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Zusammenfassung

Brustkrebs ist die hdufigste Krebserkrankung bei der Frau. Bei ca. 25% besteht eine
familidre Belastung. BRCAI-Mutationstrdgerinnen haben ein erhohtes Risiko an
Brustkrebs zu erkranken. Neben seinen bekannten Funktionen im Rahmen der DNA-
Reparatur spielt das Tumorsuppressorgen BRCAI eine wichtige Rolle bei der
Differenzierung der Zellen der Brustdriise. Mutationen im BRCAI-Gen und die
Inaktivierung des BRCAI1-Proteins flihren zur Akkumulation von unreifen
Vorlduferzellen und dem typischen undifferenzierten basal-like Phianotyp BRCAI-mut
Mammakarzinome. Die terminale Differenzierung einer individuellen Zelle und die
Zellproliferation setzt eine intakte Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten und Regulation
der Bindung von Mikrotubuli an den Zentrosomen voraus, woran eine Vielzahl sog.
Mikrotubulus-assoziierter Proteine wie z.B. der Hyaluronsdurerezeptor (RHAMM) und
sein Hauptaktivator Aurora Kinase (AURKA) beteiligt sind.

Es konnte gezeigt werden, dass eine BRCA I abhéngige Expression von RHAMM besteht,
die bei Degradation von BRCA1 zum Ungleichgewicht von Differenzierung und
Proliferation fiihrt. Der genomische Verlust von BRCAI bzw. inaktivierende BRCAI-
Mutationen fiihren zu einer Dysregulation der Expression von RHAMM in vitro und in
vivo.

Das Ziel dieser Arbeit ist, den Zusammenhang zwischen BRCAI-Status und RHAMM

Expression in mammaéren Epithelzellen und Mammakarzinomen zu untersuchen.

Zu diesem Zwecke wurde FFPE-Gewebe von differenzierten (brcal-wt), triple-negativen
sporadischen (TN-brcal-wt) und Mammakarzinomen von BRCA 1 Mutationstrigerinnen
(brcal-mut) immunhistochemisch, MCF-12a (brcal-wt), HCC1937 (brcal-mut) und
HCC1937-Transfektanten (brcal-wt) bzw.immunzytologisch bzgl. RHAMM, pT703-
RHAMM und AURKA Expression untersucht. Das Wachstumsverhalten von MCF-12a
(brcal-wt) und HCC1937 (brcal-mut) wurde in einem 3D-Medium untersucht.

Die Expression von RHAMM war stirker in Triple-negativen und BRCAI-mut
Mammakarzinomen als in den BRCA I-wt Mammakarzinomen. Entsprechend fand sich
eine starke pT703-RHAMM Expression in den BRCAI-mut und Triple-negativen
Mammakarzinomen im Vergleich zu den BRCA I-wt Mammakarzinomen. Der RHAMM-
Hauptaktivator AURKA zeigte eine schwichere Expression in den BRCA/-mut als in den

BRCA I-wt und Triple-negativen Mammakarzinomen.



pT703-RHAMM zeigte bei den BRCAI-wt MCF-12a Zellen eine Lokalisation in den
Kernen. In den brcal-mut HCC1937 Zellen war eine starke Expression von pT703-
RHAMM an der Kernmembran nachweisbar, dagegen war pT703-RHAMM in
HCC1937/brcal-wt-Transfektanten nukledr lokalisiert.

HCC1937 (brcal-mut) Zellen waren im Gegensatz zu den MCF-12a (brcal-wt) Zellen
nicht in der Lage eine traubenférmige/beerenférmige 3D-Struktur zu entwickeln.

Die HCC1937 Zellen zeigten eine gestorte Differenzierung von fiir die Brust typische
beerenformige Zell-Cluster der Driisenendstiicke/ Azini. Zudem hatten sie eine

doppelthohe Proliferationsrate wie die MCF-12a Zellen.

Diese Ergebnisse zeigen eine BRCAI-abhidngige Expression und Lokalisation des
RHAMM- und des phosphorylierten RHAMM-Proteins. Sie belegen damit den Einfluss
von BRCAI auf die Mikrotubulus-assoziierten Prozesse in der Zelldifferenzierung von

mammaren Epithelzellen und Mammakarzinomen in vitro und in vivo.



Summary

Breast cancer is the most common malignancy in women worldwide. Approximately 25%
of these cases are associated with a familial risk. Breast cancer susceptibility gene 1
(BRCAI) mutation carriers have a high risk for breast cancer. Next to its known function
as a DNA-damage repair gene BRCAI plays an important role in differentiation of
mammary epithelial cells. BRCA/-mutation and depletion of BRCA1-protein lead to
accumulation of progenitor cells and the typical undifferentiated basal-like phenotype of
BRCAI-mutant breast cancer. Terminal differentiation of an individual cell and cell
proliferation require functional cell-cell-contacts and regulation of microtubuli in
centrosoms, where a number of microtubuli-associated proteins like hyaluronan mediated
motility receptor (RHAMM) and its activator aurora kinase (AURKA) participate. It has
been demonstrated, that RHAMM expression is BRCAI dependent, and depletion of
BRCALI can cause an imbalance in differentiation and proliferation.

BRCAI gene loss or inactivating BRCA 1 mutations lead to dysregulation of RHAMM
expression in vitro and in vivo.

This thesis analyses the connection between BRCA I-status and RHAMM expression in

mammary epithelial cells and breast cancer tissue.

Tumor tissue of triple-negative, sporadic and BRCA/-mut breast cancers as well as
mammary epithelial cells of (brcal-wf) MCF-12a and (brcal-mut) HCC1937 cell lines
with (brcal-wt) HCC1937 transfectants were examined with respect to RHAMM, pT703-
RHAMM and AURKA expression by immunochemistry/immunocytology.

Cell growth and morphology of MCF-12a (brcal-wt) and HCC1937 (brcal-mut) was

analyzed in 3D-medium.

RHAMM expression was higher in triple-negative and BRCA/-mut than in sporadic
breast cancers. In correlation pT703-RHAMM expression was high in tumor tissue of
triple-negative and BRCA /-mut breast cancer and low in tumor tissues of sporadic breast
cancers. AURKA had a lower expression in BRCAI-mut tumors than in BRCAI-wt or
triple-negative breast cancer.

In brcal-wt MCF-12a pT703-RHAMM was localised in the cell nucleus.

HCC1937 (brcal-mut) cells showed a strong expression of pT703-RHAMM at the
nuclear envelope, whereas in brcal-wt HCC1937 transfectants pT703-RHAMM was

expressed in the nuclei.



In contrast to MCF-12a (brcal-wt) cells HCC1937 (brcal-mut) cells failed to form a
grape-shaped 3D-structure. HCC1937 (brcal-mut) cells showed a disturbed
differentiation without the typical acini-structure in mammary epithelial cells. In addition
the cell division rate/ proliferation was twice as high in HCC1937 (brcal-mut) cells as in

MCF-12a (brcal-wt) cells.

These results show a brcal-dependent expression of RHAMM and demonstrate the role
of BRCA I in the regulation of microtubuli-associated processes during differentiation and

proliferation in mammary epithelial cells in vitro and in vivo.
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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie des Mammakarzinoms

Brustkrebs ist laut der Weltgesundheitsorganisation (WHO) die weltweit haufigste
Krebserkrankung sowie die hiufigste krebsbedingte Todesursache bei der Frau. 2018 sind
weltweit 627.000 Frauen an Brustkrebs verstorben. Die Inzidenz ist in den
Industriestaaten hoher, in den Entwicklungslédndern iiberwiegt die Mortalitét (Ghoncheh,
Pournamdar, & Salehiniya, 2016).

In Deutschland lag 2018 die Anzahl der Neuerkrankungen bei 71.888 Fillen (WHO).
Nach dem Robert-Koch-Institut erkrankt ca. jede achte Frau zeitlebens an Brustkrebs.
Das mittlere Erkrankungsalter der Frau liegt bei 64 Jahren. Pro Jahr sterben ca. 18.000
Frauen an Brustkrebs. Ménner erkranken sehr selten an Brustkrebs. Unter 1 % der
Neuerkrankungen betrifft Ménner. Aufgrund von Fritherkennungsprogrammen und
Fortschritte in der Therapie sind die Uberlebenschancen verbessert (Bleyer & Welch,
2012). Die 5-Jahres-Uberlebensrate in Deutschland betriigt 87% (RKI).

1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Die Atiologie des Mammakarzinoms ist komplex. Die Mehrheit der Mammakarzinome
entsteht sporadisch. Eine familidre Belastung besteht bei ca. 25% der Mammakarzinome
(Sun et al., 2017). Davon sind bei ca. 5-10% eine Genmutation nachzuweisen (hereditéres
Mammakarzinom) (Rojas & Stuckey, 2016).

Es sind eine Reihe von Risikofaktoren fiir das Mammakarzinom bekannt. Die wichtigsten
Faktoren sind das weibliche Geschlecht und zunehmendes Alter. Die Brust ist ein
hormonsensibles Organ, 2/3 der Mammakarzinome sind hormonrezeptor-positive
Tumoren. Somit besteht ein erhohtes Krebsrisiko bei ldngerer Fertilitét, also bei friiher
Menarche und spiter Menopause, Nulliparitdt sowie hoheres Alter (>30J) bei Geburt des
ersten Kindes mit keiner bzw. kurzer Stillperiode. Protektiv wirkt eine Stillperiode von
mind. 12 Monaten insbesondere bei triple-negativen Mammakarzinomen (Anderson,

Schwab, & Martinez, 2014).



Eine langjdhrige FEinnahme von kombinierten oralen Kontrazeptiva sowie
postmenopausale Hormontherapie erhoht das Brustkrebsrisiko, aber nicht das Risiko an
Brustkrebs zu versterben (Beral, 2003; Chlebowski et al., 2015; Rojas & Stuckey, 2016).
Zudem zihlen Lifestyle-Faktoren wie mangelnde Bewegung, Ubergewicht (BMI > 25,
besonders BMI > 40), Alkohol und Nikotinabusus zu den Risikofaktoren (Rojas &
Stuckey, 2016; Tamimi et al., 2016).

Hoheres Alter Familidre Krebsanamnese

Genetisches Risiko Miitterliche Schwangerschaftsfaktoren

Anzahl der Menstruationszyklen (frithe | Geringe Geburtenzahl, keine

Menarche, spiate Menopause) Schwangerschaften, hoheres Alter bei
erster Geburt

Personliche Brustanamnese Keine/ kurze Stillperiode

Brustdichte Schlafmangel

Thoraxbestrahlung Verminderte korperliche Aktivitét

Typ II Diabetes mellitus Endokrine Disruptoren wihrend fetaler

und frithkindlicher Entwicklung

Hyperthyreose Kanzerogene Substanzen

Postmenopausaler BMI < 18,5 oder > 25, | Ionisierende Strahlung

besonders > 40 (Adipositas)

Nahrungszusammensetzung Alkoholkonsum

Hormontherapie Nikotinabusus

Tabelle 1: Risiken fiir Brustkrebs nach AGO Mamma, Guidelines Breast Version 2022.1D

1.3 Pathologie

Die Brustdriise besteht aus in Fett- und Bindegewebe eingebettete Driisenlappen (Lobi).
Diese bestehen aus ungefdhr 10-20 Driisenldppchen (Lobuli) die in einen Milchgang
miinden (terminale ductulo-lobulédre Einheit = TDLE). Die Milchgénge (Ductuli lactiferi)
miinden wiederum in die Mamille. Sowohl die Milchginge als auch die Driisenlédppchen
bestehen aus epithelialen Brustzellen mit einer inneren luminalen Schicht umgeben von

Myoepithelzellen einer duBleren Basalschicht. Zudem enthélt die Brust Blut- und



Lymphgefille, Lymphknoten und Nerven. Das Mammakarzinom geht zu 85-90 % aus
dem Epithel der Ductuli oder terminalen Ductuli aus. Ist die Basalmembran noch
erhalten, wird es als duktales Carcinoma in situ (DCIS) definiert. Bei Infiltration des
umliegenden Gewebes liegt ein invasives duktales Karzinom vor. 10-15 % der
Karzinome gehen vom Epithel der Lobuli aus. Die Vorstufe ist das lobuldre Carcinoma
in situ (LCIS), bei Stromainvasion besteht ein invasives lobulédres Karzinom.

Das Mammakarzinom kommt meist einseitig und bevorzugt in der linken Brust vor (links
53 %, rechts 47 %). Die Einteilung nach Lokalisation erfolgt in vier Quadranten. Das
Mammakarzinom findet sich am haufigsten im oberen &duleren Quadranten (ca. 55 %).
Gefolgt vom oberen inneren Quadranten (15 %) und retromamilldr (15 %). Zu 10 %
befindet sich das Karzinom im unteren dulleren Quadranten und zu 5 % im unteren
inneren Quadranten. Der Begriff ,,multizentrische Wachstum* (5-25 %) beschreibt ein
Mammakarzinom, das 2 oder mehr Quadranten iiberschreitet. Beim multifokalen
Wachstum befinden sich 2 oder mehr Herdbefunde in einem Quadranten. Ca. 1-3 % der
Mammakarzinome kommen primédr bilateral vor. Eine Metastasierung erfolgt meist
frithzeitig tiber Lymph- und Blutbahnen und korreliert mit der Tumorgrdfe (bei einem 5
mm Carcinom besteht in 8 % und bei einem 30 mm Carcinom in 50 % eine
Fernmetastasierung) (Sopik & Narod, 2018). Die lymphogene Metastasierung erfolgt in
die regiondren Lymphknoten in der Axilla, die hdmatogene Metastasierung erfolgt ossér
(35 %), pulmonal und pleural (20 %), gemischt (20 %), cerebral, viszeral (meist hepatisch

5 %), seltener ovariell.



retromammary fat

intraglandular fat

subcutaneous fat
areola

- main milk duct

glandular tissue

cooper's ligaments

Abb. 1: Zeichnung einer weiblichen Brust (Ramsay et al, 2005), Lizenznummer: 5304971185759
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Einteilung und Klassifikation des Mammakarzinoms

Die Einteilung des Mammakarzinoms erfolgt einerseits nach Grofle des Tumors mit
lokaler Ausdehnung, Lymphknotenbefall und Metastasen und andererseits nach

histopathologischer Tumorbiologie.

Histologischer Malignititsgrad der Mammakarzinome nach Elston und Ellis

Das histologische Grading von Bloom-Richardson modifiziert nach Elston und Ellis
(Tabelle 1) erfolgt nach Anteil der tubuldren Strukturen, nach Kernpolymorphien und
Mitosezahl in drei Differenzierungsgrade (G1 — G3).

Tubuldre Strukturen > 15% 10-75% <10 %
Kernpolymorphie gering mittelgradig hochgradig
Mitosezahl (HPF)* | <1 HPF 2/HPF > 3/HPF
Punktzahl 1 2 3

Tabelle 2: Histologischer Malignitiitsgrad

G 1 (3-5 Punkte): gut differenziert, geringer Malignitdtsgrad

G 2 (6-7 Punkte): méBig differenziert, méBiger Malignitdtsgrad
G 3 (8-9 Punkte): schlecht differenziert, hoher Malignitétsgrad
(*HPF: High Power Field (Hauptgesichtsfeld))

WHO- Klassifikation des Mammakarzinoms

I nicht invasiv:

- duktales Carcinoma in situ (DCIS)
- lobuléres Carcinoma in situ (LCIS)
II) invasiv:

- invasiv duktales Karzinom

- 1invasiv lobuldres Carcinom

- muzindses Karzinom

- medullares Karzinom



- papilliares Karzinom

- tubuléres Karzinom

- adenoid-zystisches Karzinom

- sekretorisches Karzinom

- apokrines Karzinom

- Karzinom mit Metaplasie (squamdser Typ, Spindelzelltyp, kartilagindrer und
ossérer Typ, gemischt Typ)

- Andere (inflammatorisches Mammakarzinom)

III) Morbus Paget

Stadieneinteilung des Mammakarzinoms nach dem TNM-System

Das TNM-System wurde von Pierre Denoix 1946 zur Klassifizierung von malignen
Tumoren eingefiihrt und wird seit 1950 von der Union for International Cancer Control
(UICC) weitergefiihrt und aktualisiert. Es findet eine Kategorisierung des Priméartumors
(T), des Lymphknotenstatus (N) und der Metastasierung (M) statt.

Die klinische Klassifikation wird mit c¢TNM angegeben, die postoperative
histopathologische Klassifikation mit pTNM und die Klassifikation nach neoadjuvanter
Therapie mit yTNM.

Einteilung des Mammakarzinoms nach der Tumorbiologie (St.-Gallen-Klassifikation)

Der Hormonrezeptorstatus (Ostrogen- und Progesteronrezeptor), der HER2-Status und
der Proliferationsfaktor Ki-67 gehoren zu den wichtigsten pradiktiven Markern. Sie
werden immunhistochemisch ermittelt. Anhand dieser Tumorbiologie findet eine
Einteilung in Subtypen mit unterschiedlichen Risiken statt. Hieraus kann die (neo-)
adjuvante systemische Therapieempfehlung abgeleitet werden.

Luminal A: Hormonrezeptor positiv (Ostrogen- und/ oder Progesteronrezeptor), HER2
negativ mit niedrigem Ki-67. Luminal A Karzinome sind gut differenziert mit einem
langsamen Wachstum und haben die beste Prognose.

Luminal B: Hormonrezeptor positiv (Ostrogen- und/ oder Progesteronrezeptor), HER2-

negativ oder HER2-positiv, mit hohem Ki-67.



HER2-positiv: Hormonrezeptor negativ (Ostrogen- und Progesteronrezeptor), HER2
positiv mit niedrigem oder hohem Ki-67. Dieser Subtyp hat eine schlechtere Prognose
als die Luminal Karzinome, hat aber gute systemische Therapiemdglichkeiten mit einer
Anti-HER2-Therapie z.B. mit Herceptin (Trastuzumab).

Basal-like/ Triple-negativ: Hormonrezeptor negativ (Ostrogen- und
Progesteronrezeptor), HER2-negativ mit niedrigem oder hohem Ki-67 (Tabelle 2).
Triple-negative Karzinome kommen gehduft bei jungen Frauen mit einer BRCAI-

Mutation vor (Prat et al., 2015).

Subtypen ER  und/oder | HER2 Ki-67 Therapie

PR
Luminal A positiv negativ niedrig ET

(<14%)

Luminal B positiv negativ hoch (>14%) | ET  mit/ohne
(HER2- CTX
negativ)
Luminal B positiv positiv hoch oder | CTX +
(HER2- niedrig Trastuzumab +
positiv) ET
HER2-positiv | negativ positiv jeder Wert CTX +
(non-luminal) Trastuzumab
Basal-like/ negativ negativ jeder Wert CTX
Triple-negativ

Tabelle 3: St.-Gallen-Konsensus 2011, ER = Ostrogenrezeptor, PR = Progeteronrezeptor,
HER2 = human epidermal growth factor receptor 2, ET = Endokrine Therapie, CTX = Chemotherapie

1.4.1 Triple-negatives Mammakarzinom (TNBC)
Das triple-negative Mammakarzinom ist definiert durch das Fehlen von Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren sowie eine mangelnde Expression des Wachstumsfaktor-

Rezeptors HER2.



Haufig werden die Begriffe basaler Typ und triple-negatives Mammakarzinom synonym
verwendet. Jedoch gibt es eine genaue Abgrenzung anhand der Untersuchungstechnik.
Mit Hilfe von Genexpressionsanalysen kann der molekulare Phénotyp eines Tumors als
,basal-like* klassifiziert werden. Wohin gegen die Klassifizierung des triple-negativen
Mammakarzinoms sich auf immunhistochemische Untersuchungen stiitzt.

Das ,basal-like” und das triple-negative Mammakarzinom tiiberschneiden sich zum
grof3en Teil. Nach einer Studie von Bertucci et al zeigten sich ca 71% der triple-negativen
Mammakarzinome vom basalen Typ. Andersherum konnen aber basal-like
Mammakarzinome auch Hormonrezeptor-positive Eigenschaften aufweisen und sind
somit nicht triple-negativ (Bertucci et al., 2008).

10-20% aller Mammakarzinome sind vom triple-negativen Subtyp. Das mittlere
Erkrankungsalter ist mit 57 Jahren kleiner als beim Hormonrezeptor-positivem
Mammakarzinom. Héufiger sind Frauen afroamerikanischer Abstammung davon
betroffen (Bernstein & Lacey, 2011). Protektiv wirkt eine Stillperiode iiber mindestens
12 Monaten (Anderson et al., 2014). Das triple-negative Mammakarzinom betrifft meist
junge Frauen, hat einen hohen Malignititsgrad (G3), eine hohe Rezidivrate und zeigt eine
frihe Metastasierung (Kumar & Aggarwal, 2016). Das TNBC hat eine hohe
Proliferationsrate und die Gesamtiiberlebensrate ist niedriger als beim sporadischen
hormonrezeptorpositiven Mammakarzinom (Nishimura & Arima, 2008; Stevens et al.,
2012).

Triple-negative Mammakarzinome kommen bei BRCA /-Mutationstragerinnen gehauft
vor. Einige Studien zeigen, dass bis zu 90% der BRCA I-mut Mammakarzinome triple-
negativ sind (Mersin, Yildirim, Berberoglu, & Giilben, 2008). Jedoch sind ungefahr nur
15 % der triple-negativen Mammakarzinome BRCA 1/2 assoziiert. Es wird vermutet, dass
eine familidre Disposition bei einem groflen Anteil der TNBC vorhanden ist, die dhnlich
wie bei einem BRCA-Gendefekt zur Krebsentstehung fiithren kann. Es werden
Untersuchungen  zur  Uberpriifung der ,,BRCAness* von triple-negativen
Mammakarzinomen durchgefiihrt. Unter anderem fiir therapeutische Zwecke mit z.B.
PARP-Inhibitoren, die bei BRCA-Mutationstragerinnen mittlerweile ein wichtiger Aspekt
der Therapie sind (Domagala, Hybiak, Cybulski, & Lubinski, 2017).



1.4.2 Hereditires Mammakarzinom

Bei ca. 25% aller Mammakarzinome liegt eine familidre Belastung vor. Besteht eine
familidre Risikokonstellation kann eine Genanalyse durchgefiihrt werden. Bei bis zu 5-
10% aller Mammakarzinome kann eine Genmutation nachgewiesen werden (Cipollini et
al., 2004). Die Mehrheit dieser hereditdiren Mammakarzinome ist durch eine Mutation in
den Tumorsupressorgenen BRCAI (breast cancer gene 1) und BRCA?2 (breast cancer gene
2) bedingt (Rojas & Stuckey, 2016). Frauen mit einer BRCA /-Mutation haben ein Risiko
von 60% und Frauen mit einer BRCA2-Mutation von 55% bis zum 70. Lebensjahr an
einem Mammakarzinom zu erkranken (Mavaddat et al., 2013) und ein Lebenszeitrisiko
von 87% (Atchley et al., 2008; Kuchenbaecker et al., 2017). Sie haben auch ein héheres
Risiko fiir ein Rezidiv, ein Ovarialkarzinom oder ein kontralaterales Mammakarzinom
(Easton, Ford, & Bishop, 1995). Als weiteres Brustkrebs-Risikogen wurde das
Tumorsuppressorgen RADS51C entdeckt (Meindl et al., 2010). Fiir die Entstehung
hereditdrer Mammakarzinome sind noch andere Gene unterschiedlicher Penetranz
priadisponierend wie z.B. das 7TP53- (Li-Fraumeni-Syndrom), das ATM- (Ataxia-
Telangiektasia-Syndrom) oder das PTEN-Gen (Cowden-Syndrom) (Tabelle 3).

Risikogene Risiko- Gene/Syndrome
modifikation
Hoch penetrante Gene 5-20fach BRCAI1/2, RAD51C: Hereditdres Mamma-

und Ovarialkarzinom

TP53: Li-Fraumeni-Syndrom
STK11/LKBI1: Peutz-Jeghers-Syndrom
PTEN: Cowden-Syndrom

Moderat penetrante Gene | 1,5-5fach CHEK?2, PALB2, BRIPI, ATM

Niedrig penetrante Gene | 0,7-1,5fach FGFR2, TOX3, MAP3KI, CAMKID,
SNRPB, FAM84B/c-MYC, COX11,

LSPI, CASPS, ESRI, ANKLEI,
MERIT40, u.a.

Tabelle 4: Risikomodifikation durch Brustkrebsgene Meindl, 2011




1.5 BRCAI-Mutation

Die Vererbung der BRCA-Mutationen folgt einem autosomal-dominanten Erbgang mit
hoher Penetranz. Fiir Nachkommen besteht ein Risiko von 50% die Mutation zu erben.
Bei zwei Allelen des Tumorsuppressorgens einer Zelle reicht ein Allel aus, um die
Funktion des Gens zu erhalten. Kommt es nun zum Funktionsverlust des zweiten Allels
(,,Jloss of heterozygosity*), den Knudson et al 1971 zur Studie des Retinoblastoms in der
»second hit* Theorie beschreibt, fiihrt das zur Geninaktivierung. Unterschiedliche
Ursachen wie Lebensfiihrung, Umwelteinfliisse, Strahlung oder toxische Schiden kdnnen
fiir einen ,,second hit* verantwortlich sein (Levy-Lahad & Plon, 2003). Kennzeichnend
fiir die Keimbahnmutation des BRCA/-Gens ist ein frithes Erkrankungsalter, bilaterales
Mammakarzinom, eine vertikale Ausbreitung durch maternale oder paternale Linie, das
Mammakarzinom beim Mann sowie Assoziation mit Tumoren der Eierstocke, des
Dickdarms, der Leber, der Bauchspeicheldriise und der Gebarmutter (Cipollini et al.,
2004). Neuere Studien =zeigen bei BRCAI-Mutationstrigerinnen auch einen
Antizipationseffekt, bei dem das mittlere Erkrankungsalter von Generation zu Generation
abnimmt (Litton et al., 2012; Martinez-Delgado et al., 2011). Zur Bestimmung der
Prévalenz von BRCA-Mutationen wurden Daten aus dem Deutschen Konsortium fiir
Brust- und Eierstockkrebs ausgewertet. In 21.401 Familien wurden in 24% BRCA1/2-
Mutationen nachgewiesen (Kast et al., 2016). Histopathologisch sind BRCAI-mut
Mammakarzinome meist duktal-invasive Karzinome mit einem hohen Malignititsgrad
(G3) und hohem Proliferationsmarker sowie triple-negativem (Hormonrezeptor-negativ)

Phénotyp.

1.5.1 Molekulare Grundlagen und Funktion von BRCA1

Das BRCA1-Gen liegt auf Chromosom 1721, besteht aus 24 Exons und einer Linge von
100kb und kodiert fiir ein aus 1863 Aminoséduren bestehendes Protein mit einem Gewicht
von 210 kD (Miki et al.,, 1994). Das Genprodukt, BRCAI, ist ein 7,8 kb groBes
Polypeptid, das in zahlreichen proliferierenden Geweben v.a. in der G1- und S-Phase
exprimiert wird (Rajan, Wang, Marquis, & Chodosh, 1996). Am Amino-Ende besitzt
BRCALI eine Zink-bindende RING-Finger Doméne, die an Ubiquitinierungen beteiligt ist

(Hashizume et al., 2001). Uber diese Domiine werden Protein-Protein- und Protein-DNA-
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Interaktionen gesteuert (Cipollini et al., 2004). Eine Mutation in diesem Bereich fiihrt zur
Storung der Ubiquitinin-Ligase-Aktivitdt und kann krankheitsfordernd sein (Ruffner,
Joazeiro, Hemmati, Hunter, & Verma, 2001). Am Carboxylende verfiigt BRCAI1 {iber
zwei BRCA1-C-terminale Dominen (BRCT). Diese Dominen spielen eine wichtige
Rolle bei der Transkription und DNA-Reparatur (Glover, Williams, & Lee, 2004).

Als Tumorsupressor verhindert BRCA1 eine unkontrollierte Zellproliferation und
Tumorwachstum (Miki et al., 1994). Weitere Funktionen von BRCA1 sind die eines
Sensors fiir DNA-Schiden, DNA-Reparatur und Induktion von Apoptose (Venkitaraman,
2009). Bei DNA-Schiden werden zunichst Reparaturvorginge eingeleitet. Dazu bildet
BRCA1 Komplexe mit anderen Proteinen bzw. interagiert liber komplexe Signalwege
z.B. RAD51 und BARD1 (Cousineau, Abaji, & Belmaaza, 2005; Hashizume et al., 2001).
Bekannte Reparaturmechanismen zur Beseitigung von DNA-Doppelstrangbriichen sind
homologe Rekombination und nicht homologe End-zu-End-Verkniipfung (Chapman,
Taylor, & Boulton, 2012). Eine Mutation im BRCA I-Gen ist mit einem Ausfall der o.g.
Funktionen und einem hohen Risiko fiir Krebsentstehung verbunden.

Neuere Studien haben ergeben, dass BRCA1 neben der wichtigen Funktion der
Transkription und DNA-Reparatur auch an der Zellzykluskontrolle beteiligt ist. In dieser
Arbeit geht es um den Einfluss von BRCA1 auf den Zellzyklus und um die Interaktion
mit dem Mikrotubulusapparat-assoziierten Protein RHAMM im Rahmen der Zellteilung.

1.5.2 BRCAI1-Einfluss auf die Zelldifferenzierung und Proliferation

Die menschliche Brustdriise enthdlt Stammzellen, die fortlaufend durch Zellproliferation
und Differenzierung luminale und basale/myoepitheliale Vorlduferzellen und schlielich
terminale mammaére Epithelzellen bilden (Shackleton et al., 2006).

Die Brustdriise besteht im Wesentlichen aus zwei Zelltypen. Die Alveolen (ER-negativ)
und Ductuli (ER positiv, ER-negativ) entstammen beide aus luminalen Vorlauferzellen
und bilden die innere luminale Schicht. Myoepithelzellen bilden die &uBlere basale
Schicht und entstammen aus basale Vorlduferzellen (Sleeman, Kendrick, Ashworth,
Isacke, & Smalley, 2006).

Um die typische Struktur und Funktion der Brustdriise zu erhalten, weisen die inneren
luminalen Zellen eine apiko-basale Zellpolaritit auf (Maxwell et al., 2011).
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Die Zell-Zell-Kontakte werden durch ,tight junctions®, ,,adherens junction und
unterstiitzend durch Zytoskelettstrukturen wie Aktin und Intermediérfilamenten geformt.
Sowohl bei der apikalen Polaritdt der Zellen als auch bei den Zell-Zell-Kontakten haben
Mikrotubuli eine wichtige Rolle (Meng, Mushika, Ichii, & Takeichi, 2008).

Diese apiko-basale Polaritit der luminalen Epithelzellen ist flir die Zellproliferation in
der Brustdriise von Bedeutung. Eine Storung ist mit einem erh6hten Risiko fiir Brustkrebs
assoziiert (Maxwell et al., 2011).

Neuere Untersuchungen haben ergeben, dass sich der typische ER-negative, ,,basal-like*
Phinotyp des BRCAI-mut Mammakarzinoms aus luminalen Vorliuferzellen entwickelt
und nicht wie vorher angenommen aus basalen Progenitorzellen (Molyneux & Smalley,
2011).

Diese Eigenschaften (basal-like, ER-negativ) des Mammakarzinoms bei BRCAI-
Mutationstragerinnen ldsst vermuten, dass der BRCAI-Status Einfluss auf die
Zellproliferation und Differenzierung in der Brustdriise hat.

Rajan untersuchte die BRCA1 und BRCA2 Expression wihrend des Zellzyklus. Er
konnte durch mRNA-Analysen und Western Blots eine erhohte, mit BRCA1 koordinierte
BRCA2 Expression insbesondere in der G1/S-Phase des Zellzyklus nachweisen. Er stellte
die These, dass BRCA1 und BRCA2 eine Funktion bei der Regulierung des Zellzyklus
haben (Rajan et al., 1996).

Der richtige Ablauf des Zellzyklus und damit der Zellteilung ist fiir die Differenzierung
und Proliferation der Zellen von groBer Bedeutung. Eine Studie mit nicht malignen
Brustzellen (MCF10) zeigte nach Ausschalten des BRCAI-Gens eine Abnahme
differenzierter Zellen und Zunahme der Zellproliferation mit Anhdufung von luminalen
epithelialen Vorlduferzellen. BRCAI1 scheint damit die Zelldifferenzierung zu
kontrollieren. Bei einer BRCA/-Mutation kommt es zur vermehrten Zellproliferation
undifferenzierter Zellen und folglich erhohtem Risiko fiir Brustkrebs (Furuta et al.,
2005).

Dem entsprechend konnte auch Lim eine Abnahme differenzierter Zellen mit Zunahme
proliferierender luminaler Vorlduferzellen bei BRCAI-Mutationstrigerinnen feststellen
(Lim et al., 2009).

Weitere Studien untersuchten die Funktion des BRCA1-Proteins auf zelluldrer Ebene.
Der heterodimere Komplex BRCA1/BARDI ist an der Regulation von Zentrosomen
involviert, die bei der Bildung des Spindelapparats eine entscheidende Rolle spielen

(Takaoka & Miki, 2018). Dazu bindet BRCAI/BARDI an ein Zentrosom und
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ubiquitiniert Zentrosomproteine wie OLA1 (Obg-like ATPasel) und RACKI1 (rezeptor
for activated C kinase) mithilfe der E3 Ubiquitin Ligase und reguliert dariiber den
Zellzyklus (Otsuka, Yoshino, Qi, & Chiba, 2020).

Maxwell untersuchte die Interaktionen zwischen BRCA1 und dem Mikrotubulus-
assoziierten Protein (MAP) RHAMM und dessen Hauptaktivator Aurora Kinase A
(AURKA) (Maxwell et al., 2011). BRCA1 scheint iiber Regulation von RHAMM und
AURKA einen Einfluss auf die Mitose und damit dem Zellzyklus zu haben (Maxwell,
McCarthy, & Turley, 2008).

1.6 Rolle von Zentrosomen und Mikrotubuli wihrend der Zellteilung
Das Zentrosom ist ein wichtiger Bestandteil des Mikrotubulus-Organisationszentrums
(MTOC). Es hat zwei Zentriolen (Mutter- und Tochterzentriolen) und ist umgeben von
einer Perizentriolen-Matrix (PCM) mit y-Tubulin Ringkomplexen (y-TuRCs), die zur
Verankerung, Stabilisierung und Positionierung der Mikrotubuli dienen (Otsuka et al.,
2020). Mikrotubuli sind Proteinkomplexe. Sie bestehen aus Einheiten mit einem -
Tubulin (minus Ende) und einem B-Tubulin (plus Ende). Die Mikrotubuli sind iiber ein
v-Tubulin gebunden und Teil des Mikrotubulus-Organisationszentrums (MTOC). Sie
bilden zusammen mit den Mikro- und Intermedidrfilamenten das Zytoskelett der Zelle.
Das Zytoskelett ist sowohl fiir die Stabilisierung als auch fiir Zellbewegung und
Transporte innerhalb der Zelle zustdndig. Die Mikrotubuli sind radidr ausgerichtet mit
dem minus-Ende am Zentrosom verankert und dem plus-Ende Richtung Zellperipherie.
Zudem sind auch nicht am Zentrosom-gebundene Mikrotubuli in terminal differenzierten
Epithelzellen beschrieben (Bartolini & Gundersen, 2006). Diese Mikrotubuli scheinen
entsprechend einer apiko-basalen Achse aufgestellt zu sein mit dem minus-Ende nach
apikal und dem plus-Ende Richtung basal. In polarisierten Epithelzellen spielen die
Organisation und apiko-basale Ausrichtung der Mikrotubuli eine wichtige Rolle bei Zell-
Zell-Kontakten (Meng et al., 2008).

In der G1/S Phase befindet sich ein singuldres Zentrosom in der Néhe des Zellkerns.
Abbildung 1 stellt den Zentrosom-Zyklus dar. Vor der Zellteilung verdoppelt sich das
Zentrosom. Dabei trennen sich Mutter- und Tochterzentriole. In der S Phase wird zu

jeder dieser Zentriolen perpendikuldr eine Prozentriole gebildet. In der S bis G2 Phase
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wachsen diese Prozentriolen zu neuen Tochterzentriolen. Hierbei nimmt auch die
Perizentriole Matrix zu. Am Ende der G2 Phase trennt sich das Zentrosom mit nun je
einer Mutter- und Tochterzentriole umgeben von Perizentrioler Matrix (Fujita, Yoshino,

& Chiba, 2016).

Daughter centriole Centriole disengagement
separase securin Plk1 sSgoil
Distal appendages Astrin  Aki1 pericentrin
Subdistal appendages —> Prateinaceous jinker Procentriole nucleation
Mother centriole Plk4 Cepi5z Cepld2

CepB3 SAS-6 STIL CPAP

A‘ '- = ‘& Assembly of centricle microtubules
. ‘{ -

i SAS-6 Cep135 TYtubulin
I | ; w-tubulin  e-tubulin §-tubulin
Centricle elongation
CPAP Cepl120 Spicel Plk2
Centrosome separation Centrobin  POCS OFD1
Mol C-NapliCep2sh rooiiein CP110 Cepd7 Kif24

Cep135 Cepb8 LRRCAS centletin Centrosome maturation
LGALS3IBP Aurcra A Plk1 Mst2 Plki Aurcra A CPAP pericentrin
hSav1l PP1y HEF1 pericentrin Cep182 NEDD1 tubulin MNip
PP1ae Eg5 MNeké EGFR dynein CDKRAP2/Cep215 TPXZ Cep295

Abb. 2: Zentrosom Zyklus entnommen aus Regulation of centrosom cycle, Fujita et al., 2016:

Centriole disengagement: Mutter — und Tochterzentriole trennen sich
Procentriole nucleation: Prozentriolen binden sich am proximalen Ende der Mutterzentriole
Assembly of centriole microtubules/ centrile elongation: Prozentriole wachsen zu Tochterzentriolen heran
Centrosome maturation: Heranreifung der Zentrosomen und Zunahme der Perizentriolen Matrix (PCM)
Centrosome separation: Zentrosomtrennung/ Teilung und Bildung des bipolaren Spindelapparats

(Fujita et al., 2016), DOI: 10.1080/23723556.2015.1075643

Wihrend der Mitose wandern die Zentrosomen an die Pole der Zelle und bilden den
Mikrotubulus-basierenden Spindelapparat. Die Mikrotubuli, die sternférmig um die
Zentrosomen angeordnet sind werden auch Aster-Mikrotubuli genannt. Die Mitose
beschreibt den Prozess der Kernteilung und ist aufgeteilt in Prophase, Prometaphase,
Metaphase, Anaphase und Telophase. Wéhrend der Prophase wird die DNA im Zellkern

zu Chromosomen kondensiert. Die Kernhiille 16st sich auf. Die bipolaren Zentrosome
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bilden den Spindelapparat. Die Chromosomen organisieren sich in der Prometaphase in
Richtung Zellmitte/Aquatorialachse. In der Metaphase werden die Chromosomen in der
Aquatorialachse der Zelle durch den Spindelapparat aufgefangen. In der Anaphase sorgen
Kinetochore-Mikrotubuli fiir eine genaue Aufteilung der DNA und ziehen die
Chromatiden jeweils zu den bipolaren Zentrosomen. AnschlieBend wird in der Telophase
die Teilung der Zelle vorbereitet. Hierzu bildet die Mutterzelle um die aufgeteilten
Chromosomen jeweils eine Kernhiille. Die Chromosomen wickeln sich wieder ab. Der
Spindelapparat 16st sich auf. Nach der Mitose erfolgt die Zytokinese. Hierbei teilt sich
die Mutterzelle in zwei Tochterzellen (Janssen & Medema, 2011; Walczak, Cai, &
Khodjakov, 2010).

Folglich ist der Mikrotubulus-basierte Spindelapparat ein wichtiger Bestandteil einer
mammaéren Epithelzelle. Eine Storung der Organisation und Regulation des
Mikrotubulusapparats spielt bei der Zellteilung und Entstehung von Mammakarzinomen

eine entscheidende Rolle (Maxwell et al., 2011).

1.7 Mikrotubulus-assoziierte Proteine (MAP)

Die Zellteilung ist abhidngig vom zentrosomgesteuerten Spindelapparat mit den
Mikrotubuli.

Zum Ausfiihren ihrer Funktion sind die Mikrotubuli von zahlreichen Proteinen, den sog.
Mikrotubulus-assoziierten Proteinen (MAP), abhidngig. Bei der Organisation dieser
Mikrotubulus-assoziierten Proteine sind Aurora Kinase A (AURKA) und Polo-like-
Kinase (PLK) beteiligt. Durch Phosphorylierungsprozesse werden die MAP aktiviert und
konnen die Mikrotubuli wéhrend der Mitose stabilisieren und Positionieren (Fujita et al.,
2016; Lee & Rhee, 2011).

RHAMM ist ein solches Mikrotubulus-assoziiertes Protein (MAP) und ist an der
Stabilisierung des Spindelapparats beteiligt. Hierzu bindet RHAMM Mikrotubuli direkt
am Aminoende (N-Terminus) und indirekt am Carboxylende (C-Terminus) {iber einen
Komplex mit dem Motorprotein Dynein (H. Chen et al., 2014). Die RHAMM-Expression
einer Zelle ist wihrend der G2/M-Phase am hochsten und reguliert dariiber die

Zellproliferation (He, Mei, Connell, & Maxwell, 2020).
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1.7.1 Hyaluronsiure-Rezeptor - RHAMM

Hyaluronsdure ist ein Bestandteil der extrazelluliren Matrix und hat die Fahigkeit
Fliissigkeit im Gewebe zu speichern. Die Verwendung von Hyaluronséure in Cremes
oder bei kosmetischen Eingriffen ist allgemein bekannt. Hyaluronsdure hat aber auch
andere wichtige Funktionen, die iiber Hyaluronsdure-Rezeptoren vermittelt werden.

Der Hyaluronsdure-Rezeptor, Cluster of Differentiation (CD44), hat extrazelluldre
Funktionen wie Regulation der Zellmotilitit, der Signaltransduktion und der
Wundheilung (Esguerra et al., 2015; Sohr & Engeland, 2008). Ein weiterer bekannter
Hyaluronsédure-Rezeptor ist der Rezeptor fiir Hyaluronsdure-vermittelte-Motilitét
(RHAMM/ CD168).

RHAMM hat als Mikrotubulusapparat-assoziiertes Protein (MAP) intrazelluldre
Funktionen und ist an der Zellteilung beteiligt (Buttermore et al., 2017; Maxwell et al.,
2008).

Aufgrund dieser Funktion und bei dessen Storung wird RHAMM mit der Entstehung von

Brustkrebs sowie anderer Tumoren assoziiert (He et al., 2020).

1.7.1.1 Molekulare Grundlagen und Funktionen zu RHAMM

Der Rezeptor fiir Hyaluronsdure-vermittelte-Motilitit (RHAMM/ CD168) ist ein 95 kDa
schweres Glycosaminoglycan. Das Gen fiir RHAMM ist auf dem Chromosom 5q33.2
kodiert und besitzt 18 Exons. Bisher sind 4 Isoformen bekannt (He et al., 2020).

In einer Studie konnte Hofmann zeigen, dass RHAMM nur intrazelluldr vorkommt im
Gegensatz zum extrazelluldren Hyaluronsdure-Rezeptor CD44. Hofmann schlug fiir
RHAMM den Namen Intracellular hyaluronan binding protein (IHAB) vor (Hofmann et
al., 1998).

RHAMM interagiert mit Hyaluron iiber ein aus 35 Aminosduren bestehendem Carboxyl-
Ende (C-Terminal), das wiederum aus zwei Doménen mit basischen Aminoséduren besteht
(Yang, Zhang, & Turley, 1993). Aufgrund der wiederholt vorkommenden Aminoséure
Leucin wird diese Doméne auch basic leucine zipper (bZip) motif genannt (He et al.,
2020). Mit diesem C-Terminal Leucin Zipper kann RHAMM mit dem Zentrosom
interagieren (Maxwell et al., 2003).
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Am Amino-Ende (N-Terminal) befindet sich die Mikrotubuli-bindende Eigenschaft von
RHAMM. Assmann hat zwei Doménen (Aminoséuren 40-59 und von Exon 4 kodierende
Aminosduren 76-90) untersucht, die direkt am Mikrotubulus binden koénnen. Eine
Hemmung von Exon 4 fiihrte zu Storung der Interphase Mikrotubuli zu Beginn der
Zellteilung (Assmann, Jenkinson, Marshall, & Hart, 1999; He et al., 2020).

Die Proteinmitte (Aminosduren 69-681) hat eine Coiled-Coil-Struktur (Doppelhelix) und
dient wahrscheinlich als Bindungsstelle fiir weitere Proteine. Eines dieser Proteine ist
CHICA. Uber die Interaktion mit CHICA kann RHAMM einen Komplex mit DYNLL1
(dynein light chain 1) am Spindelapparat bilden. Diese Proteinkomplexe spielen eine
wichtige Rolle fiir die Integration und Organisation des Spindelapparats im Rahmen der
Zellteilung (Fulcher et al., 2019; He et al., 2020).

RHAMM hat zudem Einfluss auf die Zentrosomenfunktion iiber die Rekrutierung von vy-
Tubulin (TUBG1) im Mikrotubulus-Organisationszentrum (MTOC) wihrend der
Interphase (Maxwell et al., 2011).

Die aktivierte phosphorylierte Form von RHAMM ist pT703-RHAMM und ist im
Zellkern lokalisiert. Fiir den Transport in den Zellkern ist pT703-RHAMM auf TPX2
(targeting protein for Xklp2) und AURKA (Aurora Kinase A) angewiesen (Chu et al.,
2018).

1.7.2 Interaktionen zwischen RHAMM, TPX2 und AURKA

Die Mikrotubulus Aktivitdt wihrend der Mitose ist u.a. reguliert durch Aurora Kinase A
(AURKA). AURKA ist an der Organisation des Spindelapparats in eine bipolare Struktur
iber Proteinkomplexe mit RHAMM und Motorproteine wie Dynein und Kinesin beteiligt
(H. Chen et al., 2014). AURKA wird aktiviert durch eine Komplexbildung mit TPX2
(targeting protein for Xklp2). Durch Ran-GTP wird TPX2 von Importin-a, einem
Zellkernimport-Rezeptor, gelost. TPX2 bildet dann einen heterodimeren Komplex mit
AURKA. Dieser Schritt wird durch RHAMM begiinstigt. Beim XRHAMM
(XenopusRHAMM vom Krallenfrosch; ortholog zu humanem RHAMM) befindet sich
an der bZIP-Doméne am C-Terminal ein Xenopus kinesin-like Protein 2 (Xklp2). Xklp2
bildet einen Komplex mit dem Motorprotein Dynein und dem Target-Protein flir Xklp2
(TPX2). Auch im humanem RHAMM findet sich am C-Terminus das Xklp2 wieder.
RHAMM ist sowohl bei humanen als auch bei Xenopus Mitosezellen ein Partner Protein
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des TPX2. Der Proteinkomplex aus RHAMM/Dynein/TPX2 spielt fiir die Bildung und
Stabilisierung des Spindelapparats eine wichtige Rolle (H. Chen et al., 2014).

RHAMM wird durch AURKA in seine phosphorylierte Form pT703-RHAMM aktiviert.
pT703-RHAMM wiederum interagiert mit TPX2 fiir den Transport in den Zellkern (Chu
et al., 2018). TPX2 ist ein Ko-Faktor von AURKA und wirkt damit aktivierend und
regulierend auf AURKA (H. Chen et al., 2014; Groen et al., 2004).

1.8 Zusammenhang zwischen BRCA1 und RHAMM

Eine BRCAI-Mutation scheint die Zelldifferenzierung und Zellproliferation in der
normalen Brustdriise zu verdndern. Es kommt zu einer Anhdufung von undifferenzierten
Vorlduferzellen (Foulkes et al., 2004).

Der Einfluss von BRCA1 auf den Zellzyklus spielt hierbei eine wichtige Rolle (He et al.,
2017).

Einige Studien untersuchten den Zusammenhang zwischen BRCA1 und die Organisation
der Mikrotubuli im Spindelapparat wihrend der Zellteilung (Joukov et al., 2006) und
andere untersuchten die Interaktion von BRCA1 mit Zentrosomen (Pujana et al., 2007).
BRCAI1 kann iiber den BRCA1/BARD1 Komplex die Zentrosom-Funktion regulieren.
Eine Storung in diesem Komplex fiihrt vermehrt zu Zentrosom-Amplifikationen. Diese
Zentrosom-Amplifikationen mit gehduften Auftreten von Zentrosom-Hypertrophie und
Aneuploidie scheint typisch fiir das Mammakarzinom zu sein (Chan, 2011; Takaoka &
Miki, 2018).

RHAMM ist ein Mikrotubulus-assoziiertes Protein und an der Bildung des
Spindelapparats wihrend der Zellteilung beteiligt mit hochster Aktivitit in der G2/M-
Phase (Y. T. Chen, Chen, & Du, 2018). Hierfiir interagiert RHAMM wie bereits
beschrieben mit AURKA und TPX2.

Eine Studie {iber Multiples Myelom zeigt eine Uberexpression von RHAMM in malignen
Zellen (Crainie, Belch, Mant, & Pilarski, 1999).

Weitere Studien zeigen ebenfalls bei Krebserkrankungen und bei Entziindungsprozessen
eine erhohte RHAMM Expression (Buttermore et al., 2017; Esguerra et al., 2015). In 56%
aller Mammakarzinome ist eine Uberexpression von Hyaluron festgestellt worden und

mit einer Progression der Erkrankung assoziiert (Heldin et al., 2013).
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Des Weiteren ist eine Interaktion zwischen RHAMM und dem Tumorsupressor p53
festgestellt worden. Bei Uberexpression von RHAMM wird iiber p53 eine
Herunterregulation und eine Zellzykluskontrolle bzw. Apoptose eingeleitet (Sohr &
Engeland, 2008). Bei AURKA Uberexpression wird auch ein Krankheitsprogress, hohe
Rate fiir Metastasen und schlechter Prognose bei Brustkrebs beobachtet (Zheng et al.,
2016).

Das erhohte Risiko fiir Brustkrebs bei BRCA I-Mutationstragerinnen ist bekannt und
mehrfach in Studien untersucht. Jedoch ist der Zusammenhang mit der BRCA1 Funktion
auf Zellzyklus-Ebene insbesondere hinsichtlich der Interaktion mit Mikrotubulus-
assoziierten Proteinen nicht génzlich erforscht.

In dieser Dissertation soll der Zusammenhang zwischen dem BRCAI-Status und der
RHAMM Expression in mammaéren Epithelzellen und Mammakarzinomen untersucht
werden.

Bei differentieller RHAMM Expression in BRCAI-mut Mammakarzinomen im
Vergleich zum sporadischen Mammakarzinom kénnte RHAMM als Modifikator fiir das
Brustkrebsrisiko bei BRCAI-Mutationstragerinnen fungieren.
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1.9 Ziele der Arbeit
Die Funktion von BRCAT als Sensor fiir DNA-Schiaden und bei der DNA-Doppelstrang-

Reparatur ist bekannt. Aktuellere Arbeiten zeigen zudem eine neue Rolle des BRCA1 im
Rahmen des Zellzyklus und Organisation des Zytoskeletts bei der Zelldifferenzierung.
Hierbei scheint die Interaktion zwischen BRCA1 und mikrotubulus-assoziierte Proteine
wie RHAMM von besonderer Bedeutung zu sein. Eine Mutation im BRCA I-Gen konnte
dem entsprechend durch fehlende oder verdnderte Interaktion mit RHAMM die
Organisation des Zytoskeletts im Rahmen der Zellteilung beeintrachtigen. Dies spielt bei
der Karzinogenese eine wichtige Rolle.

In dieser Arbeit wird untersucht, ob der BRCA-Status Einfluss auf die Expression des
Mikrotubulus-assoziierten Protein RHAMM in BRCA I-kompetenten (BRCA I-wt) bzw.
BRCA-mutierten (BRCAI-mut) mamméren Epithelzellen in vitro und in
Mammakarzinomen ex vivo hat. Dies wird anhand der Proteinexpression und
Proteinlokalisation von RHAMM immunhistochemisch/-zytologisch untersucht und
abhingig vom BRCAI-Status ausgewertet. Es wird ein direkter Vergleich gestellt
zwischen RHAMM-Expression in BRCA I-wt und RHAMM-Expression in BRCA-mut
Mammakarzinomen und benignen sowie malignen mamméiren Epithelzellen. Eine
differentielle RHAMM-Expression abhingig vom BRCAI1-Status wiirde den Einfluss
von BRCAT auf die Mikrotubulusorganisation bestétigen.

Zu diesem Zweck werden im einzelnen immunhistochemische Farbungen mit RHAMM,
seiner aktivierten Form pT703-RHAMM und dem RHAMM-Hauptaktivator AURKA in
BRCAI-wt sowie in BRCA I-mut Mammakarzinomen durchgefiihrt. Es wird untersucht,
wie sich die RHAMM Expression in BRCA /-wt Mammakarzinomen verhélt und ob sich
immunhistochemisch ein Unterschied zu BRCA I-mut Mammakarzinomen zeigt.

Die immunhistochemischen Féarbungen werden auch in  Triple-negativen
Mammakarzinomen (TNBC) durchgefiihrt, um einen Vergleich der RHAMM Expression
zwischen BRCA I-mut und Triple-negativem Status zu sehen. Zudem wird untersucht, ob
sich die pT703-RHAMM und AURKA Expression in Mammakarzinomen abhédngig vom
BRCA I-Status dndert.

Anschliefend wird die RHAMM-, pT703-RHAMM- und AURKA-Expression auf
zellulirer Ebene in BRCAI-wt und BRCAI-mut mammaéren Epithelzellen

immunzytologisch untersucht. Hier wird anhand des Expressionsmusters in der Zelle die
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Lokalisation (Zytoplasma, perinukledr, Kern) der Mikrotubulus-assoziierten Proteine
abhingig vom BR(CA I-Status beurteilt.

Zuletzt wird das Wachstumsverhalten von mammairen Epithelzellen im 3D-Medium
abhéngig vom BRCA I-Status beurteilt.

Mit den o.g. Versuchen soll gezeigt werden, dass BRCA1 an der Organisation des
Zytoskeletts iiber Mikrotubulus-assoziierte Proteine wie RHAMM im Rahmen des
Zellzyklus beteiligt ist, indem die RHAMM, pT703-RHAMM und AURKA Expression
und Lokalisation abhingig vom BRCA [-Status untersucht wird. Zudem soll untersucht
werden, ob sich das Wachstums- und Teilungsverhalten von mammaren Epithelzellen
abhingig vom BR(CA I-Status dndert und somit BRCAT1 bei der Zelldifferenzierung und

Proliferation eine Rolle spielt.
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2 Material und Methoden

2.1 Immunhistochemie

Das Gewebe zur immunhistologischen  Untersuchung ist durch die
Universitétsfrauenklinik Diisseldorf zur Verfiigung gestellt worden.

Die Universititsfrauenklinik Diisseldorf ist eines von 12 universitiren Zentren des
Deutschen Konsortiums fiir hereditéres Brust- und Eierstockkrebs (German Consortium
of Hereditary Breast and Ovarian Cancer, GCHBOC). In einem interdisziplindrem
Setting von Gyndkologen, Humangenetikern, Pathologen und Psycho-Onkologen werden
Patientinnen und Patienten auf eine a-priori Risikoerh6hung fiir genetisch-bedingtem
Brust- und Eierstockkrebs gescreent. Je nach Risikoprofil wird eine Gentestung auf z.B.
BRCAI1/2, PALP2, RAD5IC und CHEK2-Genmutationen angeboten. Mittlerweile
wurden iiber 1300 Familien getestet und 327 BRCA1-Mutationstragerinnen identifiziert
und behandelt. Im Rahmen des BRCAI/2 Projekts der Universitatsfrauenklinik
Diisseldorf ist FFPE-Material von 7 BRCAI-mut, 15 BRCAI-wt und 9 Triple-negativen

Mammakarzinomen fiir Forschungszwecke zur Verfiigung gestellt worden.

Ethikvotum
Fiir das BRCA1/2 Projekt in der Universitdtsfrauenklinik Diisseldorf als ein Zentrum des
Deutschen Konsortiums fiir familidren Brust-/Eierstockskrebs (GCHBOC) liegt ein

Ethikvotum vor. Die Studiennummer ist 3260.

Forschungsforderung
Die Arbeiten in diesem Projekt wurden durch eine interne Forschungsforderung der
Heinrich-Heine-Universitét Diisseldorf mitunterstiitzt.

Projektnummer: 9772484

Gewebe:
Paraffinschnitte von 15 BRCAI-wt Mammakarzinomen
Paraffinschnitte von 9 Triple-negativen Mammakarzinomen

Paraffinschnitte von 7 BRCA [-mut Mammakarzinomen
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Antikdrper:
RHAMM CD168/RHAMM | Epitomics, 3139-1

Santa Cruz Biotechnology, sc-25488
pT703-RHAMM | pT703-RHAMM | von der Arbeitsgruppe Maxwell zur
Verfiigung gestellt (Maxwell et al, 2011)
AURKA Aurora Kinase 2 Leica, NCL-L-AK2

Tabelle 5: Primirantikérper

Herstellung von Paraffinschnitten

Fiir die immunhistochemischen Untersuchungen werden aus Paraffintumorblocken mit
Hilfe eines Rotationsmikrotoms (RM2035, Leica, Solms) 1 pm dicke Schnitte
angefertigt. Die Schnitte werden auf Objekttragern (Super Frost Plus, Microm, Waldorf)
aufgebracht. Zum weiteren Bearbeiten des Gewebes wird das Paraffin im Wéarmeschrank

(Functionline T12, Hereaus, Hanau) iiber 12 Stunden bei 58° geschmolzen.

Grundlagen der Immunhistochemie

Das Prinzip der Immunhistochemie beruht auf eine Antigen-Antikorper-Reaktion.

Ein Antikorper bindet iiber ein oder mehrere Epitope spezifisch mit einem Antigen.

In der direkten Methode reagiert der an ein Enzym oder Fluorophor gekoppelte
Antikorper mit dem Antigen und wird iiber ein weiteres Substrat geférbt.

Bei der indirekten Methode bindet ein Primdrantikorper an dem Antigen. Es wird ein an
Peroxidase gekoppelter Sekundarantikorper hinzugefiigt, der an dem Primérantikorper

bindet und nach Hinzugabe eines Substrats eine Farbreaktion zeigt.

Immunhistochemie fiir Paraffinschnitte

Die Paraffinschnitte werden zur Paraffinlosung zunéchst fiir 20 Minuten in ein Xylolbad
(Xylene UN1307, JT Baker, Phillipsburg, USA) gestellt und dann fiir je 5 Minuten in
einer absteigenden Alkoholreihe mit Ethanol 99 %, Ethanol 96 %, Ethanol 80 %, Ethanol
70 % (Herbeta, Berlin). AnschlieBend erfolgt ein 5-miniitiges Bad im destillierten

Wasser. Zum Sittigen der gewebeeigenen Peroxidase werden die Paraffinschnitte fiir 15
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Minuten in 3 % Wasserstoffperoxid (Merck Best.Nr.8597) gestellt. Danach erfolgt ein
weiteres S-miniitiges Bad im destillierten Wasser.

Als Néchstes erfolgt eine Behandlung in Zitratpuffer mit einem pH von 6. Hierfiir wird
das Zitratpuffer bestehend aus 21g Zitronensdure (Merck Best.Nr.242) mit 25ml
Natriumhydroxid (2mol, R.d.H. Best.Nr.38212) und ein Liter destilliertes Wasser zum
Kochen gebracht und dann die Paraffinschnitte fiir 15 Minuten hineingestellt. Nach dem
Kochvorgang werden die Schnitte fiir 5 Minuten abgekiihlt und mit destilliertem Wasser
geflutet.

Durchfiihrung der Immunhistochemie mit der Labeled-Streptavidin-Biotin (LSAB)-
Methode Die Paraffinschnitte werden entsprechend der Labeled-Streptavidin-Biotin-
Methode (LSAB) behandelt. Nach jedem der folgenden Schritte werden die
Paraffinschnitte fiir 3-5 Minuten in ein Wasserbad gestellt. Zunachst werden die Schnitte
fiir 15 Minuten in Avidin (eigene Herstellung mit Eiweill von zwei mittelgro3en Eiern in
200ml destilliertes Wasser vermischt) gestellt. Dieser Schritt wird zum Binden des
gewebeeigenen Biotins durch Avidin durchgefiihrt. Um alle Bindungsstellen des Avidins
mit Biotin zu besetzen, werden die Schnitte im nachsten Schritt fiir 15 Minuten in ein
Biotin-Bad (0,02% d-Biotin in TBS-Puffer, Sigma Best.Nr. 4501) gestellt.

Nun wird der Primérantikorper mit einer Verdiinnung von 1:50 auf die Schnitte
aufgetragen. Die Negativkontrolle wird an dieser Stelle nur mit Wasser behandelt.

Nach 30 Minuten wird der Sekunddrantikorper (Briickenantikorper Biotin, ScyTek ABN
999) fiir 15 Minuten aufgetragen. Als drittes wird dann fiir weitere 15 Minuten eine
Tertidrreagenz (Avidin, ScyTek ABL999) auf die Schnitte aufgetragen. Die chemische
Farbereaktion wird durch Auftragen mit Diaminobenzidin (DAB + DAB-Substrate,
ScyTek ACK999) verursacht. Nach fiinf Minuten Einwirkzeit kommt es bei Reaktion mit
dem Primérantikdrper zu einer Braunfarbung der Schnitte. Die Negativkontrolle zeigt bei
diesem Schritt keine Braunfarbung.

Als Gegenfarbung erfolgt ein Sminiitiges Hdmalaun-Bad zum Blauen aller Kerne.
Hiernach werden die Schnitte fiir 10 Minuten in ein Wasserbad gestellt. AnschlieBend
erfolgt eine aufsteigende Alkoholreihe mit Ethanol 70 %, Ethanol 80 %, Ethanol 96 %
und Ethanol 99 % und zuletzt Xylol. Die Schnitte werden eingedeckt (Eindeckmedium
(Aquatex, Merck, Darmstadt, Deckgliser 24x46mm, Menzel-Gliser, Braunschweig) und

unter einem Lichtmikroskop analysiert.
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Histologische Auswertung
Die Histologische Auswertung ist mit einem Lichtmikroskop (DMRBE, Leica, Solms)

unter Verwendung des sog. ,,Remmele-Scores* (s.u.) erfolgt.

Auswertung nach dem Immunreaktiven Score (IRS)

Zur histologischen Auswertung der immunhistochemisch gefarbten Schnitte hat sich der
LImmunreaktive Score (IRS)“ etabliert. Der IRS modifiziert nach dem Remmele Score
(Remmele et al.1987) wird bestimmt durch die Prozentzahl der Positivpopulation (PP)
und der Farbeintensitét (Staining Intensity SI) (Tabelle 5).

Fiir beide Parameter werden wie folgt Punkte vergeben:

Positivpopulation (PP) Staining Intensitiy (SI)

0 0% geférbt 0 keine Férbung

1 < 10% geférbt 1 schwache Farbung
2 10 - 50% geférbt 2 méiBige Farbung

3 51 - 80% geférbt 3 starke Farbung

4 80 - 100% gefarbt

Tabelle 6: Histologische Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Der Immunreaktive Score errechnet sich aus der Formel: PP x SI = IRS.

Fiir jeden Schnitt konnen somit zwischen 0 und 12 Punkte vergeben werden.

Immunreaktiver Score

0-1 negativ

2-3 schwach positiv
4-8 méBig positiv
9-12 stark positiv

Tabelle 7: Der Immunreaktive Score
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Auswertung nach Lokalisation der Farbung/Proteinlokalisation

Zusitzlich zum Immunreaktiven Score wird das Firbungsverhalten der einzelnen
Zellkompartimente wie Farbung des Zytoplasmas, perinukledre Farbung oder Farbung
im Kern beurteilt. Daraus ldsst sich ableiten, in welchem Zellkompartiment das jeweilige

Protein exprimiert wird.

Statistische Auswertung mit dem Chi-Quadrat-Test

Zum Vergleichen der immunhistochemischen Firbeergebnisse von RHAMM, pT703-
RHAMM und AURKA in den unterschiedlichen Mammakarzinomen (BRCAI-wt,
BRCAI-mut und Triple-negativ) erfolgt eine statistische Auswertung mit dem Chi-
Quadrat-Test.

Die Auswertung wird zum einen nach dem Ergebnis aus dem Immunreaktiven Score
(Proteinexpression schwach positiv, méfig positiv, stark positiv) sowie zum anderen nach
der Proteinlokalisation (Proteinexpression im Zytoplasma, perinukledr oder Kern)

durchgefiihrt.

2.2 Zelllkulturen

Die Arbeiten an den Zellkulturen erfolgen unter sterilen Bedingungen.
Die Versuche werden mit den MCF-12a und HCC1937 sowie verschiedenen HCC1937-
Transfektanten durchgefiihrt (Tabelle 7).

HCC 1937 | Duktales Mammakarzinom einer 23-jdhrigen | ATCC-Nr:
kaukasischen Frau mit BRCA1-Mutation CRL-2336

MCEF 12a Benignes mastopathisches Brustdriisengewebe einer | ATCC-Nr:
60-jahrigen kaukasischen Frau CRL-10782
Tabelle 8: Zelllinien
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Medium

Unter einer Sterilbank werden die Zellen der o.g. Zelllinien in 50ml
Gewebekulturflaschen (Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen) iiberfiihrt und mit
einem Vollmedium aus DMEM Medium (Dulbecco’s Modifiziertes Eagles Medium,
GIBCO, Karlsruhe) mit 1000 mg/L. Glucose, 110 mg/L. Natriumpyruvat (GIBCO,
Karlsruhe) und folgenden Zusdtzen versetzt: 10 % fotales Kélberserum (FCS Gold
Mycoplex, PAA, Pasching, Osterreich), 1 % L-Glutamin (100x; GIBCO), 1 % MEM
Vitamin-Losung (100x; GIBCO), 0,1 % Gentamycin (10mg/ml; GIBCO). Die
Kulturflaschen werden in ein Begasungsbrutschrank (Heraeus, Hanau) bei 37°C, 5 %

CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Mediumwechsel

2-3mal pro Woche findet ein Mediumwechsel statt. Hierzu wird das Medium unter
Schonung der am Flaschenboden adhirenten Zellen aus der Kulturflasche pipettiert und
mit neuem Medium versetzt. Je nach KulturflaschengroBBe (50, 75 oder 250ml) wird

entsprechend viel Medium (5, 10 oder 20ml) hinzugegeben.

Passage der Zellen

Bei 80 % Besiedlung des Bodens der Kulturflasche werden die Zellen umgesetzt. Hierzu
werden die Zellen gesidt und in gréBere, 75ml oder 250ml Gewebekulturflaschen
subkultiviert. Daflir wird das Medium verworfen. In die Kulturflaschen wird PBS zum
Spiilen der adhédrenten Zellen gegeben und wieder heraus pipettiert. AnschlieBend wird
zum Ldsen der adhédrenten Zellen vom Kulturflaschenboden mit 1 %Trypsin (1ml Aliquot
+ 9ml PBS) fiir 5Smin (hochstens 10min.) bei 37°C im Brutschrank inkubiert bis alle
Zellen gelost sind. Das Trypsin wird mit der gleichen Menge Medium geblockt und die
gesamte Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen (Greiner) pipettiert. Das Rohrchen
wird anschlieBend in eine Zentrifuge (Megafuge 1.0, Heraeus) gestellt und fiir Smin. bei
1000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen. Das Pellet wird in 1ml Medium
resuspendiert und in eine groBere Gewebekulturflasche iiberfiihrt oder auf zwei bis vier

50ml Kulturflaschen verteilt.
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Kryokonservierung

Das beim Umsetzen der Zellen entstandene Pellet wird mit PBS gewaschen und
anschlieend in 1 ml Medium mit 10% DMSO resuspendiert und in Kryoréhrchen
(Greiner, 2 ml) iiberfiihrt. Die Zellen werden zunidchst bei -20°C und nach 24 Stunden
bei -80°C eingefroren. Nach weiteren 24 Stunden werden die Kryoréhrchen im fliissigen
Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen der Zellen werden die Kryorohrchen aus dem Stickstofftank entnommen
und im Wasserbad aufgetaut. AnschlieBend werden die Zellen in eine
Gewebekulturflasche {tiberfilhrt und je nach GroBe der Gewebekulturflasche mit
entsprechend viel Medium versetzt. Die Kulturflasche wird dann im Brutschrank bei

37°C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Bestimmung der Zelltiters

Die Bestimmung des Zelltiters erfolgt mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer.

Das beim Umsetzen der Zellen abzentrifugierte Pellet wird mit Iml Medium
resuspendiert. 10ul dieser Zellsuspension werden mit Trypanblau gemischt und die
Neubauerkammer pipettiert. Die Zellen werden diagonal in vier Kleinquadraten (1mm?2)

ausgezdhlt. Der Titer berechnet sich nach der folgenden Formel:

Gezihlte Zellen

- = Zellen/pl

Ausgezihlte Flache (mm2) x Kammertiefe (mm) x Verdiinnung

Stabile Transfektion von HCC 1937 Zellen

Bei der stabilen Transfektion werden mit Hilfe von gentechnisch verdnderten lentiviralen
Vektoren, die Zellen mit verschiedenen BRCAI Gen-Konstrukten transfiziert.

In der HCC1937 Zelllinie liegt homozygot, d.h. auf beiden Allelen, die bekannte
pathogene BRCA [-Mutation ¢.5266dupC p.GIn1756fs und damit ein BRCA I-Null-Geno-
/Phénotyp vor. Mit viraler Transfektion kann das BRCA/-Gen in den HCC1937-Zellen
eingebracht werden zur Komplementation des BRCAI ™™ Genotyps und zur

Herstellung eines BRCA1-Wildtyp Phénotyps der HCC1937 Zellen. Als Kontrollen
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dienen Transfektanten (Tabelle 8) mit einer BRCAI-Exonl1-Deletion und damit einem
inaktiven BRCA I-Gen sowie Transfektanten mitdem S11-IN- Leervektor ohne BRCA1-
Gen

Zellen Genotyp
/Transfektanten

HCC1937 BRCA ] muvmut
HCC1937-wt BRCAI™

HCC1937 AExonl1 | BRCAI AFxenl!

HCC1937 S11-IN | BRCAI ™wmt
Tabelle 9: Zelllinie HCC1937 mit Transfektanten

Immunzytologie flir Zellkulturen

Ein Tag vor Durchfithrung der immunzytochemischen Versuchsreihe werden die Zellen
direkt auf Objekttragern kultiviert. Am Folgetag wird das Medium entfernt und die
Objekttrager mit den adhirenten Zellen fiir die immunzytochemische Untersuchung
vorbereitet.

Hierfiir werden die Schnitte zunéchst bei 37° iiber 5 Minuten in einem Wéarmeschrank
(Functionline T12, Hereaus, Hanau) getrocknet und anschliefend zum Rehydrieren in
eine Kochsalzlosung getaucht. Danach erfolgt die Fixierung in 4 % gepufferten Formalin
fiir 10 Minuten. Die Schnitte werden in TBS-Puffer 10 Minuten gewaschen und sind jetzt
vorbereitet flir die immunzytochemischen Versuche entsprechend der bereits

beschriebenen Labeled-Streptavidin-Biotin- (LSAB-) Methode.
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2.3 Zellkultur in 3D-Medium (Matrigel™)

Die 3D-Kultivierung erfolgt mit MCF-12a Zellen und nativen HCC1937-Zellen.
Es wird das gleiche Medium wie bei der 2D-Zellkultur verwendet.
Das Matrigel™

Matrix Growth Factor Reduced, 10ml vial, Catalog number 354230).

ist von BD Biosciences bezogen (BD Matrigel Basement Membrane

Ablosen der Zellen aus der Kulturflasche

Das Medium aus der Kulturflasche wird abgenommen und die Zellen mit10 ml PBS
gewaschen. AnschlieBend wird zum Losen der adhirenten Zellen vom
Kulturflaschenboden die Kultur mit 1%Trypsin (1ml Aliquot + 9ml PBS) fiir 5 Minuten
(hochstens 10 Minuten) bei 37°C im Brutschrank inkubiert, bis alle Zellen gelost sind.
Das Trypsin wird mit der gleichen Menge Medium geblockt und die gesamte
Zellsuspension in ein Zentrifugenréhrchen (Greiner) pipettiert. Das Rohrchen wird
anschlieBend fiir 5 Minuten bei 1000rpm (Megafuge 1.0, Heraeus) zentrifugiert. Der

Uberstand wird abgenommen. Das Pellet wird in 1ml Medium resuspendiert.

Bestimmung des Zellvolumens

Das beim Umsetzen der Zellen gewonnene Pellet wird in 1ml Medium resuspendiert.
50l dieser Zellsuspension werden mit 450ul Medium resuspendiert. Damit wird eine
1:10 Verdiinnung erreicht.

Die Bestimmung der Gesamtzahl der Zellen erfolgt mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer
wie oben bereits beschrieben.

Aus diesem Zellpellet wird ein bestimmtes Volumen zur Kultivierung im Matrigel™

verwendet. Dieses Volumen wird mit Hilfe folgender Formel errechnet:

Volumen = 1,8 x 10*x 10° / G (Gesamtzahl der Zellen)
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Kultivierung der Zellen in Matrigel™

Das Matrigel wird am Vortag auf Eis aufgetaut. Eine 24-Well-Platte wird im
Gefrierschrank vorgekiihlt. 150ul aufgetautes Matrigel wird auf den Boden der Wells
mittig pipettiert. Dabei befindet sich die 24-Well-Platte stdndig auf Eis. Danach folgt ein
Erhitzen tiber 15 Minuten im Brutschrank. 250ul einer Zellsuspension bestehend aus dem
errechneten Zellpellet-Volumen und Medium (Volumen + Medium = 250ul) werden pro
Well pipettiert. Danach wird fiir weitere 15 Minuten im Brutschrank inkubiert. Zuletzt
werden 250ul Medium-Matrigel™-Gemisch (225ul Medium + 25ul Matrigel) mittig in
jedes Well pipettiert.

Mediumwechsel

Ein Mediumwechsel wird alle 2 Tage durchgefiihrt. Dabei wird das fliissige Medium aus
der 24-Well-Platte abpipettiert und verworfen. 500ul frisches Medium-Matrigel-
Gemisch (450pul Medium + 50 pl Matrigel) werden mittig in jedes Well pipettiert.

Auswertung
Die Auswertung erfolgt iiber tégliche Beobachtung und Fotodokumentation.
Die Beurteilung erfolgt mit einem Lichtmikroskop (DMRBE, Leica, Solms).
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Immunhistochemie (Gewebe)

Zur Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen BRCAI-Status und dem
Mikrotubulus-assoziertem Protein RHAMM werden immunhistochemische Farbungen
an Paraffinschnitten von Mammakarzinomgeweben durchgefiihrt. Zunédchst wird die
RHAMM-Expression an einem BRCAI-wt Mammakarzinom  untersucht.
Vergleichsweise werden Paraffinschnitte eines BRCAI-mut Mammakarzinoms mit
RHAMM immunhistochemisch angefarbt. Zusétzlich untersuchen wir die RHAMM-
Expression an Gewebe eines Triple-negativen Mammakarzinoms (TNBC). Wie in der
Einleitung erwidhnt, bestechen zwischen dem TNBC und dem BRCAI-mut
Mammakarzinom tumorbiologische Ahnlichkeiten (Hormonrezeptorstatus, hohes
Grading, Metastasierungsverhalten). Wir untersuchen, ob die RHAMM-Expression bei
diesen beiden Geweben ein dhnliches Verhalten zeigt. Zusétzlich untersuchen wir das
Expressionsmuster des aktivierten RHAMM, ndmlich pT703-RHAMM und sowie dessen
Hauptaktivator AURKA in allen oben genannten Karzinomen. Untersucht wird das
Farbemuster von RHAMM, AURKA und pT703-RHAMM in den unterschiedlichen
Geweben beziiglich Proteinlokalisation (Zytoplasma, Kern oder perinukledr) und
Proteinexpression anhand der Farbstirke (Farbeintensitit: schwach, mittel, stark). Die
Auswertung erfolgt am Mikroskop mit dem im Methodenteil beschriebenem
Immunreaktiven-Score. Zusitzlich werden Negativkontrollen mit Auslassen der o.g.

Antikorper durchgefiihrt.

3.1.1 Ergebnisse BRCAI-wt Mammakarzinom

In dieser Versuchsreihe werden Paraffinschnitte von 15 BRCA I-wt Mammakarzinomen
mit den Antikérpern RHAMM, AURKA und pT703-RHAMM immunhistochemisch
gefarbt. Darunter sind 13 duktale Karzinome und 2 lobuldre Karzinome. Der

Hormonrezeptorstatus ist bei allen 15 Karzinomen positiv.

3.1.1.1 RHAMM
Tabelle 10 zeigt die Auswertung der immunhistochemischen Fiarbung des BRCAI-wt
Mammakarzinoms mit dem RHAMM-Antikorper. Die Farblokalisation ist bei allen
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Praparaten im Zytoplasma (s. Abb. 3). Die Auswertung der Prédparate zeigt einen

Immunreaktive-Score in einem Préparat von eins, in sechs Priparaten von drei, in fiinf

Préparaten von vier und in drei Préparaten von sechs. Insgesamt wird bei 14/15

Praparaten des BRCAI-wt Mammakarzinoms eine schwache bis maéaBig positive,

homogene RHAMM Expression im Zytoplasma festgestellt.

Nr. | Tumor Probe Histo | Auswertung Firbung
Lokali- Remmele- | PP | SI | IRS | Negativ-
sation Score Kontrolle

1 BRCAI-wt 49/99 IDC Zytoplasma | ++ 2 2 |4 -

2 BRCAI-wt 536/97b IDC Zytoplasma | ++ 2 2 |4 -

3 BRCAI-wt 591/98 IDC Zytoplasma | ++ 3 2 |6 -

4 BRCAI-wt 665/97 ILC Zytoplasma | ++ 2 2 |4 -

5 BRCAI-wt 676/98b5 | IDC Zytoplasma | + 3 1 |3 -

6 BRCAI-wt 750/97 ILC Zytoplasma | ++ 2 2 |4 -

7 BRCAI-wt 757/99 IDC Zytoplasma | ++ 2 2 |4 -

8 BRCAI-wt 1169/99 IDC Zytoplasma | + 3 1 |3 -

9 BRCAI-wt 1287/99b2 | IDC Zytoplasma | + 3 1 |3 -

10 | BRCAI-wt 1386/99 IDC Zytoplasma | + 3 1 |3 -

11 | BRCAI-wt 1387/97 IDC Zytoplasma | - 1 1 |1 -

12 | BRCAI-wt 1430/99a | IDC Zytoplasma | ++ 3 2 |6 -

13 | BRCAI-wt 1528/99 IDC Zytoplasma | ++ 3 2 |6 -

14 | BRCAI-wt 7787/00 IDC Zytoplasma | + 3 1 |3 -

15 | BRCAI-wt 7947/00d2 | IDC Zytoplasma | + 3 1 |3 -

Tabelle 10: Auswertung Immunhistochemie BRCAI-wt Mammakarzinom mit RHAMM-

Antikorper: schwache bis méBig positive homogene Farbung des Zytoplasmas in 14/15 Préparaten
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Abb. 3: Immunhistochemische Darstellung der RHAMM-Expression im BRCAI-wt

Mammakarzinom, 10-fache Vergroflerung: schwache Farbung des Zytoplasmas, IRS 4

3.1.1.2 pT703-RHAMM

In der nichsten Versuchsreihe werden weitere Paraffinschnitte der 15 Hormonrezeptor-
positiven BRCAI-wt Mammakarzinome mit dem pT703-RHAMM-Antikorper gefarbt
(Tabelle 11). pT703-RHAMM zeigt eine Proteinlokalisation im Kern (s. Abb. 4). Der
Immunreaktive-Score ist in einem Priparat bei zwei in sechs Préparaten bei vier und in
weiteren sechs Préiparaten bei sechs. Zwei Préparate zeigen keine Farbung. Mehrheitlich
zeigt sich bei 12/15 Priparaten eine maBig positive homogene pT703-RHAMM

Expression im Kern bei den BRCA I-wt Mammakarzinomen.

Nr. | Tumor Probe Histo | Auswertung Firbung
Lokali- | Remmele- | PP | SI | ISR | Negativ-
sation Score Kontrolle
1 BRCAI-wt 49/99 IDC | Kern + 2 1 |2 -
2 BRCAI-wt 536/97b IDC | Kern ++ 2 |2 |4 -
3 BRCAI-wt 591/98 IDC | Kern ++ 3 12 |6 -
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4 BRCAI-wt 665/97 ILC Kern ++ 3 2 |6 -
5 BRCAI-wt 676/98b5 IDC Kern ++ 2 2 |4 -
6 BRCAI-wt 750/97 ILC Kern ++ 3 2 |6 -
7 BRCAI-wt 757/99 IDC Kern ++ 3 2 |6 -
8 BRCAI-wt 1169/99 IDC / - 0 0 1|0 -
9 BRCAI-wt 1287/99b2 | IDC Kern ++ 2 2 |4 -
10 | BRCAI-wt 1386/99 IDC Kern ++ 2 2 |14 -
11 | BRCAI-wt 1387/97 IDC Kern ++ 2 2 |14 -
12 | BRCAI-wt 1430/99a IDC Kern ++ 3 2 |6 -
13 | BRCAI-wt 1528/99 IDC Kern ++ 3 2 |6 -
14 | BRCAI-wt 7787/00 IDC Kern ++ 2 2 |4 -
15 | BRCAI-wt 7947/00d2 | IDC / - 0 0 1|0 -

Tabelle 11: Auswertung der immunhistochemischen Firbung von BRCA1-wt Mammakarzinom mit

dem pT703-RHAMM-Antikorper: maflig positive Proteinexpression im Kern in 12/15 Préparaten.

i - o wt ¥ TR NS 4 !
Abb. 4: Immunhistochemische Darstellung der pT703-RHAMM-Expression im BRCA1-wt

Mammakarzinom, 10-fache VergroBerung: miaBig starke Proteinexpression in den Kernen, IRS 6
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3.1.1.3 AURKA

Als drittes werden die Schnitte der BRCAI-wt Mammakarzinomreihe mit dem AURKA-
Antikorper immunhistochemisch gefarbt (Tabelle 12). AURKA zeigt wie RHAMM eine
zytoplasmatische Proteinlokalisation (Abb. 5). Der Immunreaktive-Score betrigt bei drei
Préparaten drei, bei drei Préparaten vier, bei vier Praparaten sechs und bei fiinf Prédparaten

neun. AURKA wird somit in 12/15 BRCAI-wt Mammakarzinomen méafig bis stark

exprimiert.

Nr. | Tumor Probe Histo | Auswertung Fiarbung
Lokali- Remmele- | PP | SI | IRS | Negativ-
sation Score Kontrolle

1 BRCAI-wt 49/99 IDC Zytoplasma | + 3 1 |3 -

2 BRCAI-wt 536/97b IDC Zytoplasma | ++ 3 2 |6 -

3 BRCAI-wt 591/98 IDC Zytoplasma | +++ 3 319 -

4 BRCAI-wt 665/97 ILC Zytoplasma | ++ 2 2 |4 -

5 BRCAI-wt 676/98b5 | IDC Zytoplasma | +++ 3 319 -

6 BRCAI-wt 750/97 ILC Zytoplasma | + 3 1 |3 -

7 BRCAI-wt 757/99 IDC Zytoplasma | ++ 3 2 |6 -

8 BRCAI-wt 1169/99 IDC | Zytoplasma | ++ 3 2 |6 -

9 BRCAI-wt 1287/99b2 | IDC Zytoplasma | +++ 3 319 -

10 | BRCAI-wt 1386/99 IDC | Zytoplasma | ++ 2 |2 |4 -

11 | BRCAI-wt 1387/97 IDC | Zytoplasma | ++ 2 |2 |4 -

12 | BRCAI-wt 1430/99a | IDC | Zytoplasma | ++ 3 |12 |6 -

13 | BRCAI-wt 1528/99 IDC | Zytoplasma | + 3 1 |3 -

14 | BRCAI-wt 7787/00 IDC | Zytoplasma | +++ 3 319 -

15 | BRCAI-wt 7947/00d2 | IDC | Zytoplasma | +++ 3 319 -

Tabelle 12: Auswertung der immunhistochemischen Firbung von BRCA1-wt Mammakarzinom mit

dem AURKA-Antikérper: méBige bis starke zytoplasmatische Proteinexpression in 12/15 Préparaten
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Abb. 5: Darstellung der AURKA-Expression im BRCAI-wt Mammakarzinom, 10-fache
VergroBerung: starke Expression im Zytoplasma, IRS 9

3.1.2 Ergebnisse BRCA1-mut Mammakarzinom
In dieser Gruppe wird das Expressionsmuster von RHAMM, pT703-RHAMM und
AURKA in sieben verschiedenen BRCA /-mut Mammakarzinomen immunhistochemisch

untersucht.

3.1.2.1 RHAMM

Tabelle 13 zeigt die immunhistochemische Farbung der BRCA /-mut Mammakarzinome
mit dem RHAMM-Antikorper. Die Lokalisation des RHAMM-Proteins ist wie beim
BRCAI-wt Karzinom im Zytoplasma (Abb. 6). Die Auswertung zeigt einen
Immunreaktiven-Score von sechs bei drei Préparaten und von neun bei vier Praparaten.
Insgesamt werden bei 4/7 Préparaten eine starke RHAMM Expression im Zytoplasma

festgestellt.
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Nr. | Tumor Probe Auswertung Farbung
Lokali- Remmele- | PP | SI | IRS | Negativ-
sation Score Kontrolle

1 BRCAI-mut 15939/95 | Zytoplasma | +++ 3 3 9 -

2 BRCAI-mut 2126/94 | Zytoplasma | +++ 3 3 9 -

3 BRCAI-mut 23247 Zytoplasma | ++ 3 2 6 -

4 BRCAI-mut 5613/1b | Zytoplasma | ++ 3 2 6 -

5 BRCAI-mut 23722/90 | Zytoplasma | +++ 3 3 9 -

6 BRCAI-mut 3828786 | Zytoplasma | ++ 3 2 6 -

7 BRCAI-mut 9305/96 | Zytoplasma | +++ 3 3 9 -

Tabelle 13: Auswertung der immunhistochemischen Fiarbung von BRCAI-mut Mammakarzinom

mit dem RHAMM-Antikorper: starke Farbung des Zytoplasmas in 4/7 Préparaten

Abb. 6: Darstellung der RHAMM-Expression im BRCAI-mut Mammakarzinom, 10-fache

VergroBerung: starke Proteinexpression im Zytoplasmas, IRS 9

38



3.1.2.2 pT703-RHAMM

Anders als beim BRCA1-wt Mammakarzinom zeigt die immunhistochemische Farbung
des BRCAI-mut Mammakarzinoms mit dem pT703-RHAMM-Antikorper die
Proteinlokalisation hauptsdchlich im Zytoplasma mit Firbung mancher Kerne. Bei vielen
Kernen zeigt sich eine Farbanreicherung um die Kernmembran und spricht damit fiir eine
perinukleédre Proteinlokalisation (Abb.7). Der Immunreaktive-Score betrégt bei einem
Prédparat sechs und bei sechs Praparaten 12. pT703-RHAMM zeigt in 6/7 BRCAI-mut

Mammakarzinome eine starke Expression im Zytoplasma/perinukleér (Tabelle 14).

Nr. | Tumor Probe Auswertung Firbung
Lokali- Remmele- | PP | SI | IRS | Negativ-
sation Score Kontrolle

1 BRCAI-mut 15939/95 | Zytosplasma/ | +++ 4 3 12 -
perinukleér

2 BRCAI-mut 2126/94 | Zytosplasma/ | +++ 4 3 12 -
perinukleér

3 BRCAI-mut 23247 Zytosplasma/ | +++ 4 3 12 -
perinuklear

4 BRCAI-mut 5613/1b | Zytosplasma/ | +++ 4 3 12 -
perinuklear

5 BRCAI-mut 23722/90 | Zytosplasma/ | +++ 4 3 12 -
perinuklear

6 BRCAI-mut 3828786 | Zytosplasma/ | ++ 3 2 6 -
perinukleér

7 BRCAI-mut 9305/96 | Zytosplasma/ | +++ 4 3 12 -
perinukledr

Tabelle 14: Auswertung der immunhistochemischen Firbung von BRCAI-mut Mammakarzinom
mit dem pT703-RHAMM-Antikorper: starke Proteinexpression im Zytoplasma/perinukledr in 6/7

Préparaten.
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Abb. 7: Darstellung der pT703-RHAMM-Expression im BRCA1-mut Mammakarzinom, 10-fache

VergroBerung: starke Expression im Zytoplasma/perinukleér, IRS 12

3.1.2.3 AURKA

Tabelle 15 zeigt die immunhistochemische Farbung des BRCA /-mut Mammakarzinoms
mit dem AURKA-Antikorper. Die Proteinlokalisation ist auch beim BRCAI-mut
Mammakarzinom im Zytoplasma (Abb.8). Die Auswertung mit dem Immunreaktiven-
Score ergibt bei einem Priparat zwei, bei zwei Préiparaten drei und bei drei Priparaten
vier. In nur einem Préparat zeigt sich eine starke AURKA-Expression mit einem IRS von
neun. Damit ist in 6/7 Prdparaten eine schwache Expression im Zytoplasma zu sehen.
Anders als beim BRCA I-wt Mammakarzinom ist die AURKA-Expression beim BRCA I-

mut Mammakarzinom tiberwiegend schwécher.
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Nr. | Tumor Probe Auswertung Fiarbung

Lokalisation | Remmele- | PP | SI | IRS | Negativ-

Score Kontrolle
1 BRCAI-mut | 15939/95 | Zytoplasma | + 3 1 3 -
2 BRCAI-mut | 2126/94 | Zytoplasma | + 3 1 3 -
3 BRCAI-mut | 23247 Zytoplasma | ++ 2 2 4 -
4 BRCAI-mut | 5613/1b | Zytoplasma | ++ 2 2 4 -
5 BRCAI-mut | 23722/90 | Zytoplasma | +++ 3 3 9 -
6 BRCAI-mut | 3828786 | Zytoplasma | + 2 1 2 -
7 BRCAI-mut | 9305/96 | Zytoplasma | ++ 2 2 4 -

Tabelle 15: Auswertung der immunhistochemischen Fiarbung von BRCAI-mut Mammakarzinom
mit dem AURKA-Antikorper: groBitenteils schwache AURKA-Expression im Zytoplasma in 6/7

Préparaten.

Abb. 8: Darstellung der AURKA-Expression im BRCA1-mut Mammakarzinom, 10-fache

VergroBerung: in 1/7 Préaparaten starke Expression im Zytoplasma, IRS 9
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3.1.3  Ergebnisse Triple- negatives Mammakarzinom (TNBC)

In der Gruppe der TNBC werden Paraffinschnitte aus neun verschiedenen Tumorblocken
mit jeweils RHAMM-, AURKA- und pT703-RHAMM-Antikorper immunhistochemisch
gefarbt.

3.1.3.1 RHAMM

Auch beim TNBC ist die immunhistochemische Farbung mit dem RHAMM-Antikdrper
im Zytoplasma zu sehen (Abb. 9). Der Immunreaktive-Score betrégt bei einem Préparat
sechs und bei acht Préparaten 12. RHAMM zeigt in TNBC in 8/9 Priparaten eine

besonders starke Expression im Zytoplasma (Tabelle 16).

Nr. | Tumor Probe Auswertung Firbung
Lokali-- Remmele- | PP | SI | IRS | Negativ-
sation Score Kontrolle

1 TNBC 363/97b4 | Zytoplasma | +++ 4 3 12 -

2 TNBC 450/98a Zytoplasma | +++ 4 3 12 -

3 TNBC 474/95a5 | Zytoplasma | +++ 4 3 12 -

4 TNBC 500/98b3 | Zytoplasma | +++ 4 3 12 -

5 TNBC 836/97a Zytoplasma | ++ 2 3 6 -

6 TNBC 1218/96b2 | Zytoplasma | +++ 4 3 12 -

7 TNBC 1313/98a5 | Zytoplasma | +++ 4 3 12 -

8 TNBC 8044/00 Zytoplasma | +++ 4 3 12 -

9 TNBC 8271/00a | Zytoplasma | +++ 4 3 12 -

Tabelle 16: Auswertung der immunhistochemischen Firbung von TNBC mit dem RHAMM-

Antikorper: starke Expression im Zytoplasma in 8/9 Préparaten
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Abb. 9: Darstellung der RHAMM-Expression im TNBC, 10-fache Vergroerung: starke

Proteinexpression im Zytoplasma, IRS 12

3.1.3.2 pT703-RHAMM

Ahnlich wie beim BRCAI-mut Mammakarzinom zeigt die immunhistochemische
Féarbung des TNBC mit dem pT703-RHAMM-Antikorper eine Proteinlokalisation im
Zytoplasma, aber auch die Kernmembran hat eine starke Farbanreicherung (Abb. 10). Die
Auswertung zeigt einen Immunreaktiven-Score von sechs bei einem Priparat und 12 bei
den weiteren acht Priparaten. Bei 8/9 der TNBC wird eine starke pT703-RHAMM-

Expression im Zytoplasma/perinukleédr nachgewiesen (Tabelle 16).

Nr. | Tumor Probe Auswertung Firbung
Lokali- Remmele- | PP | SI | IRS | Negativ-
sation Score Kontrolle

1 TNBC 363/97b4 | Zytoplasma/ | +++ 4 3 12 |-
perinukledr

2 TNBC 450/98a Zytoplasma/ | +++ 4 3 12 |-
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perinukledr

3 TNBC 474/95a5 | Zytoplasma/ | +++ 4 3 12 |-
perinukledr

4 TNBC 500/98b3 | Zytoplasma/ | +++ 4 3 12 |-
perinukledr

5 TNBC 836/97a Zytoplasma/ | ++ 2 3 6 -
perinukledr

6 TNBC 1218/96b2 | Zytoplasma/ | +++ 4 3 12 -
perinukledr

7 TNBC 1313/98a5 | Zytoplasma/ | +++ 4 3 12 |-
perinukeér

8 TNBC 8044/00 Zytoplasma/ | +++ 4 3 12 |-
perinukledr

9 TNBC 8271/00a | Zytoplasma/ | +++ 4 3 12 |-
perinukledr

Tabelle 17: Auswertung der immunhistochemischen Farbung von TNBC mit dem pT703-RHAMM-
Antikorper: starke pT703-RHAMM-Expression im Zytoplasma/perinukleér in 8/9 Préparaten.

Abb. 10: Darstellung der pT703-RHAMM-Expression im Triple-negativen Mammakarzinom, 10-
fache VergroBerung: Farbung des Zytoplasmas/perinukledr, IRS 12
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3.1.3.3

AURKA

Die AURKA wird nach immunhistochemischer Farbung des TNBC im Zytoplasma

lokalisiert (Abb. 11). Der Immunreaktive-Score betrdgt bei einem Priparat drei, bei

einem Préparat vier, bei einem Prédparat sechs, bei einem Préparat neun und bei drei

Préaparaten 12. Bei drei Paraffinschnitten wird keine Expression festgestellt (Tabelle 18).

Insgesamt sind in 6/9 Prédparaten eine mittelstarke bis starke AURKA-Expression im

Zytoplasma zu sehen. Die weiteren Pridparate zeigen bei zwei Priparaten keine

Expression und bei einem Préparat eine schwache Proteinexpression von drei.

AURKA zeigt beim TNBC ein &dhnliches Expressionsmuster wie beim BRCAI-wt

Mammakarzinom.

Nr. | Tumor Probe Auswertung Firbung
Lokali- Remmele- | PP | SI IRS | Negativ-
sation Score Kontrolle

1 TNBC 363/97b4 | / - 0 0 0 -

2 TNBC 450/98a Zytoplasma | +++ 3 4 12 -

3 TNBC 474/95a5 | Zytoplasma | ++ 3 2 6 -

4 TNBC 500/98b3 | Zytoplasma | +++ 4 3 12 -

5 TNBC 836/97a Zytoplasma | +++ 4 3 12 -

6 TNBC 1218/96b2 | Zytoplasma | +++ 3 3 9 -

7 TNBC 1313/98a5 | Zytoplasma | ++ 2 2 4 -

8 TNBC 8044/00 / - 0 0 0 -

9 TNBC 8271/00a | Zytoplasma | + 3 1 3 -

Tabelle 18: Auswertung der immunhistochemischen Firbung von TNBC mit dem AURKA-

Antikorper: méBige bis starke Expression im Zytoplasma in 6/9 Préparaten
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Abb. 11: Darstellung der AURKA-Expression im TNBC, 15-fache VergroBerung: starke AURKA-
Expression im Zytoplasma, IRS 9
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3.1.4 Statistische Auswertung der immunhistochemischen Firbungen
mit dem Chi-Quadrat-Test

Die immunhistochemischen Ergebnisse der RHAMM-, pT703-RHAMM- und AURKA-
Expression in den unterschiedlichen Mammakarzinomen (BRCAI-wt, BRCAI-mut und
TNBC) werden mit dem Chi-Quadrat-Test statistisch ausgewertet.

Dabei wird die Proteinexpression anhand des Immunreaktiven-Scores (Expression
schwach positiv, méaBig positiv, stark positiv) verglichen und die Proteinlokalisation
(Expression im Zytoplasma, perinukleédr, Kern) in Bezug auf den BRCA[-Status in den

untersuchten Mammakarzinomen ausgewertet.

3.1.4.1 Vergleichende Auswertung der Proteinexpression nach dem

Immunreaktiven Score

Proteinexpression von RHAMM

Die Tabelle 19 und Abbildung 12 zeigen die RHAMM-Expression in BRCAI-wt und
BRCAI-mut Mammakarzinomen sowie in TNBC. Die Auswertung des Immunreaktiven
Scores aus den immunhistochemischen Féarbungen erfolgt mit Hilfe des Chi-Quadrat-
Tests. RHAMM zeigt eine schwache bis méiBig positive Expression in 93% der BRCA -
wt Mammakarzinomen. In den anderen beiden Mammakarzinomen zeigt RHAMM eine
starke Expression in 57% der BRCAI-mut sowie in 89% der TNBC. Es besteht ein
statistisch ~ signifikanter ~Unterschied zwischen BRCAI-wt und BRCAI-mut
Mammakarzinomen bzw. TNBC beziiglich der Expressionsstirke des Proteins (p-Wert <
0,001). Abb. 12 zeigt, dass RHAMM stirker exprimiert wird in BRCA /-mut und TNBC

als in BRCA I-wt Mammakarzinomen.
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Gewebe * RHAMM Kreuztabelle

Anzahl
FHAMM
2-3 schwach
0-1 negativ pos 4-d maliig pos 912 starkpos  Gesamt

Gewehe BRECAT-wi 1 ] g o 15

BRCAT-mut 0. o 3 L2 I

THBC 0 1] 1] 8 g
Gesamt 1 G 12 2 N

Tabelle 19: Imunnreaktiver Score von RHAMM: Auswertung der RHAMM Expression in BRCA-wt
(n=15), BRCAI-mut (n=7) und TNBC (n=9)

3% Balkendiagramm 89% RHAMM
01 negativ
O2-3 schwach pos
[H4-8 matig pos
W12 stark pos

40%

Anzahl

BRCA1T-wt BRCA1-mut TNBC
Gewebe
Abb. 12: RHAMM: Balkendiagramm mit RHAMM Expression in den BRCA-wt und BRCA I-mut

Mammakarzinomen sowie in TNBC

Proteinexpression von pT703-RHAMM

Die statistische Auswertung der Proteinexpression von pT703-RHAMM in BRCA [-wt,
BRCAI-mut und TNBC nach dem Immunreaktiven Score wird in Tabelle 20 und
Abbildung 13 veranschaulicht. pT703-RHAMM zeigt eine {iberwiegend (in 80%)
maBig positive Expression in den BRCAI-wt Mammakarzinomen, wihrend in den

BRCAI-mut Mammakarzinomen (in 86%) und TNBC (in 89%) eine starke pT703-
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RHAMM-Expression zu sehen ist. Bei der Auswertung mit dem Chi-Quadrat-Test zeigt
sich ein signifikanter Unterschied in der pT703-RHAMM Expression abhéngig vom
BRCAI-Status (p-Wert < 0,01). Ahnlich wie bei RHAMM ist auch die pT703-RHAMM
Expression stirker in BRCA/-mut und TNBC als in den BRCA [-wt

Mammakarzinomen.
Gewebe * pT7T03-RHAMM Kreuztabelle
Anzahl
pPT703-RHAMM
2-3 schwach
0-1 negativ pos 4-8 maliig pos 912 starkpos Gesamt
Gewehe BRCAT-wi 2| 1) Tl | o 15
BRCAT-mut o A | § | i
THBC 0 Q| 1] 8 g
Gesamt 2 1 14 14 Kh

Tabelle 20: Imunnreaktiver Score von pT703-RHAMM: Auswertung der pT703-RHAMM Expression
in BRCA1-wt (n=15) und BRCA1-mut (n=7) Mammakarzinomen sowie in TNBC (n=9)

Balkendiagramm
80%
i3 pT703-RHAMM
E0-1 negativ
E2-3 schwach pos
[ 4-8 manig pos
[ 9-12 stark pos

89%

=]

86%

Anzahl

=

13%

[¥]

7% 14% 11%
1]
BRCA1-wt BRCA1-mut TNBC
Gewebe

Abb. 13: pT703-RHAMM: Balkendiagramm mit pT703-RHAMM-Expression in den BRCA /-wt und

BRCAI-mut Mammakarzinomen sowie in TNBC
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Proteinexpression von AURKA

Die Tabelle 21 und die Abbildung 14 zeigen die Expression von AURKA in BRCAI-wt,
BRCAI-mut und TNBC nach dem Immunreaktiven Score. AURKA zeigt ein
iiberwiegend méBig bis stark positive Expression in BRCAI-wt Mammakarzinomen
(80%) und TNBC (66%). Die Expression in BRCAI-mut Mammakarzinomen ist
iiberwiegend maBig positiv (57%) ohne statistische Signifikanz (p-Wert 0,249). Wir
konnen jedoch feststellen, dass AURKA anders als RHAMM und pT703RHAMM in

BRCAI-wt stirker exprimiert wird als in BRCA I-mut Mammakarzinomen.

Gewebe " AURKA Kreuztabelle

Anzahl
ALIRKA
2-3 schwach

0-1 negativ pos 4-d maliig pos 912 starkpos | Gesamt
Gewehe BRCAT-wi 0 3 7 5 15
ERCAT-mut 1 2 3 1 7
THBC 2 1 2 4 g
Gesamt 3 G 12 10 1

Tabelle 21: Imunreaktiver Score von AURKA: Auswertung der AURKA Expression in BRCAI-wt
(n=15), BRCA1-mut (n=7) und TNBC (n=9)
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Balkendiagramm
sl AURKA
E0-1 negativ
23 schwach pos
[ 4-8 matig pos
W 9-12 stark pos

Anzahl

BRCA1-wt BRCA1-mut TNBC

Gewebe

Abb. 14: AURKA: Balkendiagramm mit AURKA-Expression in den BRCA I-wt und BRCA I-mut

Mammakarzinomen sowie in TNBC

3.1.4.2 Auswertung der Proteinlokalisation

Diese Auswertung (Abbildung 15) erfolgt zur Untersuchung der Proteinlokalisation von
RHAMM, pT703-RHAMM und AURKA in BRCAI-wt und BRCAI-mut
Mammakarzinomen und TNBC. Aus den immunhistochemischen Farbungen kdnnen wir
entnehmen in welchem Zellkompartiment die o.g. Proteine lokalisiert sind.
Lichtmikroskopisch kann je nach untersuchtem Protein eine Lokalisation im Zytoplasma,
perinukleédr oder im Kern der Zellen festgestellt werden. Die Versuche zeigen, dass ein
Protein in einem bestimmen Gewebe in allen untersuchten Prédparaten die gleiche
Lokalisation hat, z.B. wurde RHAMM in allen BRCA I-wt Mammakarzinomen (n=15) im
Zytoplasma nachgewiesen, also zu 100% (Y-Achse 1,0). Es wird untersucht, ob sich bei
den Proteinen abhingig vom BRCAI-Status eine verdnderte Lokalisation zeigt. In
Abbildung 15 sind Lokalisationen von RHAMM, AURKA und pT703-RHAMM in den

verschiedenen Geweben dargestellt.
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Proteinlokalisation von RHAMM

RHAMM wird in allen Mammakarzinomen (BRCAI-wt, BRCAI-mut und TNBC) im
Zytoplasma exprimiert. Eine Anderung der Proteinlokalisation abhingig vom BRCAI-
Status wird nicht festgestellt.

Proteinlokalisation von AURKA
Gemail den Ergebnissen der immunhistochemischen Farbung wird AURKA ebenfalls in
allen Geweben im Zytoplasma der Tumorzellen exprimiert. Der BRCAI-Status

beeinflusst die Proteinlokalisation von AURKA nicht.

Proteinlokalisation vom pT703-RHAMM

Im BRCAI-wt Mammakarzinom wird die pT703-RHAMM Expression im Zellkern
immunhistochemisch nachgewiesen. Unterschiedlich hierzu ist pT307-RHAMM im
BRCAI-mut Mammakarzinom und im TNBC nicht im Kern, sondern im
Zytoplasma/perinukledr lokalisiert. pT703-RHAMM scheint die Fahigkeit zur
Translokation in den Kern in den BRCAI-mut Mammakarzinomen zu verlieren und
sammelt sich im Zytoplasma und in Form eines perinukledren Ringes um den Kern an.
Abhéngig vom BRCAI-Status sehen wir eine differentielle Lokalisation von pT703-
RHAMM.
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Balkendiagramm

. T703-RHAMM
i RHAMI\ﬂ AURI(;? PT703-RHAMM F Gewebe
ERHAMM BRCAT-wt
W RHAMM BRCA1-mut
EIRHAMM TNBC
08 B pT703-RHAMM BRCA1 -wt
W pT703-RHAMM BRCAIT-mut
W pT703-RHAMNM TNBC
CJAURKA BRCA1-wt
B AURKA BRCAT-mut
= B8 EAURKA TNBC
N
C
<
04
02

00 .
Zytoplasma Kemn Zytoplasmal perinuklear

Lokalisation

Abb. 15: Balkendiagramm mit Darstellung der Proteinlokalisation von RHAMM, AURKA und pT703-
RHAMM in BRCAI-wt und BRCA I-mut Mammakarzinomen sowie TNBC

3.2 Ergebnisse der Immunzytologie (Zelllinien)

Wir konnen abhédngig vom BRCAI-Status u.a. eine differentielle pT703-RHAMM
Lokalisation feststellen. Wahrend RHAMM und AURKA sowohl in BRCA1-wt als auch
in BRCA 1-mut Mammakarzinomen im Zytoplasma nachgewiesen werden, ist die pT703-
RHAMM Lokalisation in den BRCA1-wt Mammakarzinomen im Kern und in den
BRCAI1-mut Tumoren im Zytoplasma/perinukledr. Die folgende Versuchsreihe mit
Zellkulturen von mammaren Epithelzellen soll diese Eigenschaft von pT703-RHAMM
abhingig vom BRCA1-Status genauer untersuchen.

Die Proteinlokalisation wird zundchst an den benignen BRCAI-wt MCF-12a
Mammazellen untersucht. Es werden immunzytologische Farbungen mit RHAMM-,
pT703-RHAMM- und AURKA-Antikorper durchgefiihrt. Mit Hilfe der Farbeergebnisse
kann beurteilt werden, in welchem Zellkompartiment die Mikrotubulusapparat-
assoziierten Proteine RHAMM, pT703-RHAMM und AURKA in benignen
Brustdriisenzellen (MCF-12a-brcal-wt) exprimiert werden und ob dies den Ergebnissen

der Immunhistochemie entspricht.
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Als nichstes wird die Proteinlokalisation von pT703-RHAMM an BRCAI-mut
mammaren Epithelzellen der HCC 1937 Zelllinie untersucht, um festzustellen, ob sich
die differentielle Proteinlokalisation des pT703-RHAMM abhéngig vom BRCA I-Status
bestétigt.

3.2.1 Lokalisation der RHAMM-, pT703-RHAMM- und AURKA-Expression in
BRCAI-wt mammiiren Epithelzellen am Beispiel der MCF-12a Zelllinie

Die Gewinnung der MCF-12a Zelllinie erfolgte urspriinglich aus einem benignen,
mastopathischen Brustdriisengewebe einer 60-jdhrigen kaukasischen Frau. In diesen
Zellen liegt keine BRCA1-Mutation vor. Wie im Methodenteil beschrieben erfolgt nach
der Zellkultivierung der BRCAI-wt MCF-12a Zellen die immunzytochemische
Untersuchung mit RHAMM-, pT703-RHAMM- und AURKA-Antikorper.

Die immunzytochemische Féarbung der MCF-12a Zellen mit dem RHAMM-AntikSrper
zeigt eine mittelstarke Farbung (Braunfarbung) im Zytoplasma (Abb. 16). Das heif3t, in
der benignen Brustzelle ohne BRCA I-Mutation (MCF 12a) zeigt sich anhand der Farbung
die Expression von RHAMM im Zytoplasma. Die Immunzytologie mit dem AURKA-
Antikorper stellt ebenfalls eine Farbung im Zytoplasma der Zellen (Abb. 17) dar. Es ist
somit von einer AURKA-Expression 1im Zytoplasma auszugehen. Die
immunzytochemische Farbung der MCF-12a Zellen mit dem pT703-RHAMM-
Antikorper weist eine starke Fiarbung aller Kerne (Abb.18) auf. Das zeigt, dass pT703-
RHAMM in der benignen BRCAI-wt Brustzelle im Kern lokalisiert ist. Die
Proteinlokalisationen in den mammadren Epithelzellen der BRCAI-wt MCF12a

entsprechen den Proteinlokalisationen in den BRCA [-wt Mammakarzinomen.
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Abb. 16: BRCAI-wt MCF-12a: Immunzytochemische Darstellung der RHAMM-Expression durch

Braunfirbung im Zytoplasma, 10-fache Vergroferung

Abb. 17: BRCAI-wt MCF-12a: Immunzytochemische Darstellung der AURKA-Expression durch
Braunfarbung im Zytoplasma der Zellen, 10-fache Vergroflerung
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Abb. 18: BRCAI-wt MCF-12a: Immunzytochemische Darstellung der pT703-RHAMM-Expression
durch Braunfarbung der Kerne, 10-fache VergroBBerung

3.2.2 Differentielle Lokalisation der pT703-RHAMM-Expression in BRCAI-mut
mamméren Epithelzellen am Beispiel der HCC1937 Zelllinie
Die Gewinnung der HCC1937 Zelllinie erfolgte urspriinglich aus einem duktalen
Mammakarzinom, TNM-Stadium IIB, Grad 3 einer 23-jdhrigen kaukasischen Frau. Bei
diesen Zellen liegt eine homozygote BRCAI ¢.5266dupC Mutation vor. Die Zellen
weisen einen negativen Hormonrezeptorstatus, sowie keine Her2 Uberexpression auf.
Zudem wird eine TP53 Mutation nachgewiesen.
Nach oben beschriebener Zellkultivierung erfolgt die immunzytochemische Farbung der
BRCAI-mut HCC 1937 Zellen mit dem pT703-RHAMM-Antikorper. Hier wird die
Lokalisation der pT703-RHAMM-Expression in einem BRCAI-mut Mammakarzinom
untersucht.
Die immunzytologische Féarbung der BRCAI-mut HCC1937 Zellen mit dem pT703-
RHAMM-Antikorper zeigt eine starke perinukledre Farbung (Abb. 19). Das pT703-
RHAMM befindet sich beim BRCA /-mut Mammakarzinom nicht im Kern. Anders als
bei den MCF-12a Zellen kommt es zur pT703-RHAMM Anreicherung um den Kern

herum und Bildung einer membrandsen Ringstruktur in den HCC 1937 Zellen.
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Um den Zusammenhang vom BRCA [-Status und pT703-RHAMM-Expression genauer
zu untersuchen, werden Transfektanten der HCC 1937 Zelllinie hergestellt: BRCA 1-wt-
Transfektanten, BRCAIAExonl1-Transfektanten und S11-IN-Transfektanten, wobei die
letzten zwei Transfektanten den BRCA /-mut Phinotyp der HCC1937 Zellen beibehalten.
Bei den BRCAI-mut Transfektanten HCC 1937-BRCAIAExon11 und HCC 1937-S11IN
wird ebenfalls eine perinukledre Farbung festgestellt (Abb. 20 und Abb. 21).

Abb. 19: BRCAI-mut HCC1937: Immunzytochemische Darstellung der pT703-RHAMM-Expression

mit perinukleédrer Farbung, 10-fache Vergro6Berung
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Abb. 20: BRCAI-mut HCC1937 AExon11Transfektant: Inmunzytochemische Darstellung der pT703-
RHAMM-Expression mit perinukledrer Farbung, 15-fache Vergrofierung

Abb. 21: BRCAI-mut HCC1937-S11-IN Transfektant: Inmunzytochemische Darstellung der pT703-
RHAMM-Expression mit perinukledrer Farbung, 15-fache Vergrofierung
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3.2.3 Wiederherstellung der pT703-RHAMM-Expression im Kern der HCC1937
Zellen durch Anderung des BRCA1-Status mit BRCA1-wt Transfektanten

In den zuvor durchgefiihrten Versuchen kann gezeigt werden, dass die pT703-RHAMM-
Expression abhédngig vom BRCAI-Status im Kern (BRCAI-wt MCF12a) oder im
Zytoplasma/perinukledr (BRCAI-mut HCC 1937) lokalisiert ist. Um ein Zelllinien-
spezifisches Expressionsmuster auszuschlieBen, werden BRCAI-wt HCC1937
Transfektanten untersucht. Die immunzytologische Farbung der BRCAI-wt HCC1937
Transfektanten mit dem pT703-RHAMM-Antikorper zeigt eine Farbung der Kerne (Abb.
22) édhnlich wie bei den mammairen Epithelzellen der BRCAI-wt MCF12a Zelllinie.
Somit wird abhidngig vom BRCA I-Status in der gleichen Zelllinie eine unterschiedliche
Lokalisation der pT703-RHAMM-Expression  festgestellt. =~ Anhand  dieser
immunzytologischen Versuchsreihe wird eine differentielle pT703-RHAMM-Expression
abhingig vom BRCA [-Status der mammaéren Epithelzellen bestitigt.

Abb. 22: BRCAI-wt HCC1937-Transfektanten: Immunzytochemische Darstellung der pT703-
RHAMM-Expression mit Farbung der Kerne, 10-fache Vergroerung
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3.3 Ergebnisse der 3D-Zellkultur

Zur Beurteilung des Wachstums- und Teilungsverhaltens mammarer Epithelzellen
werden BRCAI-wt MCF-12a und BRCAI-mut HCC1937 Zellen in einem 3D-Medium
kultiviert. Die Kultivierung erfolgt in einer 24-Well-Platte. Der Zelltiter wird vorher in
einer Neubauer-Kammer bestimmt und daraus aus dem Zelllpellet jeder Zelllinie ein
Volumen mit einer bestimmten Anzahl an Zellen errechnet, das in jedes Well pipettiert
wird. Das Wachstum und die Form der Zellen werden tiglich beobachtet. Nach sieben
Tagen werden die Zellen wie im Methodenteil beschrieben abgelost und mit Hilfe der
Neubauer-Kammer ausgezahlt. Damit wird das Teilungsverhalten untersucht.

Parallel werden weitere Kulturen {iber 14 Tage angelegt.

3.3.1 MCF-12a Zellen

Die benignen BRCA 1-wt MCF-12a Zellen zeigen im 3D-Medium schon nach drei Tagen
ein Wachstum in Zell-Cluster. Sie entwickeln im Verlauf eine traubenférmige/
beerenformige Architektur (Abb. 23). Die Auszéhlung nach sieben Tagen ergibt eine ca.
2,5-fach hohere Gesamtzahl an Zellen. Eine Teilung hat somit zumindest einmal
stattgefunden und die MCF-12a-Zellen haben sich nach sieben Tagen im 3D-Medium
verdoppelt.. Nach 14 Tagen haben sich die Zell-Cluster vervielfacht und teilweise
miteinander verbunden. Die 3D-Struktur bleibt weiterhin mit der typischen

traubenformigen Architektur erhalten (Abb. 24).
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Tag 7; 15-fache Vergrofierung

Tag 14; 10-fache VergroBerung

Abb. 23 und 24: BRCAI-wt MCF-12a Kultur in 3D-Matrigel, Darstellung von traubenformigen Zell-
Clustern mit 3D-Struktur (Abb. oben), nach 14 Tagen Verbindung zu benachbarten Zell-Cluster mit
Strukturerhalt (Abb. unten)
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3.3.2 HCC1937 Zellen

Die malignen BRCAI-mut HCC1937 Zellen zeigen im 3D-Medium ein
zweidimensionales Wachstum auf dem Boden des Matrigels™. Auch hier entwickeln
sich Zell-Ansammlungen nach drei Tagen. Eine Trauben- oder Beerenform ist jedoch
nicht erkennbar (Abb. 25). Die Auszdhlung der Zellen nach sieben Tagen ergibt eine
Vervielfachung um den Faktor 5.

Auch nach 14 Tagen sind die HCC1937 Zellen nicht in der Lage eine 3D-Struktur zu
bilden. Die Architektur bleibt gestort (Abb. 26). Auffillig ist die deutlich vermehrte
Zellzahl, die fiir eine hohe Teilungsrate spricht.

Abb. 25: BRCAI-mut HCC1937 Kultur in 3D-Matrigel, Tag 7. Zellen sind auf dem Boden des
Matrigel™ in 2D-Form. Eine traubenférmige 3D-Struktur wird nicht gebildet, 15-fache VergroBerung
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Abb. 26: BRCAI-mut HCC1937 Kultur in 3D-Matrigel, Tag 14. Zellen bilden weiterhin keine
traubenformige Zell-Cluster in 3D-Struktur. Benachbarte Zell-Cluster konfluieren miteinander, bleiben

jedoch weiterhin in 2D-Form, 10-fache VergroB3erung

3.4 Zusammenfassung ex-vivo Ergebnisse
Es wird der Einfluss des BRCAI-Status auf das Mikrotubulus-assoziierte Protein
RHAMM, seiner aktivierten Form, pT703-RHAMM und sein Hauptaktivator AURKA
untersucht. Hierzu fithren wir immunhistochemische Farbungen mit RHAMM-, pT703-
RHAMM und AURKA-Antikorper an Paraffinschnitten von BRCAI-wt, BRCAI-mut
und Triple-negativen Mammakarzinomen durch. Durch die Anfirbung der Priparate mit
den o.g. Antikorpern kann das Vorkommen bzw. die Expression von RHAMM, pT703-
RHAMM und AURKA in den untersuchten Mammakarzinomen nachgewiesen werden.
Beurteilt wird die Expression von RHAMM, pT703-RHAMM und AURKA anhand von
Farbergebnis (schwach, miBig, stark positiv) und Farblokalisation (Zytoplasma,
perinukledr oder Kern). Die Auswertung erfolge nach dem Immunreaktiven Score mittels
Lichtmikroskop sowie statistisch mit dem Chi-Quadrat-Test.
Verglichen wird die Farbung im BRCA /-wt Mammakarzinom zu BRCA I-mut Karzinom.
Zudem untersuchen wir das Triple-negative Karzinom in Bezug auf Parallele zum
BRCA I-mut Karzinom
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Wir konnen zeigen, dass RHAMM in allen Mammakarzinomen (BRCA I-wt, BRCA[-mut
und Triple negativ) exprimiert wird, jedoch stirker in BRCA/-mut und Triple negativ.
Ahnlich ist die pT703-RHAMM-Expression stirker in BRCAI-mut und Triple-negativen
als in den BRCAI-wt Mammakarzinomen.

Anders zeige sich die Expression von AURKA. Obwohl eine statistische Signifikanz mit
dem Chi-Quadrat-Test nicht festgestellt werden kann, ist die AURKA-Expression nach
dem Immunreaktiven-Score stirker in BRCA1-wt (in 80% maBig bis stark positiv) als in
BRCAI-mut (in 57% méaBig positiv) Mammakarzinomen. Auch die Triple-negativen
Mammakarzinome zeigen eine stirkere AURKA-Expression (in 66% maBig bis stark
positiv) als die BRCA [-mut.

Abgeleitet von diesen immunhistochemischen Farbungen scheint der BRCA -Status bei
der RHAMM-Expression eine Rolle zu spielen. Sowohl RHAMM als auch pT703-
RHAMM werden in BRCAI-mut Mammakarzinomen stirker exprimiert als in den
BRCAI-wt Mammakarzinomen. Uberraschenderweise  zeigt der RHAMM-
Hauptaktivator =~ AURKA  eine  schwichere  Expression in  BRCAI-mut
Mammakarzinomen.

Die Auswertung der Farblokalisation untersucht ebenfalls den Einfluss des BRCA I-Status
auf die Mikrotubulus-assoziierten Proteine. Sowohl RHAMM und als auch AURKA sind
in allen Mammakarzinomen (BRCAI-wt, BRCAI-mut und Triple-negativ) immer im
Zytoplasma nachzuweisen. pT703-RHAMM zeigt durch immunhistochemische
Anféarbung der Kerne in den BRCA I-wt Mammakarzinomen eine Lokalisation im Kern.
Bei den BRCAI-mut und bei den Triple-negativen Mammakarzinomen wird pT703-
RHAMM jedoch im Zytoplasma/perinukleédr angefarbt. Dies zeigt, dass bei den BRCA -
mut und Triple-negativen Mammakarzinomen der Transport von pT703-RHAMM in den
Zellkern gestort zu sein scheint. pT703-RHAMM gelangt nicht in den Zellkern und
sammelt sich perinukledr um die Kernmembran an. Abhidngig vom BRCA [-Status zeigt

sich hier eine differentielle pT703-RHAMM Lokalisation.

3.5 Zusammenfassung in-vitro Ergebnisse
Um die RHAMM-, pT703-RHAMM- und AURKA-Expression in gesunden mamméren
Epithelzellen zu untersuchen, haben wir zundchst BRCAI-wt MCF-12a Zellen einer
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benignen Brust mit RHAMM-, AURKA- und pT703-RHAMM-Antikérper angefarbt.
Anhand der Farblokalisation kann die Expression der Mikrotubulus-assoziierten Proteine
innerhalb der Zelle abgeleitet werden. Immunzytologisch zeige sich bei RHAMM eine
Féarbung des Zytoplasmas der benignen BRCAI-wt MCF-12a Zellen. Die Farbung mit
dem RHAMM-Hauptaktivator AURKA war in den BRCA 1-wt MCF-12a Zellen ebenfalls
im Zytoplasma zu sehen. Daraus kdnnen wir schlie8en, dass die Expression sowohl von
RHAMM als auch von AURKA im Zytoplasma der Zelle erfolgt. Aufgefallen ist die
Féarbung des aktivierten RHAMM, pT703-RHAMM, im Kern der BRCI-wt MCF-12a
Zellen. RHAMM wird demzufolge zu pT703-RHAMM aktiviert und translociert vom
Zytoplasma in den Zellkern.

In der immunhistochemischen Versuchsreihe kann gezeigt werden, dass sich die pT703-
RHAMM Lokalisation abhingig vom BRCA [-Status dndert. Ob sich diese differentielle
Farblokalisation des pT703-RHAMM abhéngig vom BRCA I-Status reproduzieren lasst,
wird als néchstes immunzytologisch die pT703-RHAMM Lokalisation in der BRCAI-
mut HCC1937 Zelllinie untersucht.

Es wird bestétigt, dass sowohl in den BRCA/-mut HCC1937 Zellen als auch den BRCA I-
mut HCC1937 Transfektanten (HCC1937 AExonll, HCCI1937 S11-IN) die
Farblokalisation und damit das Vorkommen von pT703-RHAMM im Zytoplasma/
perinukledr ist und nicht wie bei den BRCA/-wt MCF-12a Zellen im Kern. Eine weitere
Bestatigung erfolgt durch die immunzytologische Farbung der BRCAI-wt HCC1937-
Transfektanten mit pT703-RHAMM. Durch virale Transfektion haben diese HCC1937
Zellen einen BRCAI-wt-Status erreicht. In diesen Zellen werden dhnlich wie bei den
BRCAI-wt MCF-12a Zellen die Kerne gefarbt und somit wird die Farblokalisation des
pT703-RHAMM im Kern nachgewiesen. Damit kann gezeigt werden, dass die pT703-
RHAMM Lokalisation vom BRCA I-Status abhingt. In den BRCA I-wt Zellen ist pT703-
RHAMM im Kern vorzufinden. In den BRCA/-mut Zellen ist pT703-RHAMM nicht in
der Lage in den Kern zu wandern. Lichtmikroskopisch féllt eine pT703-RHAMM
Ansammlung um den Kern auf, es bildet sich eine sogenannte perinukledre Ringstruktur
um die Kernmembran. Wie in der Einleitung beschrieben hat RHAMM als Mikrotubulus-
assoziiertes Protein wichtige Funktion im Rahmen der Zellteilung. Die aktivierte Form
von RHAMM, pT703-RHAMM, fungiert im Zellkern. BRCA1 scheint hier mit pT703-
RHAMM zu interagieren. Es ist anzunehmen, dass bei einer BRCA/-Mutation und der
daraus resultierenden fehlenden Fahigkeit von pT703-RHAMM in den Zellkern zu

wandern, eine Storung im Rahmen der Zellteilung entstehen kann.
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Um den Einfluss des BRCAI-Status auf die Zellteilung und Zellproliferation zu
untersuchen, wird eine Kultivierung von BRCA1-wt MCF-12a Zellen und BRCAI-mut
HCC1937 Zellen im 3D-Matrigel™ durchgefiihrt. Es werden die Teilungsrate und das
Wachstum observiert. Bei der Kultivierung im 3D-Matrigel™ zeigen die MCF-12a
Zellen ein traubenférmiges Wachstum mit einer Teilungsrate um 2,5-fach, also eine
Verdopplung nach sieben Tagen. Die BRCA I-mut HCC1937 Zellen sind nicht in der Lage
eine traubenformige 3D-Struktur zu entwickeln. Die Zellen bilden Cluster auf dem Boden
der Kulturflasche. Auffillig ist der 5-fach hohe Zelltiter nach sieben Tagen. Die BRCAI-
mut HCC1937 Zellen zeigen im Vergleich zu den MCF-12a Zellen eine gestorte

Architektur bei fehlendem traubenférmigem Wachstum und eine hohere Teilungsrate.
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4 Diskussion

BRCA1-Mutationstragerinnen haben ein hohes Risiko an Brustkrebs zu erkranken.
BRCA1-mut Mammakarzinome haben hédufig einen hohen Malignititsgrad, ein friihes
Erkrankungsalter und einen progressiven Verlauf. Histologisch sind vermehrt
undifferenzierte Vorlduferzellen fiir BRCA/-mut Tumoren ein typisches Merkmal. Auf
molekularer Ebene ist der Einfluss von BRCA1 auf den Zellzyklus von Bedeutung.

Hier spielt die Bildung und Organisation des aus Mikrotubuli bestehenden
Spindelapparats vor der Zellteilung eine zentrale Rolle und ist bis dato wenig erforscht.
Ziel dieser Arbeit ist, den Einfluss des BRCAI-Status auf die Mikrotubulus-assoziierten
Proteine RHAMM, pT703-RHAMM und AURKA zu untersuchen.

In dieser Dissertation konnen wir folgende wichtige Erkenntnisse erlangen:

1. RHAMM zeigt in TNBC und in BRCA/-mut Mammakarzinomen eine stérkere
Expression als in sporadischen Mammakarzinomen

2. AURKA ist geringer in BRCAI-mut Mammakarzinomen exprimiert als in TNBC
und sporadischen Mammakarzinomen

3. pT703-RHAMM zeigt abhingig vom BRCAI-Status eine differentielle
Lokalisation in mammaéren Epithelzellen

4. Mammire Epithelzellen zeigen abhidngig vom BRCAI-Status eine

unterschiedliche Differenzierung und Proliferation

RHAMM zeigt in TNBC und BRCAI-mut Mammakarzinomen eine stiarkere
Expression als in sporadischen Mammakarzinomen

In der Literatur ist eine verstirkte Expression von RHAMM in Karzinomen gegeniiber
normalem Gewebe beschrieben und mit einer ungiinstigen Prognose verbunden (Y. T.
Chen et al., 2018; Du, Chou, Klimstra, & Varmus, 2011).

Wir haben immunhistologisch die RHAMM Expression in BRCAI-wt-
Mammakarzinomen und BRCA[-mut Mammakarzinomen sowie TNBC untersucht und
konnen unterschiedliche RHAMM-Expressionen feststellen. Die Expression von

RHAMM st stidrker in Triple-negativen Mammakarzinomen als in BRCAI-mut
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Mammakarzinomen. Die BRCAI-wt Mammakarzinome hingegen zeigen eine
vergleichsweise schwache Expression von RHAMM.

Entsprechend findet sich eine hohe pT703-RHAMM-Expression in den Tumoren der
BRCAI-Mutationstriagerinnen bzw. Triple-negativen Tumoren jedoch nur in 30% der
sporadischen BRCA [-wt Tumoren.

Hier scheint eine Assoziation zwischen Hormonrezeptorstatus und Organisation des
Zytoskelett zu bestehen. Karzinome von BRCAI-Mutationstragerinnen sind
typischerweise =~ Hormonrezeptor-negativ.  Wéhrend  sporadische = BRCAI-wt
Mammakarzinome in der Regel Hormonrezeptor-positiv sind. Da bei den Triple-
negativen und BRCAI-mut Mammakarzinomen eine héhere RHAMM Expression zu
sehen ist, konnte eine RHAMM-Uberexpression ein Hinweis auf das typische basal-like
Phinotyp des BRCAI-mut Mammakarzinoms sein (Maxwell et al., 2011). Blanco
untersucht diesen Aspekt in einer Studie in 2015. Er hat keine Assoziation zwischen
RHAMM und Ostrogenrezeptorstatus bei BRCAI-Mutationstriigerinnen gefunden. Der
Zusammenhang zwischen RHAMM und Hormonstatus in Tumoren ist jedoch noch nicht
ausreichend geklért und miisste in groeren Studien genauer erforscht werden (Blanco et

al., 2015).

Die bei den BRCA /-mut Mammakarzinomen immunhistologisch festgestellte RHAMM
Uberexpression konnte an eine gestdrte Zellteilung mit folgender Tumorentstehung
beteiligt sein. Das zeigen auch weitere Studien.

Eine Untersuchung mit benignen mammiren Epithelzellen (MCF-10) zeigt bei
Ausschalten von BRCAI eine Uberexpression von RHAMM und wird mit einer in Folge
gestorten Zellpolarisation und Differenzierung assoziiert (Maxwell et al., 2011).
RHAMM spielt eine wichtige Rolle bei der Organisation der Mikrotubuli im
Spindelapprat. Dazu kann RHAMM Mikrotubuli direkt iiber sein Amino-Ende binden
und indirekt liber sein Carboxyl-Ende nach Komplexbildung mit Dynein (H. Chen et al.,
2014). Dynein ist ein Motorprotein und ist an der Positionierung der Mikrotubuli
beteiligt. Dynein bildet iiber DYNLL1 (dynein light chain 1) einen Komplex mit
Mikrotubulus-assoziierte Proteine wie CHICA und RHAMM. Dunsch zeigt, dass bei
Ausschalten von RHAMM oder CHICA die Spindelapparatbildung nicht korrekt
ausgeflihrt werden kann (Dunsch et al., 2012).

Eine von He et al. durchgefiihrte Studie analysiert mittels Western Blot die RHAMM
Expression abhéngig vom BRCA [-Status. Hierzu werden BRCA I-wt MCF-10 Zellen mit
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BRCAI-mut MCF-10 Zellen verglichen. In den MCF-10 Zellen mit ausgeschaltetem
BRCA1 wird eine Uberexpression von RHAMM festgestellt. Diese Zellen haben in der
Immunfluoreszenzmikroskopie eine Unfdhigkeit bei der Positionierung des
Spindelapparats und Bildung einer Zellteilungsachse wiahrend der Mitose gezeigt (He et
al., 2017).

Diese Studien zeigen, dass sowohl eine RHAMM Uberexpression als auch eine RHAMM
Unterexpression die Bildung des Spindelapparats und damit die Zellteilung stort.
BRCALI scheint eine stabilisierende und regulierende Wirkung auf RHAMM zu haben
(He et al., 2017).

AURKA zeigt eine geringere Expression in BRCAI-mut als in Triple-negativen
und sporadischen Mammakarzinomen

AURKA ist ein Zellzyklusprotein und hat wichtige Funktionen bei der
Zentrosomregulation, Mitoseeinleitung, Bildung des bipolaren Spindelapparats und
Zytokinese. Eine AURKA-Uberexpression ist assoziiert mit Tumorentstehung,
Aneuploidie, Zentrosomdysregulation, defektem Spindelapparat und Apoptoseresistenz
(Nikonova, Astsaturov, Serebriiskii, Dunbrack, & Golemis, 2013).

Zudem ist AURKA der Hauptaktivator von RHAMM und spielt eine wichtige Rolle in
der BRCA1/RHAMM/AURKA/TPX2 Kaskade.

Mehrere Studien beschreiben die AURKA Lokalisation im Zytoplasma (Royce et al.,
2004; Tanaka et al., 1999). Eine immunhistochemische Untersuchung von Burum-
Auensen lber die Lokalisation von AURKA zeigt, dass AURKA sowohl im Zytoplasma
als auch im Zellkern vorkommt (Burum-Auensen et al., 2007).

Wir haben die AURKA-Expression in benignen mamméren Epithelzellen und in
Mammakarzinomen untersucht. In unseren Versuchen zeigt AURKA eine
zytoplasmatische Expression in den Mammakarzinomen. In den benignen Epithelzellen
der MCF-12a Zelllinie sind sowohl Kerne als auch Zytoplasma angefarbt.

Neuere Studien zeigen, dass AURKA neben der Kinase-Aktivitit im Zytoplasma auch
als Transkriptionsfaktor im Zellkern vorkommt (Zheng et al., 2016).

Couch untersucht den Zusammenhang zwischen AURKA und das Risiko fiir Brustkrebs
bei BRCAI/2 Mutationstrdgerinnen. Das Ergebnis der Studie ist, dass AURKA kein
Modifikator fiir Brustkrebs bei BRCA/-Mutationstragerinnen ist. Jedoch gibt Couch an,
dass AURKA in BRCAI1/2-mut Tumoren hoéher exprimiert ist als in sporadischen
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Mammakarzinomen und damit eine AURKA Uberexpression mit der Tumorentstehung
bei BRCA1/2-Muationen in Zusammenhang steht (Couch et al., 2007).

Diese Aussage wird von Bodvarsdottir widerlegt (Bodvarsdottir, Vidarsdottir, & Eyfjord,
2007). Die Literaturrecherche ergibt, dass eine AURKA-Uberexpression in BRCAI-mut
Mammakarzinomen bislang nicht festgestellt worden ist. Eine weitere Untersuchung
zeigt, dass eine AURKA Uberexpression mit einem groBeren Risiko fiir sporadische
Mammakarzinome als fiir BRCAI-mut Mammakarzinome in Zusammenhang steht
(Vidarsdottir, Bodvarsdottir, Hilmarsdottir, Tryggvadottir, & Eyfjord, 2007).
Entsprechend dieser Studie zeigen auch unsere Versuche eine geringe AURKA
Expression in den BRCAI-mut Mammakarzinome und eine mittelstarke bis starke
AURKA-Expression in den sporadischen und Triple-negativen Mammakarzinomen.
Untersuchungen zeigen, dass die AURKA Aktivitdt in der G2-Phase am hochsten ist.
AURKA ist an der Transition von der G2 in die M-Phase und damit der Einleitung der
Mitose beteiligt. Dazu interagiert AURKA mit anderen Proteinen wie PLK1 (Polo-like
kinase). Nach Interaktion mit PLK1 tritt AURKA in der spiten G2-Phase mit dem
Zentrosom in Kontakt. AURKA stimuliert die Zentrosomduplikation. Dazu aktiviert
AURKA die CDK-aktivierende Phosphatase (CDC25B, cell division cycle 25B) und ist
damit an der Mitoseeinleitung beteiligt (Dutertre et al., 2004; Nikonova et al., 2013).
Als Tumorsuppressor hemmt BRCA1 die Zentrosomduplikation iiber die E3 Ubiquitin
Ligase. Durch Hemmung von Zentrosomduplikationen verhindert BRCAI eine
unkontrollierte Zentrosomvermehrung innerhalb eines Zellzyklus und damit Zentrosom-
Amplifikationen mit Storungen bei der Zellproliferation und Differenzierung (Otsuka et
al., 2020). Die Interaktion zwischen AURKA und BRCAL erfolgt iiber das Carboxyl-
Ende von BRCA1. AURKA phosphoryliert BRCA1 und hemmt dadurch die E3 Ubiqitin
Ligase (Maxwell et al., 2011). Damit ermdglicht AURKA die Zentrosomvermehrung zur
Bildung eines bipolaren Spindelapparats. Sankaran stellt die These auf, dass diese
hemmende Wirkung von AURKA auf BRCAI1 {iber eine Proteinphosphatase 1a (PPla)
aufgehoben werden kann. Demnach dephosphoryliert PPla BRCA1 und hat zudem eine
hemmende Wirkung auf AURKA (Sankaran, Crone, Palazzo, & Parvin, 2007).

Die negative Riickkopplung zwischen BRCA1 und AURKA ist noch nicht ausreichend
untersucht und bedarf weiterer Studien. Jedoch zeigen sowohl die Studie von Couch als
auch von Bodvarsdottir, dass AURKA nicht ein Modifikator fiir erhohtes
Brustkrebsrisiko bei einer BRCA 1-Mutation ist.
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pT703-RHAMM zeigt abhiingig vom BRCAI-Status eine differentielle Lokalisation
in mammiren Epithelzellen

Die Zellproliferation und Differenzierung ist von einem Mikrotubulus-basierten
Spindelapparat wiahrend der Zellteilung abhidngig. RHAMM ist ein Mikrotubulus-
assoziiertes Protein, das iiber komplexe Signalkaskaden an der Organisation der
Mikrotubuli beteiligt ist.

Am Carboxyl-Ende hat RHAMM eine Leucin-Zipper Doméne (bZIP), die homolog zu
dem Carboxyl-Ende beim Xenopus an dieser Stelle ein XKlp2 (Xenopus kinesin-like
protein 2) besitzt. Dariiber bildet RHAMM einen Komplex mit dem Motorprotein Dynein
und Spindelapparatprotein TPX2 (targeting protein for XKlp2). Dieser Komplex ist an
der Bildung der Spindelapparat-Einheit mit Positionierung der Pole beteiligt. TPX2 ist
zudem auch Ko-Faktor von AURKA und aktiviert und reguliert die Kinase-Aktivitét. Die
aktivierte AURKA kann dann durch ein Phosphorylierungsschritt RHAMM aktivieren.
Nach Phosphorylierung von RHAMM zu pT703-RHAMM trennt sich TPX2 von
Importin-a an der Kernmembran und transportiert pT703-RHAMM in den Zellkern (H.
Chen et al., 2014; Chu et al., 2018).

Wir haben diese Signalkaskade anhand der RHAMM-Expression in den benignen
mammaren Epithelzellen der MCF-12a Zelllinie untersucht. Die RHAMM-Expression
stellt sich im Zytoplasma dar. Wihrend die aktivierte phosphorylierte Form von
RHAMM, pT703-RHAMM, im Zellkern nachgewiesen wird.

In den BRCAI-mut HCC1937 Zellen zeigt pT703-RHAMM eine differentielle
Expression. Lichtmikroskopisch zeigt sich eine Ringstruktur um den Zellkern. Die
pT703-RHAMM Lokalisation ist in diesen Zellen zytoplasmatisch mit Ansammlung um
die Kernmembran herum. Im Zellkern kann kein pT703-RHAMM dargestellt werden. Da
wir eine pT703-RHAMM-Expression in den nativen HCC1937 nachweisen konnen,
scheint die Aktivierung von RHAMM durch AURKA in BRCAI-mut Zellen weiterhin
zu funktionieren. Der nach Komplexbildung mit TPX2 bedingte Transport von pT703-
RHAMM in den Zellkern scheint bei BRCA1-mut mammaéren Epithelzellen gestort zu
sein.

Die Kontrolle mit BRCAI-wt HCC1937 Zellen zeigt wiederum die pT703-RHAMM-
Expression im Zellkern. Damit konnen wir zeigen, dass die unterschiedliche Lokalisation

der pT703-RHAMM-Expression abhéngig vom BRCA I-Status der HCC1937 Zellen ist.

71



Die BRCAI-Mutation scheint die Interaktion zwischen pT703-RHAMM/TPX2 in
mamméren Epithelzellen zu beeinflussen.

Dieses Ergebnis erzielt auch eine Untersuchung von Joukov. Um einen Zusammenhang
zwischen BRCAT1 und der, an der Organisation des Spindelapparats beteiligten Proteine
NuMA, g-Tubulin, XRHAMM und TPX2 zu untersuchen, schaltet er den heterodimeren
BRCA1/BARD1 Komplex aus. Er untersucht das Verhalten der genannten
Mikrotubulusapparat-assoziierten Proteinen mit einem Immunfluoreszenz-Mikroskop.
Die BRCA1/BARDI1 Entfernung fiihrt zu einer verdanderten Lokalisation von TPX2 am
Mikrotubulusapparat. TPX2 kann die radialen Mikrotubuli um die Spindelpole (Aster-
Mikrotubuli) nicht mehr erreichen. XRHAMM zeigt immunluoreszenzmikroskopisch
auch eine diffuse Verteilung am Mikrotubulusapparat. Beide Proteine zeigen nach
Wiederherstellung von BRCA1/BARDI1 ihre normale Konzentration in den Aster-
Mikrotubuli (Joukov et al., 2006).

Mammiire Epithelzellen zeigen abhiingig vom BRCAI-Status eine unterschiedliche
Differenzierung und Proliferation im 3D-Medium

Die typische Architektur der Brust ist fiir ihre Funktion als Driisenorgan sehr wichtig.
Hier sind Zell-Zell-Kontakte zur Signalweitergabe und die Struktur der einzelnen
mammaéren Epithelzelle mit apiko-basaler Polarisation von Bedeutung. Nicht-Zentrosom-
gebundene Mikrotubuli spielen dabei eine wichtige Rolle (Meng et al., 2008). Eine
Balance zwischen Zelldifferenzierung und Proliferation ist fiir die Struktur der Brustdriise
entscheidend. Tumore mit gehéduft undifferenzierten luminalen Vorlduferzellen sind
typisch fiir BRCAI-Mutatiosntriagerinnen (Molyneux et al., 2011).

Furuta untersucht den Einfluss von BRCA1 auf die Zelldifferenzierung und Proliferation
und kommt zu dem Ergebnis, dass ein BRCAI1-Defekt die Zelldifferenzierung
beeintriachtigt, jedoch Zellproliferation verstirkt (Furuta et al., 2005).

Anlehnend an Furutas Studie haben wir das Wachstumsverhalten von BRCA I-wt MCF-
12a Zellen im Vergleich zu BRCAI-mut HCC1937 Zellen in einem 3D-Medium
untersucht. Im Gegensatz zu den MCF-12a Zellen sind die BRCAI-mut HCC1937 Zellen

nicht in der Lage eine traubenformige/beerenférmige 3D-Struktur zu entwickeln.
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Die HCC1937 Zellen zeigen eine gestorte Differenzierung von fiir die Brust typische
beerenformige Zell-Cluster der Driisenendstiicke/ Azini. Zudem haben sie eine
doppelthohe Proliferationsrate wie die MCF-12a Zellen.

Die terminale Differenzierung einer individuellen Zelle und die Zellproliferation setzt
eine intakte Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten und Regulation der Bindung von
Mikrotubuli an den Zentrosomen voraus.

Eine Studie von Maxwell untersucht den Einfluss von BRCA1, RHAMM, AURKA und
TPX2 in benignen mammaéren Epithelzelllen der MCF-10 Zelllinie in Bezug auf
Zellwachstum und Zellpolaritit. Nach individuellem Ausschalten von TPX2 und
AURKA zeigt sich keine bis wenig Verdnderung im Zellwachstum der MCF-10 Zellen.
Jedoch wird nach Ausschalten von BRCAI und RHAMM ein deutlich gestortes
Zellwachstum mit verdnderter Architektur der Azini festgestellt. Die Studie zeigt, dass
eine Interaktion zwischen BRCA1 und RHAMM die Zellpolarisation reguliert. Eine
gestorte Zellpolarisation ist mit erhohtem Risiko fiir Brustkrebsentstehung assoziiert

(Maxwell et al., 2011).

Wir haben den Zusammenhang zwischen BRCA I-Status und dem Mikrotubulusapparat-
assoziiertem Protein RHAMM untersucht.

Wir haben in BRCAI-mut Mammakarzinomen eine RHAMM Uberexpression
festgestellt. Immunzytologisch konnen wir eine differentielle RHAMM- und pT703-
RHAMM-Expression abhidngig vom BRCAI-Status in mammaren Epithelzellen
nachweisen. Wir konnen in einer 3D-Kultur zeigen, dass der BRCAI-Status die
Zelldifferenzierung und Proliferation mammarer Epithelzellen beeinflusst.

Diese gestorte Zellteilung steht in Zusammenhang mit einer RHAMM-Uberexpression in

BRCA I-mut Tumoren (He et al., 2017).

Limitation der Studie

Das Ziel der Arbeit ist den Zusammenhang zwischen BRCAI-Status und dem
Mikrotubulusapparat-assoziierten Protein RHAMM zu untersuchen. Durch unsere
Versuche haben wir immunhistologisch und immunzytologisch relevante Ergebnisse
erzielt und unsere Fragestellung beantwortet. Jedoch ist die Anzahl der BRCAI-mut

Mammakarzinome mit denen wir unsere immunhistochemischen Féarbungen
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durchgefiihrt haben auf sieben begrenzt. Die Durchfiihrung der Immunhistochemie an
einer grofBeren Anzahl an BRCAI-mut Mammakarzinomen wire als néchstes

anzustreben.

Perspektive: RHAMM als Modifikator fiir eine BRCAI-Mutation

Beim BRCAI-mut Mammakarzinom sind bestimmte histopathologische Eigenschaften
bekannt, die sich vom BRCAI-wt Mammakarzinom unterscheiden, wie z.B. hdufig
schlechter Differenzierungsgrad (G3), medulldrer Subtyp mit hoher Mitoserate, hoher
Anteil an triple-negativen Karzinomen sowie friihe Metastasierung (Spurdle et al., 2014).
Aufgrund dieser bekannten Eigenschaften beim BRCA/-mut Mammakarzinom kdnnen
bestimmte immunhistochemische Marker als Modifikator/ Pradiktor fiir eine BRCAI-
Mutation verwendet werden. Besteht ein erh6htes Risiko fiir eine BRCA-Mutation, kann
im Folgenden eine Gentestung durchgefiihrt werden und bei Nachweis einer BRCAI-
Genmutation Screening und frithzeitige, prophylaktische Malnahmen eingeleitet werden
(Mavaddat et al., 2012).

Die Arbeitsgemeinschaft CIMBA (Consortium of Investigators of Modifiers of BRCA)
ist ein Konsortium, das nach eben diesen Modifikatoren fiir BRCAI und BRCA2 sucht
und in groflen Studien deren Validitét priift (Antoniou et al., 2008). CIMBA wurde 2005
gegriindet und ist weltweit titig mit Hauptsitz in Cambridge. Untersucht wurden Daten
von iiber 80000 Frauen und Ménner mit registrierten BRCA - und BRCA2-Mutationen.
Das Risiko fiir eine BRCA-Mutation scheint mit Hormonrezeptorstatus, HER2-Status,
Tumorsuppressorgen p53, Cytokeratin 5/6, Cytokeratin 14, Cytokeratin 17 und
Wachstumsfaktor EGRF in Zusammenhang zu stehen (Spurdle et al., 2014). Hoch
signifikante Modifikatoren/ Pradiktoren fiir eine BRCA [-Mutation sind laut Spurdle et al
der Ostrogenrezeptorstatus, der Triple-negativ-Status und das Grading.

Bisher sind 41 Single Nucleotid Polymorphismen (SNPs) in 15252 BRCAI- und 8211
BRCA2-Mutationstrdagerinnen bestimmt (Blanco et al., 2015).

Bei einer Studie mit aschkenasischen Juden wurde im RHAMM-Gen ein Allel entdeckt,
dass mit einem erhohten Brustkrebsrisiko bei BRCA /-Mutationstrigerinnen assoziiert
wurde (Pujana et al., 2007).

Eine groBe Studie mit im CIMBA erfassten Daten von 11609 BRCAI- und BRCA2-
Mutationstragerinnen ergab eine signifikante Modifikation von Brustkrebs in RHAMM-
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Gen SNP299290 Variante bei BRCAI-Mutationstragerinnen, aber nicht bei BRCA2-
Mutationstragerinnen. Obwohl das SNP299290 Allel im RHAMM-Gen als benigne
Missens-Mutation gewertet wird, besteht ein Kopplungsungleichgewicht (linkage
disequlibrium) mit dem Allel SNP299284, das schddlich zu sein scheint. Der
Zusammenhang zwischen diesen beiden Allelen miisste noch genauer untersucht werden
(Blanco et al., 2015; Maxwell et al., 2011). Neue Erkenntnisse in diesem Bereich konnten
RHAMM als Modifikator in der klinischen Routine zur Abkldrung einer BRCAI-

Mutation etablieren.

Schlussfolgerung

BRCAI (breast cancer gene 1) beeinflusst die Zelldifferenzierung und Proliferation. Auf
molekularer Ebene haben Mikrotubulus-assoziierte Proteine wie RHAMM bei der
Bildung des bipolaren Spindelapparats wéhrend der Zellteilung eine wichtige Funktion.
Abhingig vom BRCAI-Status zeigt sich eine differentielle RHAMM-Expression in
mammaren Epithelzellen und Mammakarzinomen. Die Interaktion zwischen BRCA1 und

RHAMM hat Einfluss auf das Brustkrebsrisiko bei BRCA I-Mutationstragerinnen.
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6 Anhang

Publikation
Im Rahmen des BRCAI1/2 Projekts der Universititsfrauenklinik fand eine

Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe Maxwell et al. statt. Die Ergebnisse dieser
Zusammenarbeit wurden zum Teil im PLoS Biology: Interplay between BRCA1 and
RHAMM Regulates Epithelial Apicobasal Polarization and May Influence Risk of Breast
Cancer (Maxwell et al., 2011) publiziert.
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Tabelle 23: Immunreaktiver Score von AURKA: Auswertung der AURKA
Expression in BRCA1-wt (n=15), BRCAI-mut (n=7) und TNBC (n=9) .......ccceuvene.. 50
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