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ZUSAMMENFASSUNG I

ZUSAMMENFASSUNG

Das Mammakarzinom zahlt zu den Tumorerkrankungen mit einem sehr starken
Metastasierungsverhalten, wobei der Knochen als einer der Hauptangriffsorte
fur Metastasen gilt. Da 50 % der humanen Mammakarzinome eine Expression
von GnRH Rezeptoren aufweisen, ist eine direkte Rezeptor-vermittelte Therapie
mit GnRH Analoga in diesen Karzinomzellen von grof3er Bedeutung. Es wurde
gezeigt, dass GnRH Analoga in der Lage sind die Knochen-gerichtete Invasion
von Mammakarzinomzellen in vitro zu hemmen. Die molekularen Mechanismen
dieses Effekts sind jedoch weitgehend ungeklart und wurden im Rahmen dieser
Arbeit untersucht. Des Weiteren wurden die Wirkungen von GnRH Analoga auf
die Metastasierung des Mammakarzinoms in vivo analysiert.

Es konnte gezeigt werden, dass wahrend der Kokultur von MCF-7 oder MDA-
MB-231 Zellen mit Osteoblasten-ahnlichen Zellen eine Regulation bestimmter
Metastasierungs-assoziierter Gene stattfindet. GnRH Analoga besitzen jedoch
keinen Einfluss auf die veranderte Expression dieser Gene. Ein sehr deutlicher
Effekt wurde im Bezug auf Faktoren des Knochenstoffwechsels erzielt. In HCC-
70 Zellen, die sich als RANKL-positiv erwiesen, wurde wahrend der Kokultur mit
humanen Osteoblasten eine Regulation des RANKL/OPG-Systems ermittelt,
die eine gesteigerte Knochenresorption zur Folge hat. Der Expressionsanstieg
von RANKL wahrend der Kokultur konnte durch Triptorelin (GnRH-I Agonist)
inhibiert werden.

In vivo wurden deutliche wachstumsinhibierende und antimetastatische Effekte
von GnRH Analoga ermittelt. Im Knochen wurde die Metastasierung von MDA-
MB-435 Zellen durch GnRH-I und GnRH-II Analoga signifikant gehemmt. Auch
in der Lunge sowie im Bezug auf die Metastasierung von MDA-MB-231 Zellen
zeigten sich tendenzielle Effekte.

Die Analysen dieser Arbeit leisten einen Beitrag in der Aufdeckung molekularer
Mechanismen der Knochenmetastasierung des Mammakarzinoms sowie fur die
Moglichkeit einer zielgerichteten Therapie mit GnRH Analoga. Insbesonders die
in vivo ermittelten antimetastatischen Effekte sind fur die endokrine Therapie

des metastasierenden Mammakarzinoms sehr wichtig.
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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Mammakarzinom ist mit etwa 1 Mio Neuerkrankungen pro Jahr weltweit die
haufigste bosartige Tumorerkrankung der Frau (Parkin et al., 2005). Laut den
Schatzungen der GEKID (Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V.) erkrankten in Deutschland im Jahr 2006 etwa 58.000 Frauen
am Mammakarzinom mit einer Sterberate von 17.000 der Erkrankten. Mit einem
Anteil von 29 % stellt das Mammakarzinom auch in Deutschland die haufigste
Krebsneuerkrankung dar. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 64 Jahren. Die
Inzidenz des Mammakarzinoms ist seit 1980 stetig angestiegen und befindet
sich seit dem Jahr 2000 auf ungefahr gleichbleibendem Niveau. Ob das Risiko
einer Erkrankung zugenommen hat, ist jedoch nicht gesichert. Die Einfuhrung
moderner Diagnostikverfahren und eine hohere Lebenserwartung sind fur eine
bessere Fruherkennung und die gesteigerte Erkrankungsrate mitverantwortlich.
Die Atiologie des Mammakarzinoms ist bis heute nicht vollstandig geklart. Eine
Vielzahl epidemiologischer Studien konnte jedoch zeigen, dass die Entstehung
des Mammakarzinoms auf ein multifaktorielles Geschehen zurtckzufuhren ist.
Dabei wird die Mehrzahl aller Mammakarzinome nicht familiar vererbt, sondern
tritt sporadisch auf. Bei ca. 5 - 10 % der am Mammakarzinom Erkrankten lasst
sich eine familiare Pradisposition nachweisen (Bradbury & Olopade, 2007). Hier
spielen vorallem Mutationen in den DNA-Reparaturgenen BRCA-1 und BRCA-2
eine Ubergeordnete Rolle, da sie fur 20 - 60 % der familiaren Mammakarzinome
verantwortlich sind und das Risiko einer Erkrankung deutlich erhéhen (Bishop,
1999; Nathanson et al., 2001). Neben der familidren Pradisposition bestehen
eine Reihe weiterer Risikofaktoren fir die Entstehung des Mammakarzinoms.
Frauen, die eine fruhe Menarche und eine spate Menopause erleben, besitzen
ebenfalls ein erhdhtes Risiko am Mammakarzinom zu erkranken (McPherson et

al., 2000). Auch das Alter einer Frau bei der ersten Schwangerschaft hat einen
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Einfluss auf das Erkrankungsrisiko. So erhéhen eine spate erste Geburt sowie
Kinderlosigkeit das Lebenszeitrisiko (Newcomb et al., 1994). Zu den weiteren
Risikofaktoren zahlen Adipositas (Schaffler et al., 2007) und Alkoholkonsum
(Longnecker, 1994). Uber den Effekt der exogenen Zufuhr von Ostrogenen oder
der Kombinationsbehandlung mit Ostrogenen sowie Gestagenen innerhalb der
postmenopausalen Hormonersatztherapie sind bisher kontroverse Meinungen
bekannt (Emons, 2001; Shah & Wong, 2006).

Weltweite epidemiologische Untersuchungen haben bereits 1975 gezeigt, dass
die Inzidenz des Mammakarzioms in den westlichen Industrienationen deutlich
hoéher liegt, als in den Entwicklungslandern und in Japan (de Waard, 1975). Die
Ursache der grof3en ethnologischen sowie geographischen Schwankungen wird
dabei auf Unterschiede in der Lebensfihrung und den nutritiven Gewohnheiten
zuruckgefuhrt (Kelsey & Horn-Ross, 1993; Gerber et al., 2003; Porter, 2009).
Das Mammakarzinom zeigt sich in seinem klinischen und morphologischen
Erscheinungsbild als sehr vielfaltig. Nach einem Vorschlag der World Health
Organization (WHO) von 1981 wird das Mammakarzinom grundlegend in zwei
histologische Gruppen unterteilt: nicht-invasive Karzinome (Carcinoma in situ)
und invasive Karzinome (WHO, 1982). Um den Verlauf der Erkrankung zu
reflektieren, wird der prognostischen Beurteilung des Mammakarzinoms eine
wichtige Bedeutung zugeordnet. Mit Hilfe der TNM-Klassifikation erfolgt dabei
eine Einteilung nach der GroRe des Tumors (T), dem Lymphknotenbefall bzw.
Nodalstatus (N) und der Metastasierung (M) (Singletary et al., 2002). Mittels
histopathologischen Grading nach Bloom & Richardson (1957) werden zudem
auch histo- sowie zytomorphologische Eigenschaften wie Tubulusausbildung,
Kernpolymorphie und Mitoserate gekennzeichnet.

Eine sehr breite klinische und therapeutische Relevanz hat im Laufe der Jahre
die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus erlangt. Dieser ist sowohl fur eine
prognostische Beurteilung des Mammakarzinoms als auch die Einleitung einer
endokrinen Therapie von grofRer Bedeutung. Hierbei wird neben dem Ostrogen-
und Progesteron-Rezeptorstatus heute auch der Rezeptorstatus von HER2/neu
(human epidermal growth factor receptor 2) untersucht (Esteva et al., 2002). Bei

einer Uberexpression von HER2/neu, die bei 25 - 30 % der Patientinnen auftritt
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(Slamon et al., 1989), empfiehlt sich eine Antikérpertherapie mit Trastuzumab
(Herceptin®). Dieser humanisierte monoklonale Antikdrper ist gegen HER2/neu
gerichtet und bietet eine vielversprechende Option in der adjuvanten Therapie
des Mammakarzinoms (Chang, 2010).

In erster Linie besteht die Therapie des Mammakarzinoms jedoch aus einem
operativen Eingriff mit mdglichst brusterhaltendem Vorgehen. Dies wird erganzt
durch verschiedene Bestrahlungsmethoden und einer adjuvanten systemischen

Behandlung mit Chemo-, Hormon- oder Antikdrpertherapie.

1.1.2 Endokrine Therapie

Die endokrine Therapie des Mammakarzinoms ist bei pramenopausalen Frauen
mit positivem Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptorstatus als adjuvante und
palliative Malinahme etabliert. Dabei liegen die Urspringe dieser Therapieform
in einer Arbeit von Beatson (1896), der durch die Ovarektomie eine Regression
bei fortgeschrittenen Mammakarzinomen erzielen konnte. Auf diese Weise
wurde die Ovarfunktion und somit ebenfalls die Synthese der Steroidhormone
erstmals verhindert. Als weitere Verfahren folgten die Adrenalektomie (Dao &
Huggins, 1955) sowie die Hypophysektomie (Pearson & Ray, 1959). Spater
erfolgte dann die Einfihrung von Antidstrogenen, darunter Tamoxifen. Damit
wurde eine Blockade der Ostrogenrezeptoren erreicht (Ward, 1973; Legha &
Carter, 1976). Seit vielen Jahren gilt Tamoxifen in der Therapie des pra- und
postmenopausalen Mammakarzinoms als fest etabliert. Mittlerweile stehen bei
postmenopausalen Patientinnen in der adjuvanten Antihormontherapie ebenso
Aromatasehemmer der bereits dritten Generation wie Anastrozol (Arimidex®)
und Letrozol (Femara®) zur Verfiigung (Kesisis et al., 2009). Sie wirken als
nicht-steroidale kompetitive Inhibitoren der Aromatase und unterbinden auf
diesem Weg die Ostrogensynthese.

Die Antihormonbehandlung in der Pramenopause war lange Zeit umstritten,
gehort jedoch heute zu den Standardtherapien des Mammakarzinoms. Dabei
sind der geringe therapeutische Aufwand, eine minimale Toxizitat sowie
Nebenwirkungen in einem tolerablen Bereich von Vorteil. Die Behandlung von
pramenopausalen Frauen kann mit GnRH-I Analoga erfolgen, die eine

medikamentdse Kastration hervorrufen und die Patientinnen in den Zustand der
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Postmenopause versetzen (Emons et al., 2003). Diese Patientinnen werden im
postmenopausalen Zustand auch mit Antiostrogenen, wie bereits beschrieben,
behandelt. Eine relativ neue Form der Therapie stellt der Ostrogenrezeptor-
Antagonist Fulvestrant (Faslodex®) dar. Fulvestrant gehort zu den selektiven
Ostrogenrezeptor-Destruktoren (SERD, selective estrogen receptor destructor)
und ist in der Lage, die Anzahl der Ostrogenrezeptoren zu reduzieren (Howell et
al., 2004). Antidéstrogene wie Tamoxifen sind als selektive Ostrogenrezeptor-
Modulatoren (SERM, selective estrogen receptor modulators) hingegen nicht

dazu befahigt.

1.2 Metastasierung

1.2.1 Metastasierungsprozess

Die Entstehung des primaren Mammakarzinoms ist ein multifaktorieller Prozess
und beruht auf einer Veranderung zellularer Regulationsmechanismen, welche
einen Anstieg der Proliferation, invasives Wachstum sowie Metastasierung zur
Folge haben. Unter dem Begriff der Metastasierung versteht man die Streuung
von Tumorzellen aus einem Primartumor und die damit verbundene Bildung von
Tochtergeschwilsten (Metastasen) an weiter entfernten Organen des Korpers
(Chambers et al., 1995). Der Prozess der Metastasierung setzt sich dabei aus
mehreren Schritten zusammen (siehe Abbildung 1.1). Nachdem sich einzelne
Tumorzellen aus dem Gewebsverband des Primartumors I6sen, sind diese in
der Lage sich Uber das Lymph- oder Blutgefallsystem im Korper zu verbreiten
und schlief3lich zur Bildung von Metastasen zu fuhren (Zetter, 1998). Sowohl fur
das Wachstum des Primartumors als auch fur die nachfolgende Metastasierung
ist die Fahigkeit zur Angiogenese, d.h. zur Bildung neuer Blutgefalle von grolier
Bedeutung. Uber einem Durchmesser von 1 - 2 mm hinaus, ist die Neubildung
von Blutgefallen essentiell, um die Versorgung mit Sauerstoff und Nahrstoffen
sowie den Abtransport toxischer Metabolite zu gewahrleisten (Folkman, 2006).

Fir die weiteren Schritte der Metastasierung spielt die Fahigkeit zur Adhasion
eine wichtige Rolle. Die Tumorzellen sind in der Lage sich Uber die Regulation

verschiedener Adhasionsmolekule vom Primartumor zu trennen, aufgrund ihrer
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Beweglichkeit durch die Basalmembran und das Bindegewebe zu wandern und
sich schlie3lich wieder an andere Zellen anzuheften (Makrilia et al., 2009). Hier
stellt das E-Cadherin eines der zentralen Adhasionsmolekule dar, das von allen
epithelialen Zellen exprimiert wird und fur die Bildung von Zell-Zell-Kontakten
unverzichtbar ist (Kemler, 1993; Hartsock & Nelson, 2008). Eine verminderte
Expression von E-Cadherin fihrt zum Verlust der Zell-Zell-Kontakte sowie zur
Veranderung der Zellmorphologie und befahigt die Zellen somit zu invasivem
Wachstum (Schmalhofer et al., 2009). Eine Vielzahl von Studien belegen, dass
der Verlust von E-Cadherin mit Tumorprogression und Invasion verschiedener
Karzinome, darunter auch das Mammakarzinom in Verbindung steht (Mareel et
al., 1997; Berx & Van Roy, 2001; Hajra & Fearon, 2002; Hazan et al., 2004).

A Primartumor B Invasion C Angiogenese D Intravasation

Primér-
tumor % 2
Basal-
membran . f'
— Blutgefiss -
H Mikrometastasen @

| Metastase G Migration

Abb. 1.1: Prozess der Metastasierung. Der Primartumor (A) besitzt die Fahigkeit zu invasivem
Wachstum (B) sowie zur Bildung neuer Blutgefafle (C). AnschlieBend sind einzelne
Zellen in der Lage durch die permeable Endothelschicht in Lymph- oder Blutkreislauf
zu gelangen (D) und sich an die Endothelschicht anderer Organe zu heften (E). Nach
erneutem Durchbruch der GefaBwand (F) und der Fahigkeit zur Migration (G), kommt
es zunachst zur Bildung von Mikrometastasen (H), was letztlich zur Entstehung von
sekundaren Tochtergeschwilsten in entfernten Organen fuhrt (). (Zetter, 1998)
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Um die Barriere der Basalmembran zu durchqueren, mussen die Tumorzellen
weiterhin in der Lage zum Abbau bzw. Umbau der extrazellularen Matrix (EZM)
sein. In den Prozess der Proteolyse dieser EZM sind eine Reihe von Enzymen
involviert, zu denen die Matrixmetalloproteinasen (MMP), Serinproteasen sowie
die Cathepsine gehoéren. Dabei wird die effektive MMP-Aktivitat vom Verhaltnis
der Menge an aktivierten MMP und vorhandenen freien Inhibitoren, den Tissue
inhibitors of metalloproteinases (TIMP) bestimmt (Jiang et al., 2002; Chirco et
al., 2006). Eine gestorte Balance von MMP und TIMP beeinflusst den invasiven
Prozess. Unter den Cathepsinen stehen insbesondere die Cathepsine B und D
in Zusammenhang mit Progressions- und Metastasierungsvorgangen (Koblinski
et al., 2000; Berchem et al., 2002). Sie werden als Proenzyme synthetisiert und
anschlie3end in ihre aktive Form umgewandelt.

Einen Einfluss auf Migration und Invasion von Tumorzellen zeigen ebenfalls die
prometastatischen Faktoren S100A4 und CYR61. Das Ca**-bindende Protein
S100A4 korreliert bei verschiedenen Tumorerkrankungen mit einer schlechten
Prognose sowie einem aggressiven Metastasierungsverhalten (Pedersen et al.,
2002; Helfman et al., 2005; Ismail et al., 2008). Neben Migration und Invasion
wurden im Zuge der Tumorprogression auch Effekte auf die Angiogenese sowie
apoptotische Vorgange beobachtet (Kim & Helfman, 2003). CYRG61 (cystein rich
protein) gehort zur Familie der CCN-Proteine (nach den drei erstbeschriebenen
Proteinen benannt). Es handelt sich dabei um multifunktionale, EZM-assoziierte
Signalproteine, die Prozesse der Proliferation, Differenzierung, Adhasion und
Migration regulieren (Jiang et al., 2004; Leask & Abraham, 2006).

1.2.2 Metastasierung des primaren Mammakarzinoms

Das Metastasierungsverhalten verschiedener Karzinomerkrankungen zeigt ein
sehr unterschiedliches Erscheinungsbild. Das Mammakarzinom neigt dabei zu
einer stark ausgepragten Metastasierung, die bereits zu einem frihen Zeitpunkt
der Primarerkrankung einsetzen kann. Bei der Erstdiagnose werden bei ca. 7 %
der Patientinnen schon Fernmetastasen nachgewiesen (Sant et al., 2003). Das
Mammakarzinom gilt nach heutigem Wissensstand in der metastasierten Form

als nicht heilbar.
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Die Metastasierung des Mammakarzinoms erfolgt zunachst auf lymphogenem
Weg, wobei der axillare Lymphknotenstatus einen etablierten sowie wichtigen
Prognosefaktor darstellt (Sunderland & McGuire, 1990; Tobler & Detmar, 2006;
Quan & McCready, 2009). Eine hamatogene Metastasierung kann gleichzeitig
oder in Folge der Metastasierung Uber das Lymphsystem einsetzen. Dabei gilt
der Knochen neben Lunge und Leber als einer der Hauptangriffsorte (Yoneda,
2000; Chambers et al., 2002; Weigelt et al., 2005). Knochenmetastasen lassen
sich bei ca. 70 % der Patientinnen mit einem metastasiertem Mammakarzinom
nachweisen (Coleman, 1997; Suva et al., 2009). Ebenso kénnen Haut (Krathen
et al., 2003) und Gehirn (Wronski et al., 1997; Bai et al., 2010) von Metastasen
des Mammakarzinoms befallen werden.

Es zeichnet sich somit wie auch bei einigen weiteren Tumorerkrankungen beim
Mammakarzinom eine bevorzugte Metastasierung in bestimmte Organe ab. Die
Metastasierung in die Lunge und Leber kann u.a. mit der hamodynamischen
Theorie von Ewing (1928) erklart werden. Die Tendenz der Metastasierung wird
dabei von der organspezifischen Durchblutungsmenge abhangig gemacht. Fur
die vorwiegend knochenspezifische Metastasierung ist diese Hypothese jedoch
eine nur ungenugende Erklarung. Hier kommt die bereits 1889 von Paget
(1989) entwickelte ,seed and soil*-Theorie zum tragen. Danach hangt das
Wachstum von Metastasen hauptsachlich von den Wechselwirkungen der
Tumorzellen (seed) mit dem jeweiligen Organmilieu (soil) bzw. der Produktion
bestimmter wachstumsférdernder oder wachstumsinhibierender Stoffe ab. Nur
wenn sich Tumorzellen in einer Proliferations-geeigneten Umgebung befinden,

kann dies zur Ausbildung klinisch relevanter Metastasen fuhren.

1.2.3 Knochenmetastasen

Das Mammakarzinom zahlt zu den Karzinomen mit besonders starker Neigung
zur Ausbildung ossarer Metastasen (Coleman, 1997). Neben Lunge und Leber
stellen Metastasen im Knochen dabei die haufigste Metastasenlokalisation dar
(Weigelt et al., 2005) und beeinflussen Lebensqualitat sowie Lebenserwartung
der betroffenen Patienten. Abhangig vom Verhaltnis zwischen Knochenaufbau
und Knochenabbau werden die Metastasen in osteolytisch, osteoblastisch und

gemischtférmig unterschieden (Coleman, 1997; Steinborn et al., 2000; Kingsley
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et al., 2007). Die Knochenmetastasen des primaren Mammakarzinoms kénnen
in allen drei Formen erscheinen, uberwiegend kommt es jedoch zur Ausbildung
von osteolytischen Metastasen, welche eine verstarkte Knochenresorption zur
Folge haben (Kozlow & Guise, 2005; Coleman, 2006). Bei diesem Vorgang sind
die Mammakarzinomzellen nicht selbst dazu in der Lage, sondern vermitteln die
Osteolyse uUber die Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten (Kakonen
& Mundy, 2003). Im Zuge der Knochenresorption sind insbesondere bestimmte
proinflammatorische Zytokine sowie Wachstumsfaktoren (TNF-a, TGF-i3, IGF-I,
IGF-Il, IL-1, IL-6) beteiligt, welche vorallem flr die Interaktion von Osteoklasten
und Osteoblasten, d.h. von entscheidender Bedeutung fir die Homdostase des
Knochenstoffwechsels sind (Miyamoto & Suda, 2003; Yoneda & Hiraga, 2005;
Teitelbaum, 2007). Weitere fur die Osteoklastogenese essentielle Zytokine sind
der Receptor activator of NFKB ligand (RANKL) sowie der Macrophage colony-
stimulating factor (M-CSF), die u.a. von Zellen des Knochengewebes produziert
werden. RANKL, ein der Tumornekrosefaktor(TNF)-Familie angehoriger Faktor,
steigert durch die Bindung an seinen osteoklastaren Rezeptor RANK die
Anzahl, Differenzierung und Aktivitat funktionsfahiger Osteoklasten (Hsu et al.,
1999; Suda et al., 2001). Die Folge ist eine erhéhte Knochenresorption. Um das
Gleichgewicht zwischen Knochenaufbau und Knochenabbau zu erhalten, wird
von den Osteoblasten ein direkter regulativer Gegenspieler von RANKL, das so
genannte Osteoprotegerin (OPG), produziert. Es handelt sich hierbei um einen
|6slichen Rezeptor, welcher in der Lage ist RANKL zu binden. Dadurch wird
eine kompetitive Hemmung der RANK-Aktivierung ausgelbt (Simonet et al.,
1997; Fili et al., 2009). Das RANKL/RANK/OPG-System ist somit ein zentrales
molekulares Regulationssystem des Knochenstoffwechsels (siehe Abbildung
1.2).

Eine weitere bedeutende Rolle im Zuge der Knochenmetastasierung spielt das
Parathormone-related protein (PTHrP). Es wird von Tumorzellen gebildet und
stimuliert indirekt die Aktivitdt der Osteoklasten, indem es die Produktion von
RANKL in Osteoblasten induziert (Kakonen & Mundy, 2003). Eine Expression
von PTHrP zeigt sich beim metastasierenden Mammakarzinom vorrangig in

knochenspezifischen Metastasen und in anderen Metastasen nur zu geringem
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Anteil (Vargas et al., 1992). In der Knochenmatrix gespeicherte und wahrend
der Knochenresorption freigesetzte Wachstumsfaktoren sind wiederum in der
Lage mit den Tumorzellen zu interagieren. So fordert die Sekretion von TGF-
die Produktion von PTHrP in den Tumorzellen (Thomas et al., 1999; Steeg &
Theodorescu, 2008).

l Tumorzellmotilitat \

RANK - =
OCL %Ooo GM-CSF =7
Tumorzelle
l Knochenmarks- -
Proteasen Zelien G -
/ P
TGF-p
Wachstumsfaktoren

Abb. 1.2: Faktoren der Knochenmetastasierung. Tumorzellen produzieren PTHrP, das in der
Lage ist an seinen osteoblastaren Rezeptor (OBL - Osteoblasten) zu binden und die
Synthese von RANKL stimuliert. Bindet RANKL wiederum an seinen Rezeptor RANK,
der sich auf der osteoklastaren Oberflache (OCL - Osteoklasten) befindet, folgt eine
Differenzierung und Aktivierung von Osteoklasten. Die Osteoklastogenese wird dabei
vom RANKL/OPG-Verhaltnis bestimmt, da OPG als neutraler I6slicher Rezeptor die
Wirkung von RANKL inhibieren kann. Die Knochenresorption flhrt zur Freisetzung
von Wachstumsfaktoren wie TGF-, welches Tumorzellen zur Produktion von PTHrP
anregt. RANKL ist ebenfalls in der Lage die Tumorzellmotilitdt zu beeinflussen. GM-
CSF wird von Tumorzellen gebildet und stimuliert Zellen des Knochenmarks zu einer
verstarkten Osteoklastensynthese. (Steeg & Theodorescu, 2008)

1.2.4 Zirkulierende Tumorzellen

Das Auftreten disseminierter Tumorzellen (DTZ) im Knochenmark ist mit einer
schlechteren Prognose des Mammakarzinoms verbunden, steht aber aufgrund
der langen Uberlebenszeiten der DTZ nicht in direktem Zusammenhang mit
dem Krankheitsverlauf (Diel et al., 1996; Braun et al., 2005). Im Gegensatz

dazu stellt der Nachweis zirkulierender Tumorzellen (CTC, circulating tumor
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cells) im Blut einen wichtigen Indikator fur ein erhdhtes Metastasierungsrisiko
dar, welcher neben der prognostischen Beurteilung auch eine Aussage Uber
den Therapieverlauf sowie eine frihzeitige Diagnostik ermdglicht (Maheswaran
& Haber, 2010). Die Detektion von CTC im Blut bietet einen weiteren Vorteil, da
es sich um eine minimal-invasive Methode handelt. Aufgrund einer Vielzahl von
uneinheitlichen Testmethoden und der dabei haufig fehlenden Sensitivitat sowie
Spezifitat, ist der Nachweis von CTC im Blut bisher als Standardmethode noch
nicht etabliert (Ross & Slodkowska, 2009).

Neben unterschiedlichen Methoden wie dem immunozytochemischen Nachweis
spezifischer tumorassoziierter Proteine, rickt die PCR-Technik immer mehr in
den Blickpunkt dieses Forschungsgebiets und wurde in den letzten Jahren auf
vielfaltige Weise weiterentwickelt. In vielen Studien wurde die Bedeutung der
PCR-Methode fur die Detektion von CTC im Blut belegt. Die Identifizierung von
CTC im Blut von Mammakarzinompatientinnen stellte dabei einen wichtigen
Faktor der Therapieentscheidung dar und konnte mit einer schlechten Prognose
in Verbindung gebracht werden (Stathopoulou et al., 2002; Xenidis et al., 2003;
Giatromanolaki et al., 2004). Neben der semiquantitativen Analyse mittels einer
PCR-Endpunktbestimmung wird der zunehmende Einsatz der Real-time PCR-
Technik sichtbar. Hierbei wird die Fluoreszenzstarke der Amplifikation von DNA
oder RNA bereits wahrend des Verfahrens detektiert und im Vergleich zur RT-
PCR das Risiko von Kontaminationen verringert. Die kontinuierliche Messung
des Amplifikationssignals ermoglicht zudem positive abnormale Kurvenverlaufe
zu identifizieren und somit falsch-positive Befunde auszuschlieen (Guller et al.,
2002). Aufgrund der Heterogenitat des Mammakarzinoms ist die Bestimmung
eines Einzelgens als spezifischer universal einsetzbarer Tumormarker zudem
schwierig. Auch hier zeigt sich die Anwendung der Real-time PCR Methode als
vorteilhaft, da eine multiple Detektion innerhalb eines Probengutes durchgefuhrt

werden kann und eine hohere Effektivitat erreicht wird (Gilbey et al., 2004).

1.2.5 Therapie des metastasierten Mammakarzinoms

Patientinnen mit einem metastasierten Mammakarzinoms sind mit den heutigen
therapeutischen Mitteln nicht kurativ therapierbar. Die palliative Therapie

wird auf die individuellen Situationen der Erkrankten abgestimmt. Auch hier
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umfasst die derzeitige Behandlung neben chirurgischen Verfahren vorallem die
Strahlenbehandlung oder verschiedene Chemotherapien sowie eine endokrine
Therapie bzw. die Kombination mehrerer unterschiedlicher MalRnahmen. Fur
die endokrine Therapie empfehlen sich bei positivem Hormonrezeptorstatus
dabei vergleichbare Mallnahmen wie beim primaren Mammakarzinom (siehe
Kapitel 1.1.2). Im Vordergrund der Behandlung steht es Schmerzen zu lindern,
die korperliche Leistungsfahigkeit zu erhalten und im Fall von Metastasen im
Knochen Frakturen zu vermeiden. Bei einem Auftreten von Knochenmetastasen
werden zusatzlich Bisphosphonate verabreicht (Kohno, 2008). Es handelt sich
hierbei um stabile chemische Analoga des Pyrophosphats, welche eine hohe
Bindungsaffinitat zum Kalziumphosphat besitzen und die Bildung, Aggregation
sowie Auflosung von Kristallen des Kalziumphosphats im Knochen hemmen
(Fleisch, 2002). Sie werden bei hyperkalzamischen Krisen eingesetzt und
reduzieren bei regelmalliger Anwendung das Auftreten neuer Metastasen-
bedingter Frakturen, besitzen aber auch direkte antitumorale Eigenschaften
(Brown et al., 2004; Neville-Webbe et al., 2010). Die Hyperkalzéamie tritt
besonders im fortgeschrittenen Stadium einer Knochenmetastasierung auf und
wird durch die vermehrte Osteoklastentatigkeit bedingt. Bisphosphonate sind
beim metastasierten Mammakarzinom mit weiteren TherapiemalRnahmen gut
kombinierbar.

Trotz moderner Therapieoptionen ist die Metastasierung des Mammakarzinoms
in ferne Organe mit einer deutlich reduzierten Lebenserwartung der Erkrankten

verbunden und bedarf eingehender wissenschaftlicher Forschung.

1.3 Gonadotropin-Releasing Hormon-Il und -II

1.3.1 GnRH-I

Das Gonadotropin-Releasing Hormon (GnRH) ist ein Neuropeptidhormon, das
im Hypothalamus gebildet wird und eine bedeutende Schlusselrolle in der
Regulation reproduktiver Prozesse einnimmt. Es handelt sich hierbei um ein
Dekapeptid (siehe Tabelle 1.1), dessen lIsolierung sowie Charakterisierung

erstmals im Jahr 1971 durch die Forschungsarbeiten von Andrew V. Schally



EINLEITUNG 12

und Roger Guillemin erfolgte (Amoss et al., 1971; Schally et al., 1971). Beide
wurden 1977 fur ihre ,Entdeckungen Uber die Produktion von Peptidhormonen
im Gehirn“ mit dem Nobelpreis fur Medizin ausgezeichnet. Das Hormon wurde
zunachst als Luteinisierendes Hormon-Releasing Hormon (LHRH) bezeichnet,
bis nachgewiesen wurde, dass es neben dem Luteinisierenden Hormon (LH)
auch fir die Sekretion des Follikelstimulierenden Hormons (FSH) verantwortlich
ist. Da bis heute weitere Isoformen des GnRH beschrieben sind, wurde die
ursprunglich entdeckte Form als GnRH-I bezeichnet.

GnRH-I wird in pulsatiler Form im Abstand von Minuten bis wenigen Stunden
aus den sekretorischen Vesikeln der Neurone des Hypothalamus (Nucleus
arcuatus) in das hypothalamisch-hypophysare Portalvenensystem sezerniert
(Marshall et al., 1993; Ferris & Shupnik, 2006; Krsmanovic et al., 2009). Uber
das Portalvenensystem gelangt das Hormon zum Hypophysenvorderlappen
und bindet dort spezifisch an membranstandige Rezeptoren der gonadotropen
Zellen (GnRH-I Rezeptoren). Durch die Bindung an seine Rezeptoren reguliert
GnRH-I die Produktion und Sekretion der beiden Gonadotropine LH und FSH.
Uber den Blutkreislauf erreichen LH und FSH die Ovarien, wo sie die Synthese
der Steroidhormone (Ostrogen, Progesteron) stimulieren und die Follikelreifung
steuern. Die Regulation der Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse erfolgt
durch spezielle Rickkopplungsmechanismen (Reissmann et al., 1995; Shupnik,
1996).

1.3.1.1 GnRH-I Rezeptor

Der humane GnRH-I Rezeptor wurde erstmals im Jahr 1992 von Kakar et al.
(1992) kloniert und sequenziert. Es handelt sich hierbei um einen G-Protein-
gekoppelten Rezeptor (GPCR, G-protein-coupled receptor). Dieser besteht aus
328 AS. Das GnRH-I Rezeptor-Gen ist auf Chromosom vier lokalisiert und setzt
sich aus drei Exons und zwei Introns zusammen.

GPRC gehoren zur Familie der Sieben-Transmembran-Rezeptoren (7-TMR),
bei denen die sieben Transmembrandomanen durch alternierende intra- und
extrazellular verlaufende Peptidschleifen untereinander verbunden sind (siehe
Abbildung 1.3).
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Abb. 1.3: Struktur des humanen GnRH-I Rezeptors (rechts) und des GnRH-Il Rezeptors
beim Affen (links). Glykosilierungsschnittstellen wurden mit (Y) gekennzeichnet und
Phosphorylierungsmdglichkeiten an den AS Serin und Threonin im zytoplasmatischen
Schwanz sind schwarz hinterlegt (Neill, 2002).

Der glykosilierte Aminoterminus des GnRH-I Rezeptors liegt extrazellular an der
ersten Transmembrandomane, wahrend der zytoplasmatische Carboxyterminus
hingegen intrazellular an der siebten Transmembrandomane lokalisiert und in
der Membran verankert ist. Ein fir GPRC charakteristischer intrazellularer C-
terminaler Anhang fehlt dem GnRH-I Rezeptor und macht ihn zur Besonderheit
unter den GPRC (Stojilkovic et al., 1994; Okubo et al., 2001). Hierbei stellen die
zweite sowie die dritte intrazellulare Peptidschleife die Verknlipfung mit den G-
Proteinen her (Millar et al., 2004). Das N-terminale Ende des GnRH-I Rezeptors
ist fir die Rezeptoraktivierung verantwortlich (Sealfon et al., 1997; Millar et al.,
2004). Durch die Bindung von GnRH-I wird der Rezeptor dimerisiert, der GnRH
Rezeptorkomplex internalisiert und so eine Kaskade intrazellularer Reaktionen
ausgelost, an deren Ende die Freisetzung der Gonadotropine steht (Shapiro,
2003). Dabei ist eine Internalisierung jedoch keine essentielle Voraussetzung
fur die Sekretion von LH und FSH (Hopkins & Gregory, 1977). Die Signale des
GnRH-I Rezeptors werden charakteristisch fur GPCR Uber Guanosintriphosphat

(GTP)-bindende Proteine ins Zellinnere weitergeleitet.



EINLEITUNG 14

1.3.1.2 Signaltransduktion in der Hypophyse

Fir die Zellantwort im hypophysaren Gewebe ist im Fall des GnRH-I Rezeptors
die Erhdhung des intrazellularen Ca®*-Spiegels verantwortlich, welche (iber eine
Kaskade von mehreren Reaktionsschritten ausgelost wird (Naor, 1990). Durch
die spezifische Bindung von GnRH-I an seinen Rezeptor kommt es zunachst zu
einer Konformationsanderung der Rezeptoranteile, die eine Interaktion mit den
assoziierten G-Proteinen ermdglicht. In der Hypophyse werden G-Proteine der
Gg11-Familie aktiviert, das anschlieRend uber die Effekte der Phospholipase C
(PLC) in einer Ca®*-abhangigen Signaltransduktion resultiert (Cheng & Leung,
2000; Naor, 2009). Nach der primaren Aktivierung der PLC hydrolysiert diese
das an die Membran gebundene Inositol-Phospholipid Phosphatidylinositol-4,5-
Biphosphat (PIP2). Aus der Hydrolyse gehen die Second messenger-Molekule
Diazylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3) hervor. Das IP3 ist in
der Lage anschlieend an die Oberflache des Endoplasmatischen Retikulums
(ER) zu diffundieren und bindet dort an IP3-spezifische Rezeptoren. Hierdurch
wird die Freisetzung der intrazellularen Ca?*-lonen und ein damit verbundener
zytosolischer Ca**-Anstieg bewirkt (Keizer et al., 1995; Shuttleworth, 1997).
DAG bleibt wahrenddessen membrangebunden und aktiviert Ca?*-abhangig die
Proteinkinase C (PKC). Als Serin/Threonin-Kinase flihrt die PKC wiederum zur
Phosphorylierung verschiedener zytoplasmatischer und nuklearer Proteine und
zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren. Die Signaltransduktion des GnRH-I
Rezeptors resultiert dabei in einer Aktivierung mitogenaktivierter Proteinkinasen
(MAPK) (Harris et al., 2002; Zhang & Roberson, 2006). Die MAPK steuern die
Genexpression auf Transkriptionsebene und regulieren auf diesem Weg die
Zellantwort. Zusatzlich zur Synthese der Gonadotropine LH und FSH sind die
MAPK an der Expression des GnRH-I Rezeptors beteiligt. So wird die Synthese
sowie Sekretion der Gonadotropine durch die Regulation der Expressionsdichte

des GnRH-I Rezeptors in den gonadotropen Zellen gesteuert.

1.3.1.3 Signaltransduktion in gynakologischen Tumoren

Neben den physiologischen Bindungsstellen in den gonadotropen Zellen der

Hypohyse wurde das GnRH-I Rezeptorsystem ebenfalls in einer Reihe von
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extrahypophysaren reproduktiven Geweben wie der Plazenta (Bramley et al.,
1992) und dem Myometrium (Chegini et al., 1996) entdeckt. Eine Expression
des GnRH-I Rezeptorsystems konnte ebenfalls in mehreren gynakologischen
Tumoren nachgewiesen werden. So zeigen sich ca. 80 % der humanen Ovarial-
und Endometriumkarzinome sowie ca. 50 % der Mammakarzinome positiv fur
GnRH-I und seinen Rezeptor (Irmer et al., 1994; Emons et al., 1997; Mangia et
al., 2002; Volker et al., 2002). Dabei stimmt die Sequenz des GnRH-I Rezeptors
in den gynakologischen Tumoren mit der Sequenz des GnRH-lI Rezeptors in
der Hypophyse Uberein (Kakar et al., 1994). Aus diesem Grund wurde zunachst
angenommen, dass der Signaltransduktionsweg in den Tumoren mit dem der
Hypophyse einher geht. Es zeigte sich jedoch, dass die Signaltransduktion des
hypophysaren GnRH-I Rezeptors in gynakologischen Tumoren nicht durch
GnRH-I aktiviert wird (Emons et al., 1996). Der GnRH-I Rezeptor interagiert hier
mit der mitogenen Signaltransduktion, indem vermittelt GUber das G-Protein q;
die Phosphotyrosinphosphatase (PTP) aktiviert und anschlieRend die Tyrosin-
Autophosphorylierung von Wachstumsfaktorrezeptoren inhibiert wird (Emons et
al., 1997; Grindker et al., 2001b). Durch Arbeiten von Grindker et al. (2000b)
konnte in diesem Zusammenhang nachwiesen werden, dass die epidermal
growth factor (EGF)-induzierte Aktivierung der MAPK/ERK durch GnRH-I sowie
GnRH-I Analoga gehemmt wird, das in einer Inhibition des Transkriptionsfaktors
c-fos resultiert. Zusatzlich erfolgt eine Aktivierung von nuclear factor kappa B
(NFkB), die den Tumorzellen Schutz vor Zytostatika-induzierter Apoptose bietet
(Grundker et al., 2000a; Fister et al., 2008). Ebenso werden gleichzeitig der
Transkriptionsfaktor c-jun sowie das Aktivator-Protein 1 (AP-1) aktiviert und auf
diesem Weg der Zellzyklus gehemmt (Grindker et al., 2001a). Die einzelnen
Signaltransduktionswege des GnRH-I Rezeptors in gynakologischen Tumoren
sind in Abbildung 1.4 dargestellt.
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Abb. 1.4: Signaltransduktion des GnRH-I Rezeptors in gyndkologischen Tumoren. GnRH-|
aktiviert vermittelt iber das G-Protein a; die PTP und inhibiert auf diesem Weg die
Autophosphorylierung von Wachstumsfaktorrezeptoren mit folgender Hemmung der
Zellproliferation (A). Zusatzlich findet die Down-Regulation der mRNA-Expression des
EGF Rezeptors statt (B). Durch die Induktion von NFkB werden die Zellen vor einer
Zytostatika-induzierten Apoptose geschiitzt (C). Uber die Aktivierung von c-Jun und
AP-1 wird eine Hemmung des Zellzyklus erreicht (D). Die Signaltransduktion des
GnRH-II Rezeptors entspricht der des GnRH-I Rezeptors, indem die Zellproliferation
ebenfalls durch die Aktivierung der PTP inhibiert wird (Eicke et al., 2006) (E). (Emons
et al., 2003)

1.3.2 GnRH-II

1.3.2.1 Struktur und Bedeutung

Neben dem urspringlichen GnRH (LHRH, GnRH-I) sind weitere Isoformen des
GnRH bekannt. Die Struktur von GnRH-Il wurde im Menschen erstmals 1998
beschrieben (White et al., 1998). Da GnRH-Il zuvor bereits im Hypothalamus
des Huhns entdeckt wurde (Miyamoto et al., 1984), wird es auch als Chicken
GnRH-II bezeichnet. Beim GnRH-II handelt es sich ebenfalls um ein Dekapeptid
(siehe Tabelle 1.1), dessen AS-Sequenz sich zu 70 % homolog zum GnRH-I
zeigt ([His®, Trp’, Tyr’]JGnRH-I) (Chen et al., 1998; White et al., 1998). Diese
starke Homologie lasst annehmen, dass GnRH-II durch Genduplikation von
GnRH-I entstanden ist.
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Tab. 1.1: Aminoséuresequenz der Dekapeptide GnRH-I und GnRH-II. Unterschiede in der
Aminosauresequenz sind als ,fett* markiert.

AS-Position | 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,

Die vom Fisch bis zum Saugetier hochkonservierte Struktur von GnRH-II deutet
auf eine wichtige physiologische Funktion dieses Hormons hin, die jedoch bis
heute nicht vollstandig aufgeklart werden konnte (Gault et al., 2003). Da GnRH-
Il im Menschen bereits in unterschiedlichen Geweben nachgewiesen wurde,
fuhrt dies zu der Annahme, dass GnRH-Il nicht nur in der Reproduktion eine
Rolle spielt, sondern an vielen weiteren physiologischen Prozessen beteiligt ist
(Kaufmann et al., 1991).

1.3.2.2 GnRH-Il Rezeptor

Der GnRH-IlI Rezeptor konnte bisher nur bis zu den Primaten beschrieben und
lokalisiert werden. Im Jahr 2001 erfolgte die Charakterisierung zeitgleich durch
Millar et al. (2001) im WeiRbUschelaffen (Callithrix jacchus) sowie durch Neill et
al. (2001) im Rhesusaffen (Macaca mulatta). Im Gegensatz zum Rezeptor des
GnRH-I besitzt der GnRH-II Rezeptor einen C-terminalen zytoplasmatischen
Schwanz, der nach Phosphorylierung zu einer schnelleren Internalisierung des
Rezeptors fuhrt (siehe Abbildung 1.3). Das GnRH-II Rezeptor-Gen befindet sich
hierbei auf Chromosom eins, besteht wie das GnRH-lI Rezeptor-Gen aus drei
Exons und zwei Introns und kodiert fur ein Protein aus 379 AS.

Ein vollstandiges humanes Transkript des GnRH-lI Rezeptors konnte bis heute
noch nicht nachgewiesen werden. Die ldentifikation wird durch die Existenz
eines Stopcodons im zweiten Exon sowie einer Frameshift-Mutation zwischen
der neunten und zehnten AS erschwert (Neill et al., 2001; Millar, 2003). Dabei
wird vermutet, dass der funktionsfahige GnRH-II Rezeptor in unterschiedlichen
Splice-Varianten exprimiert wird oder lediglich als Funf-Membran-Rezeptor (5-
TMR) aktiv ist (Neill, 2002; Neill et al., 2004). Der Nachweis eines zusatzlichen
5-TMR-Typs des GnRH-Il beim Schwein, der durch alternatives Splicen von
Exon 1 entsteht, unterstitzt diese Hypothese (Neill et al., 2004). Dieser 5-TMR



EINLEITUNG 18

ist durch einen vollstandigen Verlust der ersten beiden Transmembrandomanen
gekennzeichnet, wobei der extrazellulare Aminoterminus direkt mit der dritten
Transmembrandomane verknUpft ist.

Die mRNA-Expression des putativen GnRH-II Rezeptors findet in einer Vielzahl
von menschlichen Geweben statt, wobei davon ausgegangen wird, dass es sich
hierbei um unvollstandige GnRH-II Rezeptor-Transkripte handelt (Neill, 2002).
Ein humanes GnRH-II Rezeptor-ahnliches Protein, dessen Molekulargewicht
(43 kDa) auf einen 5-TMR hinweist, wurde sowohl in der Plazenta als auch in
gynakologischen Tumoren nachgewiesen (Eicke et al., 2005).

In humanen Endometrium- und Ovarialkarzinomzelllinien wird die Proliferation
durch das native GnRH-II zeit- sowie dosisabhangig gehemmt (Grundker et al.,
2002). Knock-Down Versuche am GnRH-I Rezeptor konnten zeigen, dass nach
dem GnRH-I Rezeptor Knock-Down die proliferationshemmenden Effekte von
GnRH-II in den Karzinomzelllinien erhalten bleiben, wahrend die Wirkung des
GnRH-I Agonisten Triptorelin verloren geht (Grundker et al., 2004). Diese Daten
stltzen die Vermutung, dass in gynakologischen Tumoren neben dem GnRH-I
Rezeptorsystem auch ein GnRH-Il Rezeptorsystem existiert. Hierbei entspricht
die Signaltransduktion des GnRH-II Rezeptors der des GnRH-I Rezeptors, da
nach Bindung von GnRH-II an seinen Rezeptor ebenfalls eine Hemmung der
EGF-induzierten Wachstumsfaktorsignalkaskade erfolgt (Eicke et al., 2006).

1.3.3 GnRH Analoga

1.3.3.1 Agonisten und Antagonisten

Seit der Entdeckung des urspriinglichen GnRH 1971 wurde mit der Entwicklung
unterschiedlicher GnRH Analoga begonnen, mit dem hauptsachlichen Ziel die
Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse therapeutisch zu beeinflussen. Die
Modifizierung des GnRH Molekuls zog die erwunschte hohere Bindungsaffinitat
zum Rezeptor nach sich und verhinderte den rasch eintretenden enzymatischen
Abbau des modifizierten Molekils (Koch et al., 1977). Die Analoga des GnRH-I
zeichnen sich dabei im Vergleich zum nativen Protein durch mindestens eine
Aminosauresubstitution aus (siehe Abbildung 1.5). Je nach Anzahl und Position

der Substitution handelt es sich um einen Agonisten oder einen Antagonisten.
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Bei GnRH-I Agonisten findet eine Aminosauresubstitution an Position sechs des
Dekapeptids statt. Diese Substitution flihrt zur Stabilisierung der Tertiarstruktur
sowie einer verstarkten Bindungsaffinitdt zum Rezeptor (Kenakin, 1995; Sealfon
et al., 1997). Weiterhin fuhrt der Austausch zu D-Aminosauren zu einer deutlich
erhdhten Halbwertszeit, die beim nativen Hormon nur wenige Minuten betragt
und damit ausgesprochen kurz ist. Die kontinuierliche Verabreichung von GnRH
Agonisten fuhrt anfanglich zu einem Flare up-Effekt, d.h. zu einem plotzlichen
Anstieg der LH/FSH-Sekretion (Limonta et al., 2001; Hayden, 2008). Nach dem
Sekretionsanstieg in der initialen Phase kommt es durch Down-Regulation der
Rezeptoren zur Desensibilisierung in den gonadotropen Zellen der Hypophyse.
Die Synthese der Steroidhormone wird folglich gestoppt. GnRH-I Agonisten wie
z.B. Triptorelin ([D-TrpG]GnRH-I), Nafarelin ([D-2Na|6]GnRH-I), Buserelin ([D-Ser
(tBu)®, Gly-NHEt'°]GnRH-I) sowie Goserelin ([D-Ser(tBu)®, Azagly-NH,'’JGnRH-
I) haben sich in der Verwendung als Pharmazeutika bereits bewahrt und finden
neben einigen weiteren GnRH-I Agonisten ein breites Anwendungsspektrum in
der Klinik.

D-AS-Substitution
{Agoenisten/Antagonisten)

Rezeptorbindung/ Rezeptorbindung

-aktivierung

D-AS-Substitution
{Antagonisten)

Abb. 1.5: Aminoséauresubstitutionen des nativen GnRH-I. Je nach Position fiihrt eine D-AS-
Substitution zu einer Erhéhung der Rezeptorbindung sowie Rezeptoraktivierung und
einer Steigerung der Stabilitdt sowie der Aktivitat des modifizierten GnRH-I Molekiils
(Millar et al., 2004).

Parallel zur EinfUhrung der GnRH-I Agonisten wurde das native GnRH Molekdl
auch an weiteren AS-Positionen modifiziert und eine Entwicklung von GnRH-I

Antagonisten (siehe Abbildung 1.5) begonnen. Hierbei erfolgte ein zusatzlicher
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AS-Austausch an den Positionen eins bis drei sowie an Position zehn, die eine
essentielle Bedeutung fur die Rezeptoraffinitat und dessen Aktivierung besitzen.
Durch den Einsatz von nicht-naturlichen D-Aminosauren wird aul3erdem die
Stabilitdt des modifizierten GnRH Molekuls deutlich erhdht. Im Gegensatz zu
den GnRH Agonisten verursachen GnRH Antagonisten keine voribergehende
Stimulation der gonadotropen Zellen und fihren zu einer umgehenden Inhibition
der LH/FSH-Sekretion (Murase et al., 2005). GnRH Antagonisten konkurrieren
somit als kompetitive Inhibitoren mit dem nativen GnRH und verhindern die
Aktivierung der G-Proteine und die damit verbundene Signaltransduktion. Der
fehlende Flare up-Effekt bietet einen eindeutigen Vorteil der Antagonisten, da
die Wirkung sofort (8 - 24 h) einsetzt und nicht wie bei den Agonisten eine
Vorlaufzeit von ungefahr zehn bis zwanzig Tagen bendtigt wird (Weckermann &
Harzmann, 2004). Die EinflUhrung der GnRH-I Antagonisten nahm jedoch einen
wesentlich langeren Zeitraum in Anspruch. Cetrorelix ([D-2Nal',D-4Cpa?, D-
3Pal®, D-Cit®, D-Ala-NH,'°|GnRH-I), der erste GnRH-I Antagonist wurde im Jahr
1999 zugelassen. Wahrend GnRH-I Antagonisten der ersten Generation zu
starken Nebenwirkungen wie dem Auftreten von Odemen oder einer
Anaphylaxie durch Histaminfreisetzung fuhrten, sind Antagonisten der neueren
Generation weitgehend frei von Nebenwirkungen und gut tolerabel (Reissmann
et al., 1996).

Im Gegensatz zu den GnRH-I Analoga befinden sich GnRH-II Analoga in der
Verwendung als Pharmazeutika noch in verschiedenen Entwicklungsstadien.
Die Modifizierung des GnRH-II Molekuls wird aufgrund der starken Homologie
aquivalent zu den strukturellen Veranderungen des nativen GnRH-I Molekduls

vorgenommen.

1.3.3.2 Einsatz in der Gynakologie und Geburtshilfe

Mit der Entdeckung des nativen GnRH und der Entwicklung unterschiedlicher
Analoga ergab sich die Mdglichkeit, die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-
Achse therapeutisch zu beeinflussen. Durch die physiologisch pulsatile Gabe
von GnRH wurde auf diesem Weg eine Stimulation der Gonaden bei Infertilitat
erreicht (Reissmann et al., 1995). Auch die Behandlung weiterer Erkrankungen

des reproduktiven Systems, wie der hypothalamischen Amenorrhoe sowie des
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polyzystischen Ovarsyndroms wurde ermdoglicht. GnRH-I Analoga finden dabei
gegenutber dem nativen GnRH aufgrund der erhdhten Stabilitat sowie Affinitat
zum Rezeptor ein breites Anwendungsfeld. Der Einsatz von GnRH-I Analoga
findet vorallem in der Behandlung der frihzeitigen Pubertat (Pubertas praecox)
im Kinder- oder Jugendalter (Roth, 2002) sowie der kontrollierten ovariellen
Hyperstimulation statt, die als Voraussetzung flr eine in vitro-Fertilisation (IVF)
im Rahmen der Sterilitatsbehandlung gilt (Griesinger et al., 2005). Des Weiteren
wird durch eine kontinuierliche Verabreichung von GnRH-I Analoga wahrend
der Chemotherapie bei pramenopausalen Frauen eine Desensibilisierung in der
Hypophyse erreicht, die zu einer reversiblen medikamentésen Kastration fuhrt
und somit zur Gonadenprotektion beitragt (Clowse et al., 2009).

Da sich eine Expression von GnRH-I Rezeptoren ebenfalls in gynakologischen
Tumoren nachweisen lasst, sind GnRH Analoga auch flr die Krebstherapie von
grol3er Bedeutung. Ein Einsatz zeigt sich bereits bei steroidhormonabhangigen
Erkrankungen, wie dem Mamma-, Ovarial- und Endometriumkarzinom (Emons
et al., 2003). GnRH-I Analoga werden ebenfalls in der endokrinen Therapie des
androgenabhangigen Prostatakarzinoms beim Mann eingesetzt, da auch hier
die Steroidhormonsynthese gehemmt wird (Damber, 2005).

Die Nebenwirkungen der endokrinen Therapie mit GnRH Analoga sind primar
Folge eines hervorgerufenen Ostrogenmangels. So setzt bei pramenopausalen
Patientinnen eine kinstliche Menopause mit den damit verbundenen typischen
Beschwerden ein. Langer andauernde Behandlungen konnen sich zudem sehr
ungunstig auf die Knochendichte auswirken, so dass Gefahr einer Osteoporose
besteht (Khan & Khan, 2008).

1.3.3.3 Effekte auf die Metastasierung in vitro

Da sich eine Expression von GnRH Rezeptoren in gynakologischen Tumoren
nachweisen lasst, werden die Wirkungen von GnRH Analoga auf verschiedene
Ovarial-, Endometrium- sowie Mammakarzinomzelllinien in den letzten Jahren
untersucht. Zunachst wurde gezeigt, dass diese fur GnRH Rezeptoren positiven
Zelllinien in ihrer Proliferation zeit- sowie dosisabhangig durch GnRH-I Analoga
gehemmt werden. Dies konnte fur den GnRH-I Agonisten Triptorelin bereits in

einer Konzentration von 1 nM beobachtet werden (Emons et al., 1993a; Emons
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et al., 1993b; Volker et al., 2002). Vergleichbare Effekte wurden flir den GnRH-I
Antagonisten Cetrorelix ermittelt (Segal-Abramson et al., 1992; Grundker et al.,
2004; Castellon et al., 2006). Durch das native GnRH-II konnten noch starkere
antiproliferative Wirkungen in gynakologischen Tumoren nachgewiesen werden
(Grundker et al., 2002). Eicke et al. (2006) zeigten in diesem Zusammenhang,
dass GnRH-II nicht Gber den GnRH-I Rezeptor reguliert wird, da der GnRH-II
Agonist [D-LysG]GnRH—II seine wachstumsinhibierenden Wirkungen in GnRH-II
Rezeptor-negativen Zelllinien verliert. Der GnRH-I Antagonist Cetrorelix zeigt
hingegen auch nach Knock down des GnRH-I Rezeptors Effekte und wirkt
antagonistisch am GnRH-I Rezeptor sowie agonistisch am GnRH-II Rezeptor
(Sun et al., 2001; Grundker et al., 2004). Weiterhin wurde nachgewiesen, dass
neu entwickelte GnRH-II Antagonisten in gynakologischen Tumoren zu einer
Induktion der Caspase-3 vermittelten Apoptose flhren, deren Ursache in einer
Aktivierung proapoptotischer Signale (Bax) sowie Stress-aktivierter MAPK (p38,
JNK) liegt (Fister et al., 2007; Fister et al., 2009).

Ein Einfluss von GnRH Analoga auf die Migration und Invasion verschiedener
Mammakarzinomzellen konnte erstmals durch von Alten et al. (2006) aufgezeigt
werden. In einem speziell flr diese Untersuchungen etablierten Kokultursystem
wurde die Knochen-gerichtete Invasion der Mammakarzinomzellen durch eine
Matrigel-beschichtete Membran inhibiert. Dieser Effekt lasst sich u.a. auf eine
Regulation des Chemokins SDF-1 (stromal cell-derived factor-1) in den fur die
Kokultur verwendeten humanen Osteoblasten zurtickfihren. Sowohl der GnRH-
| Agonist Triptorelin und der GnRH-I Antagonist Cetrorelix als auch der GnRH-II
Agonist [D-Lys®]GnRH-II zeigten dabei diese Wirkung.

1.4 Fragestellung und Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist zum einen die Aufklarung molekularer Mechanismen der
Knochen-gerichteten Invasion von Mammakarzinomzellen und in diesem Bezug
den Einfluss von GnRH Analoga in vitro zu untersuchen. Des Weiteren sollen in
vivo die Auswirkungen einer GnRH Analoga Therapie auf das Tumorwachstum

sowie die Metastasierung des Mammakarzinoms analysiert werden.
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Die in vitro Untersuchungen werden unter Verwendung eines Kokultursystems
durchgefuhrt, welches es ermoglicht humane Mammakarzinomzellen mit hOB
bzw. Osteoblasten-ahnlichen Zelllinien zu kultivieren. Die Expressionsregulation
verschiedener in den Metastasierungsprozess sowie den Knochenstoffwechsel
involvierter Gene soll in beiden Zelltypen ohne und wahrend der Kokultur sowie
nach Behandlung der Mammakarzinomzellen mit GnRH Analoga untersucht
werden. Dafur werden RT-PCR und Western Blot Analysen durchgefuhrt sowie
Genexpressionsprofile mittels Gene Array erstellt.

Als zweiter Schwerpunkt der Arbeit sollen die Effekte der GnRH Analoga in vivo
im Nacktmausmodell untersucht werden. Dabei wird ein mdglicher Einfluss auf
das Tumorwachstum sowie die Metastasierung nach Xenotransplantation der
Nacktmause mit unterschiedlichen Mammakarzinomzellen und anschlieRender
Behandlung mit GhnRH Analoga analysiert. Der Einfluss auf die Metastasierung
soll vergleichsweise in verschiedenen Organen der Nacktmause untersucht und
mit einer speziellen TagMan®-Real-time PCR-Methode detektiert werden. Durch
den Einsatz einer humanspezifischen Alu-Sequenz wird hierbei der Anteil von
humaner DNA in muriner DNA bestimmt.

Die Untersuchungen dieser Arbeit sollen zur Aufklarung der molekularen
Mechanismen der Knochenmetastasierung des Mammakarzinoms beitragen
und in diesem Zusammenhang die Maoglichkeit einer zielgerichteten Therapie
mit GnRH Analoga aufzeigen. Zudem koénnen die in vivo Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit hilfreich fur den Einsatz und die Etablierung von GnRH
Analoga in der endokrinen Therapie des metastasierenden Mammakarzinoms

sein.



MATERIAL

24

2 MATERIAL

2.1 Gerate

ABI| PRISM™ 7700 Sequence Detector
Analysenwaage BP161P

Autoklav 2540 EL

Biofuge pico

Brutschrank 3121 S/N 28439532

Elektrophoresekammer, DNA

Hybridisierungsofen 6/12 V

Labofuge 400R

Magnetruhrer, MR3000
Mikro-Dismembrator S

Mikroskop IX51

Mikrowaage M2P, elektronisch
Mini-PROTEAN® 1Il Cell-System
Netzgerat 1000/500

Netzgerat 200/2.0

pH-Meter CG 22
Phasenkontrastmikroskop Axiovert 25
Photometer (BioPhotometer 6131)
Schuttler Titramax 1000
Sterilwerkbank LaminAir® HA 2448 GS
Thermocycler T3000

Thermomixer compact
Uberkopfschiittler RK 10-VS
Ultrazentrifuge (UZ°) Sorvall
UV-Transilluminator

Vortex Genie 2™
Waage Kern 440-47

Applied Biosystems, Darmstadt
Sartorius, Gottingen

Tuttnauer, Breda, NL

Heraeus Holding, Hanau

Forma Scientific, San Bruno,
USA

OWL Separation Systems,
Portsmouth, USA

Peqlab, Erlangen

Heraeus Holding, Hanau
Heidolph, Schwabach

B. Braun Biotech Int., Melsungen
Olympus, Hamburg

Sartorius, Géttingen

Bio-Rad, Munchen

Bio-Rad, Minchen

Bio-Rad, Minchen

Schott Gerate, Mainz

Zeiss, Jena

Eppendorf, Hamburg
Heidolph, Schwabach
Heraeus Holding, Hanau
Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg

Heto, Allered, DK

Thermo Fisher Scientific, Bonn
Biometra, Gottingen

Bender & Hobein, Zurich, CH

Kern, Balingen
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Wasserbad Memmert, Schwabach

X-Ray Roéntgenfilmentwickler SRS-101A Konica, Langenhagen

2.2 Verbrauchsmaterialien

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien (Einmalartikel) wurden
von den Firmen Biozym (Hessisch Oldenburg), Eppendorf (Hamburg), Greiner
Bio-One (Frickenhausen), Nunc (Langenselbold), Sarstedt (NUmbrecht) sowie
Starlab (Ahrensburg) bezogen.

2.3 Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, falls nicht gesondert vermerkt, von den
Firmen Merck (Darmstadt), PAA (Colbe), Carl Roth (Karlsruhe) und Sigma-
Aldrich (Munchen) bezogen. Die Chemikalien entsprechen, falls nicht anders

angegeben, dem hochsten zur Verfiugung stehenden Reinheitsgrad.

2.4 Puffer und L6ésungen

FUr das Ansetzten von Puffern sowie anderen Losungen wurde H,O aus einer

Reinstwasseranlage der Firma Sartorius (Goéttingen) verwendet.

blocking-Ldsung 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

Laemmli-Probenpuffer (2x) 62,5 mM Tris/HCL (pH 6,8), 4 % (w/v) SDS,
5 % (v/v) Glycerol, 0,05 % (v/v) 3-Mercapto-
ethanol, 0,025 % (w/v) Bromphenolblau

Lysispuffer 10 mM Tris/HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl,
2 % (v/v) Triton X-1147

PBS 140 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 8,6 mM Na,HPO,,
1,5 mM KH,HPO,, pH 7,4
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PBST PBS + 0,2 % BSA, 0,1 % Triton X-100
PBSTN PBSTN + 5 % FCS

SDS-Elektrophoresepuffer (10x) 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS

TBE 90 mM Tris, 90 mM Borsaure, 1 mM EDTA,
pH 8,0

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

TBST TBS + 0,1 % (v/v) Tween 20

Transferpuffer 48 mM Tris, 39 mM Glycin,

0,0375 % (w/v) SDS, 20 % (v/v) Methanol

2.5 Kulturmedien und Medienzuséatze

Alle fur die Zellkultivierung eingesetzten Medien und deren Zusatze wurden von
den Firmen Biochrom (Berlin), Invitrogen (Karlsruhe), PAA (Cdélbe) und Sigma-

Aldrich (Munchen) bezogen.

DMEM w Phenolrot, ohne Zusatze

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

DMEM w Phenolrot Einfriermedium DMEM Kulturmedium + 10 % DMSO
DMEM w/o Phenolrot, ohne Zusatze

DMEM w/o Phenolrot Kulturmedium 10 % (v/v) CD-FCS, 1 % (v/v) P/S,
1 % (v/v) L-GIn

MEM-Earl w Phenolrot, ohne Zusatze

MEM-Earl w Phenolrot Kulturmedium 10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) P/S,
0,1 % (v/v) Transferrin, 50 IU Insulin

MEM-Earl w Phenolrot Einfriermedium MEM-Earl Kulturmedium + 10 % DMSO
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2.6 Biologisches Material

2.6.1 Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien wurden von der American Type

Culture Collection (ATCC, Manassas, USA) oder der Deutschen Sammlung von

Mikroorganismen und Zelllinien (DSMZ, Braunschweig) bezogen.

Tab. 2.1: Verwendete Zelllinien (Mammakarzinom, Osteosarkom)

Zelllinie Herkunft Histologie Referenz
HCC-70 Primartumor duktales Karzinom | Gazdar et al. (1998)
MCF-7 Pleuraerguss | Adenokarzinom Soule et al. (1973)
MCF-7 3.1 Pleuraerguss | Adenokarzinom Novartis, Basel, CH
MCF-7 aro Pleuraerguss | Adenokarzinom Novartis, Basel, CH
MDA-MB-231 | Pleuraerguss | Adenokarzinom Brinkley et al. (1980)
MDA-MB-435 | Pleuraerguss | duktales Karzinom | Cailleau et al. (1978)
MDA-MB-453 | Perikarderguss | Karzinom Cailleau et al. (1978)
T47-D Pleuraerguss | duktales Karzinom | Freake et al. (1981)
ZR-75-1 Aszites duktales Karzinom | Engel et al. (1978)
CAL-72 Primartumor Osteosarkom Rochet et al. (1999)
MG-63 Primartumor Osteosarkom Billiau et al. (1977)
2.6.2 Versuchstiere
Tab. 2.2: Verwendeter Mausstamm
Stamm Genotyp Referenz
CD1 nu/nu Crl:Nu-Foxn1nu Charles River, Sulzfeld

2.6.3 Matrigel™

Tab. 2.3: Verwendetes Matrigel™

Material

Herkunft

Referenz

Matrigel™ Basement

Membrane Matrix

Engelberth-Holm-Swarm
(EHS)-Maussarkom

BD Biosciences,

Heidelberg
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2.7 GnRH Analoga

Die beiden GnRH-I Analoga Triptorelin (GnRH-I Agonist) und Cetrorelix (GnRH-
| Antagonist) wurden von Ferring Pharmaceuticals (Kiel) und Aeterna Zentaris
(Frankfurt am Main) zur Verfugung gestellt. Die verwendeten GnRH-II Analoga
[D-Lys®]GnRH-II (GnRH-II Agonist) und Ant-3 (GnRH-II Antagonist) wurden in
unserem Auftrag von der Firma Peptide Specialty (Heidelberg) synthetisiert. Die

Lieferung erfolgte als HPLC-aufgereinigtes TFA-Salz.

Tab. 2.4: Verwendete GnRH Analoga

GnRH Analoga Strukturabweichung vom nativen Referenz
Protein

Triptorelin [D-Trp]° Ferring
(GnRH-I Agonist) Pharmaceuticals
Cetrorelix [(AcD-2Nal'), (D-4Cpa?), Aeterna Zentaris
(GnRH-I Antagonist) | (D-3Pal®), (D-Cit°), (D-Ala10"%)]
[D-Lys®]GnRH-II [D-Lys®] Griindker et al.
(GnRH-II Agonist) (2002)
GnRH-II Ant [(AcD-2Nal'), (D-4Cpa®), Fister et al.
(GnRH-II Antagonist) | (D-3Pal*®), (D-Leu®), (D-Ala')] (2007)

2.8 Enzyme

DNase | recombinant, RNase-free Roche, Mannheim

RNase A (100 mg/ml) Qiagen, Hilden

SuperScript™ || Reverse Transcriptase Invitrogen, Karlsruhe

Tag DNA Polymerase Roche, Mannheim

Trypsin-EDTA (0,05 %/0,02 % in D-PBS) PAA, Célbe

2.9 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide fiir die RT-PCR wurden von der Firma MWG

(Ebersberg) sythetisiert.
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Tab. 2.5: Primer fur die RT-PCR

Zielgen Primersequenz bp

CDH1 5-TTT GGA AAT GAT GTG CAG GA-3° 200
5-ATC AGA GCC TGC GTA GGA AA-3°

CTSB 5-CCA GGG AGC AAG ACA GAG AC-3 162
5-GAG ACT GGC GTT CTC CAA AG-3°

CYR61 5-CTC CCT GTT TTT GGA ATG GA-3° 241
5-TGG TCT TGC TGC ATT TCT TG-3'

GnRH-IR | 5-GAC CTT GTC TGG AAA GAT CC-3° 319
5-CAG GCT GAT CAC CAC CAT CA-3

L7 5-AGA TGT ACA GAACTG AAATTC-3 357
5-ATT TAC CAA GAG ATC GAG CAA-3°

OPG 5°-GAA CCC CAG AGC GAA ATA CA-3° 441
5-CGC TGT TTT CAC AGA GGT CA-3’

PTHrP 5-GTT GGA GTA GCC GGT TGC TA-3° 242
5-TGC GAT CAG ATG GTG AAG GA-3°

PTHrP-R 5°-CCG CCT ACT GCC CAC TGC CAC CAC-3° 437
5°-TCC ATC CAC TAT GTC AGC AGG TCC-3’

RANKL 5-AGC GTC GCCCTG TTC TTC TAT TT-3 567
5-ACT TGG GAT TTT GAT GCT GGT TTT-3°

S100A4 5-TCT CTC CTC AGC GCT TCT TC-3° 239
5-GCT GTC CAA GTT GCT CAT CA-3°

Die benétigte TagMan®-Sonde sowie die zugehérigen Primer fiir die Real-time

PCR wurden von der Firma Eurogentec (KdIn) synthetisiert.

Tab. 2.6: TaqMan®-Sonde und Primer fir die Real-time PCR

Bezeichnung

Sequenz

Alu-Primer 5-CAT GGT GAA ACC CCG TCT CTA-3'
5'-GCC TCA GCC TCC CGA GTA G-3'
Alu-Sonde 5-YY]-ATT AGC CGG GCG TGG TGG CG-[BHQ-1]-3'
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2.10 Antikorper

Alle verwendeten Antikorper wurden nach Angaben des Herstellers eingesetzt.

Tab. 2.7: Primarantikorper

Antikorper Herkunft/Beschreibung Referenz

Anti-Actin (Pan) Kaninchen, monoklonal Epitomics, Hamburg
1:1000

Anti-CTSB Kaninchen, polyklonal Abcam, Cambridge, UK
1:1000

Anti-OPG Maus, monoklonal Chemicon, Hampshire, UK
1:1000
1:100

Anti-RANKL Kaninchen, polyklonal Chemicon, Hampshire, UK
1:2500
1:200

Tab. 2.8: HRP-gekoppelte Sekundarantikoérper

Antikorper Herkunft/Beschreibung Referenz

Anti-Mouse IgG Schaf, monoklonal GE Healthcare, Freiburg
1:10000

Anti-Rabbit IgG Affe, monoklonal GE Healthcare, Freiburg
1:20000

2.11 Inhibitoren

Protease Inhibitor Cocktail Sigma-Aldrich, Minchen

Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor Promega, Mannheim

2.12 Kommerzielle Reaktionssysteme

d(T)15 Primer Roche, Mannheim

ECL Immobilon® Western Millipore, Schwalbach
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GEArray RT-Labeling Kit

Histostain®-SP Kit

Human Tumor Metastasis Gene Array
(GEArray Q Series)

NucleoSpin® Filters

NucleoSpin® Tissue Kit

RNeasy® Mini Kit

18S rRNA Control Kit

TaqMan® Universal PCR Master Mix

2.13 Software

ABI PRISM® 7700 Sequence Detection
Software (SDS 1.9.1)

Adobe Photoshop 7.0
analySIS getlT (Version 5.0)
BioDoc Analyze 2.1

GraphPad Prism® (Version 5.0)

Kodak Digital Science 1D Image Analyse
Software (Version 2.0.3)

Microsoft® Office 2003

SuperArray Bioscience
Corporation, Maryland, USA

Zymed, S. San Francisco, USA

SuperArray Bioscience
Corporation, Maryland, USA

Macherey-Nagel, Diren
Macherey-Nagel, Diren
Qiagen, Hilden
Eurogentec, Koln

Applied Biosystems, Darmstadt

Applied Biosystems, Darmstadt

Adobe Systems, Miinchen
Olympus, Hamburg
Biometra, Gottingen

GraphPad Software Inc.,
San Diego, USA

Kodak, Suttgart

Microsoft Corporation,
Unterschleil3heim
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3 METHODEN

3.1 Zellkultur

3.1.1 Kultivierung und Passagieren adharenter Zellen

Die verwendeten Zelllinien wurden in MEM-Earl w Phenolrot Kulturmedium oder
DMEM w Phenolrot Kulturmedium in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare
mit 5 % COz-Anteil bei 37°C kultiviert. Die Kulturmedien wurden mit 10 % (v/v)
FCS (fetal calf serum) und 1 % (v/v) Penicillin/Streptomycin-Mix (P/S) versetzt.
Das MEM-Earl Kulturmedium enthielt zusatzlich 0,1 % (v/v) Transferrin sowie
50 IU Insulin, das DMEM Kulturmedium 1 % (v/v) L-Glutamin (L-GIn). Alle
Zellkulturarbeiten wurden an einer Sterilwerkbank durchgefuhrt. Die Zellen
wurden bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 80 % oder nach Bedarf zu einem
frheren Zeitpunkt passagiert. Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und
anschlieBend mit Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 % in D-PBS) bei 37°C inkubiert.
Nach dem Abldsen der Zellen wurde die Reaktion mit Kulturmedium abgestoppt
und die Zellsuspension fur 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Das gewonnene
Zellpellet wurde in Kulturmedium resuspendiert und nach Bestimmung der

Zellzahl eine entsprechende Anzahl von Zellen auf ZellkulturgefalRe verteilt.

3.1.2 Kryokonservierung und Auftauen eukaryotischer Zellen

Um eine langfristige Konservierung der Zellen zu gewahrleisten, wurde das
Zellpellet mit entsprechender Zellzahl in Einfriermedium aufgenommen und
zunachst bei -80°C eingefroren. AnschlieRend wurden die Zellen in flissigem
Stickstoff gelagert. Das Auftauen der Zellen erfolgte durch eine kurzzeitige
Erwarmung bei 37°C im Wasserbad. Danach wurde die Zellsuspension mit
Kulturmedium gewaschen, 4 min bei 300 x g zentrifugiert und das entstandene

Zellpellet zur Kultivierung in Kulturmedium resuspendiert.

3.1.3 Primare Kultivierung humaner Osteoblasten

Fir das Anlegen einer Primarkultur von humanen Osteoblasten (hOB) wurde in

Einvernehmung mit der Ethikkommission (Antrag 13/3/01) und Zusammenarbeit
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mit der Abteilung flr Unfallchirurgie der Universitatsmedizin Géttingen humanes
Knochenmaterial zur Verfigung gestellt. Das Knochenmaterial wurde in steriler
physiologischer Natriumchloridiésung (0,9 %) Ubergeben. Zunachst wurden die
Knochenfragmente in eine Petrischale mit PBS uUberfuhrt, unter Verwendung
eines Skalpells (TechnoCut, HMD Healthcare, Horsham, UK) von Blut- sowie
Bindegewebsrickstanden befreit und grob zerkleinert. Dabei wurde soviel
trabekularer Knochen wie moglich freigelegt und dieser weiterhin mehrmals in
Petrischalen mit PBS gewaschen und zerkleinert. Die Knochenstlcke wurden
danach fur einen letzten Waschschritt in DMEM w Phenolrot Kulturmedium
(zunachst ohne Zusatze) uberfuhrt. Um ein Anwachsen von Primarzellen zu
ermoglichen, wurde der Boden mehrerer Petrischalen mit DMEM w Phenolrot
Kulturmedium leicht bedeckt, die Knochenstlicke darin verteilt und fur eine
Woche bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Danach wurde alle drei bis vier Tage
vorsichtig ein Mediumwechsel durchgeflihrt. Aus den Knochenstiicken bildeten
sich dabei zunachst vereinzelt hOB aus, die im weiteren Verlauf zu einem
dichten Zellrasen anwuchsen. Nach ca. drei Wochen konnten die Primarzellen
aus ihrem Zellverband geldst (siehe Kapitel 3.1.1) und fir entsprechende

Experimente verwendet werden.

3.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahlbestimmung wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer (0,1 mm
Tiefe, 0,0025 cm? Flache, Laboroptik, Friedrichsdorf) unter dem Lichtmikroskop
durchgefuhrt. Eine Differenzierung von vitalen und toten Zellen erfolgte mittels
Trypanblau-Farbung, bei der sich tote Zellen durch eine Blaufarbung des
Zytosols deutlich von vitalen Zellen abgrenzen. Die Zellsuspension wurde im

Verhaltnis 1:2 mit der Trypanblau-Losung (Serva, Heidelberg) verdunnt.

3.1.5 Kokultur

Um die Mechanismen der Knochenmetastasierung zu untersuchen, wurde ein
in vitro System etabliert, bei dem humane Mammakarzinomzellen mit hOB oder
Osteoblasten-ahnlichen Zellen kokultiviert werden (von Alten et al., 2006). Dazu

rtTM

wurden zunachst ThinCe Zellkultureinsatze fur 6-Well-Platten mit einem

Porendurchmesser von 8 uym (Greiner Bio-One, Frickenhausen) mit Matrigel ™



METHODEN 34

Basement Membrane Matrix (BD Biosciences, Heidelberg) Uberschichtet. Es
handelt sich hierbei um ein Basalmembran-Praparat, welches aus Sarkoma-
Zellen von Engelberth-Holm-Swarm (EHS)-Mausen gewonnen wird und in vitro
einen verbreiteten Einsatz bei Invasionsmodellen findet (Kleinman & Martin,
2005). Zur Vorbereitung wurden alle verwendeten Materialien auf 4°C
vorgekiihlt und das bei -20°C gelagerte Matrigel™ langsam auf Eis aufgetaut.
Die ThinCert™ Zellkultureinsatze wurden vorsichtig und unter Vermeidung von

I™ {berschichtet, welches zuvor 1:2 mit DMEM

Luftblasen mit je 212 pl Matrige
w/o Phenolrot ohne Zusatze verdinnt wurde. Danach wurden die Platten
30 min bei 37°C im Brutschrank inkubiert und direkt im Anschluss fur
Versuchsansatze verwendet.

Das Funktionsprinzip des Kokultursystems beruht auf dem Knochen-gerichteten
Migrationsverhalten der Mammakarzinomzellen durch die Matrigel-beschichtete

Membran, die eine Extrazellularmatrix (EZM) simuliert (siehe Abbildung 3.1).

Mammakarzinomzellen

Invasionskammer (8 pm) EZM

hOB/Osteoblasten-dhnliche Zellen

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des verwendeten Kokultursystems

Die Zellaussaat erfolgte in DMEM Kulturmedium ohne Phenolrot und mit 10 %
(viv) CD-FCS an Stelle von normalem FCS, um hormonahnliche Wirkungen
dieser Substanzen zu vermeiden. Die Mammakarzinomzellen wurden in einer

rtTM

Konzentration von 350.000 Zellen pro 1,5 ml in die Thince Zelkultureinsatze

ausgesat. Die Aussaat der hOB bzw. Osteoblasten-ahnlichen Zellen erfolgte in
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6-Well-Platten in einem Konzentrationsbereich von 120.000 - 150.000 Zellen
pro 2 ml. Zunachst wurden die Zellen flr 24 h getrennt voneinander kultiviert.
AnschlieRend erfolgte die Behandlung der Mammakarzinomzellen mit den
GnRH Analoga (sieche Kapitel 3.1.6) sowie die Uberfiihrung der Thincert™
Zellkultureinsatze auf die 6-Well-Platten mit hOB bzw. Osteoblasten-ahnlichen
Zellen (Zeitpunkt tp).

Nach 48 h (tsg) wurden die Zellen fur weitere Untersuchungen auf RNA- sowie

rt™ Zellkultureinsatze aus der

Proteinebene geerntet. Dafur wurden die Thince
Invasionskammer entfernt, die Matrigelschicht mit den Mammakarzinomzellen
unter Verwendung eines feinen Spatels abgeschabt und in ein Reaktionsgefall
mit RLT-Puffer (White et al.) oder PBS (Protein) Uberfuhrt. Die Zellen im
unteren Well (hOB/Osteoblasten-ahnliche Zellen) wurden direkt in RLT-Puffer
oder mit Hilfe eines Zellschabers (25 cm, Sarstedt, Numbrecht) in PBS
geerntet. Die in RLT-Puffer aufgenommenen Zellen wurden bis zur weiteren
Aufarbeitung bei -80°C gelagert. Die Zellsuspension fur die Proteingewinnung
wurde bei 10000 x g fiir 5 min zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand aus
PBS sowie Matrigel abgesaugt. Die dabei gewonnenen Zellpellets wurden in

flissigem Stickstoff eingefroren und ebenfalls bei -80°C aufbewahrt.

3.1.6 Behandlung mit GnRH Analoga

Die Behandlung der Mammakarzinomzellen mit den GnRH Analoga erfolgte in
unterschiedlichen Konzentrationen (siehe Tabelle 3.1) mit einer Inkubationszeit
von 48 h.

Tab. 3.1: Konzentrationen der verwendeten GnRH Analoga

GnRH-Analoga Konzentration [M]
Triptorelin 1x10°
Cetrorelix 1x 107
[D-Lys®]GnRH-II 1x 107

Mit diesen Konzentrationen wurde in vorangegangenen Studien (von Alten et
al., 2006) die starkste Hemmung der Invasion von Mammakarzinomzellen im

Kokultursystem erreicht.
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3.2 Tierversuche

3.2.1 Versuchstiere und Haltungsbedingungen

Als Versuchstiere wurden sechs bis acht Wochen alte, thymusdefiziente,
weibliche Nacktmause des Stammes CD1 nu/nu mit einem durchschnittlichen
Gewicht von 20 Gramm verwendet. Diese wurden von der Firma Charles River
(Sulzfeld) bezogen. Die Haltung der Tiere erfolgte in mit Filterhauben bedeckten
Kafigen mit bis zu funf Mausen pro Kafig in der Tierexperimentellen Einrichtung
der Universitatsmedizin Géttingen. Dabei wurden die Tiere mit Futter ad libitum
sowie autoklaviertem H,O versorgt und unter kontrollierten Umweltbedingungen
und Simulation eines Tag-Nacht-Zyklus von zwolf Stunden gehalten. Alle in vivo
durchgefuhrten Experimente wurden nach den Richtlinien fur tierexperimentelle

Forschung angemeldet und genehmigt.

3.2.2 Betaubung

Fir die Betdaubung der Nacktmause vor der Injektion von Tumorzellen wurde
eine Lésung aus Ketaminhydrochlorid (100 mg/kg KG) und Xylazinhydrochlorid
(4 mg/kg KG) in isotonischer Natriumchloridlosung (0,9 %) hergestellt. Davon
wurden pro Maus 200 ul bei Tumorzellinjektion in die Brustdrise und 150 pl bei

Tumorzellinjektion ins Herz intraperitoneal (i.p.) verabreicht.

3.2.3 Vorbereitung und Injektion von Tumorzellen

Fir die Tierexperimente wurden die bendtigten Zellen zunachst in vitro kultiviert
und expandiert. Um die ausreichende Menge an Zellen zu erhalten, erfolgte die
Kultivierung in Zellkulturflaschen mit Dreifachboden. Die angewachsenen Zellen
wurden bei einer Konfluenz von ca. 80 % trypsiniert und mit PBS gewaschen.
Nach der Zellzahlung wurde die gewtlinschte Zellzahl mit dem entsprechenden

Kulturmedium ohne Zusatze eingestellt und bis zur Injektion auf Eis aufbewahrt.

3.2.3.1 Injektion in die Brustdrise

Fir die Injektion in die Brustdruse wurde die Zellzahl auf 1 Mio Zellen pro 100 pl
Kulturmedium eingestellt. Die Zellsuspension wurde anschliel3end luftblasenfrei

in 1 ml Spritzen (BD Plastipak, Heidelberg) (iber eine Kaniile (100 Sterican®,
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@ 0,45 x 12 mm, 26 G x /2”, B. Braun, Melsungen) aufgezogen und beidseitig

jeweils 100 ul in das Fettgewebe der zweiten Brustdruse injiziert.

3.2.3.2 Injektion ins Herz

Vor der Injektion von Tumorzellen ins Herz wurde entlang des Brustbeins und
Rippenbogens dessen Lage ertastet. Jeder Maus wurden unter Verwendung
von 1 ml Spritzen mit sehr feinen Kaniilen (Omnican® 40, @ 0,30 x 12 mm,
30 G x %£”, B. Braun) 1 x 10° Zellen pro 100 ul Kulturmedium ins Herz injiziert.
Um die Lokalisation der Kanule im Herz zu kontrollieren, wurde kurz vor der

Injektion Blut aspiriert.

3.2.4 Behandlung mit GhnRH Analoga

Die Behandlung der Versuchstiere mit den GnRH Analoga erfolgte alle zwei bis
drei Tage und wurde an Tag 2 nach Injektion der Tumorzellen begonnen. Die
Verabreichung erfolgte i.p. in einer Konzentration von 25 nmol in 100 pl pro

Maus.

3.2.5 Tumorvolumen

Um den Verlauf des Tumorwachstums zu kontrollieren, wurde mit Hilfe eines
digitalen Messschiebers das Tumorvolumen (TV) bestimmt. Dafir wurde der
groflite Langendurchmesser (a) und im zugehdrigen rechten Winkel der grofite
Breitendurchmesser (b) des jeweiligen Tumors gemessen. Das Tumorvolumen

wurde mit folgender Formel berechnet (Streit et al., 2002):

Formel 3.1: Berechnung des Tumorvolumens

3.2.6 Sektion

Nach Beendigung der Tierversuche oder beim Auftreten von Abbruchkriterien
erfolgte die Totung der Nacktmause durch Inhalationsnarkose mit CO, und

anschlielendem Genickbruch. Alle bendtigten Gewebe wurden direkt nach der



METHODEN 38

Toétung entnommen. Um eine Blutentnahme aus dem Herzen durchzufihren,

wurden die Tiere durch CO,-Narkose ohne nachfolgenden Genickbruch getotet.

3.2.7 Blutentnahme

Fir die Blutentnahme aus dem Herzen wurden die Nacktmause betaubt, der
Brustkorb geodffnet und die linke Herzkammer punktiert. Das Blut wurde unter
Verwendung einer Kanlle enthommen und bis zur weiteren Aufarbeitung bei
-20°C gelagert. Um eine Blutgerinnung zu verhindern, erfolgte die Zugabe von
1,8 mg EDTA pro ml Blut.

3.2.8 Gewinnung und Aufbereitung von Mausgewebe

Nach der Sektion und dem Offnen des Brustkorbs wurden Lunge, Leber oder
Knochen (Femur, beidseitig) der Mause freiprapariert und entnommen. In Folge
der Praparation wurden Lunge sowie Leber mit PBS gespdlt und die Knochen
zusatzlich mit einem Skalpell von umliegendem Fettgewebe befreit. Direkt im
Anschluss wurden die gewonnenen Gewebeproben in flussigem Stickstoff
eingefroren und bei -80°C aufbewabhrt.

Um eine DNA-Isolation aus Mausgewebe zu ermoglichen, musste dieses zuvor
homogenisiert werden. Die Zerkleinerung von Lunge und Knochen erfolgte mit
Hilfe des Mikro-Dismembrators S (B. Braun, Melsungen) in Teflongefallen mit
einer darin enthaltenen Stahlkugel fur jeweils 15s bei 2500 rpm. Wahrend
dieser Arbeit wurden sowohl alle Gewebeproben als auch die verwendeten
Utensilien in flissigem Stickstoff gekuhlt. Die Leber wurde aufgrund ihrer GroRe
unter Verwendung des Skalpells zerkleinert und anschlieRend wieder in
flussigem Stickstoff eingefroren. Bis zur weiteren Aufarbeitung wurden alle

Gewebeproben bei -80°C gelagert.

3.3 Molekularbiologische Methoden

3.3.1 Isolierung von Nukleins&uren

Die Isolierung der DNA und RNA erfolgte unter Verwendung von Isolierungskits,
die auf dem Prinzip der selektiven Bindung von Nukleinsduren an die Membran

einer Trennsaule beruhen. Mit Hilfe einer schnell und einfach durchzufiihrenden
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Mikrozentrifugentechnik bindet die jeweilige Nukleinsaure an die Membran aus

Silikagel und wird nach mehreren Waschschritten von der Saule eluiert.

3.3.1.1 Isolierung von DNA aus adhé&renten Zellen

Die Isolierung von DNA aus adharenten Zellen erfolgte mit dem NucleoSpin®

Tissue Kit (Macherey-Nagel, Duren) nach Angaben des Herstellers.

3.3.1.2 Isolierung von DNA aus Mausgewebe

Fir die Isolierung von DNA aus Mausgewebe wurde ebenfalls das NucleoSpin®
Tissue Kit nach Angaben des Herstellers und unter Zugabe von 4 pl RNase
verwendet. Die homogenisierten Gewebeproben (siehe Kapitel 3.2.8) wurden
enzymatisch durch die im Kit enthaltene Proteinase K bei 56°C und kraftigem
Schutteln (1000 rpm) im Thermomixer (Eppendorf, Hamburg) Gber Nacht lysiert.
Vor der weiteren Aufarbeitung wurden nicht-lysierte Bestandteile mit Hilfe der
NucleoSpin® Filters (Macherey-Nagel) abgetrennt.

Die Blutproben der Mause wurden ohne Zugabe von RNase und einem Verdau
durch die Proteinase K von 25 min identisch zum Mausgewebe aufgearbeitet.
Die Lagerung der DNA-Proben erfolgte bei -20°C.

3.3.1.3 Isolierung von RNA aus adharenten Zellen

Die Isolierung von RNA aus adharenten Zellen wurde mit dem RNeasy® Mini Kit
der Firma Qiagen (Hilden) nach den Angaben des Herstellers durchgefluhrt. Die
Zellen wurden direkt in RLT-Puffer geerntet (siehe Kapitel 3.1.5) und bis zur
Aufarbeitung sowie danach bei -80°C gelagert.

3.3.2 Quantifizierung von Nukleinséuren

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsauren erfolgte photometrisch
bei 260 nm, da Nukleinsauren bei dieser Wellenlange ihr Absorptionsmaximum
besitzen. Eine Absorption von 1,0 entspricht dabei einer Konzentration von
50 pug/ml doppelstrangiger DNA und 40 ug/ml RNA (siehe Tabelle 3.2). Aus
dem Verhaltnis der Extinktionswerte von 260 nm zu 280 nm lassen sich
Aussagen Uber den Reinheitsgrad der Nukleinsauren treffen. Der Quotient

dieser beiden Werte (Azs0/A2g0) sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Bei einem
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Wert unter 1,8 liegt eine Verunreinigung durch Proteine vor, da diese ihr
Absorptionsmaximum bei 280 nm besitzen (Glasel, 1995). Die Messung wurde
im BioPhotometer 6131 der Firma Eppendorf (Hamburg) gegen einen Leerwert
durchgefuhrt.

Tab. 3.2: Faktoren zur Konzentrationsbestimmung von Nukleinséuren

Nukleinsauren Konzentration (Azeo = 1,0)
dsDNA ~ 50 pg/mi
ssDNA =~ 37 pg/mi
Oligonukleotide ~ 30 pg/mi
RNA = 40 pg/ml

3.3.3 Reverse Transkription

Mittels der Reversen Transkription (RT) wird RNA in einen komplementaren
DNA-Strang (complementary DNA, cDNA) umgeschrieben (Varmus, 1987), der
Ausgangspunkt fur weitere Untersuchungen darstellt. Die RT wird dabei von
RNA-abhangigen DNA-Polymerasen durchgefuhrt. Oligo-d(T)-Primer dienen als
Startpunkt fur die Synthese der cDNA und sind in der Lage spezifisch an den
Poly(A)-Schwanz der RNA zu binden.

In die RT wurden 1 uyg RNA eingesetzt und diese zunachst mit 1 yl DNase und
1 ul RNase-Inhibitor fur 3 min bei 37°C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe
eines Enzym-Mix (siehe Tabelle 3.3) mit einer Inkubationszeit von 60 min bei
37°C und abschlieRend 5 min bei 95°C. Die cDNA wurde bei -20°C gelagert

und als Matrize fur die PCR verwendet.

Tab. 3.3: Enzym-Mix fiir die Reverse Transkription

Material Einsatz [ul] Ausgangskonzentration
RT-Puffer 8 5 x

DTT 4 100 mM

dNTPs 4 10 mM

d(T)45 Primer 8 /

SuperScript I 2 /
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3.3.4 Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der
spezifischen Amplifikation von Nukleinsauren (Mullis et al., 1986). Dabei wird
die zu amplifizierende Zielsequenz der DNA von zwei Oligonukleotiden (Primer)
flankiert. Der forward-Primer bindet an den so genannten sense-Strang, der
reverse-Primer hingegen an den so genannten antisense-Strang. Von diesem
Startpunk aus synthetisiert eine hitzestabile DNA-Polymerase den neuen DNA-
Strang durch Verknupfung von Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs).

Die klassische PCR besteht aus drei Schritten. Nach der Denaturierung der
doppelstrangigen DNA bei 95°C erfolgt die Anlagerung der Primer an die DNA-
Einzelstrange bei einer Primer-spezifischen Temperatur (Annealing). Die DNA-
Polymerase ist anschliel3end in der Lage an die Primer zu binden und den
fehlenden DNA-Strang neu zu synthetisieren (Elongation). Die Elongation findet
bei 72°C statt, dem Temperaturoptimum der in dieser Arbeit verwendeten Tag-
DNA-Polymerase, die ihren Ursprung im Organismus Thermus aquaticus (Saiki
et al., 1988) besitzt. Die zyklische Wiederholung der Reaktionsschritte fuhrt zu

einer exponentiellen Vervielfaltung der DNA.

Tab. 3.4: Standard-Reaktionsansatz fir die PCR

Material Einsatz [ul] Ausgangskonzentration
H>O 11,1 /

dNTPs 1,2 1 mM

PCR-Puffer 1,5 10 x

DNA-template 0,6 10-100 ng/pl
forward-Primer 0,3 20 uM

reverse-Primer 0,3 20 uM

Taqg-Polymerase 0,075 5 U/l

Gesamtvolumen 15 /
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Tab. 3.5: Parameter der spezifischen PCR-Programme

Gen Denaturierung Annealing Elongation
CDH1 30s, 94°C 60 s, 61°C 60 s, 72°C
CTSB 60 s, 94°C 60 s, 62°C 60 s, 72°C
CYR61 60 s, 94°C 60 s, 55°C 60 s, 72°C
GnRH-I R 30s,94°C 30 s, 60°C 45s,72°C
L7 30, 94°C 60 s, 54°C 120 s, 72°C
OPG 30s, 94°C 60 s, 64°C 90s, 72°C
PTHrP 30s, 94°C 60 s, 58°C 60 s, 72°C
PTHrP-R 60 s, 94°C 60 s, 60°C 60 s, 72°C
RANKL 30s,94°C 60 s, 62°C 45s,72°C
S100A4 60 s, 94°C 60 s, 58°C 60 s, 72°C

Als Kontrolle fur die semiquantitative PCR wurde zusatzlich eine Amplifikation
von L7 durchgefuhrt. L7 kodiert ein ribosomales Protein, welches in allen
Geweben exprimiert wird und wurde als Housekeeping-Gen verwendet. Die
Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte durch Agarose-Gelelektrophorese.

Danach wurden die Ergebnisse dokumentiert und ausgewertet.

3.3.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode, die es
ermdglicht DNA nach ihrer Grofe in einer Matrix aus Agarose aufzutrennen
(McDonell et al., 1977). Durch Anlegen einer Gleichspannung wandern dabei
die negativ geladenen Nukleinsaure-Strange zur positiv geladenen Anode,
wobei kleinere Molekile schneller durch das Agarosegel wandern als groRRere.
Um eine Dokumentation der zu analysierenden DNA durchzufihren, werden die
Nukleinsaure-Banden durch interkalierende Farbstoffe wie z.B. Ethidiumbromid
(EtBr) sichtbar gemacht. Dieser ist in der Lage nach Einlagerung in die DNA-
Doppelhelix unter UV-Licht von 302 nm Wellenlange zu fluoreszieren.

Fiar die Herstellung der Gele wurde Agarose (1,5 %) in 1x TBE-Puffer in der
Mikrowelle durch Kochen gelost und in eine Gelkammer mit eingestecktem

Kamm gegossen. Nach dem Ausharten wurde das Gel mit 1x TBE-Puffer in der
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Elektrophoresekammer Uberschichtet und der Gelkamm gezogen. Die DNA-
Proben (10 ul) wurden mit jeweils 2 pl 10 x DNA-Ladepuffer versetzt und in die
Geltaschen pipettiert. Als Referenz diente ein DNA-Fragmentlangen-Standard
(100 bp Ladder, Invitrogen, Karlsruhe). Die Auftrennung der DNA erfolgte bei
85 V mit einer Laufzeit von ca. 45 min. Der im 10 x DNA-Ladepuffer enthaltene
Farbstoff Bromphenolblau ermdoglicht dabei ein Abschatzen der Laufstrecke.
Die Gele wurden anschlie3end fur 20 min im EtBr-Bad gefarbt und in ddH,O
gewaschen. Dokumentation und Auswertung der Ergebnisse erfolgten im UV-
Transilluminator unter Verwendung der BioDocAnalyze 2.1 Software (Biometra,

Gottingen).

3.3.6 Gene Array

Mit Hilfe der Gene Array-Technik wird die simultane Analyse der Expression
einer Vielzahl von Genen ermoglicht (Joussen & Huang, 2001). Dabei wird die
zu untersuchende RNA in eine Biotin-16-dUTP-markierte cDNA umgewandelt
und anschlie®Bend an eine Membran gebunden, die als Trager der
genspezifischen Zielsequenzen dient. Die Bindung von Biotin und Streptavidin
fuhrt weiterhin zur Kopplung einer alkalischen Phosphatase an die gelabelten
cDNA-Sonden und zur Umsetzung der lumineszierenden Verbindung CDP-
Star™. Die freigesetzte Chemilumineszenz wird detektiert und stellt ein MaR fiir
die Expressionsrate der analysierten Gene dar.

In dieser Arbeit wurde der Human Tumor Metastasis Gene Array (GEArray Q
Series) sowie das zugehdrige GEArray RT-Labeling Kit der Firma SuperArray

Bioscience Corporation (Maryland, USA) verwendet.

3.3.6.1 Synthese Biotin-16-dUTP-markierter cDNA-Sonden

Die Synthese der Biotin-16-dUTP-markierten cDNA-Sonden wurde mit Hilfe des
GEArray RT-Labeling Kits durchgefuhrt. Die Reaktionsansatze aus 3 pg RNA,
3 pl Puffer A (mit enthaltenem GEA-Primer-Mix) wurden mit RNase-freiem H,O
auf ein Endvolumen von 10 yl gebracht und fur 3 min bei 70°C und weitere
2 min bei 42°C inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Zugabe von jeweils 10 pl
eines Enzym-Mix (siehe Tabelle 3.6) mit einer Inkubationszeit von 90 min bei
42°C sowie 5 min bei 94°C.
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Tab. 3.6: Enzym-Mix fur den Gene Array

Material Einsatz [ul] Ausgangskonzentration
Puffer BN 4 5 X

Biotin-16-dUTP 2 1 mM

RNase Inhibitor 1 40 U/ul

Reverse Transkriptase 0,5 200 U/ul

H,O (RNase-frei) 2,5 /

Gesamtvolumen 10 /

3.3.6.2 Hybridisierung

Die Hybridisierung der GEArray Membranen wurde im Hybridisierungsofen
durchgefuhrt. Zunachst wurden die Membranen in 3 ml vorgewarmter (60°C)
GEAhyb Hybridisierungslosung mit 100 uyg/ml Lachssperma DNA (Invitrogen,
Karlsruhe) fir 1 -2 h unter Rotation prahybridisiert. Dieser Schritt dient der
Absattigung unspezifischer Bindungsstellen. AnschlielRend wurden die fertigen
cDNA-Sonden in 750 yl GEAhyb Hybridisierungslosung (60°C) Uberfuhrt und
die Prahybridisierungslosung durch diese ersetzt. Die Hybridisierung der
Membranen erfolgte ebenfalls unter Rotation bei 60°C Uber Nacht.

Im Anschluss wurden die Membranen bei 60°C zweimal 15 min mit 5 ml
Waschpuffer | (2 x SSC, 1% SDS) und zweimal 15 min mit 5 ml Waschpuffer I
(0,1 x SSC, 0,5% SDS) gewaschen.

3.3.6.3 Detektion und Visualisierung

Zum Nachweis der hybridisierten cDNA-Sonden wurden die Membranen in 2 ml
GEA-Blockierungslésung Q fur 40 min und fur weitere 10 min in 2 ml Puffer F
mit darin enthaltener Streptavidin-gekoppelter alkalischer Phosphatase (1:8000)
inkubiert. Es folgten vier Waschvorgange fur jeweils 5 min mit 4 ml Puffer F und
zwei Waschvorgange mit 3 ml 1 x AP-Assay-Puffer G. Anschlieliend wurden die
Membranen mit 500 pyl CDP-Star™ bei RT inkubiert (2 min). Die ausgeldste
Chemilumineszenz wurde unter Verwendung von Réntgenfilmen detektiert. Es

wurden Rontgenfilme von der Firma Kodak (Stuttgart) verwendet, die nach ihrer
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Exposition in einer Rontgenfiimkassette (Barthel X-Ray GmbH, Minchen) im

SRS-101A Roéntgenfilmentwickler (Konica, Langenhagen) entwickelt wurden.

3.3.6.4 Strippen von GEArray Membranen

FUr eine erneute Hybridisierung der GEArray Membranen wurden diese
gestrippt und somit von den bereits gebundenen cDNA-Sonden befreit. Die
verwendete 0,1 %-ige SDS-L6sung wurde zunachst auf 60°C vorgewarmt und
die Membranen mit 1 ml dieser Losung gespult. AnschlieBend wurden die
Membranen mit jeweils 4 ml SDS-Losung fur 25-30 min bei 60°C unter
Rotation im Hybridisierungsofen gewaschen. Dieser Vorgang wurde maximal
zweimal pro Membran wiederholt und die Membranen bis zur weiteren

Verwendung mit Waschpuffer Il (siehe Kapitel 3.3.6.2) benetzt.

3.3.7 Real-time PCR

Die Real-time PCR basiert auf der Methode der konventionellen Standard-PCR,
wobei die Detektion der PCR-Produkte nicht als Endpunktbestimmung, sondern
in Echtzeit (real-time) erfolgt. Dies wird durch die Verwendung fluoreszierender
Farbstoffe ermdglicht, deren Fluoreszenzintensitat nach jedem einzelnen Zyklus
bestimmt wird und mit der akkumulierenden Produktmenge korreliert (Higuchi et
al., 1993).

3.3.7.1 TagMan®-Methode

In der vorliegenden Arbeit wurde eine TagMan®-Real-time PCR durchgefiihrt.
Hierbei kommt es neben den Ublichen Primern zum zusatzlichen Einsatz einer
TagMan®-Sonde. Die Sequenz der Sonde entspricht einem Sequenzabschnitt,
der sich zwischen forward- und reverse-Primer des zu amplifizierenden DNA-
Stranges befindet. An ihrem 5°-Ende verfugt diese Sonde uUber einen kovalent
gebundenen Fluoreszenzfarbstoff (Reporter, Fluoreszein-Derivat), am 3'-Ende
ist sie Uber ein Linker-Arm-modifiziertes-Nukleotid (LAN) mit einem ebenfalls
fluoreszierenden Farbstoff, dem so genannten Quencher (Rhodamin-Derivat)
gekoppelt. Aullerdem befindet sich am 3'-Ende eine Phosphatgruppe, damit
die Sonde bei der Elongation nicht als Primer fungieren kann. Wird die Sonde

bei einer spezifischen Wellenlange von 488 nm zur Fluoreszenz angeregt, so
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bleibt das Fluoreszenzsignal des Reporterfarbstoffes aufgrund der Nahe zum
Quencher unterdrickt (FRET, fluorescence resonance energy transfer). Erst bei
der Synthese des neuen DNA-Stranges wahrend der PCR-Reaktion wird die
TagMan®-Sonde durch die Endonukleaseaktivitait der DNA-Polymerase
geschnitten, Reporter und Quencher raumlich voneinander getrennt und das
Fluoreszenzsignal des Reporterfarbstoffes messbar. Sonden, die frei und nicht
hybridisiert vorliegen, werden hingegen nicht hydrolysiert. In jedem Zyklus der
TagMan®-Real-time PCR kommt es zur Freisetzung neuer Reporter-Molekille.
Die Fluoreszenz steigt folglich proportional zur Anzahl synthetisierter PCR-

Produkte an.

3.3.7.2 Primer-und Sondendesign

Mit der TagMan®-Real-time PCR wurde der Anteil von humaner DNA in muriner
DNA unter Verwendung einer humanspezifischen Alu-Sequenz bestimmt. Diese
Alu-Sequenz gehort zu einer Familie repetitiver DNA-Sequenzen, die sich nur
im Genom von Primaten befinden (Batzer & Deininger, 2002) und in murinem
Gewebe nicht detektierbar sind. Primer- und Sondendesign der eingesetzten
Alu-Sequenz erfolgte nach Munoz et al. (2005). Als Reporterfarbstoff wurde
Yakimo Yellow® und als Quencherfarbstoff der nicht-fluoreszierende Black Hole
Quencher-1 (BHQ-1) eingesetzt. Dieser Quencher emittiert das aufgenommene
Licht nicht als Licht anderer Wellenlange, sondern als Warme und eignet sich
insbesondere fur die Multiplex-PCR, da er nicht mit der Messung interferiert.
Um eine relative Quantifizierung der TagMan®-Real-time PCR durchfiihren zu
kénnen, wurde parallel zur Alu-Sequenz die Amplifikation eines Housekeeping-
Gens durchgeflihrt, das sowohl humane als auch murine DNA detektiert. Dafur
wurde das 18S rRNA Control Kit der Firma Eurogentec (Koln) verwendet, das
sowohl spezifische Primer als auch eine Sonde enthalt. Die Sonde ist mit dem
Reporterfarbstoff FAM (6-Carboxy-Fluoreszein) und dem Quencherfarbstoff
TAMRA (6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin) gekoppelt.

Durch spezifische Emissionspektren der beiden eingesetzten Reporterfarbstoffe
Yakimo Yellow® (A = 552 nm) und FAM (A = 518 nm) kénnen sowohl die Alu- als
auch die 18S rRNA-Sequenz gleichzeitig in einer Reaktion amplifiziert werden.

Die Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe erfolgte bei 488 nm.
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3.3.7.3 Durchfuhrung und Dokumentation

Die TagMan®-Real-time PCR wurde im ABI PRISM™ 7700 Sequence Detector
(Applied Biosystems, Darmstadt) durchgefiihrt. Um die verwendeten TagMan®-
Sonden zu schutzen, erfolgten alle Vorarbeiten ohne direkte Lichteinstrahlung.
Die Reaktionen wurden mit jeweils 25 yl Ansatzen gefahren. Zunachst wurde
ein Enzym-Mix hergestellt (siehe Tabelle 3.7) und in einer 96 Well Multiply®
PCR-Platte (Sarstedt, NUmbrecht) vorgelegt. Im Anschluss erfolgte die Zugabe
von 1 yl DNA-Template, wobei alle DNA-Proben zuvor auf 50 ng/ul verdunnt
wurden. Die Platte wurde mit Hilfe der zugehdrigen Multiply® 8er-Deckelketten
fest verschlossen, kurz anzentrifugiert und in den ABI PRISM™ 7700 Sequence
Detector uberfuhrt. Dem eigentlichen PCR-Programm wurde eine zweiminttige
Inkubation bei 50°C vorgeschalten. Dabei wurde die im Enzym-Mix enthaltene
Uracil-N-Glycosylase aktiviert, welche zur Vermeidung falscher Signale durch
PCR-Kontaminationen dient (Longo et al., 1990). Im weiteren Verlauf erfolgte
eine Inkubation fur 10 min bei 95°C, 15 s bei 95°C sowie 1 min bei 60°C. Die
letzten beiden Zyklen wurden 39 Mal wiederholt.

Alle Proben wurden in Dreifachbestimmung vermessen. Zusatzlich wurde bei
jedem Reaktionslauf zur Kontrolle eine Probe ohne DNA-Template (no template
control, NTC) mitgefuhrt.

Tab. 3.7: Enzym-Mix fir die TagMan®-Real-time PCR

Material Einsatz [ul] Ausgangskonzentration
TagMan® PCR U. Master Mix | 12,5 2 x

Alu forward-Primer 1 22,5 pmol/ul

Alu reverse-Primer 1 22,5 pmol/ul

Alu Sonde 1 6,25 pmol/ul

18S rRNA Primermix 1,5 10 uM

18S rRNA Sonde 0,5 6,25 uM
DNA-Template 1 50 ng/ul

H-O 6,5 /

Gesamtvolumen 25 /
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Im verwendeten TagMan® Universal Master Mix (Applied Biosystems) ist als
weiterer Fluoreszenzfarbstoff ROX (6-Carboxy-X-Rhodamin) enthalten. Dieser
dient als passive Referenz zur Normalisierung des Reporterfluoreszenzsignals
wahrend der Datenaufnahme. So kdnnen Fluoreszenzschwankungen aufgrund
von Konzentrations- oder Volumenunterschieden in den einzelnen Reaktionen
korrigiert werden. Zusatzlich wird das binnen der ersten PCR-Zyklen erfasste

Hintergrundsignal abgezogen (siehe Formel 3.2).

Formel 3.2: Normalisierung der Emissionsintensitat durch eine passive Referenz

R,": Emissionsintensitat des Reporters/Emissionsintensitat der passiven
Referenz einer Probe

Rn: Emissionsintensitat des Reporters/Emissionsintensitat der passiven
Referenz einer Probe wahrend der ersten PCR-Zyklen (Hintergrund-
signal)

Die Zyklenanzahl, bei welcher das Fluoreszenzsignal (AR,) einer Probe das
Hintergrundsignal signifikant Gberschreitet, wird als Schwellenwertzyklus (Cycle
Threshold, C;) definiert. Durch den Ci-Wert lassen sich vergleichende Aussagen
zur quantitativen Ausgangsmenge der DNA treffen. Der Schwellenwert wird fur
alle Messwerte innerhalb eines Reaktionslaufes gleich gehalten.

Dokumentation und Berechnung der Ci-Werte wurden unter Verwendung der
ABI| PRISM™ 7700 Sequence Detection Software 1.9.1 (Applied Biosystems)
durchgefuhrt.

3.3.7.4 Quantifizierung

Um die gewonnenen Daten zu normalisieren, wurden die Ci-Werte des Zielgens
(Alu-Sequenz) auf die Ci-Werte des Housekeeping-Gens (18S rRNA) bezogen
(siehe Formel 3.3).

Formel 3.3: Normalisierung der Ci-Werte durch ein Housekeeping-Gen

AC; = Cy(Zielgen) — Ci(Housekeeping-Gen)
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Die AC-Werte wurden weiterhin mit einer 1:10 Standardverdinnungsreihe von
humaner DNA in muriner DNA im Bereich von 100 % - 0,0001 % verglichen.
Dazu wurde die DNA aus den im Mausversuch verwendetet Zellen isoliert und
in muriner DNA verdunnt. Sowohl humane als auch murine DNA wurden zuvor
auf 50 ng/ul eingestellt. In jedem Lauf der TagMan®-Real-time PCR wurde die
spezifische Standardverdinnungsreihe des untersuchten Mausmaterials (Blut,
Lunge, Leber oder Knochen) mitgefuhrt. Anschliefend wurden die ACi-Werte
der Standardverdunnungsreihe halblogarithmisch Uber den Anteil humaner
DNA in muriner DNA (%) aufgetragen. Betragt die Steigung der so erstellten
Kalibrierungskurve -3,32, handelt es sich um eine 100 % effiziente PCR. Der
gesuchte Anteil humaner DNA in muriner DNA der einzelnen Proben wurde

Uber die Geradengleichung der Kalibrierungskurve ermittelt.

3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Praparation von Zelllysaten

Fir die Herstellung von Zelllysaten wurden die Zellpellets mit PBS gewaschen,
bei 300 x g fir 5 min zentrifugiert und anschlieRend in Triton X-114™-Puffer
(Sigma-Aldrich, Munchen) resuspendiert (Bordier, 1981). Um den Abbau der
Proteine zu verhindern, erfolgte zusatzlich die Zugabe eines Protease-Inhibitor-
Cocktails (Sigma-Aldrich). Die resuspendierten Zellpellets wurden bei 4°C Uber
Nacht im Uberkopfschttler (Heto, Allered, DK) inkubiert und am folgenden Tag
in der Kuhlzentrifuge (12.000 x g, 25 min, 4°C) von unldslichen Ruckstanden
abgetrennt. AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen und eine
Auftrennung der zytosolischen und membranstandigen Proteinfraktion

vorgenommen.

3.4.2 Trennung von zytosolischen und membranstandigen Proteinen

Nachdem die Uberstande fir 10 min bei 37°C und 800 rpm im Thermomixer
inkubiert wurden, erfolgte ein Zentrifugationsschritt fur 5 min bei 10.000 x g
(RT). Dabei wurde das Zelllysat in zwei Phasen, die zytosolische (obere Phase)
und membranstandige (untere Phase) Proteinfraktion aufgetrennt. Die bendétigte

Proteinfraktion wurde durch Zugabe von funf Volumenteilen Aceton Uber Nacht
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bei -20°C gefallt und anschlieend fiur 25 min bei 12.000 x g (4°C) zentrifugiert.
Der Uberstand wurde abgenommen und die gewonnenen Proteinpellets in der

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt.

3.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Die eindimensionale SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient

der Auftrennung von Proteinen nach ihrer Grof3e. Die Proteine binden dabei im
Uberschuss zugesetztes SDS (sodium dodecy! sulfate) und erhalten somit eine
negative Ladung. Diese Ladung verhalt sich proportional zum Molekulargewicht
und ermdglicht eine Auftrennung der SDS-Protein-Komplexe in einer Gelmatrix.
Bei der in dieser Arbeit verwendeten Methode nach Laemmli (1970) werden die
Proben zunachst in einem Sammelgel mit 5 % Polyacrylamid (siehe Tabelle
3.8) konzentriert und anschlie3end in einem Trenngel mit 10 % Polyacrylamid

(siehe Tabelle 3.9) separiert.

Tab. 3.8: Zusammensetzung eines 5 %igen Sammelgels

Material Einsatz
H20 3,1 ml
Prosieve 50 Gel Solution 0,5 ml
1 mM Tris 1,3 mi
10 % SDS 50
10 % APS 50
TEMED 4 ul

Tab. 3.9: Zusammensetzung von Trenngelen (10 % und 15 %, Ansatz fur 2 Gele)

Material 10 % Trenngel 15 % Trenngel
H>O 5,3 ml 4,3 ml
Prosieve 50 Gel Solution 2,0 ml 3,0 ml

1 mM Tris 25ml 2,5ml

10 % SDS 100 100 pl

10 % APS 100 100 pl
TEMED 4l 4l
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Fir die SDS-PAGE wurde die Mini-PROTEAN® Il Elektrophorese Apparatur
(Bio-Rad, Minchen) verwendet und nach Angaben des Herstellers aufgebaut.
Die Proben wurden mit zweifach konzentriertem Laemmli-Probenpuffer versetzt
und 3 min bei 95°C denaturiert. Danach wurden die Proben auf Eis abgekuhlt
und das Gel mit den Proben sowie einem Molekularmassenmarker (Precision
Plus Protein™ Standards, Bio-Rad) beladen. Die Elektrophorese erfolgte fiir
30 min bei 80 Vconst und 60 min bei 150 Vconst in SDS-Elektrophorese-Puffer.
Die aufgetrennten Proteine wurden anschlief3end auf Nitrocellulosemembranen

transferiert.

3.4.4 Western Blot

Im Western Blot-Verfahren werden die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine
auf Nitrocellulosemembranen Ubertragen (blotting) und unter Verwendung von
spezifischen Antikrpern nachgewiesen (Towbin et al., 1979).

FUr den Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran (0,2 um, Hybond-
ECL®, GE Healthcare, Freiburg) wurde das Tank System von Bio-Rad nach
den Angaben des Herstellers verwendet. Dabei wurde das SDS-Gel zunachst
luftblasenfrei auf die Membran und danach zwischen je zwei in Transferpuffer
getrankte Filterpapiere (Whatman®, Schleicher & Schuell, Dassel) gelegt. Das
so genannte Sandwich wurde zwischen zwei Schaumstoffschichten gebracht
und in die Blotting-Apparatur Uberfuhrt. Dabei war die Nitrocellulosemembran
der Anode zugewandt. Der Protein-Transfer erfolgte fur 1 h bei 100 V¢onst. Der

vorgefarbten Molekularmassenmarker diente zur Kontrolle der Transfereffizienz.

3.4.5 Detektion und Visualisierung

Zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen wurden die Membranen nach
dem Transfer fur 1 h bei RT mit blocking-Lésung inkubiert und anschliel3end
dreimal fur 10 min mit TBST gewaschen. Die Inkubation mit dem primaren
Antikorper erfolgte bei 4°C Uber Nacht. Nach dem Wiederholen des dreimaligen
Waschens mit TBST fur 10 min wurden die Membranen mit dem Peroxidase-
gekoppelten Sekundarantikérper fur 1 h bei RT inkubiert. Vor der Visualisierung

wurden die Membranen abschliefend dreimal 10 min mit TBST gewaschen.
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Zur Detektion der gebundenen Sekundarantikérper wurde der ECL (Enhanced
Chemiluminescens Reaction) Kit Immobilon® Western (Millipore, Schwalbach)
nach Angaben des Herstellers verwendet. Das enthaltene Reagenz wird durch
die Peroxidase katalytisch umgesetzt und so eine Chemilumineszenz mit einem
Maximum bei 430 nm hervorgerufen, welche eine Belichtung der Réntgenfilme

ermdglicht (siehe Kapitel 3.3.6.3).

3.4.6 Strippen von Nitrocellulosemembranen

Um eine erneute Hybridisierung der verwendeten Nitrocellulosemembranen mit
dem Primarantikdrper zu ermdglichen, wurden diese gestrippt und von bereits
gebundenen Antikdrpern befreit. Dazu erfolgte eine Inkubation der Membranen
mit dem Antibody Stripping Buffer der Firma Uptima Interchim (Montlucon, F)
fur 15 min bei RT und 1000 rpm. Anschlieend wurden die Membranen mit
ddH,O gespult, erneut mit blocking-Lésung behandelt und danach mit dem
neuen Primarantikorper inkubiert. Dieser Vorgang wurde maximal zweimal pro

Nitrocellulosemembran wiederholt.

3.5 Immunzytochemische Methoden

Fir die Durchfuhrung einer immunzytologischen Farbung wurden die Zellen in
Lab-Tek™ Chamber Slide™ Systemen der Firma Nunc (Wiesbaden) ausgesat
und Uber 24 h kultiviert. Um freie Aldehydgruppen zu blockieren, wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und anschlielfend 30 min mit 1 M Glycin inkubiert.
Nach zwei weiteren Waschschritten mit PBST fur jeweils 15 min erfolgte eine
Behandlung der Zellen mit PBSTN fur 10 min zur zusatzlichen Abdeckung
unspezifischer Proteinbindungen. Die Inkubation mit dem Primarantikérper
erfolgte bei 4°C Uber Nacht. Danach wurden die Zellen mit PBST gewaschen
und fur 30 min mit PBSTN inkubiert. Fur die Immunfarbung wurde je nach
Primarantikorper aus Kaninchen oder Maus der Histostain®-SP Kit der Firma
Zymed (South San Francisco, USA) nach Angaben des Herstellers verwendet.
Das Diaminobenzidin (DAB) Substrat-Chromogen System von Dako (Hamburg)

diente dabei als Substrat.
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3.6 Dokumentation und statistische Analysen

Die Dokumentation der immunzytochemisch behandelten Zellen erfolgte unter
dem Mikroskop (1X51) mit Hilfe der Software analySIS getlT von Olympus. Die
Ergebnisse der Western Blots wurden mittels der Kodak Digital Science 1D
Image Analyse Software (Version 2.0.3) dokumentiert und analysiert. Mit Hilfe
des UV-Transilluminators von Biometra und der zugehorigen BioDoc Analyze
2.1 Software erfolgte eine Dokumentation sowie Auswertung von Agarosegelen.
Die Daten wurden aus mindestens drei unabhangig voneinander wiederholten
Versuchen gewonnen. Fur eine statistische Auswertung sowie die graphische
Darstellung der Ergebnisse wurde die Software GraphPad Prism® (Version 5.0)
verwendet. Die signifikanten Unterschiede wurden mittels one-way ANOVA,
Newman Keuls-Test oder t-Test (gepaart) berechnet und wie folgt dargestellt:
*p<0,05, **p<0,01 und ***p<0,001 (nicht signifikant: n.s.).
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4  ERGEBNISSE

4.1 Einfluss der GnRH Analoga auf das RANKL/OPG-System

Das RANKL/OPG-System stellt einen wichtigen Regulationsmechanismus im
Knochenstoffwechsel dar. Eine Verschiebung des Expressionsverhaltnisses
von RANKL zu OPG zugunsten von RANKL fuhrt zu einer Differenzierung und
Aktivierung von Osteoklasten. Dadurch wird das empfindliche Gleichgewicht
von Osteoblasten und Osteoklasten gestort und es kommt folglich zum Abbau
von Knochengewebe. In diesem Teil der Arbeit wurde untersucht, ob sowohl
RANKL als auch OPG von humanen Mammakarzinomzellen exprimiert werden
und eine Regulation dieser Faktoren durch die Anwesenheit von hOB sowie die

Behandlung mit GnRH Analoga gegeben ist.

4.1.1 Expression des GnRH-I Rezeptors in Mammakarzinomzellen

Der Einfluss von GnRH Analoga auf das RANKL/OPG-System wurde mit dem
GnRH-I Agonisten Triptorelin untersucht. Aus diesem Grund wurde zunachst
eine Reihe von humanen Mammakarzinomzelllinien auf die Expression des
GnRH-I Rezeptors getestet. Die Expression wurde auf mRNA-Ebene mittels
RT-PCR bestimmt (siehe Abbildung 4.1).

319 bp GnRH-l Rezeptor
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Abb. 4.1: Expression des GnRH-I Rezeptors in Mammakarzinomzellen. Die Expression des
GnRH-I Rezeptors wurde auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR bestimmt. Als Kontrolle
diente das Housekeeping-Gen L7.
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In den Mammakarzinomzelllinien MDA-MB-231, MDA-MB-435, MDA-MB-453,
MCF-7, MCF-7 3.1, MCF-7 aro, T47-D, ZR-75-1 sowie HCC-70 wurde eine
Expression des GnRH-I Rezeptors auf mMRNA-Ebene nachgewiesen. Auf eine
semiquantitative Auswertung der Ergebnisse wurde verzichtet, da hier nur ein

Uberblick (iber die Rezeptor-Expression erstellt wurde.

4.1.2 Expression von RANKL und OPG in Mammakarzinomzellen

Im Anschluss wurden die unterschiedlichen Mammakarzinomzelllinien auf die
MRNA-Expression von RANKL und OPG untersucht (siehe Abbildung 4.2).

567 bp RANKL

441 bp OPG
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Abb. 4.2: Expression von RANKL und OPG in Mammakarzinomzellen. Die Expression von
RANKL und OPG wurde auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR bestimmt. Als Kontrolle
diente das Housekeeping-Gen L7.

In den meisten Mammakarzinomzelllinien zeigte sich eine Expression von OPG.
Lediglich die Zelllinie MDA-MB-453 wurde als OPG-negativ charakterisiert. Die
Expression von RANKL konnte hingegen nur in HCC-70 Zellen nachgewiesen
werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden alle weiteren Untersuchungen in
dieser Mammakarzinomzelllinie durchgefuhrt.

Neben der mRNA-Expression sollte nun die Expression von RANKL und OPG

auf Proteinebene untersucht werden. Hierfur wurden die zuvor ausgewahlten
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HCC-70 Zellen immunzytochemisch mit spezifischen Antikérpern gegen RANKL
und OPG gefarbt (siehe Abbildung 4.3).

b

Abb. 4.3: Immunzytochemischer Nachweis der Proteinexpression von RANKL und OPG
in HCC-70 Zellen. Die Proteinexpression von RANKL (B) und OPG (C) erfolgte durch
immunzytologische Farbung der Zellen mit spezifischen Antikdrpern. Als Kontrolle (A)
wurde die Immunfarbung ohne Primarantikérper durchgefihrt.

Sowohl fur RANKL (B) als auch OPG (C) wurde im Vergleich zur Kontrolle (A)
eine deutliche Farbung der Zellen durch die Behandlung mit den spezifischen
Antikorpern sichtbar. Die Expression von RANKL und OPG findet somit in HCC-

70 Zellen nicht nur auf mMRNA-Ebene, sondern auch auf Proteinebene statt.

4.1.3 Einfluss von Triptorelin auf die Expression von RANKL und OPG

Der Einfluss von Triptorelin auf die Expression von RANKL und OPG wurde im
Kokultursystem analysiert. Hierbei wurden die HCC-70 Zellen ohne (Kontrolle)
sowie mit hOB (Kokultur) kultiviert. Die Inkubationszeit mit Triptorelin betrug
48 h mit einer Konzentration von 1 x 10° M. Die Untersuchungen wurden auf
MRNA-Ebene (RT-PCR) sowie auf Proteinebene (Western Blot) durchgefuhrt
(siehe Abbildung 4.4).

In den HCC-70 Zellen konnte wahrend der Kokultur mit hOB ein zweifacher
Anstieg der mRNA-Expression von RANKL (A) (194,80 + 10,76 %, p<0,001) im
Vergleich zur Kontrolle (100 £ 3,37 %) nachgewiesen werden. Die gesteigerte
Expression wurde durch die 48-stindige Behandlung der HCC-70 Zellen mit
Triptorelin (153,30 + 13,66 %, p<0,05) wieder signifikant gehemmt. Die mRNA-
Expression von OPG (B) zeigte sowohl wahrend der Kokultur mit hOB (112,00
£ 5,12 %, n.s.) im Vergleich zur Kontrolle (100 £ 4,20 %) als auch durch die
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Behandlung mit Triptorelin (108,80 £ 6,66 %, n.s.) im Vergleich zur Kokultur

keine Veranderung.

35 kDa . RANKL Pratein

RANKL mRNA-Expression [%4]
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Abb. 4.4: Einfluss von Triptorelin auf die Expression von RANKL und OPG in HCC-70
Zellen. Unterschiede in der Expression von RANKL (A) und OPG (B) wurden sowohl
auf mRNA-Ebene (RT-PCR) als auch auf Proteinebene (Western Blot) bestimmt. Die
HCC-70 Zellen wurden ohne (Kontrolle) sowie mit hOB (Kokultur) kultiviert und fur
48 h mit Triptorelin (1 x 10° M) behandelt. Die Ergebnisse der RT-PCR wurden auf
das Housekeeping Gen L7 normalisiert. Angegeben sind MW + SEM, Signifikanzen
wurden mit one-way ANOVA, Newman Keuls-Test errechnet: * p<0,05 vs. Kokultur,
** p<0,01 vs. Kontrolle, *** p<0,001 vs. Kontrolle.

In den Western Blot Analysen konnten die Ergebnisse der mRNA-Expression
auf Proteinebene bestatigt werden. Hier zeigte sich in HCC-70 Zellen wahrend
der Kokultur mit hOB ebenfalls ein signifikanter Anstieg der Expression von
RANKL (217,41 + 7,26 %, p<0,001) im Vergleich zur Kontrolle (100 %). Durch
die Behandlung mit Triptorelin wurde die Proteinexpression von RANKL
(126,67 £ 5,23 %, p<0,001) in den HCC-70 Zellen im Vergleich zur Kokultur
wiederum signifikant reduziert. Eine Regulation der Expression von OPG wurde

auch auf Proteinebene nicht nachgewiesen.
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4.2 Einfluss der GnRH Analoga auf die Expression von PTHrP
und PTHrP-R

Die zuvor dargestellten Ergebnisse (siehe Kapitel 4.1.3) zeigen eine Regulation
des RANKL/OPG-Systems in HCC-70 Zellen wahrend der Kokultur mit hOB
sowie durch eine Behandlung mit dem GnRH-I Agonisten Triptorelin. Bei der
Aktivierung von Osteoklasten kommt neben RANKL einem weiteren Faktor,
dem PTHrP eine wesentliche Rolle zu. So flhrt eine verstarkte Expression von
PTHrP in Tumorzellen und die nachfolgende Bindung an dessen Rezeptor zu
einer gesteigerten osteoklastaren Aktivitat (Thomas et al., 1999). Dabei ist die
Stimulation der Osteoklastenaktivitat nicht auf dem direkten Effekt begrindet,
sondern auf einer Interaktion von PTHrP mit hOB, welche den PTHrP-Rezeptor
exprimieren und darauf mit einer erhdohten Expression von RANKL reagieren
(Goltzman, 2001).

Fir die Untersuchungen der Expression von PTHrP wurden MCF-7 und MDA-
MB-231 Mammakarzinomzellen verwendet. Diese unterscheiden sich in ihrer
Aggressivitat (MDA-MB-231 > MCF-7) und wurden ebenfalls fur alle weiteren
in vitro Analysen genutzt. Weiterhin wurde wahrend der Kokultur die Expression
des PTHrP-Rezeptors (PTHrP-R) in hOB untersucht.

Die Behandlung der Zellen erfolgte mit den drei GnRH-Analoga Triptorelin (1 x
10"° M), Cetrorelix (1 x 10° M) sowie [D-Lys®]GnRH-II (1 x 10 M) fiir 48 h und
die Expression wurde auf mMRNA-Ebene mittels RT-PCR bestimmt.

4.2.1 Expression von PTHrP in MCF-7 und MDA-MB-231

Sowohl in MCF-7 (A) (Kontrolle: 100 £ 20,79 %, Kokultur: 126,10 + 30,22 %,
n.s.) als auch in MDA-MB-231 Zellen (B) (Kontrolle: 100 £ 19,77 %, Kokultur:
109,30 + 20,08 %, n.s.) wurde wahrend der Kokultur mit hOB im Vergleich zur
Kontrolle keine signifikant veranderte mRNA-Expression von PTHrP ermittelt
(siehe Abbildung 4.5). Die Behandlung mit Triptorelin (A: 131,80 + 26,84 %, B:
94,87 + 25,73 %, n.s.), Cetrorelix (A: 109,60 £ 18,05 %, B: 128,10 + 17,39 %,
n.s.) sowie [D-Lys®|GnRH-II (A: 105,70 + 21,73 %, B: 130,30 + 20,41 %, n.s.)
zeigte im Vergleich zur Kokultur ebenfalls keinen Einfluss auf die mRNA-

Expression von PTHrP.
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Abb. 4.5: Einfluss von GnRH Analoga auf die mRNA-Expression von PTHrP in MCF-7 (A)
und MDA-MB-231 (B) Zellen. Unterschiede in der mRNA-Expression wurden mittels
RT-PCR bestimmt. Die Zellen wurden ohne (Kontrolle) sowie mit hOB (Kokultur)
kultiviert und fiir 48 h mit Triptorelin (1 x 10”° M), Cetrorelix (1 x 10° M) und [D-Lys]
GnRH-II (1 x 10° M) behandelt. Die Ergebnisse wurden auf das Housekeeping Gen
L7 normalisiert. Angegeben sind MW + SEM.

4.2.2 Expression von PTHrP-R in hOB

Neben den beiden Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 wurden
die verwendeten hOB auf eine mogliche Regulation der Expression von PTHrP-
R analysiert (siehe Abbildung 4.6). In den hOB, die ohne sowie mit MCF-7
Zellen (A) kultiviert wurden, fand wahrend der Kokultur (99,28 + 9,36 %, n.s.) im
Vergleich zur Kontrolle (100 £+ 16,81 %) sowie durch die Behandlung mit den
GnRH Analoga (Triptorelin: 97,25 + 15,33 %, n.s., Cetrorelix: 71,70 = 10,93 %,
n.s., [D-Lyss]GnRH-II: 72,48 £ 13,23 %, n.s.) im Vergleich zur Kokultur keine
Modulation der mRNA-Expression von PTHrP-R statt. Wurden die hOB ohne
oder mit MDA-MB-231 Zellen (B) kultiviert, zeigte sich eine tendenzielle, jedoch
nicht signifikante Reduzierung der mRNA-Expression von PTHrP-R wahrend
der Kokultur (70,62 + 18,07 %, n.s.) im Vergleich zur Kontrolle (100 £ 21,13 %).
Auch hier konnte kein Einfluss der verwendeten GnRH Analoga (Triptorelin:
65,40 + 11,37 %, n.s., Cetrorelix: 93,77 + 21,61 %, n.s., [D-Lys®|GnRH-II: 83,85

+ 17,97 %, n.s.) im Vergleich zur Kokultur nachgewiesen werden.
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Abb. 4.6: Einfluss von GnRH Analoga auf die mRNA-Expression von PTHrP-R in hOB.
Unterschiede in der mRNA-Expression wurden mittels RT-PCR bestimmt. Die hOB
wurden ohne (Kontrolle) sowie mit MCF-7 (A) und MDA-MB-231 (B) Zellen (Kokultur)
kultiviert. Die Inkubation der Mammakarzinomzellen erfolgte fir 48 h mit Triptorelin
(1 x 10° M), Cetrorelix (1 x 10° M) und [D-Lys®] GnRH-II (1 x 10”° M). Die Ergebnisse
wurden auf das Housekeeping Gen L7 normalisiert. Angegeben sind MW + SEM.

4.3 Interaktion der GnRH Analoga mit weiteren Faktoren der

Metastasierung

Um weitere molekulare Mechanismen der Knochen-gerichteten Invasion von
Mammakarzinomzellen aufzudecken, wurde die Expression weiterer Faktoren

untersucht, die direkt in den Prozess der Metastasierung involviert sind.

4.3.1 Erstellen von Genexpressionsprofilen mittels Gene Array

Um einen Uberblick Uber die Expression und Regulierung Metastasierungs-
relevanter Gene zu gewinnen, wurden Gene Array-Analysen durchgefuhrt. Auf
dem dabei verwendeten Human Tumor Metastasis Gene Array (GEArray Q
Series) befinden sich Gene, die an Zelladhasion, Abbau der EZM, Zellzyklus,
Zellproliferation, Apoptose sowie Transkription beteiligt sind und eine wichtige
Rolle in der Tumorprogression und im Prozess der Metastasierung einnehmen.
Die Untersuchungen wurden sowohl in MCF-7 als auch in MDA-MB-231 Zellen

vorgenommen (siehe Abbildung 4.7).
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Da nicht immer humanes Knochenmaterial flir die Gewinnung von hOB zur
Verfligung stand, wurden fur diese und auch die folgenden in vitro Versuche
Osteoblasten-ahnliche Zelllinien (MG-63 oder CAL-72) verwendet. In diesem
Fall wurden MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen ohne (Kontrolle) und mit (Kokultur)
MG-63 Zellen kultiviert und fiir 48 h mit den GnRH Analoga Triptorelin (1 x 107
M), Cetrorelix (1 x 10 M) sowie [D-Lys®]JGnRH-II (1 x 10 M) behandelt.
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Abb. 4.7: Analysen zur Genexpression in MCF-7 (A) und MDA-MB-231 (B) Zellen mittels
Human Tumor Metastasis Gene Array. Die Zellen wurden ohne (Kontrolle) sowie
mit MG-63 (Kokultur) kultiviert und fiir 48 h mit Triptorelin (1 x 10 M), Cetrorelix (1 x
10"° M) und [D-Lys®]GnRH-II (1 x 10 M) behandelt. Eine Ubersicht der untersuchten
Gene befindet sich im Anhang (siehe Kapitel 7.2).

Die Membranen wurden auf einem Leuchtschirm unter Berlcksichtigung der
Genexpression der auf dem Gene Array befindlichen Housekeeping-Gene
ausgewertet (siehe Tabelle 4.1) sowie geeignete Kandidatengene fur weitere
Untersuchungen gewahlt.

In beiden Zelllinien zeigte sich eine Regulation von Cathepsin B (CTSB). CTSB

ist fir den hydrolytischen Abbau der EZM verantwortlich und wurde im Gene
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Array wahrend der Kokultur mit MG-63 Zellen starker exprimiert sowie durch
alle drei getesteten GnRH Analoga wieder gehemmt. In MCF-7 Zellen zeigte
sich dieser Effekt ebenfalls fur das Tumorsuppressorgen Caveolin 1 (CAV1). In
MDA-MB-231 Zellen wurde zusatzlich eine veranderte Expression von Cadherin
1 (CDH1) nachgewiesen, das als Adhasionsmolekil eine bedeutende Rolle flr
Zell-Zell-Kontakte spielt. Die Expression von CDH1 wurde wahrend der Kokultur
vermindert und durch Triptorelin und [D—Lys6]GnRH—II wieder hochreguliert. Fur
den Tissue inhibitor of metalloproteinases 3 (TIMP3) wurde in den MDA-MB-
231 Zellen ebenfalls eine Regulierung nachgewiesen. Dieser wurde wahrend
der Kokultur hochreguliert und die gesteigerte Expression wiederum durch alle
drei GnRH Analoga inhibiert.

Tab. 4.1: Ausgewéhlte Kandidatengene des Human Tumor Metastasis Gene Array

MCF-7 Kokultur Triptorelin | Cetrorelix | [D-Lys°]JGnRH-II
Cathepsin B (1a) 0 ! ! !
Caveolin 1 (2) 0 ! } !
MDA-MB-231 Kokultur Triptorelin | Cetrorelix | [D-Lys®]GnRH-II
Cathepsin B (1b) 1 ! ! !
Cadherin 1 (3) ! 0 - 0
TIMP3 (4) 1 ! ! !

Fir intensivere Untersuchungen und zur Bestatigung der hier ermittelten Gene

Array-Daten wurden die Gene CDH1 und CTSB ausgewahit.

4.3.2 Expression von CDH1 sowie CTSB in MCF-7 und MDA-MB-231
Die Expression von CDH1 und CTSB wurde auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR

bestimmt. Fur diese Untersuchungen wurden die gleichen Bedingungen wie bei
den Gene Array-Experimenten gewahlt (siehe Kapitel 4.3.1).

In MCF-7 Zellen (A) zeigte sich wahrend der Kokultur mit MG-63 Zellen (78,20
* 11,67 %, n.s.) im Vergleich zur Kontrolle (100 = 21,27 %) eine leichte, nicht
signifikante Reduktion der Expression von CDH1. Dieser Effekt konnte etwas
verstarkt auch fur die MDA-MB-231 Zellen (Kontrolle: 100 + 16,92 %, Kokultur:
67,43 £ 9,00 %, n.s.) ermittelt werden (siehe Abbildung 4.8).
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Abb. 4.8: Einfluss von GnRH Analoga auf die mRNA-Expression von CDH1 in MCF-7 (A)
und MDA-MB-231 (B) Zellen. Unterschiede in der mRNA-Expression wurden mittels
RT-PCR bestimmt. Die Zellen wurden ohne (Kontrolle) sowie mit MG-63 Zellen
(Kokultur) kultiviert und fur 48 h mit Triptorelin (1 x 10° M), Cetrorelix (1 x 10° M)
und [D-Lys®]GnRH-Il (1x 10° M) behandelt. Die Ergebnisse wurden auf das
Housekeeping Gen L7 normalisiert. Angegeben sind MW + SEM.

Durch die Behandlung der Zellen mit den GnRH Analoga wurde im Vergleich
zur Kokultur keine signifikante Veranderung der Expression von CDH1 bewirkt
(Triptorelin: 90,60 £ 15,64 %, n.s. (MCF-7), 84,71 £ 22,79 %, n.s. (MDA-MB-
231), Cetrorelix: 93,20 + 15,35 %, n.s. (MCF-7), 63,29 + 15,15 %, n.s. (MDA-
MB-231, [D-Lys®]GnRH-II: 55,40 + 5,66 %, n.s. (MCF-7), 52,57 + 6,85 %, n.s.
(MDA-MB-231)).

Fur CTSB zeigte sich vergleichbar zu den Gene Array Ergebnissen in MCF-7
Zellen wahrend der Kokultur eine deutliche, nicht signifikante Steigerung der
Expression (167,30 £ 25,96 %, n.s.) im Vergleich zur Kontrolle (100 + 16,32 %).
Durch die Behandlung mit den GnRH Analoga Triptorelin (157,70 £ 18,43 %,
n.s.), Cetrorelix (149,20 + 13,37 %, n.s.) und [D-Lys®|GnRH-II (138,70 + 11,18
%, n.s.) wurde das Expressionslevel von CTSB im Vergleich zur Kokultur nicht
reguliert. Diese Signifikanzen wurden mittels one-way ANOVA, Newman Keuls-
Test errechnet. Betrachtet man Kontrolle und Kokultur im Einzelnen, zeigte sich
im t-Test (gepaart) wahrend der Kokultur eine signifikante Steigerung der CTSB
Expression (p<0,01) im Vergleich zur Kontrolle (siehe Abbildung 4.9). Eine
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tendenzielle Steigerung von CTSB wahrend der Kokultur mit MG-63 Zellen
(121,60 £ 5,88 %, n.s.) konnte fur MCF-7 Zellen ebenfalls auf Proteinebene in
Western Blot Analysen im Vergleich zur Kontrolle (100 %) detektiert werden

(nicht gezeigt).
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Abb. 4.9: Einfluss von GnRH Analoga auf die mRNA-Expression von CTSB in MCF-7 (A)
und MDA-MB-231 (B) Zellen. Unterschiede in der mRNA-Expression wurden mittels
RT-PCR bestimmt. Die Zellen wurden ohne (Kontrolle) sowie mit MG-63 Zellen
(Kokultur) kultiviert und fiir 48 h mit Triptorelin (1 x 10° M), Cetrorelix (1 x 10®° M)
und [D-Lys®JGnRH-Il (1x 10° M) behandelt. Die Ergebnisse wurden auf das
Housekeeping Gen L7 normalisiert. Angegeben sind MW + SEM, Signifikanzen
wurden mittels t-Test (gepaart) errechnet: **p<0,01 vs. Kontrolle.

In den MDA-MB-231 Zellen wurde sowohl wahrend der Kokultur (106,7 + 18,88
%, n.s.) im Vergleich zur Kontrolle (100 + 12,95 %) als auch durch den Einfluss
von Triptorelin (120,50 £ 18,45 %, n.s.), Cetrorelix (131,00 £ 21,53 %, n.s.) und
[D-Lys®]GnRH-II (107,30 + 11,13 %, n.s) keine Regulation der Expression von

CTSB nachgewiesen.

4.3.3 Expression von S100A4 sowie CYR61 in MCF-7 und MDA-MB-231

Des Weiteren wurden die beiden Metastasierungs-assoziierten Gene S100A4
und CYRG61 untersucht. Diese werden mit einer gesteigerten Tumorprogression

sowie Invasion in Zusammenhang gebracht (Jiang et al., 2004; Ismail et al.,
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2008) und aus diesem Grund auch als so genannte Metastasis-promoting Gene
bezeichnet.

Da sich die beiden untersuchten Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-
MB-231 hinsichtlich ihrer Aggressivitat unterscheiden, wurde zunachst fur einen
Vergleich das Expressionslevel von S100A4 sowie CYRG61 in beiden Zelllinien
bestimmt. Diese Untersuchungen wurden auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR
durchgefuhrt (siehe Abbildung 4.10).

MCF-f MDA-MB-231 MCF-7 MDA-MB-231
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S100A4 (239 bp) == CYR61 (241 bp)
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Abb. 4.10: Vergleich der Expression von S100A4 und CYR61 in MCF-7 und MDA-MB-231
Zellen. Die Expression wurde auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR bestimmt. Die
Daten wurden auf das Housekeeping Gen L7 normalisiert. Angegeben sind
MW + SEM, Signifikanzen wurden mit one-way ANOVA, Newman Keuls-Test
errechnet: * p<0,05 vs. MCF-7 (S100A4), ** p<0,01 vs. MCF-7 (CYR61).

Bei der Expressionsanalyse zeigte sich sowohl fur S100A4 als auch fir CYRG61
in MDA-MB-231 Zellen (S100A4: 436,10 + 106,90 %, p<0,05, CYR61: 683,50 +
178,40 %, p<0,01) eine signifikant hohere Expression im Vergleich zu MCF-7
Zellen (S100A4: 100 £ 37,23 %, CYR61: 100 + 44,15 %).
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Der Einfluss von GnRH Analoga auf die Expression von S100A4 und CYR61
wurde ohne (Kontrolle) und wahrend der Kultivierung von MCF-7 und MDA-MB-
231 Zellen mit CAL-72 Zellen (Kokultur) untersucht. Die Inkubationszeit mit
Triptorelin (1 x 10° M), Cetrorelix (1 x 10° M) sowie [D-Lys®]JGnRH-II (1 x 10®
M) betrug wie in allen vorangegangenen Versuchen 48 h. Signifikanzen wurden
hier ebenfalls zusatzlich mittels t-Test (gepaart) berechnet.

Die Expression von S100A4 wurde wahrend der Kokultur (115,10 £ 15,90 %,
p<0,05) im Vergleich zur Kontrolle (100 + 10,88 %) in MCF-7 Zellen signifikant
erhoht (siehe Abbildung 4.11). In MDA-MB-231 Zellen wurde eine Veranderung
der Expression von S100A4 wahrend der Kokultur nicht ermittelt (Kontrolle:
100 £ 15,39, Kokultur: 96,64 + 13,51 %, n.s.). Durch die Behandlung mit GhnRH
Analoga wurde sowohl in MCF-7 Zellen (Triptorelin: 106,90 + 11,24 %, n.s.,
Cetrorelix: 98,11 + 10,23 %, n.s., [D-Lys®]JGnRH-II: 98,44 + 8,18 %, n.s.) als
auch in MDA-MB-231 Zellen (Triptorelin: 104,50 + 14,87 %, n.s., Cetrorelix:
97,14 + 12,25 %, n.s., [D-LysG]GnRH—II: 99,50 + 15,12 %, n.s.) keine Regulation

der S100A4 Expression im Vergleich zur Kokultur ermittelt.
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Abb. 4.11: Einfluss von GnRH Analoga auf die mRNA-Expression von S100A4 in MCF-7
(A) und MDA-MB-231 (B) Zellen. Unterschiede in der mRNA-Expression wurden
mittels RT-PCR bestimmt. Die Zellen wurden ohne (Kontrolleg sowie mit CAL-72
Zellen (Kokultur) kultiviert und fur 48 h mit Triptorelin (1 x 10~ M), Cetrorelix (1 x
10 M) und [D-Lys®]JGnRH-II (1 x 10 M) behandelt. Die Ergebnisse wurden auf das
Housekeeping Gen L7 normalisiert. Angegeben sind MW + SEM, Signifikanzen
wurden mittels t-Test (gepaart) errechnet: *p<0,05 vs. Kontrolle.
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Fir CYR61 wurde sowohl in MCF-7 Zellen (148,90 £ 22,09 %, p<0,01) als auch
in MDA-MB-231 Zellen (129,10 + 22,09 %, p<0,001) wahrend der Kokultur mit
CAL-72 Zellen ein signifikanter Anstieg der mMRNA-Expression im Vergleich zur
Kontrolle (MCF-7: 100 + 15,73 % ,MDA-MB-231:100 + 13,89 %) nachgewiesen
(siehe Abbildung 4.12).
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Abb. 4.12: Einfluss von GnRH Analoga auf die mRNA-Expression von CYR61 in MCF-7
(A) und MDA-MB-231 (B) Zellen. Unterschiede in der mRNA-Expression wurden
mittels RT-PCR bestimmt. Die Zellen wurden ohne (Kontrollez sowie mit CAL-72
Zellen (Kokultur) kultiviert und fur 48 h mit Triptorelin (1 x 10~ M), Cetrorelix (1 x
10 M) und [D-Lys®]JGnRH-II (1 x 10 M) behandelt. Die Ergebnisse wurden auf das
Housekeeping Gen L7 normalisiert. Angegeben sind MW + SEM, Signifikanzen
wurden mittels t-Test (gepaart) errechnet: **p<0,01, ***p<0,001 vs. Kontrolle.

Die Behandlung mit GnRH Analoga fuhrte im Vergleich zur Kokultur zu keiner
signifikanten Veranderung der Expression von CYRG61 in MCF-7 Zellen
(Triptorelin: 139,30 + 21,36 %, n.s., Cetrorelix: 134,00 £ 17,46 %, n.s., [D-Lyss]
GnRH-II: 126,00 + 18,55 %, n.s.) oder MDA-MB-231 Zellen (Triptorelin: 129,50
+ 14,47 %, n.s., Cetrorelix: 124,50 + 16,35 %, n.s., [D-Lys®]GnRH-II: 117,80 +
17,99 %, n.s.).
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4.4 Effekte der GnRH Analoga in vivo

Die in vivo Effekte der GnRH Analoga wurden im Mausmodell untersucht. Dabei
wurden thymusdefiziente, weibliche Nacktmause des Stammes CD1 nu/nu mit
humanen Mammakarzinomzellen xenotransplantiert und mit GnRH Analoga
behandelt. Bei den GnRH Analoga kam es hier zusatzlich zum Einsatz eines
GnRH-II Antagonisten (GnRH-II Ant, siehe Tabelle 2.4), dessen Struktur sowie
Wirkung im Laufe dieser Arbeit innerhalb der Arbeitsgruppe entwickelt und
analysiert wurden (Fister et al., 2007). Dadurch konnten die Untersuchungen

auf die Effekte von Antagonisten des GnRH-Il Systems erweitert werden.

4.4.1 Bestimmung der Metastasierung mittels TagMan®-Real-time PCR

Nach heutigem Stand der Forschung existieren verschiedene Methoden um die
Metastasierung von Tumorzellen im Mausmodell zu detektieren. In dieser Arbeit
wurde der Nachweis mittels TaqMan®-ReaI-time PCR einer humanspezifischen
Alu-Sequenz erbracht. Um eine Normalisierung der Ergebnisse durchzufihren,
erfolgte parallel die Amplifikation des Housekeeping-Gens 18S rRNA, welches
sowohl in humanem als auch in murinem Gewebe nachweisbar ist. Der
gesuchte Anteil von humaner DNA in muriner DNA wurde mit Hilfe einer
Standardverdinnungsreihe ermittelt. Diese wurde in einem Bereich von 100 % -
0,0001 % angesetzt und in jedem Reaktionslauf der TagMan®-Real-time PCR
mitgefuhrt (siehe Abbildung 4.13).

Kommt es zum Einsatz exakt der gleichen Menge an DNA (50 ng/ul), so bleibt
das Fluoreszenzsignal (AR,) des Housekeeping-Gens 18S rRNA wahrend der
Amplifikation auf ein- und demselben Niveau (B). Die verwendete Alu-Sequenz
zeigte hingegen wahrend der Amplifikation Fluoreszenzsignale einer typischen
Standardverdinnungsreihe (A). Hierbei wird deutlich, dass Proben mit weniger
Ausgangsmaterial mehr Zyklen bendtigen bis die gleiche DNA-Menge erreicht
wird. Handelt es sich, wie in dieser Arbeit um eine Standardverdinnungsreihe
von 1:10, werden im optimalen Fall pro Verdunnungsschritt 3,3 Zyklen mehr fur

die Amplifikation bendtigt.
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Abb. 4.13: Fluoreszenzsignal der Standardverdinnungsreihe von humaner DNA in
muriner DNA wéahrend des Laufs einer TagMan®-Real-time PCR. Das Signal der
humanen Alu-Sequenz (A) wurde durch den Fluoreszenzfarbstoff Yakimo Yellow®
(A =552 nm), das Signal des Housekeeping-Gens 18S rRNA (B) durch den
Fluoreszenzfarbstoff FAM (A =518 nm) erzeugt. Dargestellt sind die gegen eine
passive Referenz (ROX) normalisierten Fluoreszenzsignale (AR,) wahrend der
Amplifikation.

Der Anteil humaner DNA in muriner DNA wurde in Prozent bestimmt. Da es
sich bei der TaqMan®-ReaI-time PCR um ein sehr sensitives Verfahren handelt,

wurden alle Proben in Dreifachbestimmung gemessen.
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4.4.2 Xenotransplantation von MDA-MB-435

Das erste in vivo Experiment wurde mit der humanen Mammakarzinomzelllinie
MDA-MB-435 durchgefliihrt. Diese Zellen zeichnen sich zum einen durch ein
sehr aggressives und schnelles Tumorwachstum aus und sind au3erdem in der
Lage spontan zu metastasieren (Price et al., 1990; Rose & Connolly, 1997).
MDA-MB-435 sind somit sowohl fur Untersuchungen des Tumorwachstums als
auch der Metastasierung geeignet.

Die Zellen wurden in einer Konzentration von 1 Mio pro 100 pl beidseitig in das
Fettgewebe der zweiten Brustdrise injiziert. An Tag 2 nach Tumorzellinjektion
wurde die Therapie ohne (Kontrolle) oder mit je 25 nmol Triptorelin, Cetrorelix,
[D-Lys®]GnRH-II und GnRH-II Ant begonnen und iiber fiinf Wochen alle drei
Tage fortgesetzt. Dabei ist zu beachten, dass die Kontrolle bei den Versuchen
zur Metastasierung als Tumorgruppe bezeichnet wird, da hier zusatzlich eine

Kontrollgruppe von Mausen ohne Tumorzellinjektion mitgeflhrt wurde.

4.4.2.1 Einfluss der GnRH Analoga auf das Tumorwachstum

Um einen Einfluss der GnRH Analoga auf das Tumorwachstum zu erkennen,
wurde im Laufe des Versuchs alle vier bis sechs Tage das Tumorvolumen
bestimmt und dokumentiert. Dabei musste ab Tag 20 (2. Messtag) eine Maus
aus der Kontrollgruppe ausgeschlossen werden. Nebenwirkungen wahrend der
endokrinen Therapie wurden nicht beobachtet.

Das Tumorwachstum konnte bereits an Tag 16 (1. Messtag) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (62,67 + 9,91 mm?) durch [D-Lys®|GnRH-II (25,38 + 10,58 mm?,
p<0,05) und auch GnRH-Il Ant (17,12 £ 6,08 mm?, p<0,01) signifikant gehemmt
werden (siehe Abbildung 4.14). Die beiden GnRH-I Analoga Triptorelin (55,77 +
9,12 mm?, n.s.) und Cetrorelix (47,62 + 8,68 mm?, n.s.) zeigten im Vergleich zur

Kontrollgruppe zu diesem Zeitpunkt keine Wirkung.
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Abb. 4.14: Tumorwachstumsverlauf von MDA-MB-435 in xenotransplantierten CD1 nu/nu
Mausen. Die Mause wurden ohne (Kontrolle) oder mit 25 nmol Triptorelin,
Cetrorelix, [D-Lyse]GnRH-II und GnRH-II Ant behandelt. Die Behandlung erfolgte
alle drei Tage i.p. und die Tiere waren in Gruppen mit n =5 (Kontrolle n =4 von
Tag 20 - Tag 34) eingeteilt. Angegeben sind MW + SEM, Signifikanzen wurden mit
one-way ANOVA, Newman Keuls-Test errechnet: * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001
vs. Kontrolle.

Im weiteren Verlauf des Versuchs wurden die hemmenden Effekte der GnRH-II
Analoga [D-Lys®|GnRH-Il und GnRH-II Ant immer deutlicher. Nach Abschluss
der funfwochigen Therapie (Tag 34) war das Tumorvolumen der behandelten
Mause im Vergleich zur Kontrollgruppe hoch signifikant gehemmt und auf mehr
als ein Drittel reduziert (Kontrollgruppe: 594,10 + 49,47 mm>, [D—LysG]GnRH—II:
177,20 + 55,19 mm®, p<0,001, GnRH-Il Ant: 158,60 + 43,87 mm>, p<0,001).
Durch Triptorelin und Cetrorelix wurde am Ende des Versuchs zwar ein
tendenziell verringertes Tumorvolumen ermittelt (Triptorelin: 415,50 + 66,39,
n.s., Cetrorelix: 440,60 + 78,07, n.s), beide GnRH-I Analoga zeigten jedoch
im gesamten Verlauf der Therapie keine signifikanten Effekte auf das

Tumorwachstum.

4.4.2.2 Einfluss der GnRH Analoga auf die Metastasierung

FUr eine quantitative Bestimmung der Metastasierungsrate von MDA-MB-435
Zellen wurde den Nacktmausen nach Ende des Versuchs sowohl die Lunge als

auch der Femur (beidseitig) entnommen und anschlieRend daraus DNA isoliert.
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Der Anteil humaner DNA in muriner DNA wurde mittels TagMan®-Real-time
PCR bestimmt (siehe Kapitel 4.4.1).

Aufgrund der Vielzahl an Proben und der durchgefuhrten Dreifachbestimmung
wurden die Ergebnisse in zwei verschiedenen Reaktionslaufen ermittelt. Dabei
wurden die Standardverdunnungsreihe, Kontroll- sowie Tumorgruppe und je
zwei Behandlungsgruppen mitgefuhrt. Abbildung 4.15 zeigt den Einfluss der

GnRH Analoga auf die Metastasierungsrate in der Lunge.
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Abb. 4.15: Metastasierungsrate von MDA-MB-435 in der Lunge von xenotransplantierten
CD1 nu/nu Mausen. Die Mause wurden ohne (Tumorgruppe) oder mit 25 nmol
Triptorelin und Cetrorelix (A) sowie [D-Lys®’]GnRH-Il und GnRH-II Ant (B) behandelt.
Die Behandlung erfolgte alle drei Tage i.p. und die Tiere waren in Gruppen mit
n =5 (Tumorgruppe n = 4) eingeteilt. Als Kontrolle wurde eine Gruppe von Mausen
ohne Tumorzellinjektion mitgefiihrt. Angegeben sind MW + SEM.

In der Tumorgruppe (A: 1,99 x 107" +1,69x 10" %, n.s., B: 1,12x 10"+ 0,98
x 107" %, n.s.) zeigte sich eine tendenzielle Steigerung der Metastasierungsrate
im Vergleich zur Kontroligruppe (A: 2,04 x 10° + 1,27 x 10° %, B: 1,76 x 107
+ 0,32 x 10 %), die sich jedoch als nicht signifikant erwies. Hierbei kam es
zwischen den beiden Reaktionslaufen zu einer sehr gro3en Abweichung der
ermittelten Metastasierungsraten in der Kontrollgruppe, welche sich bei A in
einem Bereich von 10" % und bei B in einem Bereich von 10° % bewegten.

Diese Ergebnisse lassen sich darauf zuriickfihren, dass sich die TagMan®-
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Real-time PCR-Methode zu dieser Phase der Untersuchungen noch in einem
Optimierungsstatus befand. So wurde fiur jeden Reaktionslauf eine neue
Standardverdinnungsreihe angesetzt sowie die Anzahl geeigneter PCR-Zyklen
verandert und aus diesem Grund Schwankungen zwischen den beiden
Reaktionslaufen verursacht. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen konnten
diese durch Optimierung der verwendeten TagMan®-Real-time PCR-Methode
behoben werden.

Weiterhin zeigte sich mit keiner der durchgefuhrten Behandlungen (Triptorelin:
471 x 10" £3,71 x10" %, n.s., Cetrorelix: 2,43 x 102 + 2,21 x 102 %, n.s., [D-
Lys®]GnRH-II: 1,02 x 102 + 0,45 x 102 %, n.s., GnRH-Il Ant: 3,71 x10° + 1,44
x 10 %, n.s.) eine signifikant verinderte Metastasierungsrate im Vergleich zur
Tumorgruppe. Tendenziell hemmende Effekte auf die Metastasierung konnten
jedoch durch Cetrorelix mit 88 %, [D-Lys®]GnRH-II mit 91 % und GnRH-II Ant
mit 97 % erfasst werden.

Im Femur der Nacktmause konnte hingegen nach funf Wochen im Vergleich zur
Kontrollgruppe (A: 2,35 x 10 + 0,73 x 10* %, B: 2,20 x 10™ + 0,92 x 10 %) in
der Tumorgruppe ein signifikanter Anstieg der Metastasierung (A: 8,16 x 10
+ 2,60 x 10° %, p<0,001, B: 9,25 x 10 + 2,58 x10 %, p<0,001) nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 4.16). Hierbei kommt es zwischen den beiden Laufen
der TagMan®-Real-time PCR (A und B) nur noch zu geringen Abweichungen in
der Kontrollgruppe und in der Tumorgruppe, da zur Methodenoptimierung flr
beide Reaktionslaufe ein- und dieselbe Standardverdinnungsreihe mitgeflihrt
wurde.

Sowohl durch die Behandlung mit den GnRH-I Analoga Triptorelin (2,48 x 107
+ 0,85 x 10 %, p<0,01) und Cetrorelix (5,98 x 10 + 4,50 x 10™ %, p<0,001)
als auch mit den GnRH-Il Analoga [D-Lys®]JGnRH-II (2,41 x 10 + 1,50 x 10 %,
p<0,01) und GnRH-Il Ant (7,42 x 10 + 2,67 x 10* %, p<0,001) zeigte sich eine
signifikante Hemmung der Metastasierungsrate im Vergleich zur Tumorgruppe.
Weiterhin wurde deutlich, dass die GnRH Antagonisten mit einer Verminderung
der Metastasierungsrate von 93 % (Cetrorelix) sowie 92 % (GnRH-II Ant) eine
starker hemmende Wirkung besitzen als die eingesetzten GnRH Agonisten mit
70 % (Triptorelin) sowie 74 % ([D-Lys®]GnRH-I1).
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Abb. 4.16: Metastasierungsrate von MDA-MB-435 im Femur von xenotransplantierten
CD1 nu/nu Mausen. Die Mause wurden ohne (Tumorgruppe) oder mit 25 nmol
Triptorelin und Cetrorelix (A) sowie [D—Lysﬁ]GnRH—II und GnRH-II Ant (B) behandelt.
Die Behandlung erfolgte alle drei Tage i.p. und die Tiere waren in Gruppen mit
n =5 (Tumorgruppe n = 4) eingeteilt. Der Femur wurde jeweils beidseitig prapariert,
einzeln aufgearbeitet und in die Auswertung aufgenommen. Als Kontrolle wurde
eine Gruppe von Mausen ohne Tumorzellinjektion mitgefuhrt. Angegeben sind
MW + SEM, Signifikanzen wurden mit one-way ANOVA, Newman Keuls-Test
errechnet: *** p<0,001 vs. Kontrolle, ** p<0,01, *** p<0,001 vs. Kokultur.
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4.4.3 Xenotransplantation von MDA-MB-231

Humane MDA-MB-231 Zellen gehoéren ebenfalls zu den deutlich aggressiveren
Mammakarzinomzelllinien, zeichnen sich jedoch im Gegensatz zu MDA-MB-
435 Zellen durch schlechtere Anwachsraten in vivo aus. In Kombination mit
Matrigel™ fiihrt die Tumorzellinjektion in die Brustdriise zum nachweisbaren
Tumorwachstum, eine Verwendung als in vivo Metastasierungsmodell bleibt
jedoch fraglich. Aus diesem Grund wurde die Tumorzellinjektion von MDA-MB-
231 (1 x 10° Zellen pro 100 pl) direkt ins Herz der Nacktmause vorgenommen.
Um die Schwankungsbreite der Ergebnisse zwischen den einzelnen Mausen zu
reduzieren und somit die Moglichkeit einer besseren statistischen Auswertung
zu erzielen, wurde bei diesem Experiment die Anzahl der Mause pro Gruppe
auf zehn (Tumorgruppe n = 12) erhoht und zwei ausgewahlte GnRH Analoga
(Triptorelin, GnRH-II Ant) eingesetzt.

Die Therapie ohne (Tumorgruppe) oder mit je 25 nmol Triptorelin und GnRH-II
Ant wurde an Tag 2 nach Tumorzellinjektion begonnen und jeden zweiten Tag
durchgefuhrt. Nach funf Wochen wurde der Versuch abgebrochen und DNA aus
Lunge, Femur, Leber sowie Blut der Nacktmause isoliert. Die Metastasierung
nach Tumorzellinjektion ins Herz konnte in der Literatur bereits nachgewiesen
werden (Sasaki et al., 1998; Yoneda et al., 2000; Peyruchaud et al., 2001). Als
Kontrolle wurde ebenfalls eine Gruppe von Mausen ohne Tumorzellinjektion

mitgefuhrt.

4.4.3.1 Einfluss der GnRH Analoga auf die Metastasierung

Auch hier wurde die TagMan®-Real-time PCR aufgrund der hohen Probenzahl
zunachst in zwei Reaktionslaufen durchgefuhrt. Abbildung 4.17 zeigt die Effekte
von Triptorelin (A) und GnRH-II Ant (B) auf die Metastasierung in der Lunge.

Es konnte sowohl in der Tumorgruppe (A: 2,74 x 10°+ 1,92 x 10° %, n.s., B:
7,50 x10° + 4,93 x 10° %, n.s.) im Vergleich zur Kontrollgruppe (A: 1,69 x 10
+ 0,19 x 10” %, B: 7,72 x 10®° + 1,74 x 10”°) als auch durch die Behandlung mit
Triptorelin (2,55 x 10™ + 1,96 x 10 %, n.s.) und GnRH-II Ant (3,00 x 10 + 1,90
x 10° %, n.s.) im Vergleich zur Tumorgruppe keine signifikante Veranderung

der Metastasierungsrate nachgewiesen werden. Bei lediglich zwei Mausen aus
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der Tumorgruppe wurde eine deutlich sichtbare Erhohung der Metastasierung
beobachtet. Hierbei kam es wie bereits in dem vorangegangenen Versuch mit
MDA-MB-435 Zellen (siehe Abbildung 4.15) zu Schwankungen der Ergebnisse
in Tumor- sowie Kontrollgruppe zwischen den durchgeflhrten Reaktionslaufen,
welche auf die gleichen Ursachen zurtickzuflihren sind und in den folgenden
Untersuchungen durch methodische Optimierung der TaqMan®—ReaI-time PCR

ausgeschlossen wurden.
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Abb. 4.17: Metastasierungsrate von MDA-MB-231 in der Lunge von xenotransplantierten
CD1 nu/nu Mausen. Die Mause wurden ohne (Kontrolle) oder mit 25 nmol
Triptorelin (A) und GnRH-II Ant (B) behandelt. Die Behandlung erfolgte alle zwei
Tage i.p. und die Tiere waren in Gruppen mit n=10 (Tumorgruppe n=12)
eingeteilt. Als Kontrolle wurde eine Gruppe von Mausen ohne Tumorzellinjektion
mitgefuhrt. Angegeben sind MW + SEM.

Im Femur zeigte sich in der Tumorgruppe (1,64 x 102 + 1,05 x 102 %, n.s.) im
Vergleich zur Kontrollgruppe (9,89 x 10™ + 1,18 10™ %) ein &hnliches Bild wie in
der Lunge. Auch hier wiesen zwei der Nacktmause eine deutliche Steigerung
der Metastasierungsrate auf (siehe Abbildung 4.18). Dabei ist zu beachten,
dass es sich nicht um die selben Mause handelt und die Metastasierung im

Femur im Vergleich zur Lunge um das Zehnfache erhoht war.
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Abb. 4.18: Metastasierungsrate von MDA-MB-231 im Femur von xenotransplantierten
CD1 nu/nu Mausen. Die Mause wurden ohne (Tumorgruppe) oder mit 25 nmol
Triptorelin und GnRH-II Ant behandelt. Die Behandlung erfolgte alle zwei Tage i.p.
und die Tiere waren in Gruppen mit n =10 (Tumorgruppe n = 12) eingeteilt. Der
Femur wurde jeweils beidseitig prapariert, einzeln aufgearbeitet und in die
Auswertung aufgenommen. Als Kontrolle wurde eine Gruppe von Mausen ohne
Tumorzellinjektion mitgefiihrt. Angegeben sind MW + SEM.

Aufgrund der hohen Schwankungen innerhalb der Tumorgruppe konnte auch
hier mittels one-way ANOVA, Newman Keuls-Test kein signifikantes Ergebnis
erreicht werden. Eine tendenzielle Hemmung der Metastasierung zeigte sich
jedoch sowohl durch Triptorelin (3,62 x 10 + 3,46 x 10° %, n.s.) mit 78 % als
auch GnRH-II Ant (2,45 x 10* + 1,08 x 10* %, n.s.) mit 99 %. Wie bereits durch
die Ergebnisse der MDA-MB-435 Zellen (siehe Abbildung 4.16) deutlich wurde,
scheint hier ebenfalls der verwendete GnRH Antagonist eine starkere Wirkung
zu besitzen als der GnRH Agonist.

In der Leber konnte im Gegensatz zu Lunge und Femur in der Tumorgruppe
(6,61 x 10° + 3,74 x 10° %, n.s.) im Vergleich zur Kontrollgruppe (1,36 x 10 +
0,46 x 10° %) nur eine minimale Metastasierungsrate nachgewiesen werden
(siehe Abbildung 4.19).
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Abb. 4.19: Metastasierungsrate von MDA-MB-231 in der Leber von xenotransplantierten
CD1 nu/nu Mausen. Die Mause wurden ohne (Tumorgruppe) oder mit 25 nmol
Triptorelin und GnRH-II Ant behandelt. Die Behandlung erfolgte alle zwei Tage i.p.
und die Tiere waren in Gruppen mit n =10 (Tumorgruppe n = 12) eingeteilt. Als
Kontrolle wurde eine Gruppe von Mause ohne Tumorzellinjektion mitgefuhrt.
Angegeben sind MW 1+ SEM.

Die Metastasierungsrate nach Behandlung mit Triptorelin (9,46 x 10 + 5,01 x
10" %, n.s.) befand sich ebenfalls in einem sehr niedrigen Bereich. Fiir GnRH-I
Ant (3,40 x 10™ £+ 1,69 x 10* %, n.s.) wurde eine leicht erhdhte, jedoch nicht

signifikante Metastasierungsrate ermittelt.

4.4.3.2 Nachweis zirkulierender Tumorzellen im Blut

Neben der Metastasierungsrate in Lunge, Femur und Leber wurde nach Ende
des Experiments untersucht, ob sich mittels TagMan®-Real-time PCR CTC im
Blut nachweisen lassen. Die Blutentnahme erfolgte dabei nach Betaubung der
Nacktmause durch Herzpunktion. Nach der DNA-Isolierung wurde auch hier der
Anteil humaner DNA in muriner DNA bestimmt (siehe Abbildung 4.20).
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Abb. 4.20: Detektion von CTC (MDA-MB-231) im Blut von xenotransplantierten CD1
nu/nu Mausen mittels TagMan®-Real-time PCR. Nach der Tumorzellinjektion
wurden die Mause ohne (Tumorgruppe) oder mit 25 nmol Triptorelin und GnRH-II
Ant behandelt. Die Behandlung erfolgte alle zwei Tage i.p. und die Tiere waren bis
in Gruppen mit n =10 (Tumorgruppe n = 12) eingeteilt. Als Kontrolle wurde eine
Gruppe von Mausen ohne Tumorzellinjektion mitgefiihrt. Angegeben sind
MW £ SEM.

Wie in den vorangehenden Versuchen wurde in der Kontrollgruppe (3,54 x 10
+ 0,84 x 10° %) ein sehr geringer Anteil von humaner DNA in muriner DNA
detektiert, der als methodischer Fehler angesehen wurde. Nach funf Wochen
Versuchsverlauf konnte in der Tumorgruppe (8,53 x 10° + 6,65 x 10° %, n.s.)
keine signifikante Veranderung an humaner DNA in muriner DNA beobachtet
und somit kein Nachweis von CTC im Blut erbracht werden. Auch der humane
DNA-Anteil der Behandlungsgruppen mit Triptorelin (1,32 x 10° + 0,52 x 10”° %,
n.s.) und GnRH-II Ant (2,68 x 10° + 2,16 x 10° %, n.s.) befand sich auf einem
vergleichbaren Niveau zur Kontrollgruppe.
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5 DISKUSSION

5.1 Effekte der GhRH Analoga in vitro

GnRH-I und GnRH-Il sowie deren Rezeptoren werden als Teil eines negativen
autokrinen Regulationssystems der Zellproliferation (Emons et al., 2000), des
Zellzyklus (Gunthert et al., 2002) und eines Anti-Apoptose-Systems (Grindker
et al., 2000a) in gynakologischen Karzinomen exprimiert, zu denen auch das
Mammakarzinom zahlt. Die Signaltransduktion entspricht dabei nicht der des
hypophysaren GnRH Rezeptors, vielmehr interagieren die GnRH Rezeptoren
mit der mitogenen Signaltransduktion von Wachstumsfaktorrezeptoren (Emons
et al., 1997; Grindker et al., 2001b), das in einer Reduktion der Zellproliferation
resultiert. Die wachstuminhibierenden Eigenschaften der GnRH Analoga liegen
auch in der Induktion einer Caspase-3 vermittelten Apoptose begrundet (Fister
et al., 2007).

Neben den Wirkungen von GnRH Analoga auf Zellproliferation, Zellzyklus sowie
apoptotische Vorgange, zeigten sich Effekte auf die Migration und Invasion von
Mammakarzinomzellen. Wahrend der Kokultur mit hOB konnte die Knochen-
gerichtete Invasion verschiedener Mammakarzinomzelllinien durch Behandlung
mit den GnRH Analoga Triptorelin, Cetrorelix sowie [D-Lys®]|GnRH-II zum Teil
dosisabhangig gehemmt werden (von Alten et al., 2006). Dieser Effekt steht mit
der Regulation des Chemokins SDF-1 der hOB in Verbindung, dessen mRNA-
Expression sowie Proteinsekretion wahrend der Kokultur verstarkt und durch
den Einfluss der GnRH Analoga wiederum inhibiert wird. Weitere molekulare
Mechanismen, welche dieser Wirkung zugrunde liegen, sind nicht bekannt und

wurden in der vorliegenden Arbeit in vitro im Kokultursystem untersucht.

5.1.1 Interaktion mit Faktoren des Knochenstoffwechsels

Wahrend der Metastasierung des primaren Mammakarzinoms in den Knochen
werden die Aufbau- und Abbauvorgange des Knochengewebes vorallem durch
eine Interaktion zwischen den eingewanderten Mammakarzinomzellen und den

Knochenzellen reguliert. Bei der Bildung von osteolytischen Metastasen, welche
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charakteristisch fir metastasierende Mammakarzinomzellen sind, kommt dem
RANKL/OPG-System eine bedeutende Rolle zu (Goltzman, 2001; Hofbauer et
al., 2004). Eine Verschiebung des RANKL/OPG-Verhaltnisses zugunsten von
RANKL fuhrt zu einer gesteigerten Osteoklastogenese und steht ebenfalls in
Verbindung mit einer Reihe weiterer maligner Erkrankungen. So ist die Bildung
osteolytischer Lasionen beim multiplen Myelom mit einer gesteigerten RANKL-
Expression assoziiert (Giuliani et al., 2001; Roux & Mariette, 2004). Auch im
Prostatakarzinom wird die Expression des RANKL/OPG-Systems beschrieben,
wobei hier vorallem osteoblastische Metastasen gebildet werden (Brown et al.,
2001; Zhang et al., 2001; Chen et al., 2006).

FUr das Mammakarzinom wurde eine Expression von RANKL sowie OPG in
verschiedenen Tumorbiopsien gezeigt, die jedoch einer starken Heterogenitat
unterliegt (Bhatia et al., 2005; Van Poznak et al., 2006). In einer Studie von
Cross et al. (2006) wurden 86 % verschiedener Mammakarzinome als RANKL-
negativ detektiert. Auch Thomas et al. (1999) konnten eine mRNA-Expression
von RANKL in verschiedenen primaren Mammakarzinomen nicht nachweisen,
die mRNA-Expression von OPG wurde hingegen in allen getesteten Biopsien
ermittelt. Die in dieser Arbeit analysierten Mammakarzinomzelllinien zeigten alle
eine mMRNA-Expression von OPG, nur MDA-MB-453 Zellen wurden als OPG-
negativ detektiert. Damit werden Arbeiten von Holen et al. (2005) und Rachner
et al. (2009) bestatigt, die eine Expression von OPG in Mammakarzinomzellen
ebenfalls ergaben. Hierzu zahlen MCF-7, MDA-MB-231 und T47-D Zellen, flr
die hingegen eine mRNA-Expression von RANKL in verschiedenen Studien
nicht ermittelt werden konnte (Thomas et al., 1999; Park et al., 2003; Nakamura
et al., 2008). Dieses Ergebnis zeigt sich auch in dieser Arbeit, da die mRNA-
Expression von RANKL lediglich in der HCC-70 Zelllinie nachgewiesen wurde,
alle anderen Zellen wurden als RANKL-negativ detektiert. Die RANKL und OPG
Expression konnte in HCC-70 Zellen auch auf Proteinebene bestatigt werden,
was diese Mammakarzinomzelllinie fur weitere Untersuchungen pradestiniert.

In allen untersuchten Mammakarzinomzelllinien wurde eine mRNA-Expression
des GnRH-I Rezeptors ermittelt, die grundlegend in diesen Zellen eine direkte

Rezeptor-vermittelte Therapie ermdglicht. Wahrend der Kokultur von HCC-70
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Zellen mit hOB zeigte sich eine signifikante Steigerung der mRNA- sowie
Proteinexpression von RANKL im Vergleich zur Kontrolle. Jones et al. (2006)
beobachteten in diesem Zusammenhang, dass die Mammakarzinomzelllinien
MCF-7 und MDA-MB-231, welche keine RANKL-Expression zeigen, nach einer
Inkubation mit RANKL zur Migration angeregt werden. Diese Wirkung konnte
durch zusétzliche Stimulation der Zellen mit OPG gehemmt werden. Ahnliche
Effekte wurden von Park et al. (2003) erzielt, die in MDA-MB-231 Zellen eine
induzierte RANKL mRNA-Expression wahrend der Kokultur mit Osteoblasten
detektieren konnten. Gleichzeitig wurde die OPG mRNA-Expression verringert
und so eine Veranderung des RANKL/OPG-Verhaltnisses hervorgerufen.

In der vorliegenden Arbeit wurde somit gezeigt, dass ein Anstieg der Knochen-
gerichteten Invasion von Mammakarzinomzellen wahrend der Kokultur mit hOB
neben SDF-1 ebenfalls mit einer Regulation von RANKL einher geht. Die
Behandlung der HCC-70 Zellen mit dem GnRH-I Agonisten Triptorelin konnte
die gesteigerte RANKL-Expression wiederum sowohl auf mRNA- als auch auf
Proteinebene inhibieren. Fir OPG wurden wahrend der Kokultur mit hOB und
nach Behandlung mit Triptorelin keine Unterschiede ermittelt. Die Veranderung
des RANKL/OPG-Quotienten zugunsten von RANKL zieht eine verstarkte
Aktivierung seines osteoklastaren Rezeptors RANK nach sich und fuhrt Gber die
Osteoklastogenese zu einer gesteigerten Knochenresorption (Mancino et al.,
2001; Bhatia et al., 2005). Fur Patientinnen mit einem RANKL-positivem
Mammakarzinom oder einer Induktion von RANKL wahrend der Bildung von
Knochenmetastasen konnte die Therapie mit GnRH Analoga somit von Vorteil
sein. Es sind jedoch weitere Untersuchungen nétig, um die Effekte von GnRH
Analoga auf das RANKL/OPG-System zu studieren. Auch die Expression des
osteoklastaren Rezeptors RANK konnte in primaren Mammakarzinomen sowie
in verschiedenen Mammakarzinomzelllinien nachgewiesen werden (Thomas et
al., 1999).

Die Aufdeckung molekularer Mechanismen der Knochenmetastasierung des
primaren Mammakarzinoms ist von groRer Bedeutung fur die Moglichkeit einer
zielgerichteten Therapie. Ein humanisierter monoklonaler Antikorper (Prolia®,

Denosumab), welcher selektiv an RANKL bindet und dessen Wirkung inhibiert,
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befindet sich beim Mammakarzinom in der klinischen Erprobung (McClung,
2006; Geusens, 2009). Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten zeigen, dass der
GnRH-I Agonist Triptorelin inhibierende Wirkungen im Bezug auf RANKL in
vitro aufweist und weitere Untersuchungen auf diesem Gebiet durchgeflhrt
werden sollten.

Wahrend sich eine Expression von RANKL nicht ubiquitar im Mammakarzinom
nachweisen lasst, sind Mammakarzinomzellen auch in der Lage indirekt Uber
eine Expression von PTHrP die RANKL-Produktion in Osteoblasten zu steigern
(Thomas et al., 1999; Kozlow & Guise, 2005). Eine Reihe von Studien konnten
die Expression von PTHrP im Mammakarzinom bereits belegen (Southby et al.,
1990; Henderson et al., 2006; Bohn et al., 2009). Bundred et al. (1992) zeigten
in ihren Analysen eine Expression von PTHrP in 56 % der getesteten primaren
Mammakarzinome und konnten dies in eine positive Relation zur Entwicklung
von Metastasen im Knochen bringen. Ein Einfluss von PTHrP konnte bereits
sowohl auf das Tumorwachstum als auch die Metastasierung ermittelt werden.
So fiihrte in M3usen eine Uberexpression von PTHrP zu einem vermehrten
Tumorwachstum (Wysolmerski et al., 2002), durch PTHrP-Antikérper konnte die
Knochenmetastasierung von MDA-MB-231 Zellen in Mausen verhindert werden
(Guise et al., 1996). Dieser Effekt wird u.a. auf die Regulation der Intergrine a6
und R4 zurtckgefuhrt, deren Expression in MCF-7 und MDA-MB-231 Zellen
durch PTHrP geférdert wird und die Migrations- sowie Invasionsfahigkeit der
Mammakarzinomzellen erhéht (Shen & Falzon, 2006).

Die verstarkte Invasion von Mammakarzinomzellen wahrend der Kokultur mit
hOB konnte in dieser Arbeit nicht mit einer Steigerung der PTHrP Expression in
Zusammenhang gebracht werden. Sowohl in MCF-7 als auch in MDA-MB-231
Zellen zeigte sich keine Veranderung der mRNA-Expression von PTHrP. Auch
fur den osteoblastaren Rezeptor PTHrP-R wurde in den verwendeten hOB eine
Regulation der mRNA-Expression nicht detektiert. Durch die Behandlung der
Mammakarzinomzellen mit den GnRH Analoga Triptorelin, Cetrorelix sowie [D-
Lys®]JGnRH-II wurde ein signifikanter Einfluss auf die mRNA-Expression von
PTHrP sowie seinem Rezeptor ebenfalls nicht sichtbar. Da eine Verbindung von
PTHrP mit dem RANKL/OPG-System bereits in einigen Studien belegt wurde,
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empfehlen sich zusatzliche Untersuchungen in der HCC-70 Zelllinie, die sowohl
eine Expression von RANKL als auch eine Regulation dieses Faktors durch
GnRH Analoga aufweist.

5.1.2 Interaktion mit Faktoren der Metastasierung

Eine Reihe von Genen konnte bereits identifiziert werden, die eine bedeutende
Funktion im Zuge der Migration sowie Invasion von Tumorzellen besitzen und
den Metastasierungsprozess auf unterschiedliche Weise regulieren. Dem CDH1
(E-Cadherin) kommt als Adhasionsmolekul dabei eine Schlusselrolle zu. Dieser
epitheliale Faktor bildet zusammen mit Cateninen, weiteren zytoplasmatischen
Proteinen wie auch transmembranen Rezeptoren einen signaltransduzierenden
Komplex und hemmt Uber die entstandenen Zell-Zell-Kontakte die Invasion von
Tumorzellen (Bracke et al., 1996; Mareel et al., 1997; Hajra & Fearon, 2002). In
der vorliegenden Arbeit konnte eine Regulation der CDH1 mRNA-Expression
nur tendenziell beobachtet werden. Sowohl in MDA-MB-231 Zellen (33 %) als
auch in MCF-7 Zellen (22 %) zeigte sich eine nicht signifikante Reduktion der
MRNA-Expression von CDH1 wahrend der Kokultur mit MG-63 Zellen. Eine
Aussage, ob CDH1 in die Invasionsvorgange dieser Zellen im Kokultursystem
involviert ist, kann anhand dieser Ergebnisse nicht getroffen werden. Arbeiten
von Sarrio et al. (2009) und Wong & Gumbiner (2003) konnten jedoch zeigen,
dass die Invasionsfahigkeit von MDA-MB-231 Zellen durch eine Matrigel-
beschichtete Membran Uber eine gesteigerte CDH1 Expression gehemmt wird.
Aulerdem wurde durch die CDH1 Expression eine Regulation weiterer an
Migration und Invasion beteiligter Gene wie MMP und Integrinen hervorgerufen
(Sarrio et al., 2009). Der umgekehrte Effekt, die Reduktion von CDH1 im Zuge
der gesteigerten Invasion, zeigte sich in dieser Arbeit nur ansatzweise und nicht
signifikant. Eine Interaktion von GnRH Analoga mit der Expression von CDH1
konnte ebenfalls nicht ermittelt werden. Es muss dabei beachtet werden, dass
MDA-MB-231 Zellen in den aufgeflhrten sowie einigen weiteren Arbeiten im
Gegensatz zu MCF-7 Zellen als CDH1-negativ gefuhrt werden (Mbalaviele et
al., 1996; Nawrocki Raby et al., 2001; Wong & Gumbiner, 2003; Sarrio et al.,
2009), wohingegen eine Expression von CDH1 in den hier durchgefuhrten

Versuchen auf mRNA-Ebene stattfand.
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Weiterhin involviert in die Invasionsprozesse wahrend der Metastasierung von
Tumorzellen ist das proteolytische Enzym CTSB (Podgorski & Sloane, 2003).
CTSB fuhrt zum Abbau der EZM und ist in der Lage die Invasionsfahigkeit von
Mammakarzinomzellen in vitro zu steigern (Premzl et al., 2003). Dieser Effekt
konnte auch in der vorliegenden Arbeit in MCF-7 Zellen wahrend der Kokultur
mit MG-63 Zellen nachgewiesen werden. Die CTSB Expression wurde in diesen
Zellen auf mRNA-Ebene signifikant gesteigert und auf Proteinebene tendenziell
erhoht. In den Arbeiten von Bervar et al. (2003) stand die CTSB Expression in
direktem Zusammenhang mit der Invasivitat von Mammakarzinomzellen, da die
Invasion durch Behandlung der Zellen mit synthetisch hergestellte Cathepsin-
Inhibitoren gehemmt werden konnte. Eine signifikante Veranderung der CTSB
Expression wurde durch die Behandlung mit den GnRH Analoga Triptorelin,
Cetrorelix und [D-Lys®|GnRH-II nicht erzielt.

Eine Regulation wahrend der Kokultur konnte auch fur die Gene S100A4 sowie
CYRG61 beobachtet werden. Diese sind als prometastatische Faktoren bekannt,
sie nehmen Einfluss auf die Prozesse der Adhasion, Migration und Invasion von
Tumorzellen (Kim & Helfman, 2003; Leask & Abraham, 2006). Zunachst wurden
fur beide Gene Expressionsunterschiede in Mammakarzinomzellen beobachtet.
Sowohl S100A4 als auch CYRG61 zeigten in invasiven und aggressiveren MDA-
MB-231 Zellen eine signifikant hdhere mRNA-Expression gegenuber der nicht-
invasiven Zelllinie MCF-7. Dieses Ergebnis bestatigt die Daten von Jiang et al.
(2004), welche diesen Effekt fir CYR61 ebenfalls nachweisen konnten. Zudem
wurde im Mammakarzinom ein signifikanter Expressionsanstieg von CYRG61 im
Vergleich zum normalen Gewebe detektiert, der in Verbindung mit schlechter
Prognose, Lymphknotenstatus sowie der metastatischen Ausbreitung steht (Xie
et al., 2001; Jiang et al., 2004). Auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
zeigen, dass eine gesteigerte Expression von CYR61 mit der Aggressivitat von
Mammakarzinomzellen korreliert. CYR61 steht ebenso in Zusammenhang mit
einer erhohten Invasionsfahigkeit der Zellen. Sowohl in MCF-7 als auch MDA-
MB-231 Zellen wurde wahrend der Kokultur eine signifikant gesteigerte mRNA-
Expression von CYR61 ermittelt. Nguyen et al. (2006) konnten den Migrations-
fordernden Effekt von CYR61 auf die Expression der MMP-1 zuruckfuhren. Der
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Verlust von CYR61 in Mammakarzinomzellen flhrte in einem Fibroblasten-
gerichteten Migrationsassay zu einer MMP-1 Inhibition in diesen Zellen und ein
Fehlen der Aktivitat von MMP-1 in Fibroblasten hemmte umgekehrt die CYR61-
vermittelte Migration der Mammakarzinomzellen. GnRH Analoga zeigten in der
vorliegenden Arbeit jedoch keine Auswirkungen auf die mRNA-Expression von
CYRG61. Eine Uberexpression von CYR61 wurde auch bei Patientinnen einer
Endometriose detektiert, die nach der Therapie mit dem GnRH-l Agonisten
Leuprorelin ebenso unverandert war (Absenger et al., 2004). Ein signifikanter
Einfluss der GnRH Analoga auf die S100A4 mRNA-Expression konnte ebenfalls
nicht beobachtet werden. Wahrend der Kokultur zeigte sich aber in MCF-7
Zellen ein signifikanter Anstieg der Expression von S100A4. Jenkinson et al.
(2004) konnten einen deutlichen Einfluss von S100A4 auf die Invasionsfahigkeit
von Mammakarzinomzellen erzielen. Hierbei war die Invasivitat von speziellen
S100A4-transfizierten Mammakarzinomzellen durch eine Matrigel-beschichtete

Membran im Vergleich zu nicht-transfizierten Zellen stark erhoht.

5.2 Effekte der GhnRH Analoga in vivo

GnRH-I Analoga werden fur eine Therapie steroidhormonabhangiger Tumore in
der Klinik bereits eingesetzt. Durch die Blockade der Hypothalamus-Gonaden-
Achse kommt es zum Erliegen der Steroidhormonsynthese, das wiederum die
wachstumsstimulierenden Effekte dieser Hormone auf die Entwicklung des
Tumors hemmt. Auch beim metastasierten Mammakarzinom wird bei einem
positiven Hormonrezeptorstatus eine Therapie mit GnRH-I Analoga empfohlen.
GnRH-I Agonisten sind bisher nur in Kombination mit weiteren antihormonellen
Optionen wie z.B. dem Einsatz von Tamoxifen etabliert (Martinetti et al., 2000;
Jonat, 2001; Klijn et al., 2001; Goel et al., 2009). Hierbei kdnnten sich GnRH
Antagonisten gegentber GnRH Agonisten jedoch als vorteilhaft erweisen, da
ihre Wirkungen aufgrund der fehlenden Flare up-Phase direkt einsetzen und
keine Down-Regulation der Rezeptoren stattfindet.

Da sich ca. 50 % der Mammakarzinome als GnRH-I Rezeptor-positiv erweisen,
ist eine direkte Rezeptor-vermittelte Therapie mit Analoga des GnRH auf das

Tumorwachstum und die Metastasierung in diesen gynakologischen Tumoren
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von grolRer Bedeutung. Die verwendeten GnRH Agonisten Triptorelin und [D-
Lys®]JGnRH-II schlieRen eine unverzdgerte Inhibition des Tumorwachstums und
der Metastasierung, die sich Uber die Blockade der Hypothalamus-Gonaden-

Achse ergibt, dabei aus.

5.2.1 Hemmung des Tumorwachstums

Die Effekte der GnRH Analoga auf das Tumorwachstum in xenotransplantierten
CD1 nu/nu Mausen wurden unter Verwendung der Mammakarzinomzelllinie
MDA-MB-435 analysiert. Es handelt sich dabei um eine aggressive Zelllinie, die
sich im Vergleich zu MCF-7 und MDA-MB-231 Mammakarzinomzellen durch
bessere Anwachsraten auszeichnet und sich damit sehr gut flr das in vivo
Tumormodell eignet. Die Herkunft der MDA-MB-435 Zellen war in den letzten
Jahren umstritten, da sich sowohl charakteristische Merkmale fur Zellen des
Mammakarzinoms als auch eines Melanoms nachweisen liesen (Ellison et al.,
2002; Sellappan et al., 2004; Rae et al., 2007). Da eine Expression von GnRH
Rezeptoren in MDA-MB-435 Zellen stattfindet, eignen sie sich im Tumormodell
fur Untersuchungen zur Behandlung mit GnRH Analoga (Chatzistamou et al.,
2000). Weiterhin wurden von Chambers (2009) eindeutige Nachweise geliefert,
dass es sich hier um eine Mammakarzinomzelllinie handelt. Die Wahl dieser
Zelllinie wurde somit als sinnvoll erachtet.

Die beiden GnRH-lI Analoga Triptorelin und Cetrorelix zeigten wahrend des
Versuches keine signifikanten wachstumshemmenden Effekte auf MDA-MB-
435 Zellen. Am Ende der funfwdchigen Therapie wurde das Tumorvolumen
jedoch tendenziell um 30 % (Triptorelin) und 26 % (Cetrorelix) verringert. Ein
Ansprechen der Mammakarzinomzellen auf die Behandlung mit den GnRH-I
Analoga konnte somit ansatzweise ermittelt werden. Fur Triptorelin entspricht
dies den Ergebnissen klinischer Studien, welche wachstumshemmende Effekte
nicht durch alleinige Gabe von Triptorelin, sondern vorallem in Kombination mit
weiteren Substanzen der Tumorinhibition beim Mammakarzinom zeigen (Celio
et al., 1999; Rossi et al., 2008; Jannuzzo et al., 2009). Sowohl fur Triptorelin als
auch fur Cetrorelix konnten in vitro antiproliverative Effekte in gynakologischen
Tumoren bereits nachgewiesen werden (Segal-Abramson et al., 1992; Emons
et al., 1997; Grundker et al., 2004). Dabei zeigt der GnRH-I Antagonist starkere
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proliferationshemmende Effekte gegeniber dem GnRH-I Agonisten (Griundker
et al., 2004). Zusatzlich wurden durch Cetrorelix in vivo wachstumsinhibierende
Wirkungen im Ovarialkarzinom (Yano et al., 1994a; Manetta et al., 1995) sowie
im Mammakarzinom (Reissmann et al., 1996) erzielt. Durch Yano et al. (1994b)
wurde in diesem Zusammenhang die Wirkung von Cetrorelix in mit MCF-7/MllI
Mammakarzinomzellen xenotransplantierten Nacktmausen untersucht. Hierbei
konnte eine signifikante Tumorwachstumshemmung durch die alleinige Gabe
von Cetrorelix erst ab der finften Woche erreicht werden. Auch in dieser Arbeit
zeigten sich wahrend der finfwochigen Therapie mit Cetrorelix in MDA-MB-435
Zellen keine signifikanten Effekte auf das Tumorwachstum. Untersuchungen in
einem langeren Versuchsverlauf waren hier interessant, mussten jedoch wegen
der hohen Wachstumsraten und dem sehr aggressiven Verhalten der MDA-MB-
435 Zellen mit weniger aggressiven Mammakarzinomzellen wie MDA-MB-231
Zellen durchgefuhrt werden.

Durch die Behandlung der CD1 nu/nu Mause mit den GnRH-II Analoga [D-Lys®]
GnRH-Il und GnRH-II Ant wurde das Tumorwachstum der MDA-MB-435 Zellen
wahrend des gesamten Versuchsverlaufs signifikant gehemmt. Flir GnRH-II
konnten in vitro antiproliferative Effekte in gynakologischen Tumoren bereits
nachgewiesen werden (Yano et al., 1994b; Choi et al., 2001; Grundker et al.,
2002; Grundker et al., 2004). Hierbei wurde durch GnRH-Il eine starkere
antiproliferative Wirkung gegenuber dem GnRH-I Agonisten Triptorelin erreicht
(Grundker et al., 2002). Dieses Ergebnis spiegelt sich ebenso in den in vivo
Untersuchungen dieser Arbeit wider, da auch hier GnRH-Il Analoga starkere
wachstumshemmende Eigenschaften gegentber denen des GnRH-I aufweisen.
Durch Fister et al. (2007) konnte erstmalig gezeigt werden, dass neuentwickelte
GnRH-IlI Antagonisten zur Induktion einer Caspase-3 vermittelten Apoptose in
gynakologischen Tumoren fuhren. Diese Wirkungen wurden bereits in vivo im
Ovarial- sowie Endometriumkarzinom bestatigt (Fister et al., 2009). In den mit
MDA-MB-435 Zellen xenotransplantierten CD1 nu/nu Mausen wurden auch im
Mammakarzinom sehr starke wachstumsinhibierende Effekte des GnRH-Il Ant
gezeigt. Diese neuentwickelte Substanzklasse bietet somit gute Mdglichkeiten

in der endokrinen Therapie gynakologischer Tumore. Die Therapie beruht hier
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ebenfalls auf den direkten im Mammakarzinom Rezeptor-vermittelten Effekten,
die in einer Apoptoseinduktion resultieren (Grindker et al., 2010).

Nebenwirkungen der endokrinen Therapie wurden wahrend des Versuchs nicht
beobachtet, mussen aber fur den Fall einer langerfristigen Behandlung mit
GnRH-Il Analoga in weiteren Versuchen abgeklart werden. Es muss weiterhin
beachtet werden, dass sich die mMRNA-Expression des GnRH-Il Rezeptors
ubiquitar unterschiedlich stark im menschlichen Korper nachweisen lasst (Neill,
2002). Die uber GnRH-II Analoga vermittelten Effekte mussen, falls in diesen

Geweben ein funktionelles Protein vorliegt, ausgeschlossen werden.

5.2.2 Metastasierungsuntersuchungen mittels TagMan®-Real-time PCR

Das primare Mammakarzinom gehort zu den Tumoren, die ein sehr aggressives
Metastasierungsverhalten aufweisen. Die Metastasierung findet dabei vorallem
in Knochen, Lunge und Leber statt (Weigelt et al., 2005). Die Moglichkeit einer
Intervention in den Metastasierungsprozess ist besonders aus therapeutischer
Sicht von grofRer Bedeutung, um eine gezielte Behandlung der Erkrankung und
eine bessere Lebensqualitat fur die Patientinnen zu erreichen.

Der Einfluss unterschiedlicher GnRH Analoga auf die Metastasierung von MDA-
MB-435 sowie MDA-MB-231 Mammakarzinomzellen wurde mit einer speziellen
TagMan®-Real-time PCR-Methode analysiert. Hierbei kam es zum Einsatz einer
humanspezifischen Alu-Sequenz, welche nur im humanen Genom detektierbar
ist (Munoz et al., 2005). Fur die molekulare Diagnostik bei Tumorerkrankungen
bietet die Real-time PCR-Technik einen erfolgsversprechenden Ansatz, da es
sich um eine sehr sensitive Methode handelt, welche wie auch in dieser Arbeit
als Multiplexverfahren angewendet werden kann (Bernard & Wittwer, 2002). So
konnten Kurosumi & Takei (2007) in Sentinel-Lymphknoten (SLN)-Biopsien des
Mammakarzinoms Vorteile der Real-time PCR gegenuber histopathologischen
Untersuchungen bei der Detektion von Mikrometastasen aufzeigen. Wie auch in
vielen weiteren Arbeiten (Ismail et al., 2004; Xenidis et al., 2007; Zheng et al.,
2008) wurde hier der Nachweis eines spezifischen Tumormarkers, dem CK-19
(Cytokeratin-19) erbracht. Die Detektion humanspezifischer Alu-Sequenzen ist
hingegen ein noch relativ offenes Forschungsfeld. Die ersten Schritte lieferten

McKenzie et al. (1991) durch die Verwendung einer **P-markierten Alu-Sonde
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fur den Nachweis humaner DNA in einer Mischung aus genomischer DNA von
humanen Lungenkarzinomzellen und Lungen von athymischen Mausen. Durch
diese Arbeit konnten weitere Techniken fur eine Detektion humanspezifischer
Alu-Sequenzen ausgearbeitet werden (Shoemaker et al., 1992; Weisberg et al.,
1996).

5.2.3 Hemmung der Metastasierungsrate im Femur

Mit der in dieser Arbeit durchgefiihrten TagMan®-Real-time PCR konnte im
Femur von mit MDA-MB-435 Zellen xenotransplantierten CD1 nu/nu Mausen
ein signifikanter Nachweis von Mikrometastasen erzielt werden. Phadke et al.
(2006) beobachteten in diesem Zusammenhang eine bevorzugte Lokalisation
GFP-markierter MDA-MB-435 Zellen im distalen sowie proximalen Bereich des
Femurs. Durch die Behandlung mit den GnRH Analoga Triptorelin, Cetrorelix,
[D-Lys®]GnRH-II sowie GnRH-II Ant konnte die Metastasierung im Femur der
Mause signifikant gehemmt werden. Hierbei wurde deutlich, dass die GnRH
Antagonisten mit 93 % (Cetrorelix) und 92 % (GnRH-II Ant) starker inhibierende
Effekte aufweisen als die GnRH Agonisten mit 70 % (Triptorelin) und 74 % ([D-
LysS]GnRH-II). Somit konnte erstmals eine direkte Wirkung von GnRH Analoga
auf die Bildung von Mikrometastasen im Femur, der zu den Hauptangriffsorten
des metastasierenden Mammakarzinoms zahlt, in vivo gezeigt werden. GnRH
Antagonisten erweisen sich dabei als vorteilhaft und erzielen einen ca. 20 %
starkeren Effekt gegentber den GnRH Agonisten. In der Lunge wurde ebenfalls
ein tendenzieller Anstieg der Metastasierungsrate von MDA-MB-435 Zellen
ermittelt. Durch die zum Teil groRen Schwankungen der Metastasierungsraten
zwischen einzelnen Mausen innerhalb einer Gruppe wurde die statistische
Auswertung jedoch erschwert. Es konnte aber auch hier eine nicht signifikante
Hemmung der Metastasierungsrate durch die GnRH Analoga gezeigt werden.
Diese wurde durch Cetrorelix (88 %), [D-Lys®]JGnRH-II (91 %) sowie GnRH-II
Ant (97 %) erreicht. In einer vergleichenden Arbeit von Becker et al. (2002)
zeigten sich in der TaqMan®—ReaI-time PCR einer spezifischen DNA-Sequenz
des humanen Genoms Mikrometastasen von MDA-MB-435 Zellen in Lunge und
Leber nach 30 Tagen Versuchsdauer. Ahnliche Effekte in der Lunge wurden

von Schneider et al. (2002) mittels einer humanspezifischen Alu-Sequenz im
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LightCycler®-Real-time PCR-System ermittelt. MDA-MB-435 Zellen eignen sich
als spontan metastasierende Zelllinie sehr gut im Nacktmausmodell um die
direkten Metastasierungsvorgange des Mammakarzinoms und therapeutische
Effekte anti-metastatischer Substanzen zu analysieren (Zhang et al., 2004; Lee
et al., 2005; Castillo-Pichardo et al., 2009). Dies wurde auch in der vorliegenden
Arbeit bestatigt. Durch GnRH Analoga wurde die Metastasierungsrate im Femur
signifikant und in der Lunge tendenziell gehemmt. Bei zukunftigen Versuchen in
diesem Rahmen sollte berucksichtigt werden, dass die Anzahl der Mause pro
Gruppe nicht unter zehn angesetzt wird. Des Weiteren muss beachtet werden,
dass sich in in vitro Studien fir MDA-MB-435 Zellen ein gegenteiliger Effekt
gezeigt hat. Unter einer Reihe verschiedender Mammakarzinomzelllinien wurde
wahrend der Kokultur von MDA-MB-435 Zellen mit hOB eine verminderte Zahl
an invadierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle sowie keine Effekte von GnRH
Analoga auf die Migration und Invasion der MDA-MB-435 Zellen ermittelt (von
Alten et al., 2006). Dieses Ergebnis verdeutlicht, dass die in vitro Situation nicht
ohne Weiteres auf in vivo Modelle Ubertragbar ist.

Das unterschiedliche Erscheinungsbild einer Erkrankung am Mammakarzinom
spiegelt sich beim Einsatz humaner Mammakarzinomzelllinien wider, die sich in
ihren Eigenschaften ebenso voneinander unterscheiden. Neben den MDA-MB-
435 Zellen wurden MDA-MB-231 Zellen fur die Metastasierungsuntersuchungen
gewahlt. Die Metastasierung dieser Mammakarzinomzellen findet vorallem nach
einer direkten Injektion ins Herz der Nacktmause statt. Ca. 3 - 4 Wochen nach
der intrakardialen Injektion von MDA-MB-231 Zellen lassen sich Metastasen im
Knochen mit speziellen bildgebenden Methoden nachweisen (Saiki et al., 1988;
Yoneda et al., 2000; Peyruchaud et al., 2001; Bondareva et al., 2009). Mit der
TagMan®-Real-time PCR zeigte sich im Vergleich zur Kontrollgruppe nach fiinf
Wochen Versuchsdauer ein tendenzieller Anstieg der Metastasierungsrate im
Femur der CD1 nu/nu Mause. Trotz einer erhdhten Anzahl von Mausen pro
Gruppe, ergaben sich in der Tumorgruppe Schwankungen zwischen einzelnen
Metastasierungsraten. Eine nicht signifikante Hemmung der Metastasierung
wurde jedoch sowohl fur den GnRH-I Agonisten Triptorelin (78 %) als auch fur
den GnRH-II Antagonisten GnRH-II Ant (93 %) beobachtet. Auch in diesem
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Experiment wurde somit ein mdglicher therapeutischer Ansatz der GnRH
Analoga beim metastasierenden Mammakarzinom deutlich. Hierbei scheint der
GnRH-II Antagonist ebenfalls eine starkere inhibierende Wirkung gegenuber
dem GnRH-I Agonisten zu besitzen. In der Lunge wurde bei zwei Mausen der
Tumorgruppe eine deutliche Ausbildung von Mikrometastasen detektiert, die im
Gesamten zu einem nicht signifikanten Anstieg der Metastasierung im Vergleich
zur Kontrollgruppe fuhrte. Tester et al. (2002) konnten Mikrometastasen in der
Lunge nach der Injektion von MDA-MB-231 BAG Zellen (LAC-Z-markiert) in die
Brustdrise von Nacktmausen nach sechs bis acht Wochen nachweisen. Auch
hier wurden Schwankungen zwischen dem Ausmal’ der Mikrometastasen in
den Lungen unterschiedlicher Mause beobachtet. Die Real-time PCR-Methode
zeigte sich jedoch ebenfalls in der Arbeit von Tester et al. vorteilhaft gegenuber
der RT-PCR und histopathologischen Untersuchungen. Ein Einfluss der GhnRH
Analoga auf die Metastasierungsrate in der Lunge wurde nicht ermittelt.

In der Leber von Nacktmausen lassen sich Mikrometastasen funf Wochen nach
einer intrakardialen Injektion GFP-markierter MDA-MB-231 Zellen (1,5 x 10/
100 pl) nachweisen (Richert et al., 2009). Mittels der TagMan®-Real-time PCR
wurde in der vorliegenden Arbeit in der Leber der CD1 nu/nu Mause nur ein
nicht signifikanter und minimaler Anstieg der Metastasierungsrate von MDA-
MB-231 Zellen (1 x 10°/100 pl) im Vergleich zur Kontrollgruppe ermittelt. Im
Gegensatz zum Femur und zur Lunge befand sich die Metastasierungsrate der
Tumorgruppe auf gleichem Niveau mit der Kontrollgruppe. Die Behandlung mit
den GnRH Analoga zeigte auch hier keine signifikanten Auswirkungen auf die
Metastasierungsrate, eine minimal erhohte Metastasierungsrate wurde jedoch
nach der GnRH-II Ant Therapie im Vergleich zur Tumorgruppe detektiert.

In den Metastasierungsuntersuchungen dieser Arbeit wurden antimetastatische
Effekte sowohl fur GnRH-I als auch fur GnRH-IlI Analoga im Nacktmausmodell
nachgewiesen. Dieses Ergebnis zeigt, dass sich neben den bereits in der Klinik
angewendeten GnRH-I Analoga, GnRH-Il Analoga ebenfalls fur eine endokrine
Therapie des metastasierenden Mammakarzinoms empfehlen. Insbesonders im
Femur der CD1 nu/nu Mause wurden starke inhibierende Wirkungen ermittelt.

Die hierfir verwendete TagMan®-Real-time PCR Methode eignet sich um die
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Bildung von Mikrometastasen sowie Therapieansatze von antimetastatischen
Substanzen zu untersuchen. Dabei muss sowohl auf die Wahl einer geeigneten
Zelllinie als auch eine hohe Anzahl an Versuchstieren geachtet werden, da sich
die Metastasierungsvorgange zwischen den einzelnen Nacktmausen zum Teil
sehr unterscheiden. MDA-MB-435 Zellen, die in die Brustdruse injiziert wurden,
eignen sich gut fur das Nacktmausmodell. Untersuchungen mit langsamer und
nicht so aggressiv wachsenden Mammakarzinomzelllinien, wie MDA-MB-231
Zellen sollten dennoch weitergefihrt werden, da sich das Mammakarzinom in
seinem Erscheinungsbild sehr vielfaltig zeigt und sie die menschliche Situation
sehr gut widerspiegeln. Nebenwirkungen durch die Metastasierung oder die
Behandlung mit GnRH Analoga wurden wahrend der Praparation der Mause
makroskopisch nicht beobachtet und sprechen fir den Einsatz von GnRH
Analoga in der endokrinen Therapie des metastasierenden Mammakarzinoms,

mussen jedoch anhand zusatzlicher Analysen abgeklart werden.

5.2.4 Nachweisversuch von CTC im Blut

Die Detektion von CTC im Blut wahrend der Erkrankung am metastasierenden
Mammakarzinom spielt sowohl fur die Prognose als auch die Moglichkeit einer
frihzeitigen Diagnostik sowie Beurteilung des Therapieverlaufs eine wichtige
Rolle. Trotz der vielseitigen Weiterentwicklung verschiedener Methoden flr den
Nachweis von CTC, konnte sich auf diesem Gebiet bisher keine standardisierte
Technik etablieren. Mittels der in dieser Arbeit durchgefiihrten TagMan®-Real-
time PCR wurden nach funf Wochen Versuchsdauer keine CTC im Blut von mit
MDA-MB-231 Zellen xenotransplantierten CD1 nu/nu Mausen detektiert. Da zu
diesem Zeitpunkt bereits Mikrometastasen im Femur und auch in der Lunge
ansatzweise nachgewiesen werden konnten, ware eine Untersuchung zu einem
friheren Zeitabschnitt im Metastasierungsprozess interessant. Dieses Ergebnis
bestatigt jedoch die Daten von Becker et al. (2002), die in einem vergleichbaren
Versuch nach vier Wochen im Blut von SDID Mausen mit der TagMan®-Real-
time PCR einer spezifischen DNA-Sequenz des humanen Genoms ebenfalls
keine CTC, in diesem Fall MDA-MB-435 Zellen nach Injektion in die Brustdrise
nachweisen konnten. Auch zu einem friheren Zeitpunkt (Blutenthahme einmal

pro Woche) wurden CTC im Blut nicht detektiert und u.a. eine Metastasierung
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vorwiegend auf lymphogenem Weg vermutet. Da eine Metastasierung in ferne
Organe wie Lunge, Leber und Knochen vorallem hamatogen beschrieben wird
(Tobler & Detmar, 2006) und in der vorliegenden Arbeit die Injektion der MDA-
MB-231 Zellen direkt ins Herz der Nacktmause vorgenommen wurde, scheint
die TagMan®-Real-time PCR humanspezifischer Alu-Sequenzen nicht sensitiv
genug fur den Nachweis von CTC zu sein. In den letzten Jahren wird in diesem
Rahmen verstarkt die Kombination von Verfahren der immunomagnetischen
Anreicherung von Tumorzellen mit der PCR-Technik untersucht. Dabei werden
gezielt membranstandige Antigene der Tumorzellen mittels an magnetische
Partikel gekoppelter Antikorper erkannt und auf diese Weise eine Separation
der Zellen vorgenommen. Die Moglichkeit einer Kombination dieser beiden
Methoden konnte in vitro bereits gezeigt werden (Berois et al., 1997; Eaton et
al., 1997; Raynor et al., 2002; Lankiewicz et al., 2006). Ob sich in vivo diese
Auftrennungsverfahren auch als relevant erweisen, wird zur Zeit in klinischen
Studien getestet.

Zusatzliche Untersuchungen mussen zeigen, ob CTC im Blut von Nacktmausen
mittels der entwickelten TaqMan®-ReaI-time PCR einer humanspezifischen Alu-
Sequenz nachweisbar sind und ob sich eventuell eine Kombination mit einer
Methode der Tumorzellanreicherung empfiehlt. Da die Detektion von CTC nicht
moglich war, konnte in diesem Rahmen ein Einfluss von GnRH Analoga ebenso

nicht ermittelt werden.

5.2.5 Detektion von Metastasen mit Hilfe des Natrium-lodid-Symporters

Zusatzlich zum Nachweis der Metastasierung mittels TagMan®-Real-time PCR
wurde mit der Entwicklung einer weiteren Detektionsmethode flr die Bildung
von Metastasen im Nacktmausmodell begonnen. Die Detektionsmoglichkeit der
Metastasierung beruht hierbei auf den Eigenschaften eines transmembranen
Proteins, dem Natrium-lodid-Symporter (NIS). Dieses Transportprotein ist in der
Lage aktiv lodid-lonen aus dem Blut in die Zellen aufzunehmen und besitzt eine
Schlusselrolle in der Schilddrisenhormonsynthese (Dai et al., 1996; Dohan &
Carrasco, 2003). Die Expression von NIS findet neben der Schilddrise ebenso
in einigen extrathyreoidalen Geweben wie der Niere (Spitzweg et al., 2001), der

Speicheldrise (Jhiang et al., 1998) sowie der laktierenden Brustdrise (Tazebay
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et al.,, 2000) statt. Nach einer totalen Thyreoidektomie ist die NIS-vermittelte
lodaufnahme Grundlage flr eine Ganzkdrperszintigraphie und Therapie mittels
radioaktivem lod. Die funktionelle NIS Expression in Schilddrisenkarzinomen
und deren Metastasen ermoglicht hierbei die Erkennung sowie Eliminierung
dieser noch im Korper vorhandener Zellen (Spitzweg, 2003). Eine gezielte NIS
Expression in extrathyreoidalen Tumoren konnte diese Form der Radiotherapie
auch aullerhalb der Schilddrise ermdglichen. Im transgenen Mausmodell des
Mammakarzinoms wurde die signifikante Aufnahme und Therapiemoglichkeit
von radioaktivem lod bereits in vivo nachgewiesen (Dadachova et al., 2005).
Der tumorspezifische NIS Gentransfer und die damit verbundene Akkumulation
von radioaktivem lod bietet ebenfalls eine gute Moglichkeit fur die Detektion von
Metastasen im Nacktmausmodell der vorliegenden Arbeit und die zielgerichtete
Therapie mit GnRH Analoga zu untersuchen. Daflr wurde eine Transfektion der
Mammakarzinomzellen MDA-MB-231 sowie MDA-MB-435 mit NIS durchgeflihrt
(nicht gezeigt). Uber eine Ampicillin- und Neomycinresistenz kann hierbei eine
Selektion von stabil transfizierten Zellen erfolgen (siehe Abbildung 7.1). Die
Aufnahme von radioaktivem lod NIS-transfizierter Tumorzellen liegt bis zu 225-
fach hoéher im Vergleich zu den nicht-transfizierten Kontrollzellen (Mandell et al.,
1999; Boland et al., 2000; Cho et al., 2000). Eine optische Bildgebung mit
ublichen Reportergenen wie Luciferase oder GFP (green fluorescent protein)
hat zwar den Vorteil einer relativ hohen Sensitivitat, macht die Quantifizierung in
vivo durch eine starke Streuung und die damit verbundene schlechte Auflosung
jedoch schwierig. Bei der Quantifizierung mittels NIS kann die Single photon
emission tomography (SPET) angewendet werden, die eine hochauflosende
Darstellung der Verteilung des Reportergens ermdglicht. Miyagawa et al. (2005)
konnten in kardiologischer Fragestellungen zeigen, dass NIS in diesem System
Vorteile gegenuber anderen nuklearmedizinischen Methoden besitzt und durch
eine Fusion mit der Magnetresonanztherapie (MRT) ist zudem eine genaue
Lokalisation des Reportergens maoglich (Schurrat et al., 2003).

Die NIS-Nachweismethode wurde in Zusammenarbeit mit Dr. rer. nat. Martin
Béhé (Nuklearmedizinische Klinik, Freiburg) begonnen und bedarf der weiteren

Entwicklung. Fir die Zukunft bietet diese Technik eine gute und sehr genaue
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Option um die Metastasierung des Mammakarzinoms im Nacktmausmodell zu

untersuchen.

5.3 Fazit und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnte grundlegend gezeigt werden, dass wahrend
der Kokultur von Mammakarzinomzellen mit hOB bzw. Osteoblasten-ahnlichen
Zelllinen verschiedene Metastasierungs-assoziierte Gene reguliert werden. Eine
signifikant gesteigerte mMRNA-Expression wurde fur CTSB, S100A4 und CYRG61
in MCF-7 oder MDA-MB-231 Zellen ermittelt. Dies lasst darauf schlieen, dass
die Invasionsfahigkeit der Mammakarzinomzellen auf der Modulation mehrerer
sowie in verschiedenen Zelllinien unterschiedlicher Faktoren beruht. Die GnRH
Analoga Triptorelin, Cetrorelix und [D—LysG]GnRH—II sind zwar in der Lage, die
Knochen-gerichtete Invasion von Mammakarzinomzellen zu inhibieren, zeigten
in dieser Arbeit jedoch keine Effekte auf diese in den Metastasierungsprozess
involvierten Gene. Eine eindeutige Regulation wahrend der Kokultur wurde fur
das RANKL/OPG-System beobachtet. Hier zeigte sich ein signifikanter Anstieg
der Expression von RANKL sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene in
den flr diese Untersuchungen gewahlten HCC-70 Zellen. Die OPG Expression
blieb hingegen unverandert. Eine Verschiebung des RANKL/OPG-Verhaltnisses
zugunsten von RANKL fordert die Knochenresorption. Der GnRH-I Agonist war
in der Lage, die erhohte RANKL Expression wahrend der Kokultur mit hOB zu
hemmen. Diese Ergebnisse liefern einen wichtigen Ansatz bei der Entwicklung
zielgerichteter Therapiestrategien beim metastasierenden Mammakarzinom und
geben Anlass fur weitere Analysen auf diesem Gebiet.

In vivo wurden fur GnRH-II Analoga starke wachstumsinhibierende Wirkungen
im Mammakarzinom nachgewiesen. Analoga des GnRH-II empfehlen sich somit
neben den in der Klinik bereits eingesetzten GnRH-I Analoga in der endokrinen
Therapie des primaren Mammakarzinoms. GnRH-I sowie GnRH-II Analoga sind
ebenso fur die Inhibition der Metastasierung des Mammakarzinoms von grol3er
Bedeutung. Im Knochen konnten signifikante antimetastatische Effekte erzielt
werden. GnRH Antagonisten zeigten hierbei noch intensivere antimetastatische

Wirkungen gegenuber GnRH Agonisten. Neben direkten Rezeptor-vermittelten
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Effekte besitzen diese weitere Vorteile in der endokrinen Therapie. Aufgrund
der fehlenden Flare up-Phase flhren sie zu einer unverzdgerten Inhibition der
Steroidhormonsynthese.

In der vorliegenden Arbeit wurden somit erstmals durch GnRH Analoga direkte
antimetastatische Effekte in vivo gezeigt, die einen wichtigen Beitrag fur den
Einsatz und die Etablierung dieser Hormonanaloga in der endokrinen Therapie
des metastasierenden Mammakarzinoms leisten. Weiterhin wurde in vitro das
RANKL/OPG-System als potentielles Ziel fur eine Therapie mit GhRH Analoga
identifiziert. Weitere molekulare Mechanismen, welche den antimetastatischen
Wirkungen der GnRH Analoga zugrunde liegen, bleiben ungeklart und missen

in weiteren Untersuchungen analysiert werden.
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7 ANHANG

7.1 Aminosaure-Code

Tab. 7.1: Buchstabencode fir natirliche und nicht-natiirliche Aminosauren

Naturliche Aminosauren

Dreibuchstabencode

Einbuchstabencode

Alanin Ala A
Arginin Arg R
Asparagin Asn N
Aspartat Asp D
Cystein Cys C
Glutamat Glu E
Glutamin Gin Q
Glycin Gly G
Histidin His H
Isoleucin lle I
Leucin Leu L
Lysin Lys K
Methionin Met M
Phenylalanin Phe F
Prolin Pro P
Serin Ser S
Threonin Thr T
Tryptophan Trp w
Tyrosin Tyr Y
Valin Val Vv
Nicht-naturliche Aminosauren Buchstabencode
D-R3-(2-Naphthyl)-Alanin D-2Nal
D-R-(3-Pyridyl)-Alanin D-3Pal
D-(4-Chloro)-Phenylalanin D-4Cpa

D-Citrullin D-Cit
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7.2 Genidentifizierung (GEArray Q Series)

Tab. 7.2: Gentabelle 1 (Human Metastasis Gene Array). Im Gene Array regulierte Gene sind

als ,fett* markiert.

API5 ARHC BRMS1 | CASP8 CASP9 CAV1 CD44 CDH1
1 2 3 4 5 6 7 8
COL4A2 CSF1 CSF1R CST3 CTSB CTSD CTSL DCC
9 10 11 12 13 14 15 16
EHM2 ELA2 ENPP2 | ERBB2 ETS1 ETS2 ETV4 FES
17 18 19 20 21 22 23 24
FGF1 FGF2 FOS HGF HPSE HRAS ICAMS IGF2
25 26 27 28 29 30 31 32
ITGA2 ITGA3 ITGAS ITGAG ITGB1 ITGB3 KAI1 KISS1
33 34 35 36 37 38 39 40
LAMB1 LAMCA1 LIMK1 | MAP2K4 | MDM2 | MGAT3 | MGATS MGEAS
41 42 43 44 45 46 47 48
MICA MMP1 MMP10 | MMP11 | MMP13 | MMP14 | MMP15 MMP16
49 50 51 52 53 54 55 56
MMP2 MMP3 MMP7 MMP8 MMP9 MTA1 MUC1 MYC
57 58 59 60 61 62 63 64
NCAM1 NGFB NM23A | NME4 ODCH1 PDGFA | PECAM1 | PIK3C2B
65 66 67 68 69 70 71 72
PLAU PLAUR PTEN PTGS2 RAC1 RAF1 S100A4 | SERPINB2
73 74 75 76 77 78 79 80
SERPINB2 | SERPINE1 | SNCG SPP1 SRC TGFA TGFB1 THBS1
81 82 83 84 85 86 87 88
THBS2 TIMP1 TIMP2 TIMP3 | TMPRS4 | VEGF VEGFC VTN
89 90 91 92 93 94 95 96
PUC18 PUC18 PUC18 Blank Blank Blank GAPDH GAPDH
97 98 99 100 101 102 103 104
PPIA PPIA PPIA PPIA RPL13A | RPL13A | ACTB ACTB
105 106 107 108 109 110 111 112

Tab. 7.3: Gentabelle 2 (Human Metastasis Gene Array). Im Gene Array regulierte Gene sind

als ,fett* markiert.

Gene Gene ID Beschreibung
1| API5 U83857 Apoptosis Inhibitor 5
2 | ARHC L25081 Ras homolog gene family, member C
BRMS1 AF159141 Homo sapiens breast cancer metastasis-suppressor 1
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4 | CASP8 NM 001228 | Caspase 8, apoptosis-related cysteine protease
5 | CASP9 U60521 Caspase 9, apoptosis-related cysteine protease
6 | CAV1 NM 001753 | Caveolin 1, caveolae protein, 22kD
7 | CD44 M59040 CD44 antigen
8 | CDH1 713009 Cadherin 1, type 1, E-Cadherin (epithelial)
9 | COL4A2 X05610 Collagen, typelV, alpha 2
10 | CSF1 M37435 Colony stimulating factor 1 (macrophage)
11 | CSF1R X03663 Colony stimulating factor 1 receptor
12 | CST3 NM 000099 | Homo sapiens cystatin C
13 | CTSB L16510 Cathepsin B
14 | CTSD M11233 Cathepsin D (lysosomal aspartyl protease)
15 | CTSL X12451 Cathepsin L
16 | DCC NM 005215 | Deleted in colorectal carcinoma
17 | EHM2 AB032179 | EHM2 gene
18 | ELA2 NM 001972 | Homo sapiens elastase 2, neutrophil
19 | ENPP2 L46720 Human autotaxin mRNA, complete cds
20 | ERBB2 M11730 v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene
homolog 2
21 | ETS1 J04101 v-ets avian erythroblastosis virus E26 oncogene
homolog 1
22 | ETS2 J04102 Human erythroblastosis virus oncogene homolog 2
23 | ETV4 D12765 Human mRNA for E1A-F
24 | FES X52192 Proto-oncogene tyrosine-protein kinase fes/fps
25 | FGF1 X51943 Fibroblast growth factor 1 (acidic)
26 | FGF2 NM 002006 | Fibroblast growth factor 2 (basic)
27 | FOS V01512 Human cellular oncogene c-fos
28 | HGF X57574 Hepatocyte growth factor (hepapoietin A)
29 | HPSE AF084467 | Homo sapiens heparanase mRNA
30 | HRAS NM 005343 | v-Ha-ras Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
31 | ICAM5 U72671 Intercellular adhesion molecule 5, telencephalin
32 | IGF2 M29645 Insulin-like growth factor 2 (somatomedin A)
33 | ITGA2 X17033 Integrin, alpha 2 (CD49B)
34 | ITGA3 M59911 Integrin, alpha 3 (antigen CD49C)
35 | ITGAS X06256 Integrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide)
36 | IGTA6 X53586 Integrin, alpha 6 subunit
37 | IGTB1 BC009469 | Integrin, beta 1 (fibronectin receptor, beta polypeptide)
38 | IGTB3 J02703 Integrin, beta 3 (platelet glycoprotein llla, antigen CD61)
39 | KAI1 NM 002231 | Kangai 1 (suppression of tumorigenicity 6)
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40 | KISS1 NM 002258 | KiSS metastasis-suppressor

41 | LAMB1 M61916 Laminin B1 chain

42 | LAMCA1 J03202 Laminin, gamma 1 (formerly LAMB2)

43 | LIMK1 D26309 LIM domain kinase 1

44 | MAP2K4 L36870 SAPKI/Erk kinase 1, MAP kinase kinase 4

45 | MDM2 212020 Mouse double minute 2, human homolog of; p53-binding
protein

46 | MGAT3 D13789 Mannosyl (beta-1,4)-glycoprotein beta-1,4-N-
acetylglucosaminyltransferase

47 | MGATS NM 002410 | cDNA encoding N-acetylglucosaminyltransferase V

48 | MGEA5 NM 012215 | Meningioma expressed antigen 5 (hyaluronidase)

49 | MICA NM 000247 | Homo sapiens MICA gene, allele MUC-18

50 | MMP1 X05231 Matrix metalloproteinase 1 (interstitial collagenase)

51 | MMP10 NM 002425 | Matrix metalloproteinase 10

52 | MMP11 X57766 Human stromelysin-3

53 | MMP13 X75308 Matrix metalloproteinase 13

54 | MMP14 D26512 mRNA for membrane-type matrix metalloproteinase 1

55 | MMP15 D86331 Matrix metalloproteinase 15 (membrane-inserted)

56 | MMP16 D83646 Matrix metalloproteinase 16 (membrane-inserted)

57 | MMP2 J03210 Matrix metalloproteinase 2 (gelatinase A, 72 kD)

58 | MMP3 X05232 Matrix metalloproteinase 3 (stromelysin 1, progelatinase)

59 | MMP7 X07819 Matrix metalloproteinase 7 (matrilysin, uterine)

60 | MMP8 NM 002424 | Matrix metalloproteinase 8 (neutrophil collagenase)

61 | MMP9 J05070 Matrix metalloproteinase 9 (gelatinase B, 92 kD)

62 | MTA1 U35113 Metastasis associated 1

63 | MUCA1 NM 002456 | Mucin 1, transmembrane

64 | MYC X00364 v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog

65 | NCAM1 u63041 Neural cell adhesion molecule 1

66 | NGFB X52599 Nerve growth factor, beta polypeptide

67 | NM23A NM 000269 | Homo sapiens non-metastatic cells 1

68 | NME4 NM 005009 | Homo sapiens non-metastatic cells 4

69 | ODCA1 M16650 Human omithine decarboxylase gene

70 | PDGFA X06374 Platelet-derived growth factor alpha polypeptide

71 | PECAM1 NM 000442 | Homo sapiens platelet/endothial cell adhesion molecule

72 | PIK3C2B Y11312 Phosphoinositide-3-kinase, class 2, beta polypeptide

73 | PLAU D00244 Plasminogen activator, urokinase

74 | PLAUR NM 002659 | Human urokinase-type plasminogen activator receptor

75 | PTEN U96180 Phosphatase and tensin homolog
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76 | PTGS2 NM 000963 | Homo sapiens prostaglandin-endoperoxidase synthase 2
77 | RAC1 NM 006908 | Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
78 | RAF1 X03484 v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 1
79 | S100A4 NM 002961 | Homo sapiens S100 calcium-binding protein A4
80 | SERPINB2 | J02685 Human plasminogen activator inhibitor
81 | SERPINB5 | NM 002639 | Protease inhibitor 5
82 | SERPINE1 | M16006 Plasminogen activator inhibitor, type |
83 | SNCG NM 003087 | Synuclein, gamma (breast cancer-specific protein 1)
84 | SPP1 M83248 Secreted phosphoprotein 1 (osteopontin)

85 | SRC NM 005417 | Human C-src-1 proto-oncogene

86 | TGFA NM 003236 | Transforming growth factor, alpha

87 | TGFB1 X02812 Transforming growth factor, beta 1

88 | THBS1 NM 003246 | Homo sapiens thrombospondin 1

89 | THBS2 L12350 Human thrombospondin 2 mRNA

90 | TIMP1 NM 003254 | Tissue Inhibitor of metalloproteinase 1

91 | TIMP2 NM 003255 | Tissue Inhibitor of metalloproteinase 2

92 | TIMP3 NM 000362 | Tissue Inhibitor of metalloproteinase 3

93 | TMPRSS4 | NM 019894 | Transmembrane protease, serine 4

94 | VEGF M32977 Vascular endothelial growth factor

95 | VEGFC X94216 Vascular endothelial growth factor C

96 | VIN X03168 Vitronectin

97 | PUC18 L08752 PUC18 Plasmid DNA

98 | PUC18 L08752 PUC18 Plasmid DNA

99 | PUC18 L08752 PUC18 Plasmid DNA
100 | Blank Blank Blank
102
103 | GAPD M33197 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
104 | GAPD M33197 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
105 | PPIA NM 021130 | Homo sapiens peptidylprolyl isomerase A
108
109 | RPL13A NM 012423 | Ribosomal protein L13a (23 Kda highly basic protein)
110 | RPL13A NM 012423 | Ribosomal protein L13a (23 Kda highly basic protein)
111 | ACTB X00351 Beta Actin
112 | ACTB X00351 Beta Actin
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7.3 Plasmid fir die NIS-Transfektion

NIS

Abb. 7.1: Vektorkarte pcDNA3.1/V5-His A, B, C - 5,5 kb (Invitrogen, Karlsruhe). NIS liegt
zwischen den Restriktionsenzymen Hind Il und Bam HI. Als Promoter dient der CMV
(Cytomegalievirus)-Promotor. Die Selektion stabil transfizierter Zellen wird Gber eine
Ampicillin- oder Neomycinresistenz erreicht.

7.4 Abklrzungsverzeichnis

A Adenin

AP-1 activator protein 1

APS Ammoniumperoxodisulfat

AS Aminosaure(n)

ATCC American Type Culture Collection
BHQ-1 Black Hole Quencher-1

Bp Basenpaare

BRCA breast cancer genes

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)
C Cytosin

CAV1 Caveolin 1

CD-FCS charcoal dextran-treated FCS
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CDH1
cDNA
CK-19
o
CTC
CTSB
CYR61
DAB
DAG
DNA
Dnase |
dNTP
ds
DSMZ
DTT
DTZ
EDTA
EGF
ER
ERK
EtBr
EZM
FAM
FCS
FRET
FSH

G
GnRH
GPCR
GFP
GTP
HER2/neu

Cadherin 1

complementary DNA

Cytokeratin-19

cycle threshold

circulating tumor cells

Cathepsin B

cystein rich protein 61

Diaminobenzidin

Diazylglycerol

Desoxyribonukleinsaure
Deoxyribonuklease |
Deoxyribonukleosid-Triphosphat
doppelstrangig (double strand)
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zelllinien
Dithiothreitol

disseminierte Tumorzellen
Ethylendiamin-N,N,N’,N’-Tetraessigsaure-Na-Salz
epidermal growth factor
Endoplasmatisches Retikulum
extracellular regulated kinase
Ethidiumbromid

extrazellulare Matrix
6-Carboxy-Fluoreszein

fotales Kalberserum (fetal calf serum)
fluorescence resonance energy transfer
Follikelstimulierendes Hormon

Guanin

Gonadotropin-Releasing Hormon

G-Protein gekoppelter Rezeptor (G-protein coupled receptor)

green fluorescent protein
Guanosintriphosphat

human epidermal growth factor receptor 2
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hOB
HRP
IGF
IL
IP3
JNK
LAN
LH
LHRH
MAPK
MMP
mMRNA
MRT
NFkB
NIS
n.s.
NTC
OPG
PCR
pGlu
PAGE
PIP2
PKC
PLC
P/S
PTHrP
PTP
RANKL
RNA
rRNA
rpm
RPTK

humane Osteoblasten
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase)
insulin-like growth factor

Interleukin

Inositol-1,4,5-Triphosphat

c-Jun N-terminal kinase
Linker-Arm-modifiziertes-Nukleotid
Luteinisierendes Hormon

Luteinisierendes Hormon-Releasing Hormon
mitogenaktivierte Proteinkinase
Matrixmetalloproteinasen

messenger-RNA

Magnetresonanztherapie

nuclear factor kappa B
Natrium-lodid-Symporter

nicht signifikant

no template control

Osteoprotegerin

Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
para-Glutamat
Polyacrylamid-Gelelektrophores
Phosphatidylinositol-4,5-Biphosphat
Proteinkinase C

Phospholipase C

Penicillin/Streptomycin
parathormone-related protein
Phosphotyrosinphosphatase

receptor activator of NFkB ligand
Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)
ribosomale RNA

Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)

Rezeptorphosphotyrosinkinase
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RT Raumtemperatur

RT Reverse Transkription

SDF-1 stromal derived factor-1

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl! sulfate)
SERD selective estrogen receptor destructor
SERM selective estrogen receptor modulator
SPET single photon emission tomography
Ss einzelstrangig (single strand)

T Thymin

Taq thermus aquaticus

TAMRA 6-Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

tBu Butylgruppe

TBST Tween-TBS Puffer

TEMED N,N,N’,N’,-Tetramethylethyldiamin
TFA Trifluoracetat

TIMP tissue inhibitor of metalloproteinases
TGF tumor growth factor

TMR Transmembran-Rezeptor

TNF Tumornekrosefaktor

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan

TV Tumorvolumen

U Uracil

uv Ultraviolett

WHO World Health Organization

w mit (with)

w/o ohne (without)
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