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Referat

In einer Vielzahl von Untersuchungen an humanen Brustkrebsgeweben konnte eine
erhohte Expression von Relaxin nachgewiesen werden. In verschiedenen
Karzinomzelllinien der Brust, der Prostata oder der Schilddrise wurde gezeigt, dass

dieses Peptidhormon einen fordernden Einfluss auf die Migration dieser Zellen besitzt.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden stabile Relaxin-2 Uberexprimierende
Transfektanten der hoch invasiven Ostrogen Rezeptor alpha negativen
Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 etabliert. Diese zeigten eine deutlich erhohte
Expression und Sekretion von bioaktivem Relaxin-2 (RLN2). Anschliel’end wurden die
stabilen MDA/RLN2 Transfektanten auf Relaxin-2 bedingte biologische Veranderungen
zellularer Prozesse, wie Proliferation und Migration, untersucht. Dabei zeigte sich, dass
eine  Uberexpression von Relaxin-2 keine zytotoxische sowie keine
proliferationsférdernde Wirkung in den MDA-MB-231 Brustkrebszellen hatte. Die
vorliegende Arbeit identifizierte eine zeitabhangige Regulation der zellularen Motilitat
durch Relaxin in MDA-MB-231 Zellen mit Steigerung der Motilitdt nach 24 Stunden und
einer Inhibition nach Langzeitexposition gegenuber Relaxin. Das Calcium-bindende
Protein S100A4 (Metastasin) wurde als ein neues Zielmolekil des RLN2/RXPF1
Signalweges in humanen Brustkrebszellen identifiziert. Die Relaxin-induzierte
transkriptionelle Reduktion von S100A4 fiihrte zu einer deutlichen Verminderung der
Zellmotilitdt. Relaxin beeinflusste die zellulare Verteilung von Aktin- und
Tubulinfilamenten in humanen Brustkrebszellen und flhrte zu einer verstarkten
Ausbildung von Stressfasern. Im Nacktmausmodel wurde deutlich, dass die stabilen
MDA/RLN2 Transfektanten ein reduziertes Tumorwachstum aufwiesen und ebenfalls

reduzierte S100A4 Protein Level in-vivo besassen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit verdeutlichen, dass eine konstante Exposition zu Relaxin
zu einer Inhibition des Wachstums von Ostrogen-unabhangigen Xenograft-Tumoren
fuhrt. Eine Identifizierung RXFP1-vermittelter zellularer Signalwege wird in Zukunft
wichtige S100A4 Regulationsmechanismen aufzeigen, welche klinisch von Bedeutung
sind. Relaxin und der Relaxinrezeptor RXFP1 sind potentiell nicht nur als diagnostische
und prognostische Marker sondern auch als Zielmolekile fir therapeutische

Interventionen in Zukunft zu eruieren.

Radestock, Yvonne: Einfluss von Relaxin auf das Motilitats-, Migrations- und
Invasionsverhalten der humanen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231.
Halle (Salle), Univ., Med. Fak., Diss., 75 Seiten, 2013
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Brust

1.1.1 Erkrankungen der Brust

Der Brustkrebs (Mammakarzinom) ist weltweit eine der haufigsten Erkrankung der
Frau. Jedes Jahr treten nach Angaben der IARC (International Agency for Research on
Cancer) in der ganzen Welt circa 1.000.000 neue Erkrankungen (Inzidenzfélle) auf.
Davon sterben ungefahr 375.000 Frauen pro Jahr. Dies bedeutet, dass es sich bei den
weltweit rund 4.5 Millionen diagnostizierten Krebserkrankungen bei einem Flnftel der
Frauen um die Diagnose Brustkrebs handelt.

Nach neusten Schatzungen des Robert Koch-Instituts und der Gesellschaft der
epidemiologischen Krebsregister in Deutschland, treten derzeit jahrlich Uber 57.000
Neuerkrankungen an Brustkrebs bei Frauen auf. Dies bedeutet, dass das
Mammakarzinom in Bezug auf alle Krebsneuerkrankungen mit einem Anteil von
27,8 % die haufigste Krebserkrankung bei Frauen in Deutschland ist. Charakteristisch
fur die Inzidenzrate an Brustkrebs ist die Rate der Altersverteilung der erkrankten
Frauen. Das mittlere Erkrankungsalter in Deutschland liegt bei 63 Jahren. Die
Altersverteilung muss bei internationalen Vergleichen berticksichtigt werden. So liegt in
Deutschland die altersstandardisierte Inzidenz (nach Europastandard) bei 104,2 Fallen
pro 100.000 Einwohner pro Jahr. Die Sterberate (Mortalitéat) in Deutschland, bedingt
durch eine Brustkrebserkrankung, liegt nach dem Europastandard altersstandardisiert
bei 26,8 Fallen pro 100.000 Einwohner pro Jahr. Neuste Untersuchungen zeigen, dass
bis 2005 ein ricklaufiger Trend der altersstandardisierten Inzidenzrate in allen
Altersgruppen zu finden ist. Diese Zahlen machen deutlich, dass das Mammakarzinom
bei Frauen die haufigste Todesursache in Deutschland bzw. weltweit ist [1-6].
Untersuchungen zeigen, dass der Inzidenzverlauf der Brustkrebserkrankungen im
Laufe der Jahre stetig angestiegen ist. Seit 1995 konnte bei der Brustkrebs-bedingten
Mortalitatsrate ein leicht ricklaufiger Trend festgestellt werden. Besonders interessant
ist, dass sich sogar innerhalb von Deutschland geografische Unterschiede fir Inzidenz
und Mortalitédt aufzeigen lassen. So liegt die Inzidenzrate in den alten Bundeslandern
(100-140/100.000) héher als in den neuen Bundeslandern (80-88/100.000). Die gleiche
Tendenz zeigt sich auch in der Mortalitatsrate. So sind in Ostdeutschland circa 20%

weniger Frauen betroffen als in Westdeutschland [1]. In seltenen Fallen kdnnen auch
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Manner von einer Brustkrebserkrankung betroffen sein. Weltweit betragt die

altersstandardisierte Inzidenzrate bei Mannern ein Fall pro 100.000 [7].

1.1.2 Ursachen und Risikofaktoren fiir Brustkrebserkrankungen

Fur die Erkrankung an Brustkrebs bei Frauen gibt es viele verschiedene Ursachen.
Einige wichtige sollen anschlieRend kurz dargestellt werden.

Nur ein geringer Prozentsatz der Brustkrebserkrankungen ist genetisch bedingt. Man
kann sagen, dass bei einer von 500 Frauen eine Erkrankung der Brust durch
genetische Veranderungen diagnostiziert wird. Bei solchen Fallen handelt es sich meist
um eine Mutation oder Deletion der Gene BRCA1 (BReast CAncer 1) und BRCA2
(BReast CAncer 2). Kommt es zu genetischen Veranderungen von BRCA1 oder
BRCA2, besteht die Moglichkeit einer Tumorbildung und das Risiko einer
Brustkrebserkrankung erhéht sich um das 10- bis 20-fache. Mit ansteigendem Alter
nimmt das Risiko im Vergleich zu Patienten ohne Variationen in einem der beiden
Gene zwischen 30 bis 60 Prozent zu. Ebenfalls zu einem erhéhten Risiko einer
Brustkrebserkrankung fihren genetische Veranderungen von p53, PTEN (Cowden-
Syndrom), STK11 (Peutz-Jeghers-Syndrom), ATM (Louis-Bar-Syndrom), CHEK2
(CHK2 checkpoint homolog), BRIP1 (BRCAL interacting protein C-terminal helicase 1),
PALB2 (Partner and localizer of BRCA2) und E-Cadherin [8-11].

Wahrend der Pubertdt und wahrend der Schwangerschaft kommt es zu Ostrogen-
bedingten  Veranderungen der Brust. Dieses und andere weibliche
Geschlechtshormone, wie zum Beispiel Gestagen, spielen jedoch auch eine
entscheidende Rolle bei der Entwicklung von Brustkrebs. So fihren oft erhdhte
Ostrogenspiegel im Blut zu Erkrankungen der Brust. Es fordert das Wachstum von
Brustkrebszellen iiber einen spezifischen Ostrogenrezeptor. Es konnten zwei Subtypen
des Rezeptors (a) der Ostrogenrezeptor alpha (ER-a) und (b) der Ostrogenrezeptor
beta (ER-B) identifiziert werden. Eine Vielzahl von aggressiven Mammakarzinomen
exprimieren den Ostrogenrezeptor alpha. Hingegen wird eine Ostrogenrezeptor beta
Expression mit einer geringeren Aggressivitat des Brusttumors assoziiert und im
Vergleich zu Ostrogenrezeptor beta negativen Tumoren erhoht sich die Uberlebensrate
der betroffenen Patienten [12-13]. Desweiteren zahlen (a) eine fruhe erste
Regelblutung (Menarche), (b) die Geburt eines Kindes in einem hdheren Alter (spate
Primipara), (c) Kinderlosigkeit (Nullipara) oder (d) spat einsetzende Wechseljahre
(Menopause) zu weiteren Risikofaktoren. In welchem Male eine langjahrige Einnahme

der Antibabypille die Brustkrebserkrankung foérdert, ist weiterhin fraglich [3]. Von einer




Einleitung

Brustkrebserkrankung betroffen sind vor allem altere Frauen, welche mit gezielten

Hormonersatzpraparaten in den Wechseljahren behandelt werden [10-11, 14-15].

1.2 Relaxin

1.2.1 Aufbau, Biosynthese und Rezeptor

Erste Hinweise auf das Hormon Relaxin gab es 1926. 1930 konnte zum ersten Mal
eine Substanz aus dem Gelbkdrper (Corpus luteum) eines Mutterschweins isoliert
werden, welche eine deutliche Entspannung des ,pubic ligaments* erzielte. Diese
Substanz wurde als neues Hormon identifiziert und mit dem Namen ,Relaxin® versehen
[16-18]. Bis 1992 konnte Relaxin in verschiedenen Tiergattungen nachgewiesen
werden [19].

Das heterodimere Peptidhormon Relaxin gehért zur Familie der Relaxin-artigen
Peptide, welche zu der Insulin-artigen Superfamilie gehoért, zu denen Insulin, IGF-1
[20], IGF-2 [21], RLN1 [22], RLN2 [23], RLN3 [24], INSL3/RLF [25], INSL4 und INSL5
[26-27] INSL6 [28] zahlen.

Zu Beginn der Untersuchungen waren zwei Formen des humanen Relaxin, das
Relaxin 1 und das Relaxin 2 bekannt. Relaxin hat ein Molekulargewicht von ungefahr
6 kDa. Es besteht aus einer B- und A-Kette mit annahernd gleicher Grole, welche
durch zwei intermolekulare Disulfidbriicken (hRLN2: Cys®'' - Cys*'" und Cys®® —
Cys™®*) kovalent verbunden sind. Innerhalb der A-Kette befindet sich noch eine
intramolekulare Disulfid-Bindung (hRLN2: Cys*'° — Cys*®) [29]. Im Vergleich zu
anderen Spezies besteht eine Homologie der Relaxin Aminosauresequenzen zwischen
30-60%. Die ahnliche Lokalisation der Disulfidbriicken und die Lage von Cysteinpaaren
lassen darauf schliel3en, dass alle Relaxine eine ahnliche Tertiarstruktur besitzen [30-
31]. Das humane Relaxin 1 und Relaxin 2 sind lokalisiert auf dem kurzen Arm von
Chromosom 9 (9p24) [32]. Hingegen ist das erst spater entdeckte Relaxin 3 auf dem
Chromosom 19p13.3 lokalisiert [24].

Obwohl das Relaxin-artige Peptidhormon Relaxin zu der Insulin-artigen Superfamilie
gehort, bindet es nicht an den Insulin- oder IGF-1-Rezeptor. Zwei orphane Leucin-
reiche G-Protein gekoppelte Rezeptoren (leucin-rich G-protein coupled receptors,
GPCRs), bezeichnet als RXFP1 (LGR7) und RXFP2 (LGR8), wurden 2002 als
Rezeptoren flr Relaxin identifiziert, wobei Uber 60% der Aminosauren identisch sind
[33]. Ahnlich zu anderen GPCRs wie dem TSH Rezeptor oder FSH Rezeptor, bestehen
der RXFP1 und RXFP2 Rezeptor aus einer 7 transmembrandésen Domane, einem

intrazellularen C-Terminus und einem relativ grolRem extrazellularem N-Terminus [34].
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Studien haben gezeigt, dass RXFP1 der spezifische Rezeptor fir RLN1, RLN2 und
RLN3 ist [33, 35]. RXFP2 bindet vorzugweise INSL3, wobei auch RLN1 und RLN2 mit
niedrigerer Affinitdt an RXFP2 binden kénnen [33, 36]. INSL3 hingegen bindet
ausschlie8lich an RXFP2 und nicht an RXFP1. Untersuchungen mit einer Anzahl von
RXFP1/RXFP2 Schimaren haben zwei Bindungsstellen an den beiden Rezeptoren
identifiziert. Eine primare, ,high-Affinity“ Bindungsstelle, welche auf der Ektodomane
lokalisiert ist und innerhalb der Leucin-reichen Repeats liegt sowie eine sekundare,
LJow-Affinity“ Bindungsstelle, die innerhalb der transmembrandsen Region zu finden ist
[37]. In-vivo Untersuchungen mit verschiedenen Knockout Mausen haben gezeigt,
dass weder INSL3 noch RXFP2 an der Aktivierung des RLN Signalweges beteiligt sind
und somit sich INSL3/ RXFP2 und RLN1/ RXFP1 Aktionen in-vivo nicht iberschneiden
[38]. Auler RXFP1 und RXFP2 existieren noch zwei weitere orphane G-Protein
gekoppelte Rezeptoren, GPCR135 (RXFP3) und GPCR142 (RXFP4). Diese werden
ausschlief3lich durch RLN3 und INSL5 aktiviert [39-41]. Humanes RLN1 und RLN 2 aus
dem Schwein sind in der Lage, den humanen Glucocorticoid Rezeptor (GR), ein
sogenannter nukledrer Rezeptor, zu binden und zu aktivieren. Dabei kommt es zu
einer Interaktion von endogenem und exogenem Relaxin mit zytoplasmatischen und
nukledren Glucocorticoid Rezeptoren, wobei Relaxin mit verschiedenen GR Agonisten

um die Rezeptorbindung konkurriert [42-43].

1.2.2 Relaxin Signalwege

Ende der 70iger Jahre wurden erste Hinweise darauf gefunden, dass Relaxin zu einer
Veranderung von cAMP in der Symphyse von Mausen flihrt [44]. Der Zusammenhang
zwischen der Freisetzung von Relaxin und einem verbundenem Anstieg von cAMP
konnte in verschiedenen Studien an Geweben und Zellen von Ratten [45-48] sowie an
verschiedenen humanen Zellen inklusive humanen Brustkrebszellen [49-51] deutlich
gemacht werden. Ein zeitlich versetzter biphasischer cAMP Anstieg bedingt durch
Relaxin, konnte in einigen Zellen wie humanen Makrophagen (THP-1), humanen
Brustkrebszellen (MCF7), in humanen myometrialen Zellen (PHM1-31) und
Mesangialzellen (MMC) der Maus nachgewiesen werden [52-54]. Bindet Relaxin an
seinen spezifischen Rezeptor, kommt es zu einer Aktivierung der heterotrimeren G-
Protein Untereinheit Gas, welche die Adenylatzyklase aktiviert und somit zu einer
Erhdhung des intrazellulare cAMP Spiegels fuhrt [55]. Dieses geschieht innerhalb der
ersten 2 Minuten nach Bindung von Relaxin an RXFP1 und RXFP2. Durch die
Phosphorylierung von RXFP1 kommt es zu einer Aktivierung der heterotrimeren G-

Protein Untereinheit Ga;. Diese setzt G-Protein Untereinheiten GB oder Gy frei und
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aktiviert die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K). Dies fiihrt zu einer Aktivierung der
atypischen Protein-Kinase-C Isoform PKC{, welche erneut die Adenylatzyklase
stimuliert und es nach ungefahr 15 min nach der Bindung von Relaxin an RXFP1 zu
einem zweiten Anstieg des intrazellularen cAMP Spiegels kommt. Wird hingegen durch
die Bindung von Relaxin an RXFP1 und RXFP2 die heterotrimere G-Protein
Untereinheit Ga, aktiviert, flihrt dies zu einer Inhibition der Adenylatzyklase und somit
zu Erniedrigung des intrazellularen cAMP Levels [53, 56-61]. Andere Studien an G-
Protein gekoppelten Rezeptoren zeigten, dass durch die Bildung in spezifischen
hochselektiven Signalosomen hoch sensitive Signalwege erreicht werden kénnen [62].
So konnten zum Beispiel mit Hilfe von cAMP Biosenoren in kardialen Fibroblasten der
Ratte aktive GPCR Signalsomen, welche an RXFP1 binden, identifiziert werden.
Erstaunlich an diesen Ergebnissen war, dass durch diese Bindung eine Konzentration
von frei zirkulierendem Relaxin im sub-picomolarem Breich ausreichte, um den cAMP
Level zu erhéhen [63]. Bis dahin war ein Anstieg des cAMP Levels durch Relaxin bei
einer Konzentration im micromolarem Berich nachweisbar [51, 64] In verschiedenen
Zelllinien vom Rind oder Mensch sowie humanen Brustkrebszelllinien gab es Hinweise,
dass Relaxin die Expression der immunoreaktiven induzierbaren NO-Synthase (NOS)
stimuliert, was zu einem signifikanten Anstieg des intrazellularen cGMP Spiegels fuhrt
[65-68]. Durch die erhdohte Produktion von Stickstoffmonoxid kann es auch zu einer
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFKB kommen. Es wird vermutet, dass eine
erhohte transkriptionelle Aktivierung von NFkB das Tumorwachstum fordert und

Relaxin folglich die Tumorgenese positiv beeinflusst [69].

1.2.3 Biologische und Therapeutische Effekte von Relaxin in der

Brutdriise und Tumoren

Viele Jahre der Untersuchungen haben gezeigt, dass Relaxin Einfluss auf das
weibliche Reproduktionssystem wie z.Bsp. die Schambeinfuge (Symphysis pubica), die
Gebarmutter (Uterus), oder die Brustdruse (Glandula mammaria) besitzt, welcher je
nach Spezies variieren kann [70]. Im nachsten Abschnitt soll der Effekte von Relaxin
auf Prozesse in der weiblichen Brustdriise naher betrachtet werden.

Zahlreiche Untersuchungen haben gezeigt, dass Relaxin einen wichten Aspekt in der
Brustdrise spielt. In einer Anzahl von Spezies, unter anderem des Menschen, konnten
spezifische Relaxin-Bindungsstellen in der Brustdriise nachgewiesen werden [71-72].
In Untersuchungen von Schweinen und Ratten zeigte sich, dass Relaxin eine wichtige
Rolle bei der Entwicklung und des Wachstums des Brustparenchyms (epithelialen und

myoepithelialen Zellen) sowie des Stromas der Brust (Fibroblasten, Adipozyten,
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Kollagen) besitzt [73-74]. Bei der Differenzierung der Brustdrise durch Relaxin kommt
es zu einer Erniedrigung der Dichte und Organisation der Kollagenfasern sowie zu
einer Reduzierung der Lange der Elastinfasern. Desweiteren werden die Durchschnitte
der Ateriolen erhoht [75-76]. Diese Relaxin-induzierten Effekte an der Brustdriise sind
abhangig von Ostrogen und werden von einer noch verstarkten Reduktion der
Organisation von Kollagenfaserblindeln im Stroma begleitet [77]. Arbeiten
verschiedener Arbeitsgruppen mit Relaxin oder RXFP1 (LGR7) negativen Knockout
Mausen oder Ratten deuten darauf hin, dass Relaxin einen Uberlebenswichtigen
Einfluss auf die Ausbildung der Zitzen in der zweiten Halfte der Schwangerschaft hat.
Relaxin defiziente Tiere wiesen im Vergleich zu der Kontrollgruppe sehr schlecht
ausgebildete Zitzen auf. Dadurch war eine ausreichende Saugung der Jungtiere nicht
moglich und die Jungtiere mussten verhungern [75, 78-80]. In histologischen
Untersuchungen der Zitzen konnten wie in Cervix und Vagina Relaxin-bedingte
Reduktionen der Kollagenfasern nachgewiesen werden. Diese Erkenntnisse lassen
darauf schlieRen, dass Relaxin bei der Entwicklung der Zitzen eine betrachtliche Rolle
spielt [78]. Auch Relaxin-abhangige morphologische Veranderungen wurden gefunden
[78]. Desweiteren lielen sich spezifische Relaxin-Bindungsstellen in den Zitzen der
Maus, der Ratte oder Schweinen sowie in den Brustwarzen des Menschen nachweisen
[72, 81-82]. Einige Hinweise deuten darauf hin, dass Relaxin auch bei der Laktation
eine Rolle spielt. Dabei wird der Milchausstof3 durch die Inhibition von Oxytocin im
Gehirn mittels Relaxin unterdrtickt [79, 83]. In dem bisherigen Abschnitt konnte gezeigt
werden, dass Relaxin in der weiblichen Brustdrise unterschiedliche Einflisse besitzt.
So konnte Relaxin nicht nur in gesundem Gewebe sonder auch in verschiedenen
Karzinomen wie der Brust [84-85], des Gastrointestinaltraktes [86], des Kolon [87], der
Prostata [88] oder der Schilddriise [89] detektiert werden. Anzeichen deuten darauf hin,
dass Relaxin eine bedeutende Rolle beim Brustkrebs spielt. So konnte humanes RLN1
und RLN2 in normalem aber auch in neoplastischem Gewebe der Brustdriise detektiert
werden [90]. Humanes RLN2 wurde deutlich erhéht in allen untersuchten
neoplastischen Brustgeweben und nur sehr vereinzelt in nicht-neoplastischen
Veranderungen oder normalem Brustgewebe nachgewiesen [90]. Es zeigte sich, dass
der Gehalt von zirkulierendem Relaxin im Serum bei Patientinnen mit Metastasen
signifikant hoher als bei Patientinnen ohne Metastasen ist und sich mit der
Uberlebensrate vergleichen lasst [91-92]. Untersuchungen an den humanen
Brutskrebszelllinien T47D und MCF-7 weisen darauf hin, dass Ostrogen einen
positiven Einfluss auf Relaxin-Effekte haben kénnte. So zeigte sich, dass eine
Inkubation mit Ostrogen die RLN2 Genaktivitat dieser Brustkrebszellen stimuliert [93].

Aber nicht nur im Gewebe der Brust ist Relaxin vorhanden. So befinden sich Spuren
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von Relaxin in der ersten Muttermilch, dem Kolostrum, in der Zystenflussigkeit von
Patientinnen mit Dysplasien der Brustdrise oder im Plasma bei Frauen, die an grof3en
Fibroadenomen leiden [69]. Wie bereits naher erlautert, agiert Relaxin Uber
verschiedene Signalwege. So konnte in verschiedenen normalen Zelllinien aber auch
in humanen Tumorzelllinien (MCF-7, THP-1) ein Relaxin-abhangiger Anstieg von
cAMP nachgewiesen werden. In frihen Studien zeigte sich in den humanen MCF-7
Karzinomzelllinien ein von der Relaxin-Konzentration abhangiges Wachstumsmuster
[51]. Bei niedrigen Konzentrationen konnte eine Férderung des Zellwachstums, der
Differenzierung und Invasion beobachtet werden. Hingegen zeigten sich bei hdheren
Relaxin Konzentrationen eine Erniedrigung des Wachstums [51, 64]. Die Beeinflussung
von Relaxin auf das Wachstums und die Differenzierung dieser Karzinomzelllinie lasst
sich auf die Aktivierung des NO-Signalweges zurlckfuhren [51, 65, 94]. Die erhohte
NO Expression fihrt folglich zu einem erniedrigten Tumorwachstum, da die eigene
DNA Synthese inhibiert wird und oxydative Schaden entstehen konnen [65]. Auf der
anderen Seite ist Relaxin in der Lage, die Tumorgenese durch die NO geférderte
Inhibition der Apoptose zu férdern [95]. Auch Uber eine NO bedingte Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NFkB mittels Relaxin und eine damit verbundene Erhéhung des
Tumorwachstums wird diskutiert [69]. Einen anderen Aspekt fiir die zelluladre Migration
und Invasivitat spielen Signalwege bei denen Matrix-Metalloproteinasen (MMP) und
deren Inhibitoren (TIMP) eine Rolle spielen. Viele Untersuchungen haben gezeigt, dass
MMPs eine entscheidende Rolle bei der Angiogenese, Invasion und Metastasierung
von Tumoren spielen [96-99]. In verschiedenen Untersuchungen konnte deutlich
nachgewiesen werden, dass Relaxin zellspezifisch die Expression von einzelnen
MMPs beeinflussen kann. So konnte in einer aktuellen Studie aus unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass Relaxin in humanen Schilddriisenkarzinomzellen
verschiedene MMPs signifikant hochreguliert und somit die collagenolytische Aktivitat
und Invasivitat in-vivo erhéht [100]. Ein weiterer wichtiger Schritt innerhalb der
Tumorgenese ist die Fahigkeit der Zellen, zu invasieren. In Untersuchungen an
verschiedenen Brustkrebszelllinien vom Hund (CF33) und Mensch (MDA-MB-435)
wurde die Migration in-vitro mittels Relaxin signifikant erhoht [101]. Diese konnte in den
endometrialen Karzinomzelllinien HEC-1B und KLE mittels Inhibition von MMPs oder
durch eine Inkubation von siRNA gegen RXFP1 aufgehoben werden [92]. Bei in-vivo
Experimenten an Nacktmausen flhrte eine Injektion von Transfektanten der
Prostatakarzinomzellline PC3, welche Relaxin Uberexprimieren, zu einem erhohten
Tumorwachstum im Vergleich zu den Kontrollen. Diese Tumoren zeigten einen
fortgeschrittenen angiogenen Phanotyp sowie eine erhdhte VEGF Genexpression, was

erneut auf einen proangiogenetischen Effekt von Relaxin hinweist [102]. Auch in
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humanen Schilddriisenkarzinomzellinien konnte die Invasivitdt durch eine Elastin-
Matrix mittels RLN2 deutlich erhdoht werden. Untersuchungen diesbezuglich wiesen
eine Korrelation mit einer vermehrten Produktion und Sekretion von elastinolytischem
Cathepsin-L auf [103]. Wie wichtig es ist, nicht nur die Wirkung von Relaxin allein,
sondern auch genauer die Rolle des RLN/RXPF1 Signalweges zu betrachten, haben
uns neuere Daten gezeigt. So konnte in Mammatumoren von Hunden eine signifikante
Korrelation zwischen der Expression von RLN/ RXFP1 sowie eine Korrelation zwischen
RXFP1 und einer MMP2 Expression gezeigt werden [104]. In humanen
Prostatakarzinomzellen bewirkt RLN2 eine Erhéhung der Proliferation, Invasion und
Adhasion. Eine Ausschaltung des RLN/RXFP1 Signalweges mittels siRNA bewirkte
eine Hemmung der Invasivitat sowie des Zellwachstumes und erhdhte parallel die
Zellapoptose. Aufierdem zeigten sich nach der Ausschaltung von RXFP1
Veranderungen der Expression verschiedener Gene, welche fir das extrazellulare
Remodelling verantwortlich sind. In-vivo fuhrte der Knockout von RXFP1 zu einer
drastischen Reduktion des  Tumorwachstums und einer  reduzierten
Metastasierungsrate [105-106]. Letztendlich lasst sich sagen, dass Relaxin ein
vornehmlich in seinen unterschiedlichen Wirkungsweisen positiver Modulator der

Tumorentwicklung und Progression darstellt.

1.3 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, den Einfluss von Relaxin auf Prozesse des
Tumorwachstums und der Zellmigration in humanen Ostrogen-Rezeptor-alpha
negativen Brustkrebszelllinien zu untersuchen. Dabei sollten stabile Transfektanten der
Brustkrebszelllinie MDA-MB-231, welche das humane Relaxin 2 (RLN2)
Uberexprimieren, etabliert werden und diese anschlielend mit den MDA-MB-231
Mutterzellen sowie den Leerplasmidtransfektanten verglichen werden. Nach einer
grundlichen Charakterisierung der Transfektanten sollte nun das Wachstumsverhalten
dieser Zelllinien intensiver betrachtet werden, um genauere Eindricke auf mogliche
Einflisse von Relaxin 2 auf die bereits in der Literatur angedeuteten tumorbiologischen
Prozesse zu erhalten. Desweiteren sollten neue Zielmolekiule von Relaxin 2

identifiziert, und diese genauer untersucht werden.

Nach den in-vitro Untersuchungen sollte das Tumorwachstum der stabilen Relaxin 2
Uberexprimierenden Transfektanten der MDA-MB-231 Brustkrebszelllinie im Vergleich

zur Vektorkontrolle in-vivo im Nacktmausmodell untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate, Materialien und Chemikalien

Die Listen fur die einzelnen Gerate, Materialien und Chemikalien, welche in dieser

Arbeit verwendet wurden, sind im Anhang zu finden.

2.1.2 Puffer

Standard-Puffer

RNA
Vermessungspuffer

DNA Stopper

Protein-Isolation
Laemmli-Puffer

hypotonischer Puffer A

Extraktionspuffer C

Western Blot
PBS (1x Dulbecco’s-Pulver)

Komponenten

10 ml DEPC Wasser
100 pl Tris HCI pH 7,5

10 ml Aqua dest.

100 pl Tris HCI pH 7,5

40 yl 0,5 M EDTApPH 7,5

mit gleicher Menge Glycerin mischen
1 Spatelspitze Bromphenolblau

125 mM Tris-HCI pH 6,8
4% SDS

20% Glycerol

10% Mercaptoethanol,
2% Bromphenolblau

10 mM HEPES pH 7,9
10 mM KCI
1,5 mM MgCl,

20 mM HEPES pH 7,9
0,45 M NaCl
1 mM EDTA

0,2 g/l KCI

0,2 g/l KH,PO,
8,0 g/l NaCl

1,15 g/l Na,HPO,
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Western Blot
TBS Puffer

Laufpuffer

Blot-Puffer

Immunfluoreszenz
Permeabilisierungspuffer

Softagar-Assay
Underlayer (15 ml)

Overlayer (7,5 ml)

Nacktmause
gesattigte Pikrinsaureldsung

Bouin-Ldsung

10 mM Tris
0,5M NaCl, pH 7,5

50 mM Tris-HCI
384 mM Glycin
0,1% SDS

20% Methanol
50 mM Tris
380 mM Glycin

2 mM EGTA
5 mM PIPES
1% Triton-X100

2,5 ml 3% Agar

1,5 ml FCS (10%)

22,5 pl Geneticin (75 pg/ml)

150 pl (1:1000) Amphotericin (0,25 pg/ml)
450 pl (1:1000) Gentamycin (10 pug/ml)
10,4 ml Medium

0,8 ml 3% Agar

750 ul FCS

11,25 ul Geniticin

75 ul (1:1000) Amphotericin
225 pl (1:1000) Gentamycin
5,6 ml Medium

3 g Pikrinsaure in 1 Liter heiRes Wasser

15 ml gesattigte Pikrinsaure
5 ml Formaldehyde
1 ml Essigsaure
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2.1.3 Kits

Kit Herkunft

ATP-Assay Promega GmbH, Madison, USA
BrdU ELISA Roche Diagnostik GmbH, Mannheim
cAMP ELISA Amersham, Freiburg

EZ4U Biomedica, Wien, Osterreich
Relaxin ELISA ImmunoDiagnostic, Bensheim

2.2 Methoden

2.2.1 Herkunft der Zelllinien

Die humanen Brustkrebszelllinien MDA-MB-231, MCF-7 und T-47D wurden von der

~American Type Culture collection“ (ATCC) bezogen.

2.2.2 Rekultivierung von Zellen

Die in flissigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden vorsichtig in 30 ml 37°C warmes
Kulturmedium Gberfihrt und 10 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde
anschliefend mit frischem Medium resuspendiert und in eine Zellkulturflasche
Uberfihrt. Alle Zellen wurden in einem 5% (w/v) CO,-begasten Brutschrank, bei 90%

relativer Luftfeuchtigkeit und 37°C Umgebungstemperatur kultiviert.

2.2.3 Kultivierung von Zellen

In dieser Arbeit wurden Zelllinien, welche aus zwei verschiedenen humanen

Brustkrebsgeweben isoliert wurden, verwendet.

Zur besseren Ubersicht sind in der nachfolgenden Tabelle (Tab. 1) von den
verschiedenen humanen Brutkrebskarzinomzelllinien Herkunft, Kulturmedium und

Charakteristika einzeln aufgelistet.
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Tab. 1: Charakteristik der in dieser Studie verwendeten humanen Brustkrebszelllinien.

Name und Kulturmedium Charakteristik Wachstum_und
Herkunft Morphologie
DMEM/F12
o . R
MDA-MB-231 10% FCS . Adenokarzinom der adharept
6 ng/ml Insulin Brust epithelial
3,75 pg/ml Hydrocortison
DMEM/F12
T-47D 10% FCS Duktalkarzinom der | adharent
ATCC 6 ng/ml Insulin Brust epithelial
3,75 pg/ml Hydrocortison
Earl's MEM
0,
MCE-7 10% FCS . Adenokarzinom der | adharent
ATCC 2 mM L-Glutamin Brust epithelial
1 nM Natriumpyrovate P
0,8 pg/ml Insulin

Stabile Relaxin 2 (RLN2) Uberexprimierende MDA-MB-231/pIRES-EGFP-RLN2
Transfektanten (MDA/RLN2) und die dazugehérigen MDA-MB-231/pIRES-EGFP
Kontrollvektor Transfektanten (MDA/EGFP) wurden in DMEM/F12 mit 10% FCS und
800 pg/ml Geneticin kultiviert.

Je nach Wachstumsverhalten wurden die Zellen aller 2-4 Tage passagiert oder das
alte gegen frisches Medium ausgetauscht. Dabei wurden die Zellen mit einer HBSS -
Lésung gespilt und mit Trypsin/EDTA vom Flaschenboden gelést. Die abgenommen
Zellen wurden 10 min bei 1200 rpm zentrifugiert, in ein frisches Kulturgefa® Gberfihrt

und mit frischem Medium versehen.

2.2.4 Kryokonservierung von Zellen

Zur Langzeitlagerung im flissigen Stickstoff, wurden die Zelllinien mit HBSS gesplilt
und vorsichtig mit Trypsin/EDTA vom Flaschenboden gelost. Die gelésten Zellen
wurden bei 1200 rpm 10 min pelletiert. Insgesamt 1x10° Zellen/ml wurden in FCS mit
10% DMSO resuspendiert und in Kryordhrchen (berfiinrt. Uber Nacht wurden die
Zellen langsam bei -20°C und anschliel3end 24 h bei -80°C langsam eingefroren und

anschlief3en im flissigen Stickstoff gelagert.

2.2.5 Stabile Transfektion der Zellen

Um eine stabile Uberexpression des humanen Relaxin 2 zu erreichen, wurde die

humane Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 mit einem eukaryotischen Expressionsvektor
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pIRES-EGFP (Clontech, Heidelberg, Germany), in welches das vollstandige pre/pro
Relaxin 2 Konstrukt kloniert wurde, transfiziert. Diese Plasmide wurde uns freundlicher
Weise von Prof. Dr. Alstair Summerlee und Josh Silvertown zur Verfigung gestellt. Die
mit dem pIRES/EGFP Vektor allein transfizierten MDA-MB-231 Zellen dienten spater
als Negativkontrollen. Fur die Transfektion wurde das Transfektionsreagenz
Metafectene™ mit den Angaben des Herstellers verwendet. Dabei wurden 4x10° Zellen
pro Well einer 6-Well Platte ausgesat und mit 0,5 pug oder 1 ug Plasmid-DNA-
Metafectene-Komplex in serumfreien Medium 24 h bei 37°C inkubiert. Anschlieflend
wurden die Zellen 24 h mit frischem Kulturmedium kultiviert. 48 Stunden nach
Transfektion wurde die Selektion mit 800 pg/ml Geneticin gestartet. Diese
Konzentration wurde zuvor mittels ,Killing Curve® an den Mutterzellen ermittelt. Das
Selektionsmedium wurde nun aller 2 Tage gewechselt, bis unter dem

Fluoreszenzmikroskop deutlich griin leuchtende Klone erkennbar waren (Abb. 1).

| pre/pro Relaxin-2 Konstrukt |

pIRES2-EGFP

53 kb EGFP

MDA/RLN2

Abb. 1:  Struktur des verwendeten pIRES-EGFP Plamids der Firma Clontech, Heidelberg

Positive Klone wurden unter dem Mikroskop markiert, mit Trypsin/EDTA leicht gelost,
in ein 24-Well Gberfihrt und mit Selektionsmedium weiter bei 37°C kultiviert. Nachdem
eine Konfluenz von ca. 80% erreicht war, wurden die Zellen in einem 6-Well kultiviert

und standen nun fur RNA und Proteinanalysen zu Verfugung.

2.2.6 Transiente Transfektion der Zellen mit spezifischer siRNA

Eine transiente Ausschaltung von RXFP1 und S100A4 in den Brustkrebszelllinien
MDA-MB-231 wurde mittels einer Transfektion unter Verwendung spezifischer siRNA
gegen RXFP1 und S100A4 erreicht. Als Kontrolle wurde eine humane Negativ Control
siRNA benutzt (Tab. 2).
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Tab.2: Darstellung der verschiedenen siRNA’s, welche zur transienten Ausschaltung
spezifischer Gene benutzt wurden.

siRNA Sequenzen Herkunft

RXFP1 sense-r [GCA GUU ACC UGC UUU GGA A]dTdT Qiagen, Germany
antisense-r [UUC CAA AGC AGG UAA CUG C] dAdG

S100A4 sense- 5'- (GGG UGA CAA GUU CAA GCU Ctt) - 3° Ambion, UK
antisense 5°- (GAG CUU GAA CUU GUC ACC Ctc) -3

Neg. Control | sense- UUC UCC GAA CGU GUC ACG Udtdt Qiagen, Germany
antisense- ACG UGA CAC GUU CGG AGA Adtdt

Dabei wurden 1x10° Brustkrebszelllinien in 6-Well Platten eingesat. Zur
Komplexbildung mit 5 ul/Well Lipofectamine™ 2000 wurden 150 nM der RXFP1 und
Negativ Control siRNA oder 200 nM S100A4 und Negative Control siRNA in
serumfreies Opti-MEM Medium gegeben und die Zellen mit dem Transfektions-Mix bei
37°C inkubiert. Nach 24 h wurde das Medium durch frisches Kultivierungsmedium mit
10% FCS ersetzt.

2.2.7 Inkubation der Zellen

Fir Inkubationen mit humanem rekombinantem Relaxin 2 (rhRLN2) wurden 1x10°
Zellen in kleine Zellkulturflaschen (25 cm?) mit normalem Medium eingesetzt. Am
folgenden Tag wurde das Medium gewechselt und die Zellen fir 24 h mit Medium,
welches 1% FCS enthielt, kultiviert. Die Zellen mit 100 ng/ml oder 500 ng/ml humanen
rekombinantem Relaxin 2 (rhRLNZ2) wurden fur 24, 48 und 72 h in Medium mit 1% FCS
inkubiert. Bei langeren Inkubationen wurde das Medium mit rhRLN2 jeden Tag
gewechselt. Bei der Inkubation von Zellen auf Objekttragern wurden 1x10* Zellen tber
Nacht in einem 200 pl groRen Tropfen auf silanisierte Objekttrager gesetzt. Das
Medium wurde vorsichtig abgenommen und die Zellen mit Medium, welches
rekombinantes Relaxin 2 enthielt, inkubiert. Bei langeren Inkubationen wurde das

Medium taglich gewechselt.

2.2.8 Homogenisieren von Gewebe

Wahrend der Homogenisierung wurden die aus den Nacktmausen gewonnen
Tumorgewebe und alle bendtigten Utensilien in flissigem Stickstoff gekihlt. Die
Gewebestiicke wurden mit Hilfe einer geklhlten teflonbeschichteten Stahlkugel in
einem Teflongefall bei einer Geschwindigkeit von 2500 rpm fiir 45 sec horizontal in

einem Mikro Dismembrator pulverisiert und bei —80°C zwischengelagert.
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2.2.9 RNA Isolation aus Zelllinien

Total RNA aus den zu untersuchenden Zelllinien und Tumorgeweben wurde mittels
eines Trizol Reagenz gewonnen. Es wurde von 80% konfluent bewachsenen kleinen
Zellkulturflaschen das Medium entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. In jede
Flasche wurde 1 ml Trizol Reagenz gegeben und die Zellen lysiert. Die Zell/Trizol-
Suspension wurden in ein 2 ml Eppendorfgefall tGberflihrt, mit 200 pl Chloroform
versetzt, gevortext, 5 min bei RT inkubiert und zentrifugiert (12000 rpm, 15 min, 4°C).
Der klare Uberstand wurde vorsichtig abgenommen, in ein frisches 1,5 ml
Eppendorfgefal Uberfihrt und das gleiche Volumen an gekihltem Isopropanol
hinzugefiigt. Dieser Mix wurde vorsichtig gemischt, 10 min bei RT inkubiert und danach
zentrifugiert (12000 rpm, 10 min, 4°C). Der Uberstand wurde vorsichtig verworfen und
das RNA-Pellet 2 mal mit je 1 ml 75 % Ethanol gewaschen, zentrifugiert (12000 rpm, 5
min, 4°C) und ca. 20 min luftgetrocknet. Das getrocknete RNA-Pellet wurde mit 20 pl
RNase freiem Wasser versehen, 10 min bei 60°C geldst und bei -80°C gelagert. Zur
Bestimmung der Konzentration der isolierten total-RNA wurde eine 1:100 Verdinnung
aus RNA und Vermessungspuffer (2.1.2) spektrophotometrisch bei 260/280 nm
vermessen. Bei der RNA Isolation aus Tumorgeweben wurde 1 Spatel
homogenisiertes Tumorgewebepulver in ein 2 ml Tube gegeben und mit 1 ml Trizol
Reagenz versehen. Um groRere Gewebestickchen zu zerkleinern, wurde die
Supsension mit 17G Kanilen geschert und anschlielend die RNA wie oben

beschrieben isoliert.

2.2.10 cDNA Synthese (Reverse Transkription)

Wahrend der reversen Transkription wird die in 2.2.9 isolierte RNA in kodierende DNA
(cDNA) umgeschrieben. Dabei wurden 1 ug RNA mit DEPC Wasser in einem
Gesamtvolumen von 10 pl versehen und 3 min bei 70°C inkubiert. 15 yl des folgenden
Master-Mixes werden (5ul 5x Puffer, 2,5 yl 0,01M DTT, 1ul 12,5mM dNTP Mix, 3pl 100
ng/ul Random Primer, 2,7ul DEPC Wasser, 0,5yl 40 U/ul RNasin und 0,5ul 200 U/ul
Superscript™ || RNase H-reverse Transkriptase) zu jeder Probe hinzugeflgt. Die
Proben wurden nun fir 45 min bei 42°C und 3 min bei 90°C im Thermozykler inkubiert

und bei -20°C langfristig gelagert.

2.2.11 Semiquantitative RT-PCR

Mittels einer Polymerase Kettenreaktion (PCR) lassen sich spezifische cDNA-

Fragmente mit Hilfe von spezifischen Oligonukleotidprimern, welche mit dem
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Programm Gene Runner 3.05 konstruiert wurden, amplifizieren und vervielfaltigen. Flr
die Amplifikation von RLN2, RXFP1, S100A4 und RAGE Rezeptor wurden spezifische
Oligonukleotidprimer (Metabion, Martiensried, Germany) (Tab. 3) verwendet. Um
spatere Auswertungen zu ermdglichen, wurde 18s ein so genanntes ,housekeeping
gen“ amplifiziert. Dies ermoglicht spater eine Bestimmung gleicher cDNA
Ausgangskonzentrationen. Die unter 2.2.10 hergestellten cDNA Proben wurden in dem

folgenden Ansatz eingesetzt:

16,8 i dH,0

2,5 ul 10xPCR Puffer

3l dNTP-Mix (100uM)

0,25 pl sense Primer (10 pmol/ml)
0,25 yl antisense Primer (10 pmol/ml)
0,2 pl AmpliTag Polymerase (2 U/ul)
2 ul cDNA Probe

Tab. 3: Oligonucleotid Primer, welche fiir die semiquantitative RT-PCR in den humanen
Brustkrebszelllinien und Schilddriisenkarzinomzelllinien verwendet wurden.

Primer | GroRe Primer-Sequenz (5°-3°) Tm Zyklen
S100A4 | 289bp | sense —gaa ggc cct gga tgt gat ggt g 65°C 35
antisense - cat ttc ttc ctg ggc tgc tta tc
RLN2 485bp | sense - tct gtt tac tac tga acc aat tt 55°C 35
antisense - cat ggc aac att tat tag cca a
RXFP1 243bp | sense - ccc aat tct cta tac tct gac cac aag 65°C 35
antisense - tca tga ata gga att gag tct cgt tga tt
RAGE 591bp | sense — cta atg aga agg gag tat ctg 58°C 35
antisense — cac aag atg acc cca atg a
18s 344bp | sense - gtt ggt gga gcg att tgt ctg g 62°C 10
antisense - agg gca ggg act taa tca acg c

Tm = Schmelztemperatur in °C

Die Bedingungen fir die Amplifikation der einzelnen Gene wurde firr jedes einzelne
optimiert und fand unter Verwendung der spezifischen Primer (Tab.3) in einem

Thermozykler wie folgt statt:

1 min oder Denaturieung der AmpliTaq der

94°C 10 min AmpliTagGold Polymerase

Denaturierung der

95°C 45 sec doppelstrangigen DNA

x Zyklen (Tab.3)

Twm 45 sec Annealing mit den Primern
72°C 1 min Elongation
72°C 5 min
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Die PCR-Produkte (20 ul je Probe), welche 5 yl DNA Stopper (2.1.2) enthielten,
wurden anschlieRend auf einem Ethidiumbromid-haltigem 2% Agarosegel aufgetragen
und bei 50 mA flir 2 h aufgetrennt. Die Visualisierung der Amplifikate fand unter UV-
Licht mit Hilfe einer Kodak Scan Kamera statt. Die folgenden Auswertungen konnte mit
einer Kodak Software (Kodak Digital Sciene 1D v.3.0.2, Eastman Kodak, New Heaven,
USA) durchgeflihrt werden.

2.2.12 Protein Extraktion aus Zelllinien und Tumorgewebe

Fur die Extraktion von totalem Protein wurden die zu untersuchenden Zelllinien aus
kleinen Zellkulturflaschen bei einer Konfluenz von 80% isoliert. Dabei wurde zuerst das
Medium abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die
Proteine mit 2x reduzierendem Laemmli-Puffer (2.1.2), welcher einen Protease
Inhibitor Cocktail enthielt, isoliert, 5 min bei 95°C inkubiert und bei -20°C gelagert.

2.2.13 Fraktionierung von Proteinen

FUr die Fraktionierung der zu untersuchenden Zelllinien wurden diese bei 80%
Konfluenz mit Trypsin/EDTA geldst und anschlieRend mit PBS gewaschen. Die Zellen
wurden mit je 200 ul hypotonischem Puffer A (2.1.2), welcher einen Protease Inhibitor
Mix enthielt, 15 min bei 4°C inkubiert. Nach der hypotonischen Lyse wurden zu jeder
Probe 25 ul Puffer A, welcher Protease Inhibitor und zusatzlich 2,5% NP-40 enthielt,
hinzugefiigt und wieder 15 min bei 4°C inkubiert. Nach der Inkubation wurden die
Proben bei 3500 rpm 4 min bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet, welches nun die
Kernfraktion enthielt, wurde bei -20°C bis zur Weiterverarbeitung zwischengelagert.
Der Uberstand, welcher die zytoplasmatische Fraktion enthielt, wurde in ein frisches
Eppendorfgefal dberfiihrt und einige Male einer Frier-Tau-Lyse unterzogen.
AnschlieRend wurde die zytoplasmatische Fraktion zentrifugiert (14000 rpm, 30min,
4°C), der klare Uberstand in ein frisches Tube Uberfiihrt und bei -20°C gelagert. Die
zwischengelagerte Kernfraktion wurde 1 bis 2 mal mit PBS gewaschen, zentrifugiert
(3500 rpm, 4 min, 4°C) und mit 150 pl Extraktionspuffer C (2.1.2) und Protease-
Inhibitor 15 min bei 4°C inkubiert. Die Proben wurden bei 14000 rpm 10 min und 4°C
zentrifugiert, der Uberstand in ein frisches Eppendorfgefall tberfiihrt und bei -20°C
gelagert.
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2.2.14 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page) und Western
Blot Analyse

Bei einer Western Blot Analyse werden Proteine auf einer SDS-Page nach ihrer Grolie
aufgetrennt, auf eine spezifische Membran geblottet und mittels spezifischen
Antikoérpern detektiert. Die flr diese Methode benutzten Polyacrylamidgele bestanden
jeweils aus einem Sammel- und Trenngel. Je nach Grolke der zu detektierenden
Proteine wurden verschiedene Prozentigkeiten der Sammelgele verwendet (10-15%).

Folgende Zusammensetzungen wurden verwendet:

10 ml Sammelgel (12 %) 3,3 mi H.O
4,0 ml 30 % Acrylamide (29:1)
2,5ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8
100 pl 10 % SDS
100 pl 10 % APS
4 pl TEMED

1 ml Trenngel 680 ul H,O
170 pl 30 % Acrylamide (29:1)
130 pl 1,5 M Tris-HCI pH 6,8
10 pl 10 % SDS
10 pl 10 % APS
1 ul TEMED

Nach vollstandiger Polymerisation wurden die Gele in eine mit 1x Laufpuffer (2.1.4)

geflllte Gel-Elektrophorese-Kammer eingespannt.

Da bei den mit Laemmli-Puffer isolierten Proteinen keine Konzentration bestimmt
werden konnte, wurden die Proben vor dem Auftragen 5 min bei 95°C gekocht und
anschliefiend 20 - 40 pl auf das Gel aufgetragen. Um zeigen zu kénnen, dass eine
vergleichbare Proteinmenge aufgetragen wurde, sind anschlieRend von allen
Membranen noch Detektionen von beta-Aktin, einem ,housekeeping® Gen,
durchgefiihrt wurden. Die Proteine wurden bei 80 V circa. 1,5 bis 2 Stunden

aufgetrennt.

Die auf der SDS-Page aufgetrennten Proteine wurden auf eine Nitrozellulose- oder
eine Polyvinylidenfluorid- (PVDF) Membran transferiert. Bei diesem Verfahren
handeltet es sich um ein Nass-Blot Verfahren. Dabei werden Filterpapier (Whatman
Blotting Papier), Nitrozellulose Membranen und Gele kurz in Blot-Puffer (2.1.2)
getaucht. Die PVDF-Membranen mussen vor ihrer Verwendung kurz in Methanol
rehydriert werden. Fur den Transfer wurden die einzelnen Bestandteile sandwichartig
aufgebaut (Abb. 2), die Blotkammer mit Blot-Puffer aufgefillt und die Proteine 130 min

bei 1 A und 4°C auf die Membranen transferiert.
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Kathode I

. schwamm

Filterpapier
Membran

[ ] Gel

Filterpapier
. Schwamm
Anode | |

Abb. 2: Schichtaufbau wahrend des Nass-Blot-Verfahrens.

Nach dem Blotten wurden die Membranen mit einer Ponceau-Lésung 5 min inkubiert
und anschlielend mit Leitungswasser gespllt. Mit dieser Farbung liel sich die
Transfereffizienz kontrollieren. Die angefarbten Proteine waren nun als rote Banden
erkennbar. Fur spatere Molekulargewichtsbestimmungen wurde der Broad Range

Marker (Broad Range Protein Molekular Weight Marker), gekennzeichnet.

Zur Detektion verschiedener Gene wurden spezifische Antikorper verwendet. Zuvor
wurden die unspezifischen Bindungsstellen mittels eines Blockpuffers, welcher je nach
verwendetem Antikorper optimiert wurde (Tab. 4), abgesattigt. Dabei wurden die
Membranen 1 h bei RT in dem jeweiligen Blockpuffer inkubiert. Anschlielend wurden
die Antikérper im Blockpuffer verdinnt (Verdiinnungen siehe Tab. 4) auf die
Membran gegeben und Uber Nacht bei 4°C auf einem Roller inkubiert. Nach der
Inkubation wurden die Membranen je 3 mal fir 10 min mit PBS + 0,1% Tween (PBS-T)
oder TBS + 0,1% Tween (TBS-T) (2.1.2) gewaschen. AnschlieRend wurden die
Membranen mit einem sekundaren Antikdrper, welcher mit PBS-T oder TBS-T 1:20000
verdinnt wurde, fir 1 h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden die
Membranen 1 min mit einer ECL™-L6sung inkubiert und die spezifischen
immunoreaktiven Proteinbanden auf einem Réntgenfim (Hyperfilm-MP), mittels
Entwickler und Fixierer sichtbar gemacht.

Tab.4: Antikorper, welche fiir Proteinchemische Analysen in humanen Brustkrebszelllinien
verwendet wurden.

Primar-AK Verdiinnung Blockpuffer Sekundar-AK | MW

S100A4 1:500 PBS-T + 3% BSA GAR 10kDa
R6" 1:2500 PBS-T + 5% Milch + 3% BSA | GAR 18kDa
R-Aktin 1:20000 PBS-T + 3% Milch GAM 42kDa

1 Der R6-Antikorper wurde freundlicherweise von Professor B. Steinetz (Nelson Institute of Environmental
Medicine, New York University Medical Centre, Tuxedo, NY, USA) bereitgestellt.
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2.2.15 Immunfluoreszenz zytoskelettaler Bestandteile

Fir die Darstellung der Lokalisation zytoskelettaler Bestandteile wurden 1x10* Zellen
auf mit APTEX silanisierte Objekttrager Uber das Wochenende bei 37°C und 5% CO,
wachsen gelassen. Die Zellen wurden vorsichtig mit PBS kurz gewaschen und 20 min
in 3,7% Formaldehyde bei Raumtemperatur fixiert. Nach 15-mintutigem Waschen mit
PBS wurden die Zellen 1 min in Permeabilisierungspuffer (2.1.4) permeabilisiert und
anschlieend 3 mal gewaschen. Die Objekttrager wurden mit monoklonalen
Antikdrpern gegen alpha Tubulin, acetyliertem Tubulin und gamma Tubulin (Tab. 5),
welche mit Blockpuffer (Tab. 5) verdiinnt wurden, Uber Nacht bei 4°C in einer feuchten
Kammer inkubiert. AnschlieBend wurden die Objekttrager 3 mal je 10 min mit PBS
gewaschen und mit einem Rhodamine gelabelten sekundaren Antikorper, welcher mit
PBS 1:100 verdunnt wurde, 1 h bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS
wurden die Zellkerne mit einem Hoechstfarbstoff, welcher 1:100 in PBS verdinnt
wurde, 2 min angefarbt. Nach dreimaligem Waschen wurden die Objekttrager bei
Raumtemperatur getrocknet und anschlieRend mit einem Flurescent Mounting Medium
eingedeckt. Die Fluoreszenzen konnten mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops
dargestellt werden. Fur die Fluoreszenz von Phalloidin (F-Aktin) wurden die Zellen wie
oben beschrieben 2 Tage auf silanisierten Objekttragern wachsen gelassen, mit 3,7%
Formaldehyde fixiert und 15 min mit PBS gewaschen. Die Permeabilisierung fand
anschlielfend fur 10 min mit PBS + 0,1% Triton X 100 statt. Nach dem Waschen mit
PBS wurden die Objekttrager mit Blockpuffer A (Tab. 5) 1 h bei 4°C blockiert und
anschlielend mit einem Rhodamine Phalloidin Antikérper, welcher mit dem
Blockpuffer B (Tab. 5) verdiinnt wurde, fir 30 min bei RT im Dunkeln inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellkerne mit Hoechst wie oben
beschrieben angefarbt, anschlieRend gewaschen, getrocknet und mit einem Flurescent

Mounting Medium eingedeckt.

Tab.5 Antikoper, welche fiir Immunfluoreszenzen in humanen Brustkrebszelllinien verwendet

wurden.
Primar-AK Verdiinnung | Blockpuffer Sekundar-Ak
alpha Tubulin 1:100 PBS + 0,1 % BSA GAM
acetyliertes Tubulin | 1:100 PBS + 0,1 % BSA GAM
gamma Tubulin 1:100 PBS + 0,1 % BSA GAM
Phalloidin nach Firmen- | Blockpuffer A: PBS + 3 % Milch
protokoll Blockpuffer B: PBS + 0,1 % BSA
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2.2.16 Immunhistochemie

Fur histologische Untersuchungen wurden von den in Formaldehyd fixierten und in
Paraffin eingebetteten Tumorgeweben HE (Hamatoxylin-Eosin) Farbungen hergestellt.
Dabei wurden die Gewebe 3 mal 10 min in Xylol, 2 mal 3 min in 95%-igem Ethanol,
2 mal 3 min in 70%-igem Ethanol entparaffiniert, kurz in destilliertem Wasser gespult
und anschlieend in PBS uberfihrt. Fir die HE-Farbung wurden die entparaffinierten
Tumorgewebe kurz in 10% Formalin Uberfihrt und anschlieBend mit Aqua bidest
gespult. Anschlielend wurden alle DNA- bzw. Ribosomalhaltigen Bestandteile der
Gewebe 1min mit Hamalaun angefarbt. Um die typische blauviolette Farbung der
Zellkerne zu erreichen, wurden die Gewebe 2 min in Leitungswasser gestellt. Die
Zytoplasma-Farbung fand in einer 1%-igen Eosin Losung fur circa 15 sec statt. Fur die
folgende Entwéasserung der Gewebe wurden die Gewebe kurz in Leitungswasser und
danach fur kurze Zeit in absoluten Alkohol Gberfuhrt. Zur anschlieRenden Klarung der
Gewebe diente Xylol. Nun konnten die Gewebe mit Entellan eingedeckelt und haltbar

gemacht werden.

2.2.17 Relaxin Elisa

Mit dem Relaxin Elisa lassen sich Relaxinkonzentrationen in Flissigkeiten bestimmen.
Dabei wurden 1x10° Zellen der Relaxin 2 (Uberexprimierenden MDA-MB-231
Transfektanten (MDA/RLNZ2) und deren Leerplasmidkontrollen (MDA/EGFP) pro 6-Well
eingesat und dber Nacht mit wenig Medium bei 37°C kultiviert. Der Zellkulturiiberstand
wurde anschlielend abgenommen und zur Entfernung von Zellresten vorsichtig
zentrifugiert (10 min bei 1200 rpm). Die Konzentration des sekretierten Relaxin 2 von
den Transfektanten wurde nach Firmenprotokoll des verwendeten Relaxin-ELISA
ermittelt. Die Konzentration wurde mittels Farbreaktion bei 450 nm in einem ELISA

Reader bestimmt.

2.2.18 cAMP Assay

Mit diesem Assay ist es moglich, intrazellulare cAMP Konzentration, welche durch die
Adenylylcyclase gebildet wird, in den Brustkrebszelllinien zu bestimmen. Es wurden
1x10* MDA-MB-231 oder MCF-7 Zellen pro 96-Well eingesetzt und tber Nacht bei
37°C kultiviert. Vor den eigentlichen Inkubationen wurden die Zellen mit 1 mM IBMX,
was die Aktivitat der cAMP-Phosphodiesterase (PDE) hemmt, fir 2 h bei 37°C
vorinkubiert. Dadurch wird gewahrleistet, dass nur das durch Relaxin 2 induzierte
cAMP im ELISA gemessen wurde. Die MDA-MB-231 Zellen wurden nun mit 100 ng/ml
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rhRLN2, 100 pl/Well mit den Uberstanden der RLN2 (berexprimierenden MDA/RLN2
Transfektanten sowie von den Kontrollen (MDA/EGFP) 30 min bei 37°C in
Anwesenheit von 1 mM IBMX inkubiert. Die Uberstinde wurden von den
Transfektanten gewonnen, indem 1x10° pro 6-Well (iber Nacht bei 37°C kultiviert
wurden. Restliche Zellbestande wurden nach der Abnahme von der Zellkultur mittels
Zentrifugation (1200 rpm, 10 min) entfernt. Eine Inkubation der MDA-MB-231 Zellen mit
10 uM Forskolin, ein Stimulator der Adenylylcyclase, diente als Positivkontrolle fir die
Induktion von zellularem cAMP. Die Zellen wurden nach Firmenprotokoll gewaschen,
mit einem cAMP Extraktionspuffer lysiert und die cAMP Konzentration mittels eines
kolorimetrischen cAMP Biotrak Enzym-Immunoassay bestimmt. Die Reaktion wurde
mit 1 M H,SO, gestoppt und die Farbreaktion bei 450 nm mit einem ELISA Reader

gemessen.

2.2.19 BrdU Assay

Zur Bestimmung der zelluldaren Proliferation wurde ein kolorimetrischer Zell-
Proliferations-ELISA (BrdU-Assay) verwendet. Es wurden 5x10° Zellen der MDA/RLN2
und MDA/EGFP Transfektanten pro 96-Well in 100 yl Medium eingesetzt und 24 h bei
37°C kultiviert. Am nachsten Tag wurden 10 yl BrdU Markierungslésung in jedes Well
auller zur Negativkontrolle gegeben und 7 h bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurde
das Medium entfernt, die Zellen luftgetrocknet und 30 min mit 200 pl/Well ELISA-
Blockpuffer bei Raumtemperatur geblockt. AnschlieBend wurden die Zellen mit
100 pl/Well BrdU-Antiserum fir 30 min bei RT inkubiert. Nachdem die Wells
gewaschen waren, wurden sie mit je 100 pl/Well Substratlésung flr 10 min bei RT
inkubiert. SchlielRlich wurde mit 25 yl/Well 1 M H,SO, die Farbreaktion gestoppt und
die Absorbanz konnte nach 5 min bei 450 nm / 620 nm in einem ELISA-Reader
gemessen werden. Um den Einfluss des sekretierten Relaxins der MDA-
Transfektanten auf die Proliferation der MDA-MB-231 messen zu konnen, wurden
kleine Flaschen der MDA/RLN2 und MDA/EGFP Transfektanten bis zu einer Konfluenz
von 80% wachsen gelassen. AnschlieRend wurden 2 ml frisches Medium fir 24 h auf
die Transfektanten gegeben. Die Zellreste wurden mittels Zentrifugation (1200 rpm,
10 min) entfernt und anschlieBend auf die am Vortag in 96-Well eingesetzten
MDA-MB-231 (5x10°%) fiir 24 h gegeben. Zur Bestimmung der zellul&ren Proliferation

wurde nun wie oben beschrieben der BrdU-Assay durchgefiihrt.
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2.2.20 MTT Assay

Zur Bestimmung Zellzytotoxizitat wurde der kolorimetrische Zell-Proliferation Assay Kit
EZ4U, ein NADH abhangiger Zellvitalitdtstest, verwendet. Die Transfektanten
(MDA/RLN2 und MDA/EGFP) wurden mit einer Zellzahl von 1x10* Zellen/ 96-Well in
200 pl Kulturmedium fiir 24 h bei 37°C kultiviert. Anschlieend wurden die Zellen mit
20 ul einer chromophorhaltigen Substrat Losung inkubiert. Nach 6 h wurde die
Absorbanz des NADH abhangig gebildeten blau-violetten Formazansalzes bei einer

Wellenlange von 450 nm / 620 nm mit Hilfe eines ELISA-Readers gemessen.

2.2.21 ATP Assay

Um festzustellen, ob die Uberexpression von Relaxin 2 einen Einfluss auf die
Energieproduktion der Zellen besitzt, wurde eine luminometrischer ATP Assay
(CellTiter-Glo-Assay) benutzt. Es wurden von den MDA Transfektanten und den
Kontrollen 2,5x10%, 5x10° und 1x10* Zellen pro 96-Well Giber Nacht bei 37°C kultiviert.
Nur mit Medium geflllte Wells dienten bei diesem Assay als Negativkontrolle.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 100 pl Substrat fir 2 min inkubiert, 10 min

geschuttelt und die Lumineszenz mit einem Sirius Luminometer gemessen.

2.2.22 Motilitats-Assay

Die Experimente fir die zellulare Motilitat wurden in 24-Well Platten durchgefihrt.
1x10* Zellen der (iberexprimierenden Transfektanten MDA/RLN2 und MDA/EGFP
wurden in spezielle Thin Certs™-TC Polykarbonat Filter, welche 8 um grofe Poren
besalien, in 200 yl Medium mit 1% FCS eingesetzt. Die untere Kammer wurde mit
500 pl Medium mit 1% FCS gefullt, der mit den zu testenden Zellen gefullte Filter
hineingesetzt und anschlieBend bei 37°C kultiviert. Nach 24 h wurden die Zellen auf
dem Filter kurz mit PBS gewaschen, 5 min in einem 1:1 PBS/Methanol Gemisch
inkubiert und 10 min in Methanol fixiert. Nach der Fixierung wurden die Zellen mit 0,1%
Toluidinblau in 2,5% Natriumcarbonat 30 min bei Raumtemperatur angefarbt. Die nicht
migrierten Zellen wurden vorsichtig mit Wattestdbchen entfernt und die Filter
anschlieflend Uber Nacht an der Luft getrocknet. Die trockenen Membranen wurden
aus den Filtern herausgetrennt, auf Objekttrdger gebracht und unter dem
Lichtmikroskop ausgewertet. Dabei wurden flinf separate Blickfelder fotografiert und
die Zellzahl bestimmt. Alle Experimente wurden als Triplikate durchgeflhrt und die
durchschnittliche Zellzahl der migrierten Zellen pro Filter mit Standardfehlern in

Diagrammen dargestellt.
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Um parakrine Kurzzeiteffekte von Relaxin auf die MDA-MB-231 Mutterzellen darstellen
zu kdénnen, wurden 1x10* dieser Zellen auf den Filter gegeben und diese zusétzlich mit
100 ng/ ml oder 500 ng/ml rekombinantem RLN2 (rhRLN2) versehen. Auflerdem
wurden die gleichen Konzentrationen von rhRLN2 in das Medium der unteren Kammer
gegeben und die Zellen 24 h bei 37°C inkubiert. Um parakrine Effekte des sekretierten
RLN2 der MDA-Transfektanten auf die Motilitat der MDA-MB-231 Zellen zeigen zu
kénnen, wurden in die untere Kammer ein Tag zuvor die Transfektanten mit einer
Zellzahl von 5x10* pro 24-Well eingeséat. Die Filter mit den MDA-MB-231 Zellen wurden
nach 24 h darauf gesetzt und abermals 24 h bei 37°C inkubiert. Die Filter beider
Versuche wurden anschlielend wie oben bereits beschrieben fixiert, gefarbt und die

Zellzahl der migrierten Zellen bestimmt.

Zur Bestimmung der Zellmotilitit der MDA-MB-231 Zellen nach einer
Langzeitinkubation mit RLN2 wurden die Zellen 7 Tage in einer Flasche mit 500 ng
rhRLN2 vorinkubiert, wobei jeden Tag frisches Medium mit rhRLN2 zu den Zellen
gegeben wurde. AnschlieRend wurde wie oben beschrieben ein Motilitat-Assay mit den
langzeitinkubierten MDA-MB-231 unter RLN2 durchgeflhrt.

Motilitats-Assay mit siRNA behandelten MDA-MB-231 fanden 24 h nach Transfektion
mit siRNA in Medium mit 1% FCS statt und wurden 48 h nach Transfektion fixiert ,

gefarbt und ausgewertet.

2.2.23 Migrations-Assay

Zur Darstellung des invasiven Verhaltens der RLN2 {berexprimierenden
Transfektanten wurden modifizierte Polykarbonat Filter mit 8 um groflen Poren
verwendet. Diese wurden mit verschiedenen Bestandteilen der extrazellularen Matrix
(EZM) beschichtet. Es wurden in den Versuchen 1 bis 2 ug/cm? Laminin der humanen
Plazenta, 1 mg/ml Gelatine, 0,8 mg/ml Kollagen A der humanen Plazenta und 50 pg/ml
Elastin der humanen Lunge verwendet. Die MDA/RLN2 und MDA/EGFP
Transfektanten wurden mit einer Zellzahl von 1x10* Zellen je beschichteten Filter in
200 pl Medium mit 1% FCS eingesetzt und 24 h bei 37°C kultiviert. Die Fixierung,
Farbung und Auswertung wurden anschlieBend wie unter 2.2.22 beschrieben
durchgefihrt.

2.2.24 Softagar-Assay

Mit Hilfe eines Softagar-Assays lasst sich die Fahigkeit zur Koloniebildung von

Tumorzellen untersuchen. Dieser Zwei-Schichten Softagar-Assay wurde in 6-Well
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Platten durchgeflihrt. Zu dem bereits hergestellten und bei 37°C vorgewarmten Master-
Mix fir die untere Schicht (Underlayer, 2.1.2) wurden 2,5 ml einer sterilen 3% Agar-
Agar-Losung, welche =zuvor verflissigt und bei 70°C warm gehalten wurde,
dazugegeben und gemischt. Anschlie®Bend wurden vorsichtig und mdoglichst
Luftblasenfrei 1,5 ml der Lésung in je ein 6-Well pipettiert und unter der Zellkulturbank
10 min abgekiihlt. 2x10%, 5x10* und 1x10° Zellen wurden in je 1 ml warme Overlayer-
Lésung (2.1.2), welche zuvor mit der warmen Agar-Agar LOsung versetzt wurde,
Uberfihrt, vorsichtig auf den abgekihlten Underlayer gegossen und ebenfalls 10 min
unter der Zellkulturbank abgekuhlt. Nachdem der Overlayer ausgekuhlt und fest war,
wurde langsam 1 ml Kulturmedium auf den Softagar gegeben und der Assay bei 37°C
kultiviert. Je nach Wachstumsgeschwindigkeit der Kolonien wurden die Assays
mehrere Wochen ohne viel Bewegung Kkultiviert. Dabei wurde jede Woche das
Kulturmedium vorsichtig gewechselt. Nach 4 bis 6 Wochen wurden die gebildeten
Kolonien mit 500 pl einer lodotetrazoliumchloridlésung (5 mg/ml) Gber Nacht bei 37°C
gefarbt. Nun konnten unter dem Lichtmikroskop Kolonien aufgenommen, sowie die

Anzahl und die GroRRer dieser bestimmt werden.

2.2.25 Tumorwachstumsstudien in Nacktmausen

Die Nacktmausversuche wurden von dem Tierethikkomitee der Martin-Luther-
Universitat Halle-Wittenberg genehmigt. Fir das Tumorwachstumsstudium wurden 3
Wochen alte ménnliche Nacktmause des Stammes NMRI verwendet. 2x10’ Zellen/ml
der MDA/EGFP und zwei MDA/RLN2 Transfektanten (Klon 19 und 23) wurden in
Medium ohne FCS subkutan in die abdominale Region an beiden Seiten jeder Maus
injiziert. Pro Transfektante wurden finf Mause injiziert. Dabei wurde fir die Analyse pro
verwendeten Transfektante eine maximale Tumoranzahl von 10 erreicht. Das
Tumorwachstum wurde zweimal pro Woche gemessen. Die Mause wurden getdtet,
wenn die TumorgroRe 10% der KopergrofRe Uberschritten hat. Die Primartumoren
sowie andere Organe wurden entnommen und die Mause nach Metastasen untersucht.
Tumorgewebe und andere Organe wie Lunge, Leber oder Gehirn wurden geteilt und
fur spatere Untersuchungen kryokonserviert oder Uber Nacht in einem Pikrinsdure-
Formol-Eisessig-Gemisch nach Bouin (2.1.2) fixiert. Die in Pikrinsaure fixierten
Gewebestiucken wurden anschlieRend in 70% Ethanol, welcher 2-3-mal gewechselt
wurde, gelagert und anschlieRend in Paraffin eingebettet. Die Einbettung der Gewebe
fand mit freundlicher Unterstitzung von Frau Schliter am Institut fir Anatomie der

Martin-Luther-Universitat statt.
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2.2.26 Statistische Analysen

Alle Experimente wurden in dreifacher Ausfihrung durchgefihrt und in
Saulendiagrammen mit Standardabweichung dargestellt. Zur Uberprifung der
Signifikanz wurden der nichtparametrische Mann Whitney Test sowie eine One-Way
ANOVA Analyse verwendet. Das Signifikanzniveau wurde bei einem p-Wert von 0,05
mit * und bei einem p-Wert von 0,005 mit ** markiert. Die Ergebnisse der
Tumorwachstumsstudien wurden auf eine Mann Whitney typische Darstellung in einem
Box-Whisker-Plot dargestellit.
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3 Ergebnisse

3.1 Herstellung stabiler RLN2 Transfektanten der humanen
Brustkrebszelllinie MDA-MB-231

Fir die Untersuchung auf den Einfluss von RLN2 auf zellulare biologische Prozesse in
humanem Brustkrebsgewebe wurden als Modellsystem stabile Uberexprimierende
Transfektanten der Ostrogenrezeptor alpha negativen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231
etabliert. Diese Zelllinie besitzt nur eine sehr geringe Eigenproduktion von humanem
RLNZ2 und eignete sich deshalb sehr gut fir dieses Modellsystem. Fir die Herstellung
dieser RLN2 (berexprimierenden Transfektanten wurde der eukaryotische
Expressionsvektor pIRES-EGFP, welcher das vollstandige pre/pro Relaxin 2 Konstrukt
enthielt, verwendet. Die Selektion positiver RLN2 Uberexprimierender Transfektanten
fand durch die fluoreszierende Eigenschaft des EGFP Proteins unter dem

Fluoreszenzmikroskop statt (Abb. 3).

MDA/EGFP MDA/RLN2:19 MDA/RLN2-23

Abb. 3: Griin fluoreszierende RLN2 iiberexprimierende Transfektanten (MDA/RLN2-19 und
MDA/RLN2-23 sowie der Vektorkontrolle MDA/EGFP der humanen Brustkrebszelllinie
MDA-MB-231.

Insgesamt konnten 15 MDA/RLN2 und 6 MDA/EGFP Transfektanten identifiziert
werden. Fir die folgenden Untersuchungen wurden die MDA-MB-231 Mutterzellen, die
Vektorkontrollen (MDA/EGFP) mit jeweils 5 RLN2 Uberexprimierenden Transfektanten
(MDA/RLN2-1, 4, 6 ,19 und 23) verglichen.
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3.2 Charakterisierung der stabilen RLN2 Transfektanten der
humanen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231

3.2.1 Nachweis der Uberexpression von RLN2 auf RNA Ebene

Zur Uberpriifung der RLN2 Uberexpression der stabilen MDA/RLN2 Transfektanten im
Vergleich zu der Vektorkontrolle und den Mutterzellen auf mRNA Ebene wurde eine
semiquantitative RT-PCR durchgeflhrt. Hierflr wurden spezifische
Oligonukleotidprimer (Tab. 3) verwendet. Mit dieser Methode konnte eine deutliche
Uberexpression von RLN2 in den 5 ausgewahlten MDA/RLN2 im Vergleich zu den
MDA/EGFP und MDA-MB-231 Zelllinien gezeigt werden (Abb. 4). Des Weiteren wurde
der Expressionsstatus des spezifischen Relaxin Rezeptors RXFP1 in den
Transfektanten untersucht. Hier zeigten sich keine Veranderungen im
Expressionsmuster nach einer Uberexpression von RLN2 (Abb. 4). Jedoch lasst eine
Expression von RXFP1 auf ein potentielles funktionales Relaxin-RXFP1 Ligand-
Rezeptor-System schliel3en. Als interner Standard wurde jeweils 18s fur die spateren
Berechnungen mitgefuhrt (Abb. 4).

MDA MDA MDA MDA MDA MDA
MDA EGFP RLN2-1 RLN2-4 RLN2-6 RLN2-19 RLN2-23

RLN2 S S S S e—

RXFP1 | " mm s S s mm—  —

188—-—_4_'__—

Abb. 4: Semiquantitative RT-PCR Analysen zeigten eine deutliche Uberexpression von RLN2 in
den MDA/RLN2 Transfektanten im Vergleich zu den MDA/EGFP und MDA-MB-231
Zelllinien. In der RXFP1 Expression konnten keine Verdanderungen festgestellt werden.
18s diente als interner Standard.

3.2.2 Nachweis der Uberexpression von RLN2 auf Protein Ebene

Auf Protein Ebene konnte mittels Western Blot Analyse ebenfalls eine Uberexpression
des 18kDa groRRen pro-Relaxin-Proteins in den MDA/RLN2 Transfektanten im
Vergleich zu der Vektorkontrolle MDA/EGFP und den Mutterzellen dargestellt werden
(Abb. 5). Als interner Standard wurde -Aktin mitgefthrt.

28



Ergebnisse

MDA/EGFP MDA/RLN2

S | 0-Aktin (42kDa)

Abb. 5: Western Blot Analysen zeigten eine Uberexpression der 18kDa groRen pro-RLN2 Form in
den MDA/RLN2 Transfektanten im Vergleich zu der Vektorkontrolle MDA/EGFP. Als
interner Standard diente B-Aktin.

3.2.3 Nachweis von sekretiertem RLN2 in den Transfektanten

Zum Nachweis einer Expression von Relaxin 2 sowie zu Uberprifung, ob das
exprimierte RLN2 von den MDA/RLN2 Transfektanten in den Kulturtiberstand sekretiert
wird, wurde ein kommerziell erhaltlicher Relaxin-Elisa verwendet. Mit diesem Elisa
lassen sich geringe Mengen von RLN2 in Serum, Plasma, Urin und
Zellkulturiberstanden bestimmen. In dem Assay wurden die Zellkulturiiberstande der
RLN2 exprimierenden Transfektanten und den Kontrollen MDA/EGFP untersucht.
Dabei zeigte sich, dass die MDA/RLN2 Transfektanten signifikant mehr humanes
RLN2 sekretieren als die Vektorkontrolle MDA/EGFP. Die RLN2 Konzentration der

MDA/RLN2 Transfektanten war 50-fach hoher als in den MDA/EGFP Transfektanten
(Abb. 6).
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Abb. 6: Ermittelte Konzentration des sezernierten RLN2 der MDA/RLN2 Transfektanten im
Vergleich zur Vektorkontrolle MDA/EGFP. Die RLN2 iiberexprimierenden MDA
Transfektanten sezernieren signifikant mehr RLN2 als MDA/EGFP, **p< 0,005.

3.2.4 Bioaktivitatsnachweis des sekretierten RLN2 der Transfektanten.

Mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen cAMP Assays konnte die Bioaktivitat des
sekretierten RLN2 der MDA Transfektanten nachgewiesen werden. Dabei wurde
getestet, ob sich die cAMP Konzentration der MDA-MB-231 Zellen durch Inkubationen
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mit 100 ng/ml rekombinantem humanem RLN2 oder den Zellkulturiberstanden der
MDA/RLN2 Transfektanten erhéhen lassen. Vor den Inkubationen wurden die
MDA-MB-231 Zellen 2 h mit IBMX vorinkubiert. Somit wird die Aktivitdt der cAMP
Phosphoesterase gehemmt und gewahrleistet, dass das intrazellulares cAMP, welches
durch die Stimulanzien induziert wird, nicht abgebaut wird. Als Positivkontrolle diente
Forskolin, ein direkter Stimulator der Adenylzyklase. Als Negativkontrolle wurden
unbehandelte MDA-MB-231 verwendet. Eine deutliche Induktion von zellularem cAMP
lieR sich nach der Inkubation mit sekretietem RLNZ2 im Zellkulturiberstand der
MDA/RLNZ2 Transfektanten und mit humanem rekombinantem RLN2 bei den MDA-MB-
231 Zellen erkennen (Abb. 7). Da bei den Inkubationen mit den Zellkulturliberstanden
der Vektorkontrolle in beiden Brustkrebszelllinien keine Erhéhungen des zellularen
cAMP nachweisbar waren, deuten die Ergebnisse darauf hin, dass das sezernierte
RLN2 der MDA Transfektanten bioaktiv ist. AuRerdem lasst sich daraus schlief3en,
dass in den MDA-MB-231 Brustkrebszelllinien ein funktionelles RXFP1 Rezeptor

System zu finden ist.
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Abb.7: cAMP Assay zur Bestimmung der cAMP Konzentrationen in den MDA-MB-231
Brustkrebszelllinie nach Inkubation mit Zellkulturiiberstianden (US) der MDA/RLN2 und
MDA/EGFP Transfektanten sowie mit 100 ng/ml rekombinantem Relaxin (rhRLN2), *p<
0,05.

3.2.5 Einfluss von Relaxin 2 auf den Energiehaushalt und

Proliferation humaner Brustkrebszelllinien.

Der Einfluss von Relaxin 2 auf die Proliferation und Lebensfahigkeit der RLN2
exprimierenden Transfektanten der MDA-MB-231 Brustkrebszelllinie wurde mit einem
MTT Assay bestimmt. Die mitochondriale Aktivitdt der MDA/RLN2 Transfektanten im
Vergleich zur Vektorkontrolle MDA/EGFP wurde durch die NADH abhéangige Bildung
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des Formazansalzes ermittelt. Dabei konnte festgestellt werden, dass RLN2 keinen
proliferationsfordernden Effekt auf MDA-MB-231 Zellen hat. In 3 von 5 MDA/RLN2
Transfektanten wurde eine Erniedrigung der mitochondrialen Aktivitdt durch die

Expression von RLN2 induziert (Abb. 8).
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Abb. 8: MTT Assay zur Bestimmung der mitochondrialen Aktivitat der MDA/RLN2 Transfektanten
im Vergleich zu der Vektorkontrolle MDA/EGFP, *(erniedrigt), # (erhoht) p< 0,05, **p<
0,005.

Ein luminometrischer ATP Assay wurde verwendet, um den Einfluss des exprimierten
RLN2 auf die metabolische Aktivitdt der MDA/RLNZ2 Transfektanten im Vergleich zu der
Vektorkontrolle MDA/EGFP zu bestimmen. Es konnten keine deutlichen Unterschiede
zwischen den MDA/RLN2 und MDA/EGFP festgestellt werden (Abb. 9). Es zeigte sich,
dass eine Expression von RLN2 keinen Einfluss auf die ATP Bildung und somit auf die

metabolische Aktivitat der Zellen besitzt.
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Abb. 9: ATP Assay zur Bestimmung der metabolischen Aktivitidt der RLN2 iiberexprimierenden
MDA/RLN2 Transfektanten im Vergleich zur Vektorkontrolle MDA/EGFP.
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Zur Untersuchung auf den Einfluss von RLN2 auf die Proliferation der MDA-MB-231
humanen Brustkrebszelllinie wurde ein kolorimetrischer Zell-Proliferations-ELISA
(BrdU-Assay) verwendet. In diesem Assay wird wahrend der DNA Synthese
proliferierender Zellen das Desoxythymidin-Analogon 5’-Brom-2’-desoxyuridin
eingebaut. Die gemessene Absorbanz ist nach Abzug des Leerwertes proportional zur
Zahl der proliferierenden Zellen in dem jeweiligen 96-Well. Die Ergebnisse des BrdU
Assays zeigten, dass sich bei der MDA-MB-231 Zelllinie nach der Inkubation mit
100 ng/ml rhRLN2 die Proliferation signifikant verringert (Abb. 10). Dieselben Resultate
konnten nach der Inkubation mit den Zellkulturiberstanden der MDA/RLN2
Transfektanten im Vergleich mit den MDA/EGFP Uberstidnden gezeigt werden
(Abb. 10).
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Abb. 10: BrdU Assay der MDA-MB-231 Brustkrebszelllinie nach Inkubationen mit 100 ng/mi
rhRLN2 und mit Uberstinden der RLN2 iiberexprimierenden MDA/RLN2 Transfektante
und der Vektorkontrolle MDA/EGFP, *p< 0,05.

In einem durchgefliihrten BrdU Assay mit den RLN2 Uberexprimierenden MDA/RLN2
Transfektanten konnte in einer Transfektante (MDA/RLN2-4) eine Erniedrigung und in
einer anderen Transfektante (MDA/RLN2-23) hingegen eine Erhéhung der zellularen
Proliferation festgestellt werden (Abb. 11). Bei den drei restlichen Transfektanten, die
untersucht wurden, waren im Vergleich zu der Vektorkontrolle keine signifikanten
Unterschiede erkennbar (Abb. 11).
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Abb. 11: BrdU-Assay zur Bestimmung der zelluldren Proliferation unter dem Einfluss der
Uberexpression von RLN2 in den MDA/RLN2 Transfektanten im Vergleich zu
Vektorkontrolle, ** (erniedrigt) = p=< 0,005, # (erhdht) = p=< 0,05.

3.2.6 Einfluss von Relaxin 2 auf die Motilitat  humaner

Brustkrebszelllinien

Mit den nachfolgenden Motilitats-, Migrations- und Softagar-Assays soll der Einfluss
von Relaxin 2 auf das Wachstumsverhalten und die Motilitdt der humanen
Brustkrebszelllinie untersucht werden. Mit diesen Untersuchungen lassen sich
Schlisse auf die mogliche Einflussnahme von Relaxin 2 auf das

Metastasierungsverhalten der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 schlieRen.

Fir den Motilitats-Assay wurden Polykarbonat-Filter mit 8 um groRen Poren benutzt.
Nach 24-stindiger Kultivierung der MDA-MB-231 unter verschieden Bedingungen
wurden die durch den Filter migrierten Zellen fixiert, angefarbt und mikroskopisch
ausgewertet. Zu Beginn der Untersuchungen wurde das Wachstumsverhalten der
humanen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 nach Inkubation mit 100 ng/ml und
500 ng/ml rekombinantem humanem Relaxin 2 untersucht. Dabei zeigte sich, dass
Relaxin 2 die Motilitat der MDA-MB-231 Brustkrebszellen signifikant erhéht (Abb. 12).
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Abb. 12: Motilitats-Assay der MDA-MB-231 Zelllinie nach Inkuabtion mit 100 ng/ml und 500 ng/mi
rekombinantem Relaxin 2 nach 24 Stunden, *p=< 0,05, **p< 0,005.

Der gleiche Effekt wurde deutlich, als die MDA-MB-231 Brustkrebszelllinie mit den
Uberstédnden der RLN2 Uberexprimierenden MDA/RLN2 Transfektanten und der
Vektorkontrolle inkubiert wurde. Es zeigte sich, dass das bioaktive sekretierte RLN2
der MDA/RLN2 Transfektante auf parakrinem Wege im Vergleich zur Vektorkontrolle
effektiv die Motilitat der MDA-MB-231 Zellen erhoht (Abb. 13).
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Abb. 13: Motilitats-Assay der MDA-MB-231 Zellen nach Inkubation mit den Zellkulturiiberstéanden
der RLN2 iiberexprimierenden MDA/RLN2 Transfektanten im Vergleich zur
Vektorkontrolle MDA/EGFP, **p=< 0,005.

Nach einer Langzeitinkubation der MDA-MB-231 Brustkrebszelllinie von 8 Tagen mit
500 ng/ml rhRLN2 konnte jedoch gezeigt werden, dass sich die Motilitat der
MDA-MB-231 Zellen nicht mehr durch Relaxin 2 erhéhen liels (Abb. 14).
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Abb. 14: Motilitats-Assay der MDA-MB-231 Zellen nach 24 h und nach einer Langzeitinkubation
von 8 Tagen mit 500 ng/ml rekombinantem humanem Relaxin 2, **p=< 0,005.

Bei den Untersuchungen der MDA/RLN2 Transfektanten im Vergleich zu der
Vektorkontrolle MDA/EGFP lie3 sich in 4 von 5 MDA/RLN2 Transfektanten eine
signifikante Erniedrigung der Motilitat erkennen (Abb. 15).
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Abb. 15: Motilitits-Assay der RLN2 exprimierenden Transfektanten im Vergleich zur
Vektorkontrolle MDA/EGFP, **p=< 0,005.

3.2.7 Einfluss von Relaxin 2 auf die Migration humaner

Brustkrebszelllinien

Bei diesem Migrations-Assay wurden wie bereits bei den Motilitats-Assays zuvor
Polykarbonat-Filter mit 8 pm grolen Poren verwendet. Diese wurden vor der
Durchfiihrung jedoch mit Laminin, Gelatine, Kollagen A und Elastin beschichtet.

AnschlielRend wurde getestet, wie gut die RLN2 lGberexprimierenden Transfektanten im
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Vergleich zur Vektorkontrolle MDA/EGFP innerhalb von 24 h durch die beschichteten

Filter migrieren. Nach dieser Zeit wurden die Zellen fixiert, angefarbt und die Zellzahl
bestimmt.

Es stellte sich heraus, dass die MDA/RLN2 Transfektanten durch alle untersuchten
Bestandteile der extrazellularen Matrix im Vergleich zu den MDA/EGFP Transfektanten
eine signifikante Erniedrigung der Migration aufwiesen (Abb. 16A-B).
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Abb. 16: Migrations-Assay der RLN2 iiberexprimierenden MDA Transfektanten im Vergleich zur
Vektorkontrolle MDA/EGFP auf mit Kollagen A [A] und Elastin [B] beschichteten
Polykarbonat-Filtern *p< 0,05, **p< 0,005.
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3.2.8 RXFP1 vermittelter Einfluss von Relaxin 2 auf die Motilitat der
Brustkrebszelllinie MDA-MB-231

Um sicher zu gehen, dass die unter 3.2.6.1 beschriebenen Ergebnisse tatsachlich
durch den Einfluss von Relaxin 2 entstanden sind, wurde der Relaxin 2 Rezeptor
RXFP1 ausgeschaltet. Mit Hilfe einer spezifischen siRNA gegen RXFP1 konnte dieser
Rezeptor transient in der MDA-MB-231 Brustkrebszelllinie herunterreguliert werden.
Von diesen Zellen wurde anschlielend ein Motilitatsassay mit 500 ng/ml
rekombinantem humanem Relaxin 2 durchgefuhrt. Eine semiquantitative PCR mit
spezifischen RXFP1 Primern zeigte, dass 48 h nach Transfektion eine Reduktion des
RXFP1 Rezeptors erreicht wurde (Abb. 17A). Die Auswertung des Motilitdtsassays mit
den transient transfizierten MDA-MB-231 Zellen lieR deutlich erkennen, dass es bei
den mit siRNA gegen RXFP1 behandelten Zellen nicht mehr zu einer Erhdhung der
Motilitdt nach Inkubation mit rhRLN2 kam (Abb. 17B).
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Abb. 17: [A] Semiquantitative RT-PCR von RXFP1 der MDA-MB-231 Brustkrebszelllinie nach
transienter Transfektion mit 150 nM spezifischer siRNA gegen RXFP1. [B] Motilititsassay
der MDA-MB-231 Zellen mit 500 ng/ml rhRLN2 nach transienter Transfektion mit einer
siRNA gegen RXFP1, **p=< 0,005.
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3.2.9 Softagar-Assay

Maligne Zellen besitzen die Fahigkeit, ohne Kontakt zu einem spezifischen Untergrund
in einer 3D-Matrix Kolonien zu bilden. Dadurch lassen sich spater Schilisse ber den
Einfluss von Relaxin 2 auf das Metastasierungsverhalten der Brustkrebszelllinie MDA-
MB-231 schlielen. Mittels eines solchen Softagar-Assays wurde das
Wachstumsverhalten der RLN2 exprimierenden MDA/RLN2 Transfektanten im
Vergleich zur Vektorkontrolle MDA/EGFP untersucht. Nach 4 Wochen Kultivierung bei
37°C wurden die gebildeten Kolonien mit lodotetrazoliumchlorid Gber Nacht bei 37°C
angefarbt. Der Farbstoff wird nur von lebenden Zellen eingebaut und lasst die Kolonien
rot erscheinen (Abb. 18).

MDA/EGFP MDA/RLN2

g|150g |

Abb. 18: Darstellung einzelner mit Toluidinblau gefarbter Kolonien eines Softagar-Assays der
MDA/RLN2 Transfektanten im Vergleich zur Vektorkontrolle MDA/EGFP.

Anschliellend wurden die Anzahl sowie die Gréle der gefarbten Kolonien bestimmt. Es
zeigte sich, dass sich nur bei 2 von 3 Transfektanten die Anzahl der Kolonien erhéht
hat (Abb. 19A). Besonders fiel auf, dass sich die Anzahl der grofieren Kolonien (ab
200 um) erhohte (Abb. 19B).
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Abb. 19: Softagar-Assay zur Untersuchung des Wachstumsverhaltens der MDA/RLN2
Transfektanten im Vergleich zur Vektorkontrolle MDA/EGFP. A. Gesamtzahl der Kolonien;
B. Anzahl der Kolonien in definierten Durchmessern.

3.2.10 Einfluss von Relaxin 2 auf das Zytoskelett von humanen

Brustkrebszelllinien

Um besser den mdglichen Einfluss von Relaxin 2 auf das Zytoskelett und somit auf die
Motilitat zeigen zu kdnnen, wurden Immunfluoreszenzen von Phalloidin (F-Aktin), alpha
Tubulin sowie acetyliertem Tubulin von [a] den RLN2 Uberexprimierenden MDA/RLN2
Transfektanten im Vergleich zu der Vektorkontrolle sowie [b] von den MDA-MB-231
und MDA/EGFP Zelllinien nach Inkubationen mit 500 ng rhRLN2 flir verschiedene
Zeitpunkte durchgeflihrt. Bei der Untersuchung der Aktinfilamente Uber Phalloidin
(F-Aktin) konnten deutliche Veranderungen der Aktin-Strukturen nachgewiesen
werden. So war bei den MDA/RLN2 Transfektanten im Vergleich zu der MDA/EGFP
Vektorkontrolle eine deutliche Rickbildung der Filopodien (weiller Pfeil) sowie eine
starke Auspragung von Stressfasern (weilder gestrichelter Pfeil) zu erkennen (Abb.
20 A-B). Desweiteren lieRen sich ahnliche Phanomene nach Inkubationen mit
rekombinantem humanem RLN2 fir 24 Stunden erkennen. So konnte in den MDA-MB-
231 Mutterzellen wie in den RLN2 Transfektanten eine deutlich beginnende Ausbildung
von Stressfasern nach Inkubationen mit rhRLN2 gezeigt werden (Abb. 20 C-D). Im
Gegensatz zu den MDA/RLN2 Transfektanten traten bei den MDA-MB-231
Mutterzellen nach der 24-stiindigen Inkubation mit RLN2 aber auch verstarkt
Filopodien auf (Abb. 20 C-D). Nach der Inkubation der MDA/EGFP Vektorkontrolle mit
rekombinantem RLN2 konnten ahnliche Ergebnisse wie bei den MDA-MB-231 Zellen
beobachtet werden (Abb. 20 E-F). Auch hier war eine vermehrte Ausbildung der

sogenannten Stressfasern nach der Inkubation mit RLN2 zu erkennen (Abb. 20 E-F).
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AulRerdem konnte bei diesen Zellen wie zuvor bei der Mutterzelllinie eine erhohte
Bildung von Filopodien beobachtet werden (Abb. 20 F).

Einen weiteren wichtigen Bestandteil des Zytoskeletts fur die zellulare Motilitat stellen
die Mikrotubuli dar. Auch hier wurden von den verschiedenen Zelllinien dieser Arbeit
Immunfluoreszenzen von alpha Tubulin sowie von acetyliertem Tubulin durchgefuhrt
(Abb. 21). So konnten in den RLN2 Uberexprimierenden Transfektanten MDA/RLN2 im
Vergleich zur MDA/EGFP Vektorkontrolle signifikante Lokalisationsveranderungen von
alpha Tubulin (Abb. 21 A,C,E) aber auch des acetylierten Tubulins (Abb. 21 B,D,F)
beobachtet werden. Es zeigte sich bei den MDA/EGFP Transfektanten eine diffuse
Ausbreitung von alpha Tubulin (Abb. 21 A) aber auch von acetyliertem Tubulin
(Abb. 21 B). Im Gegensatz dazu lieR sich bei den RLN2 (berexprimierenden
Transfektanten bei alpha Tubulin (Abb. 21 C,E) als auch bei acetyliertem Tubulin
(Abb. 21 D,F) eine deutliche Ansammlung dieser Filamente an einer Seite des
Zellkerns beobachten. Diese Veranderungen der Lokalisation und Verdichtung der
Tubulin-Filamente konnte ebenfalls bei einer Inkubation der MDA-MB-231 Mutterzellen
mit humanem rekombinantem RLN2 erzielt werden (Abb. 22). So zeigten sich im
Vergleich zur Kontrolle (Abb. 22 A-B) nach 24-stiindiger Inkubation mit RLN2 bei alpha
Tubulin als auch bei acetyliertem Tubulin deutliche Lokalisationsveranderungen dieser
Filamente (Abb. 22 C-D). Diese konnten nach einer 72 stiindigen Inkubation mit RLN2
sogar noch verstarkt werden (Abb. 22 E-F).

40



Ergebnisse

Phalloidin

MDA/EGFP MDA/RLN2-23
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MDA-MB-231 MDA + 500 ng rhRLN2 [24h
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Abb. 20: Immunfluoreszenzen von Phalloidin zur Darstellung von Verdnderungen des Zytoskeletts
sowie der Ausbildung von Filopodien (weiBer Pfeil) und Stressfasern (weiBer
gestrichelter Pfeil) durch den Einfluss von Relaxin in RLN2 {iberexprimierenden
MDA/RLN2 Transfektanten im Vergleich zur Vektorkontrolle MDA/EGFP (A-B) sowie bei
den Zelllinien MDA-MB-231 (C-D) und MDA/EGFP (E-F) nach 24 stiindiger Inkubation mit
500 ng rekombinantem RLN2.
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Alpha Tubulin Acetyliertes Tubulin

MDA/EGFP MDA/EGFP

MDA/RLN2-19 MDA/RLN2-19

Cc

MDA/RLN2-23 MDA/RLN2-23

Abb. 21: Immunfluoreszenzen von alpha Tubulin (A,C,E) und acetyliertem Tubulin (B,D,F) bei
RLN2 iiberxprimierenden MDA/RLN2 Transfektanten im Vergleich zu der MDA/EGFP
Vektorkontrolle.
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Alpha Tubulin Acetyliertes Tubulin

MDA-MB-231 MDA-MB-231

A B

MDA + 500 ng rhRLN2 [24h MDA + 500 ng rhRLN2 [24h

MDA + 500 ng rhRLN2 [72h MDA + 500 ng rhRLN2 [72h

Abb. 22: Immunfluoreszenzen von alpha Tubulin (A,C,E) und acetyliertem Tubulin (B,D,F) bei den
MDA-MB-231 Mutterzellen nach 24 und 72 stiindiger Inkubation mit 500 ng humanem
rekombinantem Relaxin.

Ein weiterer Bestandteil der Mikrotubuli ist gamma Tubulin, was an der Keimung neuer
Tubulin-Filamente am Zentrosom beteiligt ist. In Fluoreszenzen werden diese als

punktférmige Strukturen sichtbar. Im Vergleich zu den MDA/EGFP Vektorkontrollen,
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wo gamma Tubulin meist auf einer Seite der Zelle erkennbar war, zeigten sich in den
MDA/RLNZ2 Gberexprimierenden Transfektanten mehr gamma Tubulin Strukturen,

welche um den gesamten Kern angeordnet waren (Abb. 23 A-D).

Gamma Tubulin

MDA/EGFP MDA/RLN2-4

A B

MDA/RLN2-19 MDA/RLN2-23

C 20 EI D 20 EI

Abb. 23: Immunfluoreszenzen von gamma Tubulin bei den RLN2 iiberexprimierenden MDA/RLN 2
Transfektanten im Vergleich zur Vektorkontrolle MDA/EGFP.

3.3 S100A4 eine neues Zielmolekil von Relaxin 2

Um einen genaueren Uberblick zu erhalten, welche Gene durch eine Uberexpression
von Relaxin 2 beeinflusst werden, wurde von den stabilen MDA/RLN2 Transfektanten
im Vergleich zur Vektorkontrolle MDA/EGFP ein Microarray durchgefiihrt. Dieser Array
wurde in Kollaboration mit Dr. Dirk Koczan durchgefuehrt (Institut flir Immunologie,
Universitat Rostock, Medizinische Fakultat, Schillingallee 70, 18055 Rostock). Dabei
konnte das Calcium bindende Protein S100A4 (Metastasin) als neues Zielmolekil von

Relaxin 2 in den humanen Brustkrebszelllinien identifiziert werden.
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3.3.1 Expressionsnachweis von S100A4 auf RNA Ebene

Zur Uberpriifung der Microarray-Daten wurden RT-PCR Analysen der stabilen
MDA/RLNZ2 Transfektanten im Vergleich zur Vektorkontrolle MDA/EGFP sowie der
MDA-MB-231 Mutterzelllinie durchgefihrt. Dabei wurden spezifische
Oligonukleotidprimer flir S100A4 und dessen Rezeptor RAGE (Tab. 3) verwendet. Das
Vorhandensein von Transkripten fir S100A4 und RAGE, einem potentiellen Rezeptor
fur S100A4, konnte gezeigt werden. Obwohl diese RT-PCR Analysen keine
quantitativen Rickschlisse zulassen, konnte ein Trend zur Verminderung der S100A4
Transkriptmenge in den RLN2 exprimierenden Transfektanten detektiert werden. (Abb.
24).

MDA MDA MDA MDA MDA MDA
MDA EGFP RLN2-1 RLN2-4 RLN2-6 RLN2-19 RLN2-23

S100Ad | R — E— — — —  —

RAGE | s samm semm « = s == ==

18s | s S —— S . .

Abb. 24: RT-PCR Analyse von S100A4 und dessen potentiellen Rezeptor RAGE der RLN2
tiberexprimierenden MDA/RLN2 Transfektanten im Vergleich zu den MDA/EGFP
Vektorkontrollen und der MDA-MB-231 Mutterzellen. 18s wurde als interner Standard
mitgefiihrt.

3.3.2 Expressionsnachweise von S100A4 auf Protein Ebene

Zu Beginn der Untersuchungen auf Protein Ebene wurde die Expression von S100A4
in verschiedenen humanen Brustkrebszelllinien untersucht. Die Western Blot Analysen
der verschiedenen Zelllinien ergaben, dass in den MDA-MB-231 und T-47D Zelllinien
der S100A4 Monomer als auch der Dimer exprimiert wird (Abb. 25). Hingegen konnte
in der MCF-7 Zelllinie keine Expression des S100A4 Monomers detektiert werden
(Abb. 25).

MCF-7 T-47D MDA

| (W «—— S100A4 (9kDa)

W | | S| W «— -Aktin (42kDa)

Abb. 25: Western Blot Analysen der S100A4 Expression in verschiedenen humanen
Brustkrebszelllinien. Beta Aktin diente als interner Standard.
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Zum Nachweis der Expression von S100A4 in den MDA/RLN2 Transfektanten wurden
von diesen Zelllinien Western Blot Analysen durchgeflihrt. Es zeigte sich in den
MDA/RLN2 Transfektanten im Vergleich zur Vektorkontrolle MDA/EGFP eine
signifikante Reduzierung der S100A4 Proteinexpression (Abb. 26).

MDA MDA MDA MDA MDA MDA
MDA EGFP RLN2-1 RLN2-4 RLN2-6 RLN2-19 RLN2-23

— . ' <«— S100A4 (9kDa)

- R-Aktin (42kDa)

Abb. 26: Western Blot Analysen zeigen die S100A4 Expression in den RLN2 iiberexprimierenden
Transfektanten der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 im Vergleich zu den jeweils
dazugehorigen Kontrollen.

Zur Uberpriifung, ob es sich bei den Veranderungen der S100A4 Expression in den
RLN2 dberexprimierenden Transfektanten der Brutkrebszelllinien um einen direkten
Einfluss von Relaxin handelt, wurden diese fir verschiedene Zeitpunkte mit
rekombinantem humanem RLN2 inkubiert. Western Blot Analysen zur Expression von
S100A4 der inkubierten MDA-MB-231 und T-47D Brustkrebszelllinien zeigten wie die
MDA/RLNZ2 Transfektanten eine Erniedrigung der S100A4 Expression (Abb. 27 A-B).

100ng 500ng 100ng 500ng
MDA  rhRLN2 rhRLN2 MDA  rhRLN2 rhRLN2
e e — <«— S100A4 (9kDa)
w— <+ B-Aktin (42kDa)
A <+—— 48h >< 72h ———»
500ng 500ng 500ng

T-47D rhRLN2  T-47D rhRLN2  T-47D rhRLN2

R R —— — <«— S100A4 (9kDa)

S SR G S «—— R-Aktin (42kDa)

<+— 24h —» «— 48h —» «— 72h —>

B

Abb. 27: Western Blot Analysen der S100A4 Expression nach Inkubationen mit 100 ng/ml oder
500 ng/ml rhRLN2 in den Brustkrebszelllinien MDA-MB-231 [A] und T-47D [B]. Beta Aktin
diente als interner Standard.
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3.3.3 Einfluss von S100A4 auf die Motilitat der humanen
Brustkrebszelllinie MDA-MB-231

Um den Einfluss von S100A4 auf die Motilitat der humanen Brustkrebszelllinie
MDA-MB-231 besser untersuchen zu konnen, wurde die Expression von S100A4 in
diesen Zellen mit Hilfe einer spezifischen siRNA gegen S100A4 signifikant reduziert
(Tab. 2). Dabei wurden die MDA-MB-231 Zellen mit 200 nM siRNA gegen S100A4
transient transfektiert. Als Kontrollen dienten Zellen, welche nur mit Lipofectamine oder
mit der gleichen Konzentration einer Negativ Control (non-sp.) siRNA inkubiert wurden.
AnschlieRende PCR (Abb. 28 A) und Western Blot (Abb. 28 B) Analysen zeigten, dass
in den MDA-MB-231 Zellen erfolgreich die Expression von S100A4 mittels siRNA
signifikant reduziert wurde.

non-sp. 200 nM
MDA Lipo. siRNA  S100A4 siRNA

(. — e oo | ——  S100A4

| — — — — | +—  18s

A [=EEwE
non-sp. 200nM
MDA Lipo. siRNA  S100A4 siRNA
— R <«— S100A4 (9kDa)
—— — < R-Aktin (42kDa)
B

Abb. 28: Semiquantitative RT-PCR [A] und Western Blot [B] Analysen der Expression von S100A4
nach transienter Transfektion mit spezifischer siRNA gegen S100A4 in der humanen
Brustkrebszelllinie MDA-MB-231. 18s und beta Aktin wurde als interne Standards
mitgefiihrt.

Nach erfolgreicher Ausschaltung von S100A4 durch eine spezifische siRNA gegen
S100A4 in der humanen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 wurden Motilitats-Assays
durchgefiihrt. Dabei wurden die Zellen transient mir 200 nM siRNA gegen S100A4
transfiziert. 24 Stunden nach erfolgreicher Transfektion wurde mit den transfizierten
Zellen ein Motilitdts-Assay flr weitere 24 Stunden durchgefiihrt. AuBerdem wurden die
transfizierten MDA-MB-231 wahrend des Motilitats-Assays zusatzlich mit 500 ng/ml
rhRLN2 inkubiert. Dieser wurde dann 48 h nach der Transfektion ausgewertet. Bei der
Auswertung der Assays von den MDA-MB-231, welche eine Expression des S100A4
Monomers aufwiesen, war eine signifikante Erniedrigung der Motilitdt der mit siRNA
behandelten Zellen zu erkennen (Abb. 29). AuRerdem zeigte sich bei den mit rhRLN2
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inkubierten Kontrollen wie zuvor in 3.2.6.1 beschrieben eine deutliche Erhéhung der
Motilitdt (Abb. 29). Hingegen konnte keine Relaxin-bedingte Erhdhung der Motilitat
nach Inkubation der Zellen mit siRNA gezeigt werden (Abb. 29).

7000 -

—
p<0,005

Ak
l p<0,005

5000 - l .
p<0,005

4000 l
3000 - —L

6000 -

Zellzahl

2000 -

1000 -

0 T T T T 1
Ko rhRLN2 ‘ Ko rhRLN2 ‘ Ko rhRLN2 Ko rhRLN2

<+— MDA-MB-231—><— Lipofectamine —><— non-sp. siRNA —><— S100A4 siRNA —

Abb. 29: Motilitats-Assay der humanen Karzinomzelllinien MDA-MB-231 nach Behandlung mit
siRNA gegen S100A4 und zusétzlicher Inkubation mit 500 ng/ml rhRLN2 fiir 24 h. Als
Kontrollen dienten unbehandelte Zellen sowie Zellen welche nur mit Lipofectamine oder
mit einer unspezifischen siRNA (non-sp.) inkubiert wurden, *p< 0,05, **p< 0,005 fiir
Erhéhungen, # p=< 0,005 fiir Erniedrigung.

3.3.4 RLN2 bedingtes Tumorwachstum in Nacktmausen

Um den Einfluss von Relaxin 2 auf das Tumorwachstum genauer untersuchen zu
kénnen, wurden die RLN2 exprimierenden Transfektanten MDA/RLN2-19 und
MDA/RLN2-23 sowie die Vektorkontrolle MDA/EGFP mit einer Zellzahl von 2x10” pro
ml subkutan in die Seiten von Nachtmausen injiziert. Das Tumorwachstum wurde 2 mal
pro Woche kontrolliert sowie dokumentiert (Abb. 30). Dabei wurden die Grélien der

Tumore bestimmt und das Wohlbefinden der Mause gepriift.

MDA/EGFP
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MDA/RLN2-19

MDA/RLN2-23

Abb. 30: Tumorwachstum der RLN2 exprimierenden MDA/RLN2-19 und MDA/RLN2-23
Transfektanten im Vergleich zur Vektorkontrolle MDA/EGFP.

Nach 6 Wochen wurden die Mause getdtet und die Tumore fir spatere RNA und
Protein Analysen entnommen, geteilt, in flissigem Stickstoff oder in Pikrinsaure
konserviert. Nicht nur die Tumore, auch andere Organe wie Leber, Lunge oder Gehirn
wurden entnommen, auf Metastasen untersucht und konserviert. Es konnten jedoch in
allen anderen Organen keine Metastasen identifiziert werden. Zur Untersuchung auf
mogliche gebildete Knochenmetastasen wurden von den toten Ma&usen
Roéntgenaufnahmen gemacht. Die Ergebnisse zeigten, dass sich in dieser Zeit keine
Metastasen in den Knochen gebildet hatten (Abb. 31).

MDA/EGFP MDA/RLN2-19 MDA/RLN2-23

Abb. 31: Rontgenaufnahmen der getoteten Nacktmause zur Untersuchung auf ausgebildete
Knochenmetastasen.

Des Weiteren wurden die erfassten Tumordaten ausgewertet. Dabei wurde zuerst das

Tumorvolumen mit Hilfe der Formel zur Berechnung des Volumenes eines Ellipsoiden
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(4/3*Pie*a*b*c, wobei a, b und c die Halbachsen darstellen) bestimmt. Anhand der
ermittelten TumorgréRRen liel® sich so das Tumorwachstum der RLN2 exprimierenden
Transfektanten MDA/RLN2-19 und MDA/RLN2-23 im Vergleich zur Vektorkontrolle
MDA/EGFP grafisch in einem Box Blot Diagramm darstellen. Die Auswertung der
Daten zeigte deutlich, dass das Tumorwachstum der RLNZ2 exprimierenden
Transfektanten MDA/RLN2-19 und MDA/RLN2-23 signifikant reduziert wurde im
Vergleich zu dem Tumorwachstum der Vektorkontrolle MDA/EGFP (Abb. 32).
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Abb. 32: Tumorwachstum der MDA/RLN2 Tumoren im Vergleich zu den MDA/EGFP Tumoren.
Dabei stellen e = Extremwerte und x = AusreiBer dar.

3.3.5 RLN2 indizierte morphologische Veranderungen der Maustumore

Nach den Untersuchungen zum Tumorwachstum wurde die Tumormorphologie der
RLN2 exprimierenden Tumoren im Vergleich zu den Tumoren der Vektorkontrolle
untersucht. Dabei wurden die in Paraffin eingebetteten Tumorgewebe geschnitten und
anschliel’end eine HE-Farbung angefertigt. Diese zeigte, dass sich in den Tumoren der
MDA/RLNZ2 Transfektanten kleinere Gruppen von Tumorzellen detektieren liel3en, als
in den Tumoren der Vektorkontrolle MDA/EGFP (Abb. 33).
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MDA/RLN2

Abb. 33: HE-Farbungen zur Untersuchungen der Morphologie der verschieden Tumoren der
Transfektanten MDA/EGFP im Vergleich zu den Tumoren der MDA/RLN2 Transfektanten.

3.3.6 Expressionsanalysen von RLN2 und S100A4 der Maustumoren

Fur die Expressionsuntersuchungen wurden die im Stickstoff gelagerten Tumorgewebe
homogenisiert und aus dem Gewebepulver RNA und Proteine gewonnen. Zu Beginn
der Untersuchungen wurde eine semiquantitative RT-PCR von humanem RLN2
durchgefuhrt. Auch hier konnte eine Expression von RLN2 in den Tumoren der
MDA/RLN2 Transfektanten (R-T1, R-T2, R-T3) im Vergleich zu Tumoren der
MDA/EGFP Vektorkontrolle (E-T1, E-T2, E-T3) festgestellt werden (Abb. 34 A).
Mausleber diente als Negativkontrolle. In S100A4 Western Blot Analysen zeigte sich,
dass wie zuvor in den in-vitro Untersuchungen, die Expression von S100A4 in den
Tumoren der MDA/RLN2 Transfektanten ((R-T1, R-T2, R-T3) im Vergleich zu den
Tumoren der Vektorkontrolle MDA/EGFP (E-T1, E-T2, E-T3) signifikant erniedrigt war
(Abb. 34 B).

Leber E-T1 E-T2 E-T4 R-T1 R-T2 R-T3

<+«— 18s

A

E-T1 E-T2 E-T4 R-T1 R-T2 R-T3

S — <+— S100A4 (9kDa)

:—:w-—ﬁ <+ B-Aktin (42kDa)
B

Abb. 34: [A] Durchgefiihrte semiquantitative RT-PCR fiir humanes RLN2 in den Tumoren der
MDA/RLN2 (R-T1,2,3) Transfektanten im Vergleich zu den Tumoren der Vektorkontrolle
MDA/EGFP (E-T1,2,3). [B] Western Blot Analyse der Expression von S100A4 in den
Maustumoren der MDA/RLN2 Transfektanten im Vergleich zu MDA/EGFP Transfektanten.
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4 Diskussion

Um die Ostrogen Rezeptor alpha unabhangige Rolle von Relaxin 2 besser in humanen
Brustkrebszellen analysieren zu kdnnen, wurde in dieser Arbeit ein neues

Modellsystem etabliert.

Als Modellsystem diente die humane MDA-MB-231 Brustkrebszelllinie, welche keinen
Ostrogen-Rezeptor alpha exprimiert und kaum detektierbare Expression von Relaxin 2
aufweist. Nach einer erfolgreichen stabilen Transfektion mit dem eukarioten
Expressionsvektor pIRES-EGFP mit einem pre/pro Relaxin 2 Konstrukt, sollten die
parakrinen und autokrinen Wirkungsweisen des sezernierten Relaxin 2 der
Transfektanten der humanen Brustkrebszelllinie untersucht werden. Es wurden jeweils
5 Relaxin Uberexprimierende MDA/RLN2 Transfektanten im Vergleich zur
Vektorkontrolle und der MDA-MB-231 Mutterzelllinie untersucht. Nach erfolgreicher
Transfektion konnte eine deutliche stabile Uberexpression von Relaxin 2 auf RNA und
Protein Ebene nachgewiesen werden. In allen Transfektanten konnte auf Protein-
Ebene eine Expression des 18 kDa grol3en pro-Relaxin detektiert werden. Pro-Relaxin
enthalt noch das C-Peptide und ist — genau wie das komplett prozessierte 6kDa grof3e
heterodimere Relaxin Peptid - biologisch aktiv [69, 107-108]. Semiquantitative RT-PCR
Analysen haben die Expression des Relaxin Rezeptors RXFP1 in den Transfektanten
nachgewiesen. Es zeigte sich, dass eine Uberexpression von Relaxin 2 auf RNA
Ebene keinen Einfluss auf die Expression des spezifischen Relaxin 2 Rezeptors
RXFP1 in den MDA-MB-231 Brustkrebszellen besitzt. Eine Sekretion von Relaxin 2 in
den MDA/RLN2 Transfektanten konnte im Relaxin-ELISA gezeigt werden. Hier liel3
sich die 50 fach hohere Konzentration an sezerniertem Relaxin als in den
Vektorkontrollen nachweisen. Um die Bioaktivitdt des sezernierten Relaxin 2 unserer
Transfektanten eindeutig beweisen zu koénnen, nutzen wir einen kommerziell
erhaltlichen cAMP Assay. Aus Literaturangaben konnten wir bereits entnehmen, dass
sich in der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 nach Inkubationen mit Relaxin 2 ein
biphasischer Anstieg des cAMP Gehaltes beobachten lieR [52]. Ubereinstimmend mit
den Literaturangaben konnten wir nach Inkubationen mit gewonnen Uberstanden der
MDA/RLN2 Transfektanten als auch mit rekombinantem Relaxin sowohl in der
humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 als auch in den flr uns interessanten
MDA-MB-231 Mutterzellen eine signifikante Erhohung des intrazellularen cAMP
Gehaltes hervorrufen. Einerseits machte diese Erhdhung deutlich, dass das von den
MDA/RLNZ2 Transfektanten sezernierte Relaxin 2 bioaktiv ist. Desweiteren liel3en diese
Ergebnisse darauf schlielen, dass die humane Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 ein

funktionales RXFP1 Rezeptor System besitzt. Die Ergebnisse vieler Studien zeigen,
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dass die Tumorentwicklung bei Brustkrebs ein Prozess ist, welcher in mehreren
Schritten ablauft und viele verschiedene Faktoren wie der Ostrogen-Rezeptor-alpha
oder das Peptidhormon Relaxin mit seinen pleiotropen Eigenschaften an
verschiedenen Signalwege involviert sind [109]. Je mehr Uber die Entwicklung von
Brustkrebs bekannt ist, desto besser kénnen Behandlungsstrategien wie
Hormontherapien, Chemotherapien oder Immuntherapien entwickelt und angewandt
werden. Durch die verbesserten Methoden der Friherkennung und Therapien lasst

sich dann die Uberlebensrate der betroffen Patientinnen begiinstigen.

Es stellt sich nun die Frage, wie sieht es bei humanen Brustkrebszelllinien aus, bei
denen der Ostrogen-Rezeptor alpha nicht vorhanden ist? Reagieren die Zelllinien auf
die gleiche Weise auf Inkubationen mit Relaxin 2 wie Ostrogen-Rezeptor-alpha positive

Brustkrebszelllinien?

4.1 Einfluss von RLN2 auf die Motilitat und Invasivitat von

humanen Brustkrebszelllinien

Die Ausbreitung von Krebs im menschlichen Organismus durch Motilitat, Migration und
Invasion wird assoziiert mit Veranderungen der Zellproliferation, intrazellularen
Veranderungen sowie Veranderungen der Zelladhasion, erhdhter Motilitdt und der
Fahigkeit von Krebszellen, in entfernte Regionen einzuwandern [110] und Anschluss

an die Vaskularisation zu organisieren [111].

Um einen genaueren Einblick auf die parakrine (Einfluss auf benachbarte Zellen) und
autokrine (Einfluss auf die sezernierende Zelle selbst) Wirkungsweise von Relaxin auf
diese zellularen Eigenschaften zu erhalten, wurden in dieser Arbeit verschiedene
Motilitats-, Migrations- und Softagar-Assays durchgefiihrt. Bei Untersuchungen an
humanen Schilddrisenkarzinomzelllinien innerhalb unserer Forschungsgruppe war
Relaxin in der Lage, die Motilitat dieser Zellen signifikant zu steigern [103]. Die in
dieser Arbeit durchgefiihrten Motilitats-Assays zeigen Ubereinstimmend mit der
Literatur, dass sich die Motilitat der humanen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 durch
eine 24-stiindige Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen (100 ng/ml und 500
ng/ml) von rekombinantem Relaxin signifikant erhéhen lie. Die Motilitdt konnte nicht
nur erhdht werden mit rekombinantem Relaxin sondern auch mit Zellkulturiiberstand
der MDA/RLNZ2 Transfektanten flr 24 Stunden im Vergleich zu den Inkubationen mit
Uberstanden der Vektorkontrollen, obwohl die Konzentration von Relaxin mit einer
Menge von 60 bis 80 pg/ml eine Potenz niedriger war als bei den Inkubationen mit

rekombinantem Relaxin. Es bleibt anzumerken, dass parakrin hoéhere RLN2
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Konzentrationen vorliegen kénnen als im ELISA gemessen wurde. Ausserdem wurde
kirzlich beschrieben, dass in kardialen Fibroblasten der Ratte und in humanen
embryonalen Nierenzellen (HEK293 Zellen) durch die Bindung eines aktiven GPCR
Signalosoms an den Relaxin Rezeptor RXFP1 bereits niedrige Relaxinkonzentration im
sub-picomolaren Bereich zu einer Erhéhung der cAMP Konzentration fihrte [63].
Erstaunlicherweise brachten die durchgefihrten Motilitdts Assays mit den Relaxin
exprimierenden Transfektanten ganz andere Resultate zum Vorschein. Entgegen der
erwarteten erhéhten Motilitat zeigten sich bei vier von finf getesteten MDA/RLN2
Transfektanten im Vergleich zur Vektorkontrolle MDA/EGFP eine signifikante
Erniedrigung der Matilitat trotz unveranderter RXFP1 Expression. Wir kdnnen derzeit
nicht erklaren weshalb die stabile Transfektante MDA/RLN2-1 keine Veranderungen
der Motilitat im Vergleich zur Kontrolle und den anderen Transfektanten aufweist, da
wir keine Unterschiede in den sezernierten Relaxin Konzentrationen zwischen den
einzelnen Transfektanten ermitteln konnten. Anhand von semiquantitativen RT-PCR
Analysen konnte der Nachweis erbracht werden, dass diese Reduktion der Motilitat in
den MDA/RLN2 Transfektanten nicht mit einer Erniedrigung der Expression des
Relaxin Rezeptors RXFP1 verbunden ist [112]. Aulerdem wurde in humanen
decidualen Zellen eine Zeit-und Konzentrations-abhangige Erhéhung der RXFP1
Expression beschrieben [113-114]. Durchgefiihrte siRNA Knock-down Versuche, bei
denen transient RXFP1 ausgeschaltet wurde, zeigten, dass es sich bei der positiven
Beeinflussung der Motilitat der MDA-MB-231 Mutterzellen um eine spezifische Relaxin
Antwort handelt, welche Uber den spezifischen Relaxin Rezeptor RXFP1 vermittelt

wird.

Die reduzierte Motilitdt der MDA/RLNZ2 Transfektanten stand kontrovers zu den
Resultaten der MDA-MB-231 Mutterzellen, welche auf Relaxin mit erhohter Motilitat
reagieren. Wie bereits erwahnt spielt bei dem Einfluss von Relaxin auf die Proliferation
der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7 der Zeitfaktor eine wichtige Rolle [51, 64]. Die
Expositionsdauer kénnte auch die gegensatzlichen Ergebnisse der Motilitdt zwischen
MDA/RLN2 Transfektanten und den MDA-MB-231 Mutterzellen erklaren. Unter dieser
Fragestellung wurden die MDA-MB-231 Mutterzellen 7 Tage mit rekombinantem
Relaxin inkubiert und anschlieBend ein 24-stiindiger Motilitits Assay unter Relaxin
Inkubation durchgeflhrt. Die Ergebnisse machten deutlich, dass es nach einer
8-tagigen dauerhaften Inkubation mit Relaxin nicht mehr zu einer Relaxin vermittelten
Erhdhung der Motilitét der MDA-MB-231 Zellen kommt. Anhand dieser Ergebnisse
kann davon ausgegangen werden, dass die nachgewiesene Erhéhung der Motilitat der
MDA-MB-231 Wildtypzellen durch eine 24 stundige Inkubation mit Relaxin ein
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temporares Phanomen darstellt. Eine weitere Erklarung fur die zeitliche Abhangigkeit
der Zellmotilitdt von Relaxin kdnnte auch zurlckzuflhren sein auf einen eventuellen
switch in der Kopplung von G-Proteinen an den Relaxin Rezeptor RXFP1 [56, 61].
Dieser zeitbedingte Effekt von Relaxin kdnnte nun die gegensatzlichen Ergebnisse
zwischen den kurzzeitlich inkubierten MDA-MB-231 Mutterzellen und den MDA/RLN2
Transfektanten erklaren. Dadurch, dass die MDA/RLN2 Transfektanten permanent
Relaxin produzieren, ahnelt ihr Verhalten vergleichsweise eher Zellen in einem
Brustkrebskarzinom, wo bereits eine Uberexpression von Relaxin nachgewiesen wurde
[90-91]. Jedoch besteht auch die Madglichkeit, dass durch die heterogene
Tumorpopolation, welche im Mammakarzinom exsistiert, beide Relaxinwirkungen auf

die Motilitat der Zellen aktiv sein konnen.

Einen weiteren wichtigen Aspekt wahrend der Tumorprogression spielt die Migration
und Invasion der Tumorzellen. In dieser Arbeit bezieht sich der Begriff ,Migration* auf
die in-vitro Invasivitdt von Tumorzellen durch extrazelluldre Matrix. Literaturangaben
zufolge ist bekannt, dass Relaxin in vitro eine Erhdhung der Migration durch die
extrazelluldre Matrix in  humanen Brustkrebszelllinien [115], in humanen
Prostatakarzinomzellen [69], in humanen Schilddrisenkarzinomzelllinien [103] sowie in
humanen endometrialen Karzinomzelllinien [92] induziert, welche durch RXFP1
vermittelt wird [115]. Bei der Durchfihrung verschiedener Migrations Assays mit
einzelnen Bestandteilen der Extrazellularen Matrix wie Kollagen A, Elastin, Gelatine
und Laminin zeigte sich, dass eine konstante Produktion von Relaxin einen negativen
Einfluss auf die invasiven Fahigkeiten der humanen MDA-MB-231 Brustkrebszelllinie
besitzt. Es sollte erwahnt werden, dass wir bewusst auf den Einsatz eines
sogenannten Matrigel verzichtet haben, um den Einfluss von verschiedenen
Wachstumsfaktoren wie EGF, bFGF, NGF, PDGF, IGF und TGF-3 sowie einem
Gemisch von Komponenten der extrazellularen Matrix wie Laminin, Collagen N und
Entactin ausschlieRen zu kénnen. Die Expression und Sekretion von Metalloproteasen
(MMP) mit kollagenolytischer und geltinolytischer Aktivitat und deren Inhibitoren (TIMP)
spielt fur die Migration und Invasion von Zellen eine bedeutende Rolle. Welchen
Einfluss eine erhdhte Expression von Relaxin 2 auf die Expression der verschiedenen
MMPs und somit auf die Migration und Invasion der hier zu untersuchenden
Brustkrebszellen hat, war nicht Teil dieser Arbeit, die sich auf S100A4 als Relaxin
Zielmolekul konzentrierte. So zeigte sich bei friheren Experimenten mit verschiedenen
Brustkrebszelllinien (MCF-7, SK-BR3) eine Relaxin vermittelte Erhdhung der Sekretion
von MMP2, MMP7 und MMP9 sowie einer erhéhten mRNA Expression von MMP2, 9,

13 und 14, was zu einer damit verbundenen Steigerung der Invasivitat der Zellen fuhrte
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[116]. In Schilddrisenkarzinomzelllinien, in speziellen Trophoblastenzellen (EVTs) oder
in zervikalen Fibroblasten, konnte zusatzlich zu der Erhéhung von verschiedenen
MMPs noch eine deutliche Erniedrigung von dessen Inhibitoren (TIMPs) nachgewiesen
werden [117, 115, 118]. Im Gegensatz dazu fand sich eine Relaxin-bedingte
Herunterregulation des pro-MMP1 Proteins in endometrialen Zellen [119]. Die
verminderte Migration der MDA/RLN2 Transfektanten in dieser Studie ist mit groRRer

Wahrscheinlichkeit auf die verminderte Zell-Motiliat zurtickzuflhren.

Bei der Durchflihrung eines Softagar Assays sollte die Fahigkeit zur Koloniebildung in
einer 3D Agarose Matrix in Abhangigkeit von Relaxin genauer untersucht werden.
Softagar Assays werden durchgefiihrt zur Untersuchung des ,anchorage-independent
growth®, einer Eigenschaft, die Tumorzellen von nicht-tumorigenen Zellen
unterscheidet. Im Falle dieser Studie wurden MDA-MB-231 Tumorzellen verwandt, um
das Wachstum von Kolonien von RLN2-exprinerneden Transfektanten im Vergleich zu
Leervektortransfektanten zu untersuchen. Unsere Softagar Assays zeigten, dass in 3
von 5 untersuchten MDA/RLNZ2 Transfektanten keine erhéhte Anzahl von Kolonien
auftrat. Insgesamt war jedoch der Prozentsatz von gréReren Kolonien mit einer GroRe
von mehr als 200 um bei den MDA/RLN2 Transfektanten deutlich hdher im Vergleich
zu der Vektorkontrolle MDA/EGFP. Dabei haben frihere Untersuchungen unserer
Forschungsgruppe an humanen Schilddrisenkarzinomzellen eine Relaxin-abhangige
Erhéhung der Anzahl von kleineren Kolonien gezeigt [103]. Um eine genauere
Erklarung zu finden, kdnnen bereits proliferative Verdnderungen der Zellen
ausgeschlossen werden. In den durchgeflihrten BrdU und MTT Assays zeigten sich
keine Proliferations férderenden Eigenschaften von Relaxin in den MDA-MB-231
Mutterzellen. Auch eine erhdhte mitochondriale Aktivitat als Basis fur ein erhdhtes
Uberleben der Zellen konnte in den von uns durchgefiihrten ATP Assays nicht
beobachtet werden. Dass Relaxin Uber anti-apoptotische Fahigkeiten verfiigt, konnte
bereits in verschiedenen Experimenten gezeigt werden [120-122]. Es ist nicht
auszuschlieBen, dass Relaxin (iber eine anti-apoptotische Wirkung das Uberleben der

Zellen im Softagar und das Wachstum gréflierer Kolonien ermdglicht hat.

Weitere mdgliche Anhaltspunkte zur Klarung der Motilitdts-, Migrations- und Softagar
Ergebnisse lieferte der durchgefihrte mMRNA Expressions-Microarray der
Transfektanten. Hier wurde die Genexpression der Relaxin-exprimierenden
Transfektanten mit der der Leervektor-Transfektante verglichen. Darin konnte eine
4-fach erniedrigte Genexpression von S100A4 unter dem Einfluss von Relaxin
ausgemacht werden. Ein weiterer wichtiger Bestandteil der Arbeit bestand nun darin,

die Relaxin abhangige Expression dieses neuen Proteins bezlglich der Motilitat,
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Migration und Invasion genauer zu untersuchen. Das kleine Calcium-bindende Protein
S100A4 (Metastasin) ist bekannt, die Invasion von Krebszellen und das
Tumorwachstum in vivo zu fordern [123]. Mittels semiquantitativen RT-PCR konnte die
Expression von S100A4 nachgewiesen werden. In Western Blot Analysen zeigte sich
eine deutlich héhere Expression von S100A4 in den hoch invasiven humanen MDA-
MB-231 Zellen im Vergleich zu den weniger invasiven MCF7 und T-47D
Brustkrebszellen. Aus friiheren Studien ist bekannt, dass S100A4 hoch exprimiert ist in
metastasierenden Tumoren sowie in aktivierten und motilen Fibroblasten [124] und
einen Marker fir epithelial-mesenchymale Transition (EMT) darstellt [124]. In vivo
Studien mit S100A4 Transfektanten der Brustkrebszelllinie MCF-7 verdeutlichten, dass
S100A4 Transfektanten im Vergleich zum Wildtyp in den Nacktmausen ein erhdhtes
Tumorwachstum mit Invasionen in umgebende Muskelpartien und fetthaltiges Gewebe
sowie in regionale Lymphknoten und die Lungen zeigten [125]. Wie lassen sich nun die
Ergebnisse der Motlitdts- und Migrations-Assays erklaren? Bereits in einer friheren
Publikation haben wir berichtet, dass die Expression von S100A4 in den Relaxin
exprimirenden MDA/RLN2 Transfektanten auf RNA als auch auf Protein Ebene
signifikant runterreguliert wird [126]. Dieses Phanomen lasst sich auch auf den
MDA-MB-231 Mutterzellen nach einer mehrtagigen Inkubation mit rekombinantem
Relaxin zeigen und deutet erstmals darauf hin, dass S100A4 als ein neues Zielmolekdl
von Relaxin zu betrachten ist. Dieselbe Relaxin abhangige Runterregulation von
S100A4 lieR sich bei den Ostrogen Rezeptor alpha positiven T-47D Brustkrebszellen
nach 48- und 72- stindiger Inkubation nachweisen. Diese Ergenisse deuten darauf hin,
dass die Relaxin vermittelte Erniedrigung von S100A4 unabhangig vom Ostrogen
Rezeptor alpha Status ist, aber von der Zeitdauer der Exposition abhangt.
Untersuchungen der Zellmotilitdit nach einem Knock-down mittels siRNA gegen
S100A4 verdeutlichten, dass eine 24-stlindige Inkubation mit Relaxin nicht mehr in der
Lage war, die Zellmatilitat zu erhdhen. Diese Resultate demonstrieren, dass die
Relaxin induzierte Regulation der zellularen Motilitat von S100A4 abhangig ist und

verdeutlichen die Bedeutung von S100A4 als Relaxinzielgen.

Die Migration ist ein wichtiger Bestandteil verschiedener physiologischer und
pathologischer Prozesse inklusive bei der Entwicklung, der Wundheilung, im
Immunsystem, der Angiogenese und der Metastasierung. Die Fahigkeit von
Tumorzellen zu migrieren, ist ein entscheidendes Merkmal von Invasion und ein
wesentlicher Schritt zur Metastasierung [127-128]. Dabei tragt die zellulare Migration
und Metastasierung bei Brustkrebserkrankungen wesentlich zur Patienten Morbiditat

und Mortalitdt bei [128]. Die verschiedenen Komponenten des Zytoskeletts
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insbesondere die Mikrotubuli, die Intermidiarfilamente sowie die Aktinfilamente [129-
130] sind integriert in diverse Prozesse der zellulaeren Signaltransduktion, bei der
Modulation der Zellmorphologie und Motilitdt [110]. Die Reorganisation des
Zytoskeletts wird temporar und raumlich durch kleine GTPasen der Rho Familie
reguliert [131]. Sie beeinflussen die Reorganisation von Aktin, die fokale
Komplex/Adhasion, die Zellmotilitdt, die Zellpolaritat, den Zellzyklus und die
Transkription einzelner Gene [132]. Rho, Rac und Cdc42 sind hochkonservierte
Mitglieder der einzelnen Subfamilien und regulieren die zytoskelettale Reorganisation
und Genexpression [133-134]. In Brustkrebsgeweben wurde eine Hyperaktivitat
einiger Rho GTPasen und ihre Signalkomponenten gezeigt und eine Rolle der
GTPasen bei der Metastasierung von Brustkrebszellen in vivo beobachtet werden
[132]. In Krebszellen sind Aktinfilamente organisiert in Bilndeln, welche
Lammelopodien, Filopodien, Invadopodien sowie Stressfasern bilden [128-129, 135-
136]. Die kleinen aktiven GTPasen Rac und Cdc42 induzieren an den Membran-
Vorderkanten der Zellen fingerahnliche Strukturen (Filopodien) und blattdhnliche
Strukturen (Lammelopodien) [131]. RhoA reguliert die Formation von Stressfasern und
fokale Adhasionen [137-139]. In Brustkrebsgeweben konnte eine erhdhte Expression
von Cdc42 sowie von Rac und Rho nachgewiesen werden [140-142]. Rac 1 ist ein
positiver Regulator der Motilitdt von Brustkrebszellen und korreliert mit einem erhéhten
metastasierenden Potential [143-146]. In unseren Untersuchungen konnten wir
zeigen, dass es nach langzeitlicher Expression von Relaxin 2 zu deutlichen
Veranderungen der Aktinstrukturen in den MDA/RLN2 Transfektanten kommt. So
zeigte sich eine nahezu vollstandige Reduktion der Filopodien bzw. eine verstarkte
Bildung von Stressfasern. Diese sind zusammengesetzt aus Aktinblindeln mit hohen
Zugkraften [147]. Stressfasern unterscheiden sich im Vergleich von motilen und nicht
motilen Zellen in ihrer Struktur, Funktion und Polaritat [147-148]. Literaturangaben
zufolge besteht die Funktion der Stressfasen darin, die Zellstabilisierung und Adhasion
zu verstarken, isometrische Zugkrafte zu erzeugen, welche mechanische
Informationen vom ZellduBeren umwandeln, um Anderungen der Zellform zu bewegen
bzw. ein remodeling der extrazellularen Matrix durchzufihren. Aufgrund dieser
Eigenschaft sind diese Strukturen oft in nicht motilen Zellen zu finden [148-149].
Unsere Beobachtungen zeigten, dass in den MDA-MB-231 Zellen die Relaxin-
induzierte Erhdhung der Motilitat mit verstarkter Ausbildung von Filopodien einherging.
Umgekehrt lie sich nach Langzeitinkubationen mit rekombinatem Relaxin eine
Reduktion der Filopodien nachweisen. Diese Ergebnisse sind erste Indizien, dass
Relaxin einen zeitabhangigen Einfluss auf die Expression von aktiven GTPasen und

die damit verbundene Ausbildung von Filopodien und Stressfasern besitzt. Laufende

58



Diskussion

Untersuchungen zum Einfluss von Relaxin auf Rho-GTPasen in unserer Arbeitsgruppe
werden zur Klarung dieser Zusammenhange beitragen. In Myofibroblasten aus der
Lunge konnte kirzlich gezeigt werden, dass Relaxin Uber eine Regulation von RhoA
die Kontraktilitdt vermindert [150]. Untersuchungen in dieser Arbeit konnten nicht nur
Veranderungen in Aktin Strukturen beobachten, sondern wiesen auch Veranderungen
an der Lokalisation von alpha und acetyliertem Tubulin auf. Es wurde deutlich, dass
durch Relaxin 2 die diffuse Anordnung der Mikrotubuli verandert wurde und es zu
einer Ansammlung dieser Filamente in der Nahe des Zellkerns kam. Mikrotubuli sind
wichtig fir die mechanische Fahigkeit, die Stabilitdt und Bewegung sowie den
Transport von Molekulen innerhalb der Zelle [130]. Nicht nur die Dynamik und
Organisation der Plus Enden der Mikrotubuli sondern auch die Formation von
glytamyliertem Mikrotubuli scheint durch RhoA reguliert zu werden [151].
Literaturangaben zufolge besitzt extrazellulares S100A4 einen signifikanten Einfluss
auf die Expression von verschiedenen GTPasen wund somit auf das
Migrationsverhalten von Zellen [152]. Erste Untersuchungen unsererseits deuten
darauf hin, dass es zu einer Erhdhung der RhoA Expression in den MDA/RLN2
Transfektanten kommt und sich somit die erhdhte Darstellung von den Stressfasern in
diesen Zellen erklaren lieRe. Der Einfluss von Relaxin auf die Expression und Aktivitat
verschiedener GTPasen wird derzeit untersucht. Der Einblick in die Regulation und
Dynamik des Zytoskeletts sowie die Rolle der GTPasen ist essentiell fur die
Entwicklung neuer Strategien zur Voraussage, Behandlung und mdglicherweise

Schutz (Pravention) von Krebserkrankungen[130, 132].

4.2 Bedeutung von RLN2 fur die Proliferation und

das Tumorwachstum humaner Brustkrebszelllinien

4.2.1 Proliferation

In humanen Prostatakarzinomzellen konnte nicht nur eine Erhdéhung der Migration,
Invasion und Adhasion nachgewiesen werden, sondern auch eine Relaxin-abhangige
Erhéhung der Proliferation [105].

Mittels MTT Assays konnte keine signifikante Wirkungsweise des exprimierten Relaxin
2 auf die mitochondriale Aktivitdt der MDA/RLN2 Transfektanten im Vergleich zu den
Vektorkontrollen nachgewiesen werden. Da dem MTT Assay ein NADPH2-abhangiger
Substratumsatz zugrunde liegt, kann es sowohl als Proliferations — als auch als
Zytotoxizitdts Assay verwendet werden. Die MTT Daten der MDA-MB-231
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Transfektanten zeigten, dass die stabile Expression von RLN2 weder
proliferationsférdernd noch zytotoxisch wirkte. Relaxin 2 hat demnach keine mitogene
Wirkung in MDA-MB-231 humanen Brustkrebszellen. Ahnliche Resultate zeigten sich
bei einem durchgefiihrten ATP Assay. Hier zeigte sich, dass eine erhdhte Expression
von Relaxin 2 in den Transfektanten keine Veranderungen der metabolischen Aktivitat
dieser Zellen im Vergleich zu den Vektorkontrollen MDA/EGFP verursacht.
Untersuchungen unserer Forschungsgruppe an humanen Schilddrisenzelllinien,
welche durch eine stabile Transfektion ebenfalls wie die MDA/RLN2 Transfektanten
Relaxin vermehrt exprimieren, zeigten einen deutlich positiven und signifikanten
Einfluss von Relaxin 2 auf den ATP Umsatz dieser Zellen [103]. Durch die deutlich
unterschiedlichen Resultate, sollte von einer moglichen zellspezifischen
Wirkungsweise von Relaxin 2 in verschiedenen Krebszelllinien ausgegangen werden.
Unterschiedlichen Literaturangaben zufolge fordert Relaxin die Proliferation in
verschiedenen Zelllinien und agiert in diesen Zellen als Wachstumsfaktor. So konnte
erfolgreich die Proliferation in humanen Prostatakarzinomzelllinien [105], epithelialen
und stromalen Zellen des Cervix und der Vagina der Maus [153] oder in humanen
Schilddrisenzelllinien [103] mittels Relaxin erhdht werden.
Proliferationsuntersuchungen an der humanen  Brustkrebszelllinie = MCF-7
verdeutlichten, dass die Wirkungsweise von Relaxin biphasisch ist. So konnte ein
mitogener Effekt von Relaxin auf diese Zelllinie bei einer Konzentration im nanomolar
Bereich erreicht werden. Bei hoheren Relaxin Konzentrationen (mikromolar Bereich)
konnten keine Veranderungen bzw. eine Inhibition der Proliferationen provoziert
werden [51]. Inwiefern diese biphasische Reaktion mit der kirzlich beschriebenen
Aktivierung des RXFP1 im GPCR Signalosom zusammenhangt, ist in diesem
Zusammenhang unbekannt [63]. In dem in dieser Arbeit durchgeflihrten BrdU Assay,
bei dem MDA-MB-231 Mutterzellen mit Uberstanden der MDA/EGFP Zellen als
Kontrolle, sowie mit den Uberstianden der MDA/RLN2 Transfektanten als auch mit 100
ng rekombinantem Relaxin fir 24 Stunden inkubiert wurden, konnte eine signifikante
Relaxin abhangige Reduktion der Proliferation dieser Zelllinie gezeigt werden. Der mit
den MDA/RLN2 Transfektanten durchgefiihrte BrdU Assay zeigte ebenfalls keine
Erhéhung der Proliferation in den meisten getesteten Transfektanten. Deshalb gehen
wir davon aus, dass eine langfristige Uberexpression von Relaxin keine signifikanten
Veranderungen der Proliferation der MDA-MB-231 Transfektanten bewirkt. Dies steht
zum Teil in Widerspruch zu den bisher in der Literatur bekannten Wirkungsweisen von
Relaxin auf die Proliferation verschiedener humaner Krebszelllinien wie z.B. der MCF-7
[51] oder der Schilddrisenkarzinomzelllinie FTC-133 [103] und weist auf

zellspezifische Reaktionen hin. Ein weiterer Aspekt kdnnte der sogenannte Zeitfaktor
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sein. In einer Studie von [64] zeigte sich zum ersten Mal, dass es unterschiedliche
zeitabhangige Wirkungsweisen auf die Proliferation der humanen Brustkrebszelllinie
MCF-7 gibt. So wurde deutlich, dass Relaxin nach kurzen Inkubationen eine
Proliferations-fordernde und nach Langzeitinkubationen Proliferation-hemmende
Funktion besitzt. AufRerdem ist Relaxin in der Lage, direkt in vivo eine
Zelldifferenzierung zu stimulieren. So zeigte sich in Ostrogen behandelten
Nacktmausen eine durch Relaxin induzierte Differenzierung der humanen
Brustkrebszelllinie MCF-7 in epitheliale sowie myoepitheliale-ahnliche Zellen [154].
Zusammenfassend lassen diese Daten darauf schlieRen, dass eine
Langzeitexpression von Relaxin 2 womdglich eine Zelldifferenzierung sowie anti-

invasive Veranderung in humanen Brustkrebszelllinien fordert.

4.2.2 Tumorwachstum

Nun stellte sich die Frage, ob sich dieses Verhalten auch in vivo widerspiegeln wurde.
Um dies herauszufinden, wurden in vivo Tumorwachstumsstudien in Nacktmausen, bei
denen subkutan die stabilen MDA/RLN2 Transfektanten im Vergleich zu den
MDA/EGFP Vektorkontrollen injiziert wurden, durchgefihrt. Wie sich bereits nach den
in vitro Ergebnissen angedeutet hat, war das Tumorwachstum der MDA/RLN2
Transfektanten erheblich reduziert, was sich mit einer deutlich verringerten Grdéflie der
Tumoren im Vergleich zur Vektorkontrolle bemerkbar machte. Diese Resultate liegen
abermals im Kontrast zu den in der Literatur beschriebenen Wirkungsweisen von
Relaxin auf das Tumorwachstum. So zeigte sich bei stabilen Relaxin 2
Uberexprimierenden Transfektanten der humanen Schilddriisenkarzinomzelllinie
FTC-133 [155] und bei der humanen Prostatakarzinomzelllinie PC3 [156] ein erhdhtes
Relaxin abhangiges Tumorwachstum in vivo. Dieses erhdhte Relaxin abhangige
Tumorwachstum lie sich durch die Ausschaltung von RXFP1 mittels siRNA
unterdriicken, was zu einer erniedrigten TumorgroRe, Zellproliferation und
Metastasierungsrate flihrte [105]. Frihere Studien an der humanen Brustkrebszelllinie
MCF-7 zeigten eindeutig, dass die Konzentration von Relaxin sowie die Lange der
Inkubation eine Differenzierung der Zellen férdern und einen Wachstums-hemmenden
Effekt auf diese Zellen nach einer 7-tagigen Inkubation besitzen [64]. So zeigte sich in
einer Nacktmausstudie mit der humanen Brustkrebszelllinie MCF-7, bei denen die
Mause mit Ostrogen behandelt wurden, nach einer systematischen 19-tagigen
Applikation von Relaxin eine erhdhte Differenzierung in epitheliale und myoepitheliale
Zellen, ohne die GroRRe der Tumoren zu verandern [154]. Méglicherweise kdnnte so

eine Freigabe von Relaxin Uber einen langeren Zeitraum die Differenzierung férdern
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sowie anti-invasive intrazellulare Veranderungen verursachen. In unserem
Nacktmausmodell konnte in immunhistochemischen Untersuchungen der MDA/RLN2
Tumore eine erhdhte Anzahl von Zellen mit positiver Farbung fir smooth muscle actin
detektiert werden [Daten nicht gezeigt, siehe 112]. Diese Farbungen deuten auf ein
erhdhtes Vorhandensein von myoepithelialen Zellen in diesen Tumoren hin. Auferdem
wiesen Farbungen mit Picrosirius Rot mehr regelmaliger verteilte Kollagenfasern in
den MDA/RLN2 Tumoren im Vergleich zu den Tumoren der MDA/EGFP Gruppe auf.
Diese Ergebnisse deuten daruf hin, dass die MDA/RLN2 Tumore eine veranderte
Differenzierung besitzen [155]. Keine der Xenograft-Tumore inklusive der MDA/EGFP
injizierten Mause wiesen makroskopisch sichtbare Metastasen auf. Dies lasst sich
womoglich mit der zu kurzen Untersuchungszeit (60 Tage) erklaren, in der sich noch
keine Metastasen gebildet haben. Auch ist die subkutane Applikation von Tumorzellen

nicht geeignet, um Metastasierung nachzuweisen.

Untersuchungen der Tumorgewebe bestédtigten die Expression von Relaxin in
MDA/RLN2 Tumoren. Bei Western Blot Untersuchungen von den MDA/RLN2
Tumorgeweben im Vergleich zu den Tumorgeweben der MDA/EGFP Kontrollen,
konnte auch hier eine signifikante Runterregulierung von S100A4 nachgewiesen
werden. Diese Relaxin abhangige Erniedrigung von S100A4 konnte fur das reduzierte
Tumorwachstum verantwortlich sein. Eine ebenfalls wichtige Eigenschaft von S100A4
ist die duale Funktionsweise dieses Proteins, ndmlich innerhalb als auch auf3erhalb der
Zelle [157]. Es wurde bereits beschrieben, dass extrazellulares S100A4 die Funktion
eines angiogenetischen Faktors aufweist. So konnten diese Eigenschaften in S100A4
transgenen Mausen [158-159] und in vitro an endothelialen Zellen der Maus [160]
sowie an humanen Cerebro-mikrovaskularen endothelialen Zellen getestet werden
[161]. Unsere Gruppe hat zu einem spateren Zeitpunkt anhand von in-vitro tube-
formation Assays einen pro-angiogenetischen Effekt von RLN2-induziertem
extrazellularen S100A4 auf HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) gezeigt
[157]. Dieser ist mitverantwortlich fir die Induktion des Xenograft Tumrowachstums
von RLN2-sezernierenden Schilddrisenkarzinomzellen. In den von uns untersuchten
MDA-MB-231 Xenograft Tumorgeweben fanden sich grof3e nekrotische Bereiche bei
den MDA/EGFP als auch bei den MDA/RLN2 Transfektanten [112]. Einige Hinweise
deuteten darauf hin, dass bei den MDA/RLN2 Tumoren weniger Blutzellen zu finden
waren. Diese Erkenntnisse lassen darauf schliel3en, dass die reduzierte TumorgréfRe
potentiell ein Ergebnis aus der Kombination der erniedrigten Zellmotilitdt und
Proliferation und einer reduzierten Sekretion des angiogenetischen Faktors S100A4

der Tumorzellen ist. Mittels durchgefuhrter TUNEL Assays an Gewebeschnitten der
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MDA/RLN2 Tumore konnte ausgeschlossen werden, dass es durch Apoptose zu
einem vermindertem Tumorwachstum gekommen ist [Daten nicht gezeigt, siehe 112].
Untersuchungen haben gezeigt, dass S100A4 an den Tumorsuppressor p53 bindet
und in Kooperation mit dem Wildtyp von p53 Apoptose induzieren kann [162]. Diese
Relaxin abhangige Runterregulation des Metastasen férdernden Proteins S100A4 ist
von hoher medizinischer Wichtigkeit. In normalem Brustgewebe ist S100A4 nicht
nachweisbar. Hohere Expressionen von S100A4 konnten sowohl in friihen als auch in
fortgeschrittenen Stadien bei nicht infiltrierenden duktalen sowie in lobularen
Karzinomen im Vergleich zu infiltrierenden Karzinomen beider Typen der Brust
detektiert werden. Bei einem Vergleich zwischen infiltrierenden Tumoren und den
Lymphknotenmetastasen konnte jedoch eine héhere S100A4 Expression auf Seite der
Metastase detektiert werden [163]. Dieses Phanomen konnte auch in humanen
papillaren Schilddrisen-Tumorgeweben (PTC) nachgewiesen werden. So zeigten
papillare Primartumoren mit bekannten Lymphknotenmetastasen eine deutlich héhere
Expression von S100A4 als PTC Gewebe ohne nodale oder entfernte Metastasen
[155]. In verschiedenen Untersuchungen wurde deutlich, dass S100A4 Signale einen
Focus auf Faktoren haben kénnen, welche assoziiert sind mit Proliferation, Apoptose,
Wachstum sowie Differenzierung, Remodelling der Zellmembran und der ECM, der
Modulation zytoskelettaler Dynamiken, dem Erwerben von Invasivitat und der Induktion
von Angiogenese [110, 164-165]. All diese Eigenschaften weisen darauf hin, dass
S100A4 eine bedeutende Rolle in der Tumorprogression und Metastasierung spielt.
Umso wichtiger sind die von uns erhaltenen Daten. Zurzeit besitzt S100A4 eine
prognostische Rolle bei Patienten mit verschiedenen Arten von Krebserkrankungen wie
Pankreas [166] aber auch der Brust [167] und der Schilddrise [168-169]. AuRerdem
dient S100A4 als Metastasierungsmarker [170] bei Brustkrebspatientinnen [171-172].
Bekannte Regulatoren der S100A4 Expression sind DNA Methylierung des ersten
Introns von S100A4 [173], die Aktivierung des ErbB2 Signalweges [174] und eine
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors GATA-4 [175]. Kirzlich wurde eine
Aktivierung des Wnt/R-catenin Signalweges als Induktor der S100A4 Expression in
Kolonkarzinomen identifiziert [176-177]. Es bleibt zu klaren, welche regulatorischen
Mechanismen nach RXFP1 Aktivierung die Expression von S100A4 beeinflussen. In
dieser Arbeit wurde S100A4 als neues Zielmolekiil von Relaxin in Ostrogenrezeptor-
negativen humanen Brustkrebszellen identifiziert und damit eine Grundlage geschaffen
fur weiterflhrende Untersuchungen zur Regulation des metastasierungsférdernden
S100A4.
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5 Zusammenfasssung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden Transfektanten der hoch invasiven Ostrogen
Rezeptor alpha negativen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 etabliert, welche stabil
Relaxin-2 Uberexprimieren. Unsere Untersuchungen zeigten, dass in diesen Zellen
eine deutlich erhohte Expression und Sektretion von bioaktivem Relaxin-2 stattfindet.
AnschlieRend wurden die stabilen MDA/RLN2 Transfektanten auf Relaxin-2 bedingte
biologische Veranderungen zellularer Prozesse untersucht. Dabei zeigte sich, dass
eine  Uberexpression von Relaxin-2 keine zytotoxische sowie keine
proliferationsférdernde  Wirkung in den MDA-MB-231 Brustkrebszellen besitzt.
Daraufhin  wurden intensivere Untersuchungen im Bereich des zelluldren
Wachstumsverhaltens durchgefiihrt. Diese Experimente sollten mégliche Einfliisse von
Relaxin-2 auf die Motilitdt, Migration bzw. Invasion in humanen Brustkrebszellen
untersuchen. Die verschiedenen Assays wurden unter Berucksichtigung
unterschiedlicher Inkubationszeiten durchgefihrt um eventuelle zeitabhangige
Einflisse von Relaxin-2 aufzudecken. Es zeigte sich, dass die Wirkung von Relaxin-2
auf die Zellmotilitat und Zellmigration der Brustkrebszellen zeitabhangig ist. Nach einer
kurzfristigen Inkubation mit Relaxin-2 flir 24 Stunden erhdéht sich die Motilitat der
Zellen, hingegen es bei einer langfristigen Inkubation mit Relaxin 2 mit mehr als 3
Tagen es zu einer Hemmung der Motilitat der Zellen kommt. In dieser Arbeit wurde
auch die Einflussnahme von Relaxin 2 auf die Expression anderer Gene in der
humanen Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 untersucht. So konnte das Calcium-
bindende Protein S100A4 (Metastasin) als ein neues Zielmolekil des RLN2/RXPF1
Signalweges in humanen Brustkrebszellen identifiziert werden. Es zeigte sich bei den
Untersuchungen, dass es durch eine langfristige Exposition von RLN2 zu einer
transkriptionellen Reduktion von S100A4 kommt. Nicht nur stabil exprimiertes Relaxin,
sondern auch exogen einwirkendes Relaxin konnte in den Brustkrebszelllinien MDA-
MB-231 und T-47D die Expression von S100A4 erniedrigen. Diese deutliche
Verminderung von S100A4 fihrt zu einer signifikanten Hemmung der Zellmotilitat in
den stabilen MDA/RLNZ2 Transfektanten sowie in den Mutterzellen. Aber auch
Einflisse von Relaxin auf zytoskelettale Bestandeile konnten beobachtet werden. So
konnten wir zeigen, dass Relaxin-2 die =zelluldre Verteilung von Aktin- und
Tubulinfilamenten in humanen Brustkrebszellen verandert und zu einer verstarkten
Ausbildung von Stressfasern fihrt. Nach den abgeschlossenen in-vitro Experimenten
wurde das Tumorwachstum der stabilen Relaxin-2 Transfektanten im Nacktmausmodel
untersucht. Dabei wurde deutlich, dass die stabilen MDA/RLN2 Transfektanten ein

reduziertes Tumorwachstum aufwiesen und ebenfalls reduzierte S100A4 Protein Level
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in-vivo besitzen. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen deutlich, dass eine permanente
Expression von Relaxin-2 zu einer Inhibition des Tumorwachstums und zu anti-
invasiven Fahigkeiten in Ostrogen-unabhangigen Brutkrebszellen in-vivo filhrte. Dies
wird zum Teil durch eine Runterregulation von S100A4 vermittelt. In zukunftigen
Untersuchungen mit dem Ziel neue therapeutische Angriffspunkte im Zusammenspiel
von Relaxin 2, RXFP1 und dessen Interaktion mit S100A4 zu identifizieren, sollte es
uns ermoglichen, unser Verstandnis zu erganzen, wie diese klinischen Marker die
Motilitat, Migration und Invasion verschiedener Krebszellen verandern. Dabei sollte auf
transkriptioneller Ebene genauer untersucht werden, wie es zu einer Relaxin-2
bedingten Regulation von S100A4 in Abhangigkeit von RXFP1 kommt. Desweiteren ist
es wichtig zu untersuchen in welcher Art und Weise Relaxin-2 die kleinen GTPasen
und deren Bindungspartner reguliert und dessen Expression an der Migrationsfront von
Tumorzellen beeinflusst. Dieses Verstandnis wird klaren, ob Relaxin und sein Rezeptor
RXFP1 nicht nur als diagnostische und prognostische Marker verwendet werden
kénnen sondern auch als Zielmolekiile therapeutische Verwendung in der Zukunft

haben werden.
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Tischzentrifuge
UV-Transilluminator
Vortex-Genie 1

Western Blot-Labor
Blotkammer

Elektronik-Ruhrer Poly 15
Gel-Elektrophorese-Kammer
Kihlsystem WK230 LAUDA
Kihlzentrifuge Biofuge 28RS
pH Meter

Power Pac 300

Thermoschiittler

Mess-Labor
Fluoreszenzmikroskop Axioplan 2
Sirius Luminometer

Spectra Rainbow ELISA
Spektrophotometer
Gerateraum

-80°C Gefrierschranke
Stickstoffbehalter (Chronos® Biosafe®)

Materialien

Materialen
Deckglaser
Einbettkassetten

Einweg-Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)

Eppendorfgefalte (0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml)

Gewebekulturflaschen (25 cm?, 75 cm®,
175 cm?)

Gewebekulturplatten (96-Well, 24-Well, 6-

Well)
Geweberdhrchen
Hyperfilm-MP
Kryoréhrchen

Heraeus, Gera
Heraeus, Gera

Carl Zeiss, Jena
Superior, Marienfeld
Heraeus, Gera
Funeralia, Wirzburg
Memmert, GmbH

Biometra, Géttingen

Heraeus, Gera

BioRad, Munchen

Kodak, Stuttgart

Braun Biotech, Melsungen

Denver Instruments

Biometra, Géttingen

Scientific Industries Ink., Bohemia, USA

Trans Blot, BioRad, Miinchen
VARIOMAG, Miinchen

BioRad, Munchen

Boehringer Ingelheim, Heidelberg
Heraeus, Gera

InoLab

BioRad, Miinchen

HCL Haep Labor Consult, Borenden

Carl Zeiss, Jena

Berthold Detection System GmbH, Pforzheim
TECAN

UV-1602, Shimadzu, Kyoto, Japan

Heraeus, Gera
Messer Griesheim, Krefeld

Herkunft

Superior, Marienfeld
Engelbrecht, Ederminde

TPP, Schweiz

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Amersham Bioscience, Schweden
Greiner Bio-One, Frickenhausen
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Objekttrager

PP-Réhrchen (15 ml, 50 ml)

PVDF Membran

Thin Cherts™TC Filter

Whatman Blotting Papier (Filterpapier)

Chemikalien

Chemikalien und Biochemikalien
10xPCR Puffer
5xPuffer

acetyliertes Tubulin
Agarose
alpha-Tubulin
AmpliTaq Polymerase
AmpliTaq gold Polymerase
APS

APTEX

Broad Range Marker
Bromphenol Blau
Chloroform

Collagen A

DEPC

dNTP

DTT

ECL™-L6sung
EDTA

EGTA

Elastin

Entellan

Entwickler

Eosin

Essigsaure

Ethanol
Ethidiumbromid
Fixierer

Fluorescent Mounting Medium
Formaldehyde
Forskolin

gamma Tubulin
Gelatine

Glycerol

Glycin
Goat-anti-mouse IgG
Goat-anti-rabbit IgG
H.SO,

Hamalaun

HEPES
Hoechstfarbstoff
IBMX

Superior, Marienfeld

TPP, Schweiz

Amersham Bioscience, Schweden
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Biometra, Géttingen

Herkunft

Applied Biosystems, New Jersey, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roche Molecular Biochemicals, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Applied Biosystem, New Jersey; USA
Applied Biosystem, New Jersey; USA
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Promega GmbH, Madison, USA
SERVA, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Biochrom AG, Berlin

Sigma-Aldrich, Steinheim

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

Pierce Biotechnology, Rockford, USA
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma, Steinheim

Merck, Darmstadt

Kodak, Stuttgart

Merck, Darmstadt

Roth GmbH, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

SERVA, Heidelberg

Kodak, Stuttgart

DaKo

Sigma-Aldrich, Steinheim
Calbiochem, San Diego, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim

Biochrom AG, Berlin

Merck, Darmstadt

SERVA, Heidelberg, Germany

Santa Cruze Biotechnology, Heidelberg
Santa Cruze Biotechnology, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma, Steinheim
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Chemikalien und Biochemikalien
Isopropanol

KCI

Laminin

Lipofectamine™ 2000
Magermilchpulver
Mercaptoethanol
Metafectene™

Methanol

MgCl,

NaCl

Natriumcarbonat

NP-40

PBS

Phalloidin

Pikrinsaure

PIPES

Polyacrylamid

Ponceau-S
Protease-Inhibitor-Cocktail
Random Primer
Rhodamin gelabelter GAM
RNAse freies Wasser
RNasin

S100A4

SDS

R-Aktin

Superscript™ ||

TEMED

Toluidinblau

Tris-HCI

Triton-X100

Trizol Reagents

Tween 20

Xylol

Reagenzien fir Zellkultur
Amphotericin

DMEM/F12 Medium
DMSO

Earl’'s MEM Medium

FCS

Geneticin

Gentamycin

HBSS

Hydrocortison

Insulin
Insulin-Transferin-Selentite
L-Glutamin

Herkunft

Merck, Darmstadt

SERVA, Heidelberg

Sigma, Steinheim
Invitrogen, Burlington, ON, Canada
TSI GmbH & Co.KG, Zeven
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biontex, Mlnchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth GmbH, Karlsruhe
EuroClone, Pero, Italien
AppliChem GmbH, Darmstadt
Biotium, USA

Fluka, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Steinheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Invitrogen, Karlsruhe
Jackson ImmunoResearch
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe
Neomarkers, Fremont CA, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Invitrogen, Karlsruhe
BioRad, Miunchen

Merck, Darmstadt

Fluka, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Life Technologies, Karlsruhe
SERVA, Heidelberg

Roth GmbH, Karlsruhe
Herkunft

Sigma, Steinheim

Gibco, Berlin

Sigma, Steinheim

Biochrom AG, Berlin
BioWest, Nuaille

Invitrogen, Karlsruhe

Sigma, Steinheim

Gibco, Berlin

Sigma-Aldrich, Steinheim
Gibco, Berlin

Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

78



Anhang

Chemikalien und Biochemikalien
NaHCO;

Natriumpyruvat

Opti-MEM Medium
Penicillin/Streptomycin

rhRLN2

RPMI 1640 Medium

Trypsin/EDTA

Herkunft

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Gibco, Berlin

Gibco, Berlin

Phoenix Pharmaceuticals Inc., USA
Gibco, Berlin

Invitrogen, Karlsruhe
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Thesen

Ziel der Arbeit war, den Einfluss von Relaxin 2 auf das Motilitats-, Migrations- und

Invasionsverhalten der Brustkrebszelllinie MDA- MB-231 sowie deren Tumorwachstum

zu untersuchen.

10.

Stabile Transfektanten der Era-negativen humanen Brustkrebszelllinie MDA-MB-
231 mit Expression von humanem RLN2 (MDA/RLN2) zeigten im Vergleich zu den
Leervector (MDA/EGFP) Transfektanten eine signifikante Expression und
Sekretion von RLN2.

Das von den MDA/RLNZ2 Transfektanten sezernierte RLNZ2 war bioaktiv und
induzierte eine  Erhéhung von cAMP ohne  zytotoxische  oder

proliferationsférdernde Effekte zu haben..

Sowohl humanes rekombinantes Relaxin als auch das von MDA/RLN2
Transfektanten sezernierte Relaxin fiihrten nach 24 Stunden zu einer signifikanten
Erh6hung der Motilitat.

S100A4 wurde als neues Zielmolekul der Relaxin-RXFP1 Signalkaskade in

humanen Brustkrebszellen identifiziert.

Die Relaxin-induzierte Motilitatssteigerung war RXFP1-vermittelt und abhangig

von der Expression von S100A4.

MDA-MB-231 nach Langzeitinkubation mit rekombinantem Relaxin (3-8 Tage)
zeigten ebenso wie stabile MDA/RLN2 Transfektanten eine verminderte

Expression von S100A4 und eine Erniedrigung der Motilitat.

MDA/RLN2 Transfektanten zeigten eine signifikant verringerte Migration durch

verschiedene Bestandteile der extrazellularen Matrix

Exosition zu Relaxin beeinflusste das Zytoklelett mit Veranderungen der Aktin-
Strukturen sowie signifikanten Lokalisationsveranderungen von alpha Tubulin und

acetyliertem Tubulin.

Die stabile Expression von Relaxin in MDA-MB-231 fihrte im Vergleich zu
Leervektortransfektanten zu einem deutlich reduziertes Tumorwachstum in

Nacktmausen.

In den Tumoren lie sich ebenfalls ein reduziertes Level von S100A4 Protein

nachweisen.
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