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Referat und bibliographische Beschreibung

Die vorliegende Arbeit untersucht die Funktion der Ets-regulierten Faktoren RhoGDIB (Rho-GDP
Dissociation Inhibitor ), einem Inhibitor der Rho-GTPase-abhingigen Migration, und PTHrP im
priméren Mammakarzinom.

Die Expression von RhoGDIP wird im primdren Mammakarzinom durch Ets1 direkt beeinflusst, was
per ChIP (Chromatin Immuno Precipitation) nachgewiesen wurde. Ets] wiederum wird durch Protein-
Kinase Co reguliert. Dies konnte anhand der Untersuchung der mRNA-Expression von 52
Brustkrebsproben bestitigt werden. Aufler RhoGDIB wird im primdren Mammakarzinom eine Vielzahl
weiterer Faktoren in ihrer mRNA-Expression von Ets1 beeinflusst.

cDNA-Microarray-Studien an MDA-MB-231-Zellen, in denen per siRNA die Expression von
RhoGDIp unterdriickt wurde, zeigten, dass nur die Expression von Cox-2 (Cyclooxygenase-2) durch
RhoGDIp positiv beeinflusst wird. Dies erfolgt wahrscheinlich synergistisch mit Vavl, einem Rho-
GTPase aktivierenden Faktor, via NFAT-1 (nuclear factor of activated T-cells-1). Im primiren
Mammakarzinom korreliert die mRNA-Expression von RhoGDIP und von Vav1 miteinander und mit der
von Cox-2. Bei Suppression von Vavl mit Hilfe von siRNA verringert sich auch die Cox-2-Expression.
Cox-2 ist ein etablierter Tumorpromotor des priméren Mammakarzinoms.

Trotz dieser Befunde hat RhoGDIP keinen Einfluss auf das krankheitsfreie oder das
Gesamtiiberleben. RhoGDIP hat damit zwei entgegenstehende Eigenschaften, ndmlich zum Einen eine
migrationshemmende Wirkung als RhoGDI, zum Anderen eine die Tumorprogression fordernde Wirkung
iber die Stimulation der Cox-2-Expression. Damit trdgt Etsl indirekt auch iiber RhoGDIB zum
Tumorprogress bei, indem es die Expression von Cox-2 reguliert.

PTHrP (Parathormone-related peptide) ist nicht nur ein Faktor, der die ossire Metastasierung des
primdren Mammakarzinoms wesentlich bestimmt, sondern hat auch Einfluss auf die Tumorzellen selbst.
Die Zellzyklusregulatoren Cdc2 und Cdc25B werden {iiber die Wirkung von PTHrP am
Parathormonrezeptor iiber einen Ca’"-abhéngigen Signalweg negativ beeinflusst. Integrin a6 wird von der
Mittelregion von PTHrP reguliert und bewirkt im primdren Mammakarzinom eine schlechte Prognose.
Obwohl in Zellkultur von MDA-MB-231-Zellen weitere Faktoren ebenfalls durch PTHrP beeinflusst
werden, reguliert PTHrP im primdren Mammakarzinom nur die Expression von Integrin 06, Cdc2 und
Cdc25B. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit der Uberpriifung von in der Zellkultur gewonnenen Daten

im Primértumor.

Schunke, Dario: Die Bedeutung der Ets-regulierten Proteine RhoGDIf und PTHrP fiir die Biologie des
invasiven Mammakarzinoms
Halle, Univ., Fak., Diss., 80 Seiten, 2007
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1 Einleitung

Die vorliegende Arbeit verfolgt das Ziel, ein tieferes Verstdndnis der Vorgidnge zu gewinnen, die zur
Tumorentstehung, Tumorprogression und Metastasierung des primidren Mammakarzinoms beitragen. Dabei wird vor
allem auf die Relevanz von RhoGDIP, einem vormals als rein hidmatopoetisch beschriebenen Faktor [348],
eingegangen, der auch im Brustkrebs exprimiert wird. Zudem wird dessen Zusammenwirken mit Vav1l untersucht,
einem weiteren hdmatopoetischen Protein [202], welches aber auch im Pankreaskarzinom [106] vorkommt und dort
zu einer schlechteren Prognose beitrdgt. Diese Betrachtungen sind eingebettet in eine Analyse der durch Etsl
regulierten Gene, zu denen neben RhoGDIP auch PTHrP zdhlt. Bisher wurden alle Daten zur Verdnderung der
Genexpression durch Ets1 ausschlieBlich an Zellkulturen gewonnen. Hier werden erstmals die wichtigsten der auf
diese Weise regulierten Gene auf ihre Relevanz beim primaren Mammakarzinom hin untersucht. Im zweiten Teil
wird ein analoges Verfahren bei der Analyse von PTHrP und den dadurch regulierten Genen angewandt.

Nach einer Darstellung des Mammakarzinoms, seiner Entwicklung aus DCIS bzw. LCIS sowie von
Erkenntnissen zu dessen biologischer Charakterisierung anhand von Genexpressionsarrays sei zur Hinfithrung zu

diesen Themen ein Abriss der bisher verfiigbaren Daten zu Ets1, RhoGDIP und Vavl sowie PTHrP gegeben.

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie und allgemeine Risikofaktoren

Brustkrebs ist die haufigste Krebserkrankung der Frau sowohl in Deutschland als auch weltweit. Die jéhrliche
Inzidenz liegt in Deutschland laut der Dachdokumentation Krebs des Robert-Koch-Instituts bei 47.500
Neuerkrankungen [326], die Mortalitdt lag 2004 laut der Todesursachenstatistik des Statistischen Bundesamtes mit
17.592 Féllen an zweiter Stelle. Die WHO schitzt, dass im Jahr 2000 die jahrliche weltweite Inzidenz bei einer
Million Neuerkrankungen lag; es sollen jahrlich 370.000 brustkrebsbedingte Todesfille auftreten. Das
Lebenszeitrisiko an Brustkrebs zu erkranken liegt in Deutschland bei 9,2% [352] -13% [217]. In den letzten 20
Jahren zeigte sich ein kontinuierlicher Anstieg der Inzidenz in Deutschland und den restlichen EU-Léndern [325],
wobei allerdings die Brustkrebssterblichkeit seit Mitte der 1990er Jahre riickgdngig ist [176]. Die
altersstandardisierte Inzidenz lag 2004 in Deutschland mit 93,8 pro 100.000 Frauen im europdischen Mittelfeld [11].
Mit zunechmendem Alter steigt auch das Brustkrebsrisiko. Die altersspezifische Erkrankungsrate erreicht in der
Altersgruppe von 80-84 Jahre mit iiber 285 Neuerkrankungen pro 100.000 Frauen und Jahr ihr Maximum [11]. Die
Halfte aller Brustkrebsfille tritt vor dem 63. Lebensjahr auf [176], der durchschnittliche Median fiir alle Krebsarten
liegt jedoch bei 67 Jahren [326]. In der Altersgruppe von 45-49 Jahren hat das Mammakarzinom mit 45% den
hochsten Anteil an allen Krebsneuerkrankungen [326].

Die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir Lymphknoten-negativen Brustkrebs betridgt 97%, wihrend fiir das
metastasierte Mammakarzinom nur 23% angegeben werden [6]. Die durchschnittliche 5-Jahres-Uberlebensrate liegt
heute bei 78% [326]. Die Uberlebensrate ist verglichen mit Magen- und Bronchialkarzinom (31% bzw. 15% 5-
Jahres-Uberlebensrate) relativ giinstig [326]. Der Anstieg der Uberlebensrate ist auf eine frijhere Diagnose und
friihere sowie bessere Behandlung zuriickzufiihren, wobei die Uberlebensraten der T3-T4-Tumoren keinen solchen
Effekt zeigen [326].

Neben den genetischen Risikofaktoren werden eine Reihe weiterer lebensstilbezogener Faktoren diskutiert, die
den bestdndigen Anstieg der Brustkrebsinzidenzen bedingen. Zu diesen gehoren[326]: friihe Menarche, spéte erste

Schwangerschaft, kurze oder gar keine Stillzeit, spite Menopause, postmenopausale Hormonersatztherapie,

1



exzessiver Alkoholkonsum, Rauchen vor der ersten Schwangerschaft [17] sowie Ubergewicht und postmenopausale
Gewichtszunahme. Diese Aufzdhlung kann aufgrund der Bandbreite der angeschuldigten Faktoren nicht
erschopfend sein, da sich die einschldgige Forschung in stindigem Fluss befindet. Die groen Themen sind dabei

lange Hormonexposition, fehlende Ausreifung des Brustdriisengewebes sowie karzinogene Noxen [17].

1.1.2 DCIS und LCIS als Vorlauferldsionen

DCIS und LCIS sind préinvasive Carcinoma in situ, die per definitionem die Basalmembran nicht
durchbrochen haben, aber aus malignen Tumorzellen bestehen. Im Folgenden seien die Merkmale von DCIS und
LCIS vor allem auch in Hinblick auf die Tumorbiologie und die genetischen Alterationen zusammengefasst.

Das DCIS (duktales carcinoma in situ) macht heute mehr als 20% der diagnostizierten Brustkrebsfille aus
[101], wohingegen dieser Anteil in den 1970er Jahren nur 1% [101] - 5% [231] betrug. Grund dafiir ist die
gestiegene Mammografie- und damit Erkennungsrate. 50% der mammografisch erkannten Tumoren sind DCIS
[231]. Der fiir DCIS typische mammografische Befund sind gruppiert liegende, polymorphe Mikrokalzifikationen
[421].

Beim DCIS befinden sich die Tumorzellen ausschlieBlich im Ductuslumen und haben somit noch nicht die
Fahigkeit erlangt, die Basalmembran zu durchbrechen. Nach der Architektur werden unterschieden: comedoartiges,
cribriformes, papillédres, mikropapilldres, solides Wachstum sowie Morbus Paget der Mamille. Diese Einteilung hat
jedoch — abgesehen von Morbus Paget keinen préadiktiven Charakter hinsichtlich der Rezidivrate oder der
Entstehung des invasiven duktalen Karzinoms (IDC).

Deshalb wurden neue Klassifizierungen v.a. nach Grading, Zellpolarisation und Auftreten von Nekrosen
eingefiihrt. Hervorzuheben sind dabei die Holland Classification [173] und der Van Nuys Prognostic Index [363].

Nach der Holland Classification eingeteilte DCIS wiesen als Rezidivrate 32% bei high-grade DCIS, 10% bei
intermediate DCIS und 0% bei low-grade DCIS auf [220].

Zahlreiche Untersuchungen molekularer Marker unterstiitzen diese Einteilungen. So korreliert das Auftreten
von p53-Mutationen, welche in 25% der DCIS gefunden wird, signifikant mit dem Grading, dem Auftreten von
Nekrosen sowie dem mitotischen Index [311; 337]. In 30% aller DCIS, v.a. aber in high grade DCIS, wird eine
erhohte Expression von erbB2 (human growth factor receptor 2) gefunden [224], dessen Auftreten invers mit dem
Estrogen- und Progesteronrezeptorstatus korreliert [66]. Hohe Ki67-Werte, ein Zellzyklus-Antigen, werden vor
allem in schnell proliferierenden high grade DCIS gefunden [252]. Auch die Cox-2 Expression (Cyclooxygenase-2)
ist signifikant assoziiert mit hohem Grading, erbB2-Positivitidt, sowie negativem Hormonrezeptorstatus [33].
CyclinD1 zeigt ebenfalls eine erhohte Expression in DCIS und ist im invasiven Mammakarzinom sowohl bei ER-
negativen [405] als auch bei ER-positiven [206] Tumoren mit einer schlechten Prognose assoziiert.

Diese Verdnderungen tragen in ihrer Gesamtheit dazu bei, dass high grade DCIS binnen 5-10 Jahren zum
invasiven duktalen Karzinom voranschreiten, wohingegen bei low grade DCIS dies erst deutlich spéter, nach 15-20
Jahren [273], erfolgt.

Lange Zeit wurde die Annahme vertreten, dass die Entstehung von invasivem duktalen Brustkrebs aus DCIS

einer linearen Entwicklung, analog zu Vogelsteins Modell der Colonkarzinogenese [414], folgt:

low grade DCIS — high grade DCIS — low grade IDC — high grade IDC



Angefiihrt wurde dabei eine Untersuchung zu Hsp27 (heat schock protein), welches der Modulation der
intrazelluldiren Homeostase dient und signifikant mit dem Tumorprogress korreliert [289]. Normales Brustepithel
exprimiert nur in 7,4% der Félle Hsp27, jedoch 25,1% der Epithelhyperplasien und 61,1% der untersuchten DCIS.

Ein wesentliches Argument dagegen sind Studien von Roylance et al. [335; 336] zur CGH (comparative
genomic hybridisation). Dabei konnte gezeigt werden, dass 65% der Grade I DCIS den langen Arm von Chromosom
16 (16q) verloren haben. Dies war jedoch nur in 16% der Grade III DCIS der Fall. In Grade III DCIS sind hingegen
Verinderungen in 13q,17q und 20q festzustellen.

Somit scheint es viel mehr eine parallele Entwicklung von low und high grade DCIS hin zu low und high grade
IDC zu geben, was durch eine Konkordanz von 98% beziiglich des Grading und des genetischen Profils von DCIS
und IDC aus der gleichen Brust bestétigt wird [144]. Gleichwohl kénnen verschiedene Zellklone aus einem DCIS
entstehen, die verschiedene Gradings aufweisen [384].

Das LCIS (lobuléres carcinoma in situ) wurde lange Zeit als obligate Prikanzerose fiir die Entstehung eines
invasiven lobuldren Karzinoms angesehen und entsprechend therapiert. In den letzten 20 Jahren jedoch wurde
deutlich, dass LCIS im Gegensatz zu DCIS eher ein Risikofaktor als eine Prakursorlision ist. In neueren Arbeiten
wird hiervon jedoch wiederum abgewichen und LCIS nun als fakultative Prikanzerose gesehen. LCIS und die
atypische lobulire Hyperplasie (ALH) werden als lobulédre Neoplasien zusammengefasst.

Diagnostische Kriterien fiir LCIS sind: hohes Kern-Plasma-Verhiltnis, intrazytoplasmatische Rdume bzw.
Magenta Bodies sowie erhaltene lobuldre Struktur. Oft wird auch ein pagetoides Wachstum entlang der Duktuli
zwischen Epithel und Basalmembran, wobei diese nicht durchbrochen wird, beobachtet.

LCIS wird in 90% der Félle zwischen dem 40. und 50 Lebensjahr diagnostiziert, d.h. durchschnittlich 10 Jahre
frither als DCIS [365]. Es sind zum groften Teil Zufallsbefunde in Biopsien, die aus anderen Griinden
vorgenommen werden [231]. LCIS sind in der Mammografie mit Ausnahme eines seltenen kalzifizierenden Subtyps
kaum zu erkennen [121; 344]. In einem Anteil von 30% [332] bzw. 50-70% [231] der Faille sind LCIS bilateral und
in 50% der Félle multifokal in der gleichen Brust [332].

Wihrend ALH das Risiko fiir das Auftreten eines invasiven lobuldren Karzinoms um das 4-5fache erhoht [298],
wird dieser Wert bei LCIS auf das 8-10fach mehr als verdoppelt [299]. In 50% der Falle, in denen ein invasives
lobulédres Karzinom aus einem LCIS entstanden ist, geschah dies zwischen 15-30 Jahre nach LCIS-Diagnose [257].
Die ipsilaterale Brust scheint ein dreifach hoheres Risiko der Karzinomentstehung zu haben als die kontralaterale
[300].

Durch CGH konnte gezeigt werden, dass LCIS Deletionen in 16p, 16q, 17p und 22q aufweisen, invasive
lobuldre Karzinome (ILC) ebenfalls in 1q, 16q und 17p [47; 283]. Damit ist eine direkte Entstehung von ILC aus
LCIS nahe liegend.

E-Cadherin-Mutationen und Verluste (lokalisiert in 16g22.1) sind hdufig in LCIS und invasiven lobuldren
Karzinomen [90], wohingegen duktale Karzinome sowie DCIS und normales Epithel dieses weitgehend normal
exprimieren [40; 182; 255]. Dieser Umstand macht E-Cadherin zum idealen Marker fiir LCIS. E-Cadherin ist ein
Tumor-Suppressor, der an der Zell-Zell-Adhidsion sowie der Zellzyklusregulation beteiligt ist [205].

1.1.3 Histologische Typen und biologische Einteilung des invasiven Mammakarzinoms

Mammakarzinome lassen sich in duktale und lobulidre Karzinome einteilen, wobei zu den duktalen Karzinomen
auflerdem noch das medulldre Karzinom, das tubuldre Karzinom, das papillire Karzinom, das muzindse (Gallert)-

Karzinom sowie das inflammatorische Karzinom gezahlt werden.
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70-80% der Mammakarzinome sind duktale Karzinome of ,,no special type® (NST) bzw. NOS (not otherwise
specified) [32; 231]. Diese konnen aufgrund ihres histologischen Erscheinungsbildes keiner speziellen Untergruppe
der duktalen Karzinome zugeordnet werden. Die Tumoren sind scharf abgegrenzt, von knorpeliger bis steinharter
Konsistenz mit durchschnittlichen Durchmessern von 1-2cm, nur selten iiber 4-5cm. Palpatorisch sind diese
Tumoren oft fixiert und teils fest mit der Brustwand, der Haut oder der Mamille verwachsen. Histologisch finden
sich wechselnde Anteile von Zellstringen und Zellnestern, die das Stroma infiltrieren. Haufig findet sich eine
Invasion der Perineuralscheide bzw. eine Lymphangiosis carcinomatosa.

Das lobuldre Karzinom macht etwa 10-15% [32] der Mammakarzinome aus. Es ist mit bis zu 20% deutlich
oOfter bilateral sowie multizentrisch in der gleichen Brust anzutreffen als andere Typen. Zudem zeigt das lobuldre
Karzinom ein diffus invadierendes Wachstum und metastasiert hdufiger in Ovar, Uterus, Knochenmark und serdse
Haute als andere Subtypen des Mammakarzinoms [231]. Es ist hiufig diploid, ER/PR positiv, und weist aufgrund
der durchweg hoheren Differenzierung der Zellen eine bessere Prognose auf als invasiv duktale Karzinome NST
[231]. Die Zellen liegen dabei aufgrund des dissoziierten Wachstums des Tumors einzeln in Ginsemarschmuster im
Stroma oder im Schiescheibenmuster um normale Duktuli herum [32]. Fast alle lobuldren Karzinome weisen
Mutationen und Expressionsverluste des E-Cadherin-Gens auf [32].

Das medulldre Karzinom macht 1-5% [231] der Mammakarzinome aus, wobei liberproportional héufig jiingere
Patientinnen betroffen sind. Der Tumor ist von weicher, fleischiger Beschaffenheit mit Durchmessern von 2-3cm. Er
wichst tiberwiegend verdrangend und ist gut abgrenzbar. Histologisch sind die synzytialen Tumorzellen mit grofen
pleomorphen Kernen und prominenten Nukleoli von lymphoplasmozytiren Infiltraten umgeben, wobei der Grad der
lymphozytéren Infiltration mit einer besseren Prognose einhergeht [146; 378]. Medulldre Karzinome weisen eine
bessere Uberlebensrate als duktale Karzinome auf, obwohl sie viele nachteilige Prognosefaktoren wie Aneuploidie,
ER/PR-Negativitit und hohes Grading aufweisen. Dies kdnnte auf eine hohe Expression von Adhisionsmolekiilen
und auf das synzytiale Wachstumsmuster zuriickzufiihren sein [231].

Der Anteil an tubuldren Karzinomen hat sich mit Einfithrung der Mammographie von 2% auf 10% der unter
lcm grofen Tumoren erhoht. Mammographisch imponieren sie als irreguldre Massen. Die betroffenen Frauen sind
tiberdurchschnittlich jung mit einem Haufigkeitsmaximum in der zweiten Hélfte der 5. Dekade. Tubuldre Tumoren
sind multifokal in 10-56% und bilateral in 9-38% der Fille [231]. Histologisch zeigen sich gut ausgereifte, teils
kalzifizierte Driisenschlduche, die allerdings keine myoepithelialen Zellen aufweisen und in direktem Kontakt zum
Stroma stehen. 95% der tubuldren Karzinome sind diploid und ER/PR-positiv [231], sowie per definitionem gut
differenziert und bedingen eine exzellente Uberlebensrate.

Invasiv papillidre Karzinome haben nur einen Anteil von 1% und zeichnen sich durch ihr papilldres Wachstum
aus. Im klinischen Erscheinungsbild gleichen sie duktalen Karzinomen NST, haben jedoch eine bessere Prognose
[231].

Das muzindse Karzinom ist vor allem bei dlteren Patientinnen anzutreffen und zeichnet sich durch langsames,
jahrelanges Wachstum aus. Es reprisentiert 1-6% aller Mammakarzinome. Dieser gut umschriebene Tumor hat die
Konsistenz von Gelatine mit vereinzelten Inseln neoplastischer Zellen, die teilweise Driisenazini bilden.
Neuroendokrine Differenzierungen sind in 14-50% der Fille moglich. Die Uberlebensrate ist besser als bei duktalen
Karzinomen NST.

Das inflammatorische Karzinom ist die aggressivste Form des Mammakarzinoms, welche sich durch ein
schnelles infiltratives Wachstum auszeichnet. Histologisch zeigt sich eine extensive lymphovaskuldre Infiltration
des oberflichlichen dermalen GefaBnetzes [69]. Das Gesamtiiberleben ist gegeniiber anderen Subtypen des

Mammakarzinoms deutlich schlechter [58].



Diese klassische Einteilung nach histologischen Gesichtspunkten kann die teils deutlichen Unterschiede in der
Aggressivitit der verschiedenen Untertypen nicht erkldren, wenngleich die Kombination von histologischem
Erscheinungsbild mit Erfahrungswerten dies vorspiegelt. Vielmehr zeigt sich, dass das Grading ein besserer
Pradiktor fiir das Gesamtiiberleben ist als jeder andere klinisch-pathologische Parameter [47; 315; 336] allein.

Diese Annahme konnte anhand des Vergleichs der hiufigsten genetischen Alterationen von Grade I und Grade

IIT Mammakarzinomen erhértet werden [47; 315; 336]:

Grade I duktal Grade III duktal
Verluste 16q (u.a. E-Cadherin) 8p, 11q, 13q, 14q
Gewinne 5p, 8q, 17q

Ein Progress von Grade I zu Grade III erscheint aufgrund dieses hiufigen physischen Verlusts von 16q eher
unwahrscheinlich [47; 315; 336].

Interessanterweise lassen sich Grade I invasive lobuldre Karzinome aufgrund ihrer auf den Verlust von 16q
beschriankten genetischen Verdnderungen gut den Grade I invasiv duktalen Karzinomen zuordnen, was auf einen
gemeinsamen Ursprung schlieBen ldsst [246]. Einen Unterschied zwischen duktalen und lobuldren Karzinomen
bildet allerdings der oben beschriebene E-Cadherinverlust, der vorwiegend bei lobuldren Karzinomen auftritt.

Eine Variante des lobuldren Karzinoms, das pleomorphe lobulire Karzinom zeigt genetische Eigenschaften von
duktalen wie auch von lobulidren Karzinomen, nidmlich Verlust von E-Cadherin, Verlust von 16q sowie Her2/neu-
Expression, die wiederum relativ spezifisch fiir duktale Karzinome ist [268]. Somit scheint die strenge Einteilung in
duktale und lobulédre Karzinome zumindest fraglich, und lésst eher einen gemeinsamen Ursprung vermuten.

Studien zu Expressions-Arrays [302] haben eine Einteilung in vier Kategorien vorgeschlagen, ndmlich Luminal
(A/B/C), Normal-like, Basal und Her-2/neu. Trotz der Vielzahl der untersuchten Gene haben sich nur einige wenige
als charakteristisch erwiesen. Luminale Tumoren zeigen neben einer hohen ER-Expression vor allem die
Cytokeratine 8 und 18, Her2-Tumoren sind meist ER-negativ, Basal-like Tumoren sind ER- und Her2-negativ und
zeigen ein basales Expressionsmuster von Cytokeratinen, nimlich CK5,6 und CK17 sowie Integrin 4 und Laminin.

Die Analyse des vorherrschenden Gradings innerhalb dieser Gruppen zeigt allerdings wieder eine generelle
Einteilung in low grade und high grade [366], was sich erwartungsgemif3 auch im Gesamtiiberleben widerspiegelt,
nidmlich dahingehend, dass Luminal A/B/C (meist ER+) und Normal like eine relativ gute Prognose entsprechend
dem vorherrschenden low grade aufweisen, Basal und Her2/neu+ aufgrund ihres allgemein hohen Gradings dagegen
eine schlechte [373]. Allerdings sind auch diese Gruppen genetisch und klinisch heterogen [216; 374], was zur

Spezifizierung weiterer Subgruppen [373], darunter auch ein basoluminaler Typ [219], fiihrte.

Normal like Luminal A/B/C Basal Her2/neu+

Low Grade High Grade

Eine Metaanalyse [267] hat allerdings ergeben, dass viele auf Genexpressionsprofilen beruhende Studien zu
Prognose und Prédiktion des Outcome, darunter eine Studie von van’t Veer et al. [411] iiber ein 70-Gene-Set beim
Brustkrebs, in ihrem Vorhersagewert kaum eine zufillige Einordnung in gutes und schlechtes Uberleben
iibertreffen, oder wie es Ioannides [177] ausdriickte: ,,[...]in five of the seven largest studies on cancer prognosis,
this technology performs no better than flipping a coin. The other two studies barely beat horoscopes.”.

Es bleibt somit abzuwarten, ob es iiberhaupt moglich ist, allein durch Genexpressionsprofile eine eindeutige
Klassifikation und Risikostratifizierung fiir Mammakarzinome zu erreichen. Viel mehr als Expressionsprofile
scheint die Kombination von mehreren prognostischen Parametern wie Grading, Staging, Lymphknotenbefall etc.
sowie einigen ausgewdhlten Genexpressionswerten fiir eine Prognose des Outcome sowie die Pradiktion des

Therapieerfolgs am Erfolgversprechendsten — und Okonomischsten — zu sein.
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1.1.4  Prognostische und priadiktive Faktoren

Bei der Betrachtung von prognostischen und pradiktiven Faktoren ist es zunéchst sinnvoll, zwischen beiden zu
unterscheiden. Prognostische Faktoren sind solche, die den Verlauf des Mammakarzinoms mit und ohne
systemische Therapie beschreiben, wohingegen préadiktive Faktoren Hinweise auf die Effektivitit von spezifischen
Therapien geben konnen. Viele pradiktive Faktoren sind auch gute prognostische Faktoren, dies gilt jedoch nicht
immer umgekehrt [160]. Neben den nachfolgend angesprochenen Faktoren gibt es noch eine Reihe weiterer, die hier
nicht im Einzelnen diskutiert werden sollen, darunter der Mitotische Index, S-Phase-Fraktionsbestimmung per
Durchflusszytometrie, Thymidin Labeling Index sowie Ki-67, die allesamt Marker der Tumorproliferation darstellen
und daher ebenfalls prognostischen Wert besitzen.

Der Lymphknotenstatus ist der aussagekriftigste prognostische Faktor beim Mammakarzinom. Die rezidivfreie
5-Jahres-Uberlebensrate bei Lymphknoten-negativem Brustkrebs liegt bei ca. 80%, bei Lymphknoten-positivem
dagegen bei nur noch 20% [156; 164]. Andererseits ergibt sich aus diesen Zahlen nur der ,,natiirliche” Verlauf bei
nicht therapierten Patientinnen. Neuere Studien von Kimura et al. [212] und Kim et al. [210] weisen bis zu 10 Jahre
nach der Tumoroperation weiterhin eine erhdhte Rezidivrate bei Lymphknoten-positiven gegeniiber -negativen
Patientinnen nach. Deshalb ist die Axilladissektion mit vorangehender Sentinel-Node-Biopsie ein wichtiges
Instrument des Stagings des Mammakarzinoms [156].

Die Tumorgrofe ist ein weiterer wichtiger prognostischer Faktor. Das Risiko eines Rezidivs steigt im
Allgemeinen mit dem Durchmesser des Primdrtumors. Mit Tumordurchmessern unter lcm liegt das 20-Jahres-
Rezidivrisiko bei 12% [333]. In einem Beobachtungszeitraum von 30 Jahren liegt dieses Risiko bei GroBen unter
2cm bei 25%, steigt bei 2-2,9 cm auf 35%, bei 3-3,9 cm auf 45% und erreicht bis zu 50% bei Tumordurchmessern
von 4-4,9 cm. Dariiber nimmt das Rezidivrisiko wieder ab, was auf die spezifische Biologie von Tumoren dieser
Grofle zuriickgefiihrt wird, die wahrscheinlich kaum die Féhigkeit zur Metastasierung erreichen kdnnen [156] .

Das Grading beim Mammakarzinom korreliert gut mit dem klinischen Outcome [77; 163]. Die am weitesten
verbreitete Gradingklassifikation ist die modifizierte Scarff-Bloom-Richardson Classification (MSBR), auch
Nottingham Combined Histologic Grade (NCHG) genannt [111]. Die SBR beurteilt die Gewebedifferenzierung, den
Pleomorphismus sowie die Anzahl der Mitosen, was anschlielend in Grade 1, 2 oder 3 eingeordnet wird. Die MSBR
beriicksichtigt den Differenzierungsgrad nicht mehr und ordnet in fiinf verschiedene Kategorien ein. Ein hohes
Grading nach MSBR ist mit einer hohen Metastasierungsrate assoziiert, und ist somit ein unabhdngiger
prognostischer Faktor [364].

Bestimmte histologische Typen sind mit verschiedenen Prognosen verbunden. So hat das inflammatorische
Mammakarzinom die schlechteste Prognose. Frithe Studien geben bei nur lokaler Therapie eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von nur 5% an [185]. Andere Subtypen wie das tubuldre, das muzindse oder das papillire
Mammakarzinom haben bei Tumordurchmessern unter 3cm ein Rezidivrisiko von nur 10% [82]. Zwischen diesen
Extremen steht das medulldre Karzinom, das zwar eine bessere Prognose als das duktale Karzinom NST aufweist,
jedoch eine hohere Rezidivrate bedingt als die tubuldren, muzindsen oder papilliren Karzinome [110]. Damit ist
auch die Histologie ein wichtiger Prognosefaktor [156].

Die Steroidrezeptoren ERa und ERP (Estrogen-Rezeptor) sowie PR und PR (Progesteron-Rezeptor) werden
seit den 1970er Jahren bestimmt. Anfangs aus gefrorenem Gewebe, heute iiber immunhistochemische Untersuchung
von Paraffin-eingebettetem Material, die mit den Aussagen der vormaligen Proteinbestimmung der Rezeptoren hoch
korreliert ist [157]. Vor allem in Kurzzeitanalysen haben ER-positive Mammakarzinome ein um 5-10% geringeres

S-Jahres-Rezidivrisiko als ER-negative [70; 164]. Danach verschwindet dieser Vorteil mit voranschreitender Zeit
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[164; 350]. Deshalb wird die ER-Expression mit einer geringeren Wachstumsrate, nicht jedoch einem geringeren
metastatischen Potential in Verbindung gebracht [156].

Das Vorhandensein des PR signalisiert in erster Linie die Funktionsfdhigkeit des Estrogen-Rezeptors. Die
selbstédndige Prognosefahigkeit des PR wird kontrovers debattiert, da einige Studien dafiir sprechen [65; 175],
andere dagegen [379; 380]. Aus diesem Grund sollte sein Auftreten immer in Verbindung mit ER untersucht
werden, was die pradiktive Aussagekraft des ER-Status erhoht, wie in einer Studie mit 15.000 Patientinnen bestatigt
wurde [18].

Es gibt trotz all dieser Untersuchungen einen betréchtlichen Anteil von Patientinnen, die bei ER-positivem
Tumor nicht von einer antihormonalen Therapie profitieren. So fithrt zum Beispiel eine erhohte Cox-2-Expression
zu einer gesteigerten Prostaglandinsynthese, wodurch das Tumorstroma zu vermehrter Ostrogenproduktion angeregt
wird, was dann zur Tamoxifen- und Aromataseinhibitorresistenz fiihrt [43]. So sollte trotz der hohen préadiktiven
Féhigkeiten der Steroidrezeptoren auch ein Crosstalk zwischen diesen und Cox-2 bzw. Prostaglandin sowie
Wachstumsfaktorrezeptoren nicht aufler Acht gelassen werden, auch wenn dies die klinische Praxis noch nicht
erreicht hat. Weitere Faktoren, die eine Tamoxifen-Resistenz bewirken kénnen sind PI3K (Phosphatidyl-Inositol-3-
Kinase) [52] und Proteinkinase Ca [13].

Die Her(human epithelial growth factor receptor)-Familie der Transmembran-Tyrosinkinasen, Erb-B1/EFGR
(Her-1), Erb-B2 (Her2/neu), Erb-B3 (Her-3) sowie Erb-B4 (Her-4) spielt eine groBe Rolle bei der Entwicklung
bestimmter Mammakarzinome. Aufler Her2/neu haben alle diese Rezeptoren spezifische Liganden, durch deren
Bindung sie aktiviert werden kdnnen. Her2/neu kann nur durch aktivierte Her-1,3 oder 4 aktiviert werden, indem es
durch diese in einen heterodimeren Komplex integriert wird, wobei es die Signaliibertragung verstirken kann [156].
Trotz dieser Besonderheit spielt Her-2, aber auch Her-1, eine herausragende prognostische und zunehmend auch
pradiktive Rolle. Der EGF-Rezeptor ist in 35-60% aller Mammakarzinome vorhanden. In einer Studie mit {iber
3.000 Patienten konnte ein signifikant schlechteres Uberleben bei hoherer EGFR-Expression nachgewiesen werden
[115]. Durch die Entwicklung spezifischer Antikdrper und Tyrosinkinaseinhibitoren erlangt EGFR auch eine
pradiktive Bedeutung [46; 265]. Her-2/neu wird in 10-34% der Mammakarzinome iiberexprimiert, was regulatorisch
oder aber durch Genamplifikation vonstatten geht [213]. Der enge Zusammenhang von schlechter Prognose und
Her-2/neu-Uberexpression wurde durch Studien an LK-positivem [142] und LK-negativem [8] Brustkrebs
nachgewiesen. Eine Her-2/neu-Uberexpression ist ein Indikator fiir eine relative Resistenz gegeniiber CMF
(Cyclophosphamid, Methotrexat, 5-Fluoruracil) basierten Chemotherapien [145] sowie erhdhter Empfindlichkeit
gegeniiber Anthracyclinen [395]. Auch eine Tamoxifenresistenz bei ER- und Her-2/neu-positivem Brustkrebs wird
diskutiert [78], vor allem bei zusdtzlich hoher Expression von AIB1 (amplified in breast cancer 1, ein ER-
Coaktivator)[294]. Hohen préadiktiven Wert hat Her-2/neu natiirlich fiir das Ansprechen auf eine Trastuzumab-
basierte Therapie [370].

Viele Studien haben einen engen Zusammenhang von hoher uPA- (urokinase-type Plasminogen-Aktivator) oder
PAI-1(Plasminogen Aktivator Inhibitor 1)-Proteinkonzentration und kiirzerem rezidivfreiem und Gesamtiiberleben
gezeigt, was durch eine Metastudie mit 8.377 Patientinnen bestétigt wurde [244]. uPA ist Mitglied der
Serinprotease-Familie. Nach Aktivierung von pro-uPA durch Plasmin, ist uPA in der Lage, tiber die Aktivierung
weiterer Proteasen, wie Matrix-Metalloproteinasen, verschiedene Komponenten der ECM (extrazelluldre Matrix) zu
degradieren und damit zum ECM-Remodelling beizutragen, was flir Tumorproliferation und Metastasierung
herausragende Bedeutung hat. Vor allem Patientinnen mit hohen uPA/PAI-1-Werten profitieren von einer
Chemotherapie, wie Harbeck et al. nachweisen konnten [153]. Damit ist das uPA/PAI-1-System prognostisch und

beschréankt auch pradiktiv einsetzbar.



1.2 Carcinogenese

1.2.1 Genregulationsmechanismen

Neben der Supprimierung von Tumorsuppressorgenen oder deren Mutation existieren weitere Mechanismen,
durch die eine Tumorzelle die exprimierten Gene kontrolliert. Diese umfassen als wesentliche
Genregulationsmechanismen  beim  Mammakarzinom die  Transkriptionsregulation mit Hilfe von
Transkriptionsfaktoren, die im Folgenden nidher erldutert werden, sowie die epigenetische Kontrolle, also die
Verdnderung der Transkriptionsrate eines Gens durch Mechanismen, die nicht in der DNA-Sequenz kodiert sind.
Durch epigenetische Modifikation kann es zu vermehrter oder auch verminderter Expression ausgewahlter Gene

kommen.

1.2.2 Transkriptionsfaktoren am Beispiel von Ets1 beim Mammakarzinom

Verantwortlich fiir die Genregulation sind Transkriptionsfaktoren, die iiber die Bindung an DNA-Elemente im
proximalen Promotorbereich, die 100-200bp ,,upstream* der Initiationsstelle liegen, und Enhancer, die bis zu 50kb
»upstream®, , downstream™ oder in Introns des Gens liegen konnen, die Gentranskription beeinflussen. Man
vermutet, dass im menschlichen Genom bis zu 2000 Transkriptionsfaktoren vorkommen. Einige der
Transkriptionsfaktoren spielen eine wichtige Rolle in der Karzinogenese und in der Aufrechterhaltung eines
invasiven Phéanotyps. Ein Beispiel dafiir ist Ets1.

Die Familie der Ets-Transkriptionsfaktoren umfasst mittlerweile iiber 35 Mitglieder, deren gemeinsames
Merkmal die ETS-Doméne ist [419], eine konservierte ,helix-turn-helix*“ [417] DNA-Bindungsdomine aus 84
Aminoséuren, die an die Konsensussequenz GGAA/T (ETS-Binding sequence EBS) bindet [287]. Inzwischen sind
aber auch Fille bekannt, bei denen eine Bindung auch an andere Sequenzen moglich ist [356], da auch die
Umgebung der EBS Einfluss hat. Der Name Ets leitet sich von Avian Erythroblastosis E26 transformation specific
sequence ab [419]. Etsl ist primédr im Nukleus lokalisiert, aber in ruhenden Endothelzellen sowie in Endometrium-
und Ovarialkarzinomzellen auch im Cytoplasma [388; 389; 407]. Die Kernlokalisationssequenz wurde am C-
terminalen Ende der ETS-Domine lokalisiert [35]. Etsl spielt eine wichtige Rolle in der Embryogenese, der
Wundheilung sowie der Tumorprogression, wobei es nur wihrend spezifischer Prozesse aktiv wird, so vor allem
wihrend der Bildung neuer BlutgefdBe in physiologischem wie pathologischem Umfeld [228]. Ausschlaggebend fiir
diese Funktion ist die Verteilung der EBS in Promotoren relevanter Gene. So findet man eine EBS in den
Promotoren von anderen Transkriptionsfaktoren wie JunB, aber auch in Promotorregionen von
Wachstumsfaktorrezeptoren wie VEGFR, sowie bei Proteasen (uPA, MMPs), deren Inhibitoren und
Zelladhdsionsmolekiilen (VE-Cadherin, Integrin B2) [262]. Die Ets1-Expression kann durch Einwirkung von TNF1,
FGF oder VEGF in endothelialen Zellen oder auch in Tumorzellen erhdht werden [60]. Ets1 wiederum kann die
Transkription von uPA, MMP1, MMP3, MMP9 in vaskuldren endothelialen Zellen, in Fibroblasten des
Tumorstromas [76] sowie in Karzinomzellen erhéhen und induziert so hiufig einen invasiven Phanotyp [290]. Ets1
scheint auch fiir die Entwicklung der Brustdriise eine entscheidende Rolle zu spielen.

Etsl wird in vielen verschiedenen Karzinomen, Sarkomen und Astrozytomen exprimiert [84]. Wobei es in
Mamma-, Lungen-, Colon-, Pankreas- und Schilddriisenkarzinomen entweder ausschlieBlich in ,high grade®
Tumoren oder in diesen hoher exprimiert wird [84]. Dabei ist eine hohe Ets1-Expression in Mamma-, Ovarial-, und

Cervixkarzinomen mit einer schlechteren Prognose assoziiert [76; 375]. Ets1 scheint dabei eine wichtige Funktion



als Regulator von Faktoren auszuiiben, die fiir eine metastatische Progression relevant sind [20].
Uberraschenderweise wird Ets1 vorrangig im Stroma, hier vor allem in peritumoralen Fibroblasten, Endothelien und
Lymphozyten, exprimiert [124]. Es wird beim Mammakarzinom aber auch in Brustkrebszelllinien und
Primértumoren gefunden [20]. Ostrogen kann in Mammakarzinomzellen die Ets1-Expression induzieren [236].

Ein wichtiger regulatorischer Transkriptionsfaktor ist Esx, ein epithelspezifischer ETS-Faktor, der in
Mammakarzinomen iiberexprimiert wird und bereits in DCIS vermehrt anzutreffen ist [56]. Dieser ist in der Lage,
auch Etsl zu induzieren [235], zudem wird ein positiver Feedback loop zwischen Esx und Her2/neu vermutet [98].
Auch Ets] aktiviert den Her2/neu-Promotor, sogar stérker als Esx [98].

Die Ets1-Expression korreliert signifikant mit der von VEGF und PAI-1 [375]. Die EGF-induzierte Expression
von uPA sowie MMP9 benétigt zur Aktivierung der Promotoren das Zusammenspiel von Ets1 und AP-1 (activator
protein-1), so dass Etsl als ein wichtiges Bindeglied zwischen EGF und der darauf folgenden zelluldren Antwort
angesehen werden kann [390]. Etsl erhédlt die Expression von MMPs durch einen vermuteten
Feedbackmechanismus aufrecht [23]. Ein weiteres Etsl-responsives Gen ist PTHrP, welches durch TGF vermehrt
exprimiert wird. TGF aktiviert dabei iiber einen Smad-Ets1-Synergismus die PTHrP-Expression [237].

Span et al. [375] haben die Expression von Ets1 in Brustkrebsproben untersucht, wobei zwar keine Korrelation
von Etsl mit kliniko-pathologischen Parametern festzustellen, jedoch ein signifikanter Zusammenhang von Ets1-
Expression und kiirzerem rezidivfreiem Intervall zu verzeichnen war. Es fand sich allerdings kein Zusammenhang
mit dem Gesamtiiberleben.

Wie die Aktivitdt von Etsl in den Tumorzellen allerdings reguliert wird, ist weiterhin unklar. Ras erhoht die
Aktivitdt von Etsl iiber eine Aktivierung von ERK1/2 [434], welches Etsl an einem Threonin der N-terminalen
Domine phosphoryliert [355]. Calcium/Calmodulin dependent kinase II ist in der Lage, Ca*'-abhingig die Etsl
DNA-Bindungsaktivitit zu unterbinden, indem es die ExonVII-Doméne von Etsl phosphoryliert. Auch PKCa kann
die Aktivitit von Etsl regulieren [413]. PKCa wird als Vertreter der konventionellen PKC-Isoformen durch
Calcium und 1,2-Diacylglycerol aktiviert, und kann nach Reaktion mit membrangebundenem Phosphatidylserin
verschiedenste Substrate phosphorylieren, moglicherweise auch Etsl, wodurch es aktiviert werden kann. Auf diese
Weise ist eine Etsl-Aktivierung von auflen iiber Signaltransduktionskaskaden denkbar. Durch verschiedene
Phosphorylierungsorte kann die Aktivitit von Etsl gleich einem Rheostat fein reguliert werden [310].

Zusammenfassend ergibt sich aus diesen zahlreichen Einzelbefunden fiir Etsl eine zentrale Stellung in der
Regulation der Expression von Transkriptionsfaktoren, Proteasen, Zellzyklusregulatoren, Zytokinen,
Wachstumsfaktoren sowie deren Rezeptoren [356] in Tumorzellen sowie ihrem Stroma. Zudem reguliert Etsl das

ECM-Remodelling [399] unter anderem iiber die uPA- und PAI-1-Expression.

1.3 Rho-GTPasen und Krebs
1.3.1 Rho-GTPasen

Um die Relevanz von RhoGDIf und anderen RhoGDIs zu verstehen, ist es von Bedeutung, ihre Funktion im
Kontext der Rho-GTPasen zu betrachten. Aus diesem Grund sei deren Bedeutung unter anderem fiir das
Mammakarzinom der Darstellung der RhoGDIs vorangestellt.

Metastasen sind die Haupttodesursache bei Krebs [109]. Beim Brustkrebs erfolgt die Metastasierung v.a. in die
Sentinel- und axilliren Lymphknoten, die kontralaterale Brust, die Lunge, die Knochen, sowie in Gehirn und
Riickenmark. Tatsichlich sind aber nur ca. 0,1% aller Tumorzellen in der Lage, Metastasen zu bilden [109]. Diese

Féhigkeit hangt unter anderem von Rho-GTPasen ab. Diese sind mit allen wesentlichen Facetten der Migration und
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teilweise der Invasivitdt verbunden [338]. Im Einzelnen sind dies der Verlust der Zellpolaritit und der Zell-Zell-
sowie der Zell-Substratum-Adhédsion [102; 320], die Motilitdt, die Fahigkeit, die extrazellulire Matrix
umzugestalten (sog. ECM Remodelling) sowie die Intra- und Extravasation in bzw. aus Lymph- und Blutgefd3en
[338]. Des Weiteren haben sie einen Einfluss auf das Zelliiberleben, das Wachstum wie auch auf die
Zellproliferation, indem sie Einfluss nehmen auf

Regulatoren des Zellzyklus [183; 338].

Wachstumsfaktoren und
Integrinaktivierung

Rho-GTPasen sind monomere, hochkonservierte l Aktivierung
Proteine von 20-30 kDa [253], die 1985 aufgrund ihrer
Homologie zu ras (Rho= ras homolog) im eyioseliseh /—m@/A\ Zytoskelett
. . . . . RHO*G@ﬁ@)fGDE @O—GTP @ ——> verdnderung und
kalifornischen Seechasen (Aplysia californica) entdeckt @ - e Zellregulation
wurden [253]. Inzwischen sind 21 Vertreter der Rho-
P
Familie bekannt, u.a. Racl, RhoA und Cdc42 [319]. Inaktivierung

Rho-GTPasen existieren in zwei Zustinden, die Abb. 1.1: Schema der Interaktion von RhoGTPasen mit
zyklisch durchlaufen werden. Inaktiv sind Rhos bei RhoGEFs, RhoGAPs und RhoGDIs
gebundenem GDP, aktiv bei Bindung von GTP [253; (modifiziert nach [338])

319]. Dieser Zyklus wird von vier Arten von Interaktionspartnern reguliert. Rho-GEFs (GTP exchange factors)
sorgen fiir einen Austausch des GDPs durch GTP und iiberfithren somit Rhos in einen aktiven Zustand [349]. Rho-
GAP (GTPase activating factor) beschleunigen die intrinsische GTPase-Aktivitit der Rhos, beenden also dadurch
den aktiven Zustand [272]. Rho-GDIs (GDP dissociation inhibitors) schlieBlich verhindern die Bindung von GTP im
Austausch mit GDP [403]. Zudem bilden sie 16sliche cytosolische Komplexe mit den sonst membrangebundenen
Rho-GTPasen (Abb.1.1). Eine weitere Stufe der Regulation von Rho-GTPasen sind Rho-GDFs (GDI dissociation
factors), die zur Auflosung der Rho/Rho-GDI-Komplexe beitragen [36; 63].

Rho-GTPasen sind nach ihren Hauptvertretern in die Untergruppen der RhoA-dhnlichen, Racl-dhnlichen,
Cdc42-dhnlichen Rhos sowie in solche ohne GTPase-Aktivitat unterteilt [338].

Die Rho-GTPasen weisen zueinander viele strukturelle Ahnlichkeiten auf. Die C-terminale Doméne beinhaltet
ein CAAX-Motiv, welches durch einen Prenylrest modifiziert ist. Dies ist fiir die Funktion der Rho-GTPasen von
Bedeutung, weil dadurch eine Membranbindung ermoglicht wird. Ohne Prenylrest verbleiben Rho-GTPasen im
Cytosol, ohne Effektoren aktivieren zu konnen [234]. Fiir die Interaktion mit Effektorproteinen sind die Switch I
und II Regionen wichtig. Die verschiedenen Effektorspezifititen der Rho-GTPasen lassen sich auf
Strukturunterschiede in diesen Regionen zuriickfiithren [30].

Rho-Effektorproteine sind in erster Linie Kinasen, wie die p21-activated kinases (PAKs) die durch aktive
Cdc42 oder Racl aktiviert werden oder auch Rho-associated coiled-coil forming kinases (ROCKs), die v.a. durch
RhoA aktiviert werden [338]. Trotz ihrer Ahnlichkeit zu ras — dieses ist in 30% aller Tumoren [329], aber nur in 5%
der Mammakarzinome [328] mutiert — wurden bisher keine konstitutiv aktiven Mutationen der Rho-GTPasen bei
Tumoren gefunden [276; 323]. Damit scheint die zyklische Aktivitdt der Rho-GTPasen fiir ihre Funktionsfahigkeit
unbedingt notwendig zu sein, wodurch den Regulatoren dieses Zyklus eine fundamentale Bedeutung zukommt
[338].
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Rho-GTPasen im Tumor

Die Funktion der Rho-GTPasen wird bei Tumoren v.a. durch ihre Uberexpression bestimmt [234]. So werden
RhoA, Racl sowie Cdc42 in Mamma- [118], Bronchial- sowie Colonkarzinomen im Vergleich zum Normalgewebe
deutlich {iberexprimiert, wobei die Expression von RhoA beim Mammakarzinom dariiber hinaus mit dem
Tumorgrading korreliert [117]. Das Vorhandensein sowie die erhohte Aktivitdt von Rho, ROCK, Racl und Cdc42
sind Voraussetzung fiir Migration und Metastasierung von Brustkrebszellen [37; 190]. Eine erhohte RhoC-
Expression und —Aktivitit ist im Pankreaskarzinom [386] sowie beim inflammatorischen Mammakarzinom (IBC)
festzustellen [408], hier ist es sogar kausal fiir den motilen, hochinvasiven Charakter verantwortlich, da allein eine
RhoC-Uberexpression HME-Zellen (human mammary epithelial) einen solchen Phiinotyp verleihen kann [409].
Damit stellt RhoC einen prognostischen Marker fiir das Metastasierungsrisiko kleiner inflammatorischer
Mammakarzinome dar [214]. Eine erhohte Aktivitdt der Rho-GTPasen wird auch von Wachstumsfaktoren wie FGF,

PDGF, HGF und TGFp hervorgerufen [27; 450].

Verlust der Zellpolaritdt

Erhohte Level von RND3/RhoE inhibieren die Funktion von RhoA [137; 284], was zu einem Verlust der
Zellpolaritdt fiihrt [150]. Dies wird auch infolge eines Mangels an Racl und nachfolgender, nicht mehr
asymmetrischer Lamininverteilung in der extrazelluldren Matrix beobachtet [288].

Ein Verlust der Adherens Junctions wird in Nierenzellen bei Herabregulation von Racl beobachtet. Zudem geht
dies mit einem motileren Phinotyp einher [450], wie er auch bei einem epithelial-mesenchymalen Ubergang
anzutreffen ist, der vorrangig in aggressiveren Tumoren vorliegt. Der Verlust der Adherens Junctions infolge der
Einwirkung von TGFp ist nur in Anwesenheit von Rho und ROCK zu beobachten [27]. In Keratinozyten erfolgt
eine Verminderung der Adhérenz durch eine erhéhte Aktivitit von Racl [39]. Die Funktion von Racl wird jedoch
durch die extrazelluldre Matrix bestimmt, welche je nach Zusammensetzung zu einer Verminderung oder Erhohung

der Zahl der Zell-Zell-Adhésionen beitragt [343], was die gegenteiligen Befunde hinsichtlich Rac1 erkldren kann.

Zellmotilitdt

Die Regulation der Zellmotilitit ist eine zentrale Funktion der Rho-GTPasen. Cdc42 ist dabei fiir die Bildung
aktinreicher Spikes, sog. Filopodien verantwortlich, die die Richtung der Zellbewegung vorgeben. Racl bildet
darauthin Lamellipodien, die als fiihrende Zellfront imponieren [321]. RhoA schlieBlich fiihrt zu einer Kontraktion
des Aktinskeletts im Zellkorper wie auch im Schwanzbereich [320]. Dabei ist ein steter Wechsel von Integrin-
vermittelter Adhésion und Migration entlang des Zellkorpers wichtig, um eine gerichtete Bewegung zu ermoglichen.

Ezrin, Radixin und Moesin (ERM) erhohen die Zellmotilitdt, indem sie das Aktin-Geriist mit dem ECM-
Transmembranrezeptor CD44 verbinden [338]. RhoA begiinstigt via ROCK die Phosphorylierung und damit
Aktivititssteigerung von Ezrin [261], Racl inhibiert den Ezrin-Antagonisten NF2 (Neurofibromatosis 2) [360].
Dieser Einfluss von Rho-Proteinen scheint angesichts der Tatsache, dass Ezrin und CD44 in Tumoren hiufig
liberexprimiert werden und NF2 Tumorsuppressoreigenschaften besitzt, {iberaus relevant fiir das Tumorwachstum

zu sein [3; 151].

ECM Remodelling
RhoA und Racl sind auBerdem in der Lage, iiber ecine Regulation der Expression von MMP
(Matrixmetalloproteinasen) und TIMP (tissue inhibitors of metalloproteinases) zum ,,Remodelling”“ der ECM

beizutragen [100; 209; 449].
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Intravasation

Fernmetastasen konnen nur tiber die Tumorzelldissemination iiber den Blut- oder Lymphweg entstehen. Fiir die
Migration durch das GefaBendothel wird die Aktivitit von RhoA und ROCK benétigt [1]. Die Uberexpression von
RhoC fiihrt zu einer vermehrten Bildung von angiogenen Faktoren in Brustepithelien [410], was die

Wabhrscheinlichkeit fiir eine Intravasation erhoht.

Zellzyklusregulation

Rho-GTPasen sind auch an der Dysregulation des Zellzyklus beteiligt. Wesentliche Faktoren der
Zellzyklusregulation sind dabei CDKs (cyclin dependent kinases). CDK4 und 6 sind Cyclin D1-abhingige CDKs,
die fiir die Proliferation der Zelle zustdndig sind. Viele Studien unterstreichen die Relevanz von Cyclin D1 —
welches in Tumoren oftmals erhoht exprimiert wird [338] — fiir die Tumorgenese und Proliferation [327]. Diese
Expression wird im Wesentlichen von Ets1, AP1 sowie NF-«B reguliert [4; 165].

AP-1 besteht als Heterodimer aus Vertretern der Fos-Familie, der Jun-Familie sowie den ATEF-
Transkriptionsfaktoren. Racl und Cdc42 konnen iiber eine Aktivierung von JNK (Jun N-terminal kinase) und p38
zu einer erhohten Aktivitdt von Jun und ATF beitragen [165]. Zudem haben Racl und Cdc42 iiber PAK und Raf
sowie MEK Einfluss auf ERK1/2 [119], was schlieBlich zu einer Aktivierung von Etsl und AP-1 fiihrt [4]. Dieser
Pathway wird jedoch von Ras dominiert; der Einfluss von Rho-GTPasen hat dabei eher modulierenden Charakter.

Auch NF-«B hat einen wichtigen Einfluss auf die Cyclin D1-Expression. Racl kann zu einer Erhhung der NF-
kB-Aktivitit beitragen [192; 194]. Dabei reguliert Racl die Aktivitdt von IKK (inhibitor of kB-kinase), welches
wiederum zur Degradation von IkB (inhibitor of kB) fiihrt [51]. Dieser Einfluss auf NF-«B korreliert mit der Rac1-
mediierten NADPH-Oxidase abhéngigen Superoxid-Produktion [192; 194]. Auch indirekte Wege der Kontrolle der
Cyclin DI1-Expression iiber Fibronectin-bedingte Erhohung der Racl-Aktivitit via Integrin-Signalwege werden
diskutiert [266].

RhoA bewirkt des Weiteren auf direkten [167] wie auch indirekten Wegen [391] — zum Teil unter Beteiligung
von Cdc42 und Racl [61] — die Herabregulation der CDKI (CDK Inhibitoren) p21VAf! und p27%'™".

Die Rho-Aktivitdt wird in normalen Zellen durch die Integrin-Aktivierung [316], die Konfluenz [340] sowie
Adherens Junctions [286] kontrolliert. Dabei bewirkt eine Aktivierung von Integrin durch extrazelluldres
Fibronectin eine Aktivitétssteigerung von RhoA und Racl, welche dann durch Herabregulation von p21WAFI [266]
respektive direkte Heraufregulation von Cyclin D1 [72] die Proliferation begiinstigen. Uberexpression von Rho-

GTPasen in Tumorzellen kann dieses Signal auch ohne Fibronektin imitieren [338].

Apoptose und Uberleben

Divergierende Funktionen haben Rho-GTPasen bei der Apoptose. Wahrend eine erhdhte Racl-Expression v.a.
liber erhohtes NF-kB [192] eine Apoptose verhindert [304], wird RhoB fiir eine durch DNA-Schiaden bedingte
Apoptose benotigt [240]. Rac ist allerdings auch fiir eine Fas-induzierte Apoptose wichtig [41; 382]. Rac2 wiederum
verhindert iiber eine Aktivierung der fiir ein Uberleben der Zelle wichtigen AKT-Kinase in Mastzellen die Apoptose
[435].

Die Funktion der Rho-GTPasen ist jedoch im Einzelfall von der intrazelluldren Lokalisation, der umgebenden

ECM sowie den sie regulierenden Proteinen abhingig [338].
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1.3.2 RhoGDIs

RhoGDIs sind Inhibitoren der Dissoziation von an Rho-GTPasen gebundenem GDP. Damit bleiben diese Rho-
GTPasen inaktiv, da auch die Interaktion mit Rho-GEF verhindert wird [345; 444]. Gegenwirtig sind drei RhoGDIs
bekannt. RhoGDIa (RhoGDI1, ARHGDIA) wird ubiquitdr [403] exprimiert und ist in der Lage mit den meisten
Rho-GTPasen, ndmlich RhoA [403], Cdc42 [313], Racl, Rac2 [169], RhoC [104] sowie RhoG [443], zu
interagieren. RhoGDIB (RhoGDI2, ARHGDIB) soll exklusiv von hématopoetischen Geweben [227; 348],
insbesondere von B- und T-Lymphozyten [89], gebildet werden und vor allem RhoA [403], Cdc42 [230] sowie
Racl und 2 [169] binden, jedoch mit niedrigerer Affinitdt als dies bei RhoGDIa der Fall ist [307]. RhoGDIy
(RhoGDI3, ARHGDIG) schlielich kommt vor allem in Lunge, Gehirn, Hoden, Pankreas und Niere vor [80; 89]. Es
soll spezifisch fiir RhoB, RhoG, RhoA sowie Cdc42 sein, nicht jedoch Racl und Rac2 [2]. Wéahrend RhoGDIa und
RhoGDIf in 1:1-Komplexen mit Rho-GTPasen im Cytosol vorliegen [80], findet sich RhoGDIy vor allem
membrangebunden am Golgi-Apparat [45]. Die etwas kryptischen Gensymbole ARHGDI(A/B/G) stehen fiir
Aplysia ras homolog GDP dissociation inhibitor (0/B/y) und leiten sich vom kalifornischen Seehasen ab, bei dem die
Rho-GTPasen zuerst entdeckt wurden [225]. Trotz ihrer Ahnlichkeit hinsichtlich ihrer Struktur und ihrer
Bindungspartner ist RhoGDIa bei Knock-out-Experimenten nicht durch RhoGDIB und y zu ersetzen, was zu
spezifischen Defiziten fiihrt [89]. Ein Knock-out von RhoGDIB zeigt sich lediglich in einer geringgradig
verminderten NADPH-Oxidase-abhingigen Superoxidproduktion in neutrophilen Granulozyten [139].

Die Hauptfunktionen von RhoGDIs sind damit die Inhibition der GDP-Dissoziation von Rho-GTPasen. Diese
bleiben damit inaktiv im Cytosol, eine Interaktion mit GEF wird verhindert. Des Weiteren konnen auch GTP-Rho
gebunden und die Aktivitdt der intrinsischen GTPase sowie ein Angreifen von Rho-GAP unterdriickt werden.
Zudem wird eine Interaktion mit Effektoren verhindert. Auch eine Shuttling-Funktion zwischen zelluldren Regionen
wird diskutiert [444].

Ihre Funktion als Inhibitoren der Rho-GTPasen verdanken die RhoGDIs vor allem ihrer Struktur. Die N-
terminale Domine bildet eine nach Rho-Bindung stabile Helixstruktur aus [347]. Sie macht den regulatorischen Teil
der GDI aus, indem die GDP-Dissoziation direkt inhibiert wird [89]. Die C-terminale Region der GDI weist eine
Immunglobulin-dhnliche B-Faltung auf, die eine hydrophobe Tasche fiir die Aufnahme des Prenylrests der Rho-
GTPasen bildet [243]. Dieser Mechanismus wird durch die exemplarische biphasische Herauslosung von Cdc42 aus
der Membran deutlich. Zuerst bindet die N-terminale Region des GDI die Switch-Region der Rho-GTPase, dann
erfolgt die Bindung der Geranyl-geranylierten hydrophoben Gruppe der Rhos in der C-terminalen Tasche, was die
Herauslosung aus der Membran bewirkt [172]. Die so entstchenden Rho/RhoGDI-Komplexe sind 16slich [172]
sowie biologisch inert [285], soweit sie nicht selbst eine katalytische Aktivitit zeigen [55].

Der RhoGDIa-~Gehalt der Neutrophilen ist ungeféhr so hoch wie der Gehalt an RhoA, Racl und 2 sowie Cdc42
zusammengenommen. Es wird daher angenommen, dass die Rho-GTPasen vorrangig in 1:1-Komplexen mit den
RhoGDlIs vorliegen [402]. Es scheint somit kein Pool freier aktiver Rho-GTPasen zu existieren.

Die Aktivitdit der RhoGDIs wird durch Phosphorylierung sowie durch GDI Dissociation Factors (GDF)
reguliert. RhoGDIa wird von PKCa phosphoryliert, was zu einer erhohten Aktivitdt von RhoA fiihrt [263]. Gleiches
wurde fiir die Freisetzung von Racl im Zuge der Bildung von Lamellipodien beobachtet [§9]. Die PAK1-abhéngige
Phosphorylierung von RhoGDIa in der Umgebung der Prenyl-Bindungsregion der C-terminalen Doméne fiihrt zu
einer spezifischen Freisetzung von Racl, nicht jedoch von RhoA. Dies scheint, angesichts der Tatsache, dass PAK1
ein Effektor von Racl ist, ein positiver Feedback-Mechanismus zu sein [81]. Doch auch der

Phosphorylierungsstatus der Rho-GTPasen hat Einfluss auf die Bindungsaffinitdt der RhoGDIs. So bewirkt die
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PKA-abhingige Phosphorylierung von RhoA [223] oder Cdc42 [114] die vermehrte Bildung von Rho/RhoGDI-
Komplexen. Die Molekiile der ERM-Gruppe (Ezrin, Radixin, Moesin) kénnen auch durch vermehrte Freisetzung
von Rho-GTPasen aus dem cytosolischen Pool die Motilitét steigern. So kann Radixin als GDF fungieren und RhoA
aus dem Komplex mit RhoGDIa herausldsen, um so die Bildung von Stress Fibres wihrend der Zellmigration zu
ermdglichen [387]. Ein CD43-Ezrin-Komplex verhindert in der Immunologischen Synapse von T-Lymphozyten die
Interaktion von RhoGDIa und Cdc42 [5]. Unspezifischer wirken dagegen kleine Molekiile wie Membranlipide.
Insbesondere Arachidonsdure und Phosphatidylinisitol-4,5-Diphosphat sind in der Lage, Racl/RhoGDIa-Komplexe
aufzulockern [63], so dass RhoGEF schlielich diese aufzuldsen kénnen [89]. Auch die genannte GDF-Funktion der
ERM-Gruppe ist vom Vorhandensein von Phosphatidylinisitol-4,5-Diphosphat abhingig [440].

Die Expression von RhoGDIs in Tumorzellen ist stark vom untersuchten Tumortyp abhéngig. Die RhoGDIa-
Expression ist im nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom erhoht [250], wdhrend in Grade III Astrozytomen
RhoGDIa geringer gebildet wird als in niedrig malignen Astrozytomen [64]. Bei high Grade Ovarialkarzinomen ist
eine im Vergleich mit Normalgewebe vierfach hohere RhoGDIa-Expression [191] festzustellen. Die Expression von
RhoGDIa und vy ist im Brustkrebs deutlich niedriger als in tumorfreiem Normalgewebe [188]. Dies steht im
Einklang mit der ebenfalls beobachteten erhohten Expression von RhoG. RhoGDIp zeigte in dieser Studie keine
gegeniiber dem Normalgewebe verdnderte Expression.

Im ovariellen Adenokarzinom zeigen sich erhohte Level von RhoGDIP, was mit der Malignitit des Tumors
korreliert [392]. Niedrige RhoGDIf-Level im Blasenkrebs sind mit erhohter Metastasierungsrate verbunden [357;
393]. Die Expression von RhoGDIp verringert sich Gildea et al. [123] zufolge mit hdherem Stage und Grade auch
bei den weiterhin untersuchten Prostata-, Mamma-, Colon- und Bronchialkarzinomen sowie hepatozelluldren
Karzinomen. Die Allgemeingiiltigkeit dieser Aussagen muss jedoch auch aufgrund der geringen Fallzahlen stark
angezweifelt werden. Dies wird durch die Vielzahl der Studien unterstrichen, die mit Hilfe der differentiellen
Genexpression zu dem Ergebnis kommen, dass RhoGDIB mehrheitlich bei hoherem Grading oder vermehrter
Invasivitédt verstirkt exprimiert wird. So beim Magenkarzinom (1,5fach erhoht) [189], beim Nierenzellkarzinom
(erhoht) [229], beim cisplatinresistenten Blasenkarzinom (3,3fach erhoht) [401], beim malignen Mesotheliom
(9,9fach erhoht) [207] beim hochinvasiven malignen Melanom (14fach erhoht) [354] sowie beim
paclitaxelresistenten Ovarialkarzinom [127].

Titus et al. [396] haben schlieBlich den Mechanismus aufgedeckt, durch welchen RhoGDIP zumindest im
Blasenkrebs als Tumor-Suppressor fungieren konnte. Bei erhohter RhoGDIB-Expression wird deutlich weniger
Endothelin-1 produziert. Dieser angiogene Faktor sorgt nicht nur fiir die Bildung neuer Gefédlle, sondern kann
parakrin und autokrin auch via ET,R (Endothelin-Rezeptor A) die Aktivitdit von ERK1/2 und damit die

Genregulation der Tumorzelle selbst beeinflussen [396].

1.3.3 Rho-GEFs am Beispiel von Vavl

Rho-GEFs (RhoGTP Exchange Factor) bestehen unter anderem aus einer Dbl-Homologie(DH)-Doméne, sowie
einer Pleckstrin-Homologie(PH)-Domine [171; 312]. Die DH-Domine vermittelt die Spezifitdt der GEF [171] fiir
bestimmte Rho-GTPasen, die PH-Doméne bindet Phosphoinositolphosphate und bedingt auf diese Weise ein
Membrantargeting [371]. Bisher sind 69 Vertreter dieser funktionellen Proteine bekannt [334]. Die Hauptfunktion
der GEF besteht im Austausch von GDP gegen GTP und damit die Aktivierung der Rho-GTPase, die dann weitere
Effektoren aktivieren kann. Sie weisen eine autoregulatorische Einheit auf, die die zufillige Aktivierung der GEF

verhindert [28]. Rho-GEF sind hiufig in mutierter — konstitutiv aktiver — Form im Tumor vorzufinden, wodurch
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eine erhohte Motilitdt der Tumorzellen zum Teil erkldrt werden kann [297]. Aktiviert werden Rho-GEF durch
intrinsische und Wachstumsfaktorrezeptor-gekoppelte Tyrosinkinasen [346]. Vertreter der Vav-Familie werden
durch Stimulation dieser Rezeptoren, speziell des EGF-Rezeptors, aktiviert [49].

Die Vav-Familie besteht aus drei Mitgliedern, Vavl, Vav2 sowie Vav3. All diese sind in der Lage, RhoA, Racl
und Cdc42 zu aktivieren [49; 215; 274]. Wéhrend Vav2 und Vav3 ubiquitir exprimiert werden, ist Vavl
urspriinglich ein hdmatopoetischer Faktor, der vorwiegend in T-Zellen exprimiert wird [48]. Dort aktiviert er im
Zuge der Zellreaktion auf Vorgidnge an der immunologischen Synapse Rac [48], welches unter anderem NFAT
(nuclear factor of activated t-cells) stimuliert [425]. Dabei kann Vavl mit RhoGDIp interagieren. Ohne Vavl
inhibiert RhoGDIp die Rac-Aktivitit, bei Vorhandensein von Vavl wirkt RhoGDIP jedoch synergistisch aktivierend
auf Rac und weiter auf NFAT [135]. NFAT wird auch im Brustkrebs exprimiert [438], wo es vor allem fiir eine
erhohte Produktion der Cyclooxygenase 2 (Cox-2) sorgt.

Des Weiteren haben Fernandez-Zapico et al. [106] von einer erhdhten Expression von Vavl im
Pankreaskarzinom berichtet. Dabei korreliert ein hoher Vav1-Level mit einer schlechten Uberlebensrate. Hier wird
ein Zusammenhang mit der Aktivierung von Vavl iiber den EGF-Rezeptor diskutiert, was schlieBlich zu einer
Stimulation von NF-kB und nachfolgender erhéhter Produktion von Cyclin D1 fiihrt.

Beim Vergleich der Genexpression zwischen medullirem und duktalem Brustkrebs sowie Normalgewebe
wurde unter anderem festgestellt, dass Vavl nur im medulliren Mammakarzinom in 60% der untersuchten Tumoren
vorkommt [125].

Insgesamt scheinen viele urspriinglich rein hdmatopoetische Faktoren, wie Ets1, RhoGDIB und Vavl, auch im
Brustkrebs exprimiert zu werden. Die Relevanz fiir das Mammakarzinom ist aber trotz vieler Studien weiterhin
unklar. Die Verwendung von Vavl und RhoGDIf als prognostische oder auch préadiktive Faktoren bedarf deshalb

der weiteren Abkldrung der spezifischen Funktion dieser Faktoren fiir die Biologie des Mammakarzinoms.

1.4 PTHrP und PTHIR beim invasiven Mammakarzinom

PTHrP (parathyroid hormone related peptide) wurde als humoraler Faktor der malignititsassoziierten
Hypercalcimie entdeckt [129], die besonders bei Brustkrebs, aber auch beim Prostatakarzinom auftreten kann.
Ausgelost wird dies durch eine Homologie zum Parathormon, wodurch es am Parathormonrezeptor (PTHIR)
aktivierend wirkt [197], jedoch bei carcinogener Expression keine Riickkopplung erfihrt. Im Knochen und an der
Niere fiihrt dies zu einem Anstieg von cAMP [256], was zur Osteolyse und zur Calciumretention in der Niere fiihrt.
Physiologischerweise ist PTHrP an der Knochen- [199; 200] und Brustdriisenentwicklung [428] im Rahmen der
duktalen Morphogenese [97] beteiligt, und dabei unersetzlich, wie Knock-out-Experimente zeigten.

Das PTHrP wird von vielen verschiedenen Zelltypen wahrend der Embryonalentwicklung und physiologisch
beim Menschen gebildet. Zudem wird es von einer Vielzahl von Tumoren sezerniert, so auch beim
Mammakarzinom. Mitverantwortlich dafiir ist eine zum Teil Ets-abhéngige Regulierung der Expression von PTHrP
[86; 237].

PTHrP scheint einen positiven Einfluss auf das Tumorwachstum zu haben. Uberexpression von PTHrP im
Brustdriisengewebe fiihrte in Médusen zu vermehrtem Tumorwachstum [427]. PTHrP-Antikérper unterdriickten das
Wachstum von Brustkrebsmetastasen bei Méusen [141]. Beim Menschen existieren widerspriichliche Aussagen.
Henderson et al. [161; 162] konnten einen Zusammenhang von PTHrP-Expression mit lingerem Uberleben
feststellen. Linford et al. [239] sowie Yoshida et al. [442] beobachteten in ihren untersuchten Kohorten eine

Korrelation von PTHrP-Expression mit geringerem rezidivfreiem Uberleben, ein Effekt, der bei ebenfalls hoher
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Expression von PTHIR noch verstirkt wurde [239]. Auch erhohte Serumkonzentrationen von PTHrP bei
Krebspatienten waren mit einem schlechteren Uberleben verbunden [168; 400].

PTHrP spielt bei der Metastasierung in den Knochen eine wichtige Rolle, indem es durch lokale Osteolyse eine
Nische fiir osteotrope Tumoren wie Brustkrebs [126] oder Prostatakarzinom schafft. Es stimuliert Osteoklasten
jedoch nicht direkt, sondern induziert in Osteoblasten die Sezernierung von RANKL (receptor activator of NF-kB)
[275] und IL-11 [394], welche schlieBlich die Osteoklasten aktivieren. Trotz dieser Rolle scheint es nicht direkt das
metastatische Potential der Tumorzellen zu beeinflussen [427]. Die Knochenmetastasierung von MDA-MB-231-
Zellen in Maiusen konnte durch PTHrP-Antikérper verhindert werden [141], ebenso bei kleinzelligen
Bronchialkarzinomzellen, die jedoch weiterhin andere Metastasierungsorte befallen konnten [269]. Beim Menschen
konnte in einem groBen Anteil der Knochenmetastasen (73-92%), aber nur in einem geringen Teil (17-20%)
anderer Metastasen eine PTHrP-Expression festgestellt werden [412]. Mitverantwortlich dafiir ist ein
selbstverstirkender Mechanismus: TGFB wird durch Osteolyse aus dem Knochen freigesetzt und stimuliert die
Tumorzellen zur weiteren PTHrP-Produktion [437]. Zelllinien, die dagegen wenig PTHrP exprimieren, werden
durch TGFp in ihrem Wachstum gehemmt [439].

PTHrP kann zur Zellzyklusregulation beitragen. In Chondrozyten fiihrt seine Wirkung auf PTHIR via cAMP
[29] zur Abnahme der Expression von p57%"? [251], einem Zellzyklusinhibitor, und zur Zunahme von Cyclin D1
[24]. Zudem nimmt die PTHrP-Expression bei Eintritt von Keratinozyten in die S-Phase des Zellzyklus zu [222].
Interessanterweise ist in Plattenepithelkarzinomen die PTHrP-Expression wihrend des gesamten Zellzyklus hoch
[222], was eine Dysregulation hervorrufen kann [85]. Dieser Mechanismus wird in Karzinomzellen wie auch MCF-
7 [170] vorwiegend autokrin genutzt [85]. Andere Studien zeigten bei exogener Gabe von PTHrP einen
antiproliferativen Effekt auf MCF-7 Brustkrebszelllinien [260]. Die Expression von PTHrP konnte nur auf
intrakrinem, nuklearem Weg die Proliferation anregen [85; 398]. Diese Diskrepanz ist jedoch auf die verschiedenen
MCEF-7 Zelllinien zuriickzufiihren, bei denen die Aktivierung von PTHIR gegensitzliche Wirkungen entfaltet [85].
Beide Reaktionsweisen sind beim primdren Mammakarzinom moglich, es iiberwiegt jedoch die
proliferationssteigernde Wirkung von PTHrP [85].

PTHrP ist auf intrakrinem Wege auch in der Lage, die Invasivitdt von MCF-7-Brustkrebszellen positiv zu
beeinflussen, indem es die Expression von Integrin a6 und B4 fordert [361], was die Migrations- und
Invasionsféhigkeit erhoht. Exogen zugefiihrtes PTHrP fiihrt bei Chondrozyten zur Bildung von MMP2, MMP3,
sowie MMP9 [203]. Intrakrin ist PTHrP in der Lage, in 8§701-BC Brustkrebszellen die uPA-Expression zu erhéhen
[249], reduziert aber in anderen Zelllinien die Degradation der extrazelluldren Matrix [248]. PTHrP kann MCF-7
Zellen auf intrakrinem Weg vor Apoptose schiitzen, indem es zu einer Erhdhung der Expression der
antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Bel-x; beitrdgt [398]. Dies alles zeigt in der Zusammenschau die vielféltigen
Funktionen, die PTHrP im Brustkrebs wahrnehmen kann, andererseits aber, wie gegensétzlich die Wirkung auch bei

nur geringen Unterschieden der verwendeten Zelllinien sein kann.
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2 Fragestellung

Ets1 ist ein wichtiger Tumorpromotor im primdren Mammakarzinom, der die Expression einer Vielzahl von
Faktoren beeinflusst, die ihrerseits zur Proliferation, Migration, Invasivitdt und Metastasierung beitragen.

So wird PTHrP zum Teil durch Etsl reguliert. Ungeklart war bis vor kurzem, welche Proteine durch PTHrP
kontrolliert werden, um seine tumorzellbezogenen Effekte zu entfalten. Zudem wurden viele Ergebnisse mit Hilfe
der Uberexpression von PTHrP erzielt. Welche Funktion PTHrP auf einem physiologischen Niveau hat, war damit
nicht zu eruieren. Auch die Relevanz dieser Ergebnisse fiir den tatsdchlichen priméren Brustkrebs lassen sich durch
Zellkulturexperimente nur vermuten. Aus diesem Grund verfolgt die vorliegende Arbeit einen dualen Ansatz, um
die Eigenschaften von PTHrP im Brustkrebs zu beleuchten:

Zum einen Zellkulturexperimente mit siRNA-Transfektion von MDA-MB-231-Zellen, die in Microarrays
analysiert werden sowie deren Bestitigung in der Zellkultur. Zum anderen die Uberpriifung der so erreichten
Aussagen anhand der Expressionsuntersuchung an Tumorproben des primaren Mammakarzinoms.

Ein dhnlicher Untersuchungsgang wird fiir die Analyse der anderen Etsl-abhingigen Gene angestrebt. Dabei
wird vor allem auf die Relevanz von RhoGDIf und Vavl fiir die Biologie des Brustkrebses eingegangen. Auch dies
erfolgt mit Hilfe von siRNA-Transfektion mit siEts1, siPKCa, aber auch siRp und siVavl, um deren spezifische
Relevanz fiir die Tumorbiologie festzustellen, gefolgt von Microarray-Analysen, sowie deren Bestétigung vor allem
anhand der priméren Tumorproben.

Da es sich bei der vorliegenden Arbeit nicht vorrangig um eine Kohortenstudie zu einzelnen prognostischen
Faktoren handelt, ist eine geringere Anzahl an Tumorproben ausreichend. Von {ibergeordnetem Interesse sind dabei
Korrelationen in der Vielzahl der untersuchten Faktoren, weniger deren Verbindungen zu kliniko-pathologischen
Daten. Nichtsdestotrotz sind einzelne Aussagen zur Prognose moglich, wenn auch mit eingeschrénkter Aussagekraft
aufgrund der begrenzten Grofie der Kohorte.

Ziel der Arbeit ist es, die fir das Mammakarzinom relevanten Gene zu identifizieren, die durch Etsl, aber auch
von den durch Ets1 regulierten Genen PTHrP und RhoGDIf beeinflusst werden, und die neben der Zellkultur auch
im primdren Tumorproben exprimiert werden. Dieses Vorgehen ermoglicht eine realistische Abschitzung des

Einflusses der untersuchten Gene auf den Primértumor.
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3 Material und Methoden
3.1 Tumorproben

Es wurden 52 zufdllig ausgewdhlte Tumorproben aus einem Kollektiv von 263 Brustkrebspatientinnen
hinsichtlich der mRNA-Expression per Q-RT-PCR untersucht. Die Proben wurden uns von der Arbeitsgruppe von
Paul N. Span, Abteilung fiir Chemische Endokrinologie der Universitdtsklinik Nijmegen, Niederlande tiberlassen.
Die zugesandten RNA-Proben (0,5pg auf 10ul H,O) wurden bis zur cDNA-Synthese bei -80°C gelagert. Das
Ursprungskollektiv wurde im Rahmen der Veroffentlichung von Span et al. [375] einer Analyse ihrer Etsl-
Expression unterzogen. Es handelt sich um Proben von Patientinnen mit unilateralem, operablem Brustkrebs, die
zwischen November 1987 und Dezember 1997 operiert wurden, und deren Proben in der Tumorbank Nijmegen
vorrdtig waren. Die Patientinnen hatten vorher kein Karzinom, keine Metastasen und kein Rezidiv innerhalb eines
Monats nach der Operation. Patientinnen, die neoadjuvant behandelt wurden oder die ausschlieSlich die Diagnose
DCIS bzw. LCIS aufwiesen, wurden ausgeschlossen.

Die Gewebeproben wurden zur Routinebestimmung der Estrogen- und Progesteron-Rezeptor-Status unter
fliissigem Stickstoff (-196°C) pulversiert. Ein Aliquot wurde in fliissigem Stickstoff zur RNA-Extraktion
aufbewahrt. Diese erfolgte mit dem RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) aus 20mg Gewebe nach
Herstellerangaben mit DNase-Behandlung. Die Qualitat der RNA wurde durch Agarose-Gelelektrophorese anhand
der rRNA-Banden gesichert. Der Versand der RNA erfolgte in Trockeneis. Es schloss sich die cDNA-Synthese wie

unten beschrieben an.

3.2 Q-RT-PCR-Primer

Bis auf die Primer fiir Cdc25b, welche von Qiagen (QT00028350) gekauft wurden und fiir die keine Sequenz
verfiigbar ist, wurden sdmtliche anderen Primer von MWG Biotech (Deutschland) nach Maligabe der Arbeitsgruppe
hergestellt. Dabei wurde vor allem Wert darauf gelegt, dass mit mindestens einem der beiden Primer Exongrenzen
liberspannt werden, um die Detektion nur der gesplicten mRNA zu ermdglichen. Im Falle des Auftretens von
Primer-Dimeren wurde der betroffene Primer ersetzt. Die Primersequenzen sind in Tabelle 3.1 aufgefiihrt. Eine

Erkldrung der Gensymbole erfolgt bei den entsprechenden Ergebnissen.

Gensymbol Forward Primer (5'— 3') Reverse Primer (5' —3") Produkt
GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGT GAAGATGGTGATGGGATTTC 226bp
HPRT GGACAGGACTGAACGTCTTGC TGAGCACACAGAGGGCTACAA 76bp
ARHGDIA | AACCGAGAGATAGTGTCCGGC TCTTGACGCCTTTCCTGTACG 60bp
ARHGDIB | AGCAACTAGAGGCCAGAAAATGG |CTGGAACCTGAGTCAAAGACCTG 60bp
ARHGDIG | GCGTGGACAAGACCGTCTACA CCACCGGAGTCACAAACTCAT 74bp
BCL3 GAAGCACATGCACCTACCCA GGACTGGTGCCTGAGAATGC 102bp
Cdc2 TGGAAACCAGGAAGCCTAGC GAAATTCGTTTGGCTGGATCAT 100bp
COL4A2 TCCTTCCTCATGCACACGG CATTCGATGAATGGTGTGGC 103bp
Cst4 GAACAGCCAGAACTGCAGAAGA | CATTCTGTCCTCCCAGGGAA 71bp
CTNNBI AATCATGCAACCTTTGCGTGA GACGTACGGCGCTGGGTAT 88bp
CYR-61 TGGACACTAATGCAGCCACG CCAAAATGAAGCAGTAACATGTGC 74bp
DIAPHI GCCTTATTGCCAGGAGGGA ACAGACGCCCTGCATCAGAG 82bp
Elf-1 TTGCAATGGAACCGTCAGTGT CAACCAGCTGTGAACTGCGA 91bp

Tab. 3.1: Primersequenzen fiir Q-RT-PCR
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Gensymbol Forward Primer (5'— 3") Reverse Primer (5' —3") Produkt
ET-1 TCTGCCACCTGGACATCATTT GGCTTCCAAGTCCATACGGA 66bp
ETAR TGAACGGAACAAGCATCCAG TCATGCTGTCCTTATGGCTGC 81bp
Ets1 CGTACGTCCCCCACTCCTG TTGATGATGGTGAGAGTCGGC 68bp
Ets2 TTTCTCATGACTCCGCCAACT GGCTTGACTCATCACAGCCTT 71bp
ESX AAACGGGAGATCCTGGAACG CCGCTTGAGTTTTTGCCAAA 68bp
FLJ21424 ACCACAGCTTACCATTGGCCT AAAGACAGTCATTGGTCACAGGAA 50bp
FN1 TGCGAGAGTAAACCTGAAGCTG ACCCACTCGGTAAGTGTTCCC 68bp
GTPBP9both | AATTGAGTGCTGAGGAGAGACAGA TATTCTAGTTGGAGTGCTGCAAACC 102bp
GTPBP9-
isol ATTGCCAAATGTTGGGAAATCTA TGAAGCCTGCATATTGGTTAACACA 57bp
HSPATA GAGAAGGACGAGTTTGAGCACAA TGGTACAGTCCGCTGATGATG 74bp
IGF2 CCGTGCTTCCGGACAACTT TGGACTGCTTCCAGGTGTCATA 71bp
INSIG-1 GATCATTCTGAACTTTGGAATGACC | TGCTTTCATCTAATAACTTCTGGTTTTTC 125bp
ITGA6 GGCACCTACACTCACCTGCA CAGCTAACGTGATGGACGTCTG 78bp
ITGBI GGAAAACAGCGCATATCTGGA CATCGAAACCACCTTCTGGAG 52bp
KISS-1 TTTCCTCTGTGCCACCCAC AGGGATTCTAGCTGCTGGCC 90bp
MMP9 CCCGGACCAAGGATACAGTTT GGAATGATCTAAGCCCAGCG 73bp
NQOI TACCAGATGCTGACTGGCACTG GCCGTCAGCTATTGTGGATATGT 60bp
PAI-1 GGCCATGGAACAAGGATGAGA GACCAGCTTCAGATCCCGCT 68bp
PI3KCA AGCCACACACTACATCAGTGGCT ACAGGTCAATGGCTGCATCAT 69bp
PLAU ATTCCTGCCAGGGAGACTCAG CCAGTCAAAGTCATGCGGC 66bp
PKCa ACAAGCAATGCGTCATCAATG TAGGTAAATCCGCCCCCTCT 74bp
PTGS2
(COX-2) GCACCTTGCTGGCAGGGTT TCTGTACTGCGGGTGGAACAT 52bp
PTHrP
(exonlC) ACTAACGACCCGCCCTCG GAACAAGTTTCAAGTGCGTGTGTC 67bp
PTHrP
(exon2) AGGAGGCGGTTAGCCCTGT TCCCATAGCAATGTCTAATTAATCTGG 71bp
PTHrP
(exon4) ACCTCGGAGGTGTCCCCTAAC TCAGACCCAAATCGGACGG 71bp
PTHIR TGCTCTTCAACTCCTTCCAGG AGCTTGTACCTCGCCATTGC 71bp
PTPRN2 TCAGCGTAGAAAACGCACCTC TGGAGAGTACCATCTATCTAAGATGGAG 72bp
RUNX1 CAAGCTGGTGTCTTCAGCCA CTGTGTACCGTGGACTGTGGAC 117bp
SP100 ACTGTGTAGACAAGGTACCAGGTCAG | AGGGATTGAGATTGGCTTTGTG 72bp
TGFBI TTAGCGCCCACTGCTCCT GAACCCGTTGATGTCCACTTG 61bp
TGFB2 TGGCTTCACCATAAAGACAGGA TACAAAAGTGCAGCAGGGACA 68bp
TGFBR1 CATTGCTGGACCAGTGTGCT CAGTGCGGTTGTGGCAGAT 71bp
TGFBR2 AGAAGCTGAGTTCAACCTGGGA TGATGGCACAGTGCTCGC 72bp
TPM-1 CTGGCAACAGCTTTGCAGAA CAATGACTTTCATGCCTCTCTCA 76bp
TSSC3 TTTGCATCACTGTGCCCATT AGCCACAGCCGGATGGTA 68bp
Vav-1 CTGGATGCCATGAGGGACC TGTCGCAGTGTCTCGTTGTCT 67bp

Tab. 3.1: Primersequenzen fiir Q-RT-PCR (Fortsetzung)

3.3 Methoden

3.3.1

siRNA-Transfektion und Zellkultur

Die Zelllinien (MDA-MB-231, MCF-7 und SKBR3) wurden in RPMI(Roswell Park Memorial Institute)-

Medium (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) mit einem Zusatz von 10% fetalem Kélberserum (Biochrom, Berlin,

Deutschland) ohne Zugabe von Antibiotika kultiviert. Small interfering RNA (siRNA) wurde von MWG Biotech

(Deutschland) gekauft, die Sequenzen sind in Tab 3.2 aufgefiihrt. Die Transfektion durch Elektroporation wurde wie

folgt durchgefiihrt. Die Zellen wurden trypsinisiert, einmal mit RPMI gewaschen und in RPMI-Medium in einer

Dichte von ca. 8 Millionen Zellen pro ml resuspendiert. Fiir jede Transfektion wurden 250l der Zellsuspension mit
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20ul der siRNA (20uM in H,0) gemischt und mit Hilfe eines Biorad GenePulserX-Cell (Hercules, California,
USA)(250V, 800mF) elektroporiert. Nach Inkubation fiir 30 min auf Eis wurden die Zellen auf eine 100mm
Petrischale iiberfiihrt und mit 8 ml Medium gemischt. Die Zellen wurden fiir drei Tage kultiviert und anschlieend

zur RNA-Analyse wie unten beschrieben lysiert. Die Ziichtung und Transfektion der Zellen wurden durch A. und J.

Dittmer durchgefiihrt.

siRNA sense strand (5°—3°) anti-sense strand (5°—3’)

siluc CUUACGCUGAGUACUUCGAJTAT UCGAAGUACUCAGCGUAAGATdT
siE1#1 AACCCAGCCUAUCCAGAAUCCITIT GGAUUCUGGAUAGGCUGGGUUATdT
siE1#2 AUGAUGUCUCAAGCAUUAAdTIT UUAAUGCUUGAGACAUCAUdTAT
siPa AAGGAUGUGGUGAUUCAGGAUdTAT | AUCCUGAAUCACCACAUCCUUdTAT
siRB GGAAGGUUCUGAAUAUAGAJTIT UCUAUAUUCAGAACCUUCCATdT
siRB1 GAUGAUGAGAGUCUAAUUAJTIT UAAUUAGACUCUCAUCAUCATIT
siVavl#1l CACUGCGACAGAUCACCAACTAT UUGGUGAUCUGUCGCAGUGATIT
siVavl#2 GAAGUGGAGCCACAUGUUCdTdT GAACAUGUGGCUCCACUUCITIT
siElf CACAAUUUAUCUUUGGGAGATIT CUCCCAAAGAUAAATUGUGATIT
siPTHrP CUCUUUGUACGUCUCCACCATdT GGUGGAGACGUACAAAGAGATIT
siPrec GUCCAGAUGCACUAUGAGAJdTdT UCUCAUAGUGCAUCUGGACITIT

Tab. 3.2: siRNA-Sequenzen

332

RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung aus der Zellkultur von MDA-MB-231-Zellen wurde mit dem Nucleospin RNA II Kit

(Macherey-Nagel, Diiren, Deutschland) entsprechend den Herstellerempfehlungen durchgefiihrt.

Die Prozeduren seien im Folgenden kurz aufgefiihrt:

1. Zweimaliges Waschen der adhdrenten Zellkultur mit 1x PBS (10x PBS: Na,HPO, 10,9g; NaH,PO, 3,2g;
NaCl 90g; Aqua dest. ad 1000 ml)
Alternativ bei 3D-Kultur:

Abzentrifugieren der Zellen bei 1500 min" und Absaugen des Mediums, anschlieBend einmaliges Waschen

mit 1x PBS durch Resuspension der Zellen, dann nochmaliges Abzentrifugieren

2. Lysieren der Zellen in der Kulturschale mit 350 pul RA1 Buffer+3,5ul Mercaptoethanol
3. Filtration durch NucleoSpin Filtereinsitze (1 min zentrifugieren bei 11.000g)
4. Zugabe von 350u1 70% Ethanol (RNase-frei), anschlieBend vortexen
5. RNA-Bindung an Silica-Membran der NucleoSpin RNA II Séulen (30s zentrifugieren bei 11.000g)
6. Entsalzen der Silica-Membran durch Zugabe von 350l Membran Desalting Buffer (MDB)
7. DNase-Verdau auf der Membran durch Qiagen RNase-free DNase (Qiagen, Hilden, Deutschland)
(1 Ampulle lyophyllisierte DNase entsprechend den Herstellerangaben aufgenommen in 550ul RNase
freies Wasser (DEPC(Diethylen-Pyrocarbonat)-
behandelt)), davon pro Priparation 10ul auf 90ul
RNase freies Wasser; 15 min Inkubation bei .
Raumtemperatur)
8. Inaktivieren der DNase durch Zugabe von 200ul RA2-
Buffer und abzentrifugieren (30s bei 11.000g) a . ﬁ Q / 288
9. Zweimaliges Waschen der Membran mit RA3 Buffer
(600pul bzw. 250ul), dazwischen und danach abzentri- . ‘ . ‘ \
fugieren (2 min bei 11.000g) ] 18S
10. Eluieren der RNA mit 50-60 pl RNase freiem Wasser

Abb.3.1: Reprisentatives Bild einer RNA-Gelelek-
trophorese mit Darstellung der rRNA.

Keine Degradation erkennbar.

(2 min bei 11.000g)
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AnschlieBend erfolgte die sporadische Kontrolle der RNA-Qualitdt durch RNA-Gelelektrophorese in TBE-
Agarose (TBE-Puffer:10,78 g (89 mM) Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan; 5,50 g (89 mM) Borséure; 0,58 g (2
mM) EDTA; Aqua dest. ad 1000ml). Wichtiges Kriterium ist dabei die scharfe getrennte Abbildung der 28S- und
18S-Banden der rRNA, die bis zu 95% der RNA ausmacht. mRNA ist in RNA-Gelelektrophoresen nur als Schmier
zwischen den rRNA-Banden zu erkennen. Eine Kontamination mit RNasen wére bei einer unscharfen Abbildung
der rRNA-Banden zu vermuten. In solchen Fillen wiére eine Degradation auch der mRNA, die nur einen geringen

Teil der Gesamt-RNA ausmacht, anzunehmen.

3.3.3 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese aus der RNA der Zellkultur wie auch aus den Tumorproben wurde folgendermalien
durchgefiihrt: 1ug Gesamt-RNA (nach spektrometrischer Konzentrationsbestimmung bei 260nm) wurde mit 1pl
10mM dNTPs (Eppendorf, Hamburg, Deutschland), 1ul RNAsin (Promega, Madison, Wisconsin, USA), 1ul
Random Hexamere (Amersham Biosciences, spiter GE Healthcare Bio-Sciences Corp., Piscataway, New Jersey,
USA) gemischt und ggf. mit RNase freiem Wasser auf 13ul aufgefiillt, bei 65°C fiir 5 min inkubiert und
anschlieBend sofort auf Eis abgekiihlt.

4ul 5x FirstStrand Buffer und 2pl 0.1M DTT wurden hinzugefiigt. AnschlieBend erfolgte die Anlagerung der
Primer (Annealing) wihrend der Inkubation bei 25°C fiir 2 min. Nach Zugabe von 1ul Superscript II (Invitrogen,
Karlsruhe, Deutschland) erfolgte die Synthese der cDNA bei sequentieller Inkubation bei 25°C fiir 10 min, und
45°C fiir 50 min. AnschlieBend wurde durch Inkubation bei 70°C fiir 15 min die Synthese gestoppt. Die erhaltene
cDNA wird bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.

334 Q-RT-PCR

Die Q-RT-PCR (Quantitative-Reverse-Transkriptase-PCR) wurde mit Absolute QPCR SYBR Green
Fluorescein Mix (Abgene, Rochester, New York, USA) durchgefiihrt. Fiir jeden Reaktionsansatz wurden 10ul
SYBR Green Fluorescein Mix mit 2ul der 1:20 verdiinnten cDNA, 3ul Wasser sowie je 2,5ul der jeweiligen
Primerlosung (5pmol) gemischt und in einem iCycler (Biorad, Hercules, California, USA) inkubiert und analysiert.
Folgende Zyklen wurden durchgefiihrt:

1. Aktivierung der Polymerase: 95°C 15min

2.40 Zyklen: Denaturierung: 95°C 15s

Annealing: 60°C 1min
Synthese: 72°C Imin

Jede Messung erfolgte im Doppelansatz. Die Ergebnisse wurden mit der iCycler iQ Optical System software
(Version 3.1) (Biorad) analysiert.

Der relative RNA-Gehalt der Proben wurde mit der Ct(Z'AACt) —Methode anhand der C, -Werte der automatisch
von der Software bestimmten Threshold Cycles bestimmt. Zur Normalisierung wurde GAPDH (Glycerinaldehyd-3-
Phosphat-Dehydrogenase) sowie bei den Tumorproben zusétzlich HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-
Transferase) verwendet. Es wurde der Mittelwert der jeweiligen Doppelansdtze aus Gen (X) bzw.

Normalisierungsgen (N) verwendet. Der Algorithmus sei im Folgenden kurz dargestellt:

(1 XitXp) * %2 =X
(2) (Ni+tNy) * % =N
3) Expression = 2°*™N
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RoutinemifBig wurde zudem die bei jeder Q-RT-PCR erzeugte Schmelzkurve des PCR-Produkts analysiert, um
die Bildung von Primer-Dimeren auszuschlieen, die ansonsten das Ergebnis verfdlschen wiirden. Abb.3.2 zeigt
eine regelrechte Schmelzkurve mit nur einem Produkt. Abb.3.3 lésst ein zusitzliches Produkt erkennen, welches
einen anderen Schmelzpunkt aufweist. Dies sind in den meisten Féllen Primer-Dimere, die sich unabhingig vom
eigentlichen Produkt aufgrund des Primerdesigns durch Zusammenlagerung der Primer entlang basenpaaranaloger
Sequenzen bilden. In solchen Fillen miissen die Primer, soweit moglich, ausgetauscht werden.

" .
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Abb. 3.2: regelrechte Schmelzkurve, gute Abb. 3.3: Schmelzkurve mit Primer-Dimeren.
Signal-Noise-Ratio Der Primer wurde ausgetauscht.

Primer-Dimere sind meist kiirzer als das gesuchte Produkt und haben deshalb, abhingig von ihrem GC-Gehalt,
einen niedrigeren Schmelzpunkt, so dass der erste Peak meist die Dimere darstellt. Weil auch dies DNA-
Doppelstriange sind, wird SYBR Green ebenso wie das eigentliche Produkt eingelagert und durch das Q-PCR-Gerit
gemessen. Eine Unterscheidung im Gerét oder in der Software erbringt keinen grofen Nutzen, da eine Dimer-
Bildung immer kompetitiv ablduft, so dass das gesuchte Produkt stets mit geringerer Performance gebildet wird, als
ohne auftretende Dimere. Der Treshold Cycle erschiene kiinstlich verzogert, die Messung wére zu ungenau.

GAPDH und HPRT wurden als Normalisierungsgene gewihlt. Beides sind House-keeping-Gene, also Gene, die
konstitutiv in jeder Zelle exprimiert werden, und von Umgebungsbedingungen weitgehend unbeeinflusst bleiben.
Somit ist ihr Anteil an der Gesamt-RNA ebenfalls stets gleich. GAPDH ist als Standard in zahlreichen
Genexpressionsanalysen in der Literatur etabliert [21; 375]. HPRT wird durch deKok et al. [79] als
Normalisierungsgen empfohlen, da es die geringsten Expressionsschwankungen der untersuchten Gene zeigt, und
somit als beinahe gleichwertiger Ersatz zur Messung von bis zu 10 Normalisierungsgenen dienen kann. Zudem zeigt
es dhnlich hohe C-Werte wie die meisten untersuchten Zielgene. Dadurch ist auch die Effektivitit der Q-RT-PCR
bei Normalisierungsgen und dem zu untersuchenden Gen vergleichbar. Da GAPDH und HPRT in den
Zellkulturexperimenten stets vergleichbare Ergebnisse liefern, wurde bei diesen aus 6konomischen Griinden nur
GAPDH zur Normalisierung verwendet. Korrelationen von Expressionswerten bei der Analyse der Tumorproben

wurden hingegen nur verwendet, wenn die Messung gegen GAPDH und HPRT zu dhnlichen Ergebnissen kommt.

3.3.5 Gel-Elektrophorese

Das per konventioneller PCR erhaltene PCR-Produkt wurde in 2%igem Agarose Gel analysiert. Dazu werden
2g Agarose zu 98g 0,5x TE-Ldsung (5 mM Tris/HCI; 0,5 mM EDTA; pH 8,0) gegeben und kurz aufgekocht. Nach
dem GieBlen des Gels und Auftrag von 6pul des unverdiinnten fertigen PCR-Produkts (GoTaq-Polymerase-Puffer
enthilt bereits alle nétigen Reagenzien), wurde das Gel fiir 30 min bei 120V in der Elektrophoresekammer gefahren.
Anschliefend wurde das Gel fiir 30min in Ethidiumbromidlésung (2ul/ml) inkubiert, kurz gewaschen und
anschlieBend per Foto dokumentiert. Stichprobenartig wurden auch die PCR-Produkte der Q-RT-PCR analog zum

oben genannten Vorgehen per Gel-Elektrophorese analysiert.
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3.3.6  cDNA-Microarray-Analyse

Zur Microarray-Analyse wurde der Affymetrix HG-U133A verwendet, wobei die Herstellerangaben strikt
befolgt wurden. 1-8ug total RNA werden mit T7-Oligo(dT) Promotor Primern in der first strand cDNA Synthese-
Reaktion revers transkribiert. Nach Synthese des zweiten cDNA Strangs mit RNAse-H wird die doppelstrangige
cDNA gereinigt und mit Hilfe der T7-RNA-Polymerase in cRNA in einer Mischung von biotinylierten Nukleotid-
Analoga und Ribonukleotiden transkribiert. Die biotinylierte cRNA wird aufgereinigt, fragmentiert und auf einen
HG-U133A GeneChip fiir 16h bei 45°C mit Hilfe eines Hybridisierungspuffers (100mM. 2-(N-
morpholino)ethansulfonsdure (MES), 1M NaCl, 20mM EDTA, 0.01% Tween-20), der 50 pM eines
Kontrolloligonukleotids, 0.1 mg/ml Heringssperma DNA, 0.5 mg/ml Kélberserumalbumin und 10%
Dimethylsulfoxid enthilt, hybridisiert. Nach mehreren Waschschritten, wird die hybridisierte biotinylierte cRNA
mit Streptavidin-Phycoerythrin detektiert.

Microarray-Analysen wurden von jeweils drei voneinander unabhédngigen Experimenten durchgefiihrt. Dabei
wurden zum einen die Expressionsmuster von MDA-MB-231-Zellen, die mit siRNA gegen RhoGDIP behandelt
wurden, mit denen von Zellen verglichen, die mit siRNA gegen Luciferase behandelt wurden. Zum anderen wurden
analog dazu drei Experimente mit Zellen, die mit siRNA gegen PTHrP behandelt wurden im Vergleich zu silLuc-
behandelten Zellen durchgefiihrt. Nur solche Gene, die einen p-Wert <0,05 (einseitiger Wilcoxon Rank Test) und
deren Expression in dhnlicher Weise in allen drei Vergleichsanalysen verdndert ist, wurden als siRf} bzw. siPTHrP-
responsive Gene angesehen. Alle Microarray-Analysen wurden von Pearl Campbell, Genomics Manager, Ontario
Genomics Innovation Centre, Ottawa Health Research Institute, 501 Smyth Road, Ottawa, Ontario, Canada

durchgefiihrt.

3.3.7  ChIP(Chromatin Immuno Precipitation)-Analyse

Zum Nachweis der direkten Abhdngigkeit der RhoGDIp- o . o
O cross-link whole cells
Expression von der Wirkung des Transkriptionsfaktors Ets1 am o O i ormalistyde
Promotor wurde eine ChIP durchgefiihrt. Bei dieser Methode l
wird die Bindung eines bestimmten Proteins, in diesem Fall von / \ T
’ M st e and
Etsl, an ein DNA-Fragment im Chromatin nachgewiesen. Dazu W/ \i\; solubilize chromatin
werden lebende MDA-MB-231-Zellen mit Formaldehyd fixiert, l
um Protein-Protein, aber auch Protein-DNA cross-links zu /\\); %/
immungpreci pna(g with
erzeugen. Die Zellen werden lysiert und die so erhaltene DNA mm%/;/j:@; Smoodss
durch Ultraschall fragmentiert. Mit Hilfe eines Antikdrpers l
gegen Etsl wird das Ets1-DNA-Konjugat prézipitiert. Durch °
k \té% reverse cl_'oss-links and
Hitzeeinwirkung iiber Nacht werden die Protein-DNA cross- °___ PRapInA
links aufgehoben und die so erhaltene DNA quantitativ }
analysiert. Der Ablauf ist schematisch in nebenstehendem = anlyze ONA by PCA e
Diagramm dargestellt (Abb.3.4). Um eine Bindung von Etsl an -

die Promotorregion von RhoGDI zu zeigen, wurden mogliche  App. 3.4: Prinzip des ChIP-Assays anhand

Ets1-Binding-Sites (EBS) in der Sequenz gesucht und Zier U[rllge]r)suchung von Hefezellen
aus

entsprechende Primer hergestellt, die in Tabelle 3.3 aufgefiihrt

sind.
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Sequenz (5°— 3%):

AAGTTGGCTGATCAAGAGATAGGC
GACCTACTTGAAGAGGAAACCCTG

Primerpaar Nr.: Name:
ProduktgroBe: | ARHprom-

1 -121F

77bp | -197R

2 -775F

104bp | -878R

GTTTAAACATGGCCTCCGAGACT
TTGTGACAACTTAACAAGTGCCAA

Tab. 3.3: PCR-Primer der Promotorregion von RhoGDIB

Zur Durchfiihrung des ChIP-Assays wurde ein Kit von Lake Placid Biologicals (Lake Placid, New York, USA)

verwendet und nach Herstellerangaben eingesetzt. Diese seien im Folgenden kurz genannt.

I. Formaldehyd Cross-linking und Zelllyse

1. Zugabe von 37% Formaldehyd zu kultivierten Zellen bis zur Zielkonzentration von 1% Formaldehyd.

Mischen durch Schwenken der Kulturschale.

. 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

. Zugabe von 10x Glycin bis zur Zielkonzentration von 1x. Mischen durch Schwenken der Kulturschale.

. 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

. Zellen durch zweimalige Zugabe von 1x PBS waschen.

. Zugabe von 1ml Scraping Buffer.

. Zellen abschaben und in Microfuge Tube auf Eis sammeln.

2
3
4
5. Uberstand von Formaldehyd, Glycin und Medium absaugen.
6
7
8
9

. Zellen in Pellet durch Zentrifugieren bei 700g bei 4°C sammeln, Uberstand verwerfen.

10. Zugabe von 1ml Final Lysis Buffer (Iml Lysis Buffer + 5ul Protease Inhibitor Cocktail). Resuspendieren

der Zellen. Inkubation auf Eis fiir 10 min. Dabei gelegentlich mischen.

11. Zelllysat bei 12.000g abzentrifugieren. Uberstand in neues Tube iiberfiihren. Lagerung bei -80°C.

I1. Chromatin-Priparation

1. Ultraschallgerit (Branson Sonifier 250, Branson Ultraschall GmbH, Dietzenbach, Deutschland) gemaf

Herstellerangaben vorbereiten.

2. DNA-Fragmentierung durch 3-5 Pulse von 5-10s Dauer auf Eis. Pausen zwischen den Pulsen von 30s bis 1

min.

3. Abzentrifugieren der Chromatin-Praparation bei 12.000g, um unldsliches Material zu pelletieren.

4. Chromatiniiberstand abnehmen und in neues Tube {iberfithren. Lagerung bei -80°C

II1. Immunoprézipitation

1. Zugabe von 900ul des Dilution Buffer mit Protease Inhibitor Cocktail zu jedem Reaktionsgefaf.

o N N W B~ WD

. Zugabe von 50l Protein G Agarose (at 50% slurry) und fiir 30 min bei 4°C im Rotator mischen.

. Zentrifugieren bei 3000-5000g fiir 1 min, um Protein G-Agarose zu pelletieren.

. Chromatiniiberstand in neues Reaktionsgefal} iiberfithren, Protein G-Agarose verwerfen.

. 10pl (1%) abnehmen und als Input Chromatin in neuem Reaktionsgefdf3 bis Sektion V bei 4°C aufbewahren.
. Entsprechende Menge Antikorper zugeben. Gleiches Verfahren flir Negativkontrolle einhalten.

. Uber Nacht bei 4°C im Rotator mischen.

. 50ul Protein G-Agarose zugeben und fiir 1h im Rotator bei 4°C mischen.
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9. Zentrifugieren bei 3.000-5.000g fiir I min, um Protein G-Agarose zu pelletieren.

10. Uberstand abnehmen und verwerfen oder zur spiteren Analyse des ungebundenen Chromatins
aufbewahren.

11. Waschen der Protein G-Agarose mit 1ml eines jeden Puffers in der Reihenfolge:

Wash Buffer 1-3; je einmal waschen

Wash Buffer 4; zweimal waschen.

Dabei Inkubieren des Puffers mit der Protein G-Agarose bei 4°C fiir 5 min im Rotator. Zentrifugieren bei 3.000-
5.000g fiir 1 min, um Protein G-Agarose zu pelletieren. AnschlieBend vorsichtig Uberstand abnehmen.

12. Letzten Wash Buffer bis zum néchsten Schritt belassen, um Austrocknen zu verhindern.

IV. Eluieren des Antikorper-Antigen-DNA-Komplexes
1. Zugabe von 200ul Elutions-Puffer in Input-Reaktionsgefal.
2. Zu jedem Tube mit pelletierter Protein G-Agarose, 100ul Elutions-Puffer zugeben.
3. Gut mischen und bei Raumtemperatur fiir 15 min inkubieren.
4. Protein G-Agarose bei 3.000-5.000g fiir 1 min pelletieren.
5. Uberstand vorsichtig abnehmen und in neues Reaktionsgefif iiberfiihren. Dies ist der immunoprizipitierte
Antikorper-Antigen-DNA-Komplex.
6. Schritte 2-5 mit weiteren 100ul Elutions-Puffer wiederholen.

V. Aufbrechen der cross-links und Vorbereiten fiir die DNA-Isolierung
1. Zugabe von 8ul 5M NaCl zu jedem Reaktionsgefal. Mischen und Inkubieren bei 65°C fiir mindestens 4h
oder tiber Nacht, um Formaldehyd cross-links riickgéingig zu machen.
2. Zugabe von 1 ul RNase A zu jedem Reaktionsgefall und Inkubieren fiir mind. 15 min bei 37°C.
3. Zugabe von 8ul 1M Tris-HCI, pH 6.5, 4ul 0.5M EDTA und 1pl Proteinase K zu jedem Reaktionsgefafl und
Inkubieren fiir 1-1.5 h bei 45°C.
4. 5001 Phenol zugeben, 2-3 min mischen, 3 min bei 13.000 min™ abzentrifugieren.
5. Obere wissrige Phase abnehmen, in neue ReaktionsgefdBe iiberfiihren. 500ul Chloroform/Phenol-Mix
(25:24:1) zugeben, 2-3 min mischen, 3 min bei 13.000 min™ abzentrifugieren.
6. Obere wissrige Phase abnehmen, in neues Reaktionsgefa3 {iberfiihren, 500pl Chloroform zugeben, 2-3 min

mischen, 3 min bei 13.000 min™" abzentrifugieren.

VL. DNA-Fillung
1. Obere wissrige Phase (ca. 350ul) abnehmen, in ein neues Reaktionsgefdl tiberfithren, 1/10 Volumen (ca.
35ul) Natriumacetatlosung (1M) und 1 Volumen (ca. 350ul) Isopropanol zugeben, mischen, 10 min bei 13.000
min™ abzentrifugieren.
2. Waschen mit 70%igen Ethanol, zentrifugieren fiir Imin bei 13.000 min™. DNA im Pellet

3. Pellet unter der Abzugshaube trocknen und je nach Menge in H,O resuspendieren
Die so erhaltene DNA wird per semiquantitativer PCR analysiert. Die semiquantitative PCR wird in einem

Gesamtvolumen von 12ul pro Primerpaar angesetzt und mit folgendem Programm auf einer Biometra TGradient

PCR-Maschine (Biometra, Gottingen, Deutschland) amplifiziert:
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DNA (unverdiinnt) 0,5 pl

PCR Programm
H,0 3.5ul hot start 95°C 2 min
Primer F (10pmol/ul) 1,0 ul Denaturieren 94°C 1 min
Primer R (10pmol/pl) 1,0 pl Anlagern >4°C 305
Synthese 72°C  40s
2x GoTaq (Promega) 6,0 ul 32 Zyklen

Anschlieend wird das PCR-Produkt in der Gel-Elektrophorese wie in 3.3.5 beschrieben bei 120V fiir 30 min
aufgetrennt und anschlieBend das Gel in Ethidiumbromidlésung (2ul/ml) fiir 30 min inkubiert und dann fotografiert.
Es erfolgt dabei stets ein Vergleich zwischen der Amplifikation immunoprézipitierter DNA und Input DNA.

Die ChIP-Analyse wurde in Zusammenarbeit mit A. und J. Dittmer durchgefiihrt.

3.3.8  Statistische Auswertung

Der zweiseitige Pearson-Korrelationskoeffizient wurde genutzt, um das Verhéltnis der relativen mRNA-
Expression der Gene untereinander in den Brustkrebsproben zu vergleichen. Der Mann-Whitney U-Test wurde
verwendet, um Alter, Menopausenstatus, Estrogen- und Progesteronrezeptorstatus mit der RhoGDIB-Expression zu
vergleichen. Das Verhiltnis von Nodalstatus, Tumorart und Grading mit RhoGDIf wurde mittels des Kruskal-
Wallis-Test und das zwischen Tumorgrole und RhoGDIB mit dem Spearman-Korrelations-Test untersucht.
Uberlebensanalysen wurden mit der Kaplan-Meier-Methode durchgefiihrt, wobei die Uberlebenskurven mit dem
Log-Rank-Test verglichen wurden. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programmpaket SPSS Version

13.0 (SPSS Inc., USA). P<0,05 wurde als signifikant betrachtet.
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4  Ergebnisse

Die Untersuchung der Genexpression der unten angefiihrten Gene geht von einer Microarray-Analyse der durch
Etsl bzw. PKCa regulierten Gene bei der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 aus [413]. Um die Relevanz fiir das

primdre Mammakarzinom zu ergriinden, erfolgte die vorliegende Analyse.

4.1 Genregulation durch Etsl
4.1.1 Zellkultur

Zur Bestitigung der Microarray-Daten [413] erfolgte eine ergdnzende Q-RT-PCR-Analyse von RhoGDIp,
Vavl, TGFB1, TGFB2, TGFR1, TGFR2, PTHIR, KISS-1, Sp100 und INSIG-1 an MDA-MB-231-Zellen, bei der
die Etsl- bzw. PKCo-Expression mit Hilfe von siRNA unterdriickt wurde. Zur Kontrolle diente jeweils ein mit
siLuc (siRNA gegen Luciferase, die in humanen Zellen nicht vorkommt) behandelter Ansatz. Wie sich zeigte, wird
RhoGDI positiv von Ets1 und PKCa reguliert. Vav1 hingegen zeigte nur bei Unterdriickung der PKCo-Expression
eine Reduktion der Expression. TGFf1 wird in MDA-MB-231-Zellen nicht von Ets1 oder PKCa reguliert, da die
Expressionsverdnderungen nur marginal sind, ebenso verhilt es sich mit PTHIR. TGFP2 hingegen wird durch
Unterdriickung von Ets1 bis zu achtfach in der Expression induziert, bei supprimiertem PKCao noch 2,2fach. TGFR1
und TGFR2 werden vor allem durch Etsl unter normalen Bedingungen supprimiert, da sie bei Unterdriickung der
Expression von Etsl bis zu zweifache Expressionssteigerungen zeigen. PKCao hat auf diese keinen Einfluss. Die
Expression von KISS-1 wird durch Etsl positiv beeinflusst. Sp100 wird von Etsl und PKCa positiv reguliert.
SchlieBlich zeigt sich bei INSIG-1 (insulin-inducible gene 1) bei Unterdriickung von Etsl oder PKCa eine
Expressionssteigerung auf das 2,5 bzw. 3,7fache. (Abb. 4.1)

8 .
N siEts1 l
6 [ siPKCo.

rel. RNA Level

Co Ets1 PKCo RhoGDIB Vavl TGFB1 TGFp2 TGFR1 TGFR2 PTH1R KISS-1 sp100 INSIG

Abb. 4.1: Induktion bzw. Suppression ausgewahlter Gene durch siEts1 bzw. siPKCo in MDA-MB-231-Zellen
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4.1.2 Primires Mammakarzinom

An bis zu 52 Brustkrebsproben erfolgte die Expressionsuntersuchung von 42 Genen, die direkt oder indirekt in
MDA-MB-231-Zellen von Ets1 oder PKCa reguliert werden. Ein kausaler Zusammenhang zwischen der Expression
von PKCo mit der von Ets1 wurde von Lindemann et al. [238] und Vetter et al. [413] nachgewiesen. Die Regulation
von Etsl durch PKCa zeigte sich auch anhand der untersuchten Brustkrebsproben im Scatterplot (Abb.4.2), damit
kann von einer allgemeinen Giiltigkeit der bisher nur in MDA-MB-231-Zellen nachgewiesenen Abhéngigkeit

ausgegangen werden. R=0.794

p<0,001
N=52

10,00

7,50

5,00

rel. Ets1 RNA Level

2,50

0,00—

T T T T
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

rel. PKC alpha RNA Level
Abb. 4.2: Korrelation der mRNA-Expressionslevels von Ets1 und PKCao

Die Korrelationen nach Spearman von Etsl und PKCo mit den iibrigen untersuchten Faktoren werden
nachfolgend in Tabellenform (Tab.4.1) wiedergegeben. Die Korrelationen sind separat nach dem verwendeten
House-keeping Genen HPRT und GAPDH aufgefiihrt. Dabei wurden nur 34 Proben untersucht, die abhéngig von
der Expressionskonkordanz zwischen HPRT und GAPDH ausgewihlt wurden (Daten nicht gezeigt). Proben, die
eine hohere Abweichung zwischen der Expression von GAPDH und HPRT aufwiesen, wurden in die folgende
Tabelle nicht aufgenommen. Nur Faktoren, die mit beiden House-keeping Genen signifikant mit Etsl bzw. PKCa
korrelieren, wurden als valide angesehen.

Es zeigt sich eine sehr hohe Korrelation zwischen PKCo und Ets1, wie sie nach den Ergebnissen der Zellkultur
von Vetter et al. [413] zu vermuten war. Weiterhin ist RhoGDIp, nicht jedoch RhoGDIa oder y mit Ets1 und PKCa
assoziiert. Auch Vavl ist mit PKCo und Etsl hochsignifikant korreliert, ebenso wie PAI-1 und uPA. Auch die
Korrelation von Ets1 und PKCa mit Sp100, DIAPH und PI3KCA bestétigen die von Vetter et al. im Microarray
gefundenen Zusammenhinge. Erstaunlich ist die hohe Korrelation von TGFB1, TGFB2 sowie TGFBR1 mit Ets1 und
PKCoa. TGFBR?2 korreliert dagegen nur mit PKCo.. Ebenso bemerkenswert ist die zuvor von Vetter et al. [413] noch
nicht gesehene Korrelation von Endothelin-1 und dessen Rezeptor ET,R mit Ets] und PKCa.. Eine Kausalitdt ist
dabei moglich, wurde jedoch nicht weiter untersucht. Die Gesamt-RNA-Menge von PTHrP korreliert mit Ets1 und
PKCo, wobei jedoch lediglich das Produkt von Exon 4, nicht jedoch die von Exon 1 und 3, mit PKCo assoziiert ist.

Nur wenige Faktoren wie Elfl, NQO1, PTHrP P2, RUNX-1, TGFBR2 sowie TPM1 korrelieren nur mit PKCa,
nicht aber mit Etsl. Etliche andere Faktoren, die in MDA-MB-231-Zellen von Etsl reguliert werden, darunter
MMP9, INSIG, IGF-2, TSSC3 und PTPRN2 zeigen in den klinischen Proben keinen Zusammenhang mit Ets1 oder
PKCo.

Diese stichprobenartige Untersuchung der potentiell von PKCo und Ets1 regulierten Faktoren zeigt, dass keine
grolen Abweichungen der mit PKCa bzw. Etsl korrelierenden Faktoren bestehen. Dies bestdtigt die enge

Beziehung beider Faktoren zueinander, was damit auch in Mammakarzinomproben nachgewiesen wurde.

28



HPRT - GAPDH

Symbol ETS1 PKCu ETS1 I PKCu Gen
ETS1 1 ,881(**) il ,863(**)|E26 transformation specific sequence 1 (Etsi)
PKCa 881(7) 1 ,863(*) 1§Protein Kinase Ca
ARHGDIA 374(%)] n.s. n.s, n.sJRho GDP Dissociation Inhibitor a
ARHGDIB B77(") ,689(*") ,656("") ,684("* lRho GDP Dissociation Inhibitor p
ARHGDIG n.s| n.s| n.s| n.sJRho GDP Dissaciation Inhibitor
CYRB1 542(7) 547() ,539(*") ,579(**Wcysteine-rich heparin-binding protein 61
DIAPH1 ,634(*) ,545(*") ,394(%) n.sfdiaphanous homolog 1
ELF1 514(*) ,616(*) n.s, ,503(**WE7 4-like factor 1 (Elf-1)
ESX n.s, n.s. n.s n.sJE74-like factor 3 (EF-3); ETS domain, serine box, epithelial-specific)
ET-1 ,652(") ,598("") ,592("*) ,565(**)|Endothelin-1
ET.Rec S73(7)] 659(*") A87 () ,583{“)|Endolhelin Rezeptor A
ETS2 827(*) 828(") ,580(*") ,492(**E26 transformation specific sequence 2 (Ets2)
FN1 ,618(*) ,598(") ,534(*") ,430()[Fibronectin-1
IGF2 ,434(%)] A426(%) n.s) n.sJInsulin-like Growth Factor 2
INSIG n.s| 3920 n.s| n.sfinsulin induced gene 1
MMP9 ,384(%)] n.s. n.s, n.sfMatrix-Metallo- Proteinase 9
NQOCH 441 5010 n.s) ,409(‘}|NAD(P)H:Chinon Oxidoreductase |
PAH 542(™)] S5 B01(*) 1629(**)|plasminogen activator inhibitor 1
PI3KCA 50317} ,590(*") 452(**) 574(*" ) PI3-kinase p110 subunit alpha
PLAU 488(7) A63(1) A33(7) ,366(")8uPA (urothelial plasminogen activator)
PTH1IR B96(")] 743(*) T30() ,700(**)jParathormon-1 Rezeptor
PTHrP 414() ,463(") ,399(") 410(*§Parathormone related peptide (Exon 4) (entspricht Exon 6)
PTHrP1A n.s, n.s| n.s| n.sJParathormone related peptide (Exon 1A) (entspricht Exon 1)
PTHP1C n.s, 521(™) n.s/ n.sJParathormone related peptide (Exon 1C) (entspricht Exon 3)
PTHrP2 n.s., A453(%) n.s, ,386("MParathormone related peptide (Exon 2) (entspricht Exon 4)
PTPRN2 n.s| n.s) n.s n.s§protein tyrosine phosphatase, receptor type, N polypeptide 2
RUNX1 ,809(") 71507) n.s) ,537(**runt related transcription factor 1
SP100 682(*) 714" 615(**) 708(**)1SP100 nuclear antigen
TGFB1 ,682(")] 723" B65(*) ,703(*" ) Transforming Growth Factor fi1
TGFB2 AE1T) A11(%) ,492(") ,450("" WTransforming Growth Factor (2
TGFBRec ,394(") ,440(™) n.s| ,409(" ) TGFp Rezeptor 1
TGFBRec2 B70(*) ,693(*") 619(*") 641 (" ITGFp Rezeptor 2
TPM1 n.s.| 483(*) n.s) 462("ftropomyosin 1 (alpha)
TSSC3 n.s| ,392(*) n.s) n.sftumor-suppressing subchromosomal transferable fragment 3
VAV1 ,825(") ,838(™) I7407) 824"V avi

**Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).
* Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig).
n.s. nicht signifikant

Tab. 4.1: Vergleich der Korrelationen von Ets1 und
Normalisierungsgen

4.2 Regulation von RhoGDIf
4.2.1 ChIP-Assay

Das ChIP-Assay [10; 105] diente dem Nachweis

PKCa bei Verwendung von GAPDH bzw. HPRT als

der Bindung von Ets1 an den Promotor von RhoGDI in vivo,

um einen direkten Einfluss von Ets1 auf die Expression von RhoGDIf zu bestatigen.

Zunichst wurden die zwei ausgewéhlten Primerpaare, die Sequenzen des RhoGDIB-Promotors mit vermuteten
Ets1-Binding Sequences (EBS) amplifizieren, an Input DNA getestet. Als interner Standard diente ein RhoGDIf-
Primer, der ca. 1kbp von der Promotor-Region entfernt in der kodierenden Region des Gens bindet. Damit konnte

ausgeschlossen werden, dass dieser Bereich nach DNA-Fragmentierung und Immunprézipitation mit Ets1 ebenfalls

angereichert wird. Der Standard diente dem Nachweis der Verwendung der gleichen Menge DNA pro Ansatz.

Die konventionelle Endpunkt-PCR ergab eine

untersuchten Primerpaare sowie des Standards. Damit war erwiesen, dass die in der PCR angewendeten

Bedingungen fiir die Amplifikation aller durch die Primerpaare spezifizierten Sequenzen ausreichend sind (Daten

nicht gezeigt). In der Immunoprézipitation werden

bindet. Durch den Vergleich der Menge der durch die Primerpaare amplifizierten DNA-Fragmente in diesem Ansatz

relativ_homogene und hochspezifische Amplifikation aller

DNA-Fragmente angereichert, an die Etsl in vivo bevorzugt

mit deren Menge in der eingesetzten Input DNA kann die Bindungsaffinitit von Ets1 in vivo abgeschétzt werden.
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Das ChIP-Assay ergab durch die Immunoprézipitation mit Etsl eine deutliche Anreicherung eines Fragments,
welches sich im Promotorbereich 775-878bp upstream des RhoGDIB-Gens (Abb. 4.3). Zum Vergleich wurde
zudem ein Fragment (121-197 bp upstream) der Promotorregion untersucht, das in der Kontrolle wie auch in Etsl
einen gleichen DNA-Gehalt aufweist. Die Input-DNA ergab stets eine stirkere Bande, da durch die oben
beschriebenen Schritte der Immunoprizipitation eine erhebliche DNA-Menge verloren geht.

Damit konnte erstmals nachgewiesen werden, dass Etsl an den Promotor von RhoGDIf in vivo bindet und

dadurch auf direktem Wege die Expression von RhoGDIf steuert.

-121/-197 -775/-878

I LU 1

300~ oo

200-
1oo-a- --® e
bp

300-
200 ==

100- “* o=
bp

4
4

input
control
o-Ets1
input
control
o-Ets1

Abb. 4.3: ChIP-Assay. Durch Antikdrper gegen Ets1 deutliche Anreicherung des Fragments -775/-878,

wihrend das Kontrollfragment -121/-197 in der Menge unverandert zur Darstellung kommt.

4.2.2 Regulation von RhoGDI in der Zellkultur

Bei Supprimierung von Etsl mit Hilfe von spezifischer siRNA (siEl) verringert sich auch die RhoGDIB-
Expression in den untersuchten MDA-MB-231-Zellen. Dieses Ergebnis ist auch mit einer zweiten Ets1-spezifischen

siRNA (siE1#2) reproduzierbar (Abb. 4.4).
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In verschiedenen Mammakarzinom-Zelllinien zeigt die Expression von RhoGDIB und Etsl ein &dhnliches
Verhalten. Hohe Ets1-Expression, wie in MDA-MB-231-Zellen zu beobachten ist, geht mit einer hohen RhoGDI-
Expression einher. Die niedrige Expression von Ets1 in MCF-7-Zellen bedingt analog dazu eine niedrige RhoGDI-
Expression (Abb. 4.5).
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Ets1 Rho-GDIB

4.2.3 Regulation von RhoGDIf im invasiven Mammakarzinom

RhoGDIf (Abb.4.6, 4.7) und etwas geringer auch RhoGDIow (Abb.4.8, 4.9) korrelieren hoch signifikant mit der
Ets1- (R=0,659 bzw. R=0,519), aber auch mit der PKCo-mRNA-Expression (R=0,601 bzw. R=0,438) im invasiven
Mammakarzinom. Die RhoGDIy-Expression korreliert dagegen nicht mit diesen Faktoren (Abb.4.12, 4.13).
Allerdings ist die RhoGDIa-Expression nur einer sehr geringen relativen Spannweite von 25 unterworfen, d.h. die
maximale Expression ist 25fach hoher als die niedrigste, so dass die RhoGDIa-Level cher als konstant angesehen

werden miissen. Im Gegensatz dazu betrigt die maximale RhoGDIB-Expression das 69fache der niedrigsten, im
Falle von RhoGDly sogar das 159fache (Abb. 4.14).

Bei Betrachtung nur der in 4.1.2. angesprochenen 34 Proben ergeben sich folgende Korrelationen (Tab. 4.2):

Korrelationen

Ets1 PKCa

Spearman's rho Correlation Coefficient 107 ,049
RhoGDlo.  Sig. (2-tailed) 546 782

N 34 34

Correlation Coefficient ,533(**) AB7(**)

RhoGDIf Sig. (2-tailed) ,001 ,005

N 34 34

Correlation Coefficient -,165 -,093

RhoGDly  sig. (2-tailed) 366 612

N 32 32

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

Tab. 4.2: Spearman Korrelationskoeffizient und Signifikanz der Assoziation von RhoGDIc., RhoGDIP und
RhoGDIy mit Ets1 und PKCo bei Betrachtung der 34 Proben, bei denen die Normalisierungsgene GAPDH und

HPRT eine konstante Relation zueinander aufweisen.
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Es zeigt sich, dass die hohen Korrelationen von RhoGDIP weitgehend konstant bleiben, wihrend RhoGDIo
keinerlei Zusammenhang mit der Etsl- oder PKCa-Expression zeigt. Die Korrelation bei Betrachtung aller 52
Proben wird durch wenige Ausreier verursacht, wihrend der GrofBteil der Proben keine signifikante Korrelation

zuldsst. Die RNA-Expression von RhoGDIa steht somit im primdren Mammakarzinom in keinem Zusammenhang

mit Ets1 oder PKCo. (Abb.4.10, 4.11).

Rho-GDIp

Abb. 4.6: Korrelation von RhoGDI mit PKCao
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Abb. 4.7: Korrelation von RhoGDIP mit Ets1
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RhoGDI ist im invasiven Mammakarzinom spezifisch mit Ets] assoziiert. Es korreliert mit Ets1 und PKCao,

nicht jedoch mit den anderen untersuchten Ets-Faktoren Ets2 (Abb. 4.15) oder Esx (Abb.4.16).
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Abb. 4.15: Korrelation von RhoGDIP mit Ets2 Abb. 4.16: Korrelation von RhoGDIP mit Esx

4.2.4 Assoziation von RhoGDIP mit kliniko-pathologischen Parametern

Die Expression von RhoGDIp ist zumindest im untersuchten Teilkollektiv auf RNA-Ebene invers mit der
Anzahl positiver Lymphknoten korreliert (Abb.4.17), wobei zur Bestimmung der Signifikanz die Mediane der
RhoGDIB-Expression mit Hilfe des Student’s t-Test verglichen wurden. Ein signifikanter Zusammenhang mit der
Tumorgrdfle pT, dem Grading, dem Hormonrezeptorstatus oder dem Menopausenstatus war auf RNA-Ebene nicht
feststellbar.

Im Gegensatz dazu zeigte sich im Gesamtkollektiv (N=263) ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
RhoGDIB-Expression und der Tumorgrofie. Ein niedrigeres Tumorstadium geht dabei mit einer héheren RhoGDI-

RNA-Expression einher. Weitere Korrelationen konnten nicht gefunden werden (Tab.4.3).
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Table 1: associations of clinicopathological factors with Rho-GDI expression levels.

Variable N= 263" Median Interquartile range P
(Rho-GDIB/HPRT)

Age (years)

<50 61 7.95 16.35

=50 202 9.19 14.46 0.553"
Menopausal status

Premenopausal 67 7.78 14.46

Postmenopausal 196 9.32 14.80 0.667"
Nodal category

Negative 105 9.25 18.82

<4 nodes 84 9.48 16.98

>4 nodes 45 7.01 13.98 0.187¢
Tumor type

Ductal 159 8.52 15.03

Lobular 31 13.36 16.01

Other 31 8.34 12.68 0.716°
Tumor size

pT1 62 11.88 14.42

pT2 147 8.88 13.07

pT3/4 50 5.94 16.86 0.014¢
Histological grade

| 11 9.85 8.99

1l 79 9.32 15.96

111 88 8.11 15.42 0.790°
ER (fmol/mg protein)

<10 91 8.34 14.27

>10 168 9.19 14.40 0.660°
PgR (fmol/mg protein)

<10 108 8.40 16.37

>10 152 8.97 13.46 0.671

*Due to missing values, numbers do not always add up to 263.
® P for Mann-Whitney U test.

¢ P for Kruskal-Wallis test.

4 P for Spearman correlation test.

Tab. 4.3: Assoziation klinikopathologischer Faktoren mit den Expressionslevel von RhoGDI

4.3 Mit RhoGDIp assoziierte Gene

Zur Untersuchung der durch RhoGDIP beeinflussten Gene wurden spezifische siRNAs hergestellt, die zur
Unterdriickung der RhoGDIB-Expression eingesetzt wird.
4.3.1 Spezifitit der verwendeten siRNA

RhoGDIB-spezifische siRNA siRP supprimiert die RhoGDIB-Expression, ohne die Expression von RhoGDIa
oder RhoGDIy zu beeinflussen. Lediglich ein unspezifischer, in den Fehlertoleranzen der Q-RT-PCR liegender
Anstieg von RhoGDIow und RhoGDly ist feststellbar, was am ehesten neben dem systemimmanenten Fehler mit

einem leichten kompensatorischen Anstieg zu erkliaren wire (Abb.4.18).
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Abb. 4.18: Relative Expressionslevel der RhoGDIs bei Einwirken
von siRP im Vergleich zu siLuc. RhoGDIp wird stark supprimiert.
RhoGDIo und y werden nicht in ihrer Expression beeinflusst.

4.3.2 Faktoren aus der Literatur
Zellkultur

Als Ausgangspunkt der Untersuchung der durch RhoGDIf regulierten Gene steht die Verifikation der bereits
durch andere Arbeitsgruppen publizierten Daten. Je nach untersuchtem Zelltyp divergieren die Ergebnisse erheblich.

Zhang et al. [448] konnten nach Suppression der RhoGDIB-Expression durch siRNA-exprimierende Plasmide
eine Beeinflussung der Expression von Integrin f1 (ITGB1) in 3D-Kulturen von MDA-MB-231-Zellen nachweisen,
was schliefilich auch zu phénotypischen Verdnderungen fiihrte. Unter anderem schlossen die Autoren, dass
RhoGDIp zur Invasivitéit der Karzinomzellen beitrdgt, RhoGDIP mithin ein Tumorpromotor ist.

In der vorliegenden Arbeit konnte dagegen keine signifikante Verinderung der Expression von Integrin B1
weder in zwei(2D)- noch in dreidimensionalen (3D) Kulturen von MDA-MB-231-Zellen nachgewiesen werden
(Abb. 4.19).

Die Arbeitsgruppe um Theoduresco [123; 396] hat im Blasenkarzinom dagegen eine negative Beeinflussung der
Endothelin-1-Expression durch RhoGDIf festgestellt, was zu einer geringeren Rate an Lungenmetastasen im
Mausmodell fithrte. RhoGDI ist damit im Blasenkarzinom ein Tumorsuppressor.

Im Kontrast zu diesen Befunden konnte in mit siRp behandelten MDA-MB-231-Zellen sowohl in 2D- als auch
in 3D-Kultur keine signifikante Verdnderung der Endothelin-1-Expression nachgewiesen werden (Abb.4.19).
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Primires Mammakarzinom

In den untersuchten Brustkrebsproben ist keine signifikante Korrelation zwischen RhoGDIP und Endothelin-1

(Abb.4.20) oder Integrin B1 (Abb.4.21) feststellbar.
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Abb. 4.20: Korrelation von ET-1 mit RhoGDI Abb. 4.21: Korrelation von ITGB1 mit RhoGDIf

4.3.3 cDNA-Microarray

Zur Identifikation der durch RhoGDIf regulierten Gene wurden cDNA-Microarrays (Affymetrix HG-U133A)
durchgefiihrt (Schunke et al. [351]). Dabei wurde die Expression von 44.928 Genen in mit siLuc behandelten MDA-
MB-231-Zellen mit der in Zellen verglichen, die mit siRp behandelt wurden. Insgesamt drei unabhingige
Experimente wurden analysiert.

Es zeigt sich eine verdnderte Expression von lediglich fiinf Genen (Tab. 4.4), wobei drei (GTPBP9, Cox-2,
COL4A2) durch siRp in ihrer Expression verringert wurden. Zwei Gene (FLJ21424, AKAP350C) zeigten dagegen

eine erhohte Expression unter siRp.

probe set |gene symbol |gene name fold induction
expi |exp2 |exp3 |average + SD

genes downregulated in response to siRp

201288 at |ARHGDIB Rho GDP dissociation inhibitor 3 0.03 ]0.10 |0.13 [0.09 + 0.05
219293 s at |PTD004 GTP binding protein 9 (GTPBP9) 0.16 ]0.19 |0.27 [0.21 £ 0.06
204748 at |PTGS2 cyclooxygenase-2 (Cox-2) 0.50 10.31 |0.27 ]0.36 £0.12
211966 at |COL4A2 collagen, type IV, alpha 2 0.44 ]0.50 |0.50 ]0.48 +0.03

genes upregulated in response to siRp

215864 at |FLJ21424 3.70 |2.50 [4.90 |3.70 £1.20
212344 at |AKAP350C A kinase (PRKA) anchor protein (yotiao) 9 2.00 12.60 |2.0 ]2.20+0.35

Tab. 4.4: Im Microarray durch siRf in ihrer Expression verdnderte Gene (aus Schunke et al. [351])
4.3.4 Verifikation mit Q-RT-PCR

Zur Verifikation der Microarray-Daten wurden die erhaltenen Gene auller AKAP350C per Q-RT-PCR
untersucht. Dabei zeigte sich bis auf FLJ21424 eine dem Microarray entsprechende RNA-Expression.

Um unspezifische Reaktionen der verwendeten siRNA auszuschlieBen, wurde nun eine zweite gegen RhoGDIB
gerichtete siRNA (siRB2) eingesetzt. Trotz gleich guter Unterdriickung der Expression von RhoGDIp ist die mit
siRpB bestehende Suppression von GTPBP9 und COL4A2 mit dieser siRNA nicht nachweisbar. Lediglich Cox-2
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wurde durch beide siRNA in gleicher Weise beeinflusst. Damit scheint allein diese Expressionsverdnderung
spezifisch durch RhoGDIf zustande zu kommen. Cox-2 wird somit zumindest zum Teil durch RhoGDIP reguliert

(Abb.4.22).
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Abb.4.22: Verifikation der Microarray-Daten per Q-RT-PCR. Einfluss von siRP und siRPB2 auf die Expression
von GTPBPY/isoform 1, Cox-2 und Col4A2 sowie von siRP auf FLJ21424.

4.3.5 Einfluss der Interaktion von RhoGDIP mit Vav1 auf die Expression von Cox-2

Da Cox-2 durch RhoGDIp reguliert wird, konnte auch Vavl auf Cox-2 Einfluss haben, da beide zusammen
NFAT regulieren konnen und NFAT seinerseits die Cox-2 Expression zu stimulieren vermag.

Ein wichtiger Hinweis auf die Relevanz von Vavl fiir die Cox-2 Expression sind die Ergebnisse von jeweils
drei unabhéngigen Versuchen mit verschiedenen siRNA gegen Vavl, siV#1 und siV#2, (Abb.4.23). Bei jeder der
beiden verwendeten siRNAs war eine signifikante Beeinflussung der Expression von Cox-2 feststellbar, so dass

unspezifische Effekte der siRNA ausgeschlossen werden kdnnen.
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Abb. 4.23: Einfluss von siV#1 sowie siV#2 auf die Cox-2 mRNA-Expression.
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Die vorgenannten Ergebnisse und Zusammenhinge wurden nun an bis zu 52 Mammakarzinomproben
untersucht. Die RhoGDIB-Expression korreliert signifikant mit der von Cox-2 (R=0,418), was die in der Zellkultur
erhaltenen Daten bestétigt und fiir das primére Mammakarzinom validiert (Abb.4.24).

Zudem korreliert Cox-2 signifikant und sogar etwas hoher mit der Vavl-Expression (R=0,574) (Abb.4.25),

wodurch eine Interaktion von RhoGDIB mit Vavl zur Regulation der Cox-2-Expression moglich erscheint, wobei

Vav1 moglicherweise die groBBere Relevanz zukommt.
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Abb.4.24: Korrelation von Cox-2 mit RhoGDIJ Abb.4.25: Korrelation von Cox-2 mit Vavl

RhoGDI ist erstaunlicherweise hoch signifikant (R=0,590) mit der Expression von Vav1 korreliert. Vavl

seinerseits ist ebenso mit der Ets1- und PKCo-Expression hoch signifikant korreliert (R=0,735 bzw. R=0,805)
(Abb.4.26).
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Abb.4.26: Korrelation von Vavl mit RhoGDIP (A), PKCo (B) und Etsl (C) beim primdren Mammakarzinom.
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4.4 Kaplan-Meier-Kurven

4.4.1 Vergleich des Teilkollektivs mit dem Ursprungskollektiv

Trotz der im Folgenden auftretenden Diskrepanzen hinsichtlich verschiedener Signifikanzniveaus zeigt ein
Vergleich der klinikopathologischen Parameter des hier genauer untersuchten Teilkollektivs mit dem
Ausgangskollektiv eine deutliche Ahnlichkeit der beiden Gruppen, so dass Unterschiede im Wesentlichen auf
Zufillen beruhen und allgemein mit der niedrigen Anzahl der untersuchten Patientinnen erklért werden konnen. Es
zeigen sich zumeist im Teilkollektiv nur knapp signifikante Ergebnisse, die im Ursprungskollektiv keine Signifikanz

mehr aufweisen. Gleichwohl konnte dies Hinweise auf einen generellen Trend nahelegen (Tab. 4.5).

Variable N= 263" N=52° Variable N= 263" N=52°

Tumor size
Age (years)

pTl 62 23,94% 11 21.57%
<50 61 23,19% 12 23,53% pT2 147 56,76% 30 58,82%
=50 202 76,81% 39 76,47% pT3/4 50 19.31% 10 19,61%
Menopausal status Histological grade
Premenopausal 67 25.48% 11 21.57% )

I 11 6,18% 1 3.13%
Postmenopausal 196 74,52% 40 78,43% I 79 44.38% 17 53.13%

m 88 49,44% 14 43,75%
Nodal category

ER (fmol/mg
Negative 105 44.87% 23 46,00% protein)
< 4 nodes 84 35,90% 14 28,00% <10 91 35,14% 20 40,82%
= 4 nodes 45 19,23% 13 26,00% =10 168 64.86% 29 59,18%
Tumor type PgR (fmol/mg

~ protein)

Ductal 159 71.95% | 41 8039% <10 108 4154% | 20 39220
Lobular 3 14,03% 7 13.73% > 10 152 5846% | 31 60.78%
Other 3 14,03% 3 5,88% *Due to missing values, numbers do not always add up to 263

or 52 respectively.
Tab. 4.5: Vergleich der klinikopathologischen Parameter des naher untersuchten Teilkollektivs (N=52) mit dem
Ursprungskollektiv (N=263)

4.4.2 Etsl und PKCa

Im untersuchten Kollektiv sind, im Gegensatz zur Gesamtgruppe in der Publikation von Span et al. [375], die
Expression von Ets1 und PKCo nicht signifikant mit dem Gesamt- oder krankheitsfreien Uberleben assoziiert. Dies

gilt fiir alle untersuchten Cut-Off-Werte.

443 RhoGDIB

Bei geeigneter Wahl eines Cut-Off ergibt sich im untersuchten Teilkollektiv (N=47) ein knapp signifikanter
(p=0,045) Vorteil beim krankheitsfreien Uberleben fiir eine geringere RhoGDIB-Expression auf RNA-Ebene
(Abb.4.27 A). Bei Adjustierung fiir die Tumorgrdfe pT ergibt sich noch eine Signifikanz von p=0,091. Die
RhoGDIB-Expression ist jedoch nicht signifikant mit dem Gesamtiiberleben assoziiert.

Im Gegensatz dazu zeigt sich bei einer Analyse des Gesamtkollektivs (N=263), durchgefiihrt von Paul Span
(Nijmegen), keinerlei Unterschied im krankheitsfreien Uberleben zwischen Patientinnen mit hoher und niedriger

RhoGDI-Expression (Abb 4.27 B).
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Abb. 4.27: Kaplan-Meier-Kurven des krankheitsfreien Uberlebens in Abhiingigkeit von hoher bzw.

niedriger mRNA-Expression von RhoGDI fiir (A) N=47 und (B) N=263.

4.4.4 RhoGDIo

Niedrige RhoGDIo-Level sind auf RNA-Ebene signifikant mit einem Uberlebensvorteil hinsichtlich des
krankheitsfreien Uberlebens korreliert (p=0,015) (Abb.4.28). Auch hier zeigt sich immunhistochemisch eine
gegenteilige Tendenz (Daten H. Ronneburg). Im Gegensatz zu RhoGDIB bleibt bei RhoGDIow auch nach
Adjustierung fiir pT dieser Unterschied in der Prognose signifikant (p=0,025) erhalten. Allerdings ist auch bei
RhoGDIa kein Zusammenhang mit dem Gesamtiiberleben feststellbar.

Im Gesamtkollektiv zeigte sich dagegen kein Unterschied im Uberleben, jedoch eine signifikante Korrelation

mit dem Nodalstatus sowie positivem ER- und PR-Status (Tab. 4.6).

Variable N=239* Median P
(ARGDHIA/HPRT)
Age (years)
087 <50 56 20.26
250 187 20.68 0.456"
8
G Menopausal status
g 067 Premenopausal 64 19.17
3 Postmenopausal 179 20.97 0.310°
3
2 Nodal category
2 04 Negative 92 14.23
£ < 4 nodes 80 21.63
< n=28 >4 nodes 42 25.02 <0.001°
02-  ARHGDIA RNA Level Tumor type
e Ductal 145 18.51
_I'l hoch Lobular 28 22.63
+ niedrig-zensiert Other 27 22.00 0.300°
-+ hoch-zensiert
00+
Tumor size
T T T T T T
0,0 25,0 50,0 75,0 100,0 125,0 ]7T1 58 19.24
. " . pT2 134 20.82
Krankheitsfreies Uberleben in Monaten pT3/4 47 20.53 0.887¢
. . . oo . Histological grade
Abb. 4.28: Kaplan-Meier-Kurven des krankheitsfreien Uberlebens in | " 2179
= . . : . 11 72 19.24
Abhéngigkeit von hoher bzw. niedriger mRNA- 1 st 19.90
Expression von RhOGDI(X unknown 76 20.97 0.867¢
ER (fmol/mg protein)
<10 86 22.79
>10 153 18.90 0.039"

PgR (fmol/mg protein)
<10 105 23.10

Tab. 4.6 >10 135 18.64 0.012°
Assoziation klinikopathologischer Faktoren mit | .
. ‘Due to missing values, numbers do not always add up to 280.
den Expressmnslevel von RhoGDIa  ‘pfor Mann-Whitney U test ; © P for Kruskal-Wallis test.
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4.4.5 Endothelin-1 und Endothelina-Rezeptor

Hohe Endothelin-1 RNA Level sind mit einem signifikant (p=0,029) schlechteren krankheitsfreien Uberleben
assoziiert als niedrige (Abb.4.29). Nach Adjustierung fiir pT verliert sich die Signifikanz. Es zeigt sich auch hier

wiederum kein Zusammenhang mit dem Gesamtiiberleben.
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Abb. 4.29: Kaplan-Meier-Kurven des krankheitsfreien Uberlebens in Abhiingigkeit
von hoher bzw. niedriger mRNA-Expression von Endothelin-1.

Die RNA-Expression des ETx-Rezeptors ist dagegen nicht signifikant mit dem krankheitsfreien oder dem
Gesamtiiberleben verbunden (Abb.4.30).
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Abb. 4.30: Kaplan-Meier-Kurven des krankheitsfreien Uberlebens in Abhiingigkeit
von hoher bzw. niedriger mRNA-Expression von ETAR.
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4.4.6 uPA

Eine niedrige uPA-Expression bedingt auf RNA-Ebene einen signifikanten Uberlebensvorteil hinsichtlich des
krankheitsfreien (p=0,003), wie auch des Gesamtiiberlebens (p=0,029) (Abb.4.31). Bei Adjustierung fiir die
TumorgroBe (T) ergibt sich fiir das krankheitsfreie Uberleben eine Signifikanz von p=0,006, hinsichtlich des

Gesamtiiberlebens zeigt sich dabei jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen hoher und niedriger uPA-

Expression.
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Abb. 4.31: Kaplan-Meier-Kurven des krankheitsfreien Uberlebens (A) und des Gesamtiiberlebens (B) in
Abhingigkeit von hoher bzw. niedriger mRNA-Expression von uPA.

447 PAI-1

Auch bei der RNA-Expression von PAI-1 zeigt sich ebenso wie bei uPA ein signifikanter Unterschied
(p=0,034) in den krankheitsfreien Uberlebenskurven zwischen hoher und niedriger Expression, wobei letztere einen
Uberlebensvorteil erkennen ldsst (Abb.4.32). Andererseits ist nach Adjustierung fiir pT sowie beim

Gesamtiiberleben keine Signifikanz feststellbar.
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Abb. 4.32: Kaplan-Meier-Kurven des krankheitsfreien Uberlebens in Abhingigkeit von
hoher bzw. niedriger mRNA-Expression von PAI-1.
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4.4.8 GTP Binding Protein 9 und GTPBP9 Isoform 1

Auch die Expression der durch eine unspezifische Reaktion auf die verwendete siRf aufgefallenen Faktoren
GTP Binding Protein 9 und dessen Isoform 1 zeigt hinsichtlich des krankheitsfreien Uberlebens signifikante
Unterschiede. Eine niedrige Expression beider Isoformen ist knapp signifikant mit einem lidngeren
progressionsfreien Uberleben assoziiert (p=0,048) (Abb.4.33 A). Dieser Unterschied wird bei der ebenfalls
untersuchten Isoform 1 noch etwas deutlicher (p=0,025) (Abb.4.33 B). Zur Allgemeingiiltigkeit dieser Befunde
kann aufgrund der geringen Fallzahl keine Aussage gemacht werden. Die Relevanz der Funktion von GTPBPY ist

noch génzlich unbekannt.
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Abb. 4.33:  Kaplan-Meier-Kurven des krankheitsfreien Uberlebens in Abhéngigkeit von hoher bzw. niedriger
mRNA-Expression von GTPBP9/Isoform1 und 2 (A) bzw. GTPBP9 Isoform 1 (B).

449 Integrin B1

Integrin B1 (ITGB1) scheint einen Einfluss auf das krankheitsfreie Uberleben zu haben. Eine hohe ITGBI1-
Expression fiihrt zu einer signifikant (p=0,023) schlechteren Prognose als eine niedrigere (Abb.4.34). Wiederum

einschriankend ist dabei die geringe Zahl der untersuchten Proben.
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Abb. 4.34: Kaplan-Meier-Kurven des krankheitsfreien Uberlebens in Abhiingigkeit von
hoher bzw. niedriger mRNA-Expression von ITGBI.
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4.5 PTHrP und PTHIR
4.5.1 Spezifitit von siPTHrP

Zur Untersuchung der Funktion von PTHrP in MDA-MB-231-Zellen wurde eine spezifische siRNA hergestellt,
die zu einer ca. 4-5 fachen Abnahme der PTHrP-mRNA-Expression fiihrte. Die zum Vergleich eingesetzten
Kontroll-siRNAs gegen Luciferase (siLuc) oder Elfl (siElfl) zeigten keinen solchen Effekt (Abb.4.35).

1.0 T T

C
0
e
(@)
o}
2
= 0.5 =
S
o
Y— =
S = &
—_'LIJE
= 4
? o
n

Abb. 4.35: Suppression von PTHrP durch siPTHrP in
MDA-MB-231-Zellen.
siLuc und siEIf zeigen keinen Effekt.

AnschlieBend wurde von drei unabhingigen Experimenten von jeweils mit siPTHrP oder siLuc behandelten
MDA-MB-231-Zellen eine Microarray-Analyse mit Hilfe von Affymetrix HG-U133A Chips durchgefiihrt, wobei
44.928 Gene hinsichtlich ihrer Expression untersucht werden, die eine Verdnderung der Expression von iiber 200

Genen erbrachte [83].

4.5.2 Verifikation in der Zellkultur

Einige ausgewdhlte Gene wurden hinsichtlich ihrer Relevanz im Detail untersucht. Dazu wurden die

Microarray-Daten per Q-RT-PCR validiert.

3.0 +

2.5

2.0 - ll—"‘—

fold induction

0.5

© T << v = N < D m

<c/)‘—_'m()}—5m

G O < < Z O v N

E oy &2 o0 =Z O O a §

= & Z 3
T (@]

Abb. 4.36: Induktion bzw. Suppression ausgewéhlter Gene
durch siPTHrP in MDA-MB-231-Zellen

Die Q-RT-PCR bestitigte in allen untersuchten Genen die im Microarray erhaltenen Daten. Von den vier durch

siPTHrP im Microarray vermehrt exprimierten Zellzyklusregulatoren Cdc2, Cdc25B, GRCC8 (Tome-1) und CKS2
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wurden Cdc2 und Cdc25B néher untersucht. Die weiteren untersuchten Gene spielen fiir die Tumorprogression eine
Rolle. Zu diesen gehoren Integrin a6 (ITGA6), Catenin B1 (CTNNB1), KISS-1, Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1
(PAI-1) und uPA (PLAU) (Abb.4.36).

4.5.3 PTHrP beeinflusst die Genexpression iiber verschiedene Signalwege

Zur Untersuchung der Mechanismen, mit denen PTHrP die Expression der untersuchten Gene beeinflusst,
wurden verschiedene Experimente durchgefiihrt. Zum einen wurde der Einfluss des Parathormonrezeptors (PTH1R)
analysiert, der auch von PTHrP aktiviert wird. Dieser wird spezifisch durch das PTHrP Peptid 1-34 aktiviert. Durch
eine spezifische siRNA gegen PTHIR (siPrec) wurde die Expression des Rezeptors vermindert. Zudem wurden
Versuche mit Forskolin durchgefiihrt, welches die Adenylatzyklase aktiviert, um zu eruieren, ob PTHrP iiber den
PTHIR den Protein-Kinase-A/cAMP-Signalweg nutzt [305]. Ein PTHrP-Peptid, welches die Mittelregion (67-86)
reprasentiert, wurde eingesetzt, um PTH1R-unabhingige Funktionen von PTHrP zu ergriinden [293] (Abb.4.37).

Cdc2, Cdc25B und KISS-1 wurden bei Einwirkung von PTHrP(1-34) ca. zweifach herunterreguliert.
Wohingegen durch die Suppression von PTHIR durch siPrec die mRNA-Menge dieser Gene erhoht wurde. Damit
reagieren Cdc2 und Cdc25B auf siPrec genauso wie in Zellen, die mit siPTHrP behandelt wurden, was nahe legt,
dass PTHrP diese Gene zumindest zum Teil iiber den PTH1 Rezeptor reguliert. Hinsichtlich KISS-1 hat siPTHrP
einen umgekehrten Effekt als siPrec oder PTHrP(1-34). Moglicherweise sind andere, durch PTHrP beeinflusste
Signalwege daran beteiligt, den PTH1R-abhingigen Effekt aufzuheben. Weder 2 noch 20uM Forskolin hatten einen
Einfluss auf Cdc2 oder Cdc25B und KISS-1 wurde nur von hohen Forskolinkonzentrationen in seiner Expression
verdndert, was vermuten ldsst, dass Cdc2 und Cdc25B nicht iiber einen PKA/cAMP-Signalweg durch PTHIR
beeinflusst werden. Im Gegensatz dazu reagierten PAI-1 und uPA auf Forskolin, nicht jedoch auf PTHrP(1-34) oder
siPrec, was zeigt, dass cAMP-abhéngige Signalwege fiir die via PTHIR vermittelten Effekte des PTHrP auf die
Genexpression in MDA-MB-231-Zellen nicht relevant sind. PTHrP(67-86) supprimierte die Expression von KISS-
1, Cdc25B, PAI-1 und CTNNBI in gleicher Weise wie siPTHrP mit Ausnahme von Cdc25B.
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Abb. 4.37: Einfluss von siPrec, PTHrP(1-34), PTHrP(67-86) sowie Forskolin (2uM bzw. 20mM) die mRNA-
Expression ausgewdhlter Gene in MDA-MB-231-Zellen
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Damit scheint PTHrP die Genexpression in MDA-MB-231-Zellen auf mindestens drei Wegen zu beeinflussen:
1. PTH/PTHrP-Rezeptor abhingig
2. abhéngig vom PTHrP-Peptid PTHrP(64-86)
3. abhéngig von PTHrP-Mittelregion (unabhéngig von PTH1R und PTHrP(67-86)-Peptid)

4.5.4 Einfluss von PTHrP auf die Genexpression in Brustkrebsproben

In 50 Brustkrebsproben wurde die Expression von ITGA6, Cdc2, Cdc25B, CTNNBI1, HSPA1A, PAI-1 und
uPA bestimmt. Um die Qualitit der so erhaltenen Daten zu verifizieren, wurden zudem die Produkte aller PTHrP
Promotoren (Exon 6) mit den Transkripten von Exon 3 und Exon 4 verglichen. Exon 3 wird durch Promotor P1/2,
Exon 4 durch Promotor P3 exprimiert. P2 und P3 sind die hauptsichlich aktivierten Promotoren von PTHrP [85;
318]. Der P3-Promotor tragt in MDA-MB-231-Zellen 25% der PTHrP-Transkripte bei, was sich unter TGF-
Einfluss auf 55-75% erhoht [237]. Der P3-Promotor enthélt Bindungsstellen fiir Ets1, welches den Promotor allein
nur schwach aktivieren kann, fiir die TGFB-Effektoren Smad3/4 sowie fiir Sp-1, die synergistisch wirken kdnnen

[86] (Abb. 4.38).

Ets1 Sp1 Smad3/4
TTTCCGGAAGCAACCAGCCCACCAGAGGAGGTAGACAGACAGCTA
EBS SBS AGAC

Abb.4.38: Aufbau des menschlichen PTHrP-Gens. Die nummerierten Késtchen stehen fiir Exons. Kodierende
Regionen enthalten zusétzlich einen dunklen Streifen. Der Startpunkt der Translation ist mit +1
gekennzeichnet. Splicing-Ereignisse werden durch Linien reprisentiert. Die Ausschnittsvergroflerung
zeigt eine regulatorische Region innerhalb des P3-Promotors. Beispiele fiir Transkriptionsfaktoren, die
an diese Region binden konnen sind eingezeichnet (aus [86]).

AGAC = binding motif for Smad proteins, EBS = Ets binding site, SBS = binding site for Sp-like factors.

Beide promotorspezifischen Transkripte korrelieren gut mit der Menge aller PTHrP-Transkripte. Bei hoher
Expression von PTHrP scheint jedoch der P3-Promotor tendenziell zu dominieren. Die Expression von ITGA6
korreliert mit PTHrP, wenn die drei Proben mit der hochsten PTHrP-Expression auler acht gelassen werden, die nur
eine geringe ITGA6-Expression aufweisen. Dies bestdtigt die Daten der Zellkulturexperimente mit siPTHrP, die
eine Suppression von ITGA6 ergab. Die Expression von Cdc2 und Cdc25B ist iiber weite Bereiche der PTHrP-
Expression konstant, eine hohe Expression dieser beiden Faktoren findet sich jedoch nur bei sehr geringer PTHrP-
Expression. Dies steht im Einklang mit dem in MDA-MB-231-Zellen erbrachten Nachweis, dass PTHrP die
Expression von Cdc2 und Cdc25B unterdriickt. Die anderen untersuchten Gene zeigen keine Assoziation mit der
PTHrP-Expression was durch andere, iiberlagernde Effekte oder auch die zu geringe Fallzahl begriindet sein mag.
Auch spezifische Eigenarten der MDA-MB-231-Zellen konnten eine Erkldrung fiir diese Diskrepanz sein
(Abb.4.39).

Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die Expression von Cdc2, Cdc25B und ITGA6 im primiren

Mammakarzinom von PTHrP beeinflusst wird.
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CDC2

Abb.4.39: Korrelation von PTHrP Exon 6 (alle Promotoren) mit den Transkripten von Exon 3 (Promotor P1 und
P2), von Exon 4 (Promotor P3) sowie mit ITGA6, Cdc2 und Cdc25B beim primidren Mammakarzinom.
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5 Diskussion
5.1 Bestimmung der Ets1-abhéngigen Genregulation im primdren Mammakarzinom

Lindemann et al. [238] konnten zeigen, dass die Expression und Aktivitdt von Etsl durch PKCa beeinflusst
wird. Diese Ergebnisse wurden bisher nicht am primdren Mammakarzinom validiert. In der vorliegenden Arbeit
konnte erstmals nachgewiesen werden, dass die Expression von PKCo mit der von Etsl auf mRNA-Ebene
korreliert, was die Daten der Zelllinie MDA-MB-231 bestitigt. Dies ist ein wesentlicher Hinweis darauf, dass dieser
kausale Zusammenhang nicht nur in dieser Zelllinie besteht, sondern allgemein im Brustkrebs von entscheidender
Relevanz ist. Aufgrund der geringen Zahl der untersuchten Proben konnte jedoch kein Einfluss von Etsl auf das
Uberleben festgestellt werden, obwohl dies im Ursprungskollektiv gelang [375].

In einer Vorarbeit zu vorliegender Studie wurden per cDNA-Microarray diverse Gene identifiziert, die durch
Etsl bzw. PKCa in ihrer Expression verdndert wurden [413]. Diese Daten waren mit Hilfe von MDA-MB-231-
Zellen erarbeitet worden. Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war, zu iiberpriifen, inwieweit diese Ergebnisse auf die
Biologie des primdren Mammakarzinoms iibertragbar sind. Dazu wurden 52 Proben des priméren
Mammakarzinoms auf die mRNA-Expression dieser Faktoren hin untersucht. Viele der gefundenen Faktoren
korrelieren auch beim primdren Mammakarzinom mit Etsl und PKCa, bei anderen wiederum gelang dieser
Nachweis nicht.

Anhand von MDA-MB-231-Zellen konnte nachgewiesen werden, dass NAD(P)H:Ubichinon Oxidoreductase 1
(NQOL1), Matrix-Metallo-Proteinase 9 (MMP9) und RhoGDI durch Etsl positiv reguliert werden. Diese Gene
stehen im Verdacht, an der Tumorprogression beteiligt zu sein.

NQOL ist an der Degradation von p53 beteiligt, stabilisiert jedoch mutiertes p53 [12], wie es auch in MDA-
MB-231-Zellen vorkommt, wo es zusammen mit Ets] das Multi-Drug-Resistance-Protein MDR1 induziert [342].
Ein Polymorphismus von NQO1 wird mit einer erhdhten Rate von Bronchialkarzinomen in Verbindung gebracht
[385]. Im primidren Mammakarzinom korreliert seine Expression hochsignifikant mit der von Ets1, so dass der in der
Zellkultur gewonnene Befund eines funktionellen Zusammenhangs von NQOI1 und Etsl auch allgemein auf das
Mammakarzinom angewendet werden kann.

MMP9 wird in der Zellkultur von MDA-MB-231-Zellen von Etsl in seiner Expression heraufreguliert, was mit
Daten von Behrens et al. [23] {ibereinstimmt. Im Gegensatz dazu war keine Korrelation zwischen der Expression
von Ets1 und MMP9 im primdren Mammakarzinom festzustellen, obwohl in der Promotorregion von MMP9 eine
Ets-Binding site nachgewiesen wurde [23]. Offenbar sind an der Regulation von MMP9 noch andere Faktoren
beteiligt, die den Einfluss von Ets1 in den Hintergrund treten lassen.

Die etablierten Tumorsuppressorgene Transforming Growth Factor B2 (TGFB2), Insulin induced Gene 1
(INSIG-1) und Diaphanous homolog 1 (DIAPH1) werden in MDA-MB-231-Zellen negativ von Ets1 reguliert. Im
primdren Mammakarzinom zeigte sich eine iiberraschende Konstellation. TGFB2 und DIAPHI1 waren signifikant
positiv mit der Etsl-Expression korreliert, wihrend INSIG1 keinen signifikanten Zusammenhang mit der Etsl-
Expression zeigte.

TGFB2 verhindert den G,/S-Ubergang im Rahmen der Mitose, indem es CDK4 herunterreguliert und die fiir
den Kernexport notwendige Phosphorylierung des Mitoseinhibitors p27<"! verhindert [211]. Andererseits inhibiert
TGFp2 die TNFa-bedingte Apoptose von Prostatakarzinomzellen, indem es NF«B aktiviert [247].

INSIG-1 ist ein Protein der Cholesterinhomeostase der Zelle [186]. CpG-Islands in der Promotorregion des
INSIG-1-Gens sind in der Mehrzahl der von Kaneda et al. [198] untersuchten Magenkarzinome methyliert, wodurch

auch die mRNA-Expression herabgesetzt ist. Damit konnte INSIG-1 ein mdglicher Tumorsuppressor sein.
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DIAPHI treibt die Aktinpolymerisation voran und ist ein Effektor von RhoA [339]. Es stabilisiert Adherens
Junctions und vermindert somit die Motilitdt der Brustkrebszellen [339]. Griinde fiir die Diskrepanz zwischen den
Befunden aus der Zellkultur und dem primdren Mammakarzinom kdnnen Eigenarten der verwendeten
Kultursysteme sein, da eine zweidimensionale Kultur nicht unbedingt die realen Bedingungen im Mammakarzinom
wiedergibt. Andererseits kann dies durch das heterogene Patientenkollektiv bedingt sein, welches verschiedene
Entwicklungsstadien des Tumors umfasste, in denen die Regulation von DIAPHI1 unter anderen Bedingungen
stattfand als in der Zellkultur. Letztlich kann diese Korrelation auch auf Zufall beruhen, da eine Kausalitét nicht
nachweisbar ist.

Sp100 wurde durch siEts1 negativ beeinflusst. Dies wird im primidren Mammakarzinom bestitigt, da sich hier
eine hochsignifikante Korrelation von Sp100 mit Ets1 zeigt. Sp100 ist ein Modulator der Ets1-Aktivitét [441] und
colokalisiert mit PML in nuclear bodies [341], deren Zahl wiederum durch Ets1 reguliert wird [441]. Sp100 inhibiert
die Etsl-abhingige Expression von MMPI1 [441]. Somit reguliert Etsl selbst seine Aktivitdt, indem es seinen
Inhibitor vermehrt exprimiert.

RUNXI1 wird in der Zellkultur unter siEtsl vermehrt exprimiert, dagegen zeigt sich im priméren
Mammakarzinom eine signifikante positive Korrelation von RUNX1 mit Ets1. RUNX1, oder AMLI, ist ein Runt
Domain Transkriptionsfaktor [180] und ist in der Embryonalentwicklung fiir die Angiogenese von herausragender
Bedeutung [181] sowie am epigenetischen Gensilencing beteiligt [180]. RUNX1/AML wird in vielen Féllen der
akuten myeloischen Leukdmie transloziert [180]. RUNXI1 besitzt in seiner Promotorregion eine Ets-Bindungsstelle
und wird somit direkt von Etsl reguliert [122]. Interessanterweise bendtigt RUNXI1 weitere transkriptionelle
Koaktivatoren, zu denen auch Ets1 gehort [303]. RUNXI bindet zudem an den Promotor von E-Cadherin, welches
im primidren Mammakarzinom geringer exprimiert wird [242].

Insgesamt muss festgestellt werden, dass sich der Einfluss von Ets1 fiir einige Gene nachweisen lieB3, fiir andere
jedoch nicht. Die spezielle Biologie der MDA-MB-231-Zellen kann eine Erkldrung fiir diese Diskrepanz bieten, da
diese Zelllinie ER/PR-negativ, Her2/neu-positiv und high Grade ist und somit den im unausgelesenen
Patientenkollektiv viel hoheren Anteil von ER/PR-positiven Karzinomen mit teils niedrigerem Grading nicht

adaquat représentiert.

5.2 Relevanz der Expression von RhoGDIo beim priméren Mammakarzinom

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine erhohte RhoGDIo mRNA-Expression signifikant
mit einem kiirzeren krankheitsfreien Uberleben assoziiert ist. Aufgrund der geringen Fallzahl des hier untersuchten
Kollektivs kann die erlangte Signifikanz auf Zufall beruhen. Im Ursprungskollektiv konnte hingegen kein
signifikanter Zusammenhang zwischen der mRNA-Expression von RhoGDIow und dem krankheitsfreien oder
Gesamtiiberleben festgestellt werden. In der parallel zu dieser Arbeit durchgefiihrten immunhistochemischen Studie
(Daten H. Ronneburg) an einem anderen Kollektiv konnte dagegen nachgewiesen werden, dass eine hohe
RhoGDIa-Expression signifikant mit einer besseren Prognose verbunden ist.

Andererseits existieren Hinweise, dass eine hohe RhoGDIo-Expression zu einer vermehrten
Chemotherapieresistenz gegeniiber Etoposid und Doxorubicin [445] bei der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 bzw.
gegeniiber Busulfan und Doxorubicin bei der Nierenzellkarzinomzelllinie HEK-293 fiihrt [314]. In der Zelllinie
H157 des nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms (NSCLC) fithrt RhoGDIa zu einer Paclitaxel-Resistenz [250]. Die
Uberexpression von RhoGDIa schiitzt Karzinomzellen vor Apoptose [89], indem es die ,,Caspase Cleavage Sites*

von Racl vollstandig verdeckt [134]. Eine Spaltung von Racl ist jedoch fiir eine Apoptose notwendig [446], um den
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antiapoptotischen Effektor von Racl, die Bad-Kinase [447], zu eliminieren. Auch Cdc42 wird auf diese Weise durch
RhoGDIa. vor Caspase3-abhéngiger Degradation geschiitzt [89].

Blackhall et al. [31] konnten eine erhdhte RhoGDIa-Expression beim NSCLC mit einer ungiinstigeren
Prognose assoziieren. RhoGDIo ist in chemotherapieresistenten malignen Melanomzellen [308; 369] wie auch
Ovarialkarzinomzellen [127] stark exprimiert. Im invasiven Ovarialkarzinom ist RhoGDIa etwa vierfach héher
exprimiert als im Borderline-Ovarialkarzinom oder normalem Ovarialgewebe [191]. Erhohte Werte finden sich auch
im Vergleich zum Normalgewebe beim primdren Mammakarzinom und Brustkrebszelllinien [118; 174]. Unklar ist,
ob diese Effekte auch durch RhoGDIf hervorgerufen werden koénnen.

Im Kontrast dazu, aber in Ubereinstimmung mit den immunhistochemischen Untersuchungen von H.
Ronneburg, haben Untersuchungen von Jiang et al. [188] gezeigt, dass eine geringe RhoGDIa-Expression zu einer
unglinstigeren Prognose beim Brustkrebs fiihrt. Dies steht im Einklang mit der allgemeinen Funktion von Rho-
GDIs, namlich der Inhibition der Migration, was eine Metastasierung hemmen konnte. Welche dieser Befunde
schlieBlich zutrifft kann jedoch auch vom jeweiligen Tumor selbst und seiner nidchsten Umgebung (Tumor-
»,microenvironment®) zusammenhingen. Weitere Forschung zur Aufklarung dieser Diskrepanz ist notwendig. So ist
es beispielsweise moglich, dass die RNA-Werte nicht mit der Proteinkonzentration korrelieren, die jedoch fiir die

Funktion des Proteins mafigeblich ist.

5.3 Bedeutung von RhoGDIf

RhoGDIB und RhoGDIa sind RhoGDIs, welche im primdren Mammakarzinom trotz gleicher biologischer
Funktion den Krankheitsverlauf unterschiedlich zu beeinflussen scheinen.

RhoGDIf wird im Mammakarzinom von PKCa bzw. Etsl reguliert. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit
erstmals in Zellkultur von MDA-MB-231-Zellen und diverser anderer Zelllinien nachgewiesen werden. RhoGDI
korreliert zudem hochsignifikant auch im primiaren Mammakarzinom mit PKCa und Etsl. Einige andere Faktoren,
die in der Microarray-Analyse von Vetter et al. [413] gefunden wurden, scheinen MDA-MB-231-zellspezifisch von
Ets1 reguliert zu sein. Im primdren Mammakarzinom ergibt sich dagegen bei diesen Faktoren keine Korrelation mit
Ets1. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit der Kontrolle der in der Zellkultur gefundenen Regulationsmechanismen
auf ihre tatséchliche Relevanz im primdren Mammakarzinom.

Durch Chromatin-Immuno-Precipitation (ChIP) konnte in der vorliegenden Arbeit erstmals eine funktionelle
Ets1-Bindungsstelle in der Promotorregion von RhoGDIP nachgewiesen werden. Die Transkription von RhoGDIB
wird demzufolge direkt durch Ets1 reguliert. Dies konnte in der Zellkultur per siRNA gegen Ets1 wie auch anhand
der Korrelation beider Faktoren im primdren Mammakarzinom bestétigt werden. Dagegen korreliert RhoGDIP nicht
mit der Expression von Esx oder Ets2. Damit scheint RhoGDI hochspezifisch durch Ets1 beeinflusst zu werden, so
dass die beiden anderen, mit Ets1 eng verwandten Ets-Faktoren keinen Zusammenhang mit der Expression von
RhoGDIf erkennen lassen. Auffillig ist in diesem Zusammenhang, dass Etsl als etablierter Tumorpromotor [87;
413] ein seiner Funktion nach die Migration inhibierendes Protein [89] positiv beeinflusst. Demnach miissen
zusitzliche, bisher unbekannte Eigenschaften und Funktionsweisen von RhoGDIP existieren, die fiir eine
Tumorprogression vorteilhaft sind.

Zur weiteren Analyse der Funktion von RhoGDIP im Mammakarzinom wurde eine siRNA entworfen, die
spezifisch RhoGDIP supprimiert, nicht jedoch RhoGDIo oder RhoGDIy. Die Spezifitit wurde per Q-RT-PCR
verifiziert. Damit kdnnen alle weiteren Ergebnisse, die durch Transfektionsexperimente mit siRp gewonnen werden,

als spezifisch fiir RhoGDIf angesehen werden.
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Zunéchst wurden bereits vorliegende Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen untersucht.

Zhang et al. [448] haben in Experimenten an MDA-MB-231-Zellen die permanente Suppression von RhoGDI
mit siRNA exprimierenden Plasmiden iiberpriift. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Expression von Integrin 1
von RhoGDIP abhingt. Die Unterdriickung von RhoGDI fiihrte zudem zu einer Verdnderung des mesenchymalen
Phénotyps der MDA-MB-231-Zellen hin zu einer mehr epithelialen Auspragung.

In der vorliegenden Arbeit konnte keine dieser Verdnderungen festgestellt werden. Die Expression von Integrin
B1 wird durch siRNA gegen RhoGDIP in MDA-MB-231-Zellen nicht wesentlich beeinflusst. Zudem konnte keine
phénotypische Verdnderung gegeniiber den mit siLuc (Kontroll-siRNA) behandelten Zellen nachgewiesen werden.
Im primdren Mammakarzinom korreliert RhoGDIP nicht mit Integrin B1, so dass die von Zhang et al. [448]
beobachteten Befunde keine allgemeine Giiltigkeit zu haben scheinen. Unterschiedliche Wachstumsbedingungen
wie verschiedenes Serum und Medium konnten die abweichenden Ergebnisse erkldren. Eine weitere Ursache fiir die
Diskrepanz kann in der verwendeten Methode der Unterdriickung der RhoGDIB-Expression liegen. SiRNA
exprimierende Plasmide konnten einen anderen Einfluss auf Zelleigenschaften haben, als die hier verwendete
transiente Transfektion mit siRNA, zumal durch Plasmide eine permanente Unterdriickung erreicht wird, was
schlieBlich auch zu kompensatorischen Effekten fithren kann.

Trotzdem konnte Integrin 1 als ein wichtiger Faktor im primdren Mammakarzinom bestétigt werden, da eine
geringe Expression von Integrin B1 signifikant mit einem lingeren progressionsfreien Uberleben verbunden ist. Dies
steht im Einklang mit Ergebnissen von Yao et al. [436], die anhand von 249 untersuchten Brustkrebsproben zeigen
konnten, dass eine vermehrte immunhistochemische Integrin B1-Expression beim primdren Mammakarzinom zu
einer kiirzeren krankheitsfreien wie auch Gesamtiiberlebenszeit fithrt. Zu &hnlichen Ergebnissen kamen auch
Untersuchungen an Bronchial- [295] und Pankreaskarzinomen [50] sowie malignen Melanomen [281]. Im
Brustkrebs ist Integrin f1 zudem mit vermehrter Progression und Metastasierung assoziiert [138; 193]. Eine
Inhibierung von Integrin f1 mit Antikérpern fiihrt in der dreidimensionalen Zellkultur von Brustkrebszellen (u.a.
MDA-MB-231, SKBR3, MCF-7) zu erhohter Apoptoserate und verringerter Proliferation [301].

Integrin B1 ist Bestandteil von heterodimeren Rezeptoren in der Zellmembran, die iiber das gebundene
Fibronektin-1 oder Laminin-1 Kontakt zur extrazelluldren Matrix (ECM) herstellen [436]. Signale der ECM werden
auf diese Weise in Reaktionen der Zelle umgesetzt, was unter anderem zu vermehrter Proliferation, Apoptose oder
Uberleben fithren kann [34; 149].

Auch eine hohe Expression von Fibronektin-1 bedingt Yao et al. [436] zufolge eine ungiinstigere Prognose
beim primdren Mammakarzinom. Untersuchungen am Bronchialkarzinom haben gezeigt, dass eine Koexpression
von Integrin B1 zusammen mit Fibronektin-1 zu einem kiirzeren Uberleben und erhdhter Chemotherapieresistenz
fiihrt [358]. In der vorliegenden Arbeit konnte dies aufgrund der geringen Fallzahl nicht bestétigt werden. Allerdings
korreliert auch hier die Expression von Integrin B1 signifikant mit der von Fibronektin-1 (Daten nicht gezeigt).

Andere Arbeitsgruppen konnten nachweisen, dass Integrin f1 zur Chemo- [71; 159] und Radiotherapieresistenz
[68] von Tumoren beitrdgt, und somit neben prognostischen auch pradiktive Eigenschaften aufweist. Im Speziellen

inhibiert Integrin f1 die Paclitaxel-induzierte Apoptose von Brustkrebszellen [9].

Die Arbeitsgruppe um Theodorescu [123] hat RhoGDIB bei der Untersuchungen am Blasenkarzinom als
relevant identifiziert. Ausgangspunkt war dabei die Betrachtung der differentiellen Genexpression in schnell
pulmonal metastasierenden Zelllinien gegeniiber weniger aggressiven, kaum metastasierenden Zellen. RhoGDIB

wurde dabei als Faktor erkannt, der die pulmonale Metastasierung unterdriickt. In einer weiteren Publikation [396]
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folgerte die gleiche Arbeitsgruppe schlieBlich, dass dies primédr durch die Regulation von Endothelin-1 durch
RhoGDIf bedingt ist.

Endotheline sind Teil der so genannten ,Endothelin-Achse [279], die aus den Endothelin-1 (ET-1),
Endothelin-2 (ET-2) und Endothelin-3 (ET-3) sowie den zwei G-Protein-gekoppelten Endothelinrezeptoren ETAR
und ETgR besteht. Die Endotheline werden durch Endothelin-converting Enzymes (ECE-1 und ECE-2) aus
(Prd)ProEndothelin erzeugt [204]. ET-1 wird hauptsidchlich von endothelialen Zellen exprimiert, ET-2 von
epithelialen Zellen der Niere und des Intestinums wéhrend ET-3 im Gehirn gefunden wird [204]. Im Brustkrebs
findet sich eine erhohte Expression von Endothelin-1 und -2 sowie ETAR und ETgR, wéhrend nur geringe Werte
von ET-1 und ETAR im normalen Brustgewebe gefunden werden [132]. DCIS nehmen dabei eine Zwischenstellung
ein [130]. Wiilfing et al. [431] haben hingegen in Mammakarzinom-Zelllinien keine Expression von ETgR
nachweisen konnen. Im invasiven Mammakarzinom ist die Expression von Endothelin-1, ET,R und ETgR mit einer
erhohten Expression von VEGF (vascular endothelial growth factor) assoziiert [432]. Bei Infiltration der
Lymphknoten finden sich auch erhohte Serumkonzentrationen von Endothelin-1 [147].

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Tumorproben enthalten immer auch Anteile von Tumorstroma,
was neben Fibroblasten auch Immunzellen und Endothelzellen beinhaltet. Endotheline werden auch in
Makrophagen [133] und in endothelialen Zellen exprimiert [16]. Dieser Beitrag zur Gesamtexpression scheint aber
auch im Rahmen des Tumor-,,Microenvironment™ von Bedeutung fiir die Tumorzelle zu sein, da Endothelin sowohl
auto- als auch parakrine Wirkungen hat [130] und Endothelin selbst die Expression seiner Rezeptoren fordert [131].

Endotheline konnen die hypoxiebedingte Apoptose verhindern [132] und die Angiogenese im Tumor fordern
[16]. Hypoxie fordert zum einen iiber den Hypoxie induzierbaren Faktor (HIF) 1o die Endothelin-Expression [431],
andererseits wird durch Endothelin die Expression von VEGF via HIFla verstirkt [376]. Auch erhdhte
Estrogenwerte bedingen einen Anstieg der Endothelin-Expression [431]. Endothelin steigert auch die Invasivitét der
Mammakarzinomzellen. Makrophagen bilden auf einen Endothelin-Stimulus hin vermehrt MMP-1, -2, -9 und -14,
gleichermalien behandelte MCF-7-Zellen nur MMP-14 [147], wobei bei beiden Zellarten die Expression von TIMP-
1 (Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinases-1) abnimmt [130]. Somit kann die Interaktion von Tumorzellen mit
Makrophagen zu einem Remodelling der extrazelluldren Matrix beitragen.

SchlieBlich ist Endothelin-1 auch an der Bildung von Knochenmetastasen beteiligt [140; 278]. Etwa 25% der
bei Brustkrebs beobachteten Knochenmetastasen sind osteoblastisch, wohingegen der groBere Teil einen
osteolytischen Aspekt aufweist [140; 278]. Endothelin-1 stimuliert iiber ETAR Osteoblasten zu einem vermehrten
Knochenanbau, wohingegen in osteolytischen Knochenmetastasen Osteoklasten via TGFB und RANK/RANKL zum
Knochenabbau stimuliert werden. Interessanterweise soll auch Endothelin-1 und -2 die TGFB-Expression iiber
ETAR induzieren [130].

Die Expression von Endothelin-1 ist in den untersuchten MDA-MB-231-Zellen nicht mit der Expression von
RhoGDIp assoziiert. Endothelin-1 wird durch die Suppression von RhoGDIp nicht beeinflusst. Ebenso ergibt sich
im primdren Mammakarzinom keine signifikante Korrelation zwischen beiden Faktoren. Der von Titus et al. [396]
gefundene Zusammenhang scheint auf das Blasenkarzinom beschrinkt zu sein, zumindest besitzt er keine
Allgemeingiiltigkeit.

In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch Endothelin-1 als prognostischer Faktor bestitigt werden, da eine hohe
Endothelin-1-Expression signifikant mit einem kiirzeren progressionsfreien Uberleben assoziiert ist. Eine
Einschrankung dieses Befundes ist die sehr geringe Anzahl an untersuchten Proben sowie das heterogene
Patientenkollektiv. Dieses Ergebnis zeigt jedoch eine Tendenz, die im Einklang mit Ergebnissen von Hagemann et

al. [147] steht. Diese Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass hohe ET-1 Serumlevel mit Lymphknotenmetastasen
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korrelieren. Positive Lymphknoten bedingen allgemein eine schlechtere Prognose und damit ein kiirzeres
rezidivfreies Uberleben [424]. Hohe Endothelinwerte finden sich anderen Untersuchungen nach vor allem bei
grofBeren Tumoren, hohen Gradings und lymphovaskuldrer Invasion [429; 430]. Auch dies sind prognostisch
ungiinstige klinikopathologische Faktoren, so dass in dem hier vorliegenden Patientenkollektiv ET-1 zufillig als
Surrogatmarker fungieren konnte, was zweifellos auch durch die geringe Fallzahl bedingt sein konnte. Andererseits
steht dieser Befund im Widerspruch zu Ergebnissen von Wiilfing et al. [430], die bei der Untersuchung von 176
Mammakarzinomproben keinen Zusammenhang zwischen der ET-1-Expression und dem rezidivfreien Uberleben
gefunden haben, wohl aber ET4R als prognostischen Faktor etablieren konnten. In der vorliegenden Arbeit konnte
hingegen ein solcher Zusammenhang nicht bestitigt werden, was wiederum durch eine zu geringe Fallzahl

begriindet sein konnte.

Im Weiteren wurden Verdnderungen der Genexpression zwischen MDA-MB-231-Zellen, die mit siRf und
solchen, die mit siLuc behandelt wurden, mit Hilfe eines Microarray (Affymetrix HGU 133A) verglichen. Es
zeigten sich erstaunlich wenige durch siRf beeinflusste Gene, ndmlich Cyclooxygenase-2 (Cox-2), Kollagen IVa2
(CollVa2), GTP binding protein 9 (GTPBP9) sowie AKAP350C und FLJ21424. Eine Uberpriifung per Q-RT-PCR
schloss FLJ21424 aus, AKAP350C wurde nicht untersucht. Die {ibrigen analysierten Gene wurden im Wesentlichen
bestitigt. Aufgrund der hohen Homologie der Sequenzen von RhoGDIP und GTP binding protein 9 war ein
unspezifischer Effekt der siRNA im Bereich des Mdglichen. Deshalb wurde eine zweite siRNA gegen RhoGDIP
(siRB2) entworfen, die schlieBlich keine Beeinflussung der Expression von GTP binding protein 9 mehr zeigte.
Offenbar war eine Kreuzreaktion der siRNA fiir diese initial beobachtete Suppression verantwortlich. Auch
Kollagen V02 zeigte nunmehr keine Reaktion auf die Unterdriickung von RhoGDIP. Eine hohe GTPBPY-
Expression scheint trotz seiner Unabhéngigkeit von der RhoGDIB-Expression einen signifikanten negativen Einfluss
auf das rezidivfreie Uberleben zu haben. Auch dieser signifikante Zusammenhang kann zufillig aufgrund der
geringen Fallzahl aufgetreten sein. Zur Relevanz von GTPBPY fiir das primdre Mammakarzinom liegen keinerlei
Daten aus der Literatur vor.

Lediglich Cox-2 konnte in MDA-MB-231-Zellen konstant durch beide siRNA gegen RhoGDIf supprimiert
werden. Auch im primidren Mammakarzinom zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen RhoGDIP und Cox-
2. Dies ist das erste Mal, dass ein solcher Zusammenhang im priméren Mammakarzinom nachgewiesen wird.

Bisher sind zwei Cyclooxygenasen bekannt. Cox-1 ist in vielen Geweben konstitutiv aktiv und spielt in einer
Reihe physiologischer Vorgédnge eine zentrale Rolle [415]. Cox-2 dagegen wird v.a. durch proinflammatorische
Zytokine, Hormone und Tumorpromotoren induziert [92]. Erhohte Cox-2 Werte finden sich auch in vielen malignen
und pramalignen Geweben [397; 423].

Cyclooxygenasen bilden aus Arachidonsdure Prostaglandin G, (PGG,), welches iiber das instabile
Prostaglandin H, mit Hilfe spezifischer Prostaglandinsynthasen zu PGE,, PGD,, PGF,,, PGI, (Prostazyklin) und
Thromboxan A, (TxA,) metabolisiert wird [416]. Prostaglandin E, ist das wichtigste in Tumoren produzierte
proinflammatorische Lipid, welches u.a. in Colon- [322], Magen- [404], Prostata- [99] und Mammakarzinomen
[331] gebildet wird. Auch Thromboxan A, soll angiogen wirken [309]. Seine biologische Wirkung entfaltet PGE,
auto- und parakrin [42] {iber seine vier bisher bekannten G-Protein-gekoppelten 7-Transmembran-Rezeptoren EP1-
4.

Zum Beispiel ist EP1 in der Lage, iiber IP3 den intrazelluliren Ca®'-Spiegel anzuheben [418], womit auch
denkbar wire, dass Calcineurin-abhingige Signalwege wie der iiber NFAT aktiviert werden koénnten und somit ein

selbstverstirkendes System entsteht. EP2 dagegen ist in der Lage, cAMP-abhéngige Signalwege zu induzieren und
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somit auch tiber ein cAMP responsive element (CRE) im Cox-2 Promotor einen positiven Feedback-Loop zu bilden.
Die Stimulation von EP2 [372], aber auch EP1 [381], vermag die Expression von VEGF und damit die Angiogenese
positiv zu beeinflussen. EP1 und EP2 werden im Mausmodell der Cox-2-abhéngigen Carcinogenese vermehrt, EP3
dagegen geringer exprimiert wird als in Normalgeweben [57].

Eine Vielzahl von Arbeiten beschéftigt sich mit der Rolle von Cox-2 im Brustkrebs. Es seien hier nur einige
genannt, die neben der mit Cox-2 verbundenen Prognose auch Einblicke in die zugrunde liegende Biologie der Cox-
2-Wirkung bieten. Dabei fillt auf, dass Cox-2 neben seiner Assoziation mit dem Estrogenrezeptor auch mit
Her2/neu verbunden zu sein scheint.

Liu et al. [241] konnten am Mausmodell nachweisen, dass allein die Cox-2-Uberexpression Brustkrebs
erzeugen kann. Cox-2 inhibiert die Apoptose in Brustkrebszellen [241; 368]. Andererseits konnte Barnes et al. [19]
in den ER-negativen MDA-MB-231-Zellen keine Apoptosezunahme bei Ausschaltung von Cox-2 finden.

Eine vermehrte Cox-2-Expression erhoht die Motilitdt und Invasivitdt von Brustkrebszellen [368] und induziert
gleichzeitig pro-uPA. In Colonkarzinomzellen konnten Nishikawa et al. [282] zeigen, dass die Inhibition von Cox-2
mit Hilfe von NS398 zu einer signifikanten Abnahme der Proliferation sowie der uPA mRNA-Expression fiihrt. In
einem cornealen Modell induziert eine hohe Cox-2-Expression einen Anstieg der Expression von uPA sowie der
Matrix-Metallo-Proteinasen MMP1 und MMP9 [296]. Da sowohl Cox-2 als auch uPA [75] MMPs aktivieren,
konnten Cox-2 und uPA die Tumorinvasion synergistisch modulieren [270]. SchlieBlich fanden Minisini et al. [270]
immunhistochemisch eine signifikante Korrelation zwischen der Expression von Cox-2 mit der von uPA und PAI-1
beim Brustkrebs. Auch im vorliegenden Kollektiv konnte eine signifikante Korrelation (R=0,560; p<0,001; N=52)
von Cox-2 mit der Expression von PAI-1, nicht jedoch mit uPA festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

Eine groBe Studie von Ristimdki et al. [324] zur Expression von Cox-2 zeigte, dass 37,4% von 1576
untersuchten Mammakarzinomen Cox-2 vermehrt exprimieren. Dabei ist eine hohe Expression mit einem kiirzeren
krankheitsfreien Uberleben assoziiert. Cox-2 findet sich vermehrt bei groBen Tumoren, high Grade,
Hormonrezeptornegativitit, Her2/neu-Uberexpression, positivem Nodalstatus sowie duktiler Histologie. Bei dieser
Patientenkollektiv zeigt sich in der Subgruppe der ER-positiven, Her2/neu-negativen Mammakarzinome mit hoher
Cox-2-Expression eine besonders ungiinstige Prognose [324].

Der mRNA-Level von Cox-1 und Cox-2 zusammen korreliert mit dem Aromatase-(CYP19)-mRNA-Level im
Mammakarzinom [44]. Dabei bewirkt das von den Brustkrebszellen gebildete PGE, eine auto- und parakrine
Aktivierung der EP-Rezeptoren, was wiederum zur vermehrten Transkription des Aromatase codierenden Gens
CYP19 sowohl in der Zelle selbst als auch im Stroma fiihrt. Dies bedingt einen nachfolgenden Anstieg der Estrogen-
und Testosteronproduktion [42]. Allein durch Unterdriickung der Cox-2-Expression mit Hilfe von siRNA konnte
dies verhindert werden. Daraus schlieBen die Autoren, dass eine spezifische Cox-2-Inhibition vor allem in ER-
positivem Brustkrebs erfolgreich sein konnte.

Andererseits fanden mehrere Arbeitsgruppen Hinweise auf einen Cross-talk zwischen Cox-2 und Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR). So induziert EGFR iiber MAPK und AP-1 die Cox-2-Transkription [74]. Cox-2
wiederum vermag zum Beispiel iiber PGE, einen cAMP-abhdngigen Signalweg zu aktivieren, was zu einer
vermehrten Expression von Amphiregulin flihrt, welches seinerseits ein Ligand des EGFR ist [359].

Im Einklang damit konnte Witton et al. [422] nachweisen, dass gerade ER-negative Tumoren mit hoher Cox-2-
Expression ein ungiinstiges Outcome bedingen. Benoit et al. [26] haben zudem gezeigt, dass Her2/neu nicht nur zur
Induktion von Cox-2 fiihrt, sondern eine hohe Cox-2- bzw. PGE,-Produktion wiederum eine erhohte Her2/neu-

Expression bewirkt.
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In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen Cox-2-Expression und dem Uberleben
gefunden werden, wiederum vermutlich aufgrund der geringen Fallzahl.

Schlieflich hat Cox-2 auch Einfluss auf die Metastasierung. In Skelettmetastasen des primédren
Mammakarzinoms wird Cox-2 vermehrt exprimiert [367]. Brustkrebszellen konnen im Zuge der
Skelettmetastasierung Stroma und Osteoblasten zur PGE,-Produktion anregen [292], welches wiederum via
RANKL (receptor activator of nuclear factor kB ligand) [232] sowie direkt [120] Osteoklasten stimuliert.
Schlieflich hat die Arbeitsgruppe um Massagué [143; 271] Cox-2 neben EREG, MMP1, und MMP2 als ein Gen
identifiziert, welches an der Intra- und Extravasation von Brustkrebszellen wihrend der pulmonalen Metastasierung
beteiligt ist.

Somit kommen RhoGDIf zwei diametrale Eigenschaften zu. Zum Einen inhibiert es als RhoGDI die Migration,
zum Anderen fordert es die Expression des prokarzinogenen Faktors Cox-2. Diese widerstrebenden Funktionen
zeigen sich auch in der Kaplan-Meier-Kurve. Beide Eigenschaften scheinen sich gegenseitig aufzuheben, so dass bei
263 auf mRNA-Ebene untersuchten Patienten kein signifikanter Unterschied zwischen hoher und niedriger
RhoGDIB-Expression im krankheitsfreien wie auch im Gesamtiiberleben festgestellt werden kann. Zum gleichen
Ergebnis kommen die immunhistochemischen Untersuchungen von H. Ronneburg. Im individuellen Tumor dagegen

kann die eine oder andere Funktion jedoch abhingig von weiteren Begleitfaktoren iiberwiegen.

5.3.1 Bedeutung der Interaktion von RhoGDIB mit Vav1

Eine wesentliche Frage ist, wie RhoGDIP die Cox-2 Expression beeinflusst. Anhand von Lymphozyten haben
Groysman et al. [135] gezeigt, dass Vavl den Nuclear Factor of Activated T-cells (NFAT), einen
Transkriptionsfaktor, aktiviert. Eine Uberexpression von RhoGDIB dagegen supprimiert die NFAT-Aktivierung.
Wenn jedoch sowohl Vavl als auch RhoGDIP vermehrt exprimiert werden, so verstirkt sich synergistisch der
aktivierende Effekt von Vavl auf die NFAT-Aktivierung. Entscheidend fiir eine maximale NFAT-Aktivierung
scheint dabei ein Gleichgewicht von Vav1 und RhoGDIp zu sein.

Yiu et al. [438] konnten zudem zeigen, dass NFAT die Invasivitdt von Brustkrebszellen durch die Erh6hung der
Cox-2 Expression reguliert. Damit konnte eine Moglichkeit der Regulation von Cox-2 durch RhoGDIp iiber einen
Synergismus mit Vavl zu einer Aktivierung von NFAT fithren, welches seinerseits die Cox-2 Expression erhoht.

Im primdren Mammakarzinom korreliert RhoGDIP hoch signifikant mit Vav1. Damit scheint tatséchlich ein
Synergismus eine mogliche Ursache dieser Beeinflussung der Cox-2-Expression sowohl durch RhoGDIf als auch
Vavl zu sein. Bei Unterdriickung der Vavl-Expression mit Hilfe spezifischer siRNA zeigt sich analog zu
Experimenten mit siR und in dhnlichem MaBle eine Abnahme der Cox-2-Expression. Je nach Effektivitdt der
verwendeten siRNA gegen Vavl nimmt analog die Cox-2 Expression in verschiedenem Ausmaf ab. Vavl korreliert
ebenfalls hoch signifikant mit Cox-2 im primdren Mammakarzinom. Diese Assoziation ist zudem stirker als die von
RhoGDIf mit Cox-2, was moglicherweise bedeuten konnte, dass RhoGDIB im Wesentlichen die Aktivitit von Vavl
fordert.

Einschriankend muss jedoch angemerkt werden, dass in den verwendeten Brustkrebsproben niemals reine
Brustkrebszellen vorhanden sind, sondern immer auch verschieden hohe Anteile von Lymphozyten, in denen
regelmiBig eine erhohte Expression von RhoGDIP und Vavl festgestellt wird [135]. Die im priméren
Mammakarzinom gefundene Korrelation zwischen Vavl und RhoGDIP scheint relativ spezifisch fiir das

Mammakarzinom und hd@matopoetische Zelllinien zu sein, da sich bei fiinf untersuchten Ovarialkarzinomzelllinien
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kein Zusammenhang zwischen der Expression von RhoGDIf und
Vavl nachweisen lieB (Daten nicht gezeigt). So konnte in ES2- ARHGDIB
Zellen zwar eine relativ hohe RhoGDIB-Expression festgestellt

werden, jedoch war per Q-RT-PCR keine Expression von Vavl Andere
detektierbar. Dies zeigt, dass eine funktionelle Interaktion beider Pathways
Faktoren nicht zwangsldufig auftritt und so je nach Zelltyp auch
voneinander unabhéngige Funktionen in den Vordergrund treten

konnen.

Vavl und RhoGDIP aktivieren NFAT. Die NFAT-Aktivitit — l

wird durch die subzelluldre Lokalisation bestimmt. Im inaktiven
Zustand ist NFAT ein hyperphosphoryliertes zytosolisches Protein
[201]. NFAT wird durch Calcineurin, welches selbst durch einen

Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration aktiviert wird, Ca2+ Calcineurin
dephosphoryliert  [291], wodurch  Kernlokalisationsmotive
exponiert werden, aufgrund derer NFAT in den Kern importiert ‘ NFAT

wird [362]. Dort interagiert es unter anderem mit AP-1 (activator Abb. 5.1: Vereinfachtes Modell zur Hypothese der

protein 1) [184], einem Heterodimer, welches aus Mitgliedern der Regulation der Cox-2-Expression durch
Vav1l und RhoGDIp via NFAT in T-

Jun- und Fos-Onkogenfamilien zusammengesetzt ist. SchlieBlich
Lymphozyten

wird NFAT durch PKA (Protein Kinase A) und GSK3 (Glykogen

Synthase Kinase 3) rephosphoryliert und aus dem Kern exportiert [22]. Vavl ist in der Lage, die NFAT-Aktivierung
iiber seine Funktion als RhoGEF, aber auch unabhéngig davon zu regulieren. Vavl aktiviert Rac, welches seinerseits
PIPSK (Phosphatidyl-inositol-4-phosphat-5-Kinase) aktiviert, die aus PIP (Phosphatidyl-inositol-4-phosphat)
schlielich PIP2 (Phosphatidiyl-inositol-4,5-bisphosphat) bildet [59]. PIP2 ist ein Substrat von PLCy
(Phospholipase Cy), welches durch das gebildete IP3 (Inositol-1,4,5-triphosphat) die Calciumfreisetzung aus dem
endoplasmatischen Retikulum initiiert (Abb. 5.1). Es gibt allerdings auch Hinweise darauf, dass der
Calciumeinstrom in die Zelle auch unabhingig von Rac und der GEF-Aktivitit von Vavl induziert werden kann und
dadurch NFAT stimuliert wird [201; 425]. Die physische Interaktion des Amino-Terminus von Vavl mit RhoGDIP
erhoht den aktivierenden Effekt auf PLCy [135] und verstérkt somit die NFAT-Stimulation [136]. Das vollstindige
Vavl-Protein ist dabei Vorraussetzung; oncVavl (onkogenes Vavl) besitzt den fiir Protein-Protein-Interaktionen
wichtigen Amino-Terminus nicht, wodurch es auch zu keiner Ca®'-Freisetzung und damit zu keiner NFAT-
Aktivierung kommt [135; 425]. Diese Erkenntnisse zur NFAT-Aktivierung durch Vavl stammen vorwiegend aus
Arbeiten an T-Zellen, in denen Vavl an der intrazelluldren Signaliibertragung des T-Zell-Rezeptors wesentlichen
Anteil hat. In eigenen Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass gegen RhoGDIP oder Vavl gerichtete
siRNA die intrazelluldre Lokalisation von NFAT beeinflusst. In mit siRf} oder siV#1 behandelten MDA-MB-231-
Zellen ist eine bestimmte, vermutlich aktive Form des NFAT-Proteins im Kern nur in sehr geringen Mengen im
Vergleich zu Kontrollzellen nachweisbar, auch ein Luciferase-Reporter-Assay zeigt unter siRP eine signifikant

geringere Aktivitit der Luciferase verglichen mit Zellen, die mit Kontroll-siRNA behandelt wurden.

57



5.3.2 TGF als Einflussfaktor der Expression von Cox-2

Es existieren Hinweise darauf, dass die Expression von Cox-2 auch durch TGFp stimuliert wird [166]. Dies soll
zu einer vermehrten Knochenmetastasierung beitragen, da die Knochenmatrix TGFp sezerniert und ihrerseits durch
das von Cox-2 produzierte PGE, zur TGFB-Produktion angeregt wird. Eigene Versuche zur Stimulation von Cox-2
durch TGFp ergaben eine erhohte Expression, die nicht durch siRp beeinflusst werden konnte (Daten nicht gezeigt).
Damit scheint RhoGDIB vor allem in Abwesenheit von TGFf einen Einfluss auf die Cox-2 Expression im
Brustkrebs zu haben. Zum anderen kann dies ein Hinweis darauf sein, dass TGFP einen anderen Weg der
Stimulation der Cox-2 Expression nutzt, als iiber NFAT. Rodriguez-Barbero et al. [330] konnten in mesangialen
Zellen nachweisen, dass TGFf die Cox-2-Expression via p38/MAPK und PI3K beeinflusst, einem bisher kaum mit
TGFp in Verbindung gebrachten Signaltransduktionsweg, was zuvor von Chin et al. [62] ebenfalls in mesangialen
Zellen erstmalig gezeigt wurde. TGFp reguliert iiber 500 Gene, u.a. PTHrP [237] vor allem iiber diverse Smad-
Proteine, die zusammen mit Cofaktoren die Transkription initiieren [259]. Die Expression von Cox-2 selbst wird im
Wesentlichen iiber die Transkriptionsfaktoren ras/raff MEK/MAPK [383], AP-1 (activator protein 1)[383; 433],
NF«B [73], PEA3 [383] und NFAT [128] reguliert.

5.4 Bedeutung von PTHrP

PTHrP wurde als humoraler Faktor der malignitétsassoziierten Hypercalcdmie entdeckt [129], die besonders bei
Brustkrebs, aber auch beim Prostatakarzinom auftreten kann. Ausgelost wird dies durch eine Homologie zum
Parathormon, wodurch es am Parathormonrezeptor (PTHIR) aktivierend wirkt [197], jedoch bei carcinogener
Expression keine Riickkopplung erfahrt.

Bis jetzt ist nur ein PTHrP-Rezeptor bekannt, PTHIR, der mit der N-terminalen Domine von PTHrP
interagiert. Vermutlich existieren jedoch auch Rezeptoren flir andere Doménen, da auch PTHrP ohne die N-
terminale Doméne nach auflen sezerniert wird [426] und von dort zelluldire Funktionen verdndert [248], so zum
Beispiel die Calciummobilisation iiber einen PKC-abhingigen Signaltransduktionsweg [293] beim
Plattenepithelkarzinom.

Es gibt Hinweise darauf, dass PTHrP in Brustkrebszellen direkt die Proliferation, Invasivitdt und Sensitivitit
gegeniiber proapoptotischen Stimuli reguliert [103; 170; 398]. Um diesen Umstand né&her zu untersuchen wurde ein
Microarray von MDA-MB-231-Zellen durchgefiihrt, die entweder mit siPTHrP oder mit Kontroll-siRNA behandelt
wurden. Die untersuchten MDA-MB-231-Zellen produzieren PTHrP und sind ein etabliertes Modellsystem fiir
diesen Faktor [25; 437]. Drei unabhingige Experimente wurden gemeinsam ausgewertet und ergaben, dass durch
die Herabregulation von PTHrP die Expression von mehr als 200 Genen beeinflusst wird [83]. Zuvor wurde per Q-
RT-PCR die Effizienz der erreichten Suppression verifiziert. Unter den veréndert exprimierten Genen zeigen sich
vier Annexin-Gene, vier Metallothionin-Gene sowie etliche Gene der Ubiquitinylierung und proteosomalen
Degradation. Interessanterweise fanden sich auch vier Zellzyklus-regulierende Gene, ndmlich Cdc2, Cdc25B,
GRCCS8 sowie CKS2, die durch siPTHrP induziert wurden. Bis auf das letztgenannte sind diese Gene an der
Initiation des G,/M-Ubergangs beteiligt. Des Weiteren fielen auch einige Gene auf, die an der Tumorprogression
beteiligt sind.

Einige dieser Gene wurden zur genaueren Analyse ihrer Relevanz, aber auch der Art der Regulation durch
PTHrP ausgewihlt. Dazu wurden MDA-MB-231-Zellen mit siPTHrP, mit siRNA gegen den Parathormorezeptor
PTHIR (siPrec), PTHrP(1-34), PTHrP(67-86) sowie Forskolin, einem Adenylatzyklaseaktivator, behandelt.
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Es existieren drei verschiedene Isoformen von PTHrP [85], die nach Abspaltung der Pri-Pro-Sequenz und

posttranslationaler Spaltung eine oder mehrere Doménen enthalten. Dies sind die N-terminale (PTHrP 1-36), die

mittlere (PTHrP 38-94) sowie die C-terminale (PTHrP 107-139) Doméne. Die N-terminale Doméne ist fiir die

Wirkung von PTHrP am Parathormonrezeptor verantwortlich. Die Aktivierung dieses Rezeptors fiithrt abhéngig vom

Zelltyp zu einer Aktivierung von Proteinkinase A (PKA), Proteinkinase C (PKC) oder von Ca®'-abhingigen

Signalwegen [53; 256]. Die Mittelregion ist durch eine ,,nuclear localization sequence® (NLS) [260] sowie eine

Importin-f Bindungsregion [221] kerngingig. Zudem ist eine Phosphorylierungsregion identifiziert worden, die

einen Kernimport bei Phosphorylierung verhindert. Diese Phosphorylierung geschieht zellzyklusabhingig iiber

cdc2/CDK2 [221]. Die C-terminale Doméne, das Osteostatin, antagonisiert durch Interaktion mit B-Arrestin [67]

die Wirkung der N-terminalen Doméne von PTHrP, indem es zur Internalisation und Inaktivierung von PTHIR

beitragt [107].

PTHIrP ist in der Lage, liber seine N-terminal gelegene PTH-like Doméne den Parathormonrezeptor (PTHIR) zu

aktivieren [197] und dadurch verschiedene Signalwege anzusteuern. So soll PTHrP den PKA/cAMP-Signalweg

[256], aber auch den PKC- [254] oder andere Calcium-abhéngige Signalwege [53] induzieren.
PTHrP reguliert in MDA-MB-231-Zellen Cdc2 und Cdc25B iiber den Parathormonrezeptor PTHIR. Dabei

zeigte sich kein Einfluss des Adenylatzyklaseaktivators Forskolin, was nahe legt, dass Cdc2 und Cdc25B nicht iiber

einen cAMP-abhingigen Signalweg reguliert werden. Eine andere Moglichkeit besteht in einer PKC-abhingigen
Signaltransduktion, jedoch ist Protein Kinase C in MDA-MB-231-Zellen konstitutiv aktiv [238; 306], wodurch

dieser Regulationsweg unwahrscheinlich ist. Eine dritte Alternative ist die Regulation iiber einen Ca®*-abhingigen

Weg. Im fortgeschrittenen Brustkrebs ist dieser Signalweg das wichtigste Ziel von PTHIR [53]. Tatsichlich hat

Calcium einen negativen Einfluss auf Cdc2, indem es die Calcium/Calmodulin-abhédngige Proteinkinase II aktiviert

[179].

Cdc2 (CDK1) bildet zusammen mit Cyclin B einen
Komplex, der den Eintritt in die Mitose initiiert [88].
Cdc2 wird in vielen Mammakarzinomen vermehrt
exprimiert [208]. Cdc25B (cell division cycle 25B)
aktiviert diesen Komplex durch Dephosphorylierung von
Cdc2 [54; 233]. GRCCS8 (Tome-1, trigger of mitotic entry
1) aktiviert indirekt Cdc2, indem es zur Degradation von
wee-1 beitrdgt [14], einem Inhibitor des Cdc2/CyclinB-
Komplexes (Abb. 5.2).

CKS?2 schliellich wird fiir das zielgerichtete Wirken
des Komplexes an einem speziellen Substrat bendtigt

[353]. PTHrP verhindert damit nicht nur die Expression

CDC25B 1 (siPTHP)

: 1

-
e

inaktiv T aktiv
wee-1

T

Tome-11 (siPTHrP)

Abb. 5.2: Schema der Einflussfaktoren des Aktivitéts-
zustands des Cdc2/CyclinB-Komplexes

von Cdc2 sondern steuert auch regulatorische Proteine und Cdc2-Substrate. Interessanterweise ist auch PTHrP ein

Substrat von Cdc2 [221]. Somit konnte die Herabregulation der Expression wie auch der Aktivitdt von Cdc2 dazu

beitragen, den Level von PTHrP im Kern auf einem hohen Niveau zu halten, um auf diesem Wege unter anderem

die Integrin 06-Expression zu regulieren.

KISS-1 wird durch siPrec und siPTHrP verschieden reguliert, was bedeutet, dass verschiedene Signalwege an

der Regulation von KISS-1 beteiligt sind, wobei je nach Zelltyp ein anderer iiberwiegt und damit KISS-1

entscheidend beeinflusst. KISS-1 ist ein urspriinglich als Metastasensuppressor [420] entdecktes Protein, welches
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jedoch zwischenzeitlich auch als Tumorpromotor identifiziert wurde. So bewirkt eine hohe KISS-1 Expression eine
schlechte Prognose im Brustkrebs [258].

Catenin f1 (CTNNBI1) wird durch PTHrP(67-86) beeinflusst, was von Kulkarni et al. [218] auch in UMR106-
Zellen bestitigt wurde, hier allerdings beeinflusst durch PTHrP(1-34) und cAMP-abhéngige Signalwege. PTHrP(67-
86) besitzt keine Importin B-Bindungsstelle und kann deshalb nicht in den Kern transportiert werden, hat jedoch
auch eine biologische Aktivitit. Man nimmt an, dass PTHrP(67-86) an einen membranstindigen, G-Protein-
gekoppelten Rezeptor bindet, der nicht mit PTHIR identisch ist, und einen Calcium-abhéngigen Signalweg aktiviert
[158;293].

In SqCC/Y1 Zellen erhohen beide PTHrP-Peptide, PTHrP(1-34) und PTHrP(67-86), den intrazelluliren
Calciumspiegel, was zumindest in MDA-MB-231-Zellen eher unwahrscheinlich ist, da bis auf KISS-1 und Cdc25B
verschiedene Gene durch diese Peptide reguliert werden, so dass in MDA-MB-231-Zellen auch unterschiedliche
Signalwege beeinflusst werden.

Interessanterweise hat PTHrP(67-86) dhnliche Effekte wie siPTHrP auf die Expression von KISS-1, PAI-1 und
CTNNBI, jedoch verschiedene auf Cdc25B. Moglicherweise behindert PTHrP(67-86) spezifische Signalwege, die
bestimmte Gene regulieren.

PTHrP(1-34) und PTHrP(67-86) haben in MDA-MB-231-Zellen in Ubereinstimmung mit Ergebnissen aus
MCF-7-Zellen [361] keinen Einfluss auf die Integrin a6(ITGA6)-Expression. Offenbar ist fiir die Integrin a6-
Regulation die vollstindige Mittelregion von PTHrP mit einer intakten Kernlokalisationssequenz essentiell. Integrin
a6 bindet Laminin, ein Protein der extrazelluldren Matrix und ist fiir die Zelladhdsion, Migration und Proliferation
von Bedeutung [187; 277]. Zudem bewirkt eine hohe Integrin a6-Expression eine schlechte Prognose im Brustkrebs
[116].

Die Bestimmung der Expression von PTHrP, ITGA6, Cdc2, Cdc25B, uPA, PAI-1, CTNNBI1, CST4 und
HSPA1A in 50 Brustkrebsproben zeigte, dass nur ITGA6, Cdc2 und Cdc25B im primdren Mammakarzinom von
PTHrP reguliert werden. Dies verdeutlicht, wie wichtig es ist, die in der Zellkultur gewonnenen Daten auf ihre

Relevanz im primdren Mammakarzinom hin zu untersuchen.

uPA und PAI-1 konnten jedoch im vorliegenden Kollektiv als Prognosefaktoren auch auf mRNA-Ebene
eingesetzt werden. So ist eine erhohte Expression von uPA oder PAI-1 signifikant mit einem kiirzeren
krankheitsfreien Uberleben, hohe uPA-Werte zusitzlich auch mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben assoziiert.

Die Messung von uPA/PAI-1 erfolgt hauptsdchlich auf Proteinebene per ELISA. Immunhistochemische
Methoden [108] und mRNA-Messungen [95; 96; 112; 377] korrelieren nur schwach mit der Proteinkonzentration
und zeigen einen allgemein schlechteren Zusammenhang mit dem Uberleben. Trotzdem scheint zumindest ein hoher
PAI-1-, nicht jedoch der uPA-mRNA-Gehalt, relativ gut mit einem kiirzeren rezidivfreien Uberleben assoziiert zu
sein, wie die vorliegende Arbeit, aber auch Leissner et al. [226] zeigen. Viele Studien haben wegen dieser
Inkonstanz und fehlender Korrelation zwischen PAI-1 mRNA- und Proteingehalt [15] die Bestimmung der
Proteinkonzentration vorgezogen.

Ein wichtiger Schritt der Metastasierung ist die aktive Degradation der ECM (extrazelluldren Matrix) und der
Basalmembran [38], wobei das uPA-System bestehend aus uPA (urokinase-type Plasminogen Activator), uPAR
(membranstindiger uPA-Rezeptor), PAI(Plasminogen-Aktivator-Inhibitor)-1 und -2 eine wichtige Rolle spielt [93;
317].

uPA, ein Mitglied der Serinproteasefamilie, ist ein 50 kDa grof3es sekretiertes Protein, welches in Fibroblasten,

Monozyten, Neutrophilen, Epithelien und Karzinomzellen gebildet wird [148]. Es wandelt Plasminogen in Plasmin
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um [178], welches wiederum Matrix-Metallo-Proteinasen (MMPs) aktiviert, aber auch selbst Bestandteile der ECM
wie Laminin, Fibronektin und Fibrin degradiert [75]. An uPAR gebundenes uPA aktiviert dabei Plasmin starker
[148]. uPA wird im Brustkrebs von Tumorzellen [91], aber auch von Fibroblasten des Stromas gebildet, die durch
die Tumorzellen zur uPA-Produktion angeregt werden [280]. Auch eine hohe uPA-Expression der Fibroblasten
bewirkt eine schlechte Prognose [91]. Seine Wirkung beruht neben der direkten Beteiligung an den Vorgédngen der
Invasion auch auf einer Freisetzung von TGFf und Fibroblast Growth Factor (FGF) aus der ECM [7] und bewirkt
somit auch eine vermehrte Migration, Chemotaxis und Angiogenese [148].

PAI-1 inhibiert uPA durch Bildung von 1:1-Komplexen. Andererseits bindet es selbst an Vitronektin und
moduliert unabhingig von uPA die Adhdsion und Migration und ist an der Angiogenese beteiligt [245]. Eine hohe
PAI-2-Expression scheint dagegen — auch bei hohem uPA — mit einer guten Prognose assoziiert zu sein [95].

uPA wurde 1988 als prognostischer Marker beim Mammakarzinom entdeckt [94]. Sein prognostischer Wert
wurde seitdem von mehr als 20 Gruppen bestitigt. Darunter ist auch eine Studie des EORTC mit mehr als 8000
Patienten [244]. Eine hohe PAI-1-Expression wurde erstmals 1993 von Jéanicke et al. [196] — damals iiberraschend —
mit einer schlechten Prognose assoziiert, was spéter bestitigt wurde [113]. PAI-1 ist auch im Lymphknoten-
negativen Brustkrebs ein unabhingiger prognostischer und préadiktiver Marker [152; 244]. Im ménnlichen
Brustkrebs ist eine hohe PAI-1 Expression sogar der bisher einzige unabhingige prognostische Marker fiir ein
schlechtes Outcome [264]. Die beste prognostische Aussagekraft hat jedoch die Kombination von uPA und PAI-1
[154]. Janicke et al. [195] sowie Harbeck et al. [153; 155] konnten schlieBlich zeigen, dass die Kombination der
beiden Parameter zu einer noch besseren Risikoabschitzung beitriagt. So fiihrt eine hohe uPA- oder PAI-1-Protein-
Expression zu einer schlechteren Prognose beim primiren Mammakarzinom, wobei Patientinnen mit hohen Werten
auch bei negativem Lymphnotenstatus von einer Chemotherapie besonders profitieren [195]. Damit haben uPA und
PAI-1 auch pradiktiven Charakter.

Andererseits haben Urban et al. [406] anhand einer Population von 898 Patientinnen nachweisen kdnnen, dass
die mRNA-Expression von uPA eine Prognose von Her-2-positiven Patientinnen erlaubt. So bedingen Her-2-
positive/uPA-positive Tumoren ein schlechteres metastasenfreies Uberleben als Her2-positive/uPA-negative, welche
im Ubrigen keinen Unterschied zu — unabhingig vom uPA-Status — Her-2-negativen Tumoren hinsichtlich des

rezidivfreien Uberlebens zeigen.

5.5 Schlussbetrachtung

Etsl ist ein zentraler Tumorpromotor im primdren Mammakarzinom. Eine hohe Ets1-Expression fiihrt zu einer
ungiinstigen Prognose. Etsl reguliert unter anderem die Expression von RhoGDIB und trigt wesentlich zur
Stimulation der PTHrP-Expression bei. RhoGDIp ist ein Inhibitor der RhoGTPase-abhéngigen Migration, fordert
jedoch Cox-2, einen beim Brustkrebs etablierten Tumorpromotor. PTHrP seinerseits stimuliert im Wesentlichen die
Expression von Integrin a6, welches ebenfalls eine schlechte Prognose beim primidren Mammakarzinom bewirkt.

Ets1 trigt somit direkt und indirekt unter anderem {iber RhoGDIB und PTHrP zur Tumorprogression bei.
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6 Zusammenfassung

Der Transkriptionsfaktor Etsl spielt eine Rolle bei der Progression des Mammakarzinoms. Einige Etsl-
Zielgene, wie MMPs, uPA, PTHrP, wurden bereits ermittelt. Um weitere Ets1-Zielgene zu identifizieren, wurden in
der invasiven Mammakarzinomzelllinic MDA-MB-231 Etsl durch RNA-Interferenz unterdriickt und Anderungen
im Genexpressionsprofil mit Hilfe von ¢cDNA-Microarrays untersucht. Unter den Etsl-responsiven Genen war
RhoGDIB, ein Inhibitor der Rho-GTPase-abhdngigen Migration. Eines der Ziele der vorliegenden Arbeit war, den
Zusammenhang zwischen Etsl und RhoGDIB anhand von Zelllinien und primdren Mammakarzinomen zu
verifizieren und die Bedeutung von RhoGDI in Brustkrebszellen zu untersuchen. In einer weiteren Microarray-
Analyse wurde nach Zielgenen des Ets1-responsiven Genes PTHrP gesucht. Aus dieser Untersuchung ergab sich das
zweite Ziel der vorliegenden Arbeit, die Suche nach Korrelationen zwischen der Expression von PTHrP und seinen
potenziellen Zielgenen in primdren Mammakarzinombiopsien.

Anhand von Mammakarzinombiopsien konnte eine Korrelation zwischen der RhoGDIB- und der Etsl-
Expression nachgewiesen werden. Untersuchungen mit Hilfe der Chromatin-Immuno-Prézipitation zeigten zudem,
dass Ets1 an den Promotorbereich des RhoGDIB-Genes bindet. Dies legt den Schluss nahe, dass die Expression von
RhoGDIP direkt durch Etsl positiv reguliert wird. Bei der Suche nach der Funktion von RhoGDIB in
Brustkrebszellen zeigte sich einerseits, dass RhoGDIP die zelluldre Migration inhibiert, andererseits ergab eine
cDNA-Microarray-Studie, dass RhoGDIP den Tumorpromoter Cox-2 aktiviert. Dies konnte durch Q-RT-PCR und
Westernblotanalyse bestitigt werden. Weitere Untersuchungen zeigten, dass RhoGDIP vermutlich synergistisch mit
Vavl den Transkriptionsfaktor NFAT aktiviert, was dann die Expression von Cox-2 induziert. Sowohl die
Expression von RhoGDI als auch die von Vav-1 korreliert mit der von Cox-2. Trotz des aktivierenden Effektes von
RhoGDIf auf den Tumorpromotor Cox-2 konnte kein Einfluss von RhoGDIf auf das krankheitsfreie oder das
Gesamtiiberleben nachgewiesen werden.

RhoGDIf hat damit zwei entgegenstehende Eigenschaften auf die Tumorentwicklung, ndmlich zum Einen eine
migrationshemmende Wirkung als RhoGDI, zum Anderen eine die Tumorprogression fordernde Wirkung iiber die
Stimulation der Cox-2-Expression. Damit trdgt Ets1 indirekt auch iber RhoGDIf zum Tumorprogress bei, indem es
die Expression von Cox-2 reguliert. Die hohe Expression eines engen Verwandten von RhoGDIf, nidmlich
RhoGDlIa, bedingt zumindest auf immunhistochemischer Ebene eine bessere Prognose. Auf mRNA-Ebene dagegen
scheint seine Expression keinen Einfluss auf das Uberleben zu haben.

Bei der Suche nach Zielgenen des Etsl-responsiven PTHrP-Gens konnte einige Tumor-relevante Gene
identifiziert werden. Neben ITGA6, PAI-1, uPA und KISS-1, auch die Zellzyklusregulatoren Cdc2 und Cdc25B. Im
primdren Mammakarzinom konnte eine signifikante Korrelation nur fiir die Expression von ITGA6, Cdc2 und
Cdc25B mit der von PTHrP nachgewiesen werden.

Die in der vorliegenden Arbeit aufgezeigte Vielzahl der Zusammenhinge verdeutlicht die erstaunliche
Komplexitit der mannigfaltigen Regulationsmechanismen von Ets-abhingigen Faktoren, die direkt oder indirekt zur
Progression speziell des primidren Mammakarzinoms beitragen. Das Verstindnis der Bedeutung der Interaktion
verschiedener Transkriptionsfaktoren und der durch sie regulierten Gene beim Brustkrebs ist die unabdingbare
Voraussetzung zur Erforschung und erfolgreichen Behandlung dieser Erkrankung, was letztlich den betroffenen

Patientinnen zu Gute kommt.
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Thesen

. Die Expression von Ets1 korreliert mit der von PKCa im primdren Mammakarzinom. Ets1

wird in der Zellkultur von MDA-MB-231-Zellen von PKCa reguliert.

Etsl ist ein Tumorpromotor und reguliert direkt oder indirekt Faktoren, die die
Tumorprogression bestimmen. Beispiele dafiir sind RhoGDIP und PTHrP.

. Ets1 und PKCa regulieren im primdren Mammakarzinom unter anderem die Expression von

RhoGDIB, nicht jedoch die von RhoGDIa oder RhoGDIy. RhoGDI ist ein Inhibitor der
Zellmigration.

Die Expression von RhoGDIp korreliert nur mit der Expression von Ets1 und PKCa, nicht
jedoch mit der anderer Ets-Faktoren, wie Ets2 oder Esx.

In der Promotorregion des RhoGDIB-Gens befindet sich eine funktionelle Ets-binding-
sequence (EBS), was durch Chromatin Immuno Precipitation (ChIP) nachgewiesen wurde.
Ets1 beeinflusst damit direkt die Expression von RhoGDI.

Anders als aus der Literatur zu erwarten wire, korreliert RhoGDIP im Mammakarzinom
nicht mit der Expression von Integrin 1 oder Endothelin-1. Auch in der 2D- und 3D-
Zellkultur von MDA-MB-231-Zellen konnte bei Versuchen mit siRNA gegen RhoGDIf
keine Verdnderung in der Expression dieser Faktoren gefunden werden.

. RhoGDIp beeinflusst die Expression von Cox-2 (Cyclooxygenase-2) im Brustkrebs, wie per

cDNA-Microarray und Q-RT-PCR nachgewiesen werden konnte. Weitere, im cDNA-
Microarray gefundene Zielgene konnten mit einer zweiten siRNA gegen RhoGDI nicht
verifiziert werden.

Cox-2 ist ein etablierter Tumorpromotor beim primdren Mammakarzinom.

Die Cox-2-Expression wird von RhoGDIf vermutlich iiber einen Synergismus mit Vavl,
einem RhoGEF (Rho-GDP exchange factor), via NFAT (nuclear factor of activated T-cells)
beeinflusst.

Die mRNA-Expressionen von RhoGDIf und Vavl1 korrelieren im priméren
Mammakarzinom miteinander und mit der von Cox-2.

Eine hohe RhoGDIa-Expression auf immunhistochemischer Ebene scheint einen
Uberlebensvorteil zu bedeuten. Dagegen zeigt sich auf mRNA-Ebene kein signifikanter
Unterschied in der Prognose.

RhoGDI hat keinen Einfluss auf das krankheitsfreie oder das Gesamtiiberleben.

Der die Cox-2-Expression stimulierende Effekt von Rho-GDIf auf der einen und dessen
antimigratorischer Effekt auf der anderen Seite scheinen einander statistisch aufzuheben und
erkliren so, weshalb Rho-GDI keinen Effekt auf das Uberleben von Brustkrebspatientinnen
aufweist. Im individuellen Tumor kann jedoch die eine oder andere Funktion iiberwiegen und
die Expression von Rho-GDIf entweder von Vorteil oder von Nachteil fiir die Patientin sein.
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21.

Die Expression von Ets1 korreliert mit der von PTHrP (Parathormone related peptide).
PTHrP hat neben parakrinen Wirkungen bei der osteolytischen Metastasierung des
Mammakarzinoms auch autokrine Funktionen.

Die Zellzyklusregulatoren Cdc2 und Cdc25B werden in MDA-MB-231-Zellen von PTHrP
Calcium-abhéngig tiber den Parathormonrezeptor PTHIR reguliert.

PTHrP selbst ist ein Substrat von Cdc2. Deshalb wird Cdc2 von PTHrP herunterreguliert, um
die eigene Konzentration hoch zu erhalten.

PTHrP benétigt eine intakte Nuclear Localization Sequence (NLS) in seiner Mittelregion, um
Integrin a6 zu regulieren. Eine hohe Expression von Integrin a6 bewirkt eine schlechte
Prognose beim Brustkrebs.

KISS-1, ein vormals als Tumorsuppressor erkannter Faktor, der jedoch auch die Invasivitét
von Brustkrebszellen begiinstigt, wird in MDA-MB-231-Zellen iiber verschiedene
Signalwege von PTHrP reguliert.

Im priméren Mammakarzinom werden nur Integrin a6, Cdc2 und Cdc25B von PTHrP
reguliert. Dies steht im Kontrast zu einer Fiille von Faktoren, die in MDA-MB-231-Zellen
von PTHrP beeinflusst werden.

Ets1 reguliert direkt PTHrP und beeinflusst indirekt iiber RhoGDI die Expression von
Cox-2.

In der Zusammenschau ergeben sich viele Gemeinsamkeiten, aber auch teilweise
Unterschiede in der Expression verschiedener Ets-regulierter Faktoren in MDA-MB-231-
Zellen und im primdren Mammakarzinom. Dies verdeutlicht die Relevanz der Bestitigung
von Beobachtungen an Zelllinien im tatsdchlichen Tumor.
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