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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

1.1 Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das Mammakarzinom ist weltweit der haufigste Tumor der Frau und nimmt mit 16 %
in der Tumorstatistik der Frauen von allen Tumoren den obersten Platz ein. Im Jahr
2004 sind 519.000 Frauen weltweit an Brustkrebs gestorben, davon lebten 69 % in
Entwicklungslandern (WHO 2008). Der hohe prozentuale Anteil der verstorbenen
Frauen in den Entwicklungslandern erklart sich insbesondere durch die meist nicht
vorhandenen PraventionsmalRnahmen und die damit verbundene schlechtere
Ausgangsposition durch bereits fortgeschrittene Tumore. Dies wird durch folgende
Ergebnisse der Concord-Studie, in der die Uberlebensrate von an Brustkrebs
erkrankten Frauen weltweit untersucht wurde, bestatigt. Patientinnen in Nordamerika,
Schweden und Japan zeigten eine 80 %ige Uberlebensrate, wahrend Patientinnen in
den mittleren Einkommensstaaten eine 60 %ige Uberlebensrate aufwiesen und in
Landern mit niedrigem Einkommen die Uberlebensrate bei unter 40 % lag (Coleman,
M. P. et al. 2008).

Aktuelle Daten zeigen, dass das Mammakarzinom im Jahr 2008 420.800
Neuerkrankte in Europa forderte. Das sind 28,2% aller diagnostizierten
Krebserkrankungen bei Frauen in diesem Jahr. 129.300 Patientinnen sind 2008 in
Europa an den Folgen des Mammakarzinoms verstorben (Ferlay et al. 2010).

Das Risiko, an Brustkrebs zu erkranken, ist abhangig von einem Zusammenspiel
vieler einzelner Risikofaktoren, von denen einige bis heute noch immer unbekannt
sind. Die genetische Pradisposition im Sinne einer BRCA1, BRCA2 und p53
Genmutation ist mittlerweile gut untersucht, aber nur zu ungefahr 5 % ursachlich an
der Enstehung des Mammakarzinoms beteiligt. Weitere Risikofaktoren sind u.a. das
hohere Alter der Erstgebéarenden (Albrektsen et al. 2005) und die postmenopausale
Adipositas (van den Brandt et al. 2000). Auf3erdem flihren gewisse reproduktive
Faktoren, wie eine frlhe Menarche einerseits sowie eine spate Menopause
andererseits, zu einem erhdhten Risiko an Brustkrebs. Auch die Einnahme oraler

Kontrazeptiva und die Durchfihrung von Hormon-Ersatztherapien tragen nach
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heutigem Wissensstand zu einem erhdhten Erkrankungsrisiko bei (Lacey et al.
2009).

1.1.2 Histopathologische Einteilung

Fur die Beurteilung des Tumorgewebes ist u.a. die histopathologische Einteilung von
besonderer Bedeutung. Aus dieser ergibt sich zu einem grol3en Teil das fur die
Patientin individuell zugeschnittene Therapiekonzept.

Das Carcinoma in situ (CIS) ist die Vorlauferlasion des invasiven Mammakarzinoms
und wird anhand der malignen epithelialen Zellen innerhalb der duktal-lobuléaren
Drisenschlduche charakterisiert. Insgesamt machen sie 5-30% aller
Mammakarzinome aus. Es werden zwei Formen des CIS unterschieden: Das duktale
CIS (DCIS) ist mit 95 % aller CIS vertreten, im Vergleich zum lobularen Carcinoma in
situ (LCIS) mit 5%. Das DCIS zeigt eine duktale Differenzierung mit kohasiv
wachsenden Tumorzellen. Das LCIS weist eine lobulare Differenzierung mit Verlust
des Zellzusammenhanges auf (Boécker et al. 2004).

Das invasive Mammakarzinom ist charakterisiert durch ein infiltratives Wachstum
maligner epithelialer Tumorzellen mit einem CIS als Ursprung. Die Metastasierung
erfolgt sowohl hamatogen als auch lymphogen. Auch hier werden folgende Subtypen
voneinander unterschieden: Das invasiv lobuldre Karzinom macht 10-15 % aller
Mammakarzinome aus und zeigt ein dissoziiertes Wachstumsverhalten der
Tumorzellen (Gansemarschmuster). Zu den invasiv duktalen Karzinomen zéhlt u.a.
die Untergruppe der NOS (not otherwise specified), die 70 % dieses Subtypes
ausmacht und keine speziellen histologischen Merkmale aufweist. Sonderformen des
duktalen Mammakarzinoms wie das medullare, das tubulare, das papillare oder auch
das muzindse Karzinom sind seltene Erscheinungsbilder (Bocker et al. 2004).

Fur die prognostische Beurteilung erfolgt die Einteilung der Tumorerkrankung
anhand der TNM-Klassifikation. Hierbei werden die Gro3e des Tumors (T), der
Nodalstatus (N) und die Metastasierung (M) bestimmt (Singletary et al. 2002).
Zusammen mit dem histopathologischen Grading nach Bloom & Richardson (1957),
in dem die histo- und zytomorphologischen Eigenschaften des Tumors untersucht
werden, sind dies wichtige Informationen, die haufig die Therapie der

Tumorerkrankung bestimmen.
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1.1.3 Rezeptorstatus, endokrine und immunologische Therapieoptionen

Neben der Untersuchung von histopathologischen Kriterien hat sich im Laufe der
Jahre die Bestimmung des Rezeptorstatus beim Mammakarzinom etabliert. Dies hat
einerseits eine prognostische Relevanz und andererseits handelt es sich hierbei um
potenzielle Zielmolekdle fur innovative medikamentdse Therapien.

Der Ostrogenrezeptor wird bei 70-80 % aller Mammakarzinome exprimiert (Kreipe et
al. 2010). Der Progesteronrezeptorstatus wird ebenfalls routinemafig untersucht und
gilt eher als prognostischer denn als préadiktiver Marker (Goldhirsch et al. 2009).
Weiterhin wird heutzutage auch der Rezeptorstatus von HER2/neu (human
epidermal growth factor receptor 2) bestimmt, der zur Familie der epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptoren (EGFR) zahlt. Der HER2/neu-Rezeptor wird bei 25-
30 % der Patientinnen exprimiert (Esteva et al. 2002; Slamon et al. 1989) und ist mit
einer schlechteren Prognose assoziiert.

Die endokrine Therapie des Mammakarzinoms ist bei einem pathologisch
gesicherten positiven Rezeptorstatus heutzutage fest etabliert. Je nach
menopausalem Status der Frau ergeben sich folgende Therapieoptionen: Die
Behandlung der pramenopausalen Frau erfolgt einerseits durch Antiéstrogene, wie
Tamoxifen. Hierbei handelt es sich um selektive Ostrogenrezeptor-Modulatoren
(SERM, selective estrogen receptor modulators), die zu einer Blockade der
Ostrogenrezeptoren filhren (Legha and Carter 1976; Ward 1973). Weiterhin
empfiehlt sich die Einnahme von GnRH-1 Analoga, welche eine medikamentdse
Kastration hervorrufen und die pramenopausalen Patientinnen in einen
postmenopausalen Zustand versetzen (Emons et al. 2003). Fir postmenopausal
erkrankte Patientinnen waren Antiostrogene wie Tamoxifen fur viele Jahre in der
Therapie fest etabliert, werden aber durch Aromatase-Inhibitoren in der heutigen
Therapie immer mehr ersetzt. Diese zeigen gegeniber dem Tamoxifen eine bessere
Wirksamkeit (Gibson et al. 2007; Riemsma et al. 2010). Eine weitere,
immunologische Therapieoption wird bei einem positiven HER2/neu-Rezeptorstatus
in Betracht gezogen. Es handelt sich hierbei um Trastuzumab, einen humanisierten
monoklonalen Antikoérper, der an die extrazellulare Domane des HER2 Proteins
bindet und somit eine Antikérper-abhangige, zellvermittelte Zytotoxizitat verursacht

und den Signaltransduktionsprozess der Zelle unterbricht (Mackey et al. 2009).
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1.2 Metastasierung

1.2.1 Metastasierungsprozess

Bei der Metastasierung handelt es sich um einen Prozess, der bis heute noch nicht
vollstandig aufgeklart ist. Metastasen (griechisch) oder auch Filiae (lateinisch) sind
Absiedlungen eines primaren Tumors in entferntes Gewebe (Coghlin and Murray
2010). In den letzten Jahrzehnten wurden Metastasen als Endprodukt eines
kumulativen Prozesses genetischen Umbaus von Tumorzellen aus der primaren
Tumormasse betrachtet. Transformierte Zellen zeigen von Natur aus genetische
Instabilitaten. Dies erklart wiederum die schnellen genetischen und epigenetischen
Anderungen in den Zellen. Somit entsteht eine somatische Evolution der
verschiedenen Populationen aus den primaren Tumorzellen, welche die Fahigkeit
besitzen sich ihrer Mikroumgebung optimal anzupassen. Zellen, die diesen Prozess
erfolgreich durchlaufen haben, werden als die ,Fittesten der Fitten® angesehen,
migrieren in ein anderes Gewebe und bilden dort eine neue Kolonie (Coghlin and
Murray 2010).

Dieses Modell der Metastasierung zeigt, dass es sich hierbei um einen komplexen,
aus mehreren Schritten bestehenden Prozess handelt, welcher voraussetzt, dass die
Zellen folgende Teilschritte durchlaufen kénnen: Die Destruktion der Basalmembran
und die damit verbundene Invasion der extrazellularen Matrix, die Intravasation und
das Uberleben der zirkulierenden Tumorzellen sowie die sich anschlieRende
Extravasation, Adhdasion, Proliferation und Angiogenese der Tochtergeschwulst
(Chambers 1999) (Abb. 1.1).



EINLEITUNG 5

Mammakarzinomzellen Destruktionder

T g Basalmembran

Invasionder
extrazelluldren
Matrix

Abb. 1.1: Schematische Darstellung des Metastasierungsprozesses am Beispiel des Mammakarzinoms.

Solide Tumoren zeigen kein zufalliges Verteilungsmuster der Metastasen, wie Paget
schon 1889 mit der Seed and Soil Hypothese postulierte (Paget 1989). Er
untersuchte in den Autopsien verstorbener Mammakarzinompatientinnen das
Metastasierungsverhalten der einzelnen Tumoren und zeigte, dass nur bestimmte
Tumorzellen (seeds) in bestimmten, empfanglichen Geweben (soils) kolonisieren.
Dabei spielen einerseits hdmodynamische Faktoren und Vaskularisierungsmuster
des Primartumors fur die Streuung von Tumorzellen eine Rolle (Hart 2009; Kats-
Ugurlu et al. 2009), andererseits kénnen diese aber nur durch die zugrunde
liegenden molekularen Mechanismen erklart werden.

Die genaue Herkunft der Zellen, die den Metastasierungsprozess erfolgreich
durchlaufen kdnnen, ist bis heute ungeklart. In den letzten Jahren haben sich einige
Forschungsgruppen auf Tumorstammzellen fokussiert, die eine Population von
Tumorzellen darstellt, die die Fahigkeit zur Selbsterneuerung besitzt und somit neues
Tumorwachstum initiieren kann (Al-Hajj et al. 2003; Lapidot et al. 1994; Pardal et al.
2003). Bestimmte Eigenschaften von Tumorstammzellen konnten mit einem
Progress des Metastasierungsprozesses in Verbindung gebracht werden. So wurden
Populationen von Zellen mit Tumor-initierenden Eigenschaften in mehreren soliden
Tumorgeweben wie dem Mammakarzinom und dem Kolonkarzinom nachgewiesen
(Al-Hajj et al. 2003; O'Brien et al. 2007). Die Hypothese der migrierenden
Tumorstammzelle beschreibt Tumorzellen, die sowohl Stammzelleigenschaften als
auch Fahigkeiten der Mobilisierung aufweisen. Dieser Zelltyp unterzieht sich der
epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) an der invasiven Front des priméren

Tumorgewebes und ist anschliel3end in der Lage zu migrieren und in neues Gewebe
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zu kolonisieren (Brabletz et al. 2005). Die EMT ist somit ein Prozess, durch den die
neoplastischen epithelialen Zellen einen mobilen invasiven mesenchymalen
Phanotyp einnehmen (Thiery 2003). In diesem Modell sind wachstumsférdernde
Faktoren, die von Bindegewebszellen, Entziindungszellen oder Progenitorzellen des
Knochenmarks ausgeschittet werden, in die Tumorgenese wund den
Metastasierungsprozess aktiv involviert (Coghlin and Murray 2010). Die epitheliale-
mesenchymale Transition wird als reversibles Phdnomen beschrieben (Brabletz et al.
2005; Tsuji et al. 2009) und durch eine Vielzahl verschiedener Signalwege wie Wnt,
Notch, Hedgehog und den Transkriptionsfaktor Twist reguliert (Yang and Weinberg
2008; Yang et al. 2004).

1.2.2 Metastasierung des primaren Mammakarzinoms

Das primare Mammakarzinom metastasiert neben Lunge und Leber vor allem zu 70-
80 % in das Knochengewebe. Hierbei sind die langen Rohrenknochen, die Rippen
und die Wirbelkdrper von Tochtergeschwilsten besonders stark betroffen.
Anatomisch gesehen bietet das Trabekelwerk der Metaphyse einen optimalen
Nahrboden fir die sich einnistenden Tumorzellen, da hier ein ausreichender Blutfluss
stattfindet, der einerseits guten Zugang in das Gewebe gewahrleistet und
andererseits fir gentigend Nahrstoffe sorgt (Wang et al. 2006).

Die Knochenmetastasen werden abhéngig vom Verhaltnis zwischen Knochenaufbau
und Knochenabbau in osteolytische, osteoblastische oder gemischtformige Typen
unterschieden (Coleman, R. E. 1997; Kingsley et al. 2007; Steinborn et al. 2000). Der
Uberwiegende Teil der primdren Mammakarzinome bildet osteolytische Metastasen,
die eine vermehrte Knochenresorption zur Folge haben (Coleman, R. E. 2006;
Kozlow and Guise 2005). Brustkrebspatientinnen mit  nachweisbaren
Knochenmetastasen leiden bis heute an einer unheilbaren Krankheit und werden
somit in ein palliatives Therapiekonzept aufgenommen. Wahrend das Auftreten von
Knochenmetastasen sehr stark mit der Morbiditat der Erkrankung korreliert, sind
diese aber selten die Ursache fir den Tod der an Brustkrebs erkrankten Frauen
(Rose and Siegel 2010). Dennoch entstehen durch Knochenmetastasten
schwerwiegende Komplikationen wie chronische Knochenschmerzen, Frakturen,
Ruckenmarkskompressionen  und  Hyperkalzamien, die zu  drastischen

Einschrankungen der Lebensqualitat der Erkrankten fihren (Costa and Major 2009).
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Unter Patientinnen mit einem Rezidiv eines Mammakarzinoms zeigte sich bei
Ostrogen-positivem Tumorgewebe ein nahezu doppelt so hohes Risiko,
Knochenmetastasen zu entwickeln, gegeniiber Patientinnen mit einem Ostrogen-
negativen Tumorgewebe (Hess et al. 2003). Der Zusammenhang von Ostrogen-
positivem Tumorgewebe und Knochenmetastasen wurde durch Microarray-based
Gene-expression Profiling bestatigt. Die Methode des Microarray-based Gene-
expression Profiling ermdglichte eine neue Einteilung der Mammakarzinome in
verschiedene molekulare Subtypen: luminal A, luminal B, HER2-positive, basal-like
und normal-like (Sorlie et al. 2003; Sorlie et al. 2001; Sotiriou et al. 2003). Hierbei
wurden Knochenmetastasen in 67 % der luminalen Mammakarzinome (luminal A,
luminal B, Ostrogen-positiv), in 20 % der HER2-positiven Mammakarzinome, in 7 %
der basalen Mammarkarzinome und in 6% des normalen Subtyps der
Mammakarzinome ermittelt (Smid et al. 2008). Dieses unterschiedliche
Metastasierungsverhalten der verschiedenen molekularen Subtypen in das
Knochengewebe deutet auf unterschiedliche molekulare Mechanismen hin, die den

Metastasierungsprozess regulieren (Coleman, R. E. et al. 2008).

1.2.3 Prometastatische Faktoren SDF-1/CXCR4

Primére solitare Tumoren produzieren eine grof3e Anzahl von Chemokinen, die
sowohl lokal in der Mikroumgebung als auch systemisch wirken kénnen (Coghlin and
Murray 2010).

CXCR4 (Chemokine (C-X-C motif) receptor 4) ist einer der am haufigsten in der
Literatur erwdhnten Chemokinrezeptoren, der in humanem Tumorgewebe
Uberexprimiert wird. In mehr als 23 verschiedenen malignen Tumoren, wie dem
Mammakarzinom, dem Ovarialkarzinom, dem Melanom und u.a. auch dem
Prostatakarzinom, findet eine Erhohung der CXCR4 Expression statt (Balkwill 2004).
Im Vergleich zum Karzinomgewebe ist die CXCR4 Expression in gesundem Brust-
oder auch Eierstockgewebe niedrig oder nicht nachweisbar (Muller et al. 2001,
Scotton et al. 2001). Der entsprechende Ligand des CXCR4 Rezeptors, SDF-1
(Stromal derived factor-1), wird in verschiedenen Gewebetypen sezerniert, bevorzugt
jedoch in Geweben, die am haufigsten Fernmetastasen aufweisen wie Knochen,
Leber oder Lunge (Wang et al. 2006). Durch Neutralisierung des SDF-1 in einem

xenotransplantierten Mausmodell wurde die Metastasierung von Mamma-
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karzinomzellen in die regionalen Lymphknoten und die Lunge vermindert (Muller et
al. 2001).

Primdres Tumorgewebe

Metastasen

in situ

|

invasiv

CXCR4

\ t sor1/cxcaz

\Q«cxcm

Tumorzellen

Aktivierte Fibroblasten

2P0

Progenitorzellen aus demKnochenmark

-
:.Jb Chemokine/Wachstumsfaktoren

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Mikroumgebung des primaren Tumorgewebes und der Metastasen.
Progenitorzellen des Knochenmarks, aktivierte Fibroblasten und endotheliale Zellen stehen in sténdiger Interaktion mit den
Tumorzellen von der in situ Proliferation an, tber die Invasion und Intravasation bis hin zur Bildung der Tochtergeschwulst.
Prametastatische zellulare Anhaufungen sezernieren lésliche Mediatoren wie SDF-1, welches das homing der CXCR4-positiven

migrierenden Tumorzellen férdert. Modifiziert nach Coghlin and Murray (2010, S.4).

1.2.4 Akt Proteinkinase

Die Akt Proteinkinase (Proteinkinase B) transduziert Signale von Wachstumsfaktoren
und Onkogenen, die wiederum &auf3erst wichtige Elemente der Tumorentwicklung
steuern und kontrollieren. Der Akt Signalweg ist einer der am haufigsten
hyperaktivierten Signalwege in humanem Tumorgewebe (Crowell et al. 2007). Das
Akt Protein gehort zur Familie der Serin/Threoninkinasen und wird durch die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) aktiviert, welche Signale von Zytokinen,
Wachstumsfaktoren und Onkoproteinen auf weitere Proteine in der Signalkaskade

Ubermittelt. Die aktivierte PI3K rekrutiert das Akt Protein uUber eine Pleckstrin
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Homologie Doméne (PH-Doméne) an der Zellmembran, an der das Akt Protein durch

308 und Ser*”

Phosphorylierung an Thr aktiviert wird. Das phosphorylierte Akt Protein
(P-Akt) reguliert eine Vielzahl zellularer Funktionen wie Zellproliferation,
Zellwachstum und verschiedene Schritte im Zellmetabolismus (Crowell et al. 2007).

Neben Tumoren der Lunge, der Prostata, des Kolons und der Haut zeigt sich auch
im Mammakarzinom eine erhdhte P-Akt Expression (Crowell et al. 2007). In
intraduktalen Hyperplasien, im DCIS und in invasiven Karzinomen der Mamma
hingegen ist das phosphorylierte Akt Protein deutlich erhéht (Zhou et al. 2004). In
gesundem Brustgewebe und in Fibroadenomen der Brust wird P-Akt hingegen nur

sehr schwach exprimiert oder nicht nachgewiesen.

1.3 Therapie des metastasierten Mammakarzinoms

Die Therapie des metastasierten Mammakarzinoms basiert heutzutage
hauptsachlich auf konservativen Maf3nahmen, wie der Gabe von Chemotherapeutika
(Taxane), Aromatasehemmern und aktuell auch der Verabreichung von spezifischen
Antikdrpern wie Trastuzumab oder Bevacizumab (Amar et al. 2009; Miller et al.
2007). Die operative Entfernung des Prim&rtumors im metastasierten Stadium wird
derzeitig kontrovers diskutiert. Mdglicherweise hat diese MalRnahme einen positiven
Einfluss auf die Prognose der Patientinnen (Ruiterkamp et al. 2009).

Fur die Behandlung von Knochenmetastasen mit Primarius in der Mamma existieren
derzeit unterschiedliche Therapieansatze wie operative MaRnahmen, Radiotherapie,
Chemotherapie oder die spezielle Medikamentenklasse der Bisphosphonate (Rose
and Siegel 2010). Die Radiotherapie sowie die orthopéadisch-chirurgische Operation
kébnnen Schmerzen lindern und Metastasen-bedingte Frakturen stabilisieren. Dies
wiederum erhoht die Mobilitdt der Erkrankten und fahrt zu einer langeren
Uberlebenszeit (Williams et al. 2009). Bisphosphonate verhindern den Prozess der
Knochenresorption (Rose and Siegel 2010). Hierbei handelt es sich um chemische
Analoga des Pyrophosphats, welche eine hohe Bindungsaffinitdt zum
Kalziumphosphat besitzen und die Bildung, Aggregation sowie Auflésung von
Kristallen des Kalziumphosphats im Knochen hemmen (Fleisch 2002). Sie werden
bei hyperkalzdmischen Krisen eingesetzt und reduzieren bei regelmaliger

Anwendung das Auftreten neuer durch Metastasen hervorgerufener Frakturen,
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besitzen aber auch direkte antitumorale Eigenschaften (Brown et al. 2004; Neville-
Webbe et al. 2010).

1.4 Kisspeptin

1.4.1 KiSS-1 Gen, Kisspeptin und GPR54

Das KiSS-1 Gen wurde im Jahr 1996 auf der Suche nach pro- und
antimetastatischen Faktoren sowie deren Gene entdeckt und zunachst als
Metastase-Suppressorgen fir verschiedene Melanomzelllinien identifiziert (Lee, J. H.
et al. 1996). Der dazugehdrige Rezeptor GPR54 (G protein-coupled receptor 54,
KiSS1R) wurde 1999 aus Rattengewebe isoliert und weist einen hohen
Verwandtschaftsgrad mit der Galanin-Rezeptorfamilie auf. Dennoch besitzt der
GPR54 keine Bindungsaffinitat zu dem Neuropeptid Galanin (Lee, D. K. et al. 1999).

Tab. 1.1: Gewebespezfische Expression des KiSS-1 Gens und des GPR54 (Makri et al. 2008, S.684)

Humanes Gewebe KiSS-1 Gen Expression GPR54 Expression
Plazenta +++++ +++++

Testis ++++ ++++

Leber ++ +

Diinndarm ++ +

Pankreas ++ +++

Kolon +

Milz + +

Lymphozyten +

Gehirn + +

Der dazugehorige Ligand, Kisspeptin-54, wurde erstmals von Ohtaki et al. (2001)
beschrieben. Hierbei wurde Kisspeptin-54 aus dem Gewebe der Plazenta isoliert. Die
Expression des GPR54 konnte weiterhin in unterschiedlichen Geweben, wie im
zentralen Nervensystem, im Darm und in endokrinen Organen nachgewiesen werden
(Tab. 1.1). Die hochste sowie auch die biologisch aktivste Expression des Rezeptors
wurde im humanen Plazentagewebe ermittelt (Kotani et al. 2001). Aul3erdem gelang

es, die biologisch aktiven Produkte des KiSS-1 Gens und zugleich auch die




EINLEITUNG 11

naturlichen Agonisten des GPR54 zu extrahieren. Das Vorlauferpeptid Kisspeptin-
145 kann durch Prozessierung in das biologisch aktive Peptid, Kisspeptin-54,
gespalten werden (Kotani et al. 2001). Weitere biologisch aktive Kisspeptine
(Kisspeptin-14, Kisspeptin-13) entstehen durch Furin- oder Prohormonkonvertasen
(Harms et al. 2003; Ohtaki et al. 2001) (Abb. 1.3).

|1 ?8 121 1415
Kisspeptin 145 | | |
NH2-terminal COOH-terminal
68 121
Kisspeptin 54 |
(metastin)
108 121
Kisspeptin 14
109 121
Kisspeptin 13
B=

Kisspeptin 10

Abb. 1.3: Proteolyse des Vorlaufermolekiils von Kisspeptin-10. Die biologisch aktiven Kisspeptine entstehen intrazellular

durch spezfifische Proteolyse aus dem Vorlauferpeptid Kisspeptin-145 (Makri et al. 2008, S.685).

Die unterschiedlichen Kisspeptine sind entsprechend der Anzahl ihrer Aminosauren
benannt. Das kleinste Peptid, Kisspeptin-10, besteht somit aus zehn Aminoséuren
(Abb. 1.4) und kann nicht durch offensichtliche Schnittstellen im Kisspeptin-145
erklart werden, sodass davon ausgegangen wird, dass es sich um ein
Degradationsprodukt handelt (Harms et al. 2003). Dennoch zeigt Kisspeptin-10 im
Vergleich zu den anderen biologisch aktiven Kisspeptinen die hdchste Affinitdt zum
GPR54 mit den gleichen Bindungs- und Funktionseigenschaften (Ohtaki et al. 2001).

Abb. 1.4: Aminosauresequenz von Kisspeptin-10. Kisspeptin-10 besteht aus zehn Aminosduren und zeigt die hochste

Affinitdt zum GPR54 im Vergleich zu den restlichen biologisch aktiven Kisspeptinen.
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Sowohl Kisspeptin-145 als auch Kisspeptin-54 weisen eine Aminosauresequenz auf,
die auf eine rasche Ubiquitinierung und deren anschlielenden Abbau in
Proteasomen hindeutet. Dies konnte mit einer mdglichen, sehr geringen

Halbwertszeit der Peptide in Zusammenhang stehen (Harms et al. 2003).

1.4.2 KiSS-1 Gen als Metastasesuppressorgen

Das KiSS-1 Gen wurde 1996 von Lee, J. H. et al. (1996) zunachst als Metastase-
Suppressorgen fir verschiedene Melanomzelllinien identifiziert. Schon damals
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass in Tumorzelllinien mit hohem
Metastasierungspotential keine KiSS-1 mRNA-Expression nachweisbar ist und es
einen Zusammenhang geben muss zwischen dem Metastasierungsverhalten von
Zellen und deren KiSS-1 Genexpressionmustern. Ein Jahr spater konnte die
Arbeitsgruppe im Nacktmausmodell auch an der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-
435, die das KiSS-1 Gen exprimiert, eine signifikante Abnahme der
Metastasierungsfahigkeit feststellen (Lee, J. H. and Welch 1997). Dieses Phanomen
wurde auch beim Blasenkarzinom beobachtet. Der Funktionsverlust des KiSS-1
Gens ist daher mit einer schlechteren Prognose assoziiert (Sanchez-Carbayo et al.
2003). Eine Untersuchung von Kostadima et al. (2007) zeigte in Mammatumoren, die
aus einer Kohorte von 272 Lymphknoten-positiven Mammakarzinompatientinnen
stammten, eine nicht nachweisbare KiSS-1 Genexpression. Durch das Fehlen der
KiSS-1 Genexpression blieb den Tumorzellen ihre Metastasierungsfahigkeit erhalten.
In einer Studie von Stark et al. (2005) war die KiSS-1 mRNA-Expression in

Hirnmetastasen des Mammakarzinoms ebenfalls signifikant reduziert.

1.4.3 Funktionen auf3erhalb der Tumorbiologie

Ein anderer gro3er Forschungsbereich beschéftigt sich mit dem Zusammenhang
zwischen Kisspeptin, der Pubertat und deren Regulation. Die Arbeitsgemeinschaft
Seminara et al. (2003) entdeckte im Jahr 2003, dass Menschen und Mause, die eine
GPR54 Mutation aufweisen, an einer sexuellen Entwicklungsstérung im Rahmen der
Pubertat leiden. Dies konnte wu.a. anhand niedriger Sexualhormon- und
Gonadotropinwerte gezeigt werden. Weiterhin wurde der Einfluss des KiSS-1/GPR54
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Systems auf die Freisetzung des luteinisierenden Hormones (LH) untersucht. Hier
wurde gezeigt, dass die LH-Freisetzung in Sdugetieren nach Gabe von Kisspeptin
ansteigt (Gottsch et al. 2004; Shahab et al. 2005). AuRerdem konnte auch ein
Einfluss wvon Kisspeptin auf den Ostrogen-positiven und -negativen
Feedbackmechanismus festgestellt werden, welcher wiederum auf die
Gonadotropinsekretion einwirkt (Adachi et al. 2007; Maeda et al. 2007; Roa and
Tena-Sempere 2007).

Auch der bisher noch ungeklarte Zusammenhang zwischen der Melatoninsekretion
und dem Reproduktionszyklus lasst sich mdglicherweise durch das KiSS-1/GPR54
System erklaren. Dies wurde durch Untersuchungen des photoneuroendokrinen
Systems ermittelt (Revel et al. 2007). In einer weiteren Untersuchung wurde gezeigt,
dass es in der Menopause von Frauen zu einem Anstieg der hypothalamischen
Kisspeptinexpression kommt (Rometo et al. 2007).

Den Kisspeptinen wird auch ein hemmender Einfluss auf die Invasion des
Trophoblasten zugesprochen. Hiermit erklart sich auch die bereits erwéhnte hohe
Expressionsrate des GPR54 im Plazentagewebe. Der Invasionsprozess des
Trophoblasten erinnert stark an den Vorgang der Tumorzellinvasion (Bilban et al.
2004; Hiden et al. 2007). Untersuchungen an Schwangeren ergaben einen hohen
Anstieg des zirkulierenden Kisspeptinlevels, der funf Tage postpartum auf die
Ausgangswerte vor der Schwangerschaft zuriick ging (Horikoshi et al. 2003). Weitere
Analysen zeigten, dass im Vergleich zur spéaten, reifen Plazenta im frihen
Plazentagewebe ein hoherer GPR54 Genexpressionslevel erreicht wird. Dies wird
durch eine héhere und aggressivere Invasionsfahigkeit des Trophoblasten, die eine
Gegenregulation bendtigt, erklart (Janneau et al. 2002).

Aulerdem wird Uber einen mdglichen Einfluss des KiSS-1/GPR54 Systems bei der
veranderten Gonadotropinsekretion von Typ-I-Diabetikern diskutiert (Castellano et al.
2006). Weiterhin gibt es Hinweise auf eine vasokonstriktorische Funktion der
Kisspeptine (Mead et al. 2007).
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1.5 Fragestellung und Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit soll der Nachweis des GPR54 in Mammakarzinom-
geweben verschiedener Patientinnen erbracht werden, da die GPR54 Expression die
Voraussetzung einer Targettherapie mit Kisspeptin beim Mammakarzinom ist. Des
Weiteren werden die Grundlagen der Wirkung von Kisspeptin-10 auf die
knochengerichtete Migration humaner Mammakarzinomzelllinien untersucht.
Zunachst wird mittels Immunhistochemie Tumorgewebe von Mammakarzinom-
patientinnen auf die GPR54 Expression untersucht und ein mdglicher
Zusammenhang mit dem jeweiligen Ostrogen-, Progesteron- und HER2/neu-
Rezeptorstatus hergestellt. Weiterhin soll ebenfalls der Nachweis erbracht werden,
dass die in dieser Arbeit verwendeten Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-
MB-231 sowie die Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG-63 fir den Kisspeptinrezeptor
GPR54-positiv sind.

Alle weiteren in vitro Untersuchungen erfolgen unter Verwendung eines in unserer
Arbeitsgruppe etablierten Kokultursystems, welches es ermoéglicht, humane
Mammakarzinomzellen mit Osteoblasten-ahnlichen Zelllinien zu kultivieren. Zunachst
gilt es die Konzentration zu erforschen, in der Kisspeptin-10 die Migration der
humanen Mammakarzinomzellen maximal inhibiert.

Eine Expressionsregulation der prometastatischen Faktoren CXCR4 und SDF-1 und
des Onkogens P-Akt wird in der humanen Mammakarzinomzelllinie MCF-7 ohne und
wahrend der Kokultur sowie nach Behandlung der MCF-7 Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen von Kisspeptin-10 untersucht. Dafur werden RT-
PCR und Western Blot Analysen durchgefihrt. Zudem wird die Auswirkung eines
SDF-1 Antikorpers auf das Migrationsverhalten der MCF-7 Zellen in der Kokultur
untersucht.

Nach Durchflihrung eines GPR54 knock downs in der Osteoblasten-ahnlichen Zell-
linie MG-63 wird der Einfluss von Kisspeptin-10 auf die CXCR4, SDF-1 und P-Akt
Expression mittels Western Blot Verfahrens analysiert.

Die Untersuchungsergebnisse sollen einen Beitrag dazu leisten, die Wirkung sowie
die molekularen Mechanismen von Kisspeptin-10 in vitro zu erforschen und einen

maoglichen in der Zukunft liegenden klinisch-therapeutischen Einsatz zu forcieren.
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2 MATERIAL und METHODEN

2.1 Material
2.1.1 Gerate
Gerate

Analysenwaage BP161

Autoklav, 2540 EL

Biofuge pico

Brutschrank, Model 3121 S/N 28439532
Elektrophoresekammer, DNA
Labofuge 400R

Magnetriihrer MR3000
Mini-ProteanTM Il Cell and Systems
Mikroskop Axiovert 25

Mikroskop BH-2

Mikroskop, IX51

Mikrowaage, elektronisch, M2P
pH-Meter CG22

Power Supply, Pac Basic™

Power Supply, Standard Power Pack P25
Rotations-Mikrotom CUT 4050
Schttler Titramax 1000
Spektralphotometer (Biophotometer)
Sterilwerkbank, LaminAir® LFM 2472S
Thermocycler T3000

Thermomixer compact

Ultrazentrifuge 3K30
UV-Transilluminator

Vortex Genie 2TM

Wasserbad 1083

X-Ray Film Prozessor, SRS-101A

Hersteller
Sartorius
Tutthauer
Heraeus Holding

Forma Scientific

OWL Seperation Systems

Heraeus Holding
Heidolph
Bio-Rad

Zeiss

Olympus
Olympus
Sartorius

Schott Gerate
Bio-Rad
Biometra

Slee Mainz
Heidolph
Eppendorf
Heraeus Holding
Biometra
Eppendorf
Sigma

Biometra
Bender & Hobein
GFL

Konica
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Die Verbrauchsmaterialien (Einmalartikel), die in dieser Arbeit verwendet wurden,
haben folgende Firmen in ihrem Sortiment: Eppendorf, Greiner bio-one, WU Mainz,

Millipore, Nunc und Sarstedt.

2.1.3 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen
bezogen: Aventis, Merck, PAA, Roth und Sigma-Aldrich.

2.1.4 Kisspeptin-10

Kisspeptin-10 (Metastin, Sequenz: Tyr-Asn-Trp-Asn-Ser-Phe-Gly-Leu-Arg-Phe)
wurde in unserem Auftrag von Peptide Specialty Laboratories, Heidelberg
synthetisiert. Die Anlieferung erfolgte als Lyophilisat, aus der eine Stammlésung mit
einer Konzentration von 5x10“ M aus 2 mg Kisspeptin-10, 20 pl DMSO zum Anlésen

des Pulvers und 2980 ul Ampuwa-Wasser zum weiteren Gebrauch hergestellt wurde.

2.1.5 Matrigel™

Die Matrigel™ Basement Membrane Matrix wurde von der Firma BD Biosciences
bezogen und wird aus Engelberth-Holm-Swarm (EHS)-Maussarkomzellen

gewonnen.

2.1.6 Puffer und Losungen

Fur das Ansetzten von Puffern und anderen Losungen wurde, falls nicht gesondert

erwahnt, autoklaviertes, doppelt destilliertes Wasser verwendet.
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Blocking-Solution TBST + 5 % (w/v) Magermilchpulver
Citrat-Puffer 0,01 M Citronensaure
DNA-Ladepuffer (10x) 50 % (v/v) Glycerin, 10 mM Tris/HCI, 1 mM EDTA,

0,25 % (w/v) Bromphenolblau,
0,05 % (w/v) Xylencyanol
Ethidiumbromidbad 0,007 % (v/v) Ethidiumbromid
Laemmli-Probenpuffer (2x) 62,5 mM Tris/HCI pH 6,8, 4 % (w/v) SDS,
5 % (v/v) Glycerol, 0,05 % (v/v) B-Mercaptoethanol,
0,025 % (w/v) Bromphenolblau

Lysispuffer 10 mM Tris/HCI (pH 7,4), 150 mM NaCl, 2 % (v/v)
Triton X-114™

PBS 140 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 8,6 mM Na;HPO,,
1,5 mM KH,HPOg,, pH 7,4

Phosphatase-Inhibitor 50 mM C3H7Na,O¢P, 10 mM NaF, 10 mM

Na4P207, 2 mM Na3VO4
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
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

2.1.7 Gewebeschnitte

Die Gewebeschnitte dieser Arbeit wurden freundlicherweise von Herrn PD Dr. med.
Stefan Schweyer aus dem Archiv des Pathologischen Instituts des
Universitatsklinikums Gottingen zur Verfigung gestellt. Es handelte sich hierbei um
in Paraffin eingebettetes Mammakarzinomgewebe von 98 Patientinnen (gemaf
Ethikvotum 4/4/01: Durchfihrung von Grundlagenforschung an Uberschissigem
Tumormaterial und malignen Effusionen von gynakologischen Malignomen inklusive

des Mammakarzinoms).
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2.1.8 Kultur- und Einfriermedien

Die fur die Zellkultur erforderlichen Medien und ihre Zuséatze wurden von folgenden

Firmen bezogen: Biochrom, Invitrogen, PAA und Sigma-Aldrich.

DMEM w/o Phenolrot
DMEM w/o Phenolrot

DMEM Kulturmedium w Phenolrot

MEM-Earl Kulturmedium w Phenolrot

Einfriermedium

2.1.9 Zelllinien

ohne Zusatze

10 % (v/v) CD-FCS, 1 % (v/v) P/S,

1 % (v/v) L-GIn

10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) PIS,

1 % (v/v) L-GIn

10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) P/S, 50 IU Insulin

0,1 % (v/v) Transferrin

MEM-Earl Kulturmedium + 10 % DMSO

Die folgenden Zelllinien wurden von der American Type Culture Collection (ATCC)

bezogen:

Tab. 2.1: In der Arbeit verwendete Zelllinien

Zelllinie Herkunft Histologie Referenz
MDA-MB-231 Pleuraerguss Adenokarzinom Brinkley et al. (1980)
MCF-7 Pleuraerguss Adenokarzinom Soule et al. (1973)
MG-63 Primartumor Osteosarkom Billiau et al. (1977)

2.1.10 Oligonukleotide

Die Oligonukleotide wurden von der Firma MWG Biotech AG synthetisiert.

CXCRA4: for 5 —-AGC TGT TGG TGA AAAGGT CTATG -3
rev 5 -GCGCTTCTGGTG GCCCTT GGAGTG TG -3’
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SDF-1: for 5 -CCG CGC TCT GCC TCA GCG ACG GGAAG -3’
rev 5 —-CTTGTT TAAAGC TTT CTC CAG GTACT -3’
L7: for 5 —AGATGT ACA GAACTC AAATTC -3
rev 5 — ATT TAC CAA GAG ATC GAG CAA -3’

2.1.11 Enzyme

SuperScript™ Il Reverse Transcriptase Invitrogen
Tag DNA Polymerase Roche
Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 % in D-PBS) PAA

2.1.12 Antikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Antikérper wurden nach Angaben des Herstellers

eingesetzt.

Tab. 2.2: Priméarantikorper

Antikorper Herkunft Referenz
Anti-Aktin Kaninchen, monoklonal, 1:1000 Epitomics
Anti-Akt Kaninchen, polyklonal, 1:1000 Cell Signaling
Anti-CXCR4 Maus, monoklonal, 1:1000 Abcam
Anti-GPR54 Kaninchen, polyklonal, 1:10000 Acris Antibodies
Anti-PhosphoAkt Kaninchen, monoklonal, 1:1000 Cell Signaling
Anti-SDF-1 Ziege, polyklonal, 1:1000 Abcam

Tab. 2.3: Sekundéarantikdrper

Antikorper Herkunft Referenz
Anti-Goat IgG Kaninchen, 1:80000 Sigma
Anti-mouse 1gG Schaf, 1:10000 ECL™
Anti-rabbit 1gG Esel, 1:20000 ECL™




MATERIAL und METHODEN 20

2.1.13 Inhibitoren

Protease-Inhibitor-Cocktail Sigma Aldrich

RNasin® plus RNase Inhibitor Promega

2.1.14 Transfektionsreagenzien

OPTI-MEM® | Reduced Serum Medium Invitrogen
Oligofectamine™ Reagent Invitrogen
KISS1 Stealth RNAI™ siRNA Invitrogen

2.1.15 Kommerzielle Reaktionssysteme

ECL Immobilon™ Western Millipore
Histostain® Bulk Kit Invitrogen
RNeasy® Mini Kit Qiagen

2.1.16 Software

Adobe Photoshop 7.0 Adobe Systems

Axio Vision 3.1 Carl Zeiss Vision GmbH
Bio Doc Analyze 2.1 Software Biometra

EndNote X2 Thomson

GraphPad Prism® (Version 5.00) GraphPad Software Inc.

Microsoft® Office 2007 Microsoft Corporation


http://rnaidesigner.invitrogen.com/rnaiexpress/rnaiExpress.do?locusId=3814
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultivierung

2.2.1.1 Kultivieren und Passagieren adharenter Zellen

Die verwendeten Zelllinien wurden in einer wasserdampfgesattigten Atmosphare mit
5% CO,-Anteil bei 37°C in Zellkulturflaschen der Firma Nunc kultiviert. Als
Nahrmedium diente den Mammakarzinomzellen ein MEM-Earl Kulturmedium w
Phenolrot und der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG-63 ein DMEM Kulturmedium
w Phenolrot, welche alle zwei bis drei Tage erneuert wurden. In jeder
Zellkulturflasche (75 cm? befanden sich 10 ml Nahrmedium. Je nach
Wachstumseigenschaften der Zelllinien wurden die Zellen bei Erreichen einer
80 %igen Konfluenz in regelmafdigen Abstanden passagiert. Hierzu wurde zuerst das
Medium mit einer Pasteurpipette abgesaugt und die Zellen mit 8 ml PBS gewaschen.
Anschlie3end wurden 2 ml Trypsin/EDTA hinzugefuigt und die Zellen bei 37°C fur 10-
15 min inkubiert. Nach Ablésen der Zellen wurde die Reaktion mit 5ml des
entsprechenden Zellkulturmediums abgestoppt und die Zellsuspension bei 300 x g
und RT fir 5 min abzentrifugiert. Das dadurch entstandene Zellpellet wurde mit 5 ml
des entsprechend der Zelllinien vorgesehenen Zellkulturmediums resuspendiert und
je nach Bedarf rekultiviert, kryokonserviert oder fir entsprechende Versuche

verwendet.

2.2.1.2 Kryokonservierung und Auftauen eukaryotischer Zellen

Um die eukaryotischen Zellen fur einen langeren Zeitraum zu lagern, ist es
notwendig das Zellpellet mit 1 ml des entsprechenden Zellkulturmediums zu
resuspendieren. Im Anschluss werden 5 % DMSO hinzugefiigt. Die Zellen wurden
zunéachst bei -80°C eingefroren und nach 12-24 h in fliissigem Stickstoff gelagert.

Bei Bedarf wurden die Zellen im Wasserbad bei 37°C fiir wenige min aufgetaut und
bei 300 x g fur 5 min abzentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in dem
zugehorigen Kulturmedium resuspendiert und anschlielend in Zellkulturflaschen
Uberfuhrt. Bevor die Zellen fir Versuche verwendet wurden, waren diese fur

mindestens drei Tage kultiviert.
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2.2.1.3 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer
durchgefuhrt. Diese besteht aus neun Quadraten, welche jeweils eine Flache von
1 mm? und eine Tiefe von 0,1 mm besitzen. Somit besitzt jedes der Quadrate ein
Volumen von 0,1 pl. Mit Hilfe eines Lichtmikroskops werden die Zellen in den vier
Eckquadraten ausgezahlt, der Mittelwert errechnet und mit dem Faktor 10.000
multipliziert. Das Ergebnis spiegelt die Zellkonzentration pro Milliliter wider. Die
Gesamtzellzahl ergibt sich aus dem Volumen der Zellsuspension mal der Zellzahl pro
Milliliter.

2.2.1.4 Migrationsassay

Der Migrationsassay ist ein in vitro Modell der Metastasierung und wurde in unserer
Abteilung entwickelt (von Alten et al. 2006). Die Methode ist in Abbildung 2.1

dargestellt.

C=> MCF-7 |wu] Medium (@ MGs63

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Migrationsassays. Die MCF-7 Mammakarzinomzellen sind gelb dargestellt und
werden auf Inserts ausgesat, die mit Matrigel beschichtet sind. In der Wellplatte befindet sich Medium (A). Unterhalb der auf
dem Insert sitzenden Mammakarzinomzellen MCF-7 befindet sich blau dargestellt die Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG-63.

Dies ist das in unserem Labor etablierte Kokultursystem (B).

Fur die Aussaat der Zellen wurde eine 6- oder 24-Wellplatte mit den entsprechenden

Inserts (Porendurchmesser: 8 um) verwendet, die zuvor mit Matrigel beschichtet
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wurden. Die 6-Wellplatten wurden fir die Gewinnung von RNA und Proteinen
benotigt, die 24-Wellplatten dienten der mikroskopischen Auswertung der
Migrationsassays.

Das Matrigel simuliert die Extrazellularmatrix in vitro und wird mit DMEM w/o
Phenolrot und ohne Zuséatze im Verhaltnis von 1:2 verdunnt. Je nach Grof3e der
Wellplatte wurde die in Tabelle 2.4 angegebene Menge des verdinnten Matrigels auf
die Inserts aufgetragen und fir 30 min bei 37°C ausgehartet.

Bei Erreichen einer Konfluenz von 80 % wurden die Zellen wie in Kapitel 2.2.1.1
erlautert, abtrypsiniert, abzentrifugiert und sorgfaltig mit DMEM w/o Phenolrot
resuspendiert. Um die in Tabelle 2.5 aufgefihrten Zellzahlen in die Wellplatten und
Inserts auszusaen, wurde die Anzahl der Zellen in der jeweiligen Zellsuspension mit
Hilfe der Neubauerzdhlkammer, wie in Kapitel 2.2.1.3 beschrieben, bestimmt.
Zunachst wurden die MG-63 Zellen in die Wellplatten und die MCF-7 Zellen seperat
in die Inserts ausgesét und anschlie3end fur 12 h getrennt voneinander inkubiert.
Danach wurden die Inserts in die Wellplatten tberfiihrt und die Zellen von diesem

Zeitpunkt (tp) an kokultiviert.

Tab. 2.4: Aufbereitung des Matrigels

Matrigel [ul] DMEM ohne Zuséatze [ul]
6-Well Insert 106 106
24-Well Insert 15 15

Tab. 2.5: Anzahl der ausgeséaten Zellen pro Insert oder Well

RNA-Gewinnung Protein-Gewinnung Mikroskopische

Auswertung
6-Wellplatte (MG-63)  150.000/2 ml 207.000/2 ml -
6-Well Insert (MCF-7)  290.000/1,5 ml 400.000/1,5 ml -
24-Wellplatte (MG-63) - - 20.000/600 pl
24-Well Insert (MCF-7, - - 10.000/400 pl

MDA-MB-231)
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2.2.1.5 Behandlung mit Kisspeptin-10

Die Behandlung der Mammakarzinomzellen mit Kisspeptin-10 erfolgte in
unterschiedlichen Konzentrationen und zu unterschiedlichen
Behandlungszeitpunkten. Die angegebenen Konzentrationen wurden in einer

Verdinnungsreihe mit DMEM w/o Phenolrot hergestellit.

Migrationsassay:

Konzentration [M]: 1x107, 1x10°®, 1x10°, 1x10™%°, 1x10™*, 1x10™*?, 1x10™*3, 1x10™,
1x10™%°

Behandlungszeitpunkte [h]: to, t12, t24, t36, a8, teo, t72, tsa

Versuchsendpunkt [h]: tgs

RNA-Gewinnung:
Konzentration [M]: 1x10™®
Behandlungszeitpunkte [h]: to, t12, t24, t36

Versuchsendpunkte [h]: tog, tsg

Protein-Gewinnung:

Konzentration [M]: 1x107, 1x10®, 1x10®, 1x10%°, 1x10™*, 1x10™*2
Behandlungszeitpunkte [h]: to, t12

Versuchsendpunkt [h]: to4

2.2.1.6 Behandlung mit einem SDF-1 AntikOrper

Die Behandlung der MG-63 Zellen mit einem SDF-1 Antikorper wurde tber 96 h alle
24 h durchgefiihrt. Die Konzentration des Antikérpers von 1x107 M wurde in einer

Verdinnungsreihe mit DMEM w/o Phenolrot hergestellit.

Migrationsassay:
Konzentration [M]: 1x10~
Behandlungszeitpunkte [h]: to, to4, tas, t72

Versuchsendpunkt [h]: tgs



MATERIAL und METHODEN 25

2.2.1.7 Transiente Transfektion adharenter Zellen

Die transiente Transfektion der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG-63 wurde mittels
Oligofectamine™ gemaR den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die
kationischen Lipide bilden dabei mit der negativ geladenen DNA einen Nukleinséure-
Liposomen-Komplex, der im Anschluss mit der Plasmamembran von eukaryotischen
Zellen fusionieren kann. Fir die Transfektion wurde die KISS1 Stealth RNAI™ siRNA
von Invitrogen verwendet.

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz von 50 % transfiziert und fir 24 h im
Transfektionsmedium kultiviert bevor die Migrationsassays durchgefiuihrt wurden. Far
den Transfektionsnachweis erfolgte eine immunzytochemische Féarbung wie in
Kapitel 2.2.4.4 beschrieben.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Gewinnung der RNA

Fir die RNA-Gewinnung wurden 6-Well-Platten verwendet. Die Behandlung mit
Kisspeptin-10 erfolgte wie in Kapitel 2.2.1.5 dargestellt.

Fir die Ernte der RNA wurde ein Gemisch aus 3-Mercaptoethanol und RLT-Puffer im
Verhéltnis 1:100 angesetzt. Das Insert wurde vom Matrigel-Gemisch und den darauf
kultivierten MCF-7 Zellen mit Hilfe eines Spatels abgetrennt und die Probe in das
Mercaptoethanol-RLT-Gemisch Uberfuhrt. Die MG-63 Zellen wurden direkt in der
Wellplatte mit dem Gemisch inkubiert und nach Ablésung der Zellen ebenfalls
Uberfuhrt.

Die Isolierung der RNA wurde mit Hilfe des RNeasy® Mini Kits der Firma Qiagen
durchgefuhrt. Hierbei wird die RNA spezifisch an eine Silika-Gel-Membran
gebunden, durch mehrere Waschschritte gereinigt und anschliel3end eluiert. Die
Aufarbeitung der Zellen erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die anschliel3ende

Lagerung der Proben erfolgte bei -80°C.
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2.2.2.2 Quantifizierung von Nukleinsauren

Die Quantifizierung der Nukleinsduren wurde im UV-Photometer der Firma
Eppendorf durchgefiihrt. Die Bestimmung der Konzentration erfolgt bei A = 260 nm
(A260), da Nukleinsauren bei dieser Wellenlange ihr Absorptionsmaximum besitzen.
Proteine, die wahrend der Aufbereitung als Verunreinigung auftreten, weisen ein
Absorptionsmaximum bei A = 280 nm (Azs0) auf. Das Verhdltnis der Extinktionen von
Azso zU Aggo sSpiegelt somit die Reinheit der Nukleinsdureprobe wider und sollte
zwischen 1,8 und 2 liegen (Glasel 1995).

Tab. 2.6: Faktor zur Konzentrationsbestimmung von RNA

Umrechnungsfaktor RNA: Az 40 pg/ml

2.2.2.3 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription (RT) dient dazu RNA in einen komplementaren DNA-
Strang (complementary DNA, cDNA) umzuschreiben, der das Ausgangsmaterial der
Polyermase Kettenreaktion bildet.

Die Methode wurde von Veres et al. (1987) beschrieben und wird von RNA-
abhangigen DNA-Polymerasen durchgefihrt. Die verwendeten Oligo-dt-Primer
hybridisieren an den terminalen Poly A-Schwanz der RNA, von dem aus die cDNA
enzymatisch synthetisiert wird.

Im ersten Reaktionsschritt wurde 1 pg RNA mit 1 ul DNAse und 1 pl RNasin fur 3 min
bei 70°C inkubiert. AnschlieBend wurde der Enzym-Mix (Tab. 2.7) hinzugegeben und
fur 60 min bei 37°C inkubiert sowie fir 5 min bei 90°C denaturiert. Die so

entstandene cDNA wurde bei -20°C gelagert.
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Tab. 2.7: Enzym-Mix fur Reverse Transkription

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

DTT 4 0,1M

dNTPs 4 0,01 M

dt 15 Primer 8

Superscript Il 2

2.2.2.4 Polymerase Kettenreaktion

Die Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) ist ein Verfahren,
mit dem DNA-Fragmente selektiv exponentiell amplifiziert werden (Mullis et al. 1986).
Durch eine DNA-abhéngige DNA-Polymerase wird anhand der Nukleinsdure-Matrize
und ausgehend von DNA-Oligonukleotiden ein komplementarer DNA-Strang
synthetisiert.

Die Denaturierung der doppelstrangigen DNA erfolgt bei 94°C. AnschlieRend findet
primerspezifisch das Annealing statt, welches das Anlagern der jeweiligen Primer an
die cDNA beschreibt. Im weiteren Verlauf synthetisiert die DNA-Polymerase vom
Primer ausgehend den komplementaren Strang zur Matrize (Elongation). Die
Elongation erfolgt bei 72°C, dem Temperatur-Optimum der Tag-Polymerase (Saiki et
al. 1988), die in dieser Arbeit als DNA-Polymerase eingesetzt wurde. Diese
einzelnen Reaktionsschritte werden in Folge zyklisch wiederholt, sodass die Matrize
exponentiell amplifiziert wird.

Zur Kontrolle der semiquantitativen PCR Methode dient die Amplifikation von L7,
einem housekeeping gene. L7 ist ein ribosomales Protein, das in allen Geweben
exprimiert wird. Der Standardreaktionsansatz ist in Tabelle 2.8 und die PCR-

Programme der jeweiligen Gene sind in Tabelle 2.9 zusammengefasst.
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Tab. 2.8: Standard-Reaktionsansatz fur die PCR

Material Einsatz [ul] Ausgangskonzentration

DEPC H,O 10,5

Sense-Primer 0,3 20 uM
Antisense-Primer 0,3 20 uM

Puffer 1,5 10 x

dNTPs 1,2 1 mM

cDNA 1,2 10-100 ng/pl
Tag-Polymerase 0,075 5 U/l
Gesamtvolumen 15

Tab. 2.9: PCR-Programme: Temperatur und Zeit

Gen Denaturierung Annealing Elongation Zyklen
CXCR4 30 sec, 94°C 30 sec, 58°C 60 sec, 72°C 24
SDF-1 30 sec, 94°C 60 sec, 64°C 60 sec, 72°C 27
L7 (MG-63) 30 sec, 94°C 60 sec, 54°C 120 sec, 72°C 17
L7 (MCF-7) 30 sec, 94°C 60 sec, 54°C 60 sec, 72°C 18

Die PCR-Produkte wurden anschlieRend Uuber die Agarose-Gelelektrophorese
aufgetrennt.

2.2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese bietet die Moglichkeit Nukleinsdauren anhand ihrer
GroRRe aufzutrennen (McDonell et al. 1977). Dabei dient das Agarosegel als Sieb fur
die Nukleinsauren. Je hoher die Konzentration der Agarose, desto kleiner sind die
Poren, die in diesem Gel entstehen. Durch das Anlegen einer Gleichspannung
werden die negativ geladenen Nukleinsduren aufgetrennt, wobei die kleineren
Nukleinsduren sich schneller durch das Gel bewegen kdnnen. Anschliel3end werden

die Nukleinsauren durch interkalierende und fluoreszierende Farbstoffe wie
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Ethidiumbromid nachgewiesen. Die Wellenlange der UV-Strahlung zur Detektion liegt
bei A = 302 nm.

Zur Herstellung der Gele wurden 6 g Agarose mit 400 ml 1/2x TBE in der Mikrowelle
aufgekocht und anschlieBend 30ml in die vorgesehene Gelkammer mit
eingestecktem Kamm ohne Luftblasen gegossen. Nach Aushértung des Gels wird
die Kammer mit 1/2x TBE aufgefullt und der Kamm gezogen. Je 10 pl der
Nukleinsdureproben wurden mit 2 ul DNA-Ladepuffer gemischt und anschlielend
10 pl der Proben in die Geltaschen pipettiert. Als GréRenstandard wurde ein DNA-
Fragmentlangen-Standard (100 bp Ladder, Invitrogen) verwendet.

AnschlieBend laufen die Gele bei 85V durchschnittich 45 min. Aufgrund der
Farbbande des DNA-Ladepuffers ist eine Abschatzung der Laufstrecke mdoglich.
Danach wurden die Gele fur 20 min im Ethidiumbromidbad gefarbt, in ddH,O
gewaschen und die Ergebnisse mit der Bio Doc Analyze 2.1 Software von Biometra
festgehalten und ausgewertet.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Gewinnung der Proteine

Zunachst wurden entsprechend der RNA-Gewinnung die verwendeten Zelllinien wie
in Kapitel 2.2.1.4 beschrieben in 6-Wellplatten ausgesat und 12 h spater zu einem
Kokultursystem zusammengeflgt. Wie in Kapitel 2.2.1.5 dargestellt, erfolgte die
Stimulation mit den unterschiedlichen Kisspeptin-10 Konzentrationen in einem
Abstand von 12 h fur insgesamt 24 h.

Die Ernte der MCF-7 Zellen erfolgte mit Hilfe eines Spatels mitsamt dem Matrigel
und anschlieBendem Losen in PBS. Die Proben wurden bei 300 x g fur 5 min
abzentrifugiert und sogleich in Stickstoff gefroren. Die Lagerung der Proben erfolgte
bei -80°C.

Das SDF1-Protein wurde aus dem Uberstand der MG-63 Zellen gewonnen, da es
sich um ein sekretorisches Protein handelt. Dazu wurden die Uberstande von drei
unabhangig voneinander durchgefuhrten Experimenten gepoolt und bei 3000 x g flr
90 min ultrazentrifugiert, um das Protein aufzukonzentrieren. Das Ultrazentrifugieren
der Proben wurde mit Vivaspin-6 ml von Sartorius Biotech durchgefuhrt. Hierbei

handelt es sich um Zentrifugenréhrchen mit 2 Kammern, die durch eine Membran
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getrennt sind. Diese Membran ist so konfiguriert, dass diese fur alle Proteine < 5 kDa
durchlassig ist. Das SDF-1 Protein weist eine Grol3e von 10 kDa auf und kann somit
in der oberen Kammer aufkonzentriert werden. Die Proben wurden bei -80°C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

2.2.3.2 Aufbereitung der membranstandigen und zytosolischen Proteine

Zunachst wurden die Zellpellets fur die Herstellung von Zelllysaten mit PBS
gewaschen und bei 300 xg far 5 min zentrifugiert. AnschlieRend erfolgte die
Resuspension der Zellpellets in Triton X-114™-Puffer (Sigma-Aldrich) nach Bordier
(1981) und die Zugabe eines Protease-Inhibitor-Cocktails (Sigma-Aldrich), um den
Abbau der Proteine zu verhindern. Diese wurden bei 4°C dber Nacht im
Uberkopfschiittler (Heto, Allered, DK) inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte das
Abtrennen unldslicher Riuckstande in der Kihlzentrifuge bei 12000 x g und 4°C flr
25 min. Im Anschluss wurde der Uberstand abgenommen und fiir 10 min bei 37°C
und 800 rpm im Thermomixer inkubiert. Daraufhin folgte ein Zentrifugationsschritt fir
5 min bei 10000 x g und RT. Hierbei wurde das Zelllysat in zwei Phasen, die
zytosolische (obere Phase) und membranstandige (untere Phase) Proteinfraktion
aufgetrennt. Durch Zugabe von funf Volumenteilen Aceton wurde die bendétigte
Proteinfraktion Gber Nacht bei -20°C geféllt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt
(25 min, 12000 x g, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen und die gewonnenen

Proteinpellets in der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt.

2.2.3.3 Aufbereitung des sekretorischen SDF-1 Proteins

Fur die Denaturierung des SDF-1 Proteins wurden die Proben im Thermomixer fir
10 min bei 37°C und 800 rpm inkubiert. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die

Lagerung der Proben auf Eis.
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2.2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine Methode, welche
Proteine nach ihrer Gro3e auftrennt. Das SDS (sodium dodecyl sulfate) ist ein
anionisches Detergens, das an die Proteine bindet und diese somit eine negative
Ladung erhalten.

Bei dem verwendeten Verfahren nach Laemmli werden die Proben in einem
Sammelgel mit 5 % Polyacrylamid (Tab. 2.10) konzentriert und danach im 10 %igen
oder 15 %igen Trenngel (Tab. 2.11) separiert (Laemmli 1970). Fur die SDS-Page
wurde die Mini-PROTEAN Il Electrophoresis Cell Apparatur von Bio-Rad verwendet
und nach Angaben des Herstellers aufgebaut.

Tab. 2.10: 5 %iges Sammelgel

Material Einsatz
ddH,O 3,1 ml
Prosieve 50 Gel Solution (Cambrex) 0,5 ml
1,0 mM Tris 1,3 ml
10 % SDS 50 pl
10 % APS 50 pl
TEMED 4l

Tab. 2.11: 10 %iges und 15 %iges Trenngel

Material 10 % Trenngel 15 % Trenngel (SDF-1)
ddH,0 53 ml 4,3 ml
Prosieve 50 Gel Solution (Cambrex) 2,0 ml 3 mi

1,0 mM Tris 2,5ml 2,5 ml

10 % SDS 100 pl 100 pl

10 % APS 100 pl 100 pl

TEMED 4 ul 4 ul
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Das Sammelgel wurde in der ersten Geltasche mit einem Molekularmassenmarker
(peqGOLD Protein Marker, Peglab) beladen, in alle weiteren Geltaschen erfolgte das
Auftragen der Proben. Vor dem Auftragen der Proben in die Geltaschen des
Sammelgels wurden diese mit zweifach konzentriertem Laemmli-Probenpuffer
versetzt.

Die Elektrophorese erfolgte zunéchst bei 80 Vconst fur 30 min und im Anschluss bei
150 Vconst fir 60 min in SDS-Elektrophorese-Puffer.

Die aufgetrennten Proteine konnten nun im Western Blot Verfahren auf

Nitrocellulose-Membranen transferiert und nachgewiesen werden.

2.2.3.5 Western Blot

Das Western Blot Verfahren dient dazu, die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine
auf eine Tragermembran zu Ubertragen und diese im Anschluss Uber spezifische
Antikdrper nachzuweisen (Towbin et al. 1979).

Die Apparaturvorrichtung (Bio-Rad) wurde laut den Angaben des Herstellers
aufgebaut. Hierfir wurde das SDS-Gel auf die Nitrocellulosemembran (Hybond-
ECL™, Amersham Bioscience) luftblasenfrei aufgebracht und zwischen je zwei in
Transferpuffer getrankte Filterpapiere (Whatman, Schleicher & Schuell) gelegt. Beim
Einspannen des Sandwiches zwischen zwei Schaumstoffschichten war zu beachten,
dass die Nitrocellulosemembran der Anode zugewandt ist. AnschlieRend konnte der
Transfer bei 100 Vconst fr 1 h durchgefihrt werden. Als Transferkontrolle diente der

vorgefarbte Molekularmassenmarker.

2.2.3.6 Detektion und Visualisierung

Nach dem Transfer erfolgte die Inkubation der Nitrocellulosemembran mit einer
Blocking-Solution fir 1 h, um unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Im
Anschluss wurde die Membran mit TBST fir 15 min gewaschen. Dieser Waschgang
wurde insgesamt viermal wiederholt. Danach erfolgte die Inkubation mit dem

Primarantikdrper tber Nacht bei 4°C.
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Im Folgenden wurde der oben genannte Waschgang wiederum viermal durchgefihrt,
um im Anschluss den Peroxidase-gekoppelten Sekundarantikdrper fir 1 h bei RT zu
inkubieren.

Nach erneuter Durchfiihrung der vier Waschgange konnte nun die Detektion des
gebundenen Sekundarantikdrpers mittels ECL (enhanced chemiluminescens
reaction, Immobilon™ Western, Millipore) erfolgen. Das ECL zeigt bei der
katalytischen Umsetzung durch die Peroxidase eine Chemilumineszenz mit einem
Maximum bei A = 430 nm, mit der Rontgenfilme (Kodak) belichtet werden kénnen.
Die Exposition erfolgte in einer Rontgenfilmkassette (X-Ray GmbH) und der Film
wurde anschlie3end in einer Dunkelkammer im X-Ray Film Prozessor SRS-101A

entwickelt.

2.2.3.7 Strippen von Nitrocellulosemembranen

Um eine Nitrocellulosemembran erneut mit einem Primarantikdrper zu hybridisieren,
muss die Membran gestrippt werden. Dies bedeutet, dass die Membran von den
schon gebundenen Antikorpern befreit wird. Der dazu benétigte Antibody Stripping
Buffer wurde von der Firma Uptima Interchim bezogen. Die Membran wurde fur
15min bei RT wund 1000 rpm mit diesem Puffer inkubiert. Es folgte ein
Waschvorgang mit ddH,0 und anschlieend konnte die Membran erneut geblockt

und mit dem neuen Primarantikérper behandelt werden.

2.2.4 Histologische Methoden

2.2.4.1 Anfertigung von Paraffinschnitten

Die Paraffinschnitte wurden direkt aus dem Paraffinblock des fixierten
Tumorgewebes mit einer Schnittdicke von 4 um am Rotations-Mikrotom (Slee Mainz)
hergestellt. Daraufhin folgte die Streckung der Schnitte bei 37°C im Wasserbad und
deren faltenfreie Auftragung auf einen Shandon Histoslide Objekttrager (Thermo

Scientific). Die Schnitte wurden im Anschluss Uber Nacht bei 42°C getrocknet.
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2.2.4.2 Entparaffinierung/Rehydrierung von Paraffinschnitten

Fur die Entfernung samtlicher Paraffinrickstande wurden die Schnitte bei 60°C fir
30 min erwarmt. Dies ist zwingend erforderlich, da Paraffinrickstande die
Hintergrundfarbung erhéhen. Das flussige Paraffin konnte durch jeweils zweimaliges
Waschen mit Xylol und Propanol entfernt werden. Die anschlieRende Rehydrierung
der Schnitte wurde durch das Durchlaufen einer absteigenden Ethanolreihe (100 %,
90 %, 80 %, 70 %) erreicht. Die Inkubation erfolgte jeweils fur 5 min.

2.2.4.3 Immunfarbung der Gewebeschnitte

Fur die Immunfarbung musste zunachst die endogene Peroxidase blockiert werden.
Hierfir wurden die Schnitte mit einer 3 %igen H,O, Lésung in ddH,O fir 20-30 min
inkubiert. Anschlieend wurden die Schnitte dreimal in ddH,O gewaschen und in
Citratpuffer fir 5 min in der Mikrowelle (600 W) aufgekocht. Damit wird eine
Demaskierung der Antigene erreicht.

Die Immunfarbung wurde mit Hilfe des Histostain® Bulk Kit der Firma Invitrogen nach
Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Die Inkubation des primaren Antikdrpers
erfolgte Uber Nacht in einer feuchten Kammer bei 4°C. Als Chromogen diente die
gebrauchsfertige AEC + High Sensitivity Substrate Chromogen-Ldsung der Firma
Dako, die auf die Schnitte aufgebracht wurde. Nach 10 min wurden die Schnitte mit
ddH,O gespiilt, mit Hamalaun gegengefarbt und mit Aquatex® der Firma Merck

wassrig eingedeckt.

2.2.4.4 Immunfarbung der Zelllinien

Die Zellen wurden auf einen Objekttrager (Lab-Tek™ Chamber Slides™ Systeme,
Nunc) mit einer Konfluenz von 70 % ausgesat und uber 24 h inkubiert. Fir die
immunzytochemische Farbung wurde der Histostain® Bulk Kit der Firma Invitrogen
nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Inkubation mit dem entsprechenden
Priméarantikérper wurde bei 4°C Uber Nacht durchgeftihrt. Die Detektion erfolgte
ebenfalls mit der AEC + High Sensitivity Substrate Chromogen-L6sung der Firma

Dako. Nach einer Einwirkungszeit von 30 min ohne Lichtzufuhr, folgte ein



MATERIAL und METHODEN 35

Waschvorgang mit Aqua dest. Daraufhin folgte der Farbevorgang mit der Hamalaun-
Losung fur 30 sec. Durch Leitungswasser wurden die Proben geblaut. Das

Eindecken erfolgte mit Aquatex® der Firma Merck.

2.2.4.5 Auswertung der Migrationsassays

Fur die Auswertung der Migrationsassays wurde wie in Kapitel 2.2.1.4 beschrieben
ein  Migrationsassay in einer 24-Wellplatte angesetzt. Nach getrennter
Inkubationszeit der Zellen von 12 h wurden diese zum Zeitpunkt t, in das
Kokultursystem Uberfihrt und Uber insgesamt 96 h alle 12 h mit den in Kapitel 2.2.1.5
dargestellten Kisspeptin-10 Konzentrationen stimuliert.

Nach Beendigung des Versuches wurden die Mammakarzinomzellen oberhalb und
unterhalb des Filters mit Methanol fixiert und mit Mayers Hamalaunlésung in
mehreren  Schritten  angefarbt (Tab. 2.12.). AnschlieBend wurden die
Mammakarzinomzellen mitsamt dem Matrigel oberhalb des Filters abgeschabt und
die Filter vom Insert herausgelost. Die gefarbten Filter wurden mit Kaisers
Glyceringelatine auf einem Objektrager eingedeckelt. Die Auswertung der invadierten
Mammakarzinomzellen (alle Zellen, die sich unterhalb des Filters befanden) erfolgte
am Mikroskop IX 51, Olympus und mit der Software Axion Vision 3.1, Carl Zeiss
Vision GmbH. Hierbei wurden die Filter abfotografiert und die einzelnen Zellen

ausgezahlt.

Tab. 2.12: Hamalaunférbung

Ablauf Zeit [min] Menge [ml]
PBS Waschschritt 5 1
Spulung mit Aqua dest. 1
Fixierung mit Methanol 100 % 10-15 1
Spulung mit Aqua dest 1
Hamalaunldsung 5-10 1
Spulung mit Aqua dest 1
Blauung mit Leitungswasser 1

Spulung mit Aqua dest 1
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2.2.5 Dokumentation und statistische Analysen

Zur mikroskopischen Analyse der Gewebeschnitte stand das Mikroskop BH-2 der
Firma Olympus zur Verfigung. Die mikroskopische Auswertung und die Aufnahmen
der Migrationsassays erfolgten mit Hilfe des Mikroskop 1X51 der Firma Olympus, die
Auszahlung der Zellen wurde durch die Axio Vision 3.1. Software erleichtert.

Die Dokumentation und Analyse der Western Blots wurde mit der Software Bio Doc
Analyze 2.1 von Biometra durchgefuhrt. Mit Hilfe des UV-Transilluminators von
Biometra und der Software Bio Doc Analyze 2.1 erfolgten die Dokumentation sowie
die Auswertung der Agarosegele. Die Daten wurden aus mindestens drei
unabhéangig voneinander wiederholten Versuchen gewonnen. Zur statistischen
Auswertung und graphischen Darstellung der Ergebnisse diente die Software
GraphPad Prism® (Version 5.00). Als statistische Tests wurden der one-way ANOVA,

gefolgt vom Student-Newman-Keuls Test oder der t-Test (gepaart) angewendet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Nachweis des Kisspeptinrezeptors GPR54

3.1.1 GPR54 Expression in humanem Mammakarzinomgewebe

Um den Nachweis zu erbringen, dass in humanem Mammakarzinomgewebe der
GPR54 exprimiert wird, wurden 98 Mammakarzinome mit unterschiedlichem
Rezeptorstatus untersucht. Die Einteilung der Karzinome anhand ihres Hormon- und
HER2/neu-Rezeptorstatus erfolgte durch die zustandigen Pathologen aus der
Abteilung der Pathologie des Universitatsklinikums Géttingen.

Zunachst wurde die Einteilung der histopathologischen Tumorschnitte in Schnitte mit
sichtbarer Tumorfront und Schnitte, in denen keine Tumorfront erkennbar war
vorgenommen. In der Gruppe, die Tumorfronten aufwiesen, wurde nur die
Tumorfront selbst auf die Expression des GPR54 untersucht. In den restlichen
Tumorschnitten erfolgte die prozentuale Auswertung der GPR54 Expression im
gesamten Tumorgewebe.

Es zeigte sich an den Tumorschnitten mit angeschnittener Tumorfront folgende
GPR54 Expression: Die triple negativen Tumoren (Ostrogenrezeptor negativ,
Progesteronrezeptor negativ, HER2/neu-Rezeptor negativ) zeigten in 50 % der
untersuchten Falle eine GPR54 Expression von Uber 80 % und in den anderen 50 %
der Falle eine Rezeptorexpression von 50-80 %. In der Gruppe der Ostrogen- und
Progesteronrezeptor negativen aber HER2/neu-Rezeptor positiven Tumoren waren
100 % der Tumoren GPR54-positiv. Bei Tumoren, die als Ostrogenrezeptor-positiv,
Progesteronrezeptor-negativ. und HERZ2/neu-Rezeptor-positiv klassifiziert wurden,
zeigten 50 % der Félle eine Uber 80 %ige GPR54 Expression und die anderen 50 %
eine GPR54 Expression von 10-49 %. Ostrogenrezeptor positive, aber Progesteron-
und HER2/neu-Rezeptor negative Gewebeschnitte wiesen eine tber 80 %ige GPR54
Expression an der Tumorfront in 100 % der Gewebeproben auf. In der Gruppe der
Ostrogen- und Progesteronrezeptor positiven aber HER2/neu-Rezeptor negativen
Tumorschnitte zeigte sich, dass 50 % der Schnitte an der Tumorfront zu Uber 80 %
GPR54-positiv waren. In weiteren 38,9 % der Schnitte war eine 50-80 %ige und in
den restlichen 11,1 % eine 10-49 %ige GPR54 Expression nachweisbar. Bei den

Ostrogen-, Progesteron- und HER2/neu-Rezeptor positiven Tumorschnitten zeigte
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sich in 100 % der Falle an der Tumorfront eine GPR54 Expression von tber 80 %. In
Tabelle 3.1 ist die GPR54 Expression an der Tumorfront in humanem
Mammakarzinomgewebe mit unterschiedlichem Ostrogen-, Progesteron- und

HER2/neu-Rezeptorstatus zusammengefasst.

Tab. 3.1: GPR54 Expression an der Tumorfront in humanem Mammakarzinomgewebe

Rezeptorstatus GPR54 Expression [%)]

Ostrogen | Progesteron | HER2/neu >80 50-80 10-49 <10
negativ negativ negativ 50 50 0 0 °
negativ negativ positiv 100 0 0 0 é
positiv negativ positiv 50 0 50 0 —EE
positiv negativ negativ 100 0 0 0 §
positiv positiv negativ 50 38,9 11,1 0 9
positiv positiv positiv 100 0 0 0 g

FUr Tumorschnitte, in der keine Tumorfront angeschnitten war, wurde folgende
prozentuale GPR54 Expression nachgewiesen:

In der Gruppe der triple negativen Mammakarzinome (Ostrogen-, Progesteron- und
HER2/neu-Rezeptor-negativ) waren 7,1 % uUber 80 % GPR54-positiv und 29,6 %
hatten eine GPR54 Expression von 50-80 %. Eine GPR54 Expression von 10-49 %
zeigten 29,6 % der triple negativen Karzinome, 35,7 % wiesen eine GPR54
Expression von unter 10 % auf. 28,6 % der Mammakarzinome, die Ostrogen- und
Progesteronrezeptor-negativ aber HER2/neu-Rezeptor-positiv waren, zeigten eine
GPR54 Expression von uber 80 %, die restlichen 71,4 % dieser Mammakarzinome
wiesen eine 50-80 %ige GPR54 Expression auf. 11,1 % der Mammakarzinome, die
Ostrogenrezeptor-positiv aber Progesteron- und HER2/neu-Rezeptor negativ waren,
zeigten eine Uber 80 %ige Expression des GPR54, eine 50-80 %ige GPR54
Expression wiesen 44, 4 % der Karzinome auf. Weiterhin waren aus dieser Gruppe
33,3 % der Mammakarzinome zu 10-49 % GPR54-positiv und 11,1 % zeigten eine
GPR54 Expression von unter 10%. In der Gruppe der Ostrogen- und

Progesteronrezeptor-positiven aber HER2/neu-Rezeptor-negativen Mammakarzi-




ERGEBNISSE 39

nome zeigten sich 9,1 % zu uber 80 % GPR54-positiv, 39,4 % wiesen eine GPR54
Expression von 50-80 % auf, 3 % waren zu 10-49 % GPR54-positiv und 48,9 % der
Karzinome zeigten eine GPR54 Expression von unter 10 %. 20% der
Mammakarzinome, die sowohl fur den Ostrogen-, Progesteron- und HER2/neu-
Rezeptor-positiv waren, zeigten eine uber 80 %ige GPR54 Expression. In dieser
Gruppe waren weitere 20 % der Karzinome zu 10-49 % GPR54-positiv und die
restlichen 60 % wiesen eine GPR54 Expression von unter 10 % auf. Die Tabelle 3.2

zeigt die GPR54 Expression in humanem Mammakarzinomgewebe.

Tab. 3.2: GPR54 Expression in humanem Mammakarzinomgewebe ohne angeschnittene Tumorfront

Rezeptorstatus GPR54 Expression [%)]

Ostrogen | Progesteron | HER2/neu >80 50-80 10-49 <10
negativ negativ negativ 7,1 29,6 29,6 35,7 o
negativ negativ positiv 28,6 71,4 0 0 ‘§
positiv negativ negativ 11,1 44,4 33,3 11,1 _g
positiv positiv negativ 9,1 39,4 3 48,9 %
positiv positiv positiv 20 0 20 40 :é

Abb. 3.1: Immunhistochemischer Nachweis des GPR54 in humanem Mammakarzinomgewebe. Nach Aufarbeitung der
Tumorgewebe und anschlieBender immunhistochemischer Farbung mit dem GPR54 Antikdrper zeigten die Karzinome eine
unterschiedliche GPR54 Expression. Exemplarisch handelt es sich in der Abbildung um Ostrogen- und Progesteronrezeptor
positive aber HER2/neu Rezeptor negative Mammakarzinome, die einerseits fur den Kisspeptinrezeptor GPR54-negativ (A) und

andererseits zu Uber 80 % GPR54-positiv sind (B und C).
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3.1.2 GPR54 Expression in den humanen Mammakarzinomzelllinien MCF-
7 und MDA-MB-231 sowie in der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie
MG-63

Fur die in vitro Experimente wurde zunachst der Nachweis erbracht, dass die in
dieser Arbeit verwendeten Zelllinien (MCF-7, MDA-MB-231 und MG-63) fur den
Kisspeptin-10 Rezeptor GPR54-positiv sind. Dies erfolgte mit Hilfe einer
immunzytochemischen Farbung, in welcher der Primarantikbérper gegen GPR54
gerichtet war. Die Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231 sowie die
Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG-63 zeigten eine hohe GPR54 Proteinexpression
(Abbildung 3.2).

Abb. 3.2: Immunzytochemischer Nachweis von GPR54 in den Mammakarzinomzelllinien MCF-7 und MDA-MB-231

sowie in der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG-63. Die Rezeptor-positiven MCF-7 Zellen (B) sind ebenso wie die
Rezeptor-positiven MDA-MB-231 Zellen (D) sowie die Rezeptor-positiven MG-63 Zellen (F) durch ihre rétliche Farbung im
Vergleich zur Kontrolle (MCF-7 Zellen (A), MDA-MB-231 Zellen (C) und MG-63 Zellen (E)), in der die Zellen ohne

Primérantikérpern inkubiert wurden, deutlich zu erkennen.
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3.2 Inhibition der Migrations- und Invasionsfahigkeit von

Mammakarzinomzellen durch Kisspeptin-10

In vorangegangenen Arbeiten zeigte sich, dass Kisspeptin-10 tatsachlich einen
hemmenden Einfluss auf die Migrations- und Invasionsfahigkeit der mit humanem
Osteoblastentberstand kokultivierten MCF-7 Mammakarzinomzellen besitzt (Daten
nicht  publiziert).  Aufgrund dieser Ergebnisse sollte  zun&chst das
Konzentrationsspektrum bestimmt werden, in dem Kisspeptin-10 seine starkste
Wirkung entfaltet. In mindestens drei voneinander unabhéngig durchgefihrten
Versuchen pro Konzentration wurden in den Migrationsassays folgende Ergebnisse

erhoben.

3.2.1 Inhibition der Migrations- und Invasionsfahigkeit der Mamma-

karzinomzelllinie MCF-7 durch Kisspeptin-10

Bei Kokultivierung der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 mit der Osteoblasten-
ahnlichen Zelllinie MG-63 Uber 96 h zeigte sich ein signifikanter Anstieg (KK = 1375,0
+ 94,3 %; p<0,001) der invadierten MCF-7 Zellen im Vergleich zur Kontrolle (K =
100 %) (Abb. 3.3 A und B, Abb. 3.4).

Abb. 3.3: Invasion von MCF-7 Zellen ohne und wé&hrend der Kokultur mit MG-63 Zellen (Hamalaunfarbung). Die
Kokultivierung der Zellen erfolgte tiber 96 h. Monokultivierte MCF-7 Mammakarzinomzellen tGber Medium zeigten ein weniger

starkes Invasionsvermdgen (A) als kokultivierte MCF-7 Mammakarzinomzellen iber MG-63 Zellen (B).
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Abb. 3.4: Invasionsverhalten von monokultivierten und kokultivierten MCF-7 Mammakarzinomzellen. In der Kontrolle
wurden die MCF-7 Zellen mit Medium kultiviert und in der Kokultur mit der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG-63 kokultiviert.
Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der invadierten Mammakarzinomzellen wéhrend der Kokultur im Vergleich zur Kontrolle.
Angegeben sind MW + SEM, die Daten wurden mittels t-Test (gepaart) auf signifikante Unterschiede geprift: a, p<0,001 vs.

Kontrolle.

Weiterhin zeigte sich, dass die Migrations- und Invasionsfahigkeit der MCF-7 Zellen
bei einer Behandlung mit bestimmten Kisspeptin-10 Konzentrationen, die Uber einen
Zeitraum von 96 h alle 12 h durchgefuhrt wurde, im Vergleich zur Kokultur (KK =
100 %) signifikant gehemmt wird (1x10™ M: 99,5 + 8,5 % (n.s. vs. Kokultur), 1x10°
14M: 91,6 + 8,5 % (n.s. vs. Kokultur); 1x10™*® M: 97,0 + 18,1 % (n.s. vs. Kokultur);
1x10'? M: 85,7 + 12,5 % (n.s. vs. Kokultur); 1x10™ M: 63,9 + 6,3 % (p<0,05 vs.
Kokultur); 1x10° M: 60,4 + 6,9 % (p<0,05 vs. Kokultur); 1x10° M: 62,7 + 6,9 %
(p<0,05 vs. Kokultur); 1x10® M: 84,9 + 10,2 % (n.s. vs. Kokultur); 1x107" M: 108,0 +
14,6 % (n.s. vs. Kokultur)). Das Konzentrationsspektrum, in dem dieses Phanomen
zu beobachten war, befand sich bei 1x10™** M bis 1x10° M (Abbildung 3.5 B und C,
Abbildung 3.6). Es handelt sich dabei um einen Fenstereffekt, da Kisspeptin-10 nur
in diesem bestimmten Bereich seine hemmende Wirkung auf die Migration und

Invasion entfaltet.
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Abb. 3.5: Hemmung der Invasionsfahigkeit von kokultivierten MCF-7 Zellen durch Kisspeptin-10 (Hamalaunfarbung).
Die Kokultivierung der Zellen erfolgte tiber 96 h. Bei einer Behandlung der MCF-7 Zellen mit Kisspeptin-10 (1x10° M) alle 12 h
(C) war eine Reduzierung der Anzahl der invadierten Mammakarzinomzellen im Vergleich zur unbehandelten Kokultur (B)
deutlich zu beobachten.
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Abb. 3.6: Effekte von Kisspeptin-10 auf das Migrations- und Invasionsverhalten kokultivierter MCF-7
Mammakarzinomzellen. Die dosisabhéngige Behandlung der kokultivierten Mammakarzinomzellen mit Kisspeptin-10 wurde
alle 12 h tiber 96 h durchgefiihrt. Eine signifikante Hemmung zeigte sich in einem Konzentrationsbereich von 1x10™ M hbis
1x10° M. Hierbei handelt es sich um einen Fenstereffekt, da Kisspeptin-10 nur in diesem Konzentrationsbereich die hemmende
Wirkung entfaltet. Angegeben sind MW + SEM, die Daten wurden mittels one-way Analysis of Variance (ANOVA) gefolgt vom
Student-Newman-Keuls Test auf signifikante Unterschiede geprift: a, p<0,05 vs. Kokultur.

3.2.2 Inhibition der Migrations- und Invasionsfahigkeit der Mamma-
karzinomzelllinie MDA-MB-231 durch Kisspeptin-10

Die Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 zeigte wéahrend der Kokultur mit der
Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG-63 Uber 96 h ebenfalls ein signifikant erhdhtes
Migrations- und Invasionsverhalten (KK = 388,1 + 59,0 %; p<0,001) im Vergleich zur
Kontrolle (K = 100 %) (Abb. 3.7).
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Abb. 3.7: Invasionsverhalten monokultivierter und kokultivierter MDA-MB-231 Mammakarzinomzellen. In der Kontrolle
wurden die MDA-MB-231 Mammakarzinomzellen mit Medium kultiviert und in der Kokultur mit der Osteoblasten-ahnlichen
Zelllinie MG-63 kokultiviert. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg der invadierten Mammakarzinomzellen wahrend der Kokultur
im Vergleich zur Kontrolle. Angegeben sind MW + SEM, die Daten wurden mittels t-Test (gepaart) auf signifikante Unterschiede
geprift: a, p<0,001 vs. Kontrolle.

Die Migrations- und Invasionsfahigkeit der MDA-MB-231 Zellen wurden bei einer
Behandlung mit Kisspeptin-10, die Uber einen Zeitraum von 96 h alle 12h
durchgefiihrt wurde, in einer Konzentration von 1x10™° M im Vergleich zur Kokultur
(KK = 100 %) signifikant reduziert (1x10™* M: 102,3 + 14,6 % (n.s. vs. Kokultur);
1x10™ M: 117,8 + 13,0 % (n.s. vs. Kokultur); 1x10™° M: 73,6 + 6,8 % (p<0,05 vs.
Kokultur); 1x10° M: 97,4 + 8,1 % (n.s. vs. Kokultur); 1x10® M: 108,9 + 10,5 % (n.s.
vs. Kokultur)).
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Abb. 3.8: Effekte von Kisspeptin-10 auf die Migration und Invasion kokultivierter MDA-MB-231 Mammakarzinomzellen.
Die dosisabhéngige Behandlung der kokultivierten Mammakarzinomzellen mit Kisspeptin-10 wurde alle 12 h Uber 96 h
durchgefiihrt. Eine signifikante Hemmung der Migrations- und Invasionsfahigkeit wurde bei einer Konzentration von 1x10™° M
erreicht. Angegeben sind MW + SEM, die Daten wurden mittels one-way Analysis of Variance (ANOVA) gefolgt vom Student-
Newman-Keuls Test auf signifikante Unterschiede geprift: a, p<0,05 vs. Kokultur.
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3.3 Genexpressionsversuche

Um die Mechanismen aufzuklaren, die dem hemmenden Einfluss von Kisspeptin-10
auf die Migration und Invasion zugrunde liegen, wurden Genexpressionsversuche mit
der Mammakarzinomzellline MCF-7 durchgefiihrt. Hierbei wurden Gene ausgewahlt,
die in der Literatur im Zusammenhang mit der Fdrderung von
Metastasierungsprozessen stehen. Die Analysen wurden mittels RT-PCR

durchgefuhrt.

3.3.1 Einfluss von Kisspeptin-10 auf die mRNA-Expression von CXCR4

Durch RT-PCR  konnte bereits nachgewiesen werden, dass die
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 den membranstandigen Rezeptor CXCR4 exprimiert
(von Alten et al. 2006). Im folgenden Versuch wurde untersucht, ob Kisspeptin-10 die
CXCR4 mRNA-Expression der MCF-7 Mammakarzinomzellen beeinflusst:

Der Versuch wurde tber 24 h angesetzt und die Behandlung mit Kisspeptin-10 [1x10°
® M] wiederum alle 12 h durchgefiihrt. Somit wurde die Konzentration gewahlt, bei
der Kisspeptin-10 in den Migrationsassays seine hemmende Wirkung zeigte (Kapitel
3.3.1). Die Daten wurden aus drei voneinander unabhangig durchgefihrten
Versuchen erhoben und innerhalb der RT-PCR jeweils dreimal voneinander
unabhéangig wiederholt. Der quantitative Abgleich erfolgte mit dem housekeeping
gene L7.

Es zeigte sich in der Kokultur ein signifikanter Anstieg der CXCR4 mRNA-Expression
von 1446 + 8,3 % (p<0,001) im Vergleich zur Kontrolle (K = 100 %). Bei Behandlung
der Kokultur mit Kisspeptin-10 konnte festgestellt werden, dass hier eine signifikante
Reduzierung der CXCR4 mRNA-Expression von 126,4 + 9,5 % (p<0,05) im Vergleich
zur unbehandelten Kokultur erreicht wurde. Bei Behandlung der Kontrolle mit
Kisspeptin-10 zeigte sich kein Effekt (97,1 + 4,7 % n.s. vs. Kontrolle).
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Abb. 3.9: Effekte von Kisspeptin-10 auf die CXCR4 mRNA-Expression. Die Inkubation erfolgte fur 24 h mit einem Gemisch
aus 0,06 % DMSO in Ampuwa Wasser (Kontrolle und Kokultur) und mit Kisspeptin-10 [1x10”° M] in der behandelten Kontrolle
und Kokultur. Die quantitative Bestimmung der CXCR4 mRNA-Expression erfolgte mittels RT-PCR im Bezug auf das
housekeeping gene L7 (B). Ein Anstieg der CXCR4 mRNA-Expression in der Kokultur (p<0,001) im Vergleich zur Kontrolle war
zu beobachten. Bei Behandlung mit Kisspeptin-10 zeigte sich eine signifikante Abnahme der CXCR4 mRNA-Expression im
Vergleich zur unbehandelten Kokultur. Angegeben sind MW + SEM, die Daten wurden mittels one-way Analysis of Variance
(ANOVA) gefolgt vom Student-Newman-Keuls Test auf signifikante Unterschiede geprift: a, p<0,001 vs. Kontrolle; b, p<0,001
vs. Kokultur; ¢, p<0,05 vs. Kokultur (A).

3.3.2 Einfluss von Kisspeptin-10 auf die mRNA-Expression von SDF-1

Der in der Literatur beschriebene Ligand des membranstéandigen Rezeptors CXCR4
ist das SDF-1 Protein. SDF-1 ist ein sekretorisches Protein, welches von
Knochenzellen oder den Osteoblasten-ahnlichen Zellen (MG-63) synthetisiert wird.
Daher wurde auch hier die mRNA-Expression von SDF-1 untersucht.
Vorangegangene Versuche zeigten, dass in der Kokultur die mRNA-Expression von
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SDF-1 um das 2,3-fache erhoéht ist im Vergleich zu monokultivierten MG-63 Zellen
(von Alten et al. 2006).

Die Zellen wurden tber 24 h kokultiviert und die Behandlung mit Kisspeptin-10 [1x10°
°® M] erfolgte alle 12 h. Um die SDF-1 mRNA-Expression zu quantifizieren, erfolgte
hier ebenfalls ein Abgleich mit dem housekeeping gene L7. Es wurden drei
voneinander unabhangig durchgefuhrte Versuche und hiervon wiederum drei
voneinander unabhangige RT-PCRs ausgewertet.

Die Ergebnisse spiegelten die der CXCR4 mRNA-Expression wider: Auch hier war
zu beobachten, dass eine signifikante Reduktion der SDF-1 mRNA-Expression unter
Behandlung mit Kisspeptin-10 stattfand. Wahrend der Kokultur wurde die SDF-1
MRNA signifikant vermindert exprimiert (82,4 = 6,4 %; p<0,05) im Vergleich zur
unbehandelten Kokultur (KK = 100 %) auf.
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Abb. 3.10: Effekte von Kisspeptin-10 auf die SDF1 mRNA-Expression. Die Kokultivierung der Zellen erfolgte tber 24 h, die
Behandlung mit Kisspeptin-10 [1x10'9 M] wurde alle 12 h durchgefiihrt. Die quantitative Bestimmung der mRNA-Expression
wurde mittels RT-PCR und Abgleich durch das housekeeping gene L7 durchgefihrt (B). Zu beobachten war eine signifikante
Abnahme der SDF-1 mRNA-Expression bei den kokultivierten MG-63 Zellen in der behandelten Kokultur im Vergleich zur
unbehandelten Kokultur. Angegeben sind MW + SEM, die Daten wurden mittels t-Test (gepaart) auf signifikante Unterschiede

gepriift: a, p<0,05 vs. Kokultur (A).
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3.4 Proteinexpressionsversuche

Um die Mechanismen der Signaltransduktion von Kisspeptin-10 aufzuklaren, wurden
die prometastatischen Faktoren, SDF-1 und CXCR4 auf Proteinebene und ein in der
Literatur in engem Zusammenhang mit dem SDF-1/CXCR4 System beschriebenes
Protein, die phosphorylierte Akt Proteinkinase, untersucht. Der Nachweis erfolgte
mittels Western Blot. Die Daten wurden aus drei voneinander unabh&ngig

durchgefiihrten Versuchen erhoben.

3.4.1 Effekte von Kisspeptin-10 auf die Proteinexpression von CXCR4

Die MCF-7 Mammakarzinomzellen wurden erneut mit der Osteoblasten-ahnlichen
Zelllinie MG-63 fiur die Dauer von 24 h kokultiviert und die Behandlung mit
Kisspeptin-10 erfolgte dosisabhangig (1x10%?M, 1x10 M, 1x10°M, 1x10® M,
1x107 M) alle 12 h. Nach Aufarbeitung der Proteine wurde ein quantitativer Nachweis
von CXCR4 im Western Blot mittels Aktinabgleich durchgefihrt. Es wurden
mindestens drei voneinander unabhangige Versuche ausgewertet.

Die CXCR4 Proteinexpression der unbehandelten Kokultur (KK = 102,0 £ 17,1 %)
zeigte im Vergleich zur Kontrolle (monokultivierte Mammakarzinomzellen, K = 100 %)
keinen Unterschied. Es war aber durch die Kisspeptinbehandlung eine deutliche
Abnahme der CXCR4 Proteinexpression in einem Konzentrationsspektrum von 1x10°
°M bis 1x107"M zu erkennen. Diese Reduktion war bei einer Kisspeptin-10
Konzentration von 1x10® M bis 1x10” M signifikant: (1x10™** M: 113,6 + 36,6 % (n.s.
vs. Kontrolle); 1x10™ M: 102,3 + 40,5 % (n.s. vs. Kontrolle); 1x10° M: 94,8 + 19,2 %
(n.s. vs. Kontrolle); 1x10® M 50,3 + 8,7 % (p<0,01 vs. Kontrolle); 1x107 M: 64,0 +
13,2 % (p<0,05 vs. Kontrolle)).
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Abb. 3.11: Effekte von Kisspeptin-10 auf die CXCR4 Proteinexpression. Die Inkubation der kokultivierten Zellen erfolgte
Uber 24 h mit einer dosisabhéngigen Behandlung von Kisspeptin-10 alle 12 h. Die unterschiedlichen CXCR4
Proteinexpressionsmuster zeigten sich im Western Blot, mittels Aktin wurde ein quantitativer Abgleich der CXCR4
Proteinexpression durchgefiihrt (B). Es zeigte sich eine verminderte Expression bei einer Kisspeptin-10 Konzentration von 1x10°
°M bis 1x107 M im Vergleich zur Kontrolle. Bei einer Kisspeptin-10 Konzentration von 1x107 M bis 1x10® M wurde eine
signifikante Abnahme der CXCR4 Proteinexpression festgestellt. Angegeben sind MW + SEM, die Daten wurden mittels one-
way Analysis of Variance (ANOVA) gefolgt vom Student-Newman-Keuls Test auf signifikante Unterschiede gepriift: a, p<0,01

vs. Kontrolle; b, p<0,05 vs. Kontrolle (A).

3.4.2 Effekte von Kisspeptin-10 auf die Proteinsekretion von SDF-1

Das SDF-1 Protein, sezerniert von Knochenzellen oder von der Osteoblasten-
ahnlichen Zelllinie MG-63, ist der entsprechende Ligand des membranstdndigen
CXCR4 Rezeptors der Mammakarzinomzellen. Die Inkubation der Zellen erfolgte
iiber 24 h mit einer dosisabhangigen Kisspeptin-10 Behandlung (1x10™? M, 1x10°
1M, 1x10° M, 1x10® M, 1x107 M), die alle 12 h durchgefiihrt wurde. Da es sich bei
SDF-1 um ein sekretorisches Protein handelt, wurde mit dem Uberstand der MG-63

Zellen gearbeitet. Zusatzlich ist das Protein nur in einer sehr geringen Konzentration
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im Uberstand vorhanden, sodass Uberstande von drei voneinander unabhéngigen
Versuchen gepoolt und im Anschluss ultrazentrifugiert wurden, um mit Hilfe des
Western Blots das Protein quantifizieren zu kénnen.

Die Kontrolle zeigte monokultivierte MG-63 Zellen, die ohne Einfluss von
Mammakarzinomzellen kein SDF-1 Protein sezernierten. In der Kokultur war im
Vergleich zur Kontrolle ein deutlicher Anstieg der SDF-1 Proteinsekretion zu
erkennen (KK = 100 %). Bei einer Behandlung mit Kisspeptin-10 in einem
Konzentrationsspektrum von 1x10™ M bis 1x10® M lieR sich eine Reduktion der
SDF-1 Proteinsekretion im Vergleich zur unbehandelten Kokultur nachweisen.
Besonders in dem Konzentrationsfenster von 1x10**M bis 1x10°M war die
Abnahme der Sekretion deutlich zu erkennen (1x10'?M: 168,5%; 1x10™ M:
75,8 %; 1x10™° M: 75,0 %; 1x10® M 93,6 %; 1x10” M: 153,7 %).
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Abb. 3.12: Effekte von Kisspeptin-10 auf die SDF-1 Proteinsekretion. Die Kokultivierung erfolgte Uber 24 h bei einer
dosisabhangigen Kisspeptin-10 Behandlung (1x10™ M, 1x10™ M, 1x10° M, 1x10® M, 1x107 M), die alle 12 h durchgefiihrt
wurde. Im Western Blot wurde die SDF-1 Proteinsekretion nachgewiesen (B). Die monokultivierten MG-63 Zellen sezernierten
das SDF-1 Protein nicht. In der unbehandelten Kokultur zeigte sich ein Anstieg der Proteinsekretion, bei einer Kisspeptin-10
Konzentration von 1x10™ M bis 1x10® M zeigte sich eine Reduktion der Proteinsekretion der MG-63 Zellen im Vergleich zur

Kokultur. Die starkste Hemmung lieR sich in einem Dosis-Wirkungsbereich von 1x10™ M bis 1x10° M nachweisen (A).
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3.4.3 Effekte von Kisspeptin-10 auf die Phosphorylierung der Protein-
kinase Akt

Um den Nachweis zu erbringen, dass die Behandlung mit Kisspeptin-10 den SDF-
1/CXCR4 induzierten  Akt-Signalweg der MCF-7 Mammakarzinomzellen
beeintrachtigt, wurden erneut Proteinexpressionsversuche durchgefuhrt. Die
Kokultivierung der Zellen erfolgte Giber 24 h mit einer dosisabhéngigen Kisspeptin-10
Behandlung (1x10%? M, 1x10 M, 1x10°M, 1x10%M, 1x107' M), die alle 12h
durchgefiihrt wurde. Nach Aufarbeitung der Proteine erfolgte ein quantitativer
Nachweis des phosphorylierten Akt Proteins (aktivierter Zustand) im Western Blot im
Abgleich mit dem dephosphoryliertem Akt Protein (inaktivierter Zustand). Es wurden
drei voneinander unabhangige Versuche ausgewertet.

In der Kokultur war im Vergleich zur Kontrolle (K = 100 %) eine geringfugige
Abnahme des phosphorlyierten Akt Proteins (KK = 80.8 + 17,6 % n.s. vs. Kontrolle)
festzustellen. Bei einer Behandlung von  Kisspeptin-10 in  einem
Konzentrationsspektrum von 1x10™*? M bis 1x10” M lieR sich fir alle Konzentrationen
eine signifikante Reduktion des phosphorylierten Akt Proteins im Vergleich zur
Kontrolle nachweisen. Besonders in dem Konzentrationsfenster von 1x10*? M bis
1x10® M war die Abnahme der P-Akt Proteinexpression deutlich: (1x10™* M: 40,9 +
14,6 % (p<0,05 vs. Kontrolle); 1x10™ M: 46,4 + 9,8 % (p<0,05 vs. Kontrolle); 1x10°
°M: 39,9 + 10,5% (p<0,05 vs. Kontrolle); 1x10® M 48,9 + 11,3 % (p<0,05 vs.
Kontrolle); 1x107" M: 61,01 + 20,0 % (p<0,05 vs. Kontrolle)).
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Abb. 3.13: Effekte von Kisspeptin-10 auf die Phosphorylierung der Proteinkinase Akt. Die Inkubation der kokultivierten
Zellen erfolgte tber 24 h mit einer dosisabhéngigen Behandlung von Kisspeptin-10 alle 12 h. Nach Aufarbeitung der Proteine
erfolgte ein quantitativer Nachweis des phoshorylierten Akt Proteins (aktivierter Zustand) im Western Blot im Abgleich mit dem
dephosphoryliertem Akt Protein (inaktivierter Zustand) (B). Es zeigte sich eine verminderte Expression des phosphorylierten Akt
Proteins in samtlichen Kisspeptin-10 Konzentrationen. Angegeben sind MW + SEM, die Daten wurden mittels one-way Analysis
of Variance (ANOVA) gefolgt vom Student-Newman-Keuls Test auf signifikante Unterschiede gepriift: a, p<0,05 vs. Kontrolle

(A).

3.5 Einfluss von Kisspeptin-10 auf die Proteinexpression nach
GPR54 knock down in der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie
MG-63

Nachdem ein Signalweg des Kisspeptin-10 gefunden war, sollte anschlielRend
untersucht werden, ob Kisspeptin-10 auch auf die GPR54-positiven MG-63 Zellen

seine Wirkung entfaltet und den Signalweg maf3geblich beeinflusst. Daflir wurde ein
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GPR54 knock down in der Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG-63 durchgefuhrt, der

nach erfolgreicher Transfektion fir mindestens 48 h anhielt.

3.5.1 Nachweis des GPR54 knock downs in der Osteoblasten-ahnlichen
Zelllinie MG-63

Fur den GPR54 knock down wurde mittels antisense-Technik die Expression des
Rezeptors blockiert und die MG-63 Zellen nach 24 h zur Internalisierung der noch an
der Zelloberflache vorhandenen Rezeptoren mit Kisspeptin-10 (1x10” M) behandelt.
Nach weiteren 24 h wurden die Zellen mittels immunzytochemischer Farbung auf die
GPR54 Expression untersucht. In Abbildung 3.14 ist exemplarisch die GPR54
Expression der MG-63 Zellen mit und ohne knock down dargestellt. Es konnte
gezeigt werden, dass die Expression des Rezeptors nach Transfektion (C) im
Vergleich zur Positivkontrolle (B) deutlich reduziert ist und mit der unbehandelten

Negativkontrolle (A) korreliert.

A B

Abb. 3.14: Immunzytochemischer Nachweis des GPR54 knock downs in der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG-63.
Die Expression des GPR54 ist im Vergleich zur Positivkontrolle (B) nach knock down (C) deutlich reduziert und korreliert mit der
Negativkontrolle (A).

3.5.2 Einfluss von Kisspeptin-10 auf die CXCR4 Proteinexpression nach
GPR54 knock down

24 h nach erfolgreichem GPR54 knock down in den MG-63 Zellen wurden diese
zusammen mit den Mammakarzinomzellen MCF-7 fur den Migrationsassay
ausgesat. Es folgte die Behandlung der MCF-7 Zellen mit Kisspeptin-10 in
unterschiedlichen Konzentrationen (1x10*? M, 1x10™* M, 1x10*° M, 1x10° M, 1x10°

8 M) und in einem Abstand von 12 h fir insgesamt 24 h. Nach Aufarbeitung der
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membranstandigen Proteine erfolgte der quantitative Nachweis des CXCR4 Proteins
im Western Blot mittels Aktinabgleich (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: Nachweis der CXCR4 Proteinexpression in MCF-7 Zellen im Western Blot nach GPR54 knock down in der
Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG-63. Die CXCR4 Proteinexpression nahm in der Kokultur im Vergleich zur Kontrolle
deutlich zu und zeigte aber nach dosisabhangiger Behandlung mit Kisspeptin-10 keine Abnahme (A).
Die kokultivierten Mammakarzinomzellen (KK) zeigten eine geringe Zunahme der
CXCR4 Proteinexpression im Vergleich Zu den monokultivierten
Mammakarzinomzellen (K). Bei einer Behandlung mit Kisspeptin-10 in einem
Konzentrationsspektrum von 1x10*?M bis 1x10® M war keine Reduzierung der

CXCR4 Proteinexpression in den MCF-7 Zellen zu erkennen.

3.5.3 Einfluss von Kisspeptin-10 auf die SDF-1 Proteinsekretion nach
GPR54 knock down

24 h nach Transfektion wurden die MG-63 Zellen zusammen mit der
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 flr den Migrationsassay ausgesat. Die Behandlung
der Mammakarzinomzellen mit Kisspeptin-10 erfolgte alle 12 h in unterschiedlichen
Konzentrationen (1x10** M, 1x10™ M, 1x10%°M, 1x10°M, 1x10®M). Zum
Zeitpunkt t,; wurde der Uberstand der MG-63 Zellen abgenommen, gepoolt,
ultrazentrifugiert und im Anschluss mittels Western Blot eine Quantifizierung des
SDF-1 Proteins vorgenommen. Die Ergebnisse des Western Blots sind in Abbildung
3.16 dargestellt. Monokultivierte MG-63 Zellen dienten als Kontrolle, in der nur eine
geringfugige Sekretion des SDF-1 Proteins nachzuweisen ist. Im Vergleich dazu
zeigten die in der Kokultur kultivierten MG-63 Zellen eine deutlich starkere SDF-1

Proteinsekretion. Bei einer dosisabhangigen Behandlung mit Kisspeptin-10 war nach
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GPR54 knock down in den MG-63 Zellen keine Reduzierung der SDF-1

Proteinsekretion zu erkennen.
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Abb. 3.16: Nachweis der SDF-1 Proteinsekretion nach GPR54 knock down in der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG-
63. Die SDF-1 Proteinsekretion nahm in der Kokultur im Vergleich zur Kontrolle deutlich zu und zeigte aber nach

dosisabhéngiger Behandlung mit Kisspeptin-10 keine Reduzierung (A).

3.5.4 Einfluss von Kisspeptin-10 auf die Phosphorylierung der
Proteinkinase Akt nach GPR54 knock down

Erneut wurden die MG-63 Zellen 24 h nach GPR54 knock down zusammen mit den
MCF-7 Zellen kokultiviert und alle 12 h dosisabhéangig mit Kisspeptin-10 behandelt
(1x10*? M, 1x10* M, 1x10'°M, 1x10°M, 1x10®M). Nach 24 h erfolgte die
Gewinnung der zytosolischen Proteinfraktion und die quantitative Analyse der aktiven
Akt Proteinkinase mittels Western Blot Verfahren.

Die kokultivierten Mammakarzinomzellen (KK) zeigten eine geringe Zunahme der
aktiven Akt Proteinkinaseexpression (P-Akt) im Vergleich zu den monokultivierten
Mammakarzinomzellen (K). Bei einer Behandlung mit Kisspeptin-10 in einem
Konzentrationsspektrum von 1x10™* M bis 1x10® M ist nach GPR54 knock down war
in den MG-63 Zellen keine Reduzierung der aktivierten Akt Proteinkinaseexpression
zu erkennen. Eine geringfigige Reduzierung der  phosphorylierten
Proteinkinaseexpression zeigte sich jedoch bei einer Kisspeptin-10 Konzentration
von 1x10™? M (Abb. 3.17).
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Abb. 3.17: Nachweis der aktivierten Akt Proteinkinase (P-Akt) in den MCF-7 Zellen im Western Blot nach GPR54 knock
down in der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG-63. In der Kokultur zeiget sich im Vergleich zur Kontrolle nur ein geringer
Anstieg des phosphorylierten Akt Proteins. Bei einer Kisspeptin-10 Konzentration von 1x10"?M war eine geringfiigige
Reduzierung des aktivierten Aktproteins zu erkennen, in allen anderen Konzentration lie3 sich keine Abnahme der

phosphorylierten Akt Proteinkinase feststellen (A).

3.6 Einfluss des SDF-1 Antikorpers auf das Migrations- und

Invasionsverhalten von MCF-7 Mammakarzinomzellen

Die Ergebnisse der Gen- und Proteinexpressionsversuche zeigen, dass das SDF-
1/CXCR4 System eine wichtige Rolle im Migrations- und Invasionsverhalten der
Mammakarzinomzellen spielt. Um hierfur einen weiteren Hinweis zu erhalten, wurden
Migrationsassays mit der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 durchgefuhrt, in denen die
Osteoblasten-ahnliche Zelllinie MG-63 mit einem SDF-1 Antikdrper alle 24 h Uber
96 h in einer Konzentration von 1x10” M behandelt wurde. Es wurden mindestens
drei voneinander unabhéangige Versuche durchgefihrt.

Hierbei zeigte sich in der Kokultur ein signifikanter Anstieg (KK = 610,0 £ 39,3 %;
p<0,001) der invadierten MCF-7 Zellen im Vergleich zur Kontrolle (K = 100 %).
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Abb. 3.18: Invasionsverhalten von monokultivierten und kokultivierten MCF-7 Mammakarzinomzellen. Die Kontrolle zeigt
die invadierten monokultivierten MCF-7 Zellen wéhrend die Kokultur die invadierten kokultivierten (mit MG-63 Zellen) MCF-7
Zellen darstellt. Hierbei war ein signifikanter Anstieg der invadierten MCF-7 Zellen deutlich zu erkennen. Angegeben sind MW +
SEM, die Daten wurden mittels t-Test (gepaart) auf signifikante Unterschiede gepruft: a, p<0,001 vs. Kontrolle.

Bei Behandlung der kokultivierten MG-63 Zellen mit dem SDF-1 Antikdrper wurde
eine signifikante Hemmung der Migrationsfahigkeit der MCF-7 Zellen im Vergleich
zur unbehandelten Kokultur (KK = 100 %) erreicht: 84,5 + 4,8 %; p<0,01 vs. Kokultur.
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Abb. 3.19: Effekte des SDF-1 Antikdrpers auf das Migrationsverhalten kokultivierter MCF-7 Mammakarzinomzellen. Bei
Behandlung der MG-63 Zellen mit einem SDF-1 Antikdrper zeigte sich eine signifikante Reduzierung der invadierten
Mammakarzinomzellen. Angegeben sind MW + SEM, die Daten wurden mittels t-Test (gepaart) auf signifikante Unterschiede

gepriift: a, p<0,01 vs. Kokultur.
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4 DISKUSSION

Kisspeptin-10 und sein Rezeptor GPR54 sind in der Tumorbiologie Gegenstand der
aktuellen Forschung. Kisspeptin-10 entsteht als Degradationsprodukt des
Metastasesuppressorgens KiSS-1 (Harms et al. 2003). Metastasesuppressorgene
sind Gene, die in ihren subzellularen Funktionen stark variieren und dennoch die
gemeinsame Aufgabe besitzen, das Wachstum von disseminierten Tumorzellen zu
finalen Tochtergeschwulsten zu verhindern (Coghlin and Murray 2010). Letzteres
stellt das Ziel einer antimetastatischen Therapie mit Kisspeptin-10 dar, um die

Metastasierung in ferne Organe zu unterbinden.

4.1 Untersuchung der GPR54 Expression in humanem Mamma-

karzinomgewebe

In dieser Arbeit wurde erstmals die Expression des GPR54 in humanem
Mammakarzinomgewebe untersucht. Der GPR54 wird vor allem in der Plazenta
exprimiert, aber auch im zentralen Nervensystem, im Ovar, in den Testis, im
Pankreas und im Darm (Makri et al. 2008). Da es sich bei der Plazenta um ein
Gewebe mit invasiven Eigenschaften handelt, zeigen die Zellen der Plazenta ein
ahnliches Verhalten wie invasive Tumorzellen (Murray and Lessey 1999). Eine
aktuelle Untersuchung zeigt, dass eine Expression von Kisspeptin und GPR54 im
klarzelligen Ovarkarzinom mit einer besseren Prognose einhergeht (Prentice et al.
2007).

Um eine mogliche antihormonelle Therapie in Erwégung zu ziehen, muss der
Rezeptorstatus jedes einzelnen Tumors untersucht werden. Fir den Ostrogen-,
Progesteron- und HER2/neu-Rezeptor ist dies heutzutage ein wichtiger Standard und
wird bei jedem einzelnen Mammakarzinom durch den Pathologen bestimmt. Es gibt
auch Hinweise, dass die unterschiedlichen Rezeptorexpressionen mit verschiedenen
Krankheitsverlaufen assoziiert sind. Hess et al. (2003) konnten nachweisen, dass
unter Patientinnen mit einem Rezidiv des Mammakarzinoms bei einem
Ostrogenrezeptor-positiven  Tumor ein doppelt so hohes Risiko besteht

Knochenmetastasen zu entwickeln als bei einem Ostrogenrezeptor-negativen Tumor.
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Um eine antihormonelle Therapie mit Kisspeptin-10 in Betracht zu ziehen, missen
die Karzinome auf ihre GPR54 Expression untersucht werden.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Tumorfronten waren unabhangig von
deren Rezeptorstatus (Ostrogen-, Progesteron- und HER2/neu-Rezeptor) alle
GPR54-positiv. In den Gewebeschnitten, in denen keine Tumorfront angeschnitten
war, war die Expression des GPR54 in Bezug auf den Rezeptorstatus der Karzinome
homogen von <10 % bis >80 % verteilt. Somit gibt es sowohl Karzinome, die GPR54-
negativ sind als auch Karzinome die eine starke GPR54 Expression zeigen. Aber
auch Karzinome, die nur eine geringe GPR54 Expression zeigen, sind
moglicherweise fur Kisspeptin-10 als Therapieoption in Betracht zu ziehen, da bei
der Beurteilung der Mammakarzinome hinsichtlich ihrer Stereoidhormonrezeptoren
nicht mehr ein gewisser Prozentsatz fir die Annahme einer Rezeptorpositivitat
gefordert wird, sondern jegliche Expression als potenziell responsiv auf die
Antihormontherapie gilt (Goldhirsch et al. 2009).

4.2 Inhibition der Migrations- und Invasionsfahigkeit von

Mammakarzinomzellen durch Kisspeptin-10

Zunachst konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Migrations- und
Invasionsfahigkeit von Mammakarzinomzellen (MCF-7 und MDA-MB-231) wahrend
der Kokultivierung mit der Osteoblasten-&hnlichen Zelllinie MG-63 signifikant
zunimmt. Dies entspricht somit einem Metastasierungsmodell in vitro, welches schon
im Jahr 2006 fur die MCF-7 Zellen in unserer Arbeitsgemeinschaft etabliert worden
ist (von Alten et al. 2006). In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals gezeigt, dass
sich auch die MDA-MB-231 Zellen aufgrund ihrer verstarkten Migrations- und
Invasionsfahigkeit in der Kokultur als in vitro-Metastasierungsmodell eignen.

Gleichzeitig wurde durch die gezielte Behandlung der Mammakarzinomzellen mit
Kisspeptin-10 eine signifikante Reduzierung der invadierten Mammakarzinomzellen
erreicht. Fur die Mammakarzinomzelllinie MCF-7 zeigte sich der starkste Effekt in
einem Dosis-Fenster von 1x10™ M bis 1x10° M. Dies ist die erste Arbeit, die dieses
Dosis-Fenster fur die antimigrative und antiinvasive Wirkung von Kisspeptin-10
beschreibt. In der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 wurde eine signifikante

Inhibition der Migration und Invasion bei einer Kisspeptinkonzentration von 1x10™° M



DISKUSSION 60

erreicht. Eine weitere Arbeitsgruppe konnte in der invasiven Mammakarzinomzelllinie
MDA-MB-435 zeigen, dass bei einer Uberexpression des KiSS-1 Gens die Migration
und Invasion dieser Karzinomzellen verhindert wird (Lee, J. H. and Welch 1997).
Dennoch kdnnen keine zusatzlichen endokrinen Effekte ausgeschlossen werden, die
durch die Expression von KiSS-1 sowohl in den MCF-7 Zellen als auch in den MDA-
MB-231 Zellen entstehen kdnnten (Huijbregts and de Roux 2010; Marot et al. 2007).
Die MG-63 Zellen zeigen keine Expression des KiSS-1 Gens (Ergebnisse nicht
gezeigt). Des Weiteren wurde vor Kkurzem von zwei unterschiedlichen
Arbeitsgemeinschaften nachgewiesen, dass das KiSS-1 Gen im Tumorgewebe der
Brust im Vergleich zu gesundem Brustgewebe vermehrt exprimiert wird (Marot et al.
2007; Martin et al. 2005), obwohl ein KiSS-1 Genexpressionsverlust in invasiven
Mammakarzinomzelllinien von mehreren Arbeitsgruppen gezeigt wurde (Lee, J. H.
and Welch 1997; Lee, J. H. et al. 1996; Mitchell et al. 2006).

Das KiSS-1 Gen bzw. das Kisspeptin-10 zeigt insgesamt keinen oder nur einen sehr
geringen Einfluss auf die Hemmung der Tumorproliferation (Cho et al. 2009; Yoshida
et al. 2000). Dieses Ergebnis kdnnen wir anhand von Daten, die in unserer
Arbeitsgruppe erhoben wurden, bestatigen (Ergebnisse nicht publiziert). Hierbei
wurde mittels Proliferationsassays die Inhibition der Proliferationsfahigkeit der
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 durch verschiedene Kisspeptin-10 Konzentrationen
untersucht und es wurde kein inhibierender Effekt auf die Proliferation der
Mammakarzinomzellen ermittelt. Es lasst sich daher feststellen, dass das KiSS-1
Gen und Kisspeptin-10 einen deutlichen Effekt auf die Migrations- und
Invasionsfahigkeit, nicht aber auf die Proliferationsfahigkeit von
Mammakarzinomzellen besitzen.

Fur weiterfiihrende Untersuchungen wére die Uberlegung wichtig, ob Kisspeptin-10
zur Pravention von Brustkrebsmetastasen oder als Therapieoption bei vorliegenden
Metastasen eingesetzt werden kann. Untersuchungen von Stark et al. (2005)
zeigten, dass Hirnmetastasen mit Sitz des Primartumors in der Brust eine niedrige
KiSS1-mRNA-Expression und Proteinsekretion im Vergleich zum Primarius besitzen.
Fir einen moglichen erfolgreichen klinischen Einsatz von Kisspeptin-10 ware somit
auch ein Vergleich der GPR54 Expression im primaren Tumorgewebe versus den
dazugehorigen Metastasen wichtig, da die Tumorzellen, die sich im Prozess der
Metastasierung befinden, die Expression verschiedener Gene und deren Produkte
verandert konnen (Shi et al. 2010).
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4.3 Durch Kisspeptin-10 induzierte Signalwege

Chemokinrezeptoren wurden erstmals im Zusammenhang mit Leukozyten, die im
Rahmen von Entziindungsprozessen eine entscheidende Rolle spielen, entdeckt.
Mittlerweile sind bei fast allen Zelltypen Chemokinrezeptoren beschrieben (Proudfoot
2002; Schier 2003). Auch Tumorzellen kdnnen uber ihre eigene Chemokinsekretion
und ihre eigenen Chemokinrezeptoren die fir sie entscheidenden Prozesse, wie z.B.
Angiogenese und somit auch das eigene Wachstum und die Metastasierung, steuern
(Wang et al. 2006).

Fir den in dieser Arbeit untersuchten Chemokinrezeptor CXCR4 und seinen
Liganden SDF-1 gibt es in der Literatur viele Hinweise, dass es sich um einen fiur die
Tumorzelle sehr wichtigen prometastatischen Faktor handelt. CXCR4 ist ein Mitglied
der membranstandigen G-Protein-gekoppelten Rezeptorfamilie und hat im Rahmen
seiner Funktion als Korezeptor, um den Eintritt des X4-tropen HI-Virus in die CD4+ T-
Zellen zu ermdglichen, enorme Aufmerksamkeit bekommen (Caruz et al. 1998;
Gupta and Pillarisetti 1999). Eine Expression des Rezeptors konnte auch auf
Monozyten, B-Zellen und naiven T-Zellen im peripheren Blut, sowie auf friihen
hamatopoetischen Stammzellen nachgewiesen werden (Aiuti et al. 1999). Die
Tatsache, dass eine Gendeletion des CXCR4 Rezeptors durch ZNS- und
Immundefekte und hamatopoetische Entwicklungsstérungen letale Folgen hat
(Nagasawa et al. 1996), zeigt deutlich die unbestrittene physiologisch wertvolle
Funktion. Des Weiteren wurde kurzlich entdeckt, dass das SDF-1/CXCR4 System
auch eine wichtige Rolle in der normalen mikrovaskularen Angiogenese spielt, indem
es reife Endothelzellen im Kolon zur Migration und zur Ausbildung Kapillar-ahnlicher
Strukturen stimuliert (Salvucci et al. 2002). Die proangiogenetischen Effekte des
CXCR4 signaling kénnten durch eine Erhdéhung des Vascular endothelial growth
factor (VEGF) vermittelt werden, welcher selbst ein in der Literatur auf3erst
bekanntes proangiogenetisches Molekil darstellt (Kijowski et al. 2001). VEGF selbst
erhoht die CXCR4 Expression in Mammakarzinomzellen. Dadurch entsteht eine
positive Feedback-Schleife, die die Angiogenese des Tumors vorantreibt (Bachelder
et al. 2002). Hierbei ware die Untersuchung von VEGF in Mammakarzinomzellen im
Zusammenhang mit Kisspeptin-10 in weiteren Arbeiten ein interessanter Ansatz.
Muller et al. (2001) untersuchten die CXCR4 Expression in gesundem Mamma- und

Ovarialgewebe und zeigten, dass der Rezeptor in diesem Gewebe nur schwach
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exprimiert oder nicht nachweisbar ist. Im Vergleich dazu wiesen sie aber eine
erhohte CXCR4 Expression in Mammakarzinomzellen, malignem
Mammakarzinomgewebe und dessen Metastasen nach. In dieser Arbeit konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass CXCR4 sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene
in der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 exprimiert wird. In der Kokultur ist ein
signifikanter Anstieg der CXCR4 mRNA-Expression zu erkennen und dieser Anstieg
wird durch Kisspeptin-10 wiederum signifikant inhibiert. Auf Proteinebene lasst sich
ebenfalls eine signifikante Reduzierung der CXCR4 Expression durch Kisspeptin-10
feststellen. Navenot et al. (2005) publizierten, dass der unter Kisspeptin-10 induzierte
Signalweg des GPR54 die uUber CXCR4 vermittelte chemotaktische Antwort
vermindert. Die Fahigkeit von Kisspeptin-10 die direkte durch SDF-1 induzierte
Migration zu inhibieren, wurde in den mit GPR54- und CXCR4-kotransfizierten
Chinese Hamster Ovary (CHO) Zellen nachgewiesen. Die vorliegende Arbeit ist aber
die erste, die einen direkten Effekt von Kisspeptin-10 auf die CXCR4 Expression in
Mammakarzinomzellen zeigt. Dennoch ist der Mechanismus, der den direkten Effekt
von Kisspeptin-10 auf die verminderte CXCR4 Expression erklart, noch

weitestgehend ungeklart und verlangt weitere Aufklarung.

Der Stromal derived factor-1 (SDF-1) oder auch CXCL12 (Chemokine (C-X-C motif)
ligand 12) ist der bisher einzige in der Literatur beschriebene Ligand des CXCR4
Rezeptors und der CXCR4 Rezeptor ist der einzige identifizierte Rezeptor fir den
SDF-1 Liganden (Horuk 2001). Die Tatsache, dass fur den Rezeptor und seinen
Liganden bisher keine weiteren passenden Molekile existieren, ist eine einzigartige
Konstellation in der Familie der Chemokine und deren Rezeptoren (Luker and Luker
2006). Verschiedene Arbeitsgruppen entdeckten, dass vor allem hohe Level an SDF-
1 von denjenigen Organen produziert werden, die haufig von Metastasen des
Mammakarzinoms betroffen sind wie Knochen, Leber, Lunge, Gehirn und
Lymphknoten (Muller et al. 2001; Nagasawa et al. 1998; Shirozu et al. 1995). Die
Abbildung 4.1 zeigt die Effekte des SDF-1/CXCR4 Systems im priméren
Mammakarzinom und seinen Metastasen. Kang et al. (2005) berichtete Uber eine
CXCR4-positive Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231-SDF1**, die mit SDF-1
transfiziert wurde und dadurch eine signifikante Erh6hung in ihrer Invasivitat sowie

eine noch schnellere Migrationsfahigkeit aufwies.
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Abb. 4.1: Effekte von SDF-1 und CXCR4 im primaren Mammakarzinom und seinen Metastasen. Modifiziert nach Luker
and Luker (2006, S.34).

Andere Gewebe und Zellverbéande, die SDF-1 sezernieren, sind u.a. Myokardzellen
(Askari et al. 2003), Skelettmuskelzellen (Ratajczak et al. 2003), Leberzellen (Kollet
et al. 2003) und Nierenparenchymgewebe (Schrader et al. 2002). Die Sekretion wird
gesteigert bei kardialen Gewebeschaden, hervorgerufen durch ischamische
Prozesse (Peled et al. 1999), bei toxischem Leberschaden (Kollet et al. 2003), bei
exzessiven Blutungen (Ratajczak et al. 2004) und bei Ganzkérperbestrahlung und
Gewebeschadigung verursacht durch Chemotherapie (Ponomaryov et al. 2000). Das
SDF-1 spielt u.a. nicht nur in der Tumorbiologie eine wichtige Rolle, sondern auch als
Chemokin fur das homing von hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark und

vermittelt sowohl das weitere Uberleben als auch die Proliferation von humanen und
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murinen Progenitorzellen (Aiuti et al. 1997). Im Knochenmark wird SDF-1
hauptsachlich von Osteoblasten, Fibroblasten und Endothelzellen produziert (Aust et
al. 2001; Yun and Jo 2003). Auch in den meisten humanen Osteosarkomzelllinien
kann eine hohe SDF-1 mRNA-Expression nachgewiesen werden (Ponomaryov et al.
2000). Die Untersuchungen, die in der vorliegenden Arbeit durchgefuhrt wurden,
zeigen eine erhdhte SDF-1 Sekretion der MG-63 Zellen vor allem auf Proteinebene.
Die monokultivierten Osteoblasten-&hnlichen MG-63 Zellen sezernieren kaum
nachweisbares SDF-1, sind diese hingegen mit Mammakarzinomzellen kokultiviert
lasst sich eine deutliche Steigerung der SDF-1 Sekretion nachweisen. Hierbei sei
erwahnt, dass eine Schadigung der DNA durch Bestrahlung oder durch Gabe von
Chemotherapeutika wie Cyclophosphamide oder 5-Flourouracil zu einer Erhéhung
der SDF-1 Expression im Knochenmark von Mausen aber auch in kultivierten Zellen
fuhrt (Petit et al. 2002; Ponomaryov et al. 2000). Somit ist es fraglich, ob diese
etablierten Therapieverfahren mdglicherweise einen Beitrag zum Voranschreiten des
Metastasierungsprozesses leisten. Durch Kisspeptin-10 lasst sich die Produktion des
SDF-1 Proteins sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene deutlich senken. Auch
bei einer Behandlung des Migrationsassays mit einem SDF-1 Antikorper ist eine
signifikante  Reduzierung der  Migrations- und Invasionsfahigkeit  der
Mammakarzinomzellen festzustellen. Es ist somit davon auszugehen, dass das SDF-
1/CXCR4 System auch fur die Invasions- und Migrationsfahigkeit von
Mammakarzinomzellen in der Kokultur eine entscheidende Rolle spielt. Auf der
Suche nach den zugrunde liegenden molekularen Mechanismen, die die
Inhibitionsfahigkeit von Kisspeptin-10 betreffen, wurde die Expression des GPR54
auf der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG-63 festgestellt. Damit kann die Wirkung
von Kisspeptin-10 und die damit verbundene signifkante Reduzierung der SDF-1
Expression und Sekretion in den MG-63 Zellen erklart werden. Dennoch muss der
genaue Signaltransduktionsweg, der zur Kisspeptin-10 induzierten Inhibition der
SDF-1 Expression und Sekretion in den MG-63 Zellen fihrt, genauer untersucht

werden.

Weitergehende Untersuchungen dieser Arbeit wurden an der Proteinkinase Akt
durchgefuhrt. In der Literatur wird beschrieben, dass SDF-1 und CXCR4 den
Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase  Signalweg  stimulieren, der daraufhin  die
Proteinkinase Akt aktiviert (Kayali et al. 2003; Rubin et al. 2003; Vlahakis et al.
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2002). Des Weiteren ist bekannt, dass die aktivierte Proteinkinase Akt eine Vielzahl
an intrazellularen Zielmolekilen phosphoryliert mit der Absicht die Apoptose
verschiedener Arten von Tumorzellen zu inhibieren und deren Zelliiberleben zu
prolongieren (Luo et al. 2003). Prasad et al. (2004) behandelten
Mammakarzinomzellen in vitro mit SDF-1 und konnten damit zeigen, dass durch
SDF-1 die Akt Kinase Aktivitat innerhalb von 15 min stimuliert wird und diese fur
mindestens 4 h anhalt. Die Akt Proteinkinase wurde auch mit der Wirkung von
CXCR4 auf die Migration in Richtung eines chemotaktischen SDF-1 Gradienten in
Zusammenhang gebracht (Curnock et al. 2003; Peng et al. 2005). Kirzlich wurde
daruber berichtet, dass das SDF-1/CXCR4 System die Phosphorylierung von Akt
induziert (Manning and Cantley 2007). Kisspeptin-10 hingegen verursachte keine
vergleichbare Aktivierung und hebt diesen SDF-1 Effekt sogar wieder auf. Dieser
Effekt stand aber eher mit einer Interaktion auf der Signaltransduktionsebene als mit
der CXCR4 Expression in Verbindung (Castano et al. 2009; Navenot et al. 2005).
Dennoch schlie3t der eine Mechanismus den anderen nicht aus. Einen
Zusammenhang zwischen dem SDF-1/CXCR4 System und der Akt Proteinkinase
wurde auch in dieser Arbeit gezeigt. Obwohl kein Anstieg der aktivierten
(phosphorylierten) Akt Proteinkinase in den kokultivierten Mammakarzinomzellen im
Vergleich zu den monokultivierten Mammakarzinomzellen festzustellen ist, wird
durch Kisspeptin-10 in allen untersuchten Konzentrationen eine signifikante

Reduzierung der aktivierten Akt Proteinkinase erreicht.

Die Abbildung 4.2 zeigt, dass aus dieser Arbeit resultierende Modell fir die Rolle von
Kisspeptin-10 in Knochenmetastasen mit Primarius in der Mamma. Hierbei ist zu
beachten, dass wie bereits erwdhnt sowohl die MCF-7 Zellen als auch die MG-63
Zellen fur den Kisspeptin-10 Rezeptor GPR54-positiv sind. Um eine weitere
Bestatigung dieses Modells zu erhalten, wurde ein GPR54 knock down in der
Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG-63 durchgefuhrt. Wie erwartet, wurden sowohl
die Effekte von Kisspeptin-10 auf die CXCR4 und P-Akt Expression in den
Mammakarzinomzellen als auch die SDF-1 Sekretion in den MG-63 Zellen nach dem
GPR54 knock down aufgehoben. Dies ist ein starkes Indiz dafir, dass Kisspeptin-10
nicht nur am GPR54 der Mammakarzinomzellen bindet sondern auch den GPR54
der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG-63 aktiviert und somit auch in die

Expression und Sekretion des SDF-1 Molekils mit eingreift. Die spezifischen
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Mechanismen der Signaltransduktion in den MG-63 Zellen missen in weiteren
Arbeiten erforscht werden. Es zeigt sich aber, dass es sich hierbei um eine komplexe
Interaktion  zwischen  zweier  verschiedenen  Zelllinien  unterschiedlicher
Gewebeherkunft handelt und dass die hemmende Wirkung von Kisspeptin-10 auf die
Migration und Invasion der Mammakarzinomzellen nicht nur auf die Interaktion von
Kisspeptin-10 mit dem GPR54 der Mammakarzinomzellen zurlickzufiihren ist

sondern ebenso der GPR54 der MG-63 Zellen von grofRer Bedeutung ist.
Migration Il
Metastas:s

GPR54 Akt 1‘ P- Aktt‘

Abb. 4.2: Modell fur die Rolle von Kisspeptin-10 in Knochenmetastasen mit Primarius in der Mamma. Kisspeptin-10
verringert durch die Inhibition des prometastatischen SDF-1/CXCR4 Systems die Fahigkeit der Mammakarzinomzellen durch
die mit Matrigel beschichtete Membran aufgrund des zellularen Stimulus der Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG-63 zu
migrieren. Die Aktivierung des GPR54 auf den Mammakarzinomzellen inhibiert die CXCR4 Expression und das CXCR4
signaling (A). Die Aktivierung des GPR54 der MG-63 Zellen hemmt sowohl die SDF-1 mRNA-Expression als auch die SDF-1

Proteinsekretion (B).
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4.4 Fazit und Ausblick

Durch diese Arbeit wurde einerseits die Existenz des GPR54 in unterschiedlichen
Mammakarzinomtypen bezogen auf deren Rezeptorstatus nachgewiesen.
Andererseits zeigen die in vitro Arbeiten erstmalig, dass der starkste GPR54 Agonist,
das Kisspeptin-10, die Migrations- und Invasionsfahigkeit von Mammakarzinomzellen
im Kokultursystem signifikant verringert. Hierbei sind sowohl die in dieser Arbeit
verwendeten Mammakarzinomzellen als auch die Osteoblasten-ahnliche Zelllinie
MG-63 fiur den Kisspeptin-10 Rezeptor GPR54-positiv. Des Weiteren wurde
nachgewiesen, dass Kisspeptin-10 einen direkten inhibierenden Einfluss auf das
SDF-1/CXCR4 System und auch auf die damit verbundene Akt Proteinkinase besitzt.
Um weitere Hinweise auf die komplexe Signaltransduktion von Kisspeptin-10 zu
erlangen, wurde ein GPR54 knock down in den MG-63 Zellen durchgefuhrt. Hierbei
zeigte sich, dass der inhibierende Effekt des Kisspeptin-10 auf die untersuchten
Molekule aufgehoben wird. Somit wird deutlich, dass es sich bei der inhibierenden
Wirkung von Kisspeptin-10 auf die Migrations- und Invasionsfahigkeit von
Mammakarzinomzellen um eine komplexe Interaktion zwischen zweier aus
verschiedenen Geweben stammenden Zelllinien (Brust und Knochen) handelt und
weitere Forschungsarbeiten durchgefiihrt werden missen, um die Mechanismen des
Kisspeptin-10 noch genauer beschreiben zu kénnen.

In die Zukunft blickend muss Kisspeptin-10 als antimetastatisches Therapeutikum in
vivo getestet werden, um die vielversprechenden in vitro Ergebnisse zu bestatigen.
Des Weiteren sollten Kisspeptin-10 Analoga synthetisiert und getestet werden, da
aufgrund der geringen Halbwertszeit von Kisspeptin-10 davon auszugehen ist, dass
die im Blut befindlichen Enzyme diese noch einmal um ein Vielfaches minimiert und
die vollstandige antimetastatische Wirkung von Kisspeptin-10 in vivo sich dadurch
nicht entfalten kann.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass Kisspetin-10 nach heutigem Forschungsstand
als eine antimetastatische Therapieoption beim Mammakarzinom in Frage kommt
und die vorliegenden vielversprechenden Forschungsergebnisse Anlass fur weitere

Untersuchungen sein missen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Metastasen im Knochen sind ein haufiges Problem beim fortgeschrittenen
Mammakarzinom, da die Morbiditat der Patientinnen zunimmt und dadurch ihre
Lebensqualitat abnimmt. Die Analyse der dem Metastasierungsprozess zugrunde
liegenden Mechanismen ist daher von gro3er Bedeutung fiir die Entwicklung neuer
Therapiekonzepte. Mit dem in unserer Arbeitsgruppe etablierten Zellkultursystem
wurden in der vorliegenden Arbeit die Interaktion von Mammakarzinomzellen mit
Knochenzellen, ihre Migration und Invasion vor und nach der Behandlung mit
Kisspeptin-10 untersucht. Bei Kisspeptin-10 handelt es sich um eine post-
translational modifizierte Variante des KiSS-1 Genproduktes, fir welches bisher die
starkste agonistische Wirkung am GPR54 gezeigt werden konnte.

In der vorliegenden Arbeit wurde zun&chst humanes Mammakarzinomgewebe von
98 Patientinnen auf die Expression des GPR54 untersucht. Hierbei zeigte sich ein
homogenes Verteilungsmuster der GPR54 Expression unabhangig vom individuellen
Rezeptorstatus der Tumore. Des Weiteren wurde in vitro untersucht, ob Kisspeptin-
10 die knochengerichtete Migration und Invasion GPR54-positiver Mammakarzinom-
zelllinien (MCF-7 und MDA-MB-231) beeinflussen kann. Die Migration und Invasion
der Mammakarzinomzellen wurde signifikant gesteigert, wenn diese mit der GPR54-
positiven Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG-63 kokultiviert waren. Die Behandlung
mit Kisspeptin-10 fihrte in beiden Mammakarzinomzelllinien zu einer signifikanten
Hemmung der knochen-gerichteten Migration und Invasion und zeigte in der MCF-7
Zelllinie einen dosisabhangigen Fenstereffekt.

Bei der Aufklarung der molekularen Mechanismen konnte gezeigt werden, dass Kiss-
peptin-10 einen inhibierenden Effekt auf das prometastatische SDF-1/CXCR4
System besitzt. Ebenso konnte dieser hemmende Effekt fur die aktivierte Akt Protein-
kinase nachgewiesen werden, der in der Signaltransduktion des SDF-1/CXCR4
Systems eine wichtige Rolle zugesprochen wird. Nach GPR54 knock down in der
Osteoblasten-ahnlichen Zelllinie MG-63 zeigte sich, dass der inhibierende Effekt des
Kisspeptin-10 auf den SDF-1/CXCR4-Akt-Signalweg aufgehoben wird.

Nach heutigem Forschungsstand besitzt Kisspeptin-10 das Potential einer anti-
metastatischen Therapieoption beim Mammakarzinom. Fiur den noch fernen Weg in

die Klinik sind aber weitere Forschungsarbeiten an Kisspeptin-10 notig.
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Abb.
APS
ATCC
Bp
BRCA
bzw.

°C
CD-FCS
cDNA
CHO Zellen
CIS
CXCL12
CXCR4
Da
DCIS
ddH,O
DEPC
DMSO
DNA
dNTP
DTT
ECL
EDTA
EGFR
EHS
EMT
FCS

g

GnRH
GPR54
h
HER2/neu

Abbildung

Ammoniumperoxodisulfat

American Type Culture Collection
Basenpaare

breast cancer genes
beziehungsweise

Grad Celsius

charcoal dextran-treated FCS
complementary DNA

Chinese Hamster Ovary Zellen
Carcinoma in situ

Chemokine (C-X-C motif) ligand 12
Chemokine (C-X-C motif) receptor 4
Dalton

duktale Carcinoma in situ

doppelt destilliertes Wasser
Diethylpyrocarbonat
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinséaure
Deoxyribonukleosid-Triphosphat
Dithiothreitol

enhanced chemiluminescens reaction
Ethylendiamin-N,N,N’,N’-Tetraessigsaure-Na-Salz
epidermal growth factor receptor
Engelberth-Holm-Swarm
epitheliale-mesenchymale Transition
fotales Kalberserum (fetal calf serum)
Erdbeschleunigung
Gonadotropin-Releasing Hormon

G protein-coupled receptor 54
Stunde(n) (hour(s))

human epidermal growth factor receptor 2
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K Kontrolle

Kap. Kapitel

kDa Kilodalton

KiSS1R KiSS1 Rezeptor

KK Kokultur

KP-10 Kisspeptin-10

LCIS lobuléres Carcinoma in situ

LH luteinisierendes Hormon

pl Mikroliter

M Molar

MEM minimal essential medium

min Minute(n)

MRNA messenger-RNA

n.s. nicht signifikant

P-Akt phosphorylated Akt

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PCR Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
PH-Domaéane Pleckstrin Homologie Domane

PI3K Phosphatidylinositol-3-Kinase

P/S Penicillin/Streptomycin

RNA Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute)
RT Raumtemperatur

RT Reverse Transkription

SDF-1 stromal derived factor-1

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulfate)
sec Sekunde(n) (second(s))

SERM selective estrogen receptor modulators

Tab. Tabelle

Taq thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer

TBST Tween-TBS Puffer

TEMED N,N,N’,N’,-Tetramethylethyldiamin

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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u.a. unter anderem

uv ultraviolett

Vv Volt

VEGF vascular endothelial growth factor
VS. versus

v/v volume/volume

WHO World Health Organization

w mit (with)

w/o ohne (without)

wiv weight/volume

7.4 Aminosaurecode fur naturliche Aminosauren

Alanin
Arginin
Asparagin
Aspartat
Cystein
Glutamat
Glutamin
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin
Phenylalanin
Prolin

Serin
Threonin
Tryptophan
Tyrosin

Valin

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Glu
GlIn
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val
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