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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Mit 2088 849 Neuerkrankungen im Jahr 2018 stellt das Mammakarzinom weltweit
die zweithaufigste Krebserkrankung insgesamt und die haufigste Krebserkrankung
der Frau dar (Bray et al. 2018; Ferlay et al. 2019; Ferlay et al. 2020). In Deutschland
wurden zuletzt 68950 Falle fur Brustkrebsneuerkrankungen verzeichnet, sodass
auch hier die Brustdruse mit 29,5% die haufigste weibliche Tumorlokalisation ist
(Barnes et al. 2019a, S. 16-17). Trotz intensiver Forschung und der Einfihrung des
Mammographiescreenings ist das Mammakarzinom in Deutschland mit 17,6% und
generell auch weltweit die fuhrende Lokalisation unter den Krebssterbefallen (Bar-
nes etal. 2019a, S. 16-17; Barnes et al. 2019b, S. 78-81; Cardoso et al. 2019). Zwar
konnte ein Riuckgang der Sterberaten verzeichnet werden, sodass die relative 5-
Jahres-Uberlebensrate einer deutschen an Brustkrebs erkrankten Frau 2016 bei
87% lag (Barnes et al. 2019b, S. 78-81), jedoch betragt das relative 5-Jahres-Uber-
leben bei der Diagnose einer Fernmetastasierung (Union Internationale Contre le
Cancer (UICC) Stadium IV) nur noch 29% (Barnes et al. 2019b, S. 78-81). Dies
erklart den grofden Stellenwert, den der Prozess der Metastasierung in der For-
schung rund um das Mammakarzinom einnimmt und die Dringlichkeit des Fort-

schritts in diesem Bereich.

Risikofaktoren fur die Entwicklung eines Mamakarzinoms bestehen hinsichtlich des
Hormonhaushalts bei einer frihen Menarche und einer spaten Menopause, Kinder-
losigkeit, dem hohen Alter der Erstgebarenden, aber auch bei einer Hormon(er-
satz)therapie (Barnes et al. 2019b, S. 78-81). Des Weiteren steigt das Risiko fur
eine Brustkrebserkrankung bei bestimmten histologischen Gegebenheiten und be-
nignen Veranderungen der Brustdrise sowie bei einer friiheren Brustkrebsdiagnose
(Barnes et al. 2019b, S. 78-81). Eine positive Familienanamnese bezlglich des
Mamma- und des Ovarialkarzinoms sowie lebensstilbezogene Aspekte, wie Uber-
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gewicht und geringe korperliche Aktivitat im postmenopausalen Zustand, der Kon-
sum von Alkohol sowie das Rauchen, und eine Strahlentherapie des Thorax im Kin-
des- und Jugendalter erhohen das Risiko fur ein Mammakarzinom auch (Barnes et
al. 2019b, S.78-81).

1.1.2 Histopathologische und molekulare Einteilung

Laut der World Health Organization (WHO) lassen sich die Tumoren der Mamma
histopathologisch unter anderem in invasive Karzinome und verschiedene Vorlau-
ferlasionen unterteilen (Lakhani et al. 2012 zitiert nach Sinn und Kreipe 2013). Die
Vorlauferlasionen beinhalten das duktale Carcinoma in situ (ductal carcinoma in
situ) und lobulare Neoplasien (lobular neoplasia) — inklusive des lobularen Carci-
noma in situ (lobular carcinoma in situ) und atypischer lobularer Hyperplasien (aty-
pical lobular hyperplasia) (Lakhani et al. 2012 zitiert nach Sinn und Kreipe 2013).
Bei einem Carcinoma in situ (Cis) im Allgemeinen handelt es sich per definitionem
um einen malignen epithelialen Tumor, der die Basalmembran noch nicht tber-
schritten hat (Broders 1932). Laut dem American Joint Committee on Cancer Eighth
Edition Cancer Staging Manual wiederum gilt das lobulare Cis jedoch nicht mehr als
pTis (pathologisch gesicherter Tumor in situ), sondern als benigne Lasion mit dem
Risiko zur Entartung (Giuliano et al. 2017). Daneben erfolgt bei invasiven Karzino-
men die Differenzierung zwischen diversen speziellen Subtypen, wie unter anderem
dem invasiv-lobularem Karzinom (invasive lobular carcinoma), und den invasiven
Karzinomen ohne speziellen Typ (invasive carcinoma of no special type), die zuvor
bekannt waren als invasive duktale Karzinome ohne anderweitige Spezifizierung
(invasive ductal carcinoma, not otherwise specified) (Lakhani et al. 2012 zitiert nach
Sinn und Kreipe 2013). Auf molekularer Ebene konnen Mammakarzinome, wie in
Holliday und Speirs (2011) zusammengefasst, unter anderem nach dem Vorhan-
densein der Rezeptoren fiir Ostrogen (OR), Progesteron (PR) und des humanen
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor 2 (HER2/neu, human epidermal growth fac-
tor receptor 2) sowie des Proliferationsindexes Kiel-67 (Ki-67) in mindestens funf
verschiedene intrinsische Subtypen und normales Brust-ahnliches Epithel unterteilt
werden: Luminal A, Luminal B, HER2/neu, Claudin Low, Basal-like, sieche auch Ta-
belle 1 (Perou et al. 1999; Perou et al. 2000; Sgrlie et al. 2001; Herschkowitz et al.
2007; Prat et al. 2010). Hormon- und Wachstumsrezeptor-negative Subtypen wer-
den ublicherweise auch als dreifach oder tripel-negativer Brustkrebs bezeichnet
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(Prat et al. 2010). Hinsichtlich der Uberlebensraten unterscheiden sich die verschie-
denen Subtypen insofern, dass beim Luminal-A-Subtyp mit Abstand die beste Prog-
nose verzeichnet ist (Sgrlie et al. 2001; Prat et al. 2010; Prat et al. 2015). Unter den
kommerziell verfugbaren Zelllinien als In-vitro-Modell des Mammakarzinoms zahlen
die Zelllinie MDA-MB-231 und HCC1806 zu den dreifach negativen Subtypen, wah-
rend MCF-7 und T-47D der luminalen Gruppe zugeordnet werden (Gazdar et al.
1998; Neve et al. 2006; Prat et al. 2010; Holliday und Speirs 2011).

Auch wenn biologische Faktoren wie das Grading zur zytologischen Differenzierung
nach Bloom und Richardson (1957), modifiziert nach Elston und Ellis (1991), der
Hormonrezeptorstatus und die HER2/neu-Uberexpression, sowie die damit verbun-
dene Einteilung in verschiedene Subtypen, Multigenanalysen und weitere moleku-
largenetische Besonderheiten der Tumore einen immer wichtigeren Stellenwert in
der Therapie des Mammakarzinoms einnehmen und auch prognostisch von Bedeu-
tung sind, wird auch heute noch die sogenannte TNM-Klassifikation zur klinischen
Einteilung von Brustkrebs genutzt (Sarlie et al. 2001; Giuliano et al. 2017). Diese
teilt das Mammakarzinom in verschiedene Stadien je nach Grole des Primartumors
(T), Befall von regionalen Lymphknoten (N) und Fernmetastasierung (M) ein und
findet sich in der AJCC(American Joint Commission on Cancer)-Klassifikation wie-
der (Giuliano et al. 2017).

Tabelle 1: Intrinsische molekulare Subtypen des Mammakarzinoms, nach Holliday und Speirs (2011)

Intrinsischer OR PR HERZ2/neu Ki-67
Subtyp

Luminal A + +/- - gering
Luminal B + +/- + hoch
HERZ2/neu - - + hoch
Claudin-low - - - niedrig
Basal-like - - - hoch

Auf Holliday und Speirs (2011) basierende Darstellung der intrinsischen Subtypen des Mammakar-

zinoms. ,+“: vorhanden; ,-“: nicht vorhanden
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1.1.3 Therapie des Mammakarzinoms

1.1.3.1  Therapie des lokal begrenzten Mammakarzinoms

Die leitliniengerechte Therapie des invasiven Mammakarzinoms nach der European
Society for Medical Oncology (ESMO) (Cardoso et al. 2019) richtet sich nach den
folgenden Faktoren: Ausdehnung und Lokalisation des Primartumors, Lymphkno-
tenbeteiligung, pathobiologische Charakteristika, Alter, hormoneller Status, Allge-
meinzustand und personliche Praferenzen der Patientinnen (Cardoso et al. 2019).
Die Therapie der ersten Wahl beim lokoregionar begrenzten Mammakarzinom soll
stets, wenn mdglich, die brusterhaltende Resektion im Gesunden sein (Cardoso et
al. 2019). In bestimmten Fallen — je nach Verhaltnis von Tumor- und Brustgrolie,
bei Tumoren in mehreren verschiedenen Quadranten der Brust, bei fehlender Aus-
sicht auf eine komplette Entfernung des Tumors, bei vorangegangener Thorax-Be-
strahlung, wenn es nicht mdglich ist, die Brust zu erhalten und auf Patientinnen-
wunsch hin (Association of Breast Surgery at Baso 2009 zitiert nach Cardoso et al.
2019) — ist auch eine Mastektomie moglich (Cardoso et al. 2019). Hinsichtlich des
Lymphknotenstatus ist die Sentinel-Lymphknotenbiopsie beim axillaren Staging und
einem klinisch nodalnegativen Befund der totalen axillaren Lymphknotendissektion
vorzuziehen (Cardoso et al. 2019). Die ESMO-Richtlinien (Cardoso et al. 2019)
empfehlen starkstens, nach der brusterhaltenden Tumorresektion eine Radiothera-
pie der ganzen Mamma durchzufuhren. Je nach der Wahrscheinlichkeit eines Re-
zidivs und des Ansprechens auf die Therapie, aber auch toxischer Nebenwirkungen
dieser, dem Alter, der gesundheitlichen Verfassung, Vorerkrankungen und Win-
schen der Patientin (Cardoso et al. 2019) soll gemaR dieser Leitlinie eine adjuvante
systemische Therapie durchgefuhrt werden. Hierbei wird — mit Ausnahme des Lu-
minal-A-Subtyps (auller bei hoher Tumorlast) — fur die anderen Subtypen in den
meisten Fallen eine adjuvante Chemotherapie, mit Anthrazyklinen und Taxanen als
Standardregime, stark empfohlen (Cardoso et al. 2019). In HER2/neu-positiven Fal-
len legt die Leitlinie eine Kombination der Chemotherapie mit einer Anti-HER2/neu-
Therapie nahe, standardmafig mit Trastuzumab Uber ein Jahr (Cardoso et al.
2019). Beim Vorliegen luminaler Subtypen kommt eine endokrine Therapie zum
Einsatz, wobei der selektive Ostrogenrezeptormodulator Tamoxifen den Standard

fur pramenopausale Frauen und neben Aromatase-Inhibitoren jenen fur post-
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menopausale Frauen darstellt (Cardoso et al. 2019). Des Weiteren stehen die ova-
rielle Suppressionstherapie und Gondaotropin-releasing-Hormon(GnRH)-Agonis-
ten zur Verfugung (Cardoso et al. 2019; Leitlinienprogramm Onkologie 2020). Die
ESMO-Leitlinie (Cardoso et al. 2019) empfiehlt eine neoadjuvante systemische
Therapie, wenn sich der vorliegenden Tumorsubtyp als besonders sensibel fur eine
Chemotherapie erweist, der Tumor groRer als 2 cm ist, wenn die axillaren Lymph-
knoten befallen sind oder bei lokal fortgeschrittenen groen Tumoren, um eine
Mastektomie zu verhindern. Diese umfasst ebenfalls die Chemotherapie sowie die
endokrine und die gegen HER2/neu-gerichtete Therapie (Cardoso et al. 2019). Dar-
uber hinaus sind die Gabe von Bisphosphonaten prophylaktisch bei Patientinnen
unter ovarieller Suppressionstherapie oder in der Postmenopause sowie bei thera-

piebedingter Osteoporose sinnvoll (Cardoso et al. 2019).

1.1.3.2 Therapie des fortgeschrittenen Mammakarzinoms

Beim metastasierten Brustkrebs in der Erstdiagnose versprach die Resektion des
Primartumors bisher nicht zwingend einen Uberlebensvorteil (Cardoso et al. 2018).
Daher ist nach den vierten internationalen Konsensrichtlinien zur Therapie des fort-
geschrittenen Mammakarzinoms der European School of Oncology(ESO)-ESMO
die Entscheidung zur Resektion patientinnenindividuell zu erwagen (Cardoso et al.
2018). Laut Cardoso et al. (2018) soll sich die systemische Therapie beim fortge-
schrittenen Mammakarzinom generell auch nach dem Status der Hormonrezeptor-
und Wachstumsfaktorrezeptorexpression richten, aber auch nach bisher erfolgter
Therapie, dem krankheitsfreien Intervall, dem Ausmal} und der Art der Metastasie-
rung, dem biologischem Alter und dem hormonellen und gesundheitlichen Zustand
der Patientinnen, der Dringlichkeit einer Intervention, ,soziobkonomischen und psy-
chologischen Faktoren® (Cardoso et al. 2018) und nicht zuletzt auch nach verfugba-
ren Mitteln und dem Patientinnenwillen. In den Richtlinien werden Anthrazykline
oder Taxane auch hier hinsichtlich der Chemotherapie bei HER2/neu-Negativitat
meistens praferiert (Cardoso et al. 2018). Auch beim fortgeschrittenen Mammakar-
zinom soll nach Empfehlung der Richtlinien mit wenigen Ausnahmen die endokrine
Therapie bei hormonrezeptorpositiven Tumoren mit Aromatase-Inhibitoren, Tamoxi-
fen oder dem Antidstrogen Fulvestrant erfolgen, inklusive der Suppression oder

Ablation der ovariellen Funktion bei pra- und perimenopausalen Frauen und geziel-
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ter Therapie mit CDK(cyclin-dependent kinase, Cyclin-abhangige Kinase)-4/6-Inhi-
bitoren oder dem Mammalian-target-of-rapamycin(mTOR)-Inhibitor Everolismus als
mogliche Erganzung bei Therapie mit Aromatase-Inhibitoren, Tamoxifen oder Ful-
vestrant (Cardoso et al. 2018). Beim HERZ2/neu-positiven fortgeschrittenen
Mammakarzinom sehen die Leitlinien eine gegen HER2/neu-gerichtete Therapie
vor (Cardoso et al. 2018). Hierbei sind Trastuzumab und Pertuzumab in Kombina-
tion mit einer Chemotherapie die Standards der Erstlinientherapie bei fehlender vo-
rangegangener Anti-HER2/neu-Therapie (Cardoso et al. 2018). Der derzeitige Stan-
dard der evidenzbasierten Therapie des nicht hereditaren tripel-negativen Brust-
krebs im fortgeschrittenen Stadium basiert auf der Chemotherapie (Cardoso et al.
2018). Beim fortgeschrittenen Brustkrebs kann auRerdem die genetische Testung
auf BRCA(breast cancer)1/2-Mutationen sinnvoll sein, deren Ergebnisse in die The-
rapieplanung miteinzubeziehen sind (Cardoso et al. 2018). Des Weiteren kdnnen
Metastasen lokalisationsspezifisches Eingreifen erfordern (Cardoso et al. 2018). Bei
nur lokal fortgeschrittenem, aber inoperablem Brustkrebs besteht die initiale Thera-
pie aus der systemischen Therapie, eventuell gefolgt von chirurgischer Therapie
oder Radiotherapie, und erfolgt nach ahnlichen Prinzipien, wie bereits beschrieben
(Cardoso et al. 2018). Die supportive und palliative Therapie soll stets und frih be-

dacht werden und im Therapieschema enthalten sein (Cardoso et al. 2018).

1.2 Invasion und Metastasierung

1.2.1 Invasions-Metastasierungskaskade

Zu den wesentlichen Kennzeichen in der Entwicklung und Progression von mensch-
lichen Tumoren zahlt der Gewinn der Metastasierungsfahigkeit (Hanahan und
Weinberg 2011). Metastasierung meint dabei den Prozess, bei dem sich maligne
Zellen des Primartumors von diesem loslésen und sich letztendlich in entfernten
Organen sekundar absiedeln (Fidler 2003). Wie in der Publikation von Fidler (2003)
als sogenannte ,Invasions-Metastasierungskaskade“ (Hanahan und Weinberg
2011) zusammengefasst, bestehen die ersten Schritte dieser Kaskade nach der
malignen Transformation aus der Proliferation des Primartumors und Bildung tumor-
eigener Gefalde (Folkman 1986; Fidler 2003). Im weiteren Verlauf des Prozesses
dringen maligne Zellen des Primartumors in das umliegende Gewebe ein und finden

letztendlich mittels Intravasation Anschluss an das Blut- und Lymphgefalisystem
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des Korpers (Liotta 1986; Fidler 2003; Hanahan und Weinberg 2011). Nach der
Passage des Gefalisystems kommt es im Bereich des Zielorgans zur Extravasation
und zur folgenden Absiedelung und Proliferation der Tumorzellen, sodass im Rah-
men der Kolonisation erst Mikro-, dann bei ausreichender Blutversorgung Makro-
metastasen entstehen konnen (Folkman 1986; Chambers et al. 2002; Fidler 2003;
Hanahan und Weinberg 2011). Gupta und Massagué (2006) beschreiben den Pro-
zess der Metastasierung als eine Art Evolution innerhalb des Organismus, die die
genetische Heterogenitadt von Tumorzellen im Selektionsdruck begrindet, dem
diese in der Progression von der malignen Entartung bis zur Bildung von Metasta-
sen z. B. durch das Immunsystem, metabolische Aspekte oder die Notwendigkeit
bestimmter Fahigkeiten ausgesetzt sind. Die einzelnen Zellen innerhalb eines Pri-
martumors sind daher nicht mit dem gleichen Repertoire an Fahigkeiten und Eigen-
schaften ausgestattet, das es ihnen in unterschiedlichem Ausmall ermdglicht, die
verschiedenen Schritte der ,Invasions-Metastasierungskaskade® (Hanahan und
Weinberg 2011) zu durchlaufen (Fidler 2003). Daher sind das Invasions- und das
Metastasierungspotential von Tumorzellen sowohl begrifflich als auch pathophysio-
logisch zu differenzieren und erfordern eine gesonderte Betrachtung (Brabletz et al.
2018).

Die Invasion im Speziellen beschreibt einen der initialen Schritte der ,Invasions-
Metastasierungskaskade® (Hanahan und Weinberg 2011) nach Fidler (2003), den
Tumorzellen auf ihrem Weg bis zur Kolonisation in entfernten Geweben durchlau-
fen. Die malignen Zellen Uberwinden die Basalmembran und dringen in das umlie-
gende Stroma des Organs ein (Vega und Ridley 2008). Generell erfordert der Pro-
zess der Invasion diverse morphologische und molekulare Veranderungen. Wie in
zahlreichen Publikationen erlautert, bewirkt zytoskelettale Reorganisation so den
Verlust von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen und damit phanotypische Ver-
anderungen wie auch den Zugewinn von Motilitat der Zellen (Sahai und Marshall
2002; Gupta und Massagué 2006; Vega und Ridley 2008; Wheelock et al. 2008;
Yilmaz und Christofori 2009; Hanahan und Weinberg 2011). Die Sekretion von Pro-
teasen ermoglicht die Zersetzung der extrazellularen Matrix und der Basalmembran
(Gupta und Massagué 2006; Yilmaz und Christofori 2009). Zugrundliegende Me-
chanismen beinhalten unter anderem den Verlust der E-Cadherin-Expression und
Zytoskelettreorganisationen, die durch kleine GTPasen wie Rho (rat sarcoma (Ras)

homolog), Rac (Ras-related C3 botulinum toxin substrate) und CDC42 (cell division
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cycle 42; cell division control protein 42 homolog) als Hauptregulatoren des Aktinzy-

toskeletts (Post et al. 2015) gesteuert werden (Gupta und Massagué 2006).

1.2.2 Migrations- und Invasionsmechanismen

Es existieren sowohl Mechanismen der Einzelzellinvasion als auch der Invasion von
Zellgruppen (Friedl und Wolf 2003). Zur Einzelzellinvasion zahlen die mesen-
chymale und die amoboide Form der Migration (Friedl und Wolf 2003). Die mesen-
chymalen Art der Migration lauft nach dem klassischen Migrationsmodell ab, das
Parri und Chiarugi (2010) in folgende funf Schritte zusammenfassen: Bildung von
aktinhaltigen Vorstllpungen am vorderen Zellpol, Formierung neuer fokaler Adha-
sionskomplexe, lokalisierte Proteolyse, Kontraktion des Zellkdrpers und Abldsung
des hinteren Zellteils (Lauffenburger und Horwitz 1996; Friedl und Wolf 2003; Parri
und Chiarugi 2010). Dabei nehmen die Zellen eine langliche Form an und durch
integrinabhangige Adhasionen kommt es zur Ubertragung von Actomyosin-Kontrak-
tionen auf die extrazelluldare Matrix und damit zusammen mit matrixzersetzenden
Proteasen, wie Matrixmetalloproteinasen, zur Fortbewegung der Zellen (Leavesley
et al. 1992; Rabinovitz und Mercurio 1997; D’Ortho et al. 1998; Friedl| et al. 1998;
Maaser et al. 1999; Sameni et al. 2000; Nabeshima et al. 2002; Friedl und Wolf
2003; Ridley et al. 2003; Wolf et al. 2003; Vega und Ridley 2008; Parri und Chiarugi
2010). Die amoboide Art der Migration beinhaltet dagegen keinen proteasenab-
hangigen Matrixabbau, sondern rundliche Zellen, die ,als vorantreibende Kraft die
Kontraktilitat des Aktomyosin-Zytoskeletts® (Parri und Chiarugi 2010) und Licken
und vorhandene Strukturen der extrazellularen Matrix als Leitstrukturen nutzen
(Sahai und Marshall 2003; Wolf et al. 2003; Vega und Ridley 2008). Die Kettenmig-
ration von Zellen wird zum Teil auch als Form der Einzelzellmigration aufgefuhrt
(Friedl und Wolf 2003). Bei der Gruppeninvasion werden mehrere Tumorzellen
durch eine vorangehende Zelle geflihrt und gezogen, sodass hierbei die Zell-Zell-
Adhasionen zwischen den Zellen erhalten bleiben und die umgebende Matrix durch
Proteasen zersetzt werden muss (Nabeshima et al. 2002; Wolf et al. 2007; Vega
und Ridley 2008). Tumorzellen kdnnen sich an die jeweiligen Umgebungsbedingun-
gen wahrend der Tumorprogression anpassen und zwischen den verschiedenen

Formen der Invasion variieren (Friedl und Wolf 2003).
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1.2.3 Invasion und EMT

Neben den beschriebenen Mechanismen, die den invasionsbedingten
Veranderungen zugrunde liegen, ist auch die epithelial-mesenchymale Transition
(EMT) zu erwahnen. Die EMT ist ein Prozess, der mit eben diesem Wandel von
unbeweglichen, polarisierten epithelialen Zellen in bewegliche, invasive
mesenchymale Zellen einhergeht (Yilmaz und Christofori 2009). Sie wird von Nieto
als ,sehr dynamischer, transienter und plastischer Prozess® beschrieben (Nieto
2017), der zum einen fur physiologische Vorgange im Rahmen der Implantation,
Embryonal- und Organentwicklung (Typ 1) sowie der Wundheilung und
Gewebsregeneration (Typ 2) von Bedeutung ist, aber zum anderen auch
pathophysiologische Relevanz hinsichtlich der Organfibrose (Typ 2) und der
Progression maligner Tumore (Typ 3) besitzt (Kalluri und Weinberg 2009; Zeisberg
und Neilson 2009). Auch wenn bis dato noch ungeklart ist, ob maligne, epitheliale
Tumorzellen auch komplett ohne das Durchlaufen der EMT zur Invasion und
Metastasierung fahig sind (Brabletz et al. 2018), konnte das Gegenteil beim
Mammakarzinom bereits gezeigt werden. So zeigen mesenchymal transformierte
Mammakarzinomzellen nicht nur eine erhéhte Expression mesenchymaler Proteine
wie N-Cadherin, Vimentin und Twist, sondern sind in Monokultur auch signifikant
invasiver als ihre untransformierten Gegenstucke (Ziegler et al. 2014). Auch nach
Kokultur mit Osteosarkomzellen oder humanen Osteoblasten lassen sich die
Invasionsfahigkeiten von  zunachst in  Monokultur gering invasiven
Mammakarzinomzellen genauso steigern wie diese in Monokultur starker invasiver
Zellen weiter steigern (Von Alten et al. 2006; Ziegler et al. 2014). Mit Modellen wie
diesen, die nachweislich invasive Zellen hervorbringen, bieten sich so geeignete
Moglichkeiten, die Mechanismen, die neben der EMT die Invasivitat von
Mammakarzinomzellen beeinflussen und bedingen, experimentell zu ergrinden
(Von Alten et al. 2006; Ziegler et al. 2014). Neue Erkenntnisse im Bereich der
Invasion als einem der initialen Schritte der ,Invasions-Metastasierungskaskade”
(Hanahan und Weinberg 2011) nach Fidler (2003) sind dringend ndétig, da trotz der
intensiven onkologischen Forschung nach wie vor 90% der Krebssterbefalle auf die
erfolgte Metastasierung zuruckzufihren sind (Gupta und Massagué 2006).
Hinsichtlich des Mammakarzinoms bedeutet eine Fernmetastasierung (UICC-
Stadium V), die meist in die Lunge, die Knochen, die Leber oder das Gehirn erfolgt

(Gupta und Massagué 2006), einen drastischen Abfall der 5-Jahres-Uberlebensrate
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(Barnes et al. 2019b, S. 78-81), weswegen diesem dringend Einhalt geboten

werden muss.

1.3 ARHGAP29

ARHGAP29 (Rho GTPase activating protein 29) wurde 1997 als PARG1 (PTPL-
associated Rho GTPase activating protein 1) oder auch PTPL1-assoziiertes Rho
GTPase aktivierendes Protein mit 142 kDa entdeckt (Saras et al. 1997). Es findet
sich in vielen Geweben mittelmalig bis hoch exprimiert, wie etwa im Skelettmuskel,
im Herzen, in der Plazenta, in der Leber, im Pankreas, in der Milz, im Hoden, in
Teilen des Gastrointestinaltraktes und zum Teil auch in der Niere, dem Gehirn, der
Lunge und der Haut (Saras et al. 1997; Biggs et al. 2014; Miyazaki et al. 2017). Das
intrazellulare Protein besitzt neben der namensgebenden Doméane zur Interaktion
mit PTPL, einer Protein-Tyrosin-Phosphatase, im C-terminalen Bereich, eine Zys-
tein-reiche Domane sowie N-terminal eine ZPH(ZK667.1a-PARG homology)-Re-
gion mit Homologie zum entsprechenden Gen in Caenorhabditis elegans (Saras et
al. 1997). Des Weiteren verfugt ARHGAP29 Uber eine GAP(GTPase activating pro-
tein, GTPase aktivierendes Protein)-Domane, welche seine Funktion als GTPase
aktivierendes Protein erklart und durch die ARHGAP29 neben Rac und CDC42 spe-
zifisch Rho(A) aus der Familie der Rho GTPasen in der Aktivitat regulieren kann
(Saras et al. 1997; Xu et al. 2011).

ARHGAP29 wirkt supprimierend auf Rho(A) und hat auf diesem Wege Einfluss auf
verschiedenste Prozesse (Saras et al. 1997; Xu et al. 2011; Post et al. 2013; Qiao
et al. 2017; Leinhos et al. 2019; Leinhos 2019). Als Teil des Signalwegs um Ras-
related protein Rap1 und Interaktionspartner von Rasip1 (Ras-interacting protein 1)
ist ARHGAP29 relevant hinsichtlich der endothelialen Barrierefunktion und der Ver-
breiterung von Endothelzellen sowie der Vaskulogenese, aber steht hierbei auch in
Interaktion mit Radil (Rap associating with dilute domain; Xu et al. 2011; Ahmed et
al. 2012; Post et al. 2013; Post et al. 2015). Mit Wirkung auf die RhoA/ROCK(Rho-
associated coiled-coil containing protein kinase)-Achse findet sich ARHGAP29 auch
in Wechselwirkung mit Afadin in der Rap1-vermittelten Angiogenese und der Migra-
tion von endothelialen Zellen wieder (Tagashira et al. 2018). ARHGAP29 ist aul3er-
dem als Effektor von Rap2 mit Einfluss auf Rho beschrieben (Myagmar et al. 2005).
ARHGAP29, als Suppressor der RhoA-Signalkaskade, wird au3erdem im Rahmen



Einleitung 11

der Irf6(interferon regulatory factor 6)-vermittelten Migration von Keratinozyten und
endometrialer Fibrose durch MicroRNA-1291 erwahnt (Biggs et al. 2014; Xu et al.
2017).

Neben Irf6 und MicroRNA-1291 kann YAP (Yes-assoziiertes Protein) die ARH-
GAP29-Expression regulieren (Leslie et al. 2012; Biggs et al. 2014; Qiao et al. 2017;
Xu et al. 2017). AulRerdem induzieren hypoxische Bedingungen die Expression von
ARHGAP29 Uber HIF-1a (hypoxia inducable factor 1a, Hypoxie-induzierter Faktor
1a; Leinhos et al. 2019; Leinhos 2019).

Des Weiteren konnte das ARHGAP29-Gen als atiologischer Locus von Lippenspal-
ten mit und ohne Gaumenspalte identifiziert werden und damit einhergehend di-
verse nonsense- und misssense-Mutationen von ARHGAP29 (Leslie et al. 2012;
Chandrasekharan und Ramanathan 2014; Letra et al. 2014; Liu et al. 2017; Paul et
al. 2017). Nicht nur fUr die kraniofaziale Entwicklung scheint die ARHGAP29-Ex-
pression eine Rolle zu spielen, sondern auch fiir das Uberleben von murinen Em-
bryonen (Leslie et al. 2012; Paul et al. 2017). Im Herzen von murinen Embryonen
sowie im Gefallsystem des Zebrafisches ist die Expression von ARHGAP29 eben-

falls nachgewiesen (Miller et al. 2008; Gomez et al. 2009)

Im Bereich der Tumorforschung ist ARHGAP29 sowohl als Tumorsuppressor in
Mantelzelllymphomen (Ripperger et al. 2007) als auch als negativer Prognosefaktor
beim Nierenzellkarzinom bekannt (Miyazaki et al. 2017). Des Weiteren ist die ARH-
GAP29-Expression nicht nur in migrierenden Gliomzellen und zirkulierenden Tu-
morzellen erhdht, sondern ist dabei auch mit erhdhter Metastasierungstendenz as-
soziiert (Mariani et al. 2001; Qiao et al. 2017). Hinsichtlich eines Einflusses von AR-
HGAP29 auf die zuvor beschriebene ,Invasions-Metastasierungskaskade® (Ha-
nahan und Weinberg 2011) existieren erste Belege fur die Entitaten des Nierenzell-
und des Magenkarzinoms (Miyazaki et al. 2017; Qiao et al. 2017). Beim
Mammakarzinom, dem haufigsten Karzinom der Frau (Barnes et al. 2019a, S. 16-
17), wurde der Stellenwert von ARHGAP29 bisher jedoch nicht erforscht, doch die
Relevanz der bekannten Interaktionspartner in der Tumorprogression ist mehrfach
belegt. Daher gilt es diese Forschungs- und Wissenslicke zu flllen, was auch im
Rahmen dieser Arbeit zum Einfluss von ARHGAP29 auf die Invasion des

Mammakarzinoms erfolgte.
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1.4 RhoA

Rho GTPasen gehoéren wie auch Ras (rat sarcoma), Arf (adenosine diphosphate
ribosylation factor), Raf (rapidly accelerated fibrosarcoma, rat fibrosarcoma), Ran
(Ras-related nuclear protein) zur Ras-Superfamilie der GTPasen und sind
Bestandteile vieler zellularer Prozesse und Aspekte, wie etwa der Zellform, der
Fortbewegung von Zellen, Phagozytose, zellularer Kontraktion, Proliferation und
Sekretion (Etienne-Manneville und Hall 2002). Dabei nehmen sie Einfluss auf etwa
das Aktin-Zytoskelett, die Polaritat von Zellen, die Gentranskription, den Zellzyklus,
mikrotubuliassoziierte und Vesikeltransportvorgdnge und Enzymaktivitaten
(Etienne-Manneville und Hall 2002). Bei Saugetieren umschlie3t die Gruppe der
Rho GTPasen 20 verschiedene Proteine, darunter auch die Rho-Gruppe mit RhoA,
RhoB und RhoC (Vega und Ridley 2008).

Sowohl die Aktivierung als auch die Suppression von Rho-Proteinen ist im Rahmen
der Tumorprogression in fast allen Stadien von Bedeutung - fur die ungesteuerte
Proliferation der Zellen, die Apoptoseresistenz oder den Gewinn an invasiven Ei-
genschaften bis hin zur Metastasierung (Sahai und Marshall 2002; Vega und Ridley
2008). RhoA im Speziellen ist einerseits im gesunden Gewebe relevant fur die Zell-
polaritat, ist aber andererseits auch am Verlust der gleichen bei benignen Neopla-
sien beteiligt (Sahai und Marshall 2002). Im Rahmen der Invasion und Metastasie-
rung von Tumorzellen kann RhoA die Beweglichkeit und die Expression von Matrix-
zersetzenden Proteinen regulieren (Matsumoto et al. 2001; Sahai und Marshall
2002).

Die Aktivitat von Rho GTPasen ist abhangig von gebundenem GTP (Guanintriphos-
phat) und wird durch drei Arten von regulatorischen Proteinen gelenkt (Etienne-
Manneville und Hall 2002). GTPase aktivierende Proteine, zu denen auch ARH-
GAP29 gehort, fordern die Hydrolyse des gebundenen GTPs zu GDP (Guanin-
diphosphat) und damit die Inaktivierung der Rho GTPasen (Etienne-Manneville und
Hall 2002). Guaninnukleotidaustauschfaktoren (GEF, gunanine nucleotide
exchange factor) stimulieren dagegen die Aktivierung, indem sie den Austausch von
GDP zu GTP katalysieren (Etienne-Manneville und Hall 2002). Die dritte Gruppe
der regulatorischen Proteine besteht aus Gunaninnukleotidissoziationsinhibitoren
(GDI, guanine nucelotide dissociation inhibitors) und entfernt die inaktive Form der

Rho GTPase von der Membran (Etienne-Manneville und Hall 2002). Die Aktivierung
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wird initiiert durch Rezeptorbindung von Wachstumsfaktoren oder Integrinen, wo-
raufhin die aktive Rho GTPase mit zahlreichen Effektormolekilen interagieren kann.
Zu den bekanntesten Effektoren von aktivem RhoA gehdren die ROC-Kinasen | und
Il (Sahai und Marshall 2002).

1.5 AKT1

Wahrend ARHGAP29 als Objekt in der Mammakarzinomforschung bisher nahezu
unbekannt ist, existieren zahlreichen Studien und Publikationen zur Rolle von AKT
in der onkologischen Forschung zum Mammakarzinom. AKT wird auch als Protein-
kinase B (PKB) bezeichnet und stellt eine Serin-Threonin-Kinase dar, die Anfang
der Neunzigerjahre des 20. Jahrhunderts entdeckt wurde (Bellacosa et al. 1991;
Coffer und Woodgett 1991; Jones et al. 1991a). Induziert durch diverse Wachstums-
faktoren, Onkogene und Zytokine, erfolgt die Aktivierung von AKT durch die
PI13K(Phosphoinositid-3-Kinase)-vermittelte Rekrutierung zur Plasmamembran und
die nachfolgende Phosphorylierung an Thr308 und Ser473 (Crowell et al. 2007). Es
existieren drei Isoformen von AKT/PKB — AKT1/PKBa (Jones et al. 1991a), AKT2/
PKBp (Jones et al. 1991b) und AKT3/PKBA (Konishi et al. 1995). Bezuglich des
Mammakarzinoms ist bekannt, dass die Signalkaskade um die AKT-Isoformen Ein-
fluss auf viele Prozesse in der Tumorentstehung und -progression des Mammakar-
zinoms nimmt, wie auf die Proliferation und die Apoptose, metabolische Ablaufe,
die Migration sowie auch auf die Invasion und die Metastasierung, wobei es sich
zum Teil um kontrare isoformspezifische Funktionen handelt (Hinz und Jucker
2019).

Wie bereits erwahnt, ist die Metastasierung der gefurchtete und ein prognosebe-
stimmender Faktor in der Therapie des invasiven Mammakarzinoms. Gerade hin-
sichtlich der Rolle in der ,Invasions-Metastasierungskaskade® (Hanahan und Wein-
berg 2011) des Mammakarzinoms scheinen die drei AKT-Isoformen in ihrer Funk-
tion voneinander abzuweichen und mussen daher differenziert betrachtet werden
(Hinz und Jucker 2019). Wahrend die Literatur nahezu einstimmig die metastasie-
rungsfordernde Rolle von AKT2 beim Mammakarzinom belegt, wird die Funktion
von AKT1 in diesem Bereich stark diskutiert und dessen Beteiligung in den initialen
Schritten der Karzinomentstehung inklusive des Wachstums des Primartumors ge-

sehen (Hinz und Jicker 2019). So ist AKT1 in malignem Mammagewebe signifikant
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geringer exprimiert als in normalem Brustgewebe (Choi et al. 2016). In einer Reihe
von Mammakarzinomzelllinien konnte dagegen eine durch die Reihe stabile Expres-
sion von AKT1 nachgewiesen werden, wobei luminale Mammakarzinomzellen eine
hohere Expression aufwiesen als basale (lacovides et al. 2013). Auch fur den Effekt
von AKT1 auf die Prognose Betroffener ist die Datenlage nicht eindeutig. Spears et
al. (2012) fanden ein signifikant reduziertes Uberleben bei hoher Expression von
aktiviertem AKT1 im Vergleich zu geringer AKT1- oder AKT2-Expression vor. In ei-
ner anderen Studie korreliert eine hohe AKT 1-Expression mit einer besseren Uber-
lebensrate (Li et al. 2016).

Darliber hinaus wird im Zusammenhang von AKT1 und dem Uberleben beim
Mammakarzinom ein weiterer Faktor erwéhnt. So ist das metastasenfreie Uberle-
ben bei niedriger AKT1-Expression, aber hoher Expression von TSC2 (fuberous
sclerosus complex 2) signifikant verklrzt gegenuber Mammakarzinomfallen mit ge-
genlaufiger Konstellation der Expression der beiden Faktoren (Liu et al. 2006).
TSC2 reguliert wie auch ARHGAP29 Rho(A) in der Aktivitat (Saras et al. 1997; Ast-
rinidis et al. 2002; Goncharova et al. 2004; Liu et al. 2006; Ju et al. 2007). Publika-
tionen zu einer moglichen Konvergenz der Signalwege, in die ARHGAP29 und
AKT1 eingebettet sind, und in welchem Kontext die beiden Proteine zueinanderste-
hen, existieren bisher aber nicht und mussen daher in Experimenten erschlossen

werden.

1.6 Fragestellung und Zielsetzung

Die Metastasierung des Mammakarzinoms verschlechtert die Prognose der Patien-
tinnen enorm (Barnes et al. 2019b, S. 78-81). Die Invasion stellt als einer der initia-
len Schritte der ,Invasions-Metastasierungskaskade“ (Hanahan und Weinberg
2011) nach Fidler (2003) somit einen wichtigen Wendepunkt in der Tumorprogres-
sion dar. ARHGAP29 ist in die Invasion und Metastasierung von Karzinomen invol-
viert (Miyazaki et al. 2017; Qiao et al. 2017). Doch im Kontext der onkologischen
Forschung zum Mammakarzinom wurde ARHGAP29 bisher nicht untersucht. Mit
der Etablierung von aggressiven, mesenchymal transformierten Mammakarzinom-
zellen (Guittilla et al. 2012; Ziegler et al. 2014) und einem 2D-Invasionsmodell in
Kokultur mit Osteosarkomzellen (Von Alten et al. 2006) bietet sich eine geeignete

Methode zur experimentellen Untersuchung des Invasionsprozesses vom
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Mammakarzinom (Ziegler et al. 2014). Daher soll im Rahmen dieser Arbeit die Mog-
lichkeit eines Einflusses von ARHGAP29 auf die Invasion von Mammakarzinomzel-
len erforscht werden. Um zelllinienspezifische und rezeptorabhangige Effekte aus-
zuschliel3en beziehungsweise zu berucksichtigen, werden alle Experimente mit vier
verschiedenen Mammakarzinomzellen durchgefuhrt — MDA-MB-231 und HCC1806
als dreifach negative Zelllinien und MCF-7-EMT und T-47D-EMT als mesenchymal
transformierten luminale Zelllinien (Gazdar et al. 1998; Neve et al. 2006; Prat et al.
2010; Holliday und Speirs 2011).

Zunachst wird die ARHGAP29-Expression mithilfe transienter siRNA(short inter-
fering ribonucleic acid)-knockdowns reduziert, um so den Vergleich mit einer mit
Kontroll-siRNA transfizierten Zellpopulation zu erméglichen. Die effiziente Vermin-
derung der mRNA(messenger riconucleic acid)- und Proteinexpression von ARH-
GAP29 gegenuber der Kontrollgruppe soll mithilfe von quantitativer PCR auf mRNA-
Ebene und mittels Western Blots auf Proteinebene nachgewiesen werden. Aul3er-
dem soll untersucht werden, ob sich die Expressionsreduktion von ARHGAP29 auf
die Invasionsfahigkeit von den vier Mammakarzinomzelllinien auswirkt. Dafur wird
das bereits erwahnte etablierte Invasionsmodell der Arbeitsgruppe verwendet (Von
Alten et al. 2006). Entweder gelten die verwendeten Zelllinien als besonders ag-
gressiv (Neve et al. 2006) oder ihre Invasivitat konnte im Kokultursystem oder durch
EMT-Induktion gesteigert werden (Von Alten et al. 2006; Ziegler et al. 2014). Dar-
Uber hinaus soll betrachtet werden, ob ARHGAP29 die Proliferationsfahigkeit der
Mammakarzinomzellen beeinflusst. So soll eine adaquate Interpretation der Ergeb-

nisse der Invasionsanalysen gewahrleistet werden.

Die Forschung uber die Signalkaskade um ARHGAP29 hat in den letzten Jahren
deutlich an Fahrt gewonnen, doch nach wie vor ist diese nicht weit erschlossen. Die
Rolle von AKT1 beim Mammakarzinom stellt dagegen ein grof3es Forschungsfeld
dar. Deswegen soll im letzten Schritt eruiert werden, ob ARHGAP29 die Proteinex-

pression von AKT1 beeinflussen kann.

Zusammengefasst verfolgt diese Arbeit das Ziel, einerseits die Rolle von
ARHGAP29 speziell im Mammakarzinom und seinen Einfluss auf die
Invasionsfahigkeiten von Mammakarzinomzellen zu ergrinden. Andererseits
beabsichtigt diese Arbeit, die Signalkaskade um ARHGAP29 weiter zu erschliel3en.
So soll diese Arbeit dazu beitragen, die Kenntnisse tumorentitdtenspezifischer
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Prozesse, wie der Invasion, zu erweitern und involvierte Signalwege weiter

aufzudecken, um letztendlich eine noch gezieltere Therapie des Mammakarzinoms

zu ermaoglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 2: Verwendete Geréate

Gerat

Hersteller, Firmensitz

-80°C Kihlschrank

GFL, Burgwedel, Deutschland (DE)

Analysenwaage BP 161 P

Sartorius, Gottingen, DE

arium® mini

Sartorius, Gottingen, DE

Autoklav KSG 112

KSG-Sterilisatoren GmbH, Olching,
DE

BioPhotometer (8,5 mm Lichtstrahl-
héhe)

Eppendorf, Hamburg, DE

Biofuge pico

Heraeus, Hanau, DE

Bunsenbrenner Flammy S

Schutt Labortechnik GmbH, Gottin-
gen, DE

C-Digit Western Blot Scanner

Li-Cor, Lincoln, Nebraska, USA

Eismaschine (S.No. 083308)

Ziegra Eismaschinen GmbH, Isernha-
gen, DE

ErgoOne FAST Pipette Controller

STARLAB GmbH, Hamburg, DE

Fluoreszenzmikroskop Olympus 1X51

+ Olympus U-RFL-T (Brenner)

Olympus, Shinjuku, Prafektur Tokio,

Japan

Flussigstickstoffbehalter Arpege 140

Air Liquide, Paris, Frankreich

Immersionsmikroskop

Zeiss, Oberkochen, DE

Labofuge 400R

Heraeus, Hanau, DE
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Gerat

Hersteller, Firmensitz

Laborschuttler IKA MTS4

IKA, Staufen, DE

Lichtmikroskop

Zeiss, Oberkochen, DE

Magnetrihrer

IKA, Staufen im Breisgau, DE

Megafuge 1.0R

Heraeus, Hanau, DE

Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Elec-

trophoresis Cell

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Minizentrifuge MCF-2360

LMS, Hongo, Tokyo, Japan

Mr. Frosty Kryo-Einfriergerat

Nalgene, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

Neubauer-Zahlkammer

Brand, Wertheim, DE

CO2-Inkubator SANYO (Modell MCO-
18AC)

Sanyo Electric Co., Ltd., Osaka, Ja-

pan

Pipetten ,Pipetman® (1000 ul, 200 pl,
100 pl, 20 i)

Gilson, Middleton, Wisconsin, USA

PowerPac Basic Power Supply

Bio-Rad, Hercules, CA, USA

Prazisionswaage AZ1502

Sartorius, Géttingen, DE

qgTower 2.2

Analytikjena, Jena, DE

Reax top Schuttel- und Mischgerat

Heidolph Instruments, Schwabach,
DE

Rollenmischer

Glaswarenfabrik Karl Hecht, Sond-
heim v. d. Rohn, DE

Schuttelplatte GFL 3011

GFL, Burgwedel, DE

Schittelwasserbad 1083

GFL, Burgwedel, DE

Sterilwerkbank

Clean Air Techniek B.V., Woerden,
NL

Synergy HT Microplate Reader

BIO-TEK, Winooski, Vermont, USA
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Gerat Hersteller, Firmensitz

Thermocycler T3000 Biometra, Gottingen, DE

Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg, DE

Titramax 1000 Heidolph Instruments, Schwabach,
DE

Vakuumpumpe EcoVac Schuett biotec, Goéttingen, DE

Vibrax Schuttelplatte Serono, Genf, Schweiz

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien (Einmalartikel) wurden von den Firmen Be-
mis (Neenah, Wisconsin, USA), Brand GmbH + Co. KG (Wertheim, DE), Eppendorf
(Hamburg, DE), Greiner Bio-One (Kremsmiinster, Osterreich), Kimberly-Clark Pro-
fessional (Roswell, Georgia, USA), Merck KGaA (Darmstadt, DE), Merck Millipore
Ltd. (Burlington, Massachusetts, USA), Paul Hartmann AG (Heidenheim an der
Brenz, DE) Sarstedt (Nurnbrecht, DE), STARLAB GmbH (Hamburg, DE), Thermo
Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, USA) und Th. Geyer GmbH & Co. KG

(Renningen, DE) bezogen.

Alle verwendeten Materialien wurden vor der Benutzung autoklaviert oder gereinigt,

sofern es sich nicht um Sterilgut handelte.

2.1.3 Chemikalien, biologischen Materialien, Losungen und Puffer

Die verwendeten Chemikalien, biologische Materialien, Lésungen und Puffer wer-
den jeweils unter 2.2 im Rahmen der Methode, bei der sie zum Einsatz kamen,

genannt.

Zweifach destilliertes Wasser wurde mithilfe des Reinstwassersystems arium® mini

(Sartorius, Goéttingen, DE) hergestellt.

2.1.4 Kultur- und Einfriermedien

Far die Kultivierung der Mammakarzinomzellen wurden das MEM (Minimum Essen-
tial Medium) mit Earle’s Salzen und stabilem Glutamin von Biowest (Nuaillé, Frank-

reich) verwendet. Die Osteosarkomzellen wurden in Gibco® DMEM (Dulbecco's
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Modified Eagle Medium) mit Phenolrot, L-Glutamin und hoher Glucosekonzentration
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) kultiviert. Die Einfrierme-
dien (siehe Tabelle 3) wurden auf Basis dieser Grundmedien fur die entsprechen-
den Zelllinien erstellt. Im Rahmen der transienten siRNA-Transfektion wurde Opti-
MEM (sc-36868, Thermo Fisher Scientific Waltham, Massachusetts, USA) genutzt.

Alle verwendeten Zusatze sind in der folgenden Tabelle 3 aufgefuhrt.

Tabelle 3: Verwendete Nahr- und Einfriermedien

MEM mit Phe- DMEM mit Phe- | Einfriermedium
nolrot nolrot
Funktion Nahrmedium Nahrmedium Einfriermedium
Zelllinie HCC1806, MCF- | MG-63 HCC1806, MCF-
7-EMT, MDA- 7-EMT, MDA-MB-
MB-231, T-47D- 231, MG-63, T-
EMT 47D- EMT

Zusatze (*: zu
500ml Grundme-

dium)

10%" FBS (Fetal bovine serum; FBS
Superior, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA)

1% Gibco® P/S (Penicillin/Strepto-
mycin, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA)

0.1%" Holo-Transferrin (Sigma-Al-
drich, St. Louis, Missouri, USA;

1 mg/ml DPBS (Dulbecco’s phos-
phate-buffered saline, Dulbeccos
Phosphatgepufferte Salzlésung, Pan
Biotech GmbH, Aidenbach, DE)

26 1U Insulin (Insuman® Rapid: Insu-
lin human (40 I.E./ml); Sanofi, Paris,

Frankreich)

75% Nahrmedium

mit Zusatzen

20% FBS (FBS
Superior, Sigma-
Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA)

5% DMSO (Dime-
thylsulfoxid;
Sigma- Aldrich,
St. Louis, Mis-
souri, USA)
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2.1.5 Zelllinien

Fir die Versuche wurden die in Tabelle 4 und Tabelle 5 aufgeflhrten Zelllinien von
der Firma American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, Virginia, USA) be-
zogen. AuRerdem wurden die ebenfalls dort bezogenen Zelllinien MCF-7 und
T-47D, wie von Ziegler et al. (2014) und Guttilla et al. (2012) beschrieben, laborin-
tern durch Mammospharenkultivierung Uber funf Passagen mesenchymal transfor-
miert in MCF-7-EMT und T-47D-EMT. AnschlieRend konnten diese in Zellkultur tber
weitere funf Passagen kultiviert werden. Die Zellen wurden in flissigem Stickstoff
bei -180°C aufbewahrt und bei Bedarf aufgetaut.

Tabelle 4: Verwendete Mammakarzinomzelllinien

Zelllinie Herkunft Histologie Referenz

HCC1806 Primartumor | Akantholytisches Plat- | Gazdar et al. 1998;
tenepithelkarzinom, ATCC 2016a

Mamma
MCF-7 Pleuraer- Adenokarzinom, Soule et al. 1973; ATCC
guss Mamma 2016b

MCF-7-EMT | Nach Ziegler et al. (2014) und Guittilla et al. (2012) beschrieben
mesenchymal transformierte MCF-7-Zellen

MDA-MB-231 | Pleuraer- Adenokarzinom, Cailleau et al. 1974;
guss Mamma ATCC 2016¢c
T-47D Pleuraer- infiltrierendes dukta- | Keydar et al. 1979;
guss les Karzinom, Mam- ATCC 2016e
ma

T-47D-EMT | Nach Ziegler et al. (2014) und Guttilla et al. (2012) beschrieben
mesenchymal transformierte T-47D-Zellen
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Tabelle 5: Andere verwendete Zelllinien

Zelllinie Herkunft Histologie Referenz
MG-63 Primartumor Osteosarkom, | Billiau et al. 1977; ATCC
Knochen 2016d

2.1.6 Kommerzielle Kits, Reagenzien und Assays

Tabelle 6: Verwendete Kits, Reagenzien und Assays

Kit, Reagenz oder Assay

Hersteller, Sitz

ARHGAP29-siRNA (sc-78491)

Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
Texas, USA

BioRad protein assay dye reagent

concentrate

Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA

Celllyse M/Cell-lytic cell lysis rea-
gence

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA (Merck KGaA, Darmstadt, DE)

Chemilumescent Substrate for Wes-

tern Blotting (Westar Supernova)

Cyanagen, Bologna, Italien

Control-siRNA (sc-37007)

Control-siRNA (Fluorescein-markiert;
sc-36869)

Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
Texas, USA

Fast Gene RNA Basic Kit (Cat. No.
FG-80250)

Nippon Genetics Europe GmbH, DU-
ren, DE

Immobilon® Western — Chemilumi-
nescent HRP (horseradish peroxi-
dase) Substrate (Cat. No.
WBKLS0100)

Merck Millipore Ltd., Burlington, Mas-
sachusetts, USA (Merck KGaA,
Darmstadt, DE)

NuPage® LDS Sample Buffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA
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Kit, Reagenz oder Assay

Hersteller, Sitz

NuPage® Sample Reducing Agent

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Phosphatase-Inhibitor

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA (Merck KGaA, Darmstadt, DE

Protein Marker VI (10-245), pre-
stained

PanReac AppliChem GmbH, Darm-
stadt, DE

Protease-Inhibitor

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA (Merck KGaA, Darmstadt, DE

RNase-Free DNase (Desoxyribonu-
clease) Set (Ref. 79254)

Qiagen GmbH, Venlo, NL

Transfektionsreagenz (sc-29528)

Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
Texas, USA

QuantiNova™ [nternal Control RNA
and Assay (Mat. No. 1093674)

QuantiNova™ Reverse Transcription
Kit (Ref. 205413)

QuantiNova™ SYBR® Green PCR
Kit (Cat. No. 208056)

Qiagen GmbH, Venlo, NL

2.1.7 Software

Tabelle 7: Genutzte Software

Software Hersteller, Sitz
AxioVision 3.1 Zeiss, Jena und Oberkochen, DE
Gen5 1.08 BIO-TEK, Winooski, VT, USA

GraphPad Prism® 6.01 (8.4.3
und 9.1.0 nur zur Bearbeitung

der Graphen)

GraphPad Software, San Diego, Kalifornien,
USA
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Software Hersteller, Sitz

Imaged 1.50i und 1.52a Wayne Rasband, National Institutes of
Health, Bethesda, Maryland, USA

Image Studio 4.0 Li-Cor, Lincoln, NE, USA

Microsoft Office Version Microsoft Corporation, Redmond, Washing-
1901,1907, 2002, 2008, 2103 | ton, USA

gPCR soft 1.1 AnalytikJena, Jena, DE

Zotero 5.0.93 und 5.0.96.2 Roy Rosenzweig Center

for History and New Media

der George Mason University, Washington
DC, Virginia, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1  Zellkultur und Passagieren der Zellen

Alle Mallnahmen im Rahmen der Zellkultivierung wurden unter Nutzung steriler Ar-
beitsweise durchgefiihrt. Die Zellen wurden in 75 cm? groRen Zellkulturflaschen von
Sarstedt (NUrnbrecht, DE) mit 10 ml Nahrmedium (siehe 2.1.4) bei 37°C in einer
wasserdampfgesattigten Atmosphare mit 5% CO2-Anteil kultiviert. Zweimal wo-
chentlich erfolgte ein Mediumswechsel oder das Passagieren der Zellen bei einer
Konfluenz von 70% bis 90%. Dafur wurden die adharenten Tumorzellen nach Ent-
fernung des Nahrmediums zuerst mit 5 ml DPBS (Dulbecco’s phosphate-buffered
saline, Dulbeccos phosphatgepufferte Salzlésung, Pan Biotech GmbH, Aidenbach,
DE) gewaschen. AnschlieRend wurden 3 ml der zuvor auf 37°C erwarmten
Trypsin/Ethylendiamintetraacetat(EDTA)-Losung (c-c-pro GmbH, Oberdorla, DE)
zugegeben und die Zellen bei 37°C und 5% COz2 inkubiert. Die Zellsuspension
wurde in 7 ml Nahrmedium resuspendiert und in einem passenden Verhaltnis ver-
dinnt und die Zellen weiter bei 37°C und 5% CO2 kultiviert.


https://de.wikipedia.org/wiki/George_Mason_University
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2.2.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Quantifizierung der Zellen in Zellsuspension wurden diese zuerst, wie unter
2.2.1.1 beschrieben, gewaschen, trypsiniert, resuspendiert. Anschlielend wurde
die Zellsuspension fur funf Minuten bei 1200 rcf (relative centrifugal force, relative
Zentrifugalkraft) pelletiert. Nach dem Absaugen des Uberstandes wurde das Zell-
pellet in einem geeigneten Volumen des entsprechenden Versuchsmediums resus-
pendiert. Nach Verdunnung von 10 pl Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) wurden 10 pl der Losung auf eine Neubauer-Zahl-
kammer pipettiert. Diese besteht aus neun GroRquadraten mit einer Flache von je-
weils 1 mm? und einer Kammertiefe von 0,1 mm. Im n&chsten Schritt wurden die
vier groRen Eckquadrate unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt. Die Berechnung
der Zellzahl pro yl bzw. pro ml erfolgte folgendermalen:

gezahlte Zellen
ausgezahlte Flache [mmz] x Kammertiefe [mm] x Verdiinnung

Zellen je pl =

_ gezahlte Zellen x 2
4mm?2 x 0,1 mm

_ (gezahlte Zellen x 2 x 10°)
4

Zellen je ml

2.21.3 Kryokonservierung der Zellen

Fur die Kryokonservierung wurden die Zellen zunachst, wie unter 2.2.1.1 und
2.2.1.2 beschrieben, trypsiniert und pelletiert. Die Zellpellets wurden in einem ge-
eigneten Volumen von Einfriermedium (siehe Tabelle 3 unter 2.1.4) resuspendiert
und in Kryorohrchen fur mindestens 24 Stunden bei -80°C in Mr. Frosty Kryo-Ein-
friergerat (Nalgene, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), ge-
fullt mit Isopropanol (Chemsolute®, Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, DE)
langsam eingefroren und konnten daraufhin fur eine langfristige Lagerung in flissi-

gen Stickstoff Uberfuhrt werden.

2.21.4 Revitalisierung kryokonservierter Zellen

Zur Revitalisierung kryokonservierter Zellen wurden die Zellen in einem Wasserbad
von 37°C aufgetaut und hierauf in mit 10 ml kaltem Nahrmedium versehene Zellkul-
turflaschen Uberfuhrt und bei 37°C und 5% CO:2 kultiviert. Am nachsten Tag wurde
das Medium erneuert, um das restliche Dimethylsulfoxid (DMSO) zu entfernen.
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2.2.1.5 Proliferationsanalyse

Fir die Proliferationsanalyse wurden vorerst, wie unter 2.2.2.1 beschrieben, Zellen
angesat und transfiziert. 24 Stunden nach erfolgter Transfektion wurden jeweils
50000 Zellen in einer 6-Well-Platte angesat. Nach 120 Stunden erfolgte die Analyse
der Proliferation mittels Auszahlung der Zellen, wie unter 2.2.1.2 erlautert. Die er-
mittelte Zellzahl (pro ml) der transient mit ARHGAP29-spezifischer siRNA trans-

fizierten Zellen wurde auf die der Kontrollgruppe bezogen.

2.2.1.6 Invasionsanalyse

Das Invasionsassay wurde mit einigen Modifikationen wie durch von Alten et al.
(2006) beschrieben durchgefuhrt. Der Ursprung der im Folgenden erwahnten Boy-
den-Kammer geht auf Stephen Boyden zurtck (Boyden 1962). Es wurden verschie-
dene Mammakarzinomzelllinien nach erfolgter transienter siRNA-Transfektion (be-
schrieben unter 2.2.2.1) mit humanen Osteosarkomzellen (MG-63) in einer modifi-
zierten Boyden-Kammer flr 96 Stunden kokultiviert, um in vitro die knochengerich-
tete Mammakarzinom-Zellinvasion zu imitieren (Von Alten et al. 2006). Die modifi-
zierte Boyden-Kammer bestand dabei aus einem unteren Well, mit angesaten Os-
teosarkomzellen und einem Zellkultureinsatz aus Polycarbonat (siehe Abbildung 1).
Die Zellkultureinsatze mit einer 8-um-porigen Membran wurden mit 30 pl einer Mat-
rigel-Losung (Franklin Lakes, New Jersey, USA; 1:2 in Phenolrot-freiem DMEM,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) beschichtet und fur eine
Stunde bei 37°C und 5% COz2 inkubiert, um die Polymerisation des Gels zu bewir-
ken. In diesen beschichteten Zellkultureinsatzen wurden 10 000 transient transfizier-
ten Mammakarzinomzellen in 400 yl Kokulturmedium (siehe Tabelle 8) angesat. In
das untere Well wurden 20000 Osteosarkomzellen in 600 ul Kokulturmedium ange-
sat. Nach einer 24-stundigen Inkubation bei 37°C und 5% CO2 wurden die beschich-
teten Zellkultureinsatze mit den transient transfizierten Mammakarzinomzelllen in

die Wells mit den Osteosarkomzellen umgesetzt und flr 96 Stunden kokultiviert.
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Mammakarzinomzellen

|

Matrigelverdinnung MG-63

Abbildung 1: Schematische Darstellung der modifizierten Boyden-Kammer. Abbildung basierend

auf von Alten et al. (2006). Fir die Invasionsanalyse wurde eine nach von Alten et al. (2006) modi-

fizierte Boyden-Kammer entsprechend dieser Abbildung verwendet. Der obere Zellkultureinsatz,

bestehend aus Polycarbonat, mit 8-um-Poren wurde mit einer Matrigel®-Verdiinnung beschichtet

und transient transfizierte Mammakarzinomzellen darin angesat. Osteosarkomzellen der Zelllinie

MG-63 wurden im unteren Well angesat. In der Behandlungsgruppe der Mammakarzinomzellen

erfolgte die transiente Transfektion mit ARHGAP29-spezifischer siRNA und in der Kontrollgruppe

mit unspezifischer siRNA. Nach 96-stiindiger Kokultivierung wurde die Anzahl der invadierten Zel-

len der Behandlungsgruppe auf die Zellzahl der Kontrollgruppe normiert.

Tabelle 8: Zusammensetzung des Kokulturmediums

Zusatz Anteil
DMEM (Gibco® Dulbecco's Modified Eagle Medium ohne Phenolrot, 88%
L-Glutamin und HEPES; Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massa-

chusetts, USA)

cs-FCS (Charcoal-stripped fetale calf serum, mit Aktivkohle behan- 10%
deltes fetales Kalberserum; Pan Biotech GmbH, Aidenbach, DE)

Gibco® Penicillin/Streptomycin (Thermo Fisher Scientific, Wal- 1%
tham, Massachusetts, USA)

L-Alanyl-L-Glutamin (Biochrom GmbH, Berlin, DE) 1%
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Wahrend der 96-stlindigen Kokultivierung konnten invasive Mammakarzinomzellen
durch die basalmembranartige Matrix die Poren der Zellkultureinsatze passieren
und an die Unterseite der Zellkultureinsatze invadieren. Nach 96 Stunden wurden
die Zellen in den Zellkultureinsatzen mit Mayers Hamalaunlosung behandelt, wel-
che nukleare Strukturen nachhaltig blau anfarbt (Kiernan 2018). Daflr wurden die
Zellkultureinsatze fur funf Minuten in DPBS (Pan Biotech GmbH, Aidenbach, DE)
gewaschen, mit zweifach-destilliertem Wasser (ddH20) gespult und mit hundertpro-
zentigem Methanol (Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, DE) fur zehn Minuten
bei Raumtemperatur fixiert. Nach Spulung der Zellkulturinserts mit zweifach-destil-
liertem Wasser erfolgte die funfminutige Inkubation in Mayers Hamalaunlésung
(Merck KGaA, Darmstadt, DE) bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurden die Zell-
kulturinserts mit zweifach-destilliertem Wasser gespult und durch Zugabe von Lei-
tungswasser die Mammakarzinomzellen angefarbt. Nicht-invasive Mammakarzi-
nomzellen in den Zellkultureinsatzen wurden mit Watterollen von der Zellkulturein-
satzmembran entfernt und letztere folglich auf einem Objekttrager ausgestanzt und
mit Aquatex (Merck KGaA, Darmstadt, DE) fixiert.

Nach dem Trocknen der Objekttrager wurde jede Membran manuell in vier Teile
aufgeteilt und pro Teileinheit mikroskopisch mit Hilfe des Programmes AxioVision
die am dichtesten besiedelte Stelle abgebildet. AnschlielRend konnten die Zahl der
invadierten Zellen auf jeder Aufnahme mithilfe des Programms ImageJ ermittelt wer-
den. Die Summe der ermittelten Teileinheit- Zellzahlen der transient mit ARH-
GAP29-spezifischer siRNA transfizierten Mammakarzinomzellen wurde anschlie-
Rend auf den Mittelwerten der addierten Werte der transient mit einer siRNA-Kon-

trolle transfizierten Mammakarzinomzellen normiert.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.21 Transiente siRNA-Transfektion

Die transiente Verminderung der ARHGAP29-Expression in den verwendeten
Mammakarzinomzelllinien wurde mithilfe eines Pools von drei spezifisch ARH-
GAP29-mRNA-bindenden siRNAs bewerkstelligt. Diese Methode basiert auf der so-
genannten RNA-Interferenz, deren Mechanismus 1998 erstmals von Fire et al.

(1998) als Verminderung spezifischer Genexpression durch doppelstrangige RNA
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beschrieben wurde. Die erfolgreiche Verwendung von sogenannten siRNAs in Sau-
getierzellen wiederum wurde durch Elbashir et al. (2001) publik (McManus und
Sharp 2002). Die hier verwendete Transfektion der Zelllinien wurde wie bereits von
Girgert et al. (2012) modifiziert durchgefuhrt.

Dafur wurden die ARHGAP29-siRNA (sc-78491; SCBT, Dallas, Texas, USA) und
die siRNA-Kontrolle (sc-37007; SCBT, Dallas, Texas, USA) in einer Konzentration
von 10 uM in RNase-freiem Wasser gelost. Zudem wurde eine fluoresceinmarkierte
siRNA-Kontrolle (sc-36869; SCBT, Dallas, Texas, USA) beim ersten Versuchs-
durchgang mit der Zelllinie MDA-MB-231 mitgefuhrt, um die Transfektionseffizienz
beurteilen zu kdnnen. Von den Mammakarzinomzellen wurden zunachst, je nach
Zelllinie, 500000 Zellen (MDA-MB-231 und HCC1806) oder 1000000 Zellen
(MCF-7-EMT und T-47D-EMT) in 2 ml P/S(Penicillin/Streptomycin)-freiem Medium
(MEM, 10% FBS (fetal bovine serum, fetales Rinderserum), 0,1% Transferrin, 2,6 IU
Insulin, fir Produktinformationen siehe auch 2.1.4) und 25 cm? Zellkulturflaschen
fur 24 Stunden angesat. Fur alle Zelllinien wurden mindestens zwei Proben ange-
setzt: jeweils eine Zellpopulation, deren ARHGAP29-Expression vermindert werden
sollte (LARHGAP29“) sowie eine Kontrollpopulation (,siRNA-Kontrolle®), die mit ei-
ner siRNA-Kontrolle behandelt wurde. Nach 24 Stunden erfolgte die transiente
Transfektion durch Lipofektion. Hierbei wurden 4 pl der siRNA in 100 uL Opti-MEM
(sc-36868, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) gel6st. Des
Weiteren wurden 4 pyL Transfektionsreagenz (sc-29528, SCBT, Dallas, Texas,
USA) in 100 uL Opti-MEM geldst und zusammen mit der siRNA-LAsung fur 45 Mi-
nuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die Mammakarzinomzellen wur-
den fur zehn Minuten mit Opti-MEM Medium inkubiert. Anschlieend wurde dem
siRNA-Transfektionsgemisch 800 pyL Opti-MEM hinzugegeben und die Losung auf
die Mammakarzinomzellen gegeben. Folglich einer sechsstindigen Inkubation bei
37°C und 5% CO2 wurde den Zellen 1 ml MEM-Kulturmedium mit einer zweifachen
Konzentration an P/S (2%) und FBS (20%) sowie 0,1% Transferrin und 2,6 1U Insu-
lin (bei 50 ml Medium; fur Produktinformationen siehe 2.1.4) hinzugegeben und die
Mammakarzinomzellen fir weitere 18 Stunden bei 37°C und 5% CO: inkubiert. An-
schlieRend wurde das Transfektionsgemisch durch MEM-Kulturmedium (siehe

2.1.4) ersetzt und die Zellen bis zu ihrem weiteren Gebrauch kultiviert.
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2.2.2.2 Zelllyse, RNA-Isolation und Quantifizierung der Nukleinsauren

Nach der wie unter 2.2.2.1 beschriebenen transienten Transfektion der Mammakar-
zinomzellen wurden diese 120 Stunden (t120n) nach der Transfektion lysiert. Dafur
wurde das FastGene® RNA Basic Kit von Nippon Genetics Europe GmbH (Ddren,
DE) nach Herstellerangaben verwendet. Fir die Zelllyse einer Probe wurden jeweils
600 pl RL-Puffer aus dem FastGene® RNA Basic Kit von Nippon Genetics Europe
GmbH (Duren, DE) mit 6 yl 2-Mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA) versehen. Nach dem Waschen mit DPBS (Pan Biotech GmbH, Aidenbach,
DE) wurde jeder Probe 600 ul dieses Lysepuffers zugegeben und fur mindestens
zehn Minuten unter Schitteln inkubiert. Im weiteren Verlauf wurde das Lysat in ein
1,5 ml-Reaktionsgefal} uberfuhrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C auf-
bewahrt.

Im weiteren Verlauf wurden die RNA aus den zuvor lysierten Proben isoliert. Flr die
RNA-Isolation wurde das FastGene® RNA Basic Kit von Nippon Genetics Europe
GmbH (Duren, DE) und das zugehorige Protokoll, basierend auf einer RNA binden-
den Silikagelmembran und nachfolgenden Waschschritten zur Entfernung von Ver-

unreinigungen, unter Verwendung der Herstellerangaben, genutzt.

Die zuvor lysierte Probe wurde 1:2 mit 70%-Ethanol (hergestellt aus Ethanol (99%),
Th. Geyer Ingredients GmbH & Co. KG, Hoxter, DE) verdunnt. Maximal 700 uL der
Probe wurden auf eine Saule mit Silikagelmembran gegeben und bei > 8 000 rcf fur
eine Minute zentrifugiert. Dieser Schritt wurde bei einen Probevolumen > 700 uL
wiederholt. Der Durchfluss wurde verworfen und 350 yl RW1 Puffer wurde auf die
Saule gegeben und bei > 8 000 rcf fur 30 Sekunden zentrifugiert. Anschliel3end wur-
den 80 pl DNase(Desoxyribonuklease)-Losung mit dem RNase(ribonuclease)-Free
DNase Set (Qiagen GmbH, Venlo, NL) zur Entfernung genomischer DNA (Desoxy-
ribonucleic acid, Desoxyribonukeinsaure) hergestellt, bestehend aus 10 pyl DNase |
und 70 ul RDD Puffer, direkt auf die Saule pipettiert und 15 Minuten bei Raumtem-
peratur inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit 350 pl RW1 Puffer und eine
Zentrifugation bei > 8 000 rcf fur 15 Sekunden, der Durchlauf wurde verworfen. Da-
nach wurde 700 pl RW2 Puffer auf die Saule gegeben und diese bei > 8 000 rcf fur
30 Sekunden zentrifugiert, der Durchlauf wurde verworfen. Nach der Trockenzent-

rifugation bei > 8 000 rcf fur eine Minute wurden 30 pl RNase freies Wasser auf die
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Saule gegeben, um die RNA zu eluieren. Nach einer zweiminutigen Inkubation bei

Raumtemperatur folgte eine Zentrifugation bei > 8 000 rcf fur eine Minute.

Fir die Konzentrationsbestimmung der isolierten RNA wurden 7 pl jeder Probe mit
63 yl RNase-freiem Wasser versetzt (1:10-Verdunnung). Die Quantifizierung der
Nukleinsauren wurde anschlie®end mithilfe der Photometrie durchgefihrt. Die Mes-
sung der Absorption erfolgte dabei bei 260 nm, um die Konzentration der RNA in
pg/ml zu ermitteln. Um mogliche Kontaminationen mit organischen Substanzen zu
erkennen, wurde die Absorption auch bei 230 nm sowie fur den Fall von Verunrei-
nigungen mit Proteinen und Phenolen auch bei 260 nm gemessen und die Quotien-
ten 260/230 und 260/280 erfasst (Armbrecht und Eppendorf AG 2013; Matlock und
Thermo Fisher Scientific Inc. 2015).

2.2.2.3 Reverse Transkription

Um die Genexpressionsanalyse mittels quantitativer Polymerasekettenreaktion
(qPCR) durchfihren zu kénnen, wurden die wie unter 2.2.2.2 isolierte RNA mit Hilfe
des QuantiNova™ Reverse Transcription Kit (Qiagen GmbH, Venlo, NL) unter Ver-
wendung der Herstellerangaben transkribiert. Die Entdeckung der dem Prozess zu-
grunde liegenden Reversen Transkriptase als RNA-abhangige DNA-Polymerase
geht auf David Baltimore und Howard M. Temin und Satoshi Mizutani zurtick (Bal-
timore 1970; Temin und Mizutani 1970).

Es wurde 2 uyg RNA ad 13 L in RNase-freiem Wasser verdinnt. Nach Zugabe von
2 ul DNA Removal Mix wurden die Proben bei 45°C im ThermoCycler flr zwei Mi-
nuten inkubiert, um genomische DNA-Verunreinigungen zu entfernen. Folglich wur-
den jeder Probe 5 pl Mastermix hinzugegeben, bestehend aus 1 pl Reverse Trans-
kriptase(RT)-Enzym und 4 yl RT-Mix. Fur die cDNA(complementary deoxyribonu-
cleic acid, komplementare Desoxyribonukleinsaure)-Synthese erfolgten folgende
Inkubationsschritte: 25°C fur drei Minuten fiur die Anlagerung der Primer, gefolgt von
einer zehnminutigen Inkubation bei 45°C zur Reversen Transkription und letztend-
lich der Inaktivierung der Reversen Transkription bei 85°C Uber einen Zeitraum von
funf Minuten. Es wurde aul3erdem das QuantiNova™ Internal Control RNA and As-
say (Qiagen GmbH, Venlo, NL) verwendet. Die interne Kontrolle, QuantiNova Inter-
nal Control (QNIC), ist eine synthetische RNA, mit der sich eine mdgliche Inhibition
der reversen Transkription erkennen lasst. Daflr wurde eine Probe, bestehend aus
1 pul QN IC RNA und 12 yl RNase-freiem Wasser und eine zweite Probe aus 1 pl
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QN IC RNA, RNase-freiem Wasser ad 13 pl und 2 pyg einer hoch konzentrierten
RNA-Probe, nach der Entfernung von DNA Verunreinigungen ebenfalls in cDNA

transkribiert.

2.2.24 Realtime-qPCR

Bei der gqPCR handelt es sich um eine Methode zur Vervielfaltigung spezifischer
cDNA-Abschnitte mit geringer Ausgangsmenge und zur (relativen) Quantifizierung
dieser. Sie basiert auf den Grundprinzipien der klassischen Polymerasekettenreak-
tion, die 1986 von Mullis und Kollegen publiziert wurde (Mullis et al. 1986). Im Rah-
men dieser Arbeit wurde die gPCR zur Genexpressionsanalyse von ARHGAP29
nach erfolgter transienter siRNA-Transfektion genutzt. Es wurden das Quantinova®
SYBR® Green PCR Kit und das QuantiNova™ Internal Control RNA and Assay Kit
(Qiagen GmbH, Venlo, NL) unter Verwendung der Herstellerangaben genutzt. Die
hier durchgefluhrte quantitative real-time-PCR unterscheidet sich von der klassi-
schen PCR im Wesentlichen darin, dass die Produktmenge in Echtzeit, also nach
jedem Zyklus, mithilfe eines zur DNA-Konzentration proportionalen Fluoreszenzsig-
nals erfasst wird (Sigma-Aldrich und Merck KGaA). Der hierbei verwendete Fluo-
reszenzfarbstoff SYBR® Green wird detektiert und die Intensitat quantifiziert. Mit-
hilfe der Korrelation zwischen Fluoreszenzsignal und DNA-Produktmenge und dem
sogenannten Ct-Wert kann auf die DNA-Konzentration der Probe rickgeschlossen
werden (Sigma-Aldrich und Merck KGaA). Der Ct -Wert stellt hierbei die Anzahl an
PCR-Zyklen dar, nach der das Fluoreszenzsignal der Probe erstmalig signifikant
uber dem Schwellenwert liegt (Sigma-Aldrich und Merck KGaA). Letzterer wurde

von der verwendeten Software (QPCR soft 1.1) automatisch ermittelt.

Die, wie unter 2.2.2.3 beschrieben, im Rahmen der Reversen Transkription gene-
rierten cDNA-Proben wurden mit jeweils 138,4 ul RNase-freiem Wasser und 1,6 pl
QuantiNova Yellow Diluting Buffer (Quantinova® SYBR® Green PCR Kit;, Qiagen
GmbH, Venlo, NL) fur die folgende qPCR verdinnt (1:8 Verdinnung). Jeder Probe
(4 pl) wurden 16 pl Mastermix, bestehend aus 10 pl QuantiNova™ SYBR® Green
PCR Master Mix (Quantinova® SYBR® Green PCR Kit, Qiagen GmbH, Venlo, NL),
jeweils 0,7 yI ARHGAP29- und GAPDH(Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydro-
genase)-sequenzspezifischer Forward und Reverse Primer (20 uM, siehe Tabelle
9, bezogen von Eurofins Scientific, Luxemburg, Belgien) und 4,6 yl Wasser, hinzu-
gegeben. Den beiden Proben zur internen Kontrolle (je 4 ul; siehe 2.2.2.3) wurde
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ebenfalls 16 pl des zugehdrigen QN IC Mastermixes aus 10 pyl QuantiNova™
SYBR® Green PCR Master Mix, 2 ul QN IC Primer (QuantiNova™ [nternal Control
RNA and Assay, Qiagen GmbH, Venlo, NL) und 4 pyl Wasser hinzugeflugt. Die 96-
Well-Platte wurde verschlossen und drei Minuten bei 1500 rcf zentrifugiert. Der Ab-
lauf der gPCR ist in Tabelle 10 dargestellt.

Tabelle 9: Verwendete Oligonukleotide

ARHGAP29 GAPDH
Forward TTGCAGCTCTCCAGGCTAAC | GAAGGTCGGAGTCAACGGAT
5'-3°
Reverse AGATGCTCCTCTTCTGCACG | TGGAATTTGCCATGGGTGGA
3-5°
Denaturie- 5s,95°C
rung
Anlage- 15 s, 60°C
rung &
Verlange-
rung
Tm 60
Exon- Ja
spannend
Amplifikat- | 220 Basenpaare 159 Basenpaare
lange

Die in der Tabelle dargestellten, verwendeten Oligonukleotide wurden bezogen von Eurofins Scien-

tific, Luxemburg, Belgien.
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Tabelle 10: Abfolge der durchgefiihrten gPCR-Zyklen

Zyklen Temperatur [°C] | Zeit [s] Bemerkung
1 95 120 Polymerase-Ak-
tivierung
35-40 95 5 Denaturierung
60 10 Anlagerung &
Verlangerung
Schmelzkurve 60 - 95 6

Neben der Expression von ARHGAP29 wurde aulierdem die Expression eines Re-
ferenzgens (GAPDH), QN IC-Proben als interne Kontrolle zur Erkennung einer mog-
lichen inhibierten reversen Transkriptase (siehe 2.2.2.3) sowie Negativkontrollen
ohne DNA analysiert. Es erfolgte fur jede Probe eine Dreifachbestimmung. Zur Un-
tersuchung der Spezifitat der PCR-Amplifikate wurde dariber hinaus eine Schmelz-

kurve angefangen bei 60 - 95°C erstellt.

Die abschliellende Auswertung erfolgte nach der AACt-Methode:
1) Mittelwertbestimmung der Ct-Werte jeder Dreifachbestimmung
2) Furjeden Mittelwert gilt: ACt = Ctzielgen - CtRreferenzgen = CtarHGAP29 - CtGAPDH
3) AACt = ACtArHGAP29™ - ACt,siRNA-Kontrolle”

4) Ermittlung des relativen Expressionsunterschieds zwischen ,ARHGAP29*

und ,siRNA-Kontrolle“: Ratio = 2-2ACt

2.2.3 Protein-biochemische Methoden

2.2.3.1 Proteinisolation

Zur Proteinanalyse nach Bradford wurden zunachst Mammakarzinomzellen, wie un-
ter 2.2.2.1 beschrieben, transient mit siRNA transfiziert. Nach 120 Stunden erfolgte
die Proteinisolierung. Daflr wurden die adharenten transient transfizierten
Mammakarzinomzellen zunachst in 2 ml DPBS-EDTA- Losung (2% EDTA (Affy-
metrix, Santa Clara, Kalifornien, USA) in DPBS (Pan Biotech GmbH, Aidenbach,
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DE) fr funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Abldsung der Zellen
mithilfe eines Zellschabers wurde die Zellsuspension abgenommen und die Zellkul-
turflasche mit 3 ml DPBS gespult. Es folgte die Zentrifugation der Zellsuspension
uber funf Minuten bei 1300 rcf. Im Anschluss daran wurde das Zellpellet in 30 pl
Lysepuffer, bestehend aus Celllyse M, 0,01% Protease-Inhibitor und 0,01% Phos-
phatase-Inhibitor (jeweils Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), resuspendiert

und lysiert. Die Lagerung der Proteinproben erfolgte bei -20°C.

2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben wurde nach der Bradford-
Methode (Bradford 1976) durchgeflhrt, die auf der Bindung des Farbstoffs Coomas-
sie Brilliant Blue G-250 an Proteine und der damit einhergehenden Anderung seiner
Farbe und seines Absorptionsmaximum von 470 nm auf 595 nm beruht (Reisner et
al. 1975; Compton und Jones 1985). Uber die zur Proteinkonzentration proportio-
nale Zunahme der Absorption bei 595 nm und die Eichung mithilfe einer Protein-
standardreihe lasst sich die absolute Konzentration der Proteinproben photomet-
risch bestimmen. Als Proteinstandards wurden Verdinnungen mit bekannten Kon-
zentrationen von BSA (Bovines Serumalbumin/Albumin Fraktion V, Carl Roth
GmbH, Karlsruhe, DE; siehe Tabelle 11) und eine Kontrolle aus zweifach destillier-
tem Wasser verwendet. Nach dem Auftauen der Proteinproben auf Eis wurden
diese bei 13000 rpm Uber funf Minuten zentrifugiert und 5 pl des entstandenen
Uberstands in 45 pl zweifach destilliertem Wasser geldst (1:10- Verdiinnung). Je-
weils 10 yl der entstandenen verdunnten Proteinproben sowie der Kontrolle
(ddH20) und der Proteinstandards wurden einer Doppelbestimmung entsprechend
in einer 96-Well-Platte aufgetragen. Im Anschluss wurden den Proben jeweils 200 pl
BioRad-Losung, einer 1:5-Verdinnung von BioRad protein assay dye reagent con-
centrate (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) in Ampuwa (Fresenius Kabi
AG, Bad Homburg, DE), zugegeben. Nach finfminutiger Inkubation bei Raumtem-
peratur erfolgte die photometrische Messung der Absorption bei 595 nm mithilfe des
Multi-Detektions-Readers BioTek Synergy HT und dem Programm Gen 5.1. Zur Er-
mittlung der Proteinkonzentration wurde die Differenz des Messwertes der jeweili-
gen Proteinprobe vom Messwert der Kontrolle (ddH20) mit der linearen Regression

der Messwerte der Proteinstandards verglichen.
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Tabelle 11: BSA-Verdiinnungsreihe fiir die lineare Regression

Konzentration [mg/ml] | BSA-Stammliosung [ul] | DPBS [ul] (Biotech

(Verdiinnung) (Carl Roth GmbH, GmbH, Aidenbach,
Karlsruhe, DE) DE)

1(1:10) 100 900

0,75 (1:13,33) 75 925

0,5 (1:20) 50 950

0,25 (1:40) 25 975

0,1 (1:100) 10 990

2.2.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Sodiumdodecylsulfat(SDS)-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist ein Verfahren
nach U. Laemmli, mit dem Proteine in einem elektrischen Feld nach ihrer Molekul-
masse aufgetrennt werden kdnnen (Laemmli 1970). Die durch die Bindung an SDS
negativ geladenen Proteine wandern hierbei je nach Molekulmasse unterschiedlich

schnell durch Polyacrylamidgele zur Anode des elektrischen Feldes.

Dafur wurden die wie in 2.2.3.1 generierten Proteinproben nach der in 2.2.3.2 er-
wahnten Konzentrationsbestimmung 1:2 mit Laemmli-Puffer (45,45% Ampuwa
(Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, DE), 45,45% NuPage® LDS Sample Buffer,
9,09% NuPage® Sample Reducing Agent; jeweils Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) verdunnt. Bis zur weiteren Verwendung wurden die
Proben bei -20°C gelagert.

Die BioRad-Aparatur wurde nach den Herstellerangaben zusammengebaut. Das
Trenngel (fur die Zusammensetzung siehe Tabelle 12) wurde in die Apparatur ge-
gossen, mit 2-Isopranol (Chemsolute®, Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen,
DE) beschichtet, um einen geraden, glatten Meniskus zu erzeugen, und fur 30 Mi-
nuten bei Raumtemperatur polymerisiert. Nach der Polymerisation des Gels und
Entfernung des Isopropanols wurde auch das Sammelgel (siehe Tabelle 12) gegos-
sen. Die Proteinproben wurden Uber funf Minuten bei 95°C denaturiert. Nach der
Polymerisation des Sammelgels wurden sowohl einmalig 5 yl eines Grolienmarkers
(Protein Marker VI (10-245), prestained, PanReac AppliChem GmbH, Darmstadt,
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DE) als auch jeweils 40 pg jeder denaturierten Proben in die Geltaschen aufgetra-
gen und die Apparatur mit Laufpuffer (100 ml Elektrophorese-Puffer (5x, siehe Ta-
belle 13), 5 ml Losung C (10% SDS, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) ad
500 ml zweifach-destilliertes Wasser) vollstandig aufgefullt. Anschlieend erfolgten
Elektrophoresen bei 80 V Uber 30 Minuten sowie bei 100 V uber 60 Minuten.

Tabelle 12: Zusammensetzung der Gele fir die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Trenngel Sammelgel
10,5% (Menge | 4,8% (Menge
fir 2 Gele) fur 2 Gele)

Losung A: Prosieve 50 Gel Solution 2,3 ml 0,75 ml
Acrylamid (50%; Lonza, Basel, Schweiz)

Losung B: TRIS (Trishydroxymethyla- 2,8 ml -
minomethan; pH 8,8; Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA)

Losung C: SDS (SDS 10%; Sigma-Ald- | 110 pl 75 pl
rich, St. Louis, Missouri, USA)

Losung D: TRIS (Trishydroxymethyla- - 1,9 ml
minomethan; pH 6,8; Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA)

ddH20 5,7 ml 5ml

TEMED (Tetramethylethylenediamine; 22 i 22 pl
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE)

APS (Ammoniumpersulfat; 10%; Merck 37 pl 37 pl
KGaA, Darmstadt, DE)
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Tabelle 13: Zusammensetzung des Elektrophorese-Puffers

TRIS-Base (Sigma-Al- Glycin (Alfa Aesar, | ddH20

drich, St. Louis, Mis- Haysham, UK)

souri, USA)
Masse [g] 15,1¢ 72 ¢ Ad 1000 ml
bzw. Volu-
men [ml]

2.2.3.4 Western Blot

Der Western Blot, eine von George R. Stark und W. Neal Burnette etablierte und
von Twobin et al. modifizierte Methode (Renart et al. 1979; Towbin et al. 1979; Bur-
nette 1981), stellt ein Verfahren zum Nachweis und zur Analyse von Proteinen in
Proteingemischen dar. Die mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufge-
trennten Proteinproben (siehe 2.2.3.3) werden hierbei durch ein senkrecht zum Po-
lyacrylamidgel angelegtes elektrisches Feld auf eine Polyvinylidenfluorid(PVDF)-
Membran (Immobilon Pore, 0,43 um, Millipore, USA) transferiert. In der vorliegen-
den Arbeit wurde mit der beschriebenen Methode sowohl die Expression von ARH-
GAP29 als auch die Expression von AKT1 und des Referenzgens GAPDH unter-

sucht.

Zunachst wurde die PVDF-Membran zur Aktivierung Gber mindestens 30 Sekunden
in hundertprozentigem Methanol (Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, DE) ge-
schwenkt und dann in Transferpuffer (pH 8,3; siehe Tabelle 14) Gberfuhrt. Die Bio-
Rad-Apparatur wurde den Herstellerangaben entsprechend aufgebaut und das
Trenn-Gel und die aktivierte Membran nach dem folgenden Schema mit zuvor in
Transferpuffer getrankten Filterpapieren und Schaumstoffschwammen angeordnet
und in die Apparatur eingesetzt: Schwamm — drei Lagen Filterpapier — PVDF-
Membran — Gel — drei lagen Filterpapier — Schwamm. Es folgte eine Elektrophorese
uber 60 Minuten bei 100 V, in der die Proteinproben von dem der Kathode zuge-

wandtem Gel auf die der Anode zugewandten Membran Ubertragen wurden.
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Tabelle 14: Zusammensetzung des Transferpuffers (pH 8,3)

TRIS-Base Glycin (Alfa | Methanol (20%; | ddH20
(Sigma-Al- Aesar, Hay- | Th. Geyer GmbH
drich, St. sham, UK) & Co. KG, Ren-
Louis, Mis- ningen, DE)
souri, USA)
Masse [g] 3,03 ¢ 14,419 100 ml Ad
bzw. Volu- 1000 ml
men [ml]
2.2.3.5 Detektion und Auswertung

Nach dem Transfer wurde die Membran zunachst Uber funf Minuten in TRIS-buffe-
red saline with TweenZ20/Trishydroxymethylaminomethan-gepufferter Salzlésung
mit Tween-20 (TBST) gewaschen, bestehend aus TRIS-buffered saline/TRIS-ge-
pufferter Salzlésung (TBS, siehe Tabelle 15) und 0,1% Tween-20 (PanReac Appli-
Chem GmbH, Darmstadt, DE), und in Folge fur 60 Minuten in Milchpulverldsung
(siehe Tabelle 16) inkubiert, um unspezifische Bindungen zu blockieren. Es wurden
drei Waschvorgange in TBST uber jeweils funf Minuten durchgefuhrt, anschlieRend
wurde die Membran mit der Primar-Antikorper-Losung, spezifisch flr das zu detek-
tierende Protein (siehe Tabelle 17), bei 4°C Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag
wurden unspezifisch gebundene oder nicht gebundene Antikérper durch dreimali-
ges Waschen uber zehn Minuten in TBST entfernt. Es folgte die Inkubation mit der
Zweitantikdrper-Lésung (siehe Tabelle 18) fur eine Stunde und zwei weitere Wasch-
vorgange mit TBST sowie einmal in TBS. Fur die Detektion der gebundenen Anti-
korper wurde die Chemilumineszenz-Losung (Westar Supernova, Cyanagen, Bo-
logna, Italien bzw. Immobilon Western von Merck Millipore Ltd., Burlington, Massa-
chusetts, USA, fir den GAPDH-Primarantikdrper) und der C-Digit® Blot-Scanner
(Li-Cor, Lincoln, USA) genutzt. Hierbei wurde die Luminesenz des an den Sekun-
darantikorper konjugierten Enzyms HRP (horseradish peroxidase, Meerrettichper-
oxidase) nach 2,5-minutiger Inkubation erfasst. Die Signalintensitat wurde mit dem
Programm Image Studio 4.0 quantifiziert und auf der GAPDH-Signalintensitat nor-
miert. Zur Expressionsanalyse weiterer Proteine, wie AKT1 oder GAPDH als Refe-

renzgen, wurde im Rahmen des sogenannten Strippings die Membran mehrfach
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gewaschen, zuerst Uber zwei Minuten in TBST, nachfolgend fir 15 Sekunden in
25 ml Stripping-Puffer (Interchim, Montlugon, Frankreich), einmal mit zweifach des-
tilliertem Wasser und dreimalig uber jeweils funf Minuten in TBST. Nach der Blo-
ckierung unspezifischer Bindungen durch 60-mindtige Inkubation in Milchpulverlo-
sung konnte die Inkubation mit weiteren Antikdrpern nach dem oben beschriebenen

Vorgehen erfolgen.

Tabelle 15: Zusammensetzung von TBS

TRIS- NaCl KCI (Merck | ddH20 HCI
Base (Merck KGaA, (Merck
(Sigma-Al- | KGaA, Darmstadt, KGaA,
drich, St. Darmstadt, DE) Darmstadt,
Louis, DE) DE)
Missouri,
USA)

Masse 3049 80 g 29 Ad AdpH 7,4

[9] bzw. 1000 ml

Volumen

[ml]

Tabelle 16: Zusammensetzung der Milchpulverlésung

TBS Tween-20 (PanReac Appli- Milchpulver (Nonfat dried milk
Chem GmbH, Darmstadt, DE) | powder; PanReac AppliChem
GmbH, Darmstadt, DE)
949% |0,1% 5%
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Tabelle 17: Verwendete Primar-Antikorper
Primar-Antikor- | Herkunft | Verdin- Moleku- Hersteller
per nungsfaktor | lare Mas-
(in TBST) se [kDa]

AKT1 (#9272) Rabbit 1:1000 60 Cell Signalling
(Kanin- Technology,
chen) Danvers, Mas-

sachusetts,
USA
ARHGAP29 Rabbit 1:2000 171 Novus Biologi-
(NBP1-05989) cals, Centen-
nial, Colorado,
USA

GAPDH Rabbit 1:2000 38 Cell Signalling

(D16H11) XP® Technology,

Rabbit mAB Danvers, Mas-

(#5174) sachusetts,

USA
Tabelle 18: Verwendeter Sekundar-Antikorper

Sekundar-Anti- Herkunft Verdiinnungsfak- | Hersteller

korper tor (in TBST)

Amersham™ Rabbit 1:20000 GE Healthcare,

ECL™ Rabbit
I9G, HRP-linked
F(ab’)2 Fragment
(from donkey;
NA9340)

Chalfont St.
Giles, GB
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2.2.4 Datenbasierte Analyse von Interaktionspartnern

Die Analyse der Wahrscheinlichkeit von gewebe- und prozessspezifischen Interak-
tionen bezuglich ARHGAP29 und maoglichen Interaktionspartnern erfolgte mithilfe
des GIANT(Genome-wide Integrated Analysis of gene Networks in Tissues)-Webs-
ervers, bereitgestellt von HumanBase (https://hb.flatironinstitute.org/, zuletzt abge-
rufen am 26.07.2019), und war wie bereits von Greene et al. (2015) beschrieben
durchgefuhrt worden. Dafur waren ursprunglich 987 genomweite Datensatze ,pro-
babilistisch gewichtet” (Huttenhower et al. 2009) und einer funktionalen Integration
nach Bayes’scher Methode unterzogen worden (Greene et al. 2015; Wong et al.
2018). Die Datensatze fur die Proteininteraktion waren laut Greene et al. (2015)
bezogen worden von Bio GRID (Biological General Repository for Interaction Data-
sets: https://thebiogrid.org/; Chatr-aryamontri et al. 2013), IntAct Molecular Interac-
tion Database (https://www.ebi.ac.uk/intact/; Kerrien et al. 2012), MINT (Molecular
INTeraction Database: https://mint.bio.uniromaZ2.it/; Licata et al. 2012) und MIPS
(http://lwww.mips.biochem.mpg.de/; Mewes et al. 1999) und die Daten die
miRNA(micro-RNA)-Zielstrukturen betreffend von MSigDB (Molecular Signatures
Database: http://broadinstitute.org/msigdb; Subramanian et al. 2005). Es wurde
nach moglichen Interaktionspartnern fir das Protein ARHGAP29 gesucht. Als mini-
males Konfidenzintervall wurde 0,1 gewahlt und die maximale Anzahl von betrach-
teten Genen betrug sieben. Die Analyse lieferte den Vergleich von Interaktionswahr-
scheinlichkeiten zwischen ARHGAP29 und sechs verschiedenen Interaktionspart-

nern.

2.2.5 Statistische Analyse und Dokumentation

Alle Ergebnisse wurden im Rahmen von mindestens biologischen und technischen
Triplikaten gewonnen. Die statistischen Analysen wurden mithilfe von Excel-Be-
rechnungen und des Programms GraphPad Prism® (Version 6.01) durchgeflihrt.
Verwendete Statistikanalyse war hierfir ein ungepaarter t-Test zwischen der jewei-
ligen Kontroll-siRNA-Gruppe und der ARHGAP29-siRNA-Gruppe, wobei ein p-Wert
unter 0,05 als statistisch signifikant gewertet wurde.


https://thebiogrid.org/
https://www.ebi.ac.uk/intact/
https://mint.bio.uniroma2.it/
http://www.mips.biochem.mpg.de/
http://broadinstitute.org/msigdb
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3 Ergebnisse

3.1 Genexpression von ARHGAP29 in invasiven

Mammakarzinomzellen

3.1.1 Analyse der Genexpression nach epithelialer-mesenchymaler

Transition

Die epitheliale-mesenchymale Transition ist ein Prozess, der die Umwandlung von
einem epithelialen Zellphanotyp in einen mesenchymalen Phanotyp beschreibt und
mit vielfaltigen Veranderungen, wie unter anderem dem Verlust von Zellpolaritat und
epithelialen Zell-Zell-Kontakten sowie einem Zugewinn an Motilitat, einhergeht
(Yilmaz und Christofori 2009). Es konnte bereits gezeigt werden, dass mesen-
chymal transformierte Tumorzellen aul3erdem eine erhohte Invasivitat aufweisen
(Ziegler et al. 2014). Der dahinter liegende Mechanismus, durch den die Induktion
einer EMT eine gesteigerte Invasivitat hervorbringt, ist jedoch noch nicht vollstandig
geklart. Eine Microarray-Analyse von durch wiederholte Kokultur mit Osteosarkom-
zellen mesenchymal transformierten Mammakarzinomzellen — MCF-7-EMT — (Zieg-
ler et al. 2014) zeigte, dass 325 Gene in mesenchymal transformierten Mammakar-
zinomzellen durch die induzierte EMT von einer veranderten Regulation und davon
wiederum 223 Gene von einer Hochregulation betroffen waren (Ziegler 2013; Zieg-
ler et al. 2014). Nach erneuter Analyse der 223 durch die induzierte EMT hochregu-
lierten Genen (Ziegler 2013) durch Frau Dr. rer. nat. Johanna W. Hellinger fand sich
nur ein sogenanntes Rho GTPase aktivierendes Protein — ARHGAP29 (siehe Ab-
bildung 2; Kolb et al. 2020"). GAPs stellen neben GEFs und GDIs Regulatoren der
Aktivitat von Rho GTPasen dar (Etienne-Manneville und Hall 2002). Die Frage stellt
sich, ob ARHGAP29 Einfluss auf die Invasions- und Proliferationsfahigkeit von
Mammakarzinomzellen nimmt und in welche Signalkaskade ARHGAP29 eingebun-
den ist. Nach dem Vergleich der ARHGAP29-Expression in verschiedenen
Mammakarzinomzelllinien durch Frau Dr. rer. nat. Johanna W. Hellinger (siehe

" Hier (3.1.1) genannte sowie unter 3.1.2.1, 3.1.2.3, 3.1.2.4, 3.1.2.5, 3.2.2,3.2.3, 3.2.4, 3.3.2, 3.3.3,
3.3.4, 3.4.1, 3.4.3, 3.4.4 und 3.4.5 aufgefihrte mit Kolb et al. (2020) versehene, von Frau Dr. rer.
nat. Johanna W. Hellinger (3.1.1 und 3.1.2.1) und mir erhobene Daten wurden publiziert in Kolb et
al. (2020) mit dem Titel ,/Influence of ARHGAPZ29 on the invasion of mesenchymal-transformed
breast cancer cells* (https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616) und werden mit der Lizenz CC
BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/) hier aufgefiihrt.
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3.1.2.1, Kolb et al. 2020) wurde die ARHGAP29-Expression in diesen mithilfe der
Methode des transienten knockdowns mit ARHGAP29-spezifischer siRNA (siehe
2.2.2.1) vermindert, um die Auswirkungen einer verringerten Expression auf die In-
vasivitat und Proliferation von invasiven Mammakarzinomzellen zu untersuchen.
Die Effizienz des transienten knockdowns wurde mithilfe der qPCR (siehe 2.2.2.4)
120 Stunden nach erfolgter transienter Transfektion analysiert. In den folgenden

Abschnitten sollen die Ergebnisse diesbezuglich dargelegt werden.

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Schnittmenge von 223 durch induzierte EMT hochregu-
lierten Genen und 32 in Microarrays betrachteten Rho GTPase aktivierenden Proteinen (Kolb et al.
2020). Bestehende Microarray-Daten (Ziegler 2013; Ziegler et al. 2014) zum Vergleich der Genex-
pression von MCF-7-Wildtyp-Zellen und generierten mesenchymal transformierten MCF-7-EMT-Zel-
len wurden hinsichtlich der Hochregulierung der Expression ausgewahlter Gene erneut analysiert
(Kolb et al. 2020). Unter den betrachteten Genen befanden sich 32 bis dato als Rho GTPase akti-
vierende Proteine anerkannte Gene (Kolb et al. 2020). Es zeigte sich bei 223 Genen eine Hochre-
gulation durch die induzierte EMT in den MCF-7-EMT-Zellen im Vergleich zu den MCF-7-Wildtyp-
Zellen (Ziegler 2013). Als Schnittmenge fand sich das Rho GTPase aktivierende Protein ARHGAP29
(Kolb et al. 2020). Die relative Expressionsanderung (FC, Fold change) der betrachteten Gene be-
trug 1,0 - 4,53 (Ziegler 2013). Im Rahmen der Microarrays verwendete MCF-7-EMT-Zellen wurden
durch mehrfache Kokultivierung von MCF-7-Zellen mit Osteosarkomzellen der Linie MG-63 gene-
riert, wie von Ziegler et al. (2014) beschrieben. Die Abbildung basiert auf Microarray-Daten aus Zieg-
ler (2013) und Ziegler et al. (2014) und einer ursprunglich von Frau Dr. rer. nat. Johanna W. Hellinger
erstellten und zur Verwendung und Darstellung bereitgestellten Abbildung. Die hier dargestellte Ab-
bildung entspricht einer Ubersetzten Version der in Kolb et al. (2020) enthaltenen Abbildung 1A
~Schematic representation of the overlap of microarray data of 223 genes upregulated by induced
epithelial-mesenchymal transition (EMT) and 32 considered Rho GTPase-activating proteins*
(https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm), Lizenz CC BY 4.0 (https://creativecom-
mons.org/licenses/by/4.0/). Legende abschnittsweise (ibereinstimmend mit einer Ubersetzung der


https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm
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zugehorigen Legende aus Kolb et al. (2020), (https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm), un-
ter der Lizenz CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

3.1.2 Analyse der ARHGAP29-Expression in diversen invasiven
Mammakarzinomzelllinien verglichen mit MCF-7-

Mammakarzinomzellen und nach dem knockdown von ARHGAP29

3.1.2.1  Analyse der ARHGAP29-Expression in invasiven Mammkarzinomzellen

Wie bereits mithilfe erneuter Analyse von Microarray-Daten (Ziegler 2013; Ziegler
et al. 2014) durch Frau Dr. rer. nat. Johanna W. Hellinger untersucht wurde, expri-
mieren mesenchymal transformierte MCF-7-EMT-Zellen ARHGAP29 in erhdhtem
Male (MCF-7-EMT: 8,114 + 0,1053 SEM Average Expression vs. (versus) ,Kon-
trolle”: MCF-7: 6,728 + 0,3298 SEM Average Expression; p = 0,0161; n = 3; siehe
Abbildung 3; Kolb et al. 2020). Weitere Genexpressionsanalysen durch Frau Dr. rer.
nat. Johanna W. Hellinger bestatigten, dass ARHGAP29 nicht nur in diesen
MCF-7-EMT-Zellen, die durch wiederholte Kokultivierung generiert wurden (Ziegler
et al. 2014), signifikant erhoht exprimiert wird, verglichen mit MCF-7, sondern auch
in solchen durch Mammospharenkultivierung nach Guittilla et al. (2012) erzeugten
MCF-7-EMT-Zellen und in einer zweiten nach Guttilla et al. (2012) und Ziegler et al.
(2014) mesenchymal transformierten Zelllinie, genannt T-47D-EMT, sowie in den
dreifach-negativen, aggressiven Mammakarzinomzelllinien (Gazdar et al. 1998;
Neve et al. 2006; Prat et al. 2010; Holliday und Speirs 2011) HCC1806 und
MDA-MB-231 (MCF-7-EMT: 2,35 = 0,5765 SEM relative Genexpression (FC, Fold
change) vs. ,Kontrolle® ; p =0,0473; n =5; T-47D-EMT: 2,235 £ 0,4687 SEM rela-
tive Genexpression (FC) vs. ,Kontrolle; p = 0,025; n = 6; HCC1806: 1,658 £ 0,2178
SEM relative Genexpression (FC) vs. ,Kontrolle“; p = 0,0165; n = 5; MDA-MB-231:
7,533 £ 1,145 SEM relative Genexpression (FC) vs. ,Kontrolle®; p = 0,0099; n = 3;
siehe Abbildung 4; Kolb et al. 2020). Daher wurde die ARHGAP29-Expression in
diesen vier Zelllinien mithilfe von ARHGAP29-spezifischen siRNA-knockdowns
transient vermindert, um nachfolgend den Einfluss von ARHGAP29 auf Prozesse

wie Invasion, Proliferation und Proteinexpression zu untersuchen.


https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm
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Abbildung 3: Nachweis der signifikant erhdhten basalen Expression von ARHGAP29 in MCF-7-EMT-
Zellen (Kolb et al. 2020). Basale Expression (Average Expression) von ARHGAP29 in den Zelllinien
MCF-7 und MCF-7-EMT (Kolb et al. 2020), basierend auf Microarray-Daten von Ziegler (2013) und
Ziegler et al. (2014). Bestehende Microarray-Daten (Ziegler 2013; Ziegler et al. 2014) zum Vergleich
der Genexpression von MCF-7-Wildtyp-Zellen und mesenchymal transformierten MCF-7-EMT-Zel-
len wurden hinsichtlich der ARHGAP29-Genexpression untersucht (Kolb et al. 2020). Es wurden
mindestens biologische und technische Triplikate verwendet. Angegeben sind MW * SEM,
Signifikanzen wurden mithilfe ungepaarter t-Tests ermittelt; (*) p <0,05.
Originalabbildung von Frau Dr. rer. nat. Johanna W. Hellinger nach freundlicher Genehmigung uber-
nommen, modifizierte Version (veranderte Skalierung der Ordinatenachse) der publizierten Abbil-
dung 1C ,Evidence of the significantly increased basal expression of ARHGAP29 in MCF-7-EMT
cells was found.“ von Kolb et al. (2020); Legende abschnittsweise Uibereinstimmend mit einer Uber-
setzung der zugehorigen Legende aus Kolb et al. (2020), https://www.mdpi.com/2073-
4409/9/12/2616/htm; in beiden Fallen Lizenz CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licen-
ses/by/4.0/).


https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm
https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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Abbildung 4: Nachweis der signifikant erhéhten ARHGAP29-Expression in den Zelllinien
MCF-7-EMT, T-47D-EMT, HCC1806 und MDA-MB-231, verglichen mit der Zelllinie MCF-7 (Kolb et
al. 2020). Relative Genexpression von ARHGAP29 in den Zelllinien MCF-7, MCF-7-EMT,
T-47D-EMT, HCC1806 und MDA-MB-231 (Kolb et al. 2020). Durch quantitative real-time-PCR wurde
die Expression von ARHGAP29 auf RNA-Ebene analysiert und auf die GAPDH-Expression normiert
(Kolb et al. 2020). Es wurden mindestens biologische und technische Triplikate verwendet. Angege-
ben sind MW + SEM, Signifikanzen wurden mithilfe ungepaarter t-Tests ermittelt; (*) p < 0,05, (**) p
< 0,01. Ein Teil der Daten ist auBerdem in abgewandelter Form in der Abbildung 1D ,Expression of
ARHGAP29 in MCF-7, MCF-7-EMT, T-47D, T-47D-EMT, and HCC1806 breast cancer cells.“ von
Kolb et al. (2020), (https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm), publiziert (Lizenz CC BY 4.0;
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). Die hier dargestellte Abbildung wurde jedoch im Vo-
raus von Frau Dr. rer. nat. Johanna W. Hellinger erstellt und in dieser urspringlichen Form nach der
freundlichen Bereitstellung und Genehmigung durch sie Gibernommen. Legende entsprechend der
Ubersetzung von jener zur Abbildung 1D ,Expression of ARHGAP29 in MCF-7, MCF-7-EMT, T-47D,
T-47D-EMT, and HCC1806 breast cancer cells.” von Kolb et al. (2020), https://www.mdpi.com/207 3-
4409/9/12/2616/htm; Lizenz CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

3.1.2.2 Analyse der ARHGAP29-Genexpression nach transienter siRNA-

Transfektion in MDA-MB-231-Mammakarzinomzellen

Die Zelllinie MDA-MB-231 gilt als dreifach negativ, d.h. die Zellen weisen keine Ex-
pression der Hormonrezeptoren fiir Ostrogen und Progesteron sowie keine Uberex-
pression von HER2/neu auf (Neve et al. 2006; Prat et al. 2010). Zudem wurde
bereits aufgezeigt, dass diese Zelllinie in vitro hoch-invasive Eigenschaften aufweist


https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm
https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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(Neve et al. 2006). Es bleibt unklar, welche Rolle ARHGAP29 in Bezug auf die EMT
und Invasivitat dieser Zelllinie einnimmt. Folglich sollte in invasiven MDA-MB-231-
Mammakarzinomzellen die ARHGAP29-Expression transient vermindert werden
und der Einfluss auf die Invasivitat und Proliferation analysiert werden. Genexpres-
sionsanalysen 120 Stunden nach erfolgter transienter Transfektion zeigten eine sig-
nifikant verminderte ARHGAP29-mRNA-Expression (0,87 + 0,04916 SEM relative
Genexpression (FC) vs. ,Kontrolle®; p = 0,0383; n = 4; siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Nachweis der signifikant verminderten ARHGAP29-Expression nach erfolgter tran-
sienter siRNA-Transfektion der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231. Genexpression von ARH-
GAP29 in der Mammakarzinomzelllinie MDA-MD-231 zum Zeitpunkt t12on. Durch quantitative real-
time-PCR wurde die Expression von ARHGAP29 auf RNA-Ebene analysiert und auf die GAPDH-
Expression normiert. In der Behandlungsgruppe (,LARHGAP29-) erfolgte die transiente Transfek-
tion der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 mit ARHGAP29-spezifischer siRNA und in der
Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle*) mit unspezifischer siRNA. Es wurden mindestens biologische
und technische Triplikate verwendet. Angegeben sind MW + SEM, Signifikanzen wurden mithilfe

ungepaarter t-Tests ermittelt; (*) p < 0,05.
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3.1.2.3 Analyse der ARHGAP29-Genexpression nach transienter siRNA-

Transfektion in HCC1806-Mammakarzinomzellen

HCC1806 stellen ebenfalls eine dreifach-negative Mammakarzinomzelllinie dar
(Gazdar et al. 1998). Im Vergleich mit anderen Mammakarzinomzelllinien erweisen
sich diese als eine Zelllinie mit starkerem invasiven Potenzial, das durch Kokultur
mit Osteosarkomzellen noch gesteigert werden kann (Ziegler et al. 2014). Welchen
Einfluss ARHGAP29 auf die Invasivitat und Proliferation dieser aggressiven
Mammakarzinomzellen nimmt, ist noch ungeklart. Daher wurde die ARHGAP29-
Expression in HCC1806 transient vermindert und der Einfluss auf die Invasions- und
Proliferationsfahigkeit analysiert. Eine signifikante Verminderung der ARHGAP29-
Genexpression konnte 120 Stunden nach der transienten Expressionsverminde-
rung gegenuber der Kontrollpopulation festgestellt werden (0,73 £ 0,01155 SEM
relative Genexpression (FC) vs. ,Kontrolle; p < 0,0001; n = 3; siehe Abbildung 6;
(Kolb et al. 2020).
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Abbildung 6: Nachweis der signifikant verminderten ARHGAP29-Expression nach erfolgter tran-
sienter siRNA-Transfektion der Mammakarzinomzelllinie HCC1806 (Kolb et al. 2020). Genexpres-
sion von ARHGAP29 in der Mammakarzinomzelllinie HCC1806 zum Zeitpunkt t12o0n (Kolb et al.
2020). Durch quantitative real-time-PCR wurde die Expression von ARHGAP29 auf RNA-Ebene
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analysiert und auf die GAPDH-Expression normiert. In der Behandlungsgruppe (,LARHGAP29-) er-
folgte die transiente Transfektion der Mammakarzinomzelllinie HCC 1806 mit ARHGAP29-spezifi-
scher siRNA und in der Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle®) mit unspezifischer siRNA. Es wurden
mindestens biologische und technische Triplikate verwendet. Angegeben sind MW + SEM, Signifi-
kanzen wurden mithilfe ungepaarter t-Tests ermittelt; (****) p < 0,0001. Diese Abbildung wurde
selbststandig erstellt, aber reprasentiert einen in Farbe, Format und Skalierung modifizierten Aus-
schnitt der Abbildung 2A ,Detection of reduced Rho GTPase activating protein 29 (ARHGAP29)
expression after transient siRNA transfection of MCF-7-EMT, T-47D-EMT, and HCC1806 breast
cancer cells.“ von Kolb et al. (2020); Legende teilweise libereinstimmend mit einer Ubersetzung
der Legende zur entsprechenden Abbildung in Kolb et al. (2020), https://www.mdpi.com/2073-
4409/9/12/2616/htm; Lizenz CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

3.1.2.4 Analyse der ARHGAP29-Genexpression nach transienter siRNA-
Transfektion in MCF-7-EMT-Mammakarzinomzellen

Mit der Etablierung der Zelllinie MCF-7-EMT nach Ziegler et al. (2014) und Guittila
et al. (2012) und deren invasiven und EMT-assoziierten Eigenschaften bietet sich
die Moglichkeit, damit die Invasion von Tumorzellen in vitro weiter zu untersuchen
(Ziegler et al. 2014). Aullerdem zeigte sich, dass ARHGAP29 eines von 223 durch
induzierte EMT hochregulierten Genen in diesen Zellen war (siehe auch 3.1.1 und
Abbildung 2; Ziegler 2013; Ziegler et al. 2014; Kolb et al. 2020). Auch in Bezug auf
diese invasive Zelllinie und ihre Invasionsfahigkeit fand ARHGAP29 jedoch noch
keine weitere Erwahnung. In der Genexpressionsanalyse erwies sich die mRNA-
Expression von ARHGAP29 fur den Zeitpunkt t12on in den mit ARHGAP29-siRNA
transient transfizierten MCF-7-EMT-Zellen als signifikant reduziert gegentber der
Kontrolle (0,5133 + 0,1198 SEM relative Genexpression (FC) vs. ,Kontrolle
p = 0,0153; n = 3; siehe Abbildung 7; Kolb et al. 2020).


https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm
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Abbildung 7: Nachweis der signifikant verminderten ARHGAP29-Expression nach erfolgter tran-
sienter siRNA-Transfektion der Mammakarzinomzelllinie MCF-7-EMT (Kolb et al. 2020). Genex-
pression von ARHGAP29 in der Mammakarzinomzelllinie MCF-7-EMT zum Zeitpunkt t12on (Kolb et
al. 2020). Durch quantitative real-time-PCR wurde die Expression von ARHGAP29 auf RNA-Ebene
analysiert und auf die GAPDH-Expression normiert. In der Behandlungsgruppe (,LARHGAP29-) er-
folgte die transiente Transfektion der Mammakarzinomzelllinie MCF-7-EMT mit ARHGAP29-spezi-
fischer siRNA und in der Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle®) mit unspezifischer siRNA. Es wurden
mindestens biologische und technische Triplikate verwendet. Angegeben sind MW + SEM, Signifi-
kanzen wurden mithilfe ungepaarter t-Tests ermittelt; (*) p < 0,05. Diese Abbildung wurde selbst-
standig erstellt, aber reprasentiert einen in Farbe, Format und Skalierung modifizierten Ausschnitt
der Abbildung 2A ,Detection of reduced Rho GTPase activating protein 29 (ARHGAPZ29) expres-
sion after transient siRNA transfection of MCF-7-EMT, T-47D-EMT, and HCC 1806 breast cancer
cells.“ von Kolb et al. (2020); Legende teilweise tibereinstimmend mit einer Ubersetzung der Le-
gende zur entsprechenden Abbildung in Kolb et al. (2020), https://www.mdpi.com/2073-
4409/9/12/2616/htm; Lizenz CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

3.1.2.5 Analyse der ARHGAP29-Genexpression nach transienter siRNA-

Transfektion in T-47D-EMT-Mammakarzinomzellen

T-47D-Mammakarzinomzellen erscheinen gering invasiv (Neve et al. 2006; Ziegler
et al. 2014). In Kokultur mit Osteosarkomzellen entwickeln T-47D jedoch gesteigerte
Invasionsraten (Von Alten et al. 2006; Ziegler et al. 2014). Um zelllinienspezifische

Effekte ausschlieRen zu konnen, wurde mit T-47D eine weitere nicht-invasive
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Mammakarzinomzelllinie nach Guittilla et al. (2012) und Ziegler et al. (2014) mesen-
chymal transformiert und der Einfluss von ARHGAP29 auf die Invasivitat und
Proliferation analysiert. Transient mit ARHGAP29-siRNA transfizierte Zellen der Li-
nie T-47D-EMT zeigten 120 Stunden nach transienter Transfektion eine signifikant
reduzierte ARHGAP29-mRNA-Expression gegenuber der Kontrolle (0,7933 %
0,05840 SEM relative Genexpression (FC) vs. ,Kontrolle“; p = 0,0240; n = 3; siehe
Abbildung 8; Kolb et al. 2020).
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Abbildung 8: Nachweis der signifikant verminderten ARHGAP29-Expression nach erfolgter tran-
sienter siRNA-Transfektion der Mammakarzinomzelllinie T-47D-EMT (Kolb et al. 2020). Genex-
pression von ARHGAP29 in der Mammakarzinomzelllinie T-47D-EMT zum Zeitpunkt t120n (Kolb et
al. 2020). Durch quantitative real-time-PCR wurde die Expression von ARHGAP29 auf RNA-Ebene
analysiert und auf die GAPDH-Expression normiert. In der Behandlungsgruppe (,LARHGAP29-) er-
folgte die transiente Transfektion der Mammakarzinomzelllinie T-47D-EMT mit ARHGAP29-spezifi-
scher siRNA und in der Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle®) mit unspezifischer siRNA. Es wurden
mindestens biologische und technische Triplikate verwendet. Angegeben sind MW + SEM, Signifi-
kanzen wurden mithilfe ungepaarter t-Tests ermittelt; (*) p < 0,05. Diese Abbildung wurde selbst-
standig erstellt, aber reprasentiert einen in Farbe, Format und Skalierung modifizierten Ausschnitt
der Abbildung 2A ,Detection of reduced Rho GTPase activating protein 29 (ARHGAP29) expres-
sion after transient siRNA transfection of MCF-7-EMT, T-47D-EMT, and HCC1806 breast cancer
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cells.“ von Kolb et al. (2020); Legende teilweise tibereinstimmend mit einer Ubersetzung der Le-
gende zur entsprechenden Abbildung in Kolb et al. (2020), https://www.mdpi.com/2073-
4409/9/12/2616/htm; Lizenz CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

3.2 Untersuchung des Einflusses eines knockdowns von

ARHGAP29 auf die Invasivitat von Mammakarzinomzellen

Wie bereits beschrieben, wird ARHGAP29 erhdht exprimiert in invasiven und
mesenchymal transformierten Mammakarzinomzellen (siehe 3.1.2.1; Kolb et al.
2020). Nach induzierter EMT ist ARHGAP29 das einzige der betrachteten Rho
GAPs, das in mesenchymal transformierten Mammakarzinomzellen hochreguliert
wurde (siehe 3.1.1; Ziegler 2013; Kolb et al. 2020). Trotz dessen bleibt es ungeklart,
ob ARHGAP29 an der lokalen Invasion von Tumorzellen beteiligt ist. Daher wurde
untersucht, ob eine verminderte ARHGAP29-Expression Einfluss auf die knochen-
gerichtete Invasion von invasiven Mammakarzinomzellen nimmt. Es wurden Invasi-
onsassays mit transient mit ARHGAP29-siRNA transfizierten Mammakarzinomzel-
len und mit Kontroll-siRNA behandelten Zellen durchgefihrt. Daftr wurden die tran-
sient transfizierten Zellen fur 96 Stunden in einer modifizierten Boyden-Kammer mit
der Osteosarkomzelllinie MG-63 kokultiviert (siehe 2.2.1.6).

3.2.1 Einfluss einer verminderten ARHGAP29-Expression auf die Invasivitat

der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231

Im Rahmen der Invasionsassays mit der invasiven Mammakarzinomzelllinie
MDA-MB-231 fiel eine signifikant gegenuber der Kontrolle gesteigerte Invasivitat in
der Gruppe der Zellen mit verringerter ARHGAP29-Expression auf. So fand sich in
dieser annahernd die zweifache Anzahl an invadierten Zellen, verglichen mit der
Kontrolle (175,5 Zellen + 22,65 SEM in % vs. ,Kontrolle® 100 + 12,30 SEM in %;
p = 0,006; n = 18; siehe Abbildung 9).
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Abbildung 9: Nachweis der signifikant erhdhten Invasivitat nach erfolgter transienter siRNA-Trans-
fektion der Mammakarzinomzellen MDA-MB-231.

A: Invasionsanalyse von transient transfizierten Mammakarzinomzellen MDA-MB-231 nach erfolg-
ter 96h-Kokultivierung mit Osteosarkomzellen der Linie MG-63. In der Behandlungsgruppe (,ARH-
GAP29*) erfolgte die transiente Transfektion der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 mit ARH-
GAP29-spezifischer siRNA und in der Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle*) mit unspezifischer siRNA.
Die Anzahl der invadierten Zellen der Behandlungsgruppe wurde auf die Zellzahl der Kontroll-
gruppe normiert.

B: Reprasentative Filterausschnitte nach einer Hamatoxylin-Farbung der invadierten MDA-MB-231-
Mammakarzinomzellen. Die Behandlungsgruppe ist als ,ARHGAP29-“ beschriftet und die Kontroll-
gruppe als ,siRNA-Kontrolle“. Der MalRRstabbalken entspricht 100 ym.

Es wurden mindestens biologische und technische Triplikate verwendet. Angegeben sind MW

+ SEM, Signifikanzen wurden mithilfe ungepaarter t-Tests ermittelt; (**) p < 0,01.
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3.2.2 Einfluss einer verminderten ARHGAP29-Expression auf die Invasivitat

der Mammakarzinomzelllinie HCC1806

Um den unter 3.2.1 beschriebenen Effekt der signifikant gesteigerten Invasivitat der
MDA-MB-231 mit reduzierter ARHGAP29-Expression besser beurteilen zu kdnnen
und madgliche zelllinienspezifische Effekte zu erfassen, wurden Invasionsassays mit
einer weiteren dreifach negativen Zelllinie — HCC1806 — durchgefuhrt. Die
Invasionsfahigkeit der Mammakarzinomzellen mit reduzierter ARHGAP29-
Expression war signifikant vermindert im Vergleich zur Kontrollgruppe (74,09 Zellen
t+ 6,54 SEM in % vs. ,Kontrolle® 100 + 6,83 SEM in %; p = 0,0082; n = 30; siehe
Abbildung 10; Kolb et al. 2020).
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Abbildung 10: Nachweis der signifikant reduzierten Invasivitat nach erfolgter transienter siRNA-
Transfektion der Mammakarzinomzellen HCC1806 (Kolb et al. 2020).

A: Invasionsanalyse von transient transfizierten Mammakarzinomzellen HCC1806 nach erfolgter
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96h-Kokultivierung mit Osteosarkomzellen der Linie MG-63, wie in Kolb et al. (2020). In der Be-
handlungsgruppe (LARHGAP29“) erfolgte die transiente Transfektion der Mammakarzinomzelllinie
HCC1806 mit ARHGAP29-spezifischer siRNA und in der Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle®) mit un-
spezifischer siRNA. Die Anzahl der invadierten Zellen der Behandlungsgruppe wurde auf die Zell-
zahl der Kontrollgruppe normiert.

B: Reprasentative Filterausschnitte nach einer Hamatoxylin-Farbung der invadierten HCC1806-
Mammakarzinomzellen (Kolb et al. 2020). Die Behandlungsgruppe ist als ,ARHGAP29“ beschriftet
und die Kontrollgruppe als ,siRNA-Kontrolle®. Der Maf3stabbalken entspricht 100 um.

Es wurden mindestens biologische und technische Triplikate verwendet. Angegeben sind MW

+ SEM, Signifikanzen wurden mithilfe ungepaarter t-Tests ermittelt; (**) p < 0,01. Diese Abbildung
wurde selbststandig erstellt, aber reprasentiert eine in der Formatierung und Beschriftung modifi-
zierte Version der Abbildung 2D von Kolb et al. (2020); Legende teilweise einer Ubersetzung jener
der zugehorigen Abbildung entsprechend (https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm); Li-
zenz CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

3.2.3 Einfluss einer verminderten ARHGAP29-Expression auf die Invasivitat

von mesenchymal transformierten MCF-7-EMT-Mammakarzinomzellen

Der Einfluss von ARHGAP29 auf die Invasionsfahigkeit sollte bei nach Guittilla et al.
(2012) und Ziegler et al. (2014) mesenchymal transformierten Mammakarzinomzel-
len untersucht werden. Dafur wurde die Invasivitat von transient transfizierten
MCF-7-EMT-Mammakarzinomzellen mittels Invasionsassays nach beschriebenem
Verfahren (siehe 2.2.1.6) betrachtet. Bezogen auf die mit unspezifischer siRNA be-
handelten Zellen, waren die MCF-7-EMT-Zellen mit verringerter ARHGAP29-Ex-
pression signifikant schwacher invasiv (Kolb et al. 2020). So fanden sich nur halb
so viele invadierte Zelle in der ARHGAP29-knockdown-Gruppe, verglichen mit der
Kontrollgruppe (49,51 Zellen £ 9,911 Zellen SEM in % vs. ,Kontrolle” 99,99 Zellen
1+ 12,08 Zellen SEM in %; p = 0,0027; n = 18; siehe Abbildung 11; Kolb et al. 2020).
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Abbildung 11: Nachweis der signifikant reduzierten Invasivitat nach erfolgter transienter siRNA-
Transfektion der Mammakarzinomzellen MCF-7-EMT (Kolb et al. 2020).

A: Invasionsanalyse von transient transfizierten Mammakarzinomzellen MCF-7-EMT nach erfolgter
96h-Kokultivierung mit Osteosarkomzellen der Linie MG-63, wie in Kolb et al. (2020). In der Be-
handlungsgruppe (,LARHGAP29-) erfolgte die transiente Transfektion der Mammakarzinomzelllinie
MCF-7-EMT mit ARHGAP29-spezifischer siRNA und in der Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle“) mit
unspezifischer siRNA. Die Anzahl der invadierten Zellen der Behandlungsgruppe wurde auf die
Zellzahl der Kontrollgruppe normiert.

B: Reprasentative Filterausschnitte nach einer Hamatoxylin-Farbung der invadierten MCF-7-EMT-
Mammakarzinomzellen (Kolb et al. 2020). Die Behandlungsgruppe ist als ,ARHGAP29-“ beschriftet
und die Kontrollgruppe als ,siRNA-Kontrolle®“. Der Mal3stabbalken entspricht 100 uym.

Es wurden mindestens biologische und technische Triplikate verwendet. Angegeben sind

MW £ SEM, Signifikanzen wurden mithilfe ungepaarter t-Tests ermittelt; (**) p < 0,01. Diese Abbil-
dung wurde selbststandig erstellt, aber reprasentiert eine in der Formatierung und Beschriftung
modifizierte Version der Abbildung 2B von Kolb et al. (2020); Legende teilweise einer Ubersetzung
jener der zugehdrigen Abbildung entsprechend (https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm);
Lizenz CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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3.2.4 Einfluss einer verminderten ARHGAP29-Expression auf die Invasivitat

der mesenchymal transformierten T-47D-EMT-Mammakarzinomzellen

Wie auch zwei verschiedene dreifach-negative Mammakarzinomzelllinien hinsicht-
lich ihrer Invasionsfahigkeit bei reduzierter ARHGAP29-Expression analysiert wur-
den, sollte neben der Linie MCF-7-EMT eine zweite nach Guittilla et al. (2012) und
Ziegler et al. (2014) mesenchymal transformierte Mammakarzinomzelllinie dahinge-
hend untersucht werden. Dafur wurden Invasionsassays mit T-47D-EMT-Zellen
nach einem transienten knockdown von ARHGAP29 durchgefuhrt. Mammakarzi-
nomzellen mit verminderter ARHGAP29-Expression zeigten eine signifikante, an-
nahernd um die Halfte reduzierte Invasivitat, verglichen mit der Kontroligruppe
(58,37 Zellen £ 9,317 Zellen SEM in % vs. ,Kontrolle® 100 Zellen £ 13,82 Zellen
SEM in %; p = 0,0175; n = 18; siehe Abbildung 12; Kolb et al. 2020).
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Abbildung 12: Nachweis der signifikant reduzierten Invasivitat nach erfolgter transienter siRNA-
Transfektion der Mammakarzinomzellen T-47D-EMT (Kolb et al. 2020).
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A: Invasionsanalyse von transient transfizierten Mammakarzinomzellen T-47D-EMT nach erfolgter
96h-Kokultivierung mit Osteosarkomzellen der Linie MG-63, wie in Kolb et al. (2020). In der Be-
handlungsgruppe (,LARHGAP29-) erfolgte die transiente Transfektion der Mammakarzinomzelllinie
T-47D-EMT mit ARHGAP29-spezifischer siRNA und in der Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle®) mit
unspezifischer siRNA. Die Anzahl der invadierten Zellen der Behandlungsgruppe wurde auf die
Zellzahl der Kontrollgruppe normiert.

B: Reprasentative Filterausschnitte nach einer Hamatoxylin-Farbung der invadierten T-47D-EMT-
Mammakarzinomzellen (Kolb et al. 2020). Die Behandlungsgruppe ist als ,ARHGAP29“ beschriftet
und die Kontrollgruppe als ,siRNA-Kontrolle®. Der Maf3stabbalken entspricht 100 um.

Es wurden mindestens biologische und technische Triplikate verwendet. Angegeben sind

MW £ SEM, Signifikanzen wurden mithilfe ungepaarter t-Tests ermittelt; (*) p < 0,05. Diese Abbil-
dung wurde selbststandig erstellt, aber reprasentiert eine in der Formatierung und Beschriftung
modifizierte Version der Abbildung 2C von Kolb et al. (2020); Legende teilweise einer Ubersetzung
jener der zugehdrigen Abbildung entsprechend (https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm);
Lizenz CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

3.3 Untersuchung der Auswirkungen des knockdowns von

ARHGAP29 auf die Proliferation von Mammakarzinomzellen

Veranderungen in der Proliferationsfahigkeit von Zellen kdnnen Einfluss auf die Er-
gebnisse von Invasionsanalysen nehmen — aus diesem Grund wurden Mammakar-
zinomzellen der vier Zelllinien hinsichtlich eines moglichen Einflusses von ARH-
GAP29 auf ihre Proliferation analysiert. Daflir wurden Mammakarzinomzellen nach
transienter Transfektion mit gegen ARHGAP29 gerichteter siRNA oder mit Kontroll-
siRNA bis zum Zeitpunkt t120n kultiviert und anschlieRend die ermittelten Zellzahlen
der beiden Gruppen miteinander verglichen (siehe 2.2.1.5). Im Weiteren werden

diesbezugliche Ergebnisse erlautert.

3.3.1 Einfluss einer reduzierten ARHGAP29-Expression auf die Proliferation

der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231

Bei beschriebenem Einfluss von ARHGAP29 auf die Invasivitat der MDA-MB-231
(siehe 3.2.1) zeigten Proliferationsanalysen der dreifach-negativen Zelllinie (Neve
et al. 2006; Prat et al. 2010) keinen signifikanten Unterschied zum Zeitpunkt t12on
zwischen der Population mit regelrechter und der Population mit herunterregulierter
ARHGAP29-Expression (102,3 Zellen + 10,6 SEM in % vs. ,Kontrolle“; p = 0,8374;
n = 3; siehe Abbildung 13).
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Abbildung 13: Nachweis der nicht signifikant verédnderten Proliferation der Mammakarzinomzelllinie
MDA-MB-231 nach erfolgter siRNA-Transfektion. Proliferationsanalyse von transient transfizierten
Mammakarzinomzellen der Linie MDA-MB-231 nach 120 Stunden. In der Behandlungsgruppe
(LARHGAP29) erfolgte die transiente Transfektion der Mammakarzinomzelllinie mit ARHGAP29-
spezifischer siRNA und in der Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle®) mit unspezifischer siRNA. Nach
der Kultivierung fir 120 Stunden wurden die adharenten transient transfizierten Mammakarzinom-
zellen geldst und mithilfe der Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Es konnte kein signifikanter Un-
terschied bezuglich der Proliferation zwischen der Kontroll- und der Behandlungsgruppe gezeigt
werden. Es wurden mindestens biologische und technische Triplikate verwendet. Angegeben sind
MW £ SEM, Signifikanzen wurden mithilfe ungepaarter t-Tests ermittelt.

3.3.2 Einfluss einer reduzierten ARHGAP29-Expression auf die Proliferation
der Mammakarzinomzelllinie HCC1806

Neben dem Einfluss von ARHGAP29 auf deren Invasivitat (siehe 3.2.2; Kolb et al.
2020) wurde bei einer zweiten dreifach-negativen Zelllinie — HCC1806 — (Gazdar et
al. 1998) ebenfalls die Rolle von ARHGAP29 bei der Proliferationsfahigkeit unter-
sucht. Hier zeigte sich eine signifikant erhdhte Zellzahl auf Seiten der Zellen mit
verringerter ARHGAP29-Expression zum Zeitpunkt t12on (Kolb et al. 2020). Diese
wiesen eine um mehr als das Zweifache gesteigerte Proliferationsfahigkeit im Ver-
gleich zur Kontrolle auf (225,3 Zellen + 44,46 SEM in % vs. ,Kontrolle“; p = 0,0479;
n = 3; siehe Abbildung 14; Kolb et al. 2020).
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Abbildung 14: Nachweis der signifikant gesteigerten Proliferation der Mammakarzinomzelllinie
HCC1806 nach erfolgter siRNA-Transfektion (Kolb et al. 2020). Proliferationsanalyse von transient
transfizierten Mammakarzinomzellen der Linie HCC1806 nach 120 Stunden, wie in Kolb et al.
(2020). In der Behandlungsgruppe (,LARHGAP29“) erfolgte die transiente Transfektion der
Mammakarzinomzelllinie mit ARHGAP29-spezifischer siRNA und in der Kontrollgruppe (,siRNA-
Kontrolle®) mit unspezifischer siRNA. Nach der Kultivierung fiir 120 Stunden wurden die adharen-
ten transient transfizierten Mammakarzinomzellen geldst und mithilfe der Neubauer-Zahlkammer
ausgezahlt. Es wurden mindestens biologische und technische Triplikate verwendet. Angegeben
sind MW + SEM, Signifikanzen wurden mithilfe ungepaarter t-Tests ermittelt, (*) p < 0,05. Diese
Abbildung wurde selbststandig erstellt, aber reprasentiert eine in der Formatierung modifizierte und
Ubersetzte Version des Teils C der Abbildung 3 von Kolb et al. (2020) mit dem Titel ,Effect of the
downregulation of Rho GTPase activating protein 29 (ARHGAP29) on the proliferation of MCF-7-
EMT (A), T-47D-EMT (B), and HCC1806 (C) breast cancer cells.”; Legende teilweise Ubereinstim-
mend mit einer Ubersetzung der Legende zur entsprechenden Abbildung in Kolb et al. (2020),
https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm; Lizenz CC BY 4.0 (https://creativecom-
mons.org/licenses/by/4.0/).

3.3.3 Einfluss einer reduzierten ARHGAP29-Expression auf die Proliferation

der mesenchymal transformierten MCF-7-EMT-Mammakarzinomzellen

Inwiefern die Proliferation durch die Herunterregulierung von ARHGAP29 beein-
flusst werden konnte, sollte ebenfalls bei den nach Guttilla et al. (2012) und Ziegler
et al. (2014) mesenchymal transformierten Mammakarzinomzellen MCF-7-EMT na-
her betrachtet werden, da auch bei diesen Zellen Invasionsanalysen vorgenommen

wurden (siehe 3.2.3). Die ermittelte Zellzahl fir den Zeitpunkt t120n zeigte sich hierbei
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in der Gruppe der Zellen mit reduzierter ARHGAP29-Genexpression signifikant er-
hdéht, verglichen mit der unspezifisch transfizierten Kontrollgruppe (159,5 Zellen £
15,78 SEM in % vs. ,Kontrolle®; p = 0,0054; n = 5; siehe Abbildung 15; Kolb et al.
2020).
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Abbildung 15: Nachweis der signifikant gesteigerten Proliferation der Mammakarzinomzelllinie
MCF-7-EMT nach erfolgter siRNA-Transfektion (Kolb et al. 2020). Proliferationsanalyse von tran-
sient transfizierten Mammakarzinomzellen der Linie MCF-7-EMT nach 120 Stunden, wie in Kolb et
al. (2020). In der Behandlungsgruppe (,LARHGAP29) erfolgte die transiente Transfektion der
Mammakarzinomzelllinie mit ARHGAP29-spezifischer siRNA und in der Kontrollgruppe (,siRNA-
Kontrolle®) mit unspezifischer siRNA. Nach der Kultivierung fiir 120 Stunden wurden die adharen-
ten transient transfizierten Mammakarzinomzellen gelést und mithilfe der Neubauer-Zahlkammer
ausgezahlt. Es wurden mindestens biologische und technische Triplikate verwendet. Angegeben
sind MW = SEM, Signifikanzen wurden mithilfe ungepaarter t-Tests ermittelt; (**) p < 0,01. Diese
Abbildung wurde selbststandig erstellt, aber reprasentiert eine in der Formatierung modifizierte und
Ubersetzte Version des Teils A der Abbildung 3 von Kolb et al. (2020) mit dem Titel , Effect of the
downregulation of Rho GTPase activating protein 29 (ARHGAPZ29) on the proliferation of MCF-7-
EMT (A), T-47D-EMT (B), and HCC1806 (C) breast cancer cells.“; Legende teilweise tUbereinstim-
mend mit einer Ubersetzung der Legende zur entsprechenden Abbildung in Kolb et al. (2020),
https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm; Lizenz CC BY 4.0 (https://creativecom-
mons.org/licenses/by/4.0/).
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3.3.4 Einfluss einer reduzierten ARHGAP29-Expression auf die Proliferation

der mesenchymal transformierten T-47D-EMT-Mammakarzinomzellen

Wie unter 3.2.4 und in Kolb et al. (2020) beschrieben, wurden T-47D-EMT-
Mammakarzinomzellen in ihrer Invasionsfahigkeit durch die verringerte ARH-
GAP29-Expression signifikant beeinflusst. Zusatzlich wurden diese ebenfalls einer
Proliferationsanalyse unterzogen. Fir 120 Stunden nach erfolgte Transfektion
wurde ein Trend zur erhohten Proliferation bei reduzierter ARHGAP29-mRNA-Ex-
pression verglichen mit der Kontrolle gefunden, jedoch war dieser Unterschied nicht
signifikant (126,3 Zellen £ 20,35 SEM in % vs. ,Kontrolle®; p = 0,2315; n = 5; siehe
Abbildung 16; Kolb et al. 2020).
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Abbildung 16: Nachweis der nicht signifikant verédnderten Proliferation der Mammakarzinomzelllinie
T-47D-EMT nach erfolgter siRNA-Transfektion (Kolb et al. 2020). Proliferationsanalyse von tran-
sient transfizierten Mammakarzinomzellen der Linie T-47D-EMT nach 120 Stunden, wie in Kolb et
al. (2020). In der Behandlungsgruppe (,LARHGAP29) erfolgte die transiente Transfektion der
Mammakarzinomzelllinie mit ARHGAP29-spezifischer siRNA und in der Kontrollgruppe (,siRNA-
Kontrolle) mit unspezifischer siRNA. Nach der Kultivierung fur 120 Stunden wurden die adhéaren-
ten transient transfizierten Mammakarzinomzellen geldst und mithilfe der Neubauer-Zahlkammer
ausgezahlt. Es konnte kein signifikanter Unterschied bezlglich der Proliferation zwischen der Kon-
troll- und der Behandlungsgruppe gezeigt werden. Es wurden mindestens biologische und techni-
sche Triplikate verwendet. Angegeben sind MW + SEM, Signifikanzen wurden mithilfe ungepaarter
t-Tests ermittelt. Diese Abbildung wurde selbststandig erstellt, aber reprasentiert eine in der For-

matierung modifizierte und Uibersetzte Version des Teils B der Abbildung 3 von Kolb et al. (2020)
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mit dem Titel , Effect of the downregulation of Rho GTPase activating protein 29 (ARHGAP29) on
the proliferation of MCF-7-EMT (A), T-47D-EMT (B), and HCC1806 (C) breast cancer cells.”; Le-
gende teilweise Uibereinstimmend mit einer Ubersetzung der Legende zur entsprechenden Abbil-
dung in Kolb et al. (2020), https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm; Lizenz CC BY 4.0

(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

3.4 Proteinexpression von ARHGAP29 und AKT1 in

Mammakarzinomzelllinien

3.4.1 Analyse moglicher Interaktionspartner von ARHGAP29

Es ist bekannt, dass ARHGAP29 eine Spezifitat fUr Rho der Familie der Rho GTP-
asen (Saras et al. 1997) und damit fur einen der ,Hauptregulatoren des Aktinzyto-
skeletts” (Post et al. 2015) besitzt und die Rho(A)-Signalkaskade hemmt (Xu et al.
2011; Post et al. 2013). Gleichzeitig wird eine aktivitatsverringernde Wirkung auf
Rho von einem anderen Protein, genannt AKT1, Uber einen Zwischenschritt vermu-
tet (Liu et al. 2006). Inwiefern sich ARHGAP29 und AKT1 in ihrer Wirkung auf die
Rho-Signalkaskade Uberschneiden oder welchen Einfluss sie aufeinander besitzen,
bleibt jedoch ungeklart. Inspiriert durch diese Uberlegungen wurde AKT1 als weite-
res Zielprotein neben ARHGAP29 fur Proteinexpressionsanalysen zum Vergleich
von Mammakarzinomzellen mit verminderter und regelrechter ARHGAP29-Expres-
sion und zur Untersuchung einer méglichen Signalkaskade um ARHGAP29 ausge-
wahlt. Die Auswahl wurde dabei aus einer Reihe von moglichen Interaktionspart-
nern getroffen, die mithilfe von In-silico-Analysen auf dem GIANT-Webserver
(https://hb.flatironinstitute.org/) durchgefuhrt wurden (siehe 2.2.4; Kolb et al. 2020).
Diese zeigte neben MAGEA11 (Interaktionswahrscheinlichkeit 0,4974), RHOD (In-
teraktionswahrscheinlichkeit 0,2368), CDC42 und PTPN13 (fur beide Interaktions-
wahrscheinlichkeit 0,2358) und SIRT1 (Interaktionswahrscheinlichkeit 0,1336) die
Serin-/Threoninkinase AKT1 als mdglichen Interaktionspartner mit ARHGAP29
(Wahrscheinlichkeit der Interaktion 0,2358)2, siehe Abbildung 17, (Kolb et al. 2020).
Es wurde die ARHGAP29- und AKT1-Proteinexpression in einer Kontrollgruppe so-

2 Verwendung der hier aufgefiihrten Daten des Flatiron Institutes zur Analyse , Tissue-specific inter-
actions* von ARHGAP29 im Brustdrisengeweben (https://hb.flatironinstitute.org/gene/9411) mit dem
minimalen Konfidenzintervall 0,1 und sieben betrachteten Genen mit der Lizenz CC BY 4.0
(https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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https://hb.flatironinstitute.org/gene/9411
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Ergebnisse 65

wie in transient mit ARHGAP29-spezifischer siRNA transfizierten Mammakarzinom-
zellen zum Zeitpunkt t120n untersucht. Die zugehdrigen Ergebnisse sind im Folgen-
den beschrieben.

AKT1
MAGEA11
CDcC42
PTPN13
ARHGAP29
SIRT1
RHOD
0.0 0.5 1.0

Abbildung 17: Darstellung der Interaktionswahrscheinlichkeit zwischen ARHGAP29 und einer Aus-
wahl von Genen im menschlichen Brustdriisengewebe (Kolb et al. 2020). Graphik als Ergebnis der
Analyse unter https://hb.flatironinstitute.org/gene/9411. Interaktionswahrscheinlichkeit von ARH-
GAP29 mit AKT1, SIRT1, PTPN13, CDC42, MAGEA11 und RHOD im Brustdriisengewebe. In-si-
lico-Analysen wurden mithilfe des GIANT-Webservers (bereitgestellt von HumanBase,
https://hb.flatironinstitute.org/, abgerufen am 26.07.2019) durchgefiihrt. Als minimales Konfidenzin-
tervall der Interaktion wurde 0,1 gewahlt. Die maximale Anzahl der betrachteten Gene betrug sie-
ben. Die Farbe der Verbindungslinien zwischen den Interaktionspartnern spiegelt die mogliche In-
teraktion wider, entsprechend einem Farbverlauf von griin (keine Interaktion; 0), iber orange (mitt-
lere Interaktionswahrscheinlichkeit von ca. 0,5) bis zu rot (hohe Interaktionswahrscheinlichkeit von
1). Graphik des Flatiron Institute als Ergebnis der Analyse zu , Tissue-specific interactions® von AR-
HGAP29 im Brustdrisengewebe unter https://hb.flatironinstitute.org/gene/9411 und den oben auf-
gefuhrten Angaben; Lizenz CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/). Legende in
Teilen entsprechend der deutschen Ubersetzung jener Legende zu Abbildung 4A ,Probability of
interaction of Rho GTPase activating protein 29 (ARHGAP29) with AKT1, SIRT1, PTPN13,
CDC42, MAGEA11, and RHOD" von Kolb et al. (2020), https://www.mdpi.com/2073-
4409/9/12/2616/htm; Lizenz CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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3.4.2 Proteinexpression von ARHGAP29 und AKT1 in der
Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 nach dem knockdown von
ARHGAP29

Bei der dreifach-negativen Zelllinie MDA-MB-231 (Neve et al. 2006; Prat et al. 2010)
konnte auf RNA-Ebene eine signifikante Verminderung der ARHGAP29-Expression
zum Zeitpunkt ti2on nach erfolgter Transfektion nachgewiesen werden (siehe
3.1.2.2). Dies konnte auch auf Proteinebene bestatigt werden. So wurde 120 Stun-
den nach erfolgter transienter Transfektion eine signifikant verminderte ARH-
GAP29-Expression in der Population mit verminderter ARHGAP29-Expression er-
kennbar (43,67 + 18,48 SEM relative Expression ARHGAP29/GAPDH in % vs.
,Kontrolle®; p =0,0381; n = 3; siehe Abbildung 18). Es fiel auRerdem auf, dass
MDA-MB-231-Mammakarzinomzellen mit verminderter ARHGAP29-Expression
ebenfalls eine signifikant reduzierte AKT1-Expression aufwiesen (73 + 6,928 SEM
relative Expression AKT1/GAPDH in % vs. ,Kontrolle“; p = 0,0176; n = 3; siehe Ab-
bildung 18).
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Abbildung 18: Nachweis der signifikant verminderten Expression von ARHGAP29 und AKT1 nach
erfolgter transienter siRNA-Transfektion der Mammakarzinomzelllinie MDA-MD-231.

A: Proteinexpression von ARHGAP29 in der Mammakarzinomzelllinie MDA-MD-231. Die Expres-
sion von ARHGAP29 auf Proteinebene wurde mithilfe des Western-Blot-Verfahren bestimmt und
auf die GAPDH-Expression normiert. In der Behandlungsgruppe (,LARHGAP29-) erfolgte die tran-
siente Transfektion der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 mit ARHGAP29-spezifischer siRNA
und in der Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle*) mit unspezifischer siRNA.

B: Proteinexpression von AKT1 in der Mammakarzinomzelllinie MDA-MD-231. Die Expression von
AKT1 auf Proteinebene wurde mithilfe des Western-Blot-Verfahren bestimmt und auf die GAPDH-
Expression normiert. In der Behandlungsgruppe (,LARHGAP29-) erfolgte die transiente Transfek-
tion der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 mit ARHGAP29-spezifischer siRNA und in der
Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle*) mit unspezifischer siRNA.

C: Reprasentative Western-Blot-Ausschnitte zu A und B. ,ARHGAP29 +“ bezeichnet die mit un-
spezifischer siRNA behandelte Kontrollgruppe und ,ARHGAP29 -“ die mit ARHGAP29 spezifischer
siRNA transfizierte Behandlungsgruppe.
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Es wurden mindestens biologische und technische Triplikate verwendet. Angegeben sind
MW + SEM, Signifikanzen wurden mithilfe ungepaarter t-Tests ermittelt; (*) p < 0,05.

3.4.3 Proteinexpression von ARHGAP29 und AKT1 in der
Mammakarzinomzelllinie HCC1806 nach dem knockdown von
ARHGAP29

Auch die dreifach-negative Mammakarzinomzelllinie HCC1806 (Gazdar et al. 1998)
wurde 120 Stunden nach transienter Transfektion hinsichtlich der ARHGAP29- und
AKT1-Expression auf Proteinebene untersucht. Das Ergebnis bestatigte auf Pro-
teinebene die signifikante Herunterregulierung von ARHGAP29 in den spezifisch
gegen ARHGAPZ29 transfizierten Tumorzellen (40,80 £ 10,19 SEM relative Expres-
sion ARHGAP29/GAPDH in % vs. ,Kontrolle®; p = 0,0004; n = 5; siehe Abbildung
19; Kolb et al. 2020), wie auch zuvor auf mMRNA-Ebene (siehe 3.1.2.3; Kolb et al.
2020). Abbildung 19 zeigt die ebenfalls signifikant verminderte AKT1-Expression in
der Gruppe mit reduzierter ARHGAP29-Expression, welche im Rahmen der Protei-
nexpressionsanalyse deutlich wurde (45,25 + 6,613 SEM relative Expression
AKT1/GAPDH in % vs. ,Kontrolle®; p = 0,0002; n = 4; siehe Abbildung 19; Kolb et
al. 2020).
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Abbildung 19: Nachweis der signifikant verminderten Expression von ARHGAP29 und AKT1 nach
erfolgter transienter siRNA-Transfektion der Mammakarzinomzelllinie HCC1806 (Kolb et al. 2020).

A: Proteinexpression von ARHGAP29 in der Mammakarzinomzelllinie HCC1806. Die Expression

von ARHGAP29 auf Proteinebene wurde mithilfe des Western-Blot-Verfahren bestimmt und auf die
GAPDH-Expression normiert. In der Behandlungsgruppe (,ARHGAP29-) erfolgte die transiente
Transfektion der Mammakarzinomzelllinie HCC1806 mit ARHGAP29-spezifischer siRNA und in der
Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle®) mit unspezifischer siRNA.

B: Proteinexpression von AKT1 in der Mammakarzinomzelllinie HCC1806 (Kolb et al. 2020). Die
Expression von AKT1 auf Proteinebene wurde mithilfe des Western-Blot-Verfahren bestimmt und
auf die GAPDH-Expression normiert. In der Behandlungsgruppe (,LARHGAP29-%) erfolgte die tran-
siente Transfektion der Mammakarzinomzelllinie HCC1806 mit ARHGAP29-spezifischer siRNA
und in der Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle*) mit unspezifischer siRNA. Diese Abbildung wurde
selbststandig erstellt, aber entspricht einem in Format und Beschriftung modifizierten Ausschnitt
der Abbildung 4D von Kolb et al. (2020), https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm; Lizenz
CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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C: Reprasentative Western-Blot-Ausschnitte zu A und B (Kolb et al. 2020). ,ARHGAP29 +* bezeich-
net die mit unspezifischer siRNA behandelte Kontrollgruppe und ,ARHGAP29 -“ die mit ARHGAP29
spezifischer siRNA transfizierte Behandlungsgruppe. Diese Abbildung wurde selbststandig erstellt,
aber entspricht teilweise einem im Format modifizierten Ausschnitt der Abbildung 4D von Kolb et al.
(2020), https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm; Lizenz CC BY 4.0 (https://creativecom-
mons.org/licenses/by/4.0/).

Es wurden mindestens biologische und technische Triplikate verwendet. Angegeben sind
MW + SEM, Signifikanzen wurden mithilfe ungepaarter t-Tests ermittelt; (***) p < 0,001. Legende in
Teilen entsprechend einer deutschen Ubersetzung der Legende zu Abbildung 4D von Kolb et al.
(2020), https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm; Lizenz CC BY 4.0 (https://creativecom-

mons.org/licenses/by/4.0/).

3.4.4 Proteinexpression von ARHGAP29 und AKT1 in der
Mammakarzinomzelllinie MCF-7-EMT nach dem knockdown von
ARHGAP29

Im Rahmen der Genexpressionsanalyse liel} sich, wie unter 3.1.2.4 beschrieben,
bei der Mammakarzinomzelllinie MCF-7-EMT eine signifikante Reduzierung der
ARHGAP29-mRNA-Expression 120 Stunden nach erfolgter Transfektion zeigen
(Kolb et al. 2020). Auf Proteinebene wurde im Vergleich zur unspezifisch transfizier-
ten Kontrollgruppe zwar kein signifikanter Effekt, aber ein Trend zu verringerter AR-
HGAP29-Expression in den knockdown-Zellen erkennbar (63,67 £ 16,23 SEM rela-
tive Expression ARHGAP29/GAPDH in % vs. ,Kontrolle®; p = 0,0888; n = 3; siehe
Abbildung 20; Kolb et al. 2020). Nach Behandlung der MCF-7-EMT mit gegen AR-
HGAP29 gerichteter siRNA war die AKT1-Expression zum Zeitpunkt t12on signifikant
verringert gegenuber den mit unspezifischer Kontroll-siRNA behandelten Zellen
(89,5 £ 2,062 SEM relative Expression AKT1/GAPDH in % vs. ,Kontrolle
p = 0,0022; n = 4; siehe Abbildung 20; Kolb et al. 2020).
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Abbildung 20: Nachweis der verminderten Expression von ARHGAP29 und AKT1 nach erfolgter
transienter siRNA-Transfektion der Mammakarzinomzelllinie MCF-7-EMT (Kolb et al. 2020).

A: Proteinexpression von ARHGAP29 in der Mammakarzinomzelllinie MCF-7-EMT. Die Expression
von ARHGAP29 auf Proteinebene wurde mithilfe des Western-Blot-Verfahren bestimmt und auf die
GAPDH-Expression normiert. In der Behandlungsgruppe (,LARHGAP29-) erfolgte die transiente
Transfektion der Mammakarzinomzelllinie MCF-7-EMT mit ARHGAP29-spezifischer siRNA und in
der Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle“) mit unspezifischer siRNA.

B: Proteinexpression von AKT1 in der Mammakarzinomzelllinie MCF-7-EMT (Kolb et al. 2020). Die
Expression von AKT1 auf Proteinebene wurde mithilfe des Western-Blot-Verfahren bestimmt und
auf die GAPDH-Expression normiert. In der Behandlungsgruppe (,LARHGAP29-) erfolgte die tran-
siente Transfektion der Mammakarzinomzelllinie MCF-7-EMT mit ARHGAP29-spezifischer siRNA
und in der Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle“) mit unspezifischer siRNA. Diese Abbildung wurde
selbststéndig erstellt, aber entspricht einem in Format und Beschriftung modifizierten Ausschnitt
der Abbildung 4B von Kolb et al. (2020), https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm; Lizenz
CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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C: Reprasentative Western-Blot-Ausschnitte zu A und B (Kolb et al. 2020). ,ARHGAP29 +“ be-
zeichnet die mit unspezifischer siRNA behandelte Kontrollgruppe und ,ARHGAP29 -“ die mit ARH-
GAP29 spezifischer siRNA transfizierte Behandlungsgruppe. Diese Abbildung wurde selbststandig
erstellt, aber entspricht teilweise einem im Format modifizierten Ausschnitt der Abbildung 4B von
Kolb et al. (2020), https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm; Lizenz CC BY 4.0 (https://cre-
ativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Es wurden mindestens biologische und technische Triplikate verwendet. Angegeben sind

MW + SEM, Signifikanzen wurden mithilfe ungepaarter t-Tests ermittelt; (**) p < 0,01. Legende in
Teilen entsprechend einer deutschen Ubersetzung der Legende zu Abbildung 4B von Kolb et al.
(2020), https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm; Lizenz CC BY 4.0 (https://creativecom-

mons.org/licenses/by/4.0/).

3.4.5 Proteinexpression von ARHGAP29 und AKT1 in der
Mammakarzinomzelllinie T-47D-EMT nach dem knockdown von
ARHGAP29

Wie in Abbildung 21 dargestellt, liel3en sich auch in den nach Guttilla et al. (2012)
und Ziegler et al. (2014) mesenchymal transformierten T-47D-EMT-Zellen zum Zeit-
punkt t12on nach erfolgter Transfektion eine signifikant verminderte ARHGAP29-Ex-
pression auf Proteinebene zeigen (58,5 + 9,403 SEM relative Expression ARH-
GAP29/GAPDH in % vs. ,Kontrolle“; p = 0,0045; n = 4; siehe Abbildung 21; Kolb et
al. 2020), wie auch bereits auf RNA-Ebene (siehe 3.1.2.5; Kolb et al. 2020). Auler-
dem wurde eine signifikant reduzierte AKT1-Expression in der Zelllinie T-47D-EMT
nach Verringerung der ARHGAP29-Expression mittels transienter Transfektion im
Vergleich zur Kontrolle erkennbar (43,33 + 15,62 SEM relative Expression
AKT1/GAPDH in % vs. ,Kontrolle®; p = 0,0222; n = 3; siehe Abbildung 21; Kolb et
al. 2020).


https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Ergebnisse 73

>
oY)

150- . 150- .

)
£ S
z 5
5 3
£ & 100 £ g 100+
w T W =T
i g2
S 55
L E 50 £ 501 HE
] @
£ 3
G 5
.% 0 L] 1 g 0 ] 1
@ S S @ S
5 & & . & &
s o &L & &L
S ¥ S ¥
£ £
ARHGAP29
+ -
ARHGAP29 171 kDa

| GENR e

AKTT | . o, | 60 kDa

GAPDH | # . | 38kDa

Abbildung 21: Nachweis der signifikant verminderten Expression von ARHGAP29 und AKT1 nach
erfolgter transienter siRNA-Transfektion der Mammakarzinomzelllinie T-47D-EMT (Kolb et al.
2020).

A: Proteinexpression von ARHGAP29 in der Mammakarzinomzelllinie T-47D-EMT. Die Expression
von ARHGAP29 auf Proteinebene wurde mithilfe des Western-Blot-Verfahren bestimmt und auf die
GAPDH-Expression normiert. In der Behandlungsgruppe (,LARHGAP29-“) erfolgte die transiente
Transfektion der Mammakarzinomzelllinie T-47D-EMT mit ARHGAP29-spezifischer siRNA und in
der Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle*) mit unspezifischer siRNA.

B: Proteinexpression von AKT1 in der Mammakarzinomzelllinie T-47D-EMT (Kolb et al. 2020). Die
Expression von AKT1 auf Proteinebene wurde mithilfe des Western-Blot-Verfahren bestimmt und
auf die GAPDH-Expression normiert. In der Behandlungsgruppe (,LARHGAP29-“) erfolgte die tran-
siente Transfektion der Mammakarzinomzelllinie T-47D-EMT mit ARHGAP29-spezifischer siRNA
und in der Kontrollgruppe (,siRNA-Kontrolle*) mit unspezifischer siRNA. Diese Abbildung wurde
selbststandig erstellt, aber entspricht einem in Format und Beschriftung modifizierten Ausschnitt
der Abbildung 4C von Kolb et al. (2020), https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm; Lizenz
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CC BY 4.0 (https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/).

C: Reprasentative Western-Blot-Ausschnitte zu A und B (Kolb et al. 2020). ,ARHGAP29 +“ be-
zeichnet die mit unspezifischer siRNA behandelte Kontrollgruppe und ,ARHGAP29 - die mit ARH-
GAP29 spezifischer siRNA transfizierte Behandlungsgruppe. Diese Abbildung wurde selbststandig
erstellt, aber entspricht teilweise einem im Format modifizierten Ausschnitt der Abbildung 4C von
Kolb et al. (2020), https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm; Lizenz CC BY 4.0 (https://cre-
ativecommons.org/licenses/by/4.0/).

Es wurden mindestens biologische und technische Triplikate verwendet. Angegeben sind

MW + SEM, Signifikanzen wurden mithilfe ungepaarter t-Tests ermittelt; (*) p < 0,05, (**) p < 0,01.
Legende in Teilen entsprechend einer deutschen Ubersetzung der Legende zu Abbildung 4C von
Kolb et al. (2020), https://www.mdpi.com/2073-4409/9/12/2616/htm; Lizenz CC BY 4.0 (https://cre-

ativecommons.org/licenses/by/4.0/).
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4 Diskussion

ARHGAP29 ist ein Rho GTPase aktivierendes Protein, das 1997 erstmals entdeckt
wurde und eine supprimierende Wirkung mit einer Spezifitat fur RhoA gegenlber
Rac und CDCA42 besitzt (Saras et al. 1997; Xu et al. 2011; Qiao et al. 2017). ARH-
GAP29 nimmt Uber die Regulation von RhoA nicht nur Einfluss auf Zell-Matrix-Ad-
hasionen und die Polaritat von endothelialen Zellen (Xu et al. 2011), sondern spielt
auch eine Rolle in der Migration diverser benigner und maligner Zellen (Biggs et al.
2014; Miyazaki et al. 2017; Tagashira et al. 2018). ARHGAP29 erwies sich auler-
dem als einflussreich auf die Invasion und Metastasierung von Karzinomen (Miyaz-
aki et al. 2017; Qiao et al. 2017). In diesem Zusammenhang ist YAP als transkripti-
oneller Koaktivator von ARHGAP29 bekannt (Qiao et al. 2017). YAP selbst ist als
proinvasiver Faktor von aggressiven und mesenchymal transformierten Mammkar-
zinomzellen beschrieben (Hellinger et al. 2019). Zwar ist ARHGAP29 in diversen,
invasiven Mammakarzinomzelllinien (siehe Abbildung 4 unter 3.1.2; Kolb et al.
2020) und als einziges von 32 in Microarrays (Ziegler 2013; Ziegler et al. 2014)
betrachteten Rho GTPase aktivierenden Enzymen nach epithelialer-mesenchyma-
ler Transformation von MCF-7 erhoht exprimiert (siehe Abbildung 2 unter 3.1.1, Kolb
et al. 2020), doch wurde die Rolle, die das Protein im Prozess der Invasion des
Mammakarzinoms einnimmt, bisher nicht untersucht. Daher sollte im Rahmen die-
ser Arbeit der Einfluss von ARHGAP29 auf die Invasivitat von vier Mammakarzi-
nomzelllinien (MDA-MB-231, HCC1806, MCF-7-EMT, T-47D-EMT) untersucht wer-
den. Die verwendeten MCF-7-EMT- und T-47D-EMT-Zellen wurde zwar nicht wie
die den beschriebenen Microarrays zugrundeliegenden MCF-7-EMT-Zellen durch
wiederholte Kokultivierung gewonnen, sondern durch Mammospharenkultivierung
nach Guittilla et al. (2012) und Ziegler et al. (2014), doch beschreiben Ziegler et al.
(2014) selbst, dass Versuche mit den Zellen aus Mammospharenkultivierung ver-
gleichbare Ergebnisse hervorbrachten wie jene aus Kokultivierung. Daher sind
beide Methoden zur mesenchymalen Transformation als gleichwertig und damit die
daraus generierten Zellen als aquivalent einsetzbar anzusehen. Im Zuge der Expe-
rimente wurde die ARHGAP29-Expression in den genannten Mammakarzinomzell-
linien mithilfe von siRNA-knockdowns fur die Dauer der Experimente transient re-
duziert und die Effizienz dessen mithilfe von Gen- und Proteinexpressionsanalysen

nachgewiesen. Mit den transient mit ARHGAP29-spezifischer siRNA oder Kontroll-
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siRNA transfizierten Mammakarzinomzellen erfolgten 2D-Invasionsassays in Kokul-
tur mit Osteosarkomzellen sowie Proliferationsanalysen. Des Weiteren wurde die
Signalkaskade um ARHGAP29 naher untersucht, indem die mogliche Interaktion
mit AKT1 im Rahmen von Western Blots nach dem knockdown von ARHGAP29
analysiert wurde. Im Folgenden sollen die wie zuvor unter Punkt 3 vorgestellten

Ergebnisse diskutiert werden.

4.1 Einfluss des knockdowns auf die ARHGAP29-Expression

von Mammakarzinomzellen

Zur transienten Verminderung der ARHGAP29-Expression fur die nachfolgenden
Versuche wurden die Mammakarzinomzellen einem knockdown mit ARHGAP29-
spezifischer siRNA bzw. einer Kontroll-siRNA unterzogen (siehe 2.2.2.1). Die Be-
statigung der Effizienz des knockdowns und der anhaltenden verminderten ARH-
GAP29-Expression zum experimentell relevanten Zeitpunkt (120 Stunden nach er-
folgter Transfektion) erfolgte mithilfe quantitativer real-time-PCR (siehe 2.2.2.4) auf
MRNA-Ebene und mittels Western Blots (siehe 2.2.3) auf Proteinebene. Sowohl die
Analyse der Genexpression als auch die Proteinexpressionsanalyse zeigten signi-
fikant verminderte ARHGAP29-Expressionen, verglichen mit der Kontrollgruppe
(siehe 3.1.2 und 3.4, Kolb et al. 2020). Einzig in der Proteinexpressionsanalyse der
ARHGAP29-Expression der Zelllinie MCF-7-EMT liel3 sich nur ein Trend erkennen,
doch auf mMRNA-Ebene zeigte sich ebenfalls eine signifikante Reduktion der ARH-
GAP29-Expression fur diese Zelllinie (Kolb et al. 2020). Die nachgewiesene Ver-
minderung der ARHGAP29-Expression durch den knockdown stellt die Grundlage

zur Bewertung der weiteren Ergebnisse dar.

4.2 Einfluss der verminderten ARHGAP29-Expression auf die

Invasivitat von Mammakarzinomzellen

Vier Mammakarzinomzelllinien wurden unter transient reduzierter ARHGAP29-Ex-
pression hinsichtlich ihrer Invasionsfahigkeiten untersucht, darunter zwei Zelllinien,
die aufgrund der fehlenden Expression von Progesteron- und Ostrogenrezeptoren
und der nicht vorhandenen HER2/neu-Uberexpression als dreifach negativ bezeich-
net werden — MDA-MB-231, HCC1806 — (Gazdar et al. 1998; Neve et al. 2006; Prat
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et al. 2010) und zwei nach Guittilla et al. (2012) und Ziegler et al. (2014) mesen-
chymal transformierte Zelllinien —- MCF-7-EMT, T-47D-EMT. Da bereits eine erhohte
Expression von ARHGAP29 fur jede der verwendeten vier Zelllinien demonstriert
werden konnte (siehe 3.1.2.1; Kolb et al. 2020) und mehrere Publikationen vorlie-
gen, die auch fir die gleichen Zelllinien eine verstarkte Invasivitat in 2D-Invasionas-
says und Kokultur mit Osteosarkomzellen oder menschlichen Osteoblasten zeigen
konnten (Ziegler et al. 2014; Grundker et al. 2016; Hellinger et al. 2019), galt als
Hypothese in dieser Arbeit, dass eine verminderte ARHGAP29-Expression eine ver-
minderte Invasivitat der Mammakarzinomzellen mit sich bringen wirde. Es zeigte
sich ein signifikanter, doch zum Teil Uberraschender Einfluss von ARHGAP29 auf

die Invasivitat der Mammakarzinomzellen.

4.2.1 Einfluss der verminderten ARHGAP29-Expression auf die Invasivitat
der Mammakarzinomzelllinien HCC1806, MCF-7-EMT und T-47D-EMT

Wie bereits beschrieben, nimmt ARHGAP29 nachgewiesenermalien Einfluss auf
die Invasion und Metastasierung maligner Tumorzellen (Miyazaki et al. 2017; Qiao
et al. 2017). Aulderdem ist ARHGAP29 erhoht exprimiert in invasiven Mammakarzi-
nomzellen (siehe 3.1.2.1; Kolb et al. 2020) und sein transkriptioneller Koaktivator
YAP (Qiao et al. 2017) fordert die Invasion von Mammakarzinomzellen (Hellinger et
al. 2019). Die Rolle von ARHGAP29 im Invasionsprozess von Mammakarzinomzel-
len wurde bisher jedoch nicht untersucht. In 2D-Invasionsassys von Mammakarzi-
nomzellen ging die Herunterregulierung der ARHGAP29-Expression in drei der vier
Mammakarzinomzelllinien (HCC1806, MCF-7-EMT, T-47D-EMT) mit einer signifi-
kant eingeschrankten Invasivitat einher (siehe 3.2.2, 3.2.3 und 3.2.4; Kolb et al.
2020). Eine Beeintrachtigung der Proliferationsfahigkeit konnte als Ursache hierbei
jedoch ausgeschlossen werden (Kolb et al. 2020). Zum Teil fuhrte der ARHGAP29-
knockdown sogar zu gesteigerter Proliferation (siehe 3.3) bei verminderter Invasivi-

tat, was diesen vorgefundenen Effekt sogar weiter bestarkt (Kolb et al. 2020).

Die bisher beschriebenen Effekte von ARHGAP29 auf die Invasion von Tumorzellen
wurden stets auf die Suppression des Signalweges um RhoA zurlckgefuhrt (Miyaz-
aki et al. 2017; Qiao et al. 2017). Generell ist die Rolle von RhoA in der ,Invasions-
Metastasierungskaskade“ (Hanahan und Weinberg 2011) beim Mammakarzinom
jedoch umstritten (Kalpana et al. 2019) — neben einer antiinvasiven und tumorsup-
pressiven Funktion (Simpson et al. 2004; Lawson et al. 2016; Humphries et al. 2017,
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Kalpana et al. 2019) wird RhoA auch eine proinvasive Rolle (Pillé et al. 2005; Chan
et al. 2010; Daubriac et al. 2018) bei Brustkrebs zugeschrieben. Neue Erkenntnisse
zeigen, dass RhoA die Expression von Chemokinrezeptoren und so die Metastasie-
rung von Brustkrebs negativ beeinflussen kann (Kalpana et al. 2019). Im Allgemei-
nen steuert Rho(A) die Bildung von Stressfasern und ist in regulatorische Prozesse
rund um Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte involviert (Ridley und Hall 1992; Hall
2005; Yilmaz und Christofori 2009). ARHGAP29 wiederum kann den RhoA-ROCK-
Signalweg inhibieren und folglich die Stressfaserbildung negativ beeinflussen (Xu
et al. 2011; Post et al. 2013; Miyazaki et al. 2017; Qiao et al. 2017; Tagashira et al.
2018). Die Rasterkraftmikroskopie zeigt, dass metastasierte Tumorzellen ein flexib-
leres Zytoskelett besitzen als benigne Zellen (Cross et al. 2007), wodurch diese die
Ldcken in der extrazellulare Matrix im Rahmen der Metastasierung passieren kon-
nen (Wolf et al. 2003; Qiao et al. 2017). Zugleich weisen MCF-7-Mammakarzinom-
zellen nach RhoA-Verminderung, die mit der suppressiven Wirkung von ARH-
GAP29 vergleichbar ist, reduzierte Zell-Zell-Kontakte und verstarkte Migrationsei-
genschaften auf (Simpson et al. 2004). Auch in renalen Karzinomzellen konnen die
Migrations- und Invasionsfahigkeiten durch ARHGAP29-Uberexpression signifikant
gesteigert werden (Miyazaki et al. 2017). In Verbindung mit den verringerten Inva-
sionsraten der Zelllinien HCC1806, MCF-7-EMT und T-47D-EMT nach ARHGAP29-
Verminderung (siehe 3.2.2, 3.2.3 und 3.2.4; Kolb et al. 2020) weist dies auf eine
relevante Rolle von ARHGAP29 hinsichtlich der Invasion von mesenchymal trans-
formierten und invasiven Mammakarzinomzellen hin, die sich durch die Begulnsti-
gung eines flexiblen Zytoskeletts durch RhoA-Suppression, aber auch uber geringer
adhasive, motilere Zellen (Simpson et al. 2004; Humphries et al. 2017; Miyazaki et
al. 2017) erklaren lasst. Dennoch bleibt ARHGAP29 ein weitgehend unerforschter
Faktor im Rahmen der Invasion von Brustkrebs- bzw. generell von (malignen) Tu-
morzellen. Dementsprechend ist dringend weitere Forschung rund um ARHGAP29,
seine Rolle in den Prozessen der Invasion und Metastasierung und ARHGAP29 als
mogliches therapeutisches Ziel notig.

4.2.2 Einfluss der verminderten ARHGAP29-Expression auf die Invasivitat

der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231

Unerwarteterweise liel sich eine signifikant gesteigerte In-vitro-Invasionsfahigkeit
der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 nach ARHGAP29-knockdown erkennen
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(siehe 3.2.1). Dies stellte sich insofern als unerwarteter Effekt dar, dass neben der
MDA-MB-231 eine andere sogenannten dreifach negative Mammakarzinomzellli-
nie, hier HCC1806, verwendet wurde (Gazdar et al. 1998; Neve et al. 2006; Prat et
al. 2010). Da bei beiden dreifach negativen Zelllinien gegensatzliche Ergebnisse
vorgefunden wurden, ist so einerseits nicht anzunehmen, dass die fehlende Expres-
sion der Hormon- und Wachstumsfaktorrezeptoren ausschlaggebend war fur jene
Effekte. Die Moglichkeit zelllinienspezifischer Effekte kann andererseits aber nicht

ausgeraumt werden.

Wie bereits erwahnt, wird RhoA in einigen Publikationen als invasions- und tumor-
supprimierenden Faktor bei Mammakarzinomzellen bezeichnet, unter anderem
auch bei MDA-MB-231 (Simpson et al. 2004; Lawson et al. 2016; Humphries et al.
2017; Kalpana et al. 2019). Dennoch besagen andere Quellen das Gegenteil und
belegen einen proinvasiven Einfluss von RhoA auf Brustkrebszellen der Linie
MDA-MB-231, die auch im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde und nach ARH-
GAP29-Verminderung signifikant verstarkt invasiv war, siehe auch 3.2.1, (Pillé et al.
2005; Chan et al. 2010; Daubriac et al. 2018). Konsistent damit ist RhoA Uberexpri-
miert in Tumoren der Brust, wobei die Expression mit der Tumorprogression zu-
nimmt (Fritz et al. 1999). Dartber hinaus ist RhoA in unterschiedlichem Malle be-
teiligt an verschiedenen Formen der Zellbewegung (Parri und Chiarugi 2010). So
kann bei gesteigerter Aktivitat von RhoA eine erhdhte zellulare Motilitat vorliegen
(Sahai und Marshall 2002). Die verstarkte Invasivitat der ARHGAP29-knockdown-
Zellen kdonnte somit auf eine Motilitatssteigerung der Zellen durch Aufhebung der
RhoA-Hemmung zuruckzufuhren sein. Der zugrunde liegende Mechanismus, mit
dem ARHGAP29 die Motilitat der MDA-MB-231-Zellen beeinflussen kdnnte, sollte

daher in weiteren Experimenten naher beleuchtet werden.

Vergleicht man die Zelllinie MDA-MB-231 mit den anderen im Rahmen dieser Arbeit
eingesetzten Zelllinien, sticht jene durch ihr vielfaltiges Mutationsspektrum inklusive
der Mutation im KRAS-Gen hervor (Kozma et al. 1987; |kediobi et al. 2006). In
MDA-MB-231 ist die KRAS-Aktivitat und -Expression deutlich hoher als diese in
MCF-7 und T-47D (Kim et al. 2015). Ein KRAS-knockdown in MDA-MB-231 beein-
trachtigt die Invasion in vitro und die Metastasierung in vivo, wohingegen eine

KRAS-Uberexpression die invasiven Eigenschaften in MCF-7 férdert (Kim et al.
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2015). Dies verdeutlicht den grofden Einfluss von KRAS in der ,Invasions-Metasta-
sierungskaskade“ (Hanahan und Weinberg 2011). Tumore aus MDA-MB-231-Zel-
len mit einer inharenten KRAS-Mutation weisen eine geringe YAP-Expression auf
(Lefort et al. 2020). Eine Transduktion von onkogenem KRAS in primaren humanen
Mammazellen fuhrt zu verstarkter Phosphorylierung und damit auch zur Inaktivie-
rung von YAP (Lefort et al. 2020). Durch Einfihrung eines konstitutiv aktiven YAPs
kann die Metastasierungsfahigkeit der MDA-MB-231 noch gesteigert werden (Lefort
et al. 2020) und auch fur die Invasivitat von MDA-MB-231 ist der positive Einfluss
von YAP belegt (Hellinger et al. 2019). Auch im Rahmen dieser Arbeit lief3 sich die
Invasionsfahigkeit der KRAS mutierten Mammakarzinomzellen noch verstarken —
durch Verminderung der Expression von ARHGAP29 (siehe 3.2.1). Mammakarzi-
nomzellen ohne KRAS-Mutation waren jedoch nach ARHGAP29-Verminderung
schwacher invasiv als die Kontrolle (siehe 3.2.2, 3.2.3 und 3.2.4; Kolb et al. 2020).
Auch Qiao et al. (2017) bringen ARHGAP29 in Verbindung mit dem YAP-Signalweg
— YAP kann die Transkription von ARHGAP29 verstarken und so dessen Expres-
sion erhohen. Zwar wurde dies in gastralen Karzinomzellen (MKN-28) untersucht
(Qiao et al. 2017), doch interessanterweise ist fur diese Zellen in der Literatur keine
KRAS-Mutation dokumentiert. Dies fuhrt zu der Annahme, dass ARHGAP29 nicht
nur eine Regulation durch YAP bei Vorliegen eines KRAS-Wildtyps erfahren kann,
sondern wiederum in Anwesenheit von mutiertem KRAS auch Einfluss auf die Akti-
vitat von YAP und damit auf die Invasion und Metastasierung von Tumorzellen neh-
men koénnte. Darliber hinaus demonstrierten Meng et al. (2018), dass eine Uberex-
pression von ARHGAP29 die Phosphorylierung und damit die Inaktivierung von
YAP induziert. Im Kontext dessen, dass MDA-MB-231 im Vergleich zu MCF-7 eine
deutlich hdhere ARHGAP29-Expression aufweisen als die anderen betrachteten
Mammakarzinomzelllinien (siehe Abbildung 4; Kolb et al. 2020) erhartet sich die
Annahme, dass das stark exprimierte ARHGAP29 — womdglich in Zusammenspiel
mit onkogenem KRAS — die YAP-Aktivitat und damit die Invasionsfahigkeit von ag-
gressiven Mammakarzinomzellen in Schach halten kdnnte, wohingegen bei vermin-
derter ARHGAP29-Expression und gleichzeitig mutiertem KRAS die Inhibition von
YAP aufgehoben werden und dies eine verstarkte Invasion und Metastasierung

maoglich machen konnte.

Abgesehen vom besonderen Mutationsprofil der MDA-MB-231 hebt sich diese Zell-

linie durch ihren nicht einheitlich definierten molekularen Subtypen ab. Wahrend
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Neve et al. (2006) diese als Zelllinie vom sogenannten Basal-ahnlichen (basal like)
Subtypen einordnet, wird sie gleichzeitig auch als sogenannte Claudin-low-zugeho-
rige Linie bezeichnet (Prat et al. 2010); Claudin-low beschreibt hierbei einen Subty-
pen des Mammakarzinoms, welcher sich durch eine geringe oder fehlende Expres-
sion von E-Cadherin und Claudinen als Bestandteile von Verschluss- und Adhasi-
onskontakten sowie durch hohe Expression von EMT- und Stammzell-assoziierten
Kennzeichen und solchen die Immunantwort betreffend auszeichnet (Herschkowitz
et al. 2007; Prat et al. 2010). Im Gegensatz zu den zuvor genannten Publikationen
liegen auch Hinweise daflr vor, dass sich die Zelllinie MDA-MB-231 keinem (bisher
bekannten) Subtypen zuordnen lasst und kaum Ubereinstimmungen im Transkrip-
tom von Proben aus metastasiertem Brustkrebs des Basal-like-Typus aufweist (Liu
et al. 2019). Demzufolge muss der Subtyp des Mammakarzinoms, dem die betrach-
tete Zelllinie entsprungen sein mag, noch (weiter) erschlossen werden, um so auch
die Mechanismen, die zu der starken Invasivitat dieser Zelllinie beitragen, noch ge-

nauer beurteilen zu konnen.

Ein anderer generell zu bedenkender Faktor ist das (2D-)Zelllinienmodell als expe-
rimentelle Grundlage. Zwar werden einer Auswahl an Zelllinien groRe Ubereinstim-
mungen hinsichtlich genomischer Aberrationen und Deregulationen mit den zuge-
horigen Primartumoren und Uberdauernde Expressionsmuster nachgesagt (Neve et
al. 2006), jedoch existieren ebenfalls aktuelle Belege dafur, dass deutliche Unter-
schiede im somatischen Mutationsmuster zwischen Brustkrebszelllinien und Brust-
krebsproben bestehen konnten (Liu et al. 2019). Organoide als 3D-Modelle sind
dahingehend vorteilhaft, dass sie zum einen in Bezug auf ihr Transkriptom besser
mit Brustkrebsproben korrelieren (Liu et al. 2019), zum anderen aber auch dahin-
gehend, dass sie ,die histologischen Architektur, Genexpression und genomische
Kennzeichen des Ursprungstumors® (Broutier et al. 2017) bewahren wirden. In 2D-
Kultur hingegen lassen sich Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen nicht zufrieden-
stellend darstellen und molekulare Interaktionen aus 2D- und 3D-Modellen stimmen
nicht immer Uberein (Shamir und Ewald 2014). Da die Erkenntnisse dieser Arbeit
zum Einfluss von ARHGAP29 auf die Invasion von Mammakarzinomzellen in vitro
in 2D-Invasionsassays gewonnen wurden, sollten diese in geeigneten In-vivo-Mo-

dellen oder 3D-Invasionsassays bestatigt werden.
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Zusammenfassend demonstrieren die Ergebnisse dieser Arbeit, dass ARHGAP29
Einfluss auf die Invasivitdt von Mammakarzinomzellen nimmt. AuRerdem wird deut-
lich, dass, trotz der aul3erordentlichen Errungenschaften der Brustkrebsforschung,
die Moglichkeit bisher unbekannter Interaktionen und Forschungen zu bedenken
sind und es gilt diese zu untersuchen. Folglich sind sowohl weitere Experimente
noétig, in denen der Mechanismus, welcher der Interaktion von ARHGAP29 und
RhoA sowie zwischen ARHGAP29, YAP und KRAS und dem jeweiligen Einfluss auf
die Invasionseigenschaften des Mammakarzinoms zugrunde liegt, weiter unter-
sucht wird. Hierbei sollte sowohl die Wahl der Zelllinie als auch die Dimensionalitat

des gewahlten experimentellen Aufbaus beachtet werden.

4.3 Einfluss von ARHGAP29 auf die Proliferation von

Mammakarzinomzellen

Um einen moglichen Einfluss der reduzierten ARHGAP29-Expression auf die
Proliferationsfahigkeiten der vier Mammakarzinomzelllinien und damit einen mogli-
chen kausalen Faktor der veranderten Invasionseigenschaften zu eruieren, wurden
Proliferationsanalysen vorgenommen (siehe 2.2.1.5). Wahrend in den Zelllinien
MDA-MB-231 und T-47D-EMT kein signifikanter Einfluss des ARHGAP29-knock-
downs auf die Proliferation der Zellen erkannt werden konnte (siehe 3.3.1 und 3.3.4;
Kolb et al. 2020), fand sich eine signifikant verstarkte Proliferation in den Zelllinien
MCF-7-EMT und HCC1806 der knockdown-Population, verglichen mit der Kontrolle
(siehe 3.3.2 und 3.3.3; Kolb et al. 2020).

Mariani et al. (2001) entdeckten zwar, dass migrierende Gliomzellen nicht nur Gber
eine erhohte Genexpression von ARHGAP29 verfligen, sondern auch uber eine
Herunterregulierung proliferationsrelevanter Gene, jedoch ist bisher generell und
auch hinsichtlich des Mammakarzinoms im Speziellen wenig dariber bekannt, wie
sich ARHGAP29 bzw. eine veranderte Expression oder Regulierung auf die Prolife-
rationsfertigkeiten von Zellen auswirkt. In mehreren Studien wurde jedoch die Re-
gulation der Proliferation durch RhoA, das durch ARHGAP29 negativ beeinflusst
wird (Saras et al. 1997; Xu et al. 2011; Qiao et al. 2017), betrachtet. Zhang C et al.
(2016) konnten einen Zusammenhang zwischen der Reexpression von RhoA und
verstarkt proliferierenden Mammakarzinomzellen demonstrieren. In dieser Studie

waren unter anderem MCF-7-Zellen in Gebrauch (Zhang C et al. 2016), sodass sich
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der aufgezeigte Effekt bei RhoA-Reexpression als konsistent mit der signifikant ge-
steigerten Proliferationsrate der MCF-7-EMT nach ARHGAP29-knockdown (Kolb et
al. 2020) und aufgehobener Suppression von RhoA annehmen lasst. Auch konnte
bereits gezeigt werden, dass mesenchymal transformierte MCF-7-Zellen eine ab-
weichende Regulation proliferationsrelevanter Gene (Ziegler et al. 2014) und er-
hdhte Proliferationsraten verglichen mit ihren untransformierten Gegenstiicken auf-
weisen (Guttilla et al. 2012). Dies lasst vermuten, dass eine von Grund auf erhohte
Proliferationsneigung mesenchymal transformierter MCF-7-Zellen durch eine ver-
minderte ARHGAP29-Expression und folglich verminderte RhoA-Suppression wei-
ter gesteigert werden kann. Bei Zhang C et al. (2016) kamen jedoch auch
MDA-MB-231 zum Einsatz. So steht die Aussage von Zhang C et al. (2016) bezug-
lich der MDA-MB-231 im Kontrast zum Ergebnis der Proliferationsanalyse in ARH-
GAP29-defizienten Zellen. Chan et al. (2010) wiederum konnte keinen signifikanten
Einfluss eines RhoA-knockdowns auf die Proliferation der gleichen Mammakarzi-
nomzelllinien nachweisen, wohingegen eine andere Publikation beschreibt, dass
eine RhoA-Inhibition in MDA-MB-231 eine verringerte Proliferation dieser Zellen mit
sich brachte (Pillé et al. 2005). Die Regulation der Aktivitat von RhoA ist jedoch
komplex, sodass die in den Publikationen beschriebenen Effekte nicht zwangslaufig
durch einen moglichen Einfluss von ARHGAP29 zu erklaren sind, sondern auch
andere der zahlreichen Regulatorproteine von Rho involviert sein konnten. Dennoch
liefern eben diese Publikationen erste Hinweise fur eine mdgliche Erklarung der vor-

gefundenen Auswirkungen auf die Proliferation der Mammakarzinomzellen.

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass mithilfe der Proliferationsassays
ausgeschlossen werden konnte, dass weder die verminderte (HCC1806,
MCF-7-EMT, T-47D-EMT; Kolb et al. 2020) noch die verstarkte Invasionsfahigkeit
(MDA-MB-231) durch die gleichsinnig veranderte Proliferation der Zellen verursacht
wurde. Trotz des signifikanten Zugewinns an Proliferationsfertigkeit bzw. des
Trends zur erhohten Proliferationsfahigkeit offenbarte sich bei drei Zelllinien eine
geringere Invasivitat (HCC1806, MCF-7-EMT, T-47D-EMT; Kolb et al. 2020), wo-
hingegen bei nicht signifikant veranderter Proliferation bei MDA-MB-231 ein signifi-
kant positiver Effekt auf die Invasionsfahigkeit vorlag. Dennoch bleibt der zugrund-
liegende Mechanismus, der der signifikant verstarkten Proliferation zweier
Mammakarzinomzelllinien nach ARHGAP29-knockdown zugrunde liegt, unklar und
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bendtigt weitere Erforschung. Ob und welchen Einfluss ARHGAP29 auf die Prolife-
ration weiterer Mammakarzinomzelllinien in vitro und in vivo nimmt und in welchem
Kontext dies zu den Invasions- und Metastasierungseigenschaften der Zellen steht,

sollte in weiteren Experimenten naher beleuchtet werden.

4.4 Einfluss des ARHGAP29-knockdowns auf die
Proteinexpression von AKT1 und eine mogliche

Signalkaskade

Wie bereits erwahnt, lieRen In-silico-Analysen eine Interaktion zwischen ARH-
GAP29 und AKT1 vermuten (Kolb et al. 2020). Aus diesem Grund wurde die Prote-
inexpression von AKT1 in ARHGAP29-knockdown-Zellen und mit Kontroll-siRNA
behandelten Mammakarzinomzellen mittels Western Blots verglichen (siehe 2.2.3).
AKT1 zeigte sich signifikant reduziert exprimiert bei vermindert exprimiertem ARH-
GAP29 nach ARHGAP29-knockdown (siehe 3.4; Kolb et al. 2020).

AKT1 ist eine Serin-Threonin-Kinase (Jones et al. 1991a) und als eine von drei Iso-
formen von Proteinkinase B (AKT/PKB) Teil des PI3K/AKT-Signalweges (Franke et
al. 1995), der bei uber 70% von Brustkrebspatienten Abweichungen aufweist
(L6pez-Knowles et al. 2010). Obwohl zahlreiche Publikationen existieren, die die
Signalkaskade um und die Rolle von PI3K und der verschiedenen AKT-Isoformen
beim Mammakarzinom diskutieren, wurde bisher noch nicht von der Interaktion von
ARHGAP29 und AKT1 berichtet. Western Blots konnten jedoch zeigen, dass eine
verminderte ARHGAP29-Expression in Mammakarzinomzellen mit einer signifikant
reduzierten AKT1-Expression einhergeht (siehe 3.4; Kolb et al. 2020). Es liel3 sich
zwar — anders als bei den anderen drei Zelllinien — bei den MCF-7-EMT-Mammakar-
zinomzellen neben einer signifikant reduzierten ARHGAP29-mRNA-Expression und
einer signifikant reduzierten AKT1-Proteinexpression nach ARHGAP29-knockdown
nur ein Trend zur verminderten ARHGAP29-Proteinexpression zeigen (Kolb et al.
2020) und die verminderte AKT1-Expression ist auch nicht gleichzusetzen mit einer
aufgehobenen Aktivitat, da die Aktivierung von AKT1 abhangig von Phosphorylie-
rungen an Ser473 und Th3208 ist (Alessi et al. 1996), doch lassen die Ergebnisse
der Proteinexpressionsanalysen in der Gesamtheit einen Zusammenhang mit der
Signalkaskade um ARHGAP29 vermuten. AKT(1) wird positiv reguliert durch PAR1
(proteinase activated receptor 1; Yang et al. 2009), TIS21 (tetradecanoyl phorbol
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acetate-inducable sequence 21; Choi et al. 2016) und Caveolin-1 (Joglekar et al.
2015) und negativ reguliert durch PIPP (Inositol-Polyphosphat-5-Phosphatase;
Ooms et al. 2015), miR409-3p (microRNA409-3p; Zhang G et al. 2016), PTEN
(phosphatase and tensin homolog; Stambolic et al. 1998; Hohensee et al. 2017),
SHIP (signaling inositol polyphosphate phosphatase; Huber et al. 1999), PHLPP
(pleckstrin homology domain and leucine rich repeat protein phosphatase; Gao et
al. 2005) und PP2A (protein phosphatase 2A; Ugi et al. 2004), (Hinz und Jucker
2019). Fur keinen der genannten Faktoren sind Hinweise fur eine Interaktion mit
ARHGAP29 zu finden. Aufgrund der vor allem pro-invasiven Rolle von ARHGAP29
(siehe 3.2.2, 3.2.3 und 3.2.4) und einer gleichsinnig verminderten Expression der
beiden Proteine (Kolb et al. 2020), Iasst sich aber eine ahnliche Bedeutung von
AKT1 auf den Prozess der Invasion und Metastasierung von Brustkrebszellen und
eine mdgliche Uberschneidung der umgebenden Signalkaskaden vermuten. Umso
erstaunlicher ist es, dass der Grolteil der Studien um AKT1 einen inhibitorischen
Effekt auf die Invasion und Metastasierung vom Mammakarzinom belegen (Hinz
und Jucker 2019). Konsistent damit zeigt sich allein der aufgezeigte Effekt der sig-
nifikant gesteigerten Invasivitat der Mammakarzinomzelllinie MDA-MB-231 nach
ARHGAP29-knockdown im Zusammenhang mit der verminderten AKT1-Expres-
sion. Dazu im Gegensatz steht wiederum die signifikant verminderte Invasionsfa-
higkeit der Ubrigen Zelllinien (HCC1806, MCF-7-EMT, T-47D-EMT) bei ARH-
GAP29-knockdown und neben der verminderten AKT1-Expression (Kolb et al.
2020).

Neben der Fulle an Publikationen, die die anti-migratorische, anti-invasive Rolle von
AKT1 beschreiben, existieren jedoch auch Hinweise dafur, dass AKT1 Im Rahmen
der Invasion und Metastasierung von Brustkrebs fordernd wirkt (Hinz und Jucker
2019). In murinen Mammaepithelzellen korreliert die AKT1-Uberexpression mit ei-
ner erhdhten Invasivitat durch erhdhte Matrixmetalloproteinase(MMP)-2-Expression
(Park et al. 2001). Die Ergebnisse von Yang et al. (2009) lassen darauf schliel3en,
dass uber den PAR1-AKT-Signalweg die Migrations-, Invasions- und Metastasie-
rungsfahigkeiten von diversen Mammakarzinomzelllinien verbessert werden kon-
nen (Hinz und Jucker 2019). Zwar wurden in diesem Fall auch MDA-MB-231 ver-
wendet, doch wurde die ARHGAP29-Expression und der Einfluss auf PAR1 und
AKT1 nicht erhoben (Yang et al. 2009). So mussen diese Ergebnisse getrennt von
jenen dieser Arbeit, die die Zelllinie MDA-MB-231 betreffen, betrachtet werden. In
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vitro bei MDA-MB-231-Zellen mit Metastasierung ins Gehirn (MDA-MB-231 BR)
fiihrt eine PTEN-Uberexpression zu verminderter AKT 1-Aktivitat und folglich zu ver-
minderter Migration sowie in einem Ex-vivo-Modell zu reduzierter Invasivitat (Ho-
hensee et al. 2017). Durch AKT1-knockdown lasst sich aul3erdem die Invasivitat
beim inflammatorischen Mammakarzinom reduzieren (Lehman et al. 2012). Eine
weitere Publikation fuhrt an, dass verbesserte Invasionseigenschaften in malignen
Zellen durch eine RapZ2a induzierte Hochregulation von phosphoryliertem AKT ver-
mittelt wird (Wu et al. 2015). ARHGAP29 wiederum ist als Effektor von Rap2 be-
schrieben (Myagmar et al. 2005). Im Rahmen dieser Arbeit wurde jedoch nur die
Proteinexpression, nicht aber der Aktivitatszustand von AKT1 nach ARHGAP29-
knockdown untersucht. Dennoch konnten die Ergebnisse der Proteinexpression im
Kontext der genannten Publikationen erste Hinweise auf eine mogliche Signal-
kaskade um Rap2, ARHGAP29 und AKT1 darstellen.

Des Weiteren ist eine Publikation zu erwahnen, die bei AKT1-Gendeletion sowohl
im murinen In-vivo-Modell eine verringerte Metastasierung von HER2/neu induzier-
ten Mamma-Tumoren und eine verminderte Phosphorylierung von TSC2 vorfand,
als auch in vitro eine reduzierte zellulare Migration bei HER2/neu-Expression und
fehlender AKT1-Expression zeigen konnte (Ju et al. 2007). Neben dieser Publika-
tion deutet eine weitere daraufhin, dass AKT1 Uber die Phosphorylierung von TSC2
unterschiedliche Wirkung auf dessen Expression und damit auch auf RhoA nimmt
(Liu et al. 2006; Ju et al. 2007). So fanden sich bei AKT1- und HER2/neu-Expression
Zeichen einer Aktivierung von RhoA und eine verstarkte Phosphorylierung von
TSC2 (Ser-939) gegenuber der Phosphorylierung bei AKT1-Deletion, wobei die Ex-
pression vom Gesamt-TSC2 unverandert war (Ju et al. 2007). Liu et al. (2006) da-
gegen beschreiben, dass konstitutives AKT1 in humanen Mammakarzinomzellen
die Phosphorylierung (Thr-1462) und damit die Degradation von TSC2 foérdert und
so die Aktivierung von Rho ausbleibt, was zu verminderter Bildung von Stressfasern
und fokalen Adhasionen, aber auch zu reduzierter Motilitat und Migration und ver-
ringerten Invasionsraten fuhrt. Dies ist kongruent mit der supprimierenden Wirkung
von ARHGAP29 auf RhoA (Saras et al. 1997; Xu et al. 2011; Post et al. 2013; Qiao
et al. 2017) und deutet an, dass die Mdglichkeit einer Signalkaskade um ARH-
GAP29, AKT1 und TSC2 mit Wirkung auf RhoA besteht, auch wenn der genaue
Mechanismus und Effekt von AKT1 auf TSC2 und damit auf RhoA noch unvollstan-
dig geklart bleibt.
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Dennoch steht der von Liu et al. (2006) beschriebene negative Effekt von konstitutiv
aktivem AKT1 auf die Migration und Invasion von Mammakarzinomzellen im klaren
Gegensatz zu den Daten dieser Arbeit bezuglich drei der vier Mammakarzinomzell-
linien. Eine Ausnahme stellt, wie schon erwahnt, die Zelllinie MDA-MB-231 dar, de-
ren Invasivitat durch Verminderung der ARHGAP29 mit gleichsinnig veranderter
AKT1-Expression gesteigert werden konnte (siehe 3.2.1). In Konsistenz damit sind
sowohl MDA-MB-231-Zellen mit unbeeintrachtigter AKT1-Expression als auch mit
AKT1-Uberexpression schwacher invasiv als Zellen, die AKT1 nicht exprimieren
(Yoeli-Lerner et al. 2005). Hinsichtlich der Invasion und Metastasierung vom nicht-
kleinzelligen Bronchialkarzinom scheint der genetische Hintergrund, das heil3t eine
KRAS-Mutation, Einfluss auf die Funktion von AKT1 zu nehmen - so korreliert die
AKT1-Expression invers mit den Invasionseigenschaften der mutationstragenden
Zellen (Rao et al. 2017). Dies ist konsistent mit der verstarkten Invasivitat der KRAS-
mutierten Mammakarzinomzelllinie nach ARHGAP29-knockdown und mit vermin-
derter AKT1-Expression. Die ubrigen Zelllinien weisen keine KRAS-Mutation auf,
doch die Ursprungszelllinien der mesenchymal transformierten Zelllinien — MCF-7
und T-47D — verflgen Uber eine Mutation des Gens fir die katalytische Untereinheit
von Phosphoinositid-3-Kinase (PIK3CA, Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-
Kinase Catalytic Subunit Alpha; Ikediobi et al. 2006). Die PIK3CA-Mutation vermit-
telt nachweislich eine erhdhte Sensitivitdt von MCF-7-Zellen fur den PI3K-Inhibitor
GDC-0941 und den AKT-Inhibitor MK-2206 (Beaver et al. 2013). Schlussfolglich
zeigen diese Publikationen, wie entscheidend genetische Mutationen das Verhalten
von malignen Zellen sowohl in pathophysiologischen Prozessen, wie der Invasion
und Metastasierung, als auch in Hinblick auf die Therapie der entsprechenden on-
kologischen Krankheitsbilder beeinflussen kdnnen. Hinsichtlich der widerspruchli-
chen Datenlage zur Rolle von AKT1 bei der Invasion von Tumorzellen und der spar-
lichen Erkenntnisse zur Signalkaskade um ARHGAP29 und AKT1, geben die Er-
gebnisse dieser Arbeit erste Belege fur eine Interaktion von ARHGAP29 und AKT1
und erste Hinweise fur Signalkaskaden um Rap2, ARHGAP29 und AKT1 sowie um
ARHGAP29, AKT1 und TSC2. So kénnte ARHGAP29 nicht nur direkt auf RhoA

regulierend wirken, sondern dartber hinaus auch Gber AKT1 und TSC2.

In der Gesamtheit kann also gesagt werden, dass das Wissen Uber den zugrunde-
liegenden Mechanismus und Signalweg einer Interaktion zwischen ARHGAP29 und

AKT1 unvollstandig bleibt und weiterfUhrende Experimente diesbezlglich sowie
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zum Einfluss der erkannten Interaktion auf die ,Invasions-Metastasierungskaskade®
(Hanahan und Weinberg 2011) von Mammakarzinomzellen nétig sind. Hierbei sollte
aulRerdem dem genetischen Hintergrund des Mammakarzinoms und verfugbarerer
Zelllinien sowie seinem Einfluss auf die Rolle von AKT1 im Invasionsprozess und in
der Interaktion von ARHGAP29 mit bekannten Regulatoren von AKT1 und mdgli-

chen Uberschneidungen mit dem PI3K-Signalweg Beachtung geschenkt werden.

4.5 Fazit und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte erstmal gezeigt werden, dass ARHGAP29 Einfluss
auf die Invasionsfahigkeiten von vier verschiedenen Mammakarzinomzelllinien
nimmt (Kolb et al. 2020). So waren die Invasionsraten dreier Zelllinien signifikant
vermindert nach ARHGAP29-knockdown (Kolb et al. 2020), wohingegen jene der
Zelllinie MDA-MB-231 signifikant erhdht wurde. Durch die RhoA supprimierende
Wirkung scheint ARHGAP29 Einfluss auf das Zytoskelett zu nehmen und fordert die
Invasion von Mammakarzinomzellen (Kolb et al. 2020). Zugleich hat ARHGAP29 in
Gegenwart einer KRAS-Mutation hemmenden Einfluss auf die Invasivitat von
Mammakarzinomzellen. Es lasst sich eine inhibierende Wirkung von ARHGAP29
bei gleichzeitigem Vorliegen von onkogenem KRAS vermuten. Die zugrundliegen-
den Mechanismen, wie ARHGAP29 die Invasivitat der Mammakarzinomzellen be-
einflusst, bleiben dennoch nicht vollstandig geklart und erfordern weitere Experi-

mente.

Des Weiteren hat ARHGAP29 keinen signifikanten Einfluss auf die Proliferation der
Zelllinien MDA-MB-231 und T-47D-EMT, spielt aber wohl eine hemmende Rolle in
der Proliferation der Zelllinie HCC1806 und MCF-7-EMT, deren Proliferationsfahig-
keit sich durch ARHGAP29-knockdown signifikant erhdhen lasst (Kolb et al. 2020).
Auch wenn unklar bleibt, auf welchem Mechanismus dies basiert, kann ausge-
schlossen werden, dass der aufgefundene Effekt auf die Invasivitat der Tumorzellen
proliferationsbedingt zustande kam.

AuRerdem macht diese Arbeit zum ersten Mal sichtbar, dass ARHGAP29 mit AKT1
interagieren und so dessen Expression regulieren kann (Kolb et al. 2020). Dartber
hinaus lassen sich Beruhrungen der Signalwege mit RAP2 und TSC2 vermuten,

was im Kontext weiterer Forschung bestatigt werden sollte. Zusammenfassend
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kann gesagt werden, dass sich ARHGAP29 als einflussreicher Regulator der Inva-
sivitat vom Mammakarzinom in vitro darstellt. Die Forschungsergebnisse dieser Ar-
beit verdeutlichen aber auch, dass Brustkrebs eine sehr heterogene Erkrankung ist,
die individuelle, auf die patientinnenspezifische molekulare Pathologie des
Mammakarzinoms ausgerichtete Therapie bendtigt. Daher sind In-vivo-Studien er-
forderlich, um die vorgefundenen Effekte zu bestatigen und in den Kontext der mo-
lekularen Heterogenitat des Mammakarzinoms einzuordnen. So besteht mit ARH-
GAP29 die Chance auf einen neuen therapeutischen Angriffspunkt zur Therapie

des invasiven Mammakarzinoms.
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5 Zusammenfassung

Trotz jahrzehntelanger Forschung und des dementsprechenden Fortschritts stellt
das Mammakarzinom immer noch das haufigste Karzinom der Frau dar. Mit der
Fernmetastasierung verschlechtert sich die Prognose betroffener Patientinnen
deutlich. Therapiekonzepte, die die Metastasierung von Grund auf verhindern, sind
daher erforderlich. In der lokalen Invasion als initial erforderlichen Schritt zur Meta-
stasierung findet sich ein Angriffspunkt fir derartige Therapiekonzepte des
Mammakarzinoms wieder. ARHGAP29 als RhoA supprimierendes Protein ist erhoht
exprimiert in aggressiven und mesenchymal transformierten Mammakarzinomzel-
len. Als einziges von 32 GTPase aktivierenden Enzymen ist dessen Expression
nach induzierter EMT signifikant erhdht in mesenchymal transformierten
Mammakarzinomzellen. Daher sollte ein moglicher Einfluss von ARHGAP29 auf die
Invasivitat von aggressiven und mesenchymal transformierten Mammakarzinomzel-
len untersucht werden. Daflr wurde die ARHGAP29-Expression zunachst mithilfe
von ARHGAP29 spezifischer siRNA-knockdowns fur die Dauer der Versuche ver-
mindert und die Effizienz dessen im Rahmen von Gen- und Proteinexpressionsana-
lysen bestatigt. Die Analyse der Invasionsfahigkeit nach ARHGAP29-knockdown
erfolgte mit einem in der Arbeitsgruppe etablierten In-vitro-Invasionsassay in Kokul-
tur mit Osteosarkomzellen. Die verminderte Expression von ARHGAP29 flihrte zu
signifikant erniedrigten Invasionsraten der Mammakarzinomzelllinien HCC1806,
MCF-7-EMT und T-47D-EMT, die sich durch verringerte Hemmung von RhoA und
folglich erhdhte Stressfaserbildung erklaren lieRe. Die KRAS mutierte Zelllinie
MDA-MB-231 war nach ARHGAP29-knockdown signifikant invasiver. Die moleku-
lare Grundlage wird in einer Interaktion von onkogenem KRAS und ARHGAP29 als
Inhibitor von YAP vermutet. Proliferationsanalysen wurden durchgefuhrt und damit
bestatigt, dass der vorgefundene Effekt auf die Invasivitat unabhangig von den
Proliferationsfahigkeiten ist. So war die Proliferationsfahigkeit der Mammakarzinom-
zelllinien MDA-MB-231 und T-47D-EMT nicht signifikant beeinflusst von der Expres-
sionsreduktion von ARHGAP29, wohingegen jene von HCC1806 und MCF-7-EMT
signifikant gesteigert wurde. Interaktionsanalysen fuhrten AKT1 als moglichen In-
teraktionspartner von ARHGAP29 an. Daher wurde in Western Blots die Expression

von AKT1 nach dem knockdown von ARHGAP29 untersucht. Die signifikant ver-
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minderte ARHGAP29-Expression bzw. der Trend zur reduzierten ARHGAP29-Ex-
pression ging mit einer signifikant reduzierten AKT1-Expression einher. ARHGAP29

konnte daher als Regulator der Expression von AKT1 identifiziert werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen damit erstmals ARHGAP29 als einflussreichen
Faktor im Rahmen der Invasion von aggressiven und mesenchymal transformierten
Mammakarzinomzellen dar und liefern neue Hinweise auf die Signalkaskade, die
ARHGAP29 umgibt. Um zugrundliegende Mechanismen restlos aufzudecken und
den aufgezeigten Zusammenhang therapeutisch nutzbar machen zu kdonnen, be-

darf es weiterer Forschung.
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