettreiche Ernahrung, Rauchen,
Adipositas (Schaffler et al., 2007) oder Alkoholabusus (Terry et al., 2007),
gehen mit einem erhéhten Erkrankungsrisiko einher. Frauen mit einem
lobuléaren Carcinoma in situ (LCIS) oder einer atypischen duktalen Hyperplasie
(ADH) haben ein erhohtes Risiko, Brustkrebs zu entwickeln (Goodwin et al.,
1995). Weitere Risikofaktoren sind Nulliparitéat, ein héheres Alter (>30 Jahre)
bei ausgetragener Erstschwangerschaft und Nicht-Stillen (Newcomb et al.,
1994). Dagegen zahlen Multiparitat, frihes Alter bei Erstschwangerschaft und
langes Stillen zu den protektiven Faktoren.

1.1.2 STADIENEINTEILUNG

Das Mammakarzinom wird im TNM-System hinsichtlich seiner anatomischen
Ausbreitung klassifiziert. Das TNM- System beschreibt Grol3e des Primartumors
(T - tumor), Lymphknotenstatus (N - node) und eventuelle Fernmetastasierung
(M - metastasis).

Tabelle 1.1 TNM-Klassifikation (aus Wittekind und Mayer, 2010, S.178-179)

Tis Carcinoma in situ
DCIS |Ductales Carcinoma in situ
LCIS |Lobulares Carcinoma in situ
Paget | Morbus Paget der Mamille ohne nachweisbaren Tumor

T1 Tumor < 2 cm in grol3ter Ausdehnung
T1mic <0,1cm
Tla >0,1cmbis<0,5cm
Tlb >0,5cmbis<lcm
Tlc >1cmbis<2cm
T2 Tumor > 2 cm bis <5 cm in grof3ter Ausdehnung

T3 Tumor > 5 cm in gro3ter Ausdehnung




T4 Tumor jeder GroRe mit Ausdehnung auf
T4a die Brustwand, nicht aber auf den M.pectoralis
T4b mit Odem (einschlieRlich Peau d’orange) oder Ulzeration der
Brusthaut oder Satellitenknétchen der Haut der gleichen Brust
T4c Kriterien T4a und T4b
T4d Inflammatorisches Mammakarzinom
NO Keine regionaren Lymphknoten (LK) befallen
Nla Metastasen in 1-3 axillaren Lk
N1b Klinisch inapparente Metastasen in Lk entlang der ipsilateralen
A.mammaria interna
Nlc Klinisch inapparente Metastasen in 1-3 axillaren Lk und in Lk
entlang der ipsilateralen A.mammaria interna
N2a Metastasen in 4-9 axillaren Lk (mindestens eine groR3er als 2,0 mm)
N2b Metastasen in klinisch nachweisbaren Lk entlang der A.mammaria
interna ohne gleichzeitiges Vorhandensein klinisch nachweisbarer
axillarer Lk
N3a Metastasen in 10 oder mehr axillaren Lk oder Befall
infraklavikularer Lk
N3b Metastasen in Kklinisch apperenten Lk entlang der ipsilateralen
A.mammaria interna bei gleichzeitig mindestens einem befallenen
axillaren Lk oder mehr als 3 befallene axillare Lk und klinisch
inapperente Lk-Metastasen entlang der ipsilateralen A.mammaria
interna
N3c Metastasen in ipsilateralen supraklavikularen Lk
MO Keine Fernmetastasen nachweisbar
M1 Fernmetastasen nachweisbar

Die Stadieneinteilung des Mammakarzinoms (Tabelle 1.2) erfolgt gemaf der

TNM-Klassifikation (Tabelle 1.1). Sie ist mitentscheidend fir die jeweilige

Therapieplanung. Zusatzlich werden histologisch noch Kriterien wie

Tumorgrading, Ostrogen- und Progesteronrezeptor-Expression und HER-2-

Status bestimmt, die in die Therapieplanung mit einflieRen.

Tabelle 1.2 UICC-Stadieneinteilung des Mammakarzinoms (Wittekind und Mayer, 2010,

S.177)

Stadium T N M
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
A TO N1 MO




T1 N1
T2 NO
1B T2 N1 MO
T3 NO
A TO N2 MO
T1 N2
T2 N2
T3 N1
T3 N2
B T4 NO, N1, N2 MO
nc Jedes T N3 MO
\ Jedes T Jedes N M1

1.1.3 KNOCHENMETASTASEN

Das Skelettsystem ist neben Leber, Lunge und Gehirn eines der bevorzugten
Organe des metastasierenden Mammakarzinoms. So entwickeln etwa 65-75 %
der Patientinnen im fortgeschrittenen Erkrankungsstadium Knochenmetastasen
(Coleman, 2002).

Man unterscheidet osteolytische und osteoblastische Formen der
Knochenmetastasen. Brustkrebs fuhrt iberwiegend zu osteolytischen Lasionen,
nur etwa 15 % der Metastasen sind osteoblastisch oder gemischtférmig (Akhtari
et al., 2008). Beide Formen stbéren die Balance zwischen Knochenabbau und
Knochenaufbau. Folgen sind Komplikationen wie Knochenschmerzen,
pathologische Frakturen, Nerven- und Ruckenmarkkompression sowie
hyperkalziamische Episoden (Mundy, 2002), was zu erhodhter Morbiditat und
Mortalitat fuhrt (Coleman und Rubens, 1987).

Das Skelettsystem ist ein bevorzugtes Ziel fur Metastasen des
Mammakarzinoms. Metastasierung beschreibt einen mehrschrittigen Prozess,
zu dem Extravasation, Angiogenese, Migration, Chemotaxis, Adhasion und
Proliferation im neuen Gewebe gehdrten. Ein grofer Teil der dafir notwendigen

Wachstumsfaktoren und Chemokine ist in gro3eren Mengen in der
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mineralisierten Knochenmatrix gespeichert und wird durch Knochenabbau,
mediiert durch Osteoklasten, freigesetzt. Als Beispiele sind insulin-like growth
factors (IGFs), fibroblast growth factor 1 und 2 (FGF-1 und -2), platelet-derived
growth factors (PDGFs), bone morphogenetic proteins (BMPs), stromal-derived
factor 1 (SDF-1) und transforming growth factor beta (TGF-B) zu nennen
(Hauschka et al., 1986). Die von Osteoblasten synthetisierten
Wachstumsfaktoren werden durch Osteoklasten-induzierte Knochenresorption
freigesetzt und kénnen somit Tumorzellen anlocken (Orr et al., 1979).

Die Tumorzellen konnen zu einem geringen Teil selbst den Knochen
resorbieren, hauptsachlich ist fur die Knochendestruktion allerdings die
Interaktion der Tumorzellen mit Osteoblasten und Osteoklasten verantwortlich
(Roodman, 2004). Von Brustkrebszellen sezernierte Zytokine und
Wachstumsfaktoren (Interleukin 1 und 6, Prostaglandin E2, tumor necrosis
factor alpha (TNF-a), parathyroid hormone related protein (PTHrP),
transforming growth factor alpha (TGF-a), epidermal growth factor (EGF) und
TGF-B) machen dies mdglich (Mundy, 1997). PTHrP stimuliert Osteoblasten
dazu, receptor activator of NF-kB ligand (RANKL) zu sezernieren, welches
wiederum Differenzierung und Aktivierung von Pra-Osteoklasten fordert
(Thomas et al., 1999). TGF-B stimuliert Osteoblasten und Tumorzellen, noch
mehr PTHrP auszuschitten (Thomas et al., 1999). Auch Uber den EGF-
Rezeptor (EGFR)-Signalweg werden, nach Bindung seiner Liganden TGF-a
und EGF Osteoklastenformation und -aktivierung stimuliert (De Luca et al.,
2008).

1.1.4 THERAPIE DES FERNMETASTASIERTEN MAMMAKARZINOMS

Da eine Heilung im fernmetastasierten Stadium nach heutigem Kenntnisstand
nur in wenigen Ausnahmeféllen zu erreichen ist, sollte das Ziel der Therapie der
Erhalt einer moglichst hohen Lebensqualitdt sein. Therapeutisch stehen dafr,
abhangig von Beschwerdebild, Alter, Allgemeinzustand, Aggressivitat der
Behandlung, Lokalisation der Metastasen, Art der Vorbehandlung, HER-2-
Status, Hormonrezeptorstatus und Menopausenstatus, verschiedene Optionen

zur Verfugung. Nicht nur bei Patientinnen in den Tumorstadien I-1ll, sondern
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auch bei denen, die bereits zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
Fernmetastasen entwickelt haben, sollte der Primartumor operativ entfernt
werden (Rapiti et al.,, 2006). Besonders bei positivem Hormonrezeptorstatus
profitieren die Patientinnen von einer endokrinen Therapie, wobei eine
Remission bei bis zu 60 % der Patientinnen zu erwarten ist (Stockler et al.,
2000). Bei der Wahl des Medikaments ist der Menopausenstatus zu
berticksichtigen. Postmenopausale Patientinnen erhalten in erster Linie einen
Aromatasehemmer der dritten Generation, bei Progression stellen
Antiéstrogene, Ostrogenrezeptor-Antagonisten oder hoch dosierte Gestagene
eine Alternative dar (Fossati et al., 1998). Bei pramenopausalen Patientinnen ist
die Ausschaltung der Ovarialfunktion mit gonadotropin-releasing hormone |
(GnRH-I)-Analoga, Ovarektomie oder Radiomenolyse in Kombination mit dem
Ostrogenrezeptor-Modulator (SERM, selective estrogen receptor modulator)
Tamoxifen indiziert (Klijn et al, 2001). In der Folge ist auch die
Ovarialsuppression in Verbindung mit der Gabe eines Aromatasehemmers
mdglich (von Minckwitz et al., 1991). Bei erneuter Progression oder
Unvertraglichkeit des Aromatasehemmers stellt der Ostrogenrezeptor-
Destruktor (SERD, selective estrogen receptor destructor) Fulvestrant eine
Alternative dar.

Die zytostatische Therapie ist aufgrund der damit einhergehenden Toxizitat
kritisch zu beurteilen und sollte erst bei Progress, Ausschdpfung der endokrinen
BehandlungsmalRnahmen oder Nichtansprechen auf die endokrine Therapie
zum Einsatz kommen. Als Praparate stehen verschiedene Substanzen, wie z.B.
Anthrazykline oder Taxane zur Verfiugung (Fossati et al., 1998). Bei
Patientinnen mit metastasierendem Mammakarzinom, die den cerb-B2
Wachstumsfaktorrezeptor HER-2/neu Uberexprimieren, besteht die Indikation
fur HER-2-Inhibitoren in Kombination mit einer zytostatischen Chemotherapie
oder als Monotherapie nach Vorbehandlung mit Anthrazyklinen oder Taxanen
(Burstein et al., 2001). Einen weiteren Vertreter der gezielten Therapie stellt
Bevacizumab, ein vascular endothelial growth factor (VEGF)-Inhibitor, dar. In
Kombination mit dem Taxan Paclitaxel verlangert er im Vergleich zur Paclitaxel-

Monotherapie die Zeit bis zum Progress der Erkrankung (Miller et al., 2007).
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Speziell in der Behandlung der Skelettmetastasen bietet die Strahlentherapie
zusatzlich zur systemischen Therapie eine Option zur lokalen Schmerzkontrolle
und Stabilisierung frakturgefahrdeter Areale (Hoskin et al., 2001). Auch eine
operative Intervention kann in einigen Fallen zur Schmerzkontrolle,
Stabilisierung und Versorgung pathologischer Frakturen sinnvoll sein (Ali et al.,
2003). Medikamentdos haben sich Bisphosphonate als Ergéanzung zur
systemischen endokrinen bzw. Chemo- oder Radiotherapie bewahrt. Das
Auftreten neuer Lasionen und die Progression, insbesondere osteolytischer
Metastasen, kann verzogert werden. Zudem werden Hyperkalziamie und

metastasenbedingter Knochenschmerz gelindert (Theriault et al., 1999).

1.2 DAS GONADOTROPIN-RELEASING-HORMON

1.2.1 GNRH-SYSTEM

Das gonadotropin-releasing hormone (GnRH), auch luteinisierendes Hormon-
Releasing Hormon (LHRH) genannt, wurde erstmals im Jahr 1971 beschrieben
(Amoss et al.,, 1971; Schally et al., 1971). Neben dieser zuerst entdeckten
Isoform, dem GnRH-I, findet man in fast allen Vertebraten, einschlief3lich des
Menschen, einen weiteren Subtyp, das GnRH-II (Lescheid et al., 1997).

GnRH-I nimmt eine Schltsselrolle in der Regulation des reproduktiven Systems
ein. Zu Beginn der Pubertat schittet der Hypothalamus pulsatil in 90-120-
minutigen Abstanden GnRH-I aus. In der Menopause sistiert dies. Die pulsatile
Freisetzung stimuliert Gber Bindung an den GnRH-I Rezeptor die Synthese und
Freisetzung von LH (Luteinisierendes Hormon) und FSH (Follikel-
stimulierendes Hormon) aus dem Hypophysenvorderlappen. LH und FSH
stimulieren ihrerseits die Produktion der gonadalen Sexualhormone Ostrogen
und Progesteron. Durch verschiedene Rickkopplungsmechanismen wird die
Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse reguliert. Keine oder dauerhafte
GnRH-Prasenz bzw. Stérungen des Pulsgenerators fihren zur verminderten
Rezeptorexpression und zu Storungen der Follikelreifung, Ovulation und

Funktion des Corpus luteum.
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GnRH vermittelt sein Signal Uber zwei spezifische Rezeptoren. Der GnRH-I
Rezeptor gehort zur Familie der 7-Transmembrandoménen-Rezeptoren und ist
G-Protein  gekoppelt. Nach Bindung von GnRH-I kommt es zur
Konformationsanderung der Rezeptoranteile, welches die Interaktion mit den
assoziierten G-Proteinen ermdglicht. Die mit GTP beladene a-Untereinheit des
G-Proteins aktiviert die Phospholipase C (PLC), die ihrerseits das
membrangebundene Inositol-Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-
Bisphosphonat (PIP,) hydrolysiert. Als Spaltprodukte entstehen dabei die
second messenger Diacylglycerin (DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3) (Kraus
et al., 2001; McArdle et al., 2002; Ruf et al., 2003). IP3 erhdht tber Aktivierung
der Calciumkanale im endoplasmatischen Retikulum die zytosolische
Calciumkonzentration. DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC), welche weitere
Phosphorylierungsschritte einleitet und u.a. die vier mitogenaktivierten
Proteinkinasen (MAPK) extracellular regulated kinase 1/2 (ERK 1/2), p38, c-Jun
N terminal kinase (JNK) und big MAPK (BMK) aktiviert, die an der Steuerung
der Genexpression beteiligt sind (Bonfil et al., 2004; Harris et al., 2002; Levi et
al., 1998).

Neben dem Vorkommen in Hypothalamus und Hypophyse konnte GnRH-I und
sein Rezeptor auch in vielen anderen Geweben wie z.B. Hoden, Ovar,
Plazenta, Endometrium und Brustdriise nachgewiesen werden, wo GnRH in
autokriner und parakriner Weise wirkt. Auch gynakologische Tumoren, wie
Mamma-, Ovarial- und Endometriumkarzinome exprimieren GnRH-I und seinen
Rezeptor. So sind 50-64 % aller Mammakarzinome und ca. 80 % der humanen
Ovarial- und Endometriumkarzinome GnRH-I- und GnRH-I-Rezeptor-positiv
(Irmer et al., 1994, Volker et al., 2002). Die intrazellulare Signaltransduktion
unterscheidet sich in den Karzinomen von der in der Hypophyse. GnRH-I
induziert Gber G-Protein a; eine Phosphotyrosinphosphatase (PTP), was zur
Hemmung der mitogenen Wachstumsfaktor-Signaltransduktion fihrt (Emons et
al., 1997; Grundker et al., 2001b; Grindker et al., 2000; Limonta et al., 1999).
Neben GnRH-I wurde 1998 erstmals der Subtyp GnRH-1l im Menschen
beschrieben (White et al., 1998). Die Priméarstruktur von GnRH-II gleicht der von
GnRH-I bis auf drei Aminosauren.
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Der GnRH-II-Rezeptor konnte von Millar et al. (2001) beim Weil3buschelaffen
und von Neill et al. (2001) beim Rhesusaffen nachgewiesen werden. Beim
Menschen gelang der Nachweis eines vollstandigen Transkriptes noch nicht.
Neben strukturellen Unterschieden zwischen den beiden GnRH-Rezeptoren
fuhrt die Aktivierung des GnRH-II-Rezeptors auch zu anderen intrazellularen
Signaltransduktionsmechanismen (Millar et al.,, 2001). In gynakologischen
Karzinomen hingegen fuhrt die Aktivierung des GnRH-II Rezeptors éhnlich wie
Uber den GnRH-I-Rezeptor zur Interaktion mit der mitogenen Wachstumsfaktor-
Signaltransduktion. Eicke et al. konnten 2006 zeigen, dass GnRH-Il Uber die
Aktivierung einer PTP die Autophosphorylierung des EGF-Rezeptors hemmt.

1.2.2 GNRH-ANALOGA

GnRH-Analoga umfassen GnRH-Agonisten und -Antagonisten. Strukturell
unterscheiden sie sich vom nativen Protein durch den Austausch mindestens
einer Aminoséure. Die Anzahl und die Position der substituierten Aminosauren
bestimmen, ob es sich dabei um Agonisten oder Antagonisten handelt. Der
Vorteil der GnRH-Analoga gegentber dem nativen GnRH liegt in der durch die
Substitution verlangerten Halbwertszeit und erhdhten Affinitat zum Rezeptor.
Die Behandlung mit GnRH-Analoga unterbindet die Steroidhormonbiosynthese.
Wahrend Antagonisten zur sofortigen Inhibition der LH- und FSH-Synthese
fuhren, wirken Agonisten erst nach langerfristiger Applikation inhibitorisch auf
die LH- und FSH-Synthese. Initial kommt es sogar zum sogenannten flare up-
Effekt, einem Anstieg der LH- und FSH-Synthese, bevor eine verminderte
Rezeptorexpression und Desensibilisierung gegeniber GnRH-I bzw. GnRH-I
Agonisten zur Inhibition der Hypophysenhormonsynthese flhren.
GnRH-Agonisten und -Antagonisten wirken tUber ihre Rezeptoren hemmend auf
verschiedene zellulare Funktionen, wie Proliferation (Emons et al. 2000),
Zellzyklus (Gunthert et al.,, 2002) und Apoptose (Grundker et al., 2002b).
Zudem konnten von Alten et al. (2006) zeigen, dass der GnRH-1 Agonist
Triptorelin, der GnRH-I Antagonist Cetrorelix und in geringerer Weise der
GnRH-1I  Agonist GnRH-II[D-Lys®’] die Migration und Invasion von

Mammakarzinomzellen unabhéngig von ihrer Proliferation hemmen. Es ist
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bekannt, dass ein Teil der genannten Effekte tUber die Interaktion der GnRH-
Rezeptoren mit der mitogenen Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren und
anderen mit Tyrosinkinaseaktivitat assoziierten Oncogenen gelingt (Griindker et
al., 2001a).

1.2.3 GNRH-ANALOGA IN DER GYNAKOLOGIE UND GEBURTSHILFE

Aufgrund der Schlusselposition, die GnRH im reproduktiven System einnimmt,
gibt es ein breites Anwendungsspektrum der GnRH-Analoga im Bereich der
Gynakologie und Geburtshilfe. Zu nennen sind dabei beispielsweise die
Ovulationsinduktion im Rahmen der in vitro Fertilisation (IVF) (Engel et al.,
2006), die Behandlung der Endometriose (Olive, 2004) oder der Pubertas
praecox (Roth, 2002). Im Bereich der Onkologie werden GnRH-I Analoga zum
einen zur Gonadenprotektion im Rahmen einer Chemotherapie bei
pramenopausalen Patientinnen eingesetzt (Potolog-Nahari et al.,, 2007, zum
anderen zur ablativen Therapie bei steroidhormonabhé&ngigen Tumoren
(Robertson und Blamey, 2003).

1.3 TRANSFORMING GROWTH FACTOR BETA

1.3.1 TGF-BETA — STRUKTUR UND FUNKTION

Transforming growth factor beta (TGF-B) ist ein ungefahr 25 kDa groles
Polypeptid und gehort zur TGF-B-Superfamilie. Weiterhin zahlen zu dieser
Gruppe von verschiedenen Zytokinen auch bone morphogenetic proteins
(BMPs), growth and differentiation factors (GDFs), Activine, Inhibine und das
Anti-Muller-Hormon (AMH) (Padua und Massagué, 2009).

Es sind drei Isoformen von TGF-B bekannt (TGF-B 1-3), die sich in ihrer
Bindungsaffinitat zu den jeweiligen TGF-3-Rezeptoren (Rezeptor Typ I-111)
unterscheiden (Massagué, 1990). Wahrend Typ-llI-Rezeptoren alle Isoformen
gut binden, gibt es abhangig von Typ-I- und Typ-ll-Rezeptor-Subtyp sowie
Zellart Unterschiede in der Bindungsaffinitat zu TGF-B, und TGF-By3
(Massagué et al., 1992). In dieser Arbeit wurde mit TGF-$; gearbeitet.

TGF-B wird in fast allen eukaryoten Zellen exprimiert und als inaktiver Komplex,

bestehend aus einem Dimer an ein latent transforming growth factor binding
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protein (LTBP) gebunden, sezerniert. Extrazellular wird der Komplex von

Furinen und anderen Proteasen gespalten und so aktiviert (Dubois et al., 1995).

1.3.2 TGF-BETA-REZEPTOREN

Es sind drei verschiedene Rezeptortypen bekannt, an die die aktivierten TGF-[3-
Signalmolekile binden. Rezeptor Typ-l und Typ-Ill sind Glykoproteine mit
transmembranaren Serin-/Threoninkinasen. Rezeptor Typ-lll, auch Betaglycan
genannt, ist ein Proteoglycan mit einem Kernprotein von 853 Aminosauren und
liegt neben der membranstandigen auch in geléster Form in der
Extrazellularmatrix vor. Im gelosten Zustand besitzt dieser Rezeptortyp eine
hohere Affinitdt zu seinem Liganden als in membranassoziierter Form
(Massagué et al., 1992). Das humane Genom kodiert sieben verschiedene Typ-
I-Rezeptoren (ALK 1-7) und funf verschiedene Typ-Il Rezeptoren (ActR-lla,
ActR-lIb, BMPRII, AMHRII und TBRIIl). Fur die Signaltransduktion ist das
Zusammenwirken von einem Typ-I- mit einem Typ-lI-Rezeptor notwendig. Je
nach Ligand sind daflr verschiedene Kombinationen der Typ-I- und Typ-II-
Subtypen nétig. Der Typ-llI-Rezeptor erhdoht durch Prasentation der aktivierten
Liganden die Bindungseffizienz zu ihrem jeweiligen Rezeptor und ist nicht direkt

in die Signaltransduktion eingebunden (Massagué et al., 1992).

1.3.3 TGF-BETA-SIGNALKASKADE

TGF-B bindet in der klassischen Signalkaskade an TGFBR2 (TBRII), der einen
heteromeren Komplex mit TGFBR1 (ALK 5/TBRI) bildet. Die TGFBRII-Kinase
phosphoryliert nach Bindung des Liganden die sogenannte GS-Domane des
TGFBR1, was zur Trennung der Kinase-Doméane des Typ-l Rezeptors von
FK506 binding protein (FKBP12, FKBP 1A), einem TGF-B-Signalinhibitor, fuhrt.
Die weitere Signaltransduktion erfolgt Uber Smad Proteine, von denen im
menschlichen Genom acht exprimiert werden. Der aktivierte Typ-l Rezeptor-
Kinase bindet die rezeptorassoziierten Smad 2 und Smad 3 (R-Smads) und
phosphoryliert diese. Die phosphorylierten R-Smads formieren dann mit
Smad 4 einen Komplex und sammeln sich im Nukleus (Padua und Massagué,
2009). Dort regulieren die aktivierten Smad-Komplexe zusammen mit

Transkriptionskofaktoren und zellspezifischen DNA-Bindungsdomanen die
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Expression hunderter unterschiedlicher Zielgene und beeinflussen auf diese
Weise verschiedene Zell- und Gewebefunktionen, wie Proliferation,
Differenzierung, Apoptose, Migration, Adh&sion, Biosynthese von extrazellularer
Matrix, Angiogenese und Modulation der Immunreaktion (Li et al., 2006;
Massagué und Chen, 2000). Die genaue Wirkungsweise ist dabei abhangig von
Zelltyp, Wachstumsbedingungen und der Prasenz anderer Wachstumsfaktoren.
Speziell in Epithelzellen scheint die TGF-B/TGFBR-1/2 Signalkaskade uber
einen autokrinen Mechanismus die Balance zwischen Zellerneuerung, -
differenzierung und programmiertem Zelltod zu halten (Boyd und Massagué,
1989) und somit neoplastischer Entartung entgegen zu wirken (Cui et al., 1995).
Ein Verlust der TGF-B-Rezeptor-Funktion (Markowitz et al., 1995) und/oder
seiner Signalmolekile (Eppert et al., 1996; Hahn et al., 1996; Takaku et al.,
1998; Zhu et al., 1998) fuhrt zur malignen Progression.

Neben dem klassischen Smad-Signalweg ist der TGFBR2 auch fahig, mit
anderen Mitgliedern der Typ-I-Rezeptorfamilie, wie z.B. ALK-1, ALK-2 und ALK-
3 zu interagieren (Bharathy et al., 2008; Kénig et al., 2005; Lebrin et al., 2005;
Daly et al.,, 2008) und so die BMP Smads1, 5 und 8 zu aktivieren.
Normalerweise scheint diese Signalkaskade auf bestimmte Zell- und
Gewebetypen, wie z.B. Endothel, neuronales und epidermales Gewebe,
beschrankt zu sein. In neoplastischen Zellen bietet dieser Weg TGF- jedoch
die Mdoglichkeit, auf epitheliale-mesenchymale Transdifferenzierung (EMT),
Zellmotilitat und Invasion Einfluss zu nehmen (Bharathy et al., 2008). Des
Weiteren sind andere zellulare Mediatoren, wie JNK/p38 MAP Kinasen,
Cdc42/Rho oder Par6 als mogliche TGF-B Signaltrager bekannt, Uber die
Veranderungen des Zell-Zell-Kontakts, eine Steigerung der Migration,
Anderungen der Zellmorphologie oder Reaktionen auf Stress vermittelt werden
(Padua und Massagué, 2009).

1.3.4 RoOLLE VON TGF-BETA IN DER TUMORBIOLOGIE UND
METASTASIERUNG

Der Wachstumsfaktor TGF-B kontrolliert verschiedenste Zellfunktionen, zu
denen u.a. Zytostase und Apoptose gehoren. So ist es nicht verwunderlich,
dass TGF-B in fruhen Stadien der Tumorgenese als Tumorsuppressor wirkt,
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Zellproliferation inhibiert, Differenzierung unterstitzt und Apoptose von
normalen epithelialen Zellen und Tumorzellen induziert (Sporn und Roberts,
1990; Brattain et al., 1996, Arteaga et al., 1990). In spateren Stadien der
Tumorgenese geht mit einer Inaktivierung oder Mutation einzelner Stationen in
der Signalkaskade, wie z.B. Verlust der TGFBR2- oder SMAD 4-Expression, die
autokrine Aktivitat und die Ansprechbarkeit auf exogenes TGF-3 und somit die
Tumorsuppressor-Aktivitat verloren und TGF-B wirkt Uber verbleibende
Signalwege sogar férderlich auf Wachstum, Invasion, Metastasierung und
Angiogenese der Tumorzellen (Serra und Crowley, 2003; Wakefield und
Roberts, 2002; Massagué, 1998). Zudem kann eine erhdhte Expression von
(Proto-) Onkogenen, die mit dem Smad-Signalweg interagieren, zu
verminderter Ansprechbarkeit auf TGF-B fiuhren und den Zellen somit
ermoglichen, der Tumorsuppressor-Aktivitat zu entgehen (He et al., 2003). Die
Bedeutung von TGF-B in der Tumorprogression und Metastasierung wird in
verschiedenen praklinischen in vitro- und in vivo-Modellen deutlich, die mit
TGF-B-Inhibitoren arbeiten (Muraoka et al., 2002; Yang et al., 2002,
Bandyopadhyay et al., 2006; Ge et al., 2006).

Eine besondere Rolle spielt TGF-3 bei der Metastasierung von Brustkrebszellen
in den Knochen. TGF-B, insbesondere TGF-Bi, ist in der mineralisierten
Knochenmatrix gebunden und wird nach Knochenresorption freigesetzt. Zum
einen sind verschiedene weitere Faktoren bekannt, wie connective-tissue
growth factor (CTGF), Interleukin-11 und -6 (IL-11 und-6), vascular endothelial
growth factor (VEGF) und parathyroid hormone-related protein (PTHrP) (Yin et
al., 1999; Chirgwin und Guise, 2000), deren Transkription in
Mammakarzinomzellen durch TGF-B hochreguliert wird und so Osteolyse und
Metastasenwachstum fordert (Guise und Chirgwin, 2003). Zum anderen steigert
TGF-B Uber PTHrP und dadurch freigesetzten Receptor Activator of NFk-B-
Liganden (RANKL) die Osteoklastendifferenzierung aus hamatopoetischen
Vorstufen (Thomas et al., 1999). Dies fuhrt einerseits zu vermehrter
Knochenresorption und TGF-B-Freisetzung aus der Knochenmatrix und
andererseits zur weiteren Erhéhung des TGF-B-Spiegels durch Sekretion von

aktivem TGF-3 aus den Osteoklasten (Oursler et al., 1994). Zudem hemmt von
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Brustkrebszellen sezerniertes TGF-f die Osteoblastendifferenzierung (Mercer
et al., 2004). Ein Teufelskreis beginnt, der es den Brustkrebszellen mdglich
macht, sich im Knochen zu etablieren.

Verschiedene Autoren beschreiben eine Reduktion der Anzahl und Grofl3e von
Brustkrebs-Knochenmetastasen nach Blockade der TGF-B3-Signaltransduktion
an verschiedenen Punkten der Signalkaskade (Bandyopadhyay et al., 2006;
Yang et al., 2002; Yin et al., 1999).

1.4 EPIDERMAL GROWTH FACTOR

1.4.1 EGF — STRUKTUR UND FUNKTION

Der epidermale Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF) ist Mitglied
der EGF-ahnlichen Peptidfamilie. Dazu zahlen auch transforming growth factor-
a (TGF-a), Amphiregulin (AR), Betacellulin (BTC), heparin-binding-EGF (HB-
EGF), Epiregulin (EPR), Heregulin (HRG) und Neureguline (NRG) (Olayioye et
al.,, 2000). Die strukturelle Verwandtschaft lasst sich an dem EGF-Motiv
erkennen. Dieses besteht aus sechs Cystinen und bildet Uber drei
Disulfidbriicken verbunden eine typische dreischleifige Sekundéarstruktur, die
alle Mitglieder der Familie entweder einzeln oder in Wiederholungen aufweisen
(Salomon et al., 1995).

Durch Unterschiede in der Bindungsaffinitéat zu den verschiedenen Rezeptoren
der ErbB-Familie, Organ- und Entwicklungsstadium-abhangiger Verfugbarkeit
und Kontextabhangigkeit werden verschiedene Wirkungen vermittelt (Olayioye
et al., 2000). Den EGF-ahnlichen Wachstumsfaktoren kommt eine wichtige

Rolle in Wachstum und Differenzierung zu.

1.4.2 EGF-REZEPTOR

Der EGF-Rezeptor (EGFR/ErbB1/HER1) gehoért wie auch ErbB-2 (HER2),
ErbB-3 (HER3) und ErbB-4 (HER4) zur ErbB-Familie, einer Subgruppe der
Tyrosinkinaserezeptoren. Sie werden in vielen verschiedenen Geweben
epithelialen, mesenchymalen und neuronalen Ursprungs exprimiert, in denen
sie eine fundamentale Rolle in Entwicklung, Proliferation und Differenzierung

spielen (Salomon et al., 1995). Im Brustdrisengewebe foérdert der EGFR das
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duktale Wachstum, wohingegen ErbB2 und ErbB4 wohl eine Schlisselrolle in
loboalveolarer Differenzierung und Laktation zukommt (Olayioye et al., 2000).
Der EGF-Rezeptor ist ein membranstandiger Rezeptor, bestehend aus einer
extrazellularen Liganden-Bindungsdoméne, einer einzelnen hydrophoben
Transmembrandoméne und einer Tyrosinkinase im zytosolischen Teil (Olayioye
et al., 2000). Die Aktivierung folgt nach Bindung von Liganden der EGF-
ahnlichen Wachstumsfaktorenfamilie. TGF-a, EGF und AR binden spezifisch an
den EGFR, wahrend BTC, HB-EGF und EPR sowohl an den EGFR als auch an
HER4 binden kdonnen (Olayioye et al., 2000).

1.4.3 EGF-SIGNALTRANSDUKTION

EGF kann in autokriner und parakriner Weise wirken (Olayioye et al., 2000). Die
ErbB Rezeptoren werden nach Bindung eines Liganden der EGF-&hnlichen
Wachstumsfaktorenfamilie aktiviert. Die Bindung fuhrt zur Dimerisierung der
Tyrosinkinaserezeptoren und zur Autophosphorylierung in der Tyrosinregion,
wodurch spezielle Bindungsstellen fur zytoplasmatische Proteine frei werden
(Heldin, 1995). Uber Adapterproteine konnen dann verschiedene interagierende
Proteine und intrazellulare Signalwege aktiviert werden (Olayioye et al., 2000).
Dazu zahlen die Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K) und Proteinkinase B
(PKB/AKT), der Ras-Raf-Mitogen-Aktivierte-Proteinkinasen (MAPK)-Weg, die
Phospholipase C-Proteinkinase C (PLC-PKC) und der signal transducers and
activators of transcription (STAT)-Signalweg. Die Aktivierung dieser
Signalmolekiile reguliert tber Anderungen im Expressionsmuster verschiedene
zellulare Funktionen, die priméar fir die normale Zellproliferation, Inhibition der
Apoptose, Zellzyklus und Zelldifferenzierung wichtig sind, aber auch in
Tumorpathogenese, Progression und Metastasierung involviert sein kénnen
(Normanno et al., 2006).

1.4.4 RoLLE voN EGF uND EGFR IN DER TUMORBIOLOGIE UND
METASTASIERUNG

Der EGFR und seine Liganden gehdren zur Familie der EGF-ahnlichen
Wachstumsfaktoren und spielen eine wichtige Rolle in der Tumorgenese der
meisten humanen Karzinome (Salomon et al., 1995). Eine Uberexpression bzw.
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Fehlregulation in der EGF/EGFR-Signalkaskade und in nachgeschalteten
Signalwegen ist assoziiert mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einer
schlechten klinischen Prognose bei Brustkrebspatienten (Garcia et al., 2006).
EGF wirkt tber den EGFR in autokriner und parakriner Weise forderlich auf die
Tumorpathogenese und —progression. Zellproliferation, Uberleben, Zellmotilitat,
Gewebeinvasion, Metastasierung und Zytostatikaresistenz sind Wirkungen der
EGF/EGFR-Signalkaskade (Salomon et al., 1995; Garcia et al., 2006).

Das EGFR System ist in wichtige Phdnomene involviert, die Tumorprogression
und Metastasierung fordern. Dazu zahlen (1) Angiogenese, die vom
EGFR/Liganden-System Uber direkte und indirekte Effekte auf endotheliale
Zellen reguliert wird, (2) Osteoklasten-mediierte Knochendestruktion, welche fur
die Entwicklung von Knochenmetastasen notwendig ist (De Luca et al., 2008)
und (3) Invasivitat, z.B. Uber Stimulierung der uPA (Urokinase-Typ Plasminogen
Aktivator) und MMP-9 (Matrix Metalloproteinase-9) Expression (Normanno und
Gullick, 2006). Ahnlich wie TGF-B, fordert der EGF/EGFR-Signalweg die
epithelial-to-mesenchymal-transition (EMT), welche ein wichtiger Mechanismus
fur Invasion und Metastasierung von Tumorzellen ist (Barr et al., 2008).
Charakteristisch fur Zellen, die eine Transition durchlaufen haben, ist die
Veranderung der Expression verschiedener Proteine, die Zelladh&asion und
Zellmotilitat beeinflussen (Barr et al., 2008). Die Blockade des EGFR hemmt die
EMT und die Migration von Tumorzellen in vitro (Barr et al., 2008).

Garcia et al. (2006) zeigten, dass die Behandlung der Brustkrebszelllinie MCF-7
mit EGF einen moderaten Effekt auf die Zellproliferation hat, allerdings
verstarkte Auswirkungen auf Morphologie und Zellmotilitdt verursacht. Tong et
al. (2007) konnten ebenfalls zeigen, dass EGF einen chemotaktischen Effekt
auf Ostrogenrezeptor-positive MCF-7 Zellen hat und die Invasivitat dieser
erhoht. Die Vorbehandlung mit Tamoxifen verringert die Zellmotilitat.

Da EGF und seinen Rezeptoren eine wichtige Funktion in der Pathogenese
maligner Erkrankungen zukommt, stellt die Blockade des EGFR bzw. der HER
mit Antagonisten oder Antikorpern eine Option in der gezielten Tumortherapie
dar.
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1.5 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Bis zu 75 % der Patientinnen mit fortgeschrittenem Brustkrebs entwickeln
Knochenmetastasen, die mit einer Vielzahl von Komplikationen und hoher
Morbiditat verbunden sind. In den einzelnen Schritten der Metastasierung, von
der Extravasation bis hin zur Etablierung und Wachstum im neuen Gewebe,
spielen Wachstumsfaktoren und ihre Rezeptoren eine entscheidende Rolle.
Gerade in der Knochenmatrix sind verschiedene Wachstumsfaktoren in
gréReren Mengen gespeichert und somit ein bevorzugtes Ziel metastasierender
Krebszellen.

Die meisten humanen Mammakarzinome exprimieren GnRH und seinen
Rezeptor. Es konnte gezeigt werden, dass GnRH-Analoga einen
antiproliferativen und Apoptose- induzierenden Effekt auf Tumorzellen haben. In
weiteren Versuchen konnte mit dem hier verwendeten Kokultursystem, in dem
die Interaktion zwischen Brustkrebs- und Knochenzellen analysiert werden
kann, gezeigt werden, dass die GnRH-Analoga Triptorelin, Cetrorelix und
GnRH-II[D-Lys®] die Invasion und Migration von Mammakarzinomzellen
hemmen. Die hierfur verantwortlichen molekularen Mechanismen sind noch
weitgehend ungeklart. Es liegt jedoch nahe, dass die Beeinflussung der
Exprimierung von Wachstumsfaktoren dabei eine entscheidende Rolle spielt,
zumal bereits nachgewiesen wurde, dass GnRH-Analoga im Kokulturmodell die
MRNA-Expression von dem Chemokin SDF-1 in humanen Osteoblasten bzw.
MG-63 Zellen signifikant hemmen.

Dem epidermal growth factor (EGF) und dem transforming growth factor 8
(TGF-B) sowie deren Rezeptoren kommen in verschiedenen Schritten der
Metastasierung wichtige Bedeutungen zu. Daher soll in dieser Arbeit die
Wirkung der GnRH-Analoga Triptorelin, Cetrorelix und GnRH-II[D-Lys®Jauf die
MRNA Expression von EGF, EGFR, TGF-f und TGFBR1 und TGFBR2I
wahrend der Kokultur untersucht werden.

Damit soll diese Arbeit einen Beitrag zur Etablierung der GnRH-Analoga in der

onkologischen Therapie des Mammakarzinoms leisten.
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2 MATERIAL

2.1 GERATE

Analysenwaage BP161P

Autoklav, 2540 EL

Biofuge pico

Bio Doc Analyze

Brutschrank, Model 3121 S/N 28439531
Gene Amp PCR-System 2400
Labofuge 400R

Mikrowaage, elektronisch, M2P
Neubauer-Zahlkammer (0,1 mm/0,0025 cm?)
Phasenkontrastmikroskop, axiovert 25
Pipetus

Pipetten, Research

Polaroid Land-Kamera, MP 4
Quarzglas-Kuvette Suprasil®
Spektralphotometer (Biophotometer)
Standard Power Pack P25
Sterilwerkbank, LaminAir®, LFM 2462 S
Thermocycler T3000

Thermomixer compact
UV-Transilluminator

Vortex Genie 2™

Waage, Kern 440-47

Wasserbad

Sartorius
Tuttnauer
Heraeus Holding
Biometra

Forma Scientific

Amersham Bioscience

Heraeus Holding
Sartorius
Optik-Labor
Zeiss
Hirschmann
Eppendorf
Polaroid

Hellma
Eppendorf
Biometra
Heraeus Holding
Biometra
Eppendorf
Biometra
Bender & Hobein
Kern

Memmert
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2.2 VERBRAUCHSMATERIALIEN

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialen (Einmalartikel) wurden
von den Firmen Biozym, Eppendorf, Greiner bio-one, Merck, Nunc und Sarstedt
bezogen.

Glasgerate, Eppendorfgefal3e und Pipettenspitzen wurden autoklaviert.

2.3 CHEMIKALIEN, LOSUNGEN UND PUFFER

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien, Lésungen und Puffer wurden
von folgenden Firmen bezogen: Invitrogen, Merck, Roth, Serva und Sigma-
Aldrich. Die Chemikalien entsprechen, soweit nicht anders angegeben, dem
hdchsten zur Verfigung stehenden Reinheitsgrad.

Fir das Ansetzen von Puffern und anderen Losungen wurde, falls nicht
gesondert erwahnt, autoklaviertes, doppelt destilliertes Wasser verwendet. Der

pH-Wert wurde, wenn notwendig, eingestellt.

blocking-L6sung TBST + 5 % (w/v) Magermilchpulver

DNA-Ladepuffer (10x) 50 % (v/v) Glycerin, 10 mM Tris/HCI, 1
mM EDTA, 0,25 % (w/v)
Bromphenolblau, 0,05 % (w/v)

Xylencyanol
Ethidiumbromid-Bad 0,007 % (v/v) EtBr
PBS 140 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 8,6 mM

Naz2HPO4, 1,5 mM KH2HPO4, pH 7,4

TBE 90 mM Tris, 90 mM Borsaure, 1 mM
EDTA, pH 8

TBS (10x) 1,5 M NaCl, 500 mM Tris, pH 7,5
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2.4 GNRH ANALOGA

Der GnRH-I-Agonist Triptorelin  wurde freundlicherweise von Ferring
Pharmaceuticals und der GnRH-I-Antagonist Cetrorelix von Aeterna Zentaris
zur Verfligung gestellt (Tab. 2.1). Der verwendete GnRH-II-Agonist GnRH-II[D-
Lys®] wurde in unserem Auftrag von der Firma Peptide Specialty Laboratories
GmbH synthetisiert. Die Lieferung erfolgte als HPLC-aufgereinigtes TFA-Salz,
das in 1 N Essigsaure angeldst wurde.

Tabelle 2.1 Verwendete GnRH-Analoga

GnRH-Analoga Strukturabweichungen vom nativen  Referenz
Protein

Triptorelin [D-Trp%] Ferring
GnRH-I-Agonist Pharmaceuticals
Cetrorelix [(AcD-2Nal), (D-4Cpa?), (D-3Pal®),  Aeterna Zentaris
GnRH-I-Antagonist  (D-Cit®), (D-Ala10%°)] GmbH
GNnRH-II[D-Lys°] [D-Lys®] (Grundker et al.,
GnRH-II-Agonist 2002a)

2.5 ZELLKULTUR

2.5.1 KULTURMEDIEN

Die fur die Zellkultur eingesetzten Medien und deren Zusatze wurden von
Biochrom, Invitrogen, PAA und Sigma-Aldrich bezogen, soweit dies nicht

anders vermerkt ist.

DMEM-Kulturmedium, 1 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) P/S, 1 % (v/v) L-GIn
verringerte

Serumkonzentration

w/o Phenolrot

(fur Kokulturversuche)

DMEM-Kulturmedium 10% (viv) FCS, 1 % (v/v) P/S, 1 % (v/v) L-GIn
w/o Phenolrot
(fir Kokulturversuche)
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DMEM-Kulturmedium 10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) PIS, 1 % (v/v) L-GIn
w Phenolrot

MEM-Earl-Kulturmedium 10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) P/S, 50 IU Insulin
w Phenolrot

2.5.2 ZELLLINIEN

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien MG-63 und MCF-7 wurden von der
American Type Culture Collection (ATCC) bezogen.

Vorversuche zu der Arbeit von von Alten et al. (2006) haben gezeigt, dass die
Osteosarkom-Zelllinie MG-63 in diesem Versuchsaufbau vergleichbar mit
humanen Osteoblasten reagiert. Auch wenn einschrankend angemerkt werden
muss, dass MG-63 im Vergleich zu Osteoblasten sich insbesondere in ihrem
Wachstumsverhalten unterscheiden. Dies beinhaltet u.a. die hohe
Verdopplunsgrate, die fehlende Wachstumshemmung mit Ausbildung von
Multilayerverbanden sowie die Fahigkeit zur vermehrten Eigenproduktion von
Wachstumsfaktoren, wie z.B. auch TGF-B;. Aufgrund der besseren
Verfligbarkeit, der Stabilitat ihrer funktionellen Eigenschaften Uber langere
Passagezeitraume sowie die spezifischen osteoblastaren Eigenschaften der
Zelllinie MG-63 wurde diese an Stelle von humanen Osteoblasten fur alle

Versuche in dieser Arbeit verwendet.

Tabelle 2.2 Verwendete Zelllinien: Mammakarzinom, Fibroblasten

Zelllinie Herkunft Histologie Referenz

MCF-7 Pleuraerguss  Adenokarzinom (Soule et al,
1973)

MG-63 Knochen Osteosarkom (Billiau et al.,
1977)

2.6 OLIGONUKLEOTIDE

Alle vorliegenden Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech

synthetisiert.
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EGF: for 5 —ACATCAAAT ATCCTC AATGG -3
rev 5 —-GTG GCATCAAGACCGGGCTGC -3’
EGF-R1: for 5 -TCCTCC CAG TGC CTG AAT AC-3’
rev S5 —-TAATTT GGT GGCTGCCTTTC -3’
TGF- B1: for 5 - GGACACCAACTATTGCTTCAGCT -3
rev 5 —CTT GCT GAT CTG CGT TGT CCAGG -3
TGF-B-R-I:  for 5 —TAT GAT ATGACAACGTCAGGTTCTG -3
rev. 5 —-GAGCAAGTTTTATCATTCCTTCCAC-3
TGF- B-R-ll: for 5 — ACT AGA GAC AGT TTGCCATGA -3’
rev S —ATATTCTTC TGA GAAGATGATG-3
L7: for 5 —-AGATGT ACAGAACTG AAATTC -3
rev. 5 —ATT TAC CAA GAG ATC GAG CAA -3’

2.7 ENzZYME, PROTEINE, REAKTIONS- U. EXTRAKTIONSKITS

DNA-Ladder, 100 bp Invitrogen
DNase I® Roche
dNTPs Roche
Recombinant RNasin® RNase Inhibitor Promega
RNeasy® Mini Kit Quiagen
SuperScript™ Il Reverse Transcriptase Invitrogen
Taqg DNA Polymerase Roche
Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 % in D-PBS) PAA

2.8 SOFTWARE

GraphPad Prism® (Version 6) GraphPad Software Inc.
Kodak Digital Science 1D Image Analyse Software (Version 2.0.3) Kodak
Microsoft® Office 2007 Microsoft Corporation
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3 METHODEN

3.1 ZELLKULTUR UND PASSAGIERUNG ADHARENTER ZELLEN
Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien erfolgte bei 37°C im Brutschrank mit
wasserdampfgesattigter und 5% CO, angereicherter Atmosphéare. Als
KulturgefaRe wurden 75 cm? groRe Zellkulturflaschen verwendet. Das jeweilige
Kulturmedium wurde alle zwei bis drei Tage gewechselt. Alle Zellkulturarbeiten
wurden an einer Sterilwerkbank durchgefihrt.

Die Zellen wurden in bestimmten Zeitintervallen, die sich individuell nach den
Wachstumseigenschaften der jeweiligen Zelllinie richteten, passagiert. Dazu
wurden die Zellen mit 6 ml sterilem PBS gewaschen und anschlieRend mit
2,5 ml Trypsin/EDTA 5 bis 10 min. im Brutschrank inkubiert. Das Ablésen der
Zellen vom Boden der Zellkulturflasche wurde dabei regelmafig im
Phasenkontrastmikroskop kontrolliert. Durch Zugabe von 6 ml FCS-haltigem
Medium wurde die Trypsinreaktion gestoppt. Die Zellsuspension wurde
anschlieend 5 min. bei 1200 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert und das
Zellpellet in frischem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden auf neue
Zellkulturflaschen verteilt oder nach Bestimmung der Zellzahl mit der Neubauer-
Zahlkammer je nach Versuchsprotokoll in die entsprechenden Versuchsgefalie

ausgesat. Uberschiissige Zellen wurden verworfen.

3.2 ZELLZAHLBESTIMMUNG

Bei der Aussaat fur quantitative Zellkulturversuche ist eine Bestimmung der
Zellzahl unerlasslich. Diese erfolgte manuell durch Zellzahlung mit Hilfe einer
Neubauer-Zahlkammer. Hierzu wurde die auszuzdhlende Zellsuspension 1:1
mit Trypanblaulésung verdinnt, um abgestorbene Zellen sichtbar zu machen,
und in die Zahlkammer gegeben. Unter dem Mikroskop wurden nun die nicht
angefarbten Zellen gezahlt.

Die Neubauer-Zahlkammer hat eine Tiefe von 0,1 mm und eine Flache von
1 mm?. Sie beinhaltet ein Gitternetz, das aus 4 Quadranten & 16 Quadraten

besteht. Um die Zellzahl pro ml zu bestimmen, wurde die durchschnittliche
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Zellzahl pro Quadrant ermittelt und diese Zahl mit 10* multipliziert. Die
Verdinnung mit Trypanblaulésung wurde in der Berechnung bertcksichtigt.

3.3 KOKULTUR UND BEHANDLUNG DER ZELLEN

Die Kokultivierung ohne direkten Zellkontakt von MCF-7 und MG-63 erfolgte in
einer modifizierten Boyden Chamber (Abb. 3.1). Das System (ThinCert™,
Greiner bio-one) besteht aus einer 6 Well Multiwell Platte, in die
Zellkultureinsatze  (Inserts) eingehé&ngt werden. Diese trennen die
verschiedenen Zelltypen UUber eine Polycarbonat-Membran mit einem
Porendurchmesser von 8 um. Die Membran wird vor der Aussaat der Zellen mit
Matrigel™ (Matrigel™ Basement Membrane Matrix, BD Biosciences) 1:1
verdinnt mit phenolrot-freiem, serum-freiem DMEM beschichtet. Der
Porendurchmesser von 8 pum erlaubt noch einen Durchtritt der im Insert
befindlichen Mammakarzinomzellen.

Die Zellaussaat fur die Versuche erfolgte nach Bestimmung der Zellzahl in der
Neubauer-Zahlkammer. Pro Vertiefung wurden 6x10* Knochenzellen in 2 ml
phenolrot-freiem DMEM suspendiert und ausplattiert. Die Aussaat der
Mammakarzinomzellen in die Zellkultureinsatze erfolgte in einer Konzentration
von 35x10* Zellen / 1,5 ml phenolrot-freiem DMEM. Nach einer 24-stiindigen
Inkubationszeit wurden, um ein Anwachsen der Zellen zu ermdglichen, die
beiden Zelllinien zur Kokultur zusammengesetzt (Abb. 3.2). Zu diesem
Zeitpunkt (t0) erfolgte die erste Stimulation der Mammakarzinomzellen mit den
GnRH-Analoga bzw. mit PBS fir die Kontrollansatze. Das Kulturmedium der
MCF-7-Zellen wurde daflr abgesaugt und in derselben Menge mit der
entsprechenden Konzentration der GnRH-Analoga erneuert (Tab. 3.1). Je nach
Versuch erfolgte zu den Zeitpunkten t48 und / oder t72 eine weitere
Behandlung der Zellen mit GnRH-Analoga in derselben Konzentration. Das
Medium der Knochenzellen wurde bei den langer andauernden Versuchen nach
48 h ersetzt.

Die Versuche wurden unter Stressbedingungen wiederholt. Dafir wurden

sowohl Knochen- als auch Mammakarzinomzellen 72 h vor und wahrend des



25

Versuches in einem Medium kultiviert, das statt mit 10 % FCS nur mit 1 % FCS

versetzt war.
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breast cancer cells

[

i

Invasion Chamber (8 pm) \ECM gel

hOB or MG63

Abbildung 3.1 Kokultur-System

Kein Insert MCF-7 MCF-7

(+PBS) (+PBS)
MG-63 DMEM MG-63
MCF-7 MCF-7 MCF-7
(+Triptorelin) (+Cetrorelix) (+GnRH-II[D-Lys®])
MG-63 MG-63 MG-63

Abbildung 3.2 Schema des Versuchsaufbaus: 6-Well-Platte mit Inserts

Tabelle 3.1 Konzentration der verwendeten GnRH-Analoga

GnRH-Analoga

Konzentration

Triptorelin
Cetrorelix
[D-Lys®]|GnRH-II

1x10° M
1x10° M
1x10° M
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3.4 ZELLERNTE

Die Zellernte erfolgte nach 48 h, 72 h und 96 h. Die gewonnenen Proben
wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80° C eingefroren. Zunachst wurde
unter dem Abzug der RLT-Puffer des Rneasy® Mini Kit (Qiagen) nach Angaben
des Herstellers mit 3-Mercaptoethanol versetzt, in einem Verhaltnis von 10 pl -
Mercaptoethanol pro 10 ml RLT-Puffer. Fir jedes Well bzw. Insert wurde ein
Eppendorf-Cup vorbereitet und auf Eis kihl gestellt. Nach Absaugen des
Uberstandes wurden die Mammakarzinomzellen und die Matrigel-Beschichtung
mit einem abgeflammten und abgekihlten Spatel mechanisch gelost und mit
einer Pipette in ein mit 600 pl des vorbereiteten RLT-Puffers gefilltes
Eppendorf-Cup Uberfuhrt. Zur Ernte der Osteoblasten-ahnlichen Zellen wurde
der Uberstand abgesaugt und 600 pl des RLT-Puffers in die Wells pipettiert.
Nach 1 min. unter leichtem Schwenken der 6-Well-Platte wurde das Gemisch
mit einer Pipette aufgenommen und in ein vorbereitetes Eppendorf-Cup

Uberfihrt.

3.5 ISOLIERUNG DER GESAMT- RNA UND QUANTIFIZIERUNG
VON NUKLEINSAUREN

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus den Zellen erfolgte mit Hilfe des Rneasy®
Mini Kit (Qiagen) gemald den Angaben des Herstellers. Hierbei wurde die RNA
mit einem Guanidin-Isothiocyanat-Puffer (RLT-Puffer) lysiert und homogenisiert,
anschlieBend an eine Membran aus Silikagel gebunden, gewaschen und mit
RNase-freiem H,O eluiert. Anschlielend folgte die photometrische Bestimmung
der RNA-Konzentration. Nukleinsduren haben im ultravioletten Licht bei einer
Wellenlange von 260 nm ihr Absorptionsmaximum. Die Breite des Maximums
ist ein Indikator fur die Reinheit der DNA bzw. RNA und wird durch den Quotient
der Extinktionen bei 260 nm und 280 nm (OD20nm/OD2sonm) bestimmt. Eine
OD =1 entspricht einer RNA-Konzentration von 40 ug/ml in der Messldsung.
Der Quotient aus den Absorptionen bei 260 nm und 280 nm gilt als Mal3 fir die
Reinheit der Nukleinsaurepraparation. ldealerweise liegt dieser Wert fur RNA
bei 2,0. Die Absorption der Proben wurde in einem Gesamtvolumen von 70 pl

(7 pI RNA-Eluat und 63 pyl Ampuwa) in 10 mm Quarzkivetten gegen Ampuwa
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im Spektralphotometer bestimmt. Es folgte die anschlieRende Lagerung der
gewonnenen RNA-Proben bei -80°C.

3.6 REVERSE TRANSKRIPTION

Um in der semiquantitativen Polymerase-Kettenreaktion (PCR) als Template
verwendet werden zu kdnnen, muss die gewonnene Gesamt-RNA durch eine
RNA-abhéangige DNA-Polymerase, die Reverse Transkriptase, in einen
komplementaren DNA-Strang (cDNA) umgeschrieben werden. Hierfir wurde
das SuperScript™ Praamplifikationssystem (Invitrogen) verwendet. Das in
diesem System verwendete Enzym weist als Besonderheit eine reduzierte
RNase-H-Aktivitat auf. Um eventuelle Verunreinigungen ausschlielen zu
konnen, erfolgte vor der Reverse Transkriptase-Polymerase Kettenreaktion
(RT-PCR) eine Inkubation mit den Enzymen RNasin® (Promega) und DNase |
(Roche). Im Ansatz wurde zu 1 ug RNA je 1 pl der Enzyme hinzugefugt und mit
Rnase-freiem H,O auf 14 pl aufgefillt. Der Verdau erfolgte im Thermocycler bei
37°C fur 30 min. mit anschlieRender Denaturierung bei 70°C fir 10 min. und
folgender Kiihlung bei 4°C.

Fur die eigentliche cDNA-Synthese wurde aus den in Tab. 3.2 aufgefiihrten
Reagenzien ein Mastermix angesetzt.

Zu jeder Probe wurden nun 26 ul des Mastermixes hinzugefligt. Anschliel3end
erfolgte im Thermocycler eine Inkubation fir 60 min. bei 37°C und eine
Denaturierung fur 10 min. bei 95°C. Nach Abkuihlung auf 4°C wurde die cDNA

bis zur Wiederverwendung bei -20°C gelagert.

Tabelle 3.2 Mastermix

Menge
Oligo-d(T)15Primer 8,0 ul
dNTPs (10 mM) 4,0 ul
5 x RT-Puffer 8,0 ul
0,1 MDTT 4,0

SuperScript™ 2,0 pl
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3.7 SEMIQUANTITATIVE POLYMERASE-KETTENREAKTION
Mit der von Mullis et al. (1986) entwickelten Methode der Polymerase-
Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) werden selektiv bestimmte
Abschnitte der DNA exponentiell amplifiziert. Als Material diente die zuvor in der
RT-PCR gewonnene cDNA. Eine hitzestabile DNA-Polymerase, die Tag-
Polymerase (Saiki et al., 1988), synthetisiert, ausgehend von
sequenzspezifischen  Oligonukleotiden  (Primer), einen neuen DNA-
Doppelstrang an einzelstrangigen DNA-Matrizen. Durch einen zweiten
gegenlaufig orientierten Primer kann die DNA-Sequenz zwischen den beiden
Primern repliziert werden. Der Reaktionszyklus besteht aus drei Schritten:

1. Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 94°C

2. Anlagerung der Primer (Annealing) an die DNA-Einzelstrange bei einer

primer-spezifischen Temperatur
3. Synthese des komplementaren DNA-Doppelstranges (Elongation) bei
72°C

Den Zyklen wird eine 2-minitige Denaturierungsphase vorangestellt, um sicher
zu stellen, dass die gesamte eingesetzte DNA in einzelstrangiger Form vorliegt.
Am Ende der PCR schliel3t sich eine 10-mindtige Elongationsphase an, damit
alle PCR-Produkte vervollstandigt werden kénnen.
Fur den Nachweis, dass die gewonnenen cDNA-Proben intakt sind, wurde eine
PCR fiur das Housekeeping-Gen L7 durchgefuhrt. Um die Reinheit des
verwendeten Amplifikationsgemisches (Tab. 3.3) und des H,O zu Uberprifen,
wurde jeweils ein Reaktionsgefal ohne Zugabe von cDNA mitgefihrt.
In Tabelle 3.4 sind das PCR-Programm und die Targetgré3e flr das jeweilige
Gen zusammengefasst. Die Zyklenanzahl variiert je nach Zellart und Passage.
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Tabelle 3.3 Reaktionsansatz fir Polymerasekettenreaktion

Reagenz Menge
DEPC H,0O 11 pl
Primer sense 0,3 pl
Primer antisense 0,3 ul
10x PCR-Puffer 1,5 pl
dNTPs (10 mM) 1,2 pl
Tag-Polymerase 0,075 pl
cDNA 0,6 ul
Gesamtvolumen 14 ul

Tabelle 3.4 PCR-Programm: Temperatur und Zeit; Zyklenanzahl; Targetgréi3e

Gen Denaturierung  Annealing Elongation Zyklen Target
EGF 30 sec, 94°C 60 sec, 55°C 60 sec, 72°C 22-29 330bp
EGF-R-1 30 sec, 94°C 30 sec, 58°C 60 sec, 72°C 24-31 240 bp
TGF-B-1 75 sec, 94°C 75 sec, 58°C 120 sec, 72°C 25 187 bp
TGF-B-R-1  gosec,94°C  60sec, 57°C  120sec, 72°C  26-31 375 bp
TGF-B-R-1l 60 sec, 94°C 60 sec, 52°C 60 sec, 72°C 27-32 170 bp
L7 30 sec, 94°C 60 sec, 54°C 120 sec, 72°C  19-21 357 bp

3.8 AGAROSE-GELELEKTROPHORESE UND QUANTIFIZIERUNG
DER PCR-PRODUKTE

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine Methode, Nukleinsdure-Strange nach

ihrer Grol3e zu trennen. Zur Herstellung der 1,5 %-igen Agarose-Gele wurde die

entsprechende Menge an Agarose (peqGOLD Universal Agarose, peglLab) in

Y% x TBE-Puffer in der Mikrowelle aufgekocht und ohne Luftblaschen in die

Gelkammern mit

eingestecktem Kamm gegossen.

Nachdem das Gel

ausgehartet war, wurde es mit ¥2 x TBE-Puffer in einer Elektrophoresekammer

Uberschichtet und der Gelkamm gezogen. Je 10 pl der zu analysierenden

Nukleinsduren wurden mit je 2 yl 10 x DNA-Ladepuffer versetzt und in die



31

Geltaschen pipettiert. Als Referenz diente ein DNA-Fragmentlangen-Standard
(100 bp Ladder, Invitrogen). Zur Standardisierung liefen die L7-Fragmente auf
dem gleichen Gel wie die EGF-, EGF-R-1-, TGF-B-1-, TGF-B-R-I- und TGF-B-R-
II- Fragmente.

Die Elektrophorese dauerte 45 min. bei 85 V. Aufgrund der Farbbande des
DNA-Ladepuffers ist eine Abschétzung der Laufstrecke mdglich. Die Gele
wurden anschlie3end fir 20 min. im EtBr-Bad gefarbt, in ddH,O gewaschen
und die Ergebnisse mit dem Bio Doc Analyze der Firma Biometra festgehalten.
Die Auswertung erfolgte mit der Kodak Digital Science™ 1D Image Analyse
Software. Die Expressionsstufen wurden gegen die Kontrollen abgeglichen.

3.9 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte
mit Hilfe der GraphPad Prism Software (Version 4.03). Es wurden der one-way
Anowa- sowie der Newman-Keuls-Test zur statistischen Auswertung
angewendet. Die statistische Analyse wurde wie folgt angegeben: a, p<0,05 vs.

Kokultur; b, p<0,01 vs. Kokultur; ¢, p<0,001 vs. Kokultur; n. s., nicht signifikant.
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4 ERGEBNISSE

4.1 WIRKUNG VON GNRH-ANALOGA AUF DIE MRNA-
EXPRESSION VON EGF uND EGFR WAHREND DER
KOKULTUR

Die GnRH-I- und GnRH-II-Rezeptor-positive-Zelllinie MCF-7 wurde mit der
Osteoblasten-ahnlichen-Zelllinie MG-63 fur 48 h kokultiviert. Daneben wurden
als Kontrolle MCF-7 dber Medium und MG-63 ohne MCF-7 kultiviert. Nach
Aussaat der Zelllinien und einer 24-stiindigen Anwachszeit folgte zum Zeitpunkt
t0 das Zusammensetzen zur Kokultur und die Stimulation von MCF-7 mit dem
GnRH-1 Agonisten Triptorelin, dem GnRH-I Antagonisten Cetrorelix oder dem
GnRH-II Agonisten GnRH-II[D-Lys®]. Als Kokulturkontrolle diente eine mit PBS
behandelte Probe. Nach 48 h wurde der Versuch beendet.

Mittels PCR wurde die EGF mRNA Expression sowohl in MCF-7 als auch in
MG-63 bestimmt. Zum Abgleich wurde das housekeeping-gene L7 mitgefihrt.
Wie die Abb. 4.3 zeigt, hat die Behandlung von MCF-7 mit Triptorelin, Cetrorelix
oder GnRH-II[D-Lys®] weder in MCF-7 noch in MG-63 einen signifikanten Effekt
auf die EGF mRNA Expression. MG-63 zeigt in der Kokulturkontrolle, in der mit
Triptorelin und in der mit GnRH-II[D-Lys®] behandelten Probe eine signifikante
Steigerung der EGF mRNA Expression, verglichen mit der ohne MCF-7
kultivierten Kontrolle (p<0,05).
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K KK T C G EGF (330 bp)

Abbildung 4.1 EGF mRNA Expression in MCF-7 K (Kontrolle) KK (Kokultur) T (Triptorelin) C
(Cetrorelix) G (GnRH-II[D-Lys®])

L7 (357 bp)

EGF (330 bp)

K KK T C G

Abbildung 4.2 EGF mRNA Expression in MG- 63 K (Kontrolle) KK (Kokultur) T (Triptorelin) C
(Cetrorelix) G (GhRH-II[D-Lys®))
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Abbildung 4.3 Wirkung von GnRH-Analoga auf die mRNA-Expression von EGF wéahrend
der Kokultur (A) Wirkung von Triptorelin, Cetrorelix und GnRH-II[D-Lys®] auf die mRNA-
Expression von EGF in MCF-7. (n=3). (B) Wirkung Triptorelin, Cetrorelix und GnRH-II[D-Lyse]
auf die mRNA-Expression von EGF in MG-63 (n=3). Die Daten stammen aus mindestens drei
unabhangigen Versuchen mit verschiedenen Passagen jeder Zellreihe. a p<0,05 vs. Kontrolle.

Ebenso wie zu EGF beschrieben, wurde die EGFR-mRNA-Expression in den
Zelllinien bestimmt. Hier zeigten sich weder im Vergleich von Kontrollen und
Kokulturkontrollen noch nach Behandlung mit GnRH-Analoga signifikante

Unterschiede in der EGFR-mRNA-Expression (Abb. 4.6).
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L7 (357 bp)

EGFR (240 bp)
K KK T C G

Abbildung 4.4 EGFR mRNA Expression in MCF-7 K (Kontrolle) KK (Kokultur) T (Triptorelin) C
(Cetrorelix) G (GnRH-II[D-Lys®]

L7 (357 bp)

EGFR (240 bp)
K KK T C G

Abbildung 4.5 EGFR mRNA Expression in MG-63 K (Kontrolle) KK (Kokultur) T (Triptorelin) C
(Cetrorelix) G (GnRH-II[D-Lys®]
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Abbildung 4.6 Wirkung von GnRH-Analoga auf die mRNA-Expression von EGFR wahrend
der Kokultur (A) Wirkung von Triptorelin, Cetrorelix und GnRH-II[D-Lyse] auf die mRNA-
Expression von EGFR in MCF-7 (n=3), (B) Wirkung von Triptorelin, Cetrorelix und GnRH-II[D-
Lyse] auf die mRNA-Expression von EGFR in MG-63 (n=3). Die Daten stammen aus
mindestens drei unabh&ngigen Versuchen mit verschiedenen Passagen jeder Zellreihe.
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4.1.1 ZEITVERLAUFE DER MRNA-EXPRESSION

Da nach 48 h keine signifikanten Effekte der GnRH-Analoga sichtbar waren,
wurden die Kokulturversuche auf 72 h bzw. 96 h verlangert, um mdgliche
Effekte im Zeitverlauf aufzudecken. Die Stimulation der Proben mit den GnRH-
Analoga bzw. PBS in der Kokulturkontrolle erfolgte zum Zeitpunkt tO und t48.
Verglichen mit der Kokulturkontrolle zeigen sich in den behandelten Proben
weder in MCF-7 noch in MG-63 signifikante Unterschiede in der EGF-mRNA-
Expression (Abb. 4.7).
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Abbildung 4.7 Zeitabhangige Wirkung der GnRH-Analoga auf die mRNA-Expression von
EGF wahrend der Kokultur (A) Wirkung von Triptorelin, Cetrorelix und GnRH—II[D—LysG] auf die
mMRNA-Expression von EGF in MCF-7 wahrend der Kokultur; (B) Wirkung von Triptorelin,
Cetrorelix und GnRH—II[D-Lyse] auf die mRNA-Expression von EGF in MG-63 wahrend der
Kokultur. Die Kokulturversuche wurden zu den Zeitpunkten t48, t72 und t96 beendet (je n=3).
Die Stimulation der Brustkrebszellen mit den GnRH-Analoga erfolgte zum Zeitpunkt tO und t48.

Genauso wurde die mRNA-Expression des EGFR zeitabhangig untersucht
(Abb. 4.8). Auch hier zeigen sich im Vergleich der stimulierten Proben mit der
Kokulturkontrolle weder in  MCF-7 noch in MG-63 signifikante

Expressionsunterschiede.
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Abbildung 4.8 Zeitabhangige Wirkung der GnRH-Analoga auf die mRNA-Expression des
EGFR wéahrend der Kokultur (A) Wirkung von Triptorelin, Cetrorelix und GnRH-II[D-LysG] auf
die mRNA-Expression des EGFR in MCF-7 wahrend der Kokultur; (B) Wirkung von Triptorelin,
Cetrorelix und GnRH—II[D-LysG] auf die mRNA-Expression des EGFR in MG-63 wahrend der
Kokultur. Die Kokulturversuche wurden zu den Zeitpunkten t48, t72 und t96 beendet (je n=3).
Die Stimulation der Brustkrebszellen mit den GnRH-Analoga erfolgte zum Zeitpunkt tO und t48h

4.1.2 MRNA-EXPRESSION UNTER KULTURBEDINGUNGEN MIT
VERRINGERTER SERUMKONZENTRATION

Um eventuelle Effekte der GnRH-Analoga bzw. der Kokultur auf die mRNA-
Expression von EGF und EGFR zu verstarken, wurden die Zellen 72 h vor und
wahrend der Kokulturversuche unter Kulturbedingungen mit verringerter
Serumkonzentration kultiviert. Das Kulturmedium wurde dafir statt mit 10 % nur
mit 1 % FCS versetzt. Es gab keine weiteren Unterschiede im Ablauf der
Versuche.

In Abb. 4.13 sind die Ergebnisse der Kokulturversuche unter Kulturbedingungen
mit verringerter Serumkonzentration dargestellt. Weder in MCF-7 noch in MG-
63 werden signifikante Unterschiede in der mRNA-Expression von EGF und
EGFR sichtbar.
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Abbildung 4.9 EGF mRNA Expression in MCF-7 bei verringerter Serumkonzentration K
(Kontrolle) KK (Kokultur) T (Triptorelin) C (Cetrorelix) G (GnRH-II[D-LysG]
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Abbildung 4.10 EGFR mRNA Expression in MCF-7 bei verringerter Serumkonzentration K
(Kontrolle) KK (Kokultur) T (Triptorelin) C (Cetrorelix) G (GnRH—II[D-LysG]
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Abbildung 4.11 EGF mRNA Expression in MG-63 bei verringerter Serumkonzentration K
(Kontrolle) KK (Kokultur) T (Triptorelin) C (Cetrorelix) G (GnRH-II[D-LysG]

L7 (357 bp)

EGFR (240 bp)
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Abbildung 4.12 EGFR mRNA Expression in MG-63 bei verringerter Serumkonzentration K
(Kontrolle) KK (Kokultur) T (Triptorelin) C (Cetrorelix) G (GnRH-II[D-LySG]
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Abbildung 4.13 Wirkung der GnRH-Analoga auf die mRNA-Expression von EGF und
EGFR wahrend der Kokultur unter Kulturbedingungen mit verringerter
Serumkonzentration Wirkung von Triptorelin, Cetrorelix und GnRH-II[D-LysG] auf die
MRNA-Expression von EGF (A) (n=3) und des EGFR (B) (n=3) in MCF-7 wéahrend der
Kokultur unter Kulturbedingungen mit verringerter Serumkonzentration; Wirkung von Triptorelin,
Cetrorelix und GnRH-II[D-Lys"] auf die mRNA-Expression von EGF (C) (n=3) und des EGFR
(D) (n=3) in MG-63 wahrend der Kokultur unter Kulturbedingungen mit verringerter
Serumkonzentration.

4.2 WIRKUNG VON GNRH-ANALOGA AUF DIE MRNA-
EXPRESSION VON TGF-BETA WAHREND DER KOKULTUR

4.2.1 MRNA-EXPRESSION VON TGF-BETA IN MG-63 UND MCF-7

Da sich in der mRNA-Expression von EGF und EGFR kaum signifikante
Unterschiede zeigen, wurde die mRNA-Expression eines weiteren
Wachstumsfaktors untersucht. Abb. 4.16 zeigt die mMRNA-Expression von TGF-
B1 in MCF-7 und MG-63 nach 48 h Versuchsdauer. Man kann in MCF-7 einen

signifikanten Abfall der Expression von TGF-B; in den Proben der mit den
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GnRH-Analoga behandelten Zellen verglichen mit der ohne MG-63 kultivierten
Kontrolle, erkennen (p<0,05). In MG-63 ist keine Signifikanz in der TGF-B;
MRNA-Expression sichtbar.

TGF-B; (187 bp)

K KK T C G

Abbildung 4.14 TGF-B; mRNA Expression in MCF-7 K (Kontrolle) KK (Kokultur) T
(Triptorelin) C (Cetrorelix) G (GnRH—II[D-LysG]

L7 (357 bp)

TGF-B; (187 bp)

K KK T C G

Abbildung 4.15 TGF-B; mRNA Expression in MG-63 K (Kontrolle) KK (Kokultur) T
(Triptorelin) C (Cetrorelix) G (GnRH—II[D-LysG]
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Abbildung 4.11 Wirkung von GnRH-Analoga auf die mRNA-Expression von TGF-B;
wahrend der Kokultur (A) Wirkung von Triptorelin, Cetrorelix und GnRH—II[D-Lyse] auf die
MRNA-Expression von TGF-B; in MCF-7 wéhrend der Kokultur (n=3). (B) Wirkung von
Triptorelin, Cetrorelix und GnRH-II[D-LysG] auf die mRNA-Expression von TGF-f in MG-63
wahrend der Kokultur (n=3). a p<0,05 vs. Kontrolle.
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4.2.2 MRNA-EXPRESSION VON TGF-BETA IM ZEITVERLAUF

Wie bei EGF und EGFR wurde eine eventuelle Zeitabhangigkeit der TGF-1
MRNA-Expression untersucht. In MCF-7 ist der Effekt der GnRH-Analoga nach
72 und 96 h vergleichbar mit dem nach 48 h.

In MG-63 zeigt sich nach 96 h Versuchsdauer ein signifikanter Anstieg der
Kokulturkontrolle im Vergleich zur Kontrolle (p<0,05). Die
Expressionsunterschiede der mit GnRH-Analoga behandelten Proben zur
Kontrolle sind nicht signifikant (Abb. 4.17).
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Abbildung 4.12 Zeitabhangige Wirkung von GnRH-Analoga auf die mRNA-Expression
von TGF-Bf1 wahrend der Kokultur (A) Wirkung von Triptorelin, Cetrorelix und GnRH-II[D-
Lys6] auf die mRNA-Expression von TGF-B in MCF-7 wéahrend der Kokultur. (B) Wirkung von
Triptorelin, Cetrorelix und GnRH—II[D—LysG] auf die mRNA-Expression von TGF-f in MG-63
wahrend der Kokultur. Die Kokulturversuche wurden zu den Zeitpunkten t48, t72 und t96
beendet (je n=3). Die Stimulation der Brustkrebszellen mit den GnRH-Analoga erfolgte zum
Zeitpunkt tO und t48.
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4.2.3 MRNA-EXPRESSION VON TGF-BETA UNTER
KULTURBEDINGUNGEN MIT VERRINGERTER SERUMKONZENTRATION

Auch die TGF-B;-mRNA-Expression wurde bei den Versuchen unter
Kulturbedingungen mit verringerter Serumkonzentration untersucht. Hier zeigen
sich wie in Abb. 4.20 dargestellt, weder in MCF-7 noch in MG-63 signifikante
MRNA-Expressionsunterschiede.

- : L7 (357 bp)

TGF-B, (187 bp)

K KK T C G

Abbildung 4.18 TGF-B; mRNA Expression in MCF-7 K (Kontrolle) KK (Kokultur) T
(Triptorelin) C (Cetrorelix) G (GnRH—II[D-Lyse]

— — ' L7 (357 bp)
TGF-B, (187 bp)
K KK T C G

Abbildung 4.19 TGF-B; mRNA Expression in MG-63 K (Kontrolle) KK (Kokultur) T
(Triptorelin) C (Cetrorelix) G (GnRH-II[D-LysG]
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Abbildung 4.20 Wirkung von GnRH-Analoga auf die mRNA-Expression von TGF-1
wahrend der Kokultur unter Kulturbedingungen mit verringerter Serumkonzentration (A)
Wirkung von Triptorelin, Cetrorelix und GnRH—II[D—LysG] auf die mRNA-Expression von TGF-f in
MCF-7 wahrend der Kokultur unter Kulturbedingungen mit verringerter Serumkonzentration
(n=3). (B) Wirkung von Triptorelin, Cetrorelix und GnRH—II[D—LysG] auf die mRNA-Expression
von TGF-B in MG-63 wahrend der Kokultur unter Kulturbedingungen mit verringerter
Serumkonzentration (n=3).

4.3 WIRKUNG VON GNRH-ANALOGA AUF DIE EXPRESSION
VON TGF-BETA-REZEPTOREN-I| UND -II

4.3.1 MRNA-EXPRESSION VON TGFBR1 UND 2 IN MG-63

Die  mRNA-Expression der mit TGF-B; korrespondierenden Rezeptoren
TGFBR1 und TGFBR2 wurde in zun&chst in MG-63 untersucht. Gezeigt sind in
Abb. 4.23 die Ergebnisse der 48-h-Versuche ohne Kulturbedingungen mit
verringerter Serumkonzentration. Es gibt keine signifikanten

Expressionsunterschiede der Rezeptoren in MG-63.

== o, TGFBR1 (375 bp)

L7 (357 b
K KK T C G ( P

Abbildung 4.21 TGFBR1 mRNA Expression in MG-63 K (Kontrolle) KK (Kokultur) T
(Triptorelin) C (Cetrorelix) G (GnRH-II[D-Lys"]



44

TGFBR2 (170 bp)
K KK T C G

Abbildung 4.22 TGFBR2 mRNA Expression in MG-63 K (Kontrolle) KK (Kokultur) T
(Triptorelin) C (Cetrorelix) G (GnRH-II[D-LysG]
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Abbildung 4.23 Wirkung von GnRH-Analoga auf die mRNA-Expression von TGF-B-
Rezeptoren in MG-63 wahrend der Kokultur (A) Wirkung von Triptorelin, Cetrorelix und
GnRH-II[D—LysG] auf die mRNA-Expression von TGFBR1 in MG-63.wahrend der Kokultur (n=3).
(B) Wirkung von Triptorelin, Cetrorelix und GnRH-II[D-Lyse] auf die mRNA-Expression von
TGFBR2 in MG-63 wéhrend der Kokultur (n=3).

4.3.2 MRNA-EXPRESSION VON TGFBR I uND Il IN MCF-7

Die TGFBR-I- und TGFBR-II-mRNA-Expression wurde auch in den MCF-7
Proben der 48-h-Versuche ohne Kulturbedingungen mit verringerter
Serumkonzentration untersucht. Hier zeigt sich in der Kokulturkontrolle,
verglichen mit der Kontrolle, ein signifikanter Anstieg der mRNA-Expression des
TGFBR2. Des Weiteren fallt die mRNA-Expression sowohl des TGFBR1 als
auch des TGFBR2 in den mit GnRH-Analoga behandelten Proben im Vergleich
zur Kokulturkontrolle und im Vergleich zur Kontrolle deutlich signifikant ab

(Abb.4.26).
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TGFBR1 (375 bp)

K KK T C G L7 (357 bp)

Abbildung 4.24 TGFBR1 mRNA Expression in MCF-7 K (Kontrolle) KK (Kokultur) T
(Triptorelin) C (Cetrorelix) G (GnRH-II[D-Lys"]
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Abbildung 4.25 TGFBR2 mRNA Expression in MCF-7 K (Kontrolle) KK (Kokultur) T
(Triptorelin) C (Cetrorelix) G (GnRH—II[D—LysG]
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Abbildung 4.26 Wirkung von GnRH-Analoga auf die mRNA-Expression von TGF-B-
Rezeptoren in MCF-7-Mammakarzinomzellen wéahrend der Kokultur (A) Wirkung von
Triptorelin, Cetrorelix und GnRH-II[D-LysG] auf die mRNA-Expression von TGFBR1 in MCF-7
wahrend der Kokultur (n=3). (B) Wirkung von Triptorelin, Cetrorelix und GnRH-II[D-Lyse] auf die
MRNA-Expression von TGFBR2 in MCF-7 wahrend der Kokultur (n=3). a p<0,05 vs. Kokultur, b
p<0,01 vs. Kokultur, c p<0,001 vs. Kokultur, d p<0,05 vs. Kontrolle, f p<0,001 vs. Kontrolle
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5 DISKUSSION

In dieser Arbeit wurde die Wirkung der GnRH-Analoga Triptorelin, Cetrorelix
und GnRH-II[D-Lys®] auf die Expression von Wachstumsfaktoren und deren
Rezeptoren in humanen Mammakarzinomzellen und der Osteoblasten-
ahnlichen Zellreihe MG-63 wahrend der Kokultur untersucht. Grundlage davon
war die Erkenntnis, dass eine Hemmung der Invasivitat und Migration von
Mammakarzinomzellen durch GnRH-Analoga gehemmt werden konnte (von
Alten et al.,, 2006). Die molekularen Mechanismen, die dieser Hemmung
zugrunde liegen, sollten hierbei n&her untersucht werden.

Wachstumsfaktoren, deren Rezeptoren sowie die nachgeschalteten Signalwege
sind in der Literatur vielfach in zentralen Positionen in den verschiedenen
Schritten der Tumorgenese beschrieben worden. Daher lag die Vermutung
nahe, dass auch eine GnRH-vermittelte Wirkung moglicherweise Uber eine
Veranderung im Expressionsmuster von Wachstumsfaktoren und deren
Rezeptoren erzielt wird. Genauer untersucht wurden in dieser Arbeit der
epidermal growth factor (EGF), dessen Rezeptor EGFR sowie TGFB; und
dessen Rezeptoren TGFBRI und RII.

51 WIRKUNG VON GNRH-ANALOGA AUF DIE MRNA-
EXPRESSION VON EGF UND EGFR IN DER
OSTEOBLASTEN-AHNLICHEN ZELLREIHE MG-63 UND
MAMMAKARZINOMZELLEN WAHREND DER KOKULTUR

Der Rolle des epidermalen Wachstumsfaktors und seiner Rezeptoren in der
Tumorgenese humaner Karzinome ist weitgehend bekannt. Dazu z&hlen u.a.
Zellmotilitét, Invasivitdt, Osteoklasten-mediierte Knochendestruktion und
Angiogenese (De Luca et al.,, 2008, Normanno und Gullick, 2006). Zudem
konnte bereits eine Beeinflussung der EGF-Signaltransduktion durch GnRH-
Analoga gezeigt werden. So interferiert der GnRH-I-Agonist Triptorelin und der
GnRH- 1I-Agonist GnRH-II[D-Lys®] mit der EGF-induzierten Signaltransduktion
und wirkt entgegen die EGF-induzierte Autophosphorylation der EGF-
Rezeptoren (Gunthert et al., 2005). Scott et al. (1991) konnten nachweisen,

dass direkte antiproliferative Effekte von GnRH-I Analoga auf humane
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Brustkrebszellen in vitro und auch xenotransplantiert im Nacktmausmodell
zumindest teilweise durch den Antagonismus von Wachstumsfaktoren wie EGF
vermittelt werden. Wachstum und Invasivitat von Brustkrebszellen sind mit dem
EGF-Signaltransduktionsweg gekoppelt (Spencer et al. 2000, Price et al. 1999).
Dennoch konnte in dieser Arbeit kein signifikanter Effekt der GnRH-Analoga
Triptorelin, Cetrorelix und GnRH-II[D-Lys®] auf die mMRNA Expression von EGF
und EGFR in der Mammakarzinomzellreihe MCF-7 und der Osteoblasten-
ahnlichen Zellreihe MG-63 wahrend der Kokultur gezeigt werden. Auch eine
Veranderung der Versuchsbedingungen (Kultivierung in  Medium mit
verringerter Serumkonzentration) und der Zeit der Kokultivierung erbrachte kein
anderes Ergebnis. Somit wird die reduzierte Invasion und Migration der
humanen Mammkarzinomlinie MCF-7 wahrend der Kokultur mit der
Osteoblasten-ahnlichen Zellreihe MG-63 nicht durch die Regulierung der
Transkription von EGF und dem EGFR erreicht.

52 WIRKUNG VON GNRH-ANALOGA AUF DIE MRNA-
EXPRESSION VON TGF-BETA UND SEINEN REZEPTOREN
TGFBR-I UND -Il IN DER OSTEOBLASTEN-AHNLICHEN
ZELLREIHE MG-63 UND MAMMAKARZINOMZELLEN
WAHREND DER KOKULTUR

Ebenso wie fur EGF bzw. den EGF-induzierten Signalweg ist fur TGF- und die
nachfolgende Signalkaskade eine zentrale Bedeutung in der Tumorbiologie und
der Metastasierung nachgewiesen worden. TGF- kann sowohl als
Tumorpromoter als auch als Tumorsuppressor wirken. Die gegensétzliche
Wirkungsweise erklart sich zum Teil aus den unterschiedlichen Auswirkungen
des TGF-B-Signals auf das Zielgewebe, die u.a. von der Beschaffenheit der
nachfolgenden Signalkaskade oder einer mdglichen Gewebsvorschadigung
abhangig sind. So gehen in der Carcinogenese die
Tumorsuppressorfunktionen, wie Apoptoseinduktion und Hemmung der
Zellproliferation durch das TGF-B-Signal, verloren und es zeigen sich vermehrt
pro-onkogene Wirkungsweisen von TGF-B, wie u.a. eine vermehrte
Zellmigration durch Induktion von epithelialer-mesenchymaler

Transdifferenzierung, was den Verlust von Zell-Zell-Kontakten und Akquisition
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von Fibroblasten zur Folge hat (Padua und Massagué, 2009). TGF-B kann das
Uberleben und die Motilitat der Zellen im Kreislauf und Gewebe durch
Immunregulation (Massagué und Chen, 2000) und vermehrte Produktion von
extrazellularer Matrix und Proteasen (Derynck et al., 2001) erleichtern. Durch
Stimulation der Angiogenese (Padua und Massagué, 2009) und Steigerung der
Osteoklastenaktivitat (Oursler et al., 1994) und damit verbundener Freisetzung
weiterer forderlich wirkender Faktoren wird gerade im Knochen die Etablierung
und das Wachstum der Metastasen durch TGF-B gefordert (Guise und
Chirgwin, 2003). Dieses Wirkspektrum von TGF-B erklart dessen immense
Bedeutung in Carcinogenese und Metastasierung der verschiedensten
Tumoridentitaten und sollte daher auch im Rahmen dieser Arbeit untersucht
werden, auch wenn in dem verwendeten in vitro-Kokulturmodell sicher nicht alle

Eigenschaften zum Tragen kommen.

In der Literatur gibt es bisher nur einzelne Arbeiten, die sich mit der Wirkung
von GnRH-Analoga auf die Expression von TGF-B oder dessen Rezeptoren
beschéftigen.

Dou et al. (1996) konnten eine verminderte mRNA-Expression von TGF-$ und
dessen Rezeptoren TGFBR1 und TGFBR2 in Uterusleiomyomen nach
Behandlung der Patientinnen mit dem GnRH-Agonisten Leuprolidacetat
nachweisen. Ebenso konnten Chegini et al. (2003) eine verminderte Expression
von TGFBR-I und -Il in Leiomyomen nach Behandlung der Patientinnen mit
GnRH-Analoga belegen. Trotz der Tatsache, dass GnRH-Rezeptoren in vielen
weiteren extrahypophysaren Geweben, wie auch in vielen gynékologischen
Karzinomen, nachgewiesen (Volker et al.,, 2002) wurden, war eine GnRH-
Analoga-vermittelte Anderung der Expression von TGF-B oder seinen
Rezeptoren in Karzinomen bisher nicht bekannt. In dieser Arbeit konnte nun
erstmals belegt werden, dass die GnRH-Analoga Triptorelin, Cetrorelix und
GnRH-II[D-Lys®] die MRNA-Expression des TGFBR1 und -2 in MCF-7
Mammakarzinomzellen wéahrend der Kokultur mit der Osteoblasten-&hnlichen
Zellreihe MG-63 signifikant hemmen. Die mRNA-Expression von TGF-3 &ndert

sich hingegen weder in den Mammakarzinomzellen noch in den Osteoblasten-
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ahnlichen Zellreihe MG-63, anders, als es Dou et al. (1996) in Leiomyomen
zeigen konnten.

Da GnRH-Analoga eine Hemmung der Migration und Invasion von
Mammakarzinomzellen wahrend der Kokultur mit der Osteoblasten-&hnlichen
Zellreihe MG-63 bewirken, stellt sich die Frage, ob die in dieser Arbeit
nachgewiesene verminderte mRNA-Expression von TGFBR1 oder -2 nach

Behandlung mit GnRH-Analoga damit in Zusammenhang steht.

In der klassischen Signalkaskade bindet TGF-B an den TGFBR-II, woraufhin
der Liganden/Rezeptor-Komplex einen heteromeren Komplex mit TGFBR-I
bildet und die weitere Signaltransduktion Uber verschiedene nachgeschaltete
Wege aktiviert wird.

Die Exprimierung und Funktion der beiden Rezeptoren kann entscheidend fur
Wirkung und Effekte von TGF- sein. So wurden Mutationen und
Expressionsveranderungen in  verschiedenen  Tumortypen  gefunden.
Mutationen des TGFBR1 wurden in metastasierenden Mammakarzinomzellen
(Chen et al.,, 1998) und Ovarialkarzinomen (Chen et al., 2001) gefunden.
RegelmaRig kann man TGFBR2- Mutationen bei Magenkarzinomen (Chung et
al., 1996) und Kolonkarzinomen (Grady et al., 1999) beobachten. Mutationen
sind ein Weg, die Rezeptoren zu inaktivieren oder das nachfolgende Signal zu
verandern.

Fast alle soliden Tumortypen und auch einige Leuk&mieformen zeigen
Expressionsveranderungen einer oder beider TGF-B-Rezeptoren.
Expressionsveranderungen von TGFBR-I werden insgesamt seltener gefunden
als von TGFBR2. So findet sich beispielsweise eine verringerte Expression von
TGFBR1 in Magenkarzinomzellen (Kang et al., 1999). Reduzierte TGFBR2
Expression in hepatozellularen Karzinomen (HCC) ist mit einem aggressiveren
Phanotypen und hoéherer Metastasierungsrate vergesellschaftet (Mamiya et al.,
2010). Auch Prostataepithelzellen zeigen haufig eine Expressionsveranderung
der beiden Rezeptoren. Der Verlust der Rezeptor-mRNA-Expression korreliert
hier mit der Karzinomentwicklung (Kim et al., 1996) und eine ausreichende
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Rezeptordichte ist notwendig, um die TGF-B-induzierte Apoptose zu erhalten
(Wikstrom et al., 2000).

Eine Expressionsverminderung einer oder beider Rezeptoren wird also in fast
allen Tumortypen beobachtet und ist zumeist ein Indiz fir ein fortgeschrittenes
Karzinom mit hoher Metastasierungsneigung. Jedoch wird haufig auch das
genaue Gegenteil beobachtet. So konnten Siegel und Massagué (2003) eine
vermehrte Metastasierung von neu-induziertem Brustkrebs in transgenen
Mausen bei Uberexpression des TGFBR1 =zeigen. Ein niedriges
Expressionslevel der TGF-B-Rezeptoren in Ostrogenrezeptor-negativen
Brustkrebszellen ist mit einem verbessertem outcome assoziiert (Buck et al.,
2004). Zheng et al. (2012) konnten im Linsenepithel eine Verminderung der
auch fur die Migration und Invasion von Tumorzellen wichtigen EMT durch
verringerte Expression von TGFBR2-mRNA wund -Protein nachweisen.
Futakuchi et al. (2008) haben sich mit den molekularen Veranderungen von in
Knochen metastasierten Mammakarzinomzellen beschéftigt und konnten
zeigen, dass die TGFBR1-Expression in den Metastasen und im betroffenen
Knochengewebe héher war als im Primartumor selbst. Zudem wurde die tumor-
induzierte Osteolyse sowie die Expression des TGFBR1 durch Behandlung mit
einem TGF-3-R-I Kinase-Inhibitor reduziert.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass GnRH-Analoga eine
Expressionsverminderung des TGFBR1 und TGFBR2 in
Mammakarzinomzellen wéhrend der Kokultur mit der Osteoblasten-&hnlichen
Zellreine MG-63 bewirken. Ob dies zu der nachgewiesenen Hemmung der
Migration und Invasion von Mammakarzinomzellen wéahrend der Kokultur mit
der Osteoblasten-&hnlichen Zellreihe MG-63 beitrdgt, muss letztendlich offen
bleiben. Die Forschungsergebnisse der bisherigen Arbeiten zu diesem Thema
lassen jedoch den Schluss zu, dass eine TGF-B-Rezeptormodulation einer der
Mechanismen ist, Uber den die GnRH-Analoga Einfluss auf die Migration und

Invasion der Mammakarzinomzellen nehmen.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das Mammakarzinom ist weltweit eine der haufigsten Malignomerkrankungen
der Frau. Im fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung entwickeln bis zu 75 %
der Patientinnen ossare Metastasen. Eine Vielzahl molekularer Mechanismen,
die den einzelnen Schritten der Metastasierung zu Grunde liegen, wurde
aufgedeckt. Haufig spielt dabei die Exprimierung von Wachstumsfaktoren und
deren Rezeptoren eine zentrale Rolle. Ziel einer onkologischen Therapie ist u.a.
die Hemmung der Entwicklung von Metastasen. GnRH-Analoga kdnnen
Invasion und Migration von Mammakarzinomzellen wéhrend der Kokultur mit
der Osteoblasten-ahnlichen Zellreihe MG-63 hemmen. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, die Wirkung von GnRH-Analoga auf die Expression von
Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren in Mammakarzinomzellen und
Knochenzellen aufzudecken.

Es konnte erstmals gezeigt werden, dass die GnRH-Analoga Triptorelin,
Cetrorelix und GnRH-II[D-Lys®] die mRNA Expression des TGFBR-I und -l in
MCF-7 Mammakarzinomzellen wahrend der Kokultur mit der Osteoblasten-
ahnlichen Zellreihe MG-63 signifikant hemmen. Keinerlei Veranderungen, auch
nicht unter verlangerter Einwirkungszeit oder nach Verringerung der
Serumkonzentration im verwendeten Zellkulturmedium, bewirken sie im
Expressionsmuster von TGF-B1, EGF und dessen Rezeptor EGFR.
Expressionsveranderungen der TGF-B-Rezeptoren werden in fast allen
Karzinomtypen beobachtet. Die Modulation des Expressionsprofiles kann das
Metastasierungsverhalten der Krebszellen beeinflussen. Daher liegt der
Schluss nahe, dass die durch GnRH-Analoga bewirkte Expressionsminderung
der TGF-B-Rezeptoren in direktem Zusammenhang mit der durch GnRH-
Analoga vermittelten Hemmung der Migration und Invasion der

Mammakarzinomzellen steht.
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8 ANHANG

8.1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

°C

A

Abb.
ActR
ADH
ALK
AMH
ATCC
BMK
BMP
bp
BRCA
BTC

C
cDNA
cm
CTGF
Da
ddH,0O
DEPC
DMEM
DNA
Dnase |
dNTP
ds
EDTA
EGF
EMT

Grad Celsius

Adenosin

Abbildung

activin receptor

atypische duktale Hyperplasie
activin receptor-like kinase
Anti-Muller-Hormon

American Type Culture Collection
big MAPK

bone morphogenetic protein
Basenpaare

breast cancer genes

Betacellulin

Cytosin

copy-DNA

Zentimeter

connective tissue growth factor
Dalton

doppelt destilliertes Wasser
Diethylpyrocarbonat

Dulbecco’s modified eagle’s medium
Deoxyribonukleinsaure
Deoxyribonuklease |
Deoxyribonukleosid-Triphosphat
doppelstrangig (double strand)
Ethylendiamin-N,N,N’,N’-Tetraessigséaure-Na-Salz
epidermal growth factor

epithelial-to-mesenchymal-transition
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EPR Epiregulin

ERK1/2 extracellular regulated kinases %2
EtBr Ethidiumbromid

FCS fotales Kalberserum (fetal calf serum)
FGF fibroblast growth factor

FKBP FK binding protein

FSH Follikel stimulierendes Hormon

g Gramm

G Guanin

GDF growth and differentiation factor
GnRH Gonadotropin-Releasing Hormon
GTP Guanosintriphosphat

h Stunde(n) (hour(s))

HB-EGF heparin-binding EGF

HER human epidermal growth factor receptor

HER2/neu human epidermal growth factor receptor2

HCC hepatozellulares Karzinom

hOb humane Osteoblasten

HRG Heregulin

IGF insulin like growth factor

IgG Immunglobulin G

IP3 Inositol-1,4,5-Triphosphat

U internationale Einheit (international unit)

IVF in vitro-Fertilisation

JNK c-Jun N-terminal kinase

kB Kilobasen

kDa Kilodalton

LCIS lobulares Carcinoma in situ

LH Luteinisierendes Hormon

LHRH Luteinisierendes Hormon-Releasing Hormon
LTBP latent transforming growth factor binding protein

HUg Mikrogramm
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um

MAPK
MEM
min

mi

mm
mM
MMP
MRNA
NFkB
nm
NRG
n.s.
P/S
PCR
PDGF
PI3K
PIP,
PKB
PKC
PLC
PTHrP
PTP
RANKL
RNA
RNase
rpm
RT
RT-PCR

sec

Mikroliter

Mikrometer

Molar

mitogen activated protein kinase
minimal essential medium
Minute(n)

Milliliter

Millimeter

Millimolar

Matrix-Metalloproteinase
messenger-RNA

nuclear factor kappa B

Nanometer

Neuregulin

nicht signifikant
Penicillin/Streptomycin

Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
platelet derived growth factor
Phosphatidylinositol-3-Kinase
Phosphatidylinositol-4,5-Biphosphat
Proteinkinase B

Phosphokinase C

Phospholipase C

parathyroid hormone related protein
Phosphotyrosinphosphatase
receptor activator of NFkB ligand
Ribonukleinsdure (ribonucleic acid)
Ribonuklease

Umdrehungen pro minute (rounds per minute)
Raumtemperatur

Reverse Transkription-PCR
Sekunde(n) (second(s))
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SDF-1
SERD
SERM
STAT

Tab.
Taq

TBE
TGF
TNF

Tris

uPA
uv

VEGF

w/o
Z.B.

stromal derived factor-1

selective estrogen receptor destructor
selective estrogen receptor modulator
signal transducer and activator of transcription
Thymin

Tabelle

thermus aquaticus
Tris-Borat-EDTA-Puffer

transforming growth factor

tumor necrosis factor
Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
Uracil

Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator
ultraviolett

Volt

vascular endothelial growth factor

mit (with)

ohne (without)

zum Beispiel
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8.2 ABBILDUNGSVERZEICHNIS
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