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1.1 Das Mammakarzinom

1. EINLEITUNG

1.1 Das Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist die haufigste Krebserkrankung der Frau und der zweithaufigste
Grund fir Malignom assoziierte Todesfalle. Allein in Deutschland erkranken jahrlich
geschatzt 58.000 Frauen an Brustkrebs, was 29% aller Krebsneuerkrankungen des weiblichen
Geschlechts ausmacht [1]. Andere gynadkologische Malignome wie das Endometrium-,
Ovarial- und Zervixkarzinom sind zusammengenommen mit knapp 27.000 Neuerkrankungen
pro Jahr nur etwa halb so haufig wie Tumoren der weiblichen Brust. Anders formuliert
erkrankt etwa jede 9. Frau in Deutschland im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs. Das mittlere
Erkrankungsalter liegt hierbei mit 64 Jahren deutlich unter dem mittleren Erkrankungsalter
bei Krebserkankungen gesamt. Durch die Einfihrung des Mammographie-Screenings ist
zumindest voriibergehend mit einem Anstieg der Inzidenz zu rechnen, wie dies in Landern
mit bereits langer etabliertem Screening Programm zu beobachten war. Allerdings fiihrt die
intensivere Vorsorge und die verbesserten Therapieoptionen zu einer Verbesserung der

relativen 5-Jahres Uberlebensrate auf Giber 80% [1].

1.1.2 Die Entstehung des Mammakarzinoms

Die Mehrheit der Mammakarzinome ist sporadischer Natur [2], nur in etwa 5% der Fille ist
eine Keimbahnmutation der Gene BRCA1 (17g21) und BRCA2 (13g12-13) mitverantwortlich.
In diesen Fallen allerdings erhoht sich das kumulative Risiko bis zum 70. Lebensjahr an
Brustkrebs zu erkranken auf bis zu 80% [2]. Obwohl die Atiologie des Mammakarzinoms
noch in vielen Punkten unklar ist, sprechen eine Reihe von Inzidenzen dafir, dass

hormonelle Stérungen und exogene Einfllisse eine Rolle spielen.
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Folgende mit einem erhdhten Risiko einhergehende Faktoren sind von besonderer
Bedeutung: positive Familienanamnese (2-3x erhoht bei betroffenen Verwandten ersten
Grades), Adipositas, Alter, friihe (vor 12. LJ) Menarche, bzw. spate Menopause (nach 55. LJ),
Nulliparae und spate Erstgebarende (nach 35.LJ). In Anbetracht dieser Risikofaktoren scheint
ein immenser Einfluss des weiblichen Hormonhaushalts auf die Genese maligner
Erkrankungen der Brust naheliegend. Auch der negative Einfluss von Tabakrauch auf das

Risiko der Brustkrebsgenese wird inzwischen anerkannt [3].

Bezliglich der molekularen Entstehung des Mammakarzinoms geht man davon aus, dass es
sich um einen mehrstufigen Prozess handelt, bei dem das kaskadenartige Auftreten und die
Summe von genetischen Alterationen Uber die Stadien Hyperplasie und Carcinoma in situ
letztlich zum invasiven Karzinom fihrt. [4-6]. Die dadurch beeinflusste Expression
bestimmter Gene verschafft der Tumorzelle den entscheidenden Selektionsvorteil [7]. Das
Carcinoma in situ ist als die prainvasive Phase des Mammakarzinoms zu verstehen. Es ist
charakterisiert durch eine neoplastische Proliferation epithelialer Zellen bei noch intakter
Basalmembran.

Die Forschung der letzten Jahrzehnte hat gezeigt, dass es sich bei bdsartigen Tumoren der
Brust nicht um eine einzelne, immer gleich verlaufende Erkrankung handelt. Vielmehr geht
man heute davon aus, dass Brustkrebs eine heterogene Erkrankung mit verschiedenen
Subtypen darstellt, die sich sowohl klinisch als auch molekular deutlich voneinander
unterscheiden. Einen Erklarungsansatz hierfiir liefert das Stammzellkonzept der weiblichen
Brustdriise und die Theorie einer Reifungsblockade, die sog. ,maturation arrest theory” [8].
Man geht hierbei davon aus, dass eine mogliche Entartung an verschiedenen Punkten der
Ausreifung von Progenitorzellen auftreten kann, wodurch diese in ihrer weiteren
Differenzierung blockiert werden. Abhdngig vom spezifischen Differenzierungsgrad der
Ausgangszelle entstehen so verschiedenartige Tumortypen mit unterschiedlichen
intrinsischen Eigenschaften.

Die Brustdriise der Frau unterliegt wahrend des Lebens zahlreichen Veranderungen. Unter
hormoneller Stimulation kommt es zunédchst in der Pubertdt zur Aussprossung der

Gangsysteme. Zu einer massiven Proliferation kommt es wahrend der Schwangerschaft — ein
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Prozess, der sich auch bei jeder nachfolgenden Schwangerschaft wiederholt, weswegen man
eine Zellpopulation annimmt, die in der Lage ist, sich nach erfolgter Zellteilung weiter zu
differenzieren [9-10]. Clarke und Kollegen konnten im Mausmodell zeigen, dass bereits
wenige dieser Zellen mit bestimmtem Phanotyp in der Lage sind einen Tumor zu formieren.

[11].

1.2 Personalisierte Therapie — ein multimodales Konzept

Die enorme Heterogenitat des Mammakarzinoms und nicht zuletzt die Haufigkeit dieses
Tumors schaffen einen hohen Anspruch an die Therapie der Erkrankung. Die hohe
Zahl an Subtypen und die multikausale Genese der Erkrankung erkldaren, warum es fiir das
Mammakarzinom so viele Prognose- (definieren Risiken fiir Rezidiv und Tod)- und
Pradiktivfaktoren (definieren die Aussicht auf Therapieerfolg) gibt. Gangige Faktoren sind
Alter, histologisches Grading und TNM-Status (TumorgréRe, Nodalbefall, Fernmetastasen).
Immer mehr an Bedeutung gewinnt das ,molecular profiling“— also der Versuch, den
einzelnen Tumor moglichst genau molekulargenetisch zu charakterisieren. Bisher etabliert
haben sich der Hormonrezeptor- (Ostrogenrezeptor und Progesteronrezeptor), sowie der
Her2neu-Status [12-15].

Bereits im Jahr 2000 konnten Perou et al. zeigen, dass das Erstellen eines
molekulargenetischen Portraits auf der Basis von Expressionsmustern verschiedenster Gene
nicht nur die Diversitdt der Tumoren aufzeigt, sondern auch eine Erkldarung flir deren
unterschiedliches Verhalten liefern kann [16]. So hilft z.B. die Bestimmung des
Proliferationsverhaltens (Ki-67, PCNA), von Wachstums- und Differenzierungsfaktoren (IGFR,
pS2) aber auch von Faktoren mit Einfluss auf die Tumorinvasion (Cathepsin B, D, L) bei der
exakteren Einschatzung der Aggressivitat des Tumors oder dessen Therapieansprechen [14,
16-18]. Ein weiter Ansatzpunkt um zu einer moglichst individualisierten Therapie zu
gelangen, ist die Analyse sogenannter Wirtsfaktoren. Darunter versteht man z.B.

Eigenschaften des umgebenden Gewebes (Tumorstroma) oder das Wechselspiel zwischen
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Immunsystem und malignen Zellen. Neuere Daten postulieren, dass auch die Infiltration des

Tumorgewebes mit B- und T-Lymphozyten prognostische Relevanz besitzt [19].

1.3 Grundidee der targeted therapy

Zwar werden intensive Bemihungen unternommen, die Entwicklung der Chemotherapie fir
die Behandlung von Krebserkrankungen weiter voranzutreiben, dennoch ist sie durch ihre
unspezifische Toxizitdt nach wie vor mit gravierenden Nebenwirkungen verbunden.

Das exakte Wissen Uber die zelluldren und molekulargenetischen Eigenschaften eroffnet
therapeutisch zahlreiche neue Ansatzpunkte. So versteht man unter zielgerichteter
Krebstherapie (engl.: targeted therapy) ein Angreifen von Strukturen und Merkmalen, die
nur flir das Tumorgewebe, nicht aber fiir die gesunden Zellen spezifisch sind.

In  Tumoren findet sich beispielsweise hiufig eine  Uberexpression von
Wachstumsfaktorrezeptoren. Zum Teil bewirken diese onkogenen Rezeptorvarianten eine
konstitutive Tyrosinkinase-Aktivitdit und damit auch ohne Bindung eines Liganden eine
erhohte Signaltransduktion. Durch eine spezifische Blockade dieser Rezeptoren lieRe sich
somit ein ibermaBiger Wachstumsstimulus verhindern [20] Ein weiterer bereits erfolgreich
umgesetzter Ansatz richtet sich gegen die Neoangiogenese des Tumors. Durch die
Uberexpression von Proteinen wie VEGF (vascular endothelial growth factor) wird die
GefaRneubildung geférdert, was die Versorgung des Tumorgewebes fiir ein schnelles
Wachstum sicherstellt. Therapeutisch werden diese Erkenntnisse genutzt, so st
Bevacizumab ein VEGF-Rezeptor-Antikorper, der erstmalig bei der Behandlung des
metastasierten Kolonkarzinoms zugelassen wurde [21]. Aber auch in der Therapie des
metastasierten Mammakarzinoms wird Bevacizumab in Kombination mit einem
Chemotherapeutikum eingesetzt und fihrt im Vergleich zu einer alleinigen Chemotherapie

zu einem besseren Ansprechen und einer verlingerten Uberlebenszeit [22-23].
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1.4 Zielstruktur Ostrogenrezeptor

1.4.1 Die Bedeutung von Ostrogenen in der Entstehung des Mammakarzinoms

Ostrogene, mit der aktivsten Form 17R-Estradiol (E2), gehéren zur Familie der lipophilen
Steroidhormone. Nach Diffusion in die Zielzelle bindet das Hormon nach dem klassischen
Modell an intrazellulare Rezeptoren der Steroidhormon-Superfamilie, einer Klasse
ligandenabhingiger Transkriptionsfaktoren [24]. Im Falle des Ostrogenrezeptors (ER) liegt
dieser in Abwesenheit eines Liganden zunachst an Heatshock-Proteine (HSP) gebunden vor.
Die durch die Ostrogenbindung hervorgerufene Konformationsinderung fihrt zur
Dissoziation des HSP-ER-Komplexes und anschlieRender Homo- bzw. Heterodimerisierung
des Rezeptors [24]. Der aktivierte Hormon-Rezeptor-Komplex transloziert vom Zytoplasma in
den Zellkern und bindet dort an palindromische DNA-Sequenzen der Zielgene, den sog.
,Estrogen responsive Elements” (ERE). Die Interaktion des Rezeptordimers mit dem ERE
reguliert die Transkription des korrespondierenden Gens und fiihrt so zu einer veranderten
Expression der von diesem Gen kodierten Proteine [25]. Beeinflusst wird dieser Vorgang von
einer Vielzahl modulierender Proteine. Diese fungieren entweder als so genannte Co-
Aktivatoren und verstarken Uiber eine direkte Interaktion mit dem Rezeptor die Transkription
des Zielgens, oder als Co-Repressoren und bremsen entsprechend die Transkription [26]. Zu
nennen sind hier als wichtige Vertreter der Co-Aktivatoren die Mitglieder der p160-Familie
SRC-1 (= steroid receptor coactivator 1), TIF2 (= transcription intermediary factor 1) und AIB1
(= amplified in breast cancer 1) [26]. In ihrer Rolle als Co-Repressoren nehmen NCOR1 (=

nuclear receptor corepressor 1) und SMRT/NCOR 2 entscheidende Funktionen ein [26].

Daneben hat in den letzten Jahren ein weiterer- vom Zellkern unabhangiger- Mechanismus
an Bedeutung gewonnen, bei dem das Ostrogen direkt an Membran-gebundene Rezeptoren
bindet und so eine intrazellulare Signalkaskade anst6Rt [27-28].

Auch in Abwesenheit von Ostradiol kénnen jedoch die Ostrogenrezeptoren durch andere
Signalwege beeinflusst werden. Dieser so genannte ,crosstalk” erfolgt durch eine
Phosphorylierung der AF-1/2 Domane und fuhrt in Folge zu einer veranderten Dimerisation

und Bindung der Cofaktoren. Vermittelt wird dies unter anderem von Signalwegen, die unter
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dem Einfluss diverser Wachstumsfaktoren wie IGF-1 (= Insulin-like growth factor -1), Insulin
oder TGF-B (Transforming growth factor- B) stehen [27, 29].

Der erste Ostrogenrezeptor wurde 1986 erstmalig kloniert und spéter als ERa bezeichnet
[30]. Erst zehn Jahre spater wurde ein zweiter humaner ER, genannt ERR beschrieben [31].
Beide Rezeptoren setzten sich grundsatzlich aus drei unabhangigen, aber interagierenden
funktionellen Doméanen zusammen: Der N-terminalen oder A/B-Doméane, der DNA-
bindenden, oder C-Domane und der Liganden bindenden, oder D/E/F-Domane. Die variable
Region D wird auch als Scharnierregion (,hinge-region”) bezeichnet. Die DNA-bindenden
Domanen der beiden Rezeptoren weisen eine 97%ige Homologie auf, wahrend sich der

Liganden bindende Anteil nur zu 60% ahnelt [32].

DBD Hinge LBD
104 250 311 547 595
ER-cc NH>- A/B C D E F COOH
27% . 97% | 26% 61% 22%
1 140 214 498 5:43[}

ER-p NH,-| A/B C D E F |—CDDH
Trancription S — _
Activation AF-1 AF-2a AF-2
Nuclear Localization —_—

Dimerization —_— _—
DNA Binding -
Ligand Binding

Co-activator Binding — o e
Co-repressor Binding —_

Hsp80 Binding —_—

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der Steroidhormonrezeptoren ERa und ERR. Prozentual dargestellt ist die
Homologie in der Aminosduresequenz der jeweiligen Untereinheit. AuBerdem aufgezeigt wird die jeweilige

Funktion der Sequenz [33].
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Das Gen fur ERa liegt auf Chromosom 6 und besteht wie die Gene aller ,klassischen”
Steroidrezeptoren aus 8 Exons [30]. Heute sind mehr als 20 verschiedene ERa
Splicevarianten bekannt, von denen viele in alternative ERa-Proteine translatiert werden
kénnen, die sich hinsichtlich ihrer Reaktion auf Ostrogene, Antidstrogene oder
Ostrogenentzug unterscheiden [34].

ERR ist auf Chromosom 14 lokalisiert und kodiert fur 7 translatierte Exons und 5 alternative
translatierte Exons 8. Auch hier sind mehr als 20 mRNA-Varianten des Gens bekannt, von
denen mindestens die Halfte fiir alternative ERB-Proteine kodiert [31, 34].

Noch ist Uber die Funktion der verschiedenen Varianten beider Rezeptoren, das
Verteilungsmuster in den verschiedenen endokrinen Geweben, sowie ihr Zusammenspiel im
Rahmen der Tumorentstehung vieles unklar. ERa beeinflusst im Brustgewebe als
aktivierender Transkriptionsfaktor die Stimulation &strogenabhangiger Zielgene und
reguliert so entscheidend die Zellzyklusprogression und das Driisenwachstum [33].

Bisher konnte gezeigt werden, dass die Expression von ERa im Laufe der Tumorgenese
zunimmt, was dessen wachstumsférdernden Einfluss auch in der Krebsentstehung nahe legt
[33]. Die Rolle von ERR hingegen ist bis dato Bestandteil kontroverser Diskussionen. Es gibt
allerdings zunehmende Hinweise darauf, dass ERR als glinstiger prognostischer Parameter zu
sehen ist [35]. So scheint ERB in der Lage zu sein, die Funktion von ERa negativ zu
beeinflussen und somit als Tumorsuppressor zu fungieren [36-37]. Zu dieser Annahme passt
auch, dass ERR physiologisch im normalen Brustdriisengewebe zu finden ist, im Laufe der
Tumorgenese jedoch verloren zu gehen scheint [38].

Durch die oben beschriebenen Mechanismen und Signaltransduktionswege sind Ostrogene
in der Lage, das Proliferationsverhalten der Zelle und deren Differenzierungsgrad zu
beeinflussen.

In der normalen Zelle wird der Zellzyklus streng geregelt und schreitet nicht fort, solange die
vorangegangene Phase nicht vollstandig abgeschlossen ist. Generell ist eine Entscheidung
Uber Proliferation oder Differenzierung immer auch abhangig von dulReren Faktoren wie
dem Nahrstoffangebot oder den Zell-Zell-Kontakten [39]. Auch Ostrogene nehmen Einfluss
auf die Vorgange der Mitose, so konnte gezeigt werden, dass sich ein in der GO/G1-Phase

unterbrochener Zellzyklus fortsetzt wenn die Zelle mit Ostrogenen stimuliert wird und man
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einen Anstieg sowohl des mRNA- als auch des Proteinlevels von Cyclin D1 messen kann [39].
Cyclin D1 ist in fast 50% der Mammakarzinomzellen iberexprimiert, aber auch Cyclin A und
Cyclin E werden eine wichtige Rolle zugeschrieben [40-42].

Auch Protoonkogene wie c-myc, c-jun und c-fos sind als Zielgene der Ostrogenwirkung
bekannt. Das nukledre Phosphoprotein c-myc bewirkt vielfaltige Effekte auf den Zellzyklus,
unter anderem leitet es den Ubergang von G1 zur S-Phase ein [39]. In Brustkrebszelllinien
kann der Zellzyklus durch die Induktion von c-myc durch Ostrogene wieder in Gang gesetzt

werden [43] .

1.4.2 Antiostrogene und Hormontherapie

Antiostrogene wurden Mitte der 50er Jahre zunachst als Fertilitatsmittel entwickelt, heute
sind sie fester Bestandteil in der Brustkrebstherapie. Eingesetzt werden die Antidstrogene
bei positivem Rezeptorstatus, d.h. wenn die Tumorzelle Ostrogenrezeptoren und/oder
Progesteronrezeptoren exprimiert.

Manche Antiostrogene zeigen in ihrer physiologischen Wirkung eine ausgepragte
Gewebespezifitat. Man bezeichnet sie daher als Selective Estrogen Receptor Modulators
(SERMs). Tamoxifen (TAM) gehort zur Gruppe der Triphenylethylene und gilt als das am
haufigsten eingesetzte Antidstrogen in der Behandlung des Mammakarzinoms [44].
Wahrend an der Brustdriise der antidstrogene Effekt zur Wirkung kommt, zeigt Tamoxifen
einen ostrogenen Effekt u.a. am Endometrium. Auch aktiviert Tamoxifen im Gegensatz zu
Ostrogen den ER nicht vollstindig. Die sog. AF-2 Aktivierungsfunktion kann nach
Tamoxifenbindung nicht mehr phosphoryliert werden und bleibt somit inaktiv. In diesem Fall
spricht man von einem sog. partiellen Agonismus mit einer reduzierten Transkriptionsrate
[45-46].

Verglichen mit konventioneller Chemotherapie erweisen sich Antiostrogene als eher
nebenwirkungsarm, es kdnnen unter Tamoxifentherapie sogar wiinschenswerte Effekte wie
ein erniedrigtes LDL-Cholesterin [47] oder ein reduziertes Risiko fiir Koronararterielle

Infarkte [48] verzeichnet werden. Als erhebliche Nebenwirkung muss allerdings das erhohte
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Risiko ein Endometriumkarzinom zu entwickeln gesehen werden. Zurilickzufiihren ist dies auf
die agonistische Partialwirkung von Tamoxifen an endometrialem Gewebe [49].

Um die Induktion dstrogenabhangiger Folgetumoren zu vermeiden und um besser auf die
immer wieder vorkommenden Tamoxifen-resistenten Rezidive reagieren zu kdnnen, wurde
1987 erstmalig eine Substanz mit rein antiostrogener Wirkung publiziert [50]. In der Folge
wurde diese zu dem hoher potenten Antidstrogen ICI 182,780 (Handelsname Fulvestrant)
weiterentwickelt [51], welches eine starke antagonistische Wirkung sowohl am Brustgewebe
als auch am Uterus zeigt. AuBerdem bewirkt Fulvestrant den proteasomalen Abbau
intrazellularen Rezeptorproteins, weswegen es zur Gruppe der SERDs (selektive estrogen
receptor downregulator) gezahlt werden kann [52]. Aktuell ist Fulvestrant zur Behandlung

fortgeschrittener Tumoren bei postmenopausalen Frauen zugelassen [23].

1.5 Zielstruktur HER2/neu

1.5.1 Bedeutung des HER2/neu Rezeptors bei Tumoren der Brust

Das Protoonkogen HER2/neu (= Human epidermal growth factor receptor 2; Syn.: erb-B2)
befindet sich auf Chromosom 17q21und kodiert fir ein 185 kDalton groRes Glykoprotein,
das zur ,Epidermal growth factor receptor” (EGFR)- Familie gehort [53]. Das Protein hat eine
zytoplasmatische Tyrosinkinaseaktivitdt, eine transmembrane Helix, welche fir die
Oligomerisierung verantwortlich ist, und eine extrazelluldre Liganden-Bindungsstelle [53].

Es existieren vier bekannte HER-Rezeptoren, HER1 (EGFR) bis HER4 [54], die ein komplexes,
interagierendes Netzwerk bilden. Die Aufgabe der EGFR-Familie besteht in der Regulation
einer Vielzahl von zelluliren Prozessen, die Wachstum, Uberleben, Differenzierung und
Migration entscheidend beeinflussen [55-56]. Die Hauptfunktion des HER2-Rezeptors, fir
den im Gegensatz zu den anderen Tyrosinkinase-Rezeptoren bis dato kein natiirlicher Ligand
gefunden wurde [55-56], wird in der Heterodimerbildung mit den Rezeptoren der EGFR-
Familie gesehen. Die Heterodimere mit HER2 sind anschlieBend die deutlich potenteren

Signaltransduktoren als Homodimere der einzelnen Rezeptoren. Durch die Dimerisierung
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kommt es zur Phosphorylierung des Tyrosinrests am C-Terminus der intrazellularen Domane,
die als Andockstelle fiir die nachgeschalteten Signalwege, z.B. liber die mitogen-activated
protein kinase (MAPK) oder Phosphatidylinositoltriphosphat Kinase (PI3) dient [55-56]. Die
Heterodimerbildung fihrt also zu einer vielfachen Verstarkung der Signaltransduktion.
Zellen, die HER2 (iberexprimieren, generieren somit einen Wachstumsvorteil [55-56]. Im
Gegensatz zu den anderen Rezeptoren ist HER2 konstitutiv aktiviert, kann also auch ohne
Bindung eines Liganden dimerisieren [55-56]. In 20-30% aller malignen Tumoren der Brust
findet sich eine Uberexpression von HER-2 [57]. Die Uberexpression ist vergesellschaftet mit
einem aggressiverem und schnellerem Wachstum, héherem Metastasierungspotential und

letztlich einer schlechteren Prognose [55, 57-59].

1.5.2 Herceptin in der Brustkrebstherapie

Herceptin ist ein monoklonaler Antikorper, der gegen die extrazellulire Domane (ECD) des
HER-2-Receptors gerichtet ist. Seine Wirkungsweise ist vielfaltig und noch nicht vollstandig
aufgeklart. Ein beschriebener Mechanismus ist die Rekrutierung von Zellen des
Immunsystems, vornehmlich natirlichen Killerzellen (NK). Diese erkennen den Fc-Anteil des
Antikorpers und l6sen so eine Immunantwort gegen die Zielzelle aus. Man nennt diesen
Vorgang auch antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC) [60]. Daten aus Xenograft
Modellen konnten zeigen, dass Trastuzumab eine nachweislich geringere antitumorale
Aktivitat aufweist wenn es sich um einen modifizierten Antikérper handelt, dem eben diese
Fahigkeit NK-Zellen zu aktivieren fehlt [61]. Ein weiterer entscheidender Mechanismus ist die
Blockade der intrazellularen Signaltransduktion. So wird unter anderem die PI3-Akt
induzierte Expression des Protoonkogens c-Myc iber HER2 reguliert [55].

AuBerdem konnten praklinische Studien zeigen, dass Trastuzumab zu einem verstarkten
Arrest des Zellzyklus in der G1-Phase fihrt. Ein Mechanismus der hierzu beitragt, ist die
nachweisliche Induktion von cyclin-dependent-kinase Inhibitoren (CDK) [62-63].

Auch die Neoangiogenese ist ein Ansatzpunkt der Behandlung mit Trastuzumab, da die

intratumorale VEGF Expression in Brusttumoren eng verknipft zu sein scheint mit der HER2
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Uberexpression. So konnten lzumi et al. in einem Xenograft Model zeigen, dass Trastuzumab
zu einem Rickgang bis hin zur Normalisierung der Vaskularisation flihrte [64].

Als Voraussetzung flr eine Therapie mit Trastuzumab wird Her2-Positivitat definiert als eine
immunhistochemisch nachgewiesene Protein-Uberexpression, oder eine z.B. mittels
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) nachgewiesene Genamplifikation. Patientinnen mit
Her2-positivem Tumor erhalten eine einjahrige Behandlung, die simultan oder sequentiell zu

einer Chemotherapie durchgefiihrt werden kann [23].

1.6 Zielstruktur GPR-30

1.6.1 Vorkommen, Physiologie und Pathophysiologie des Rezeptors

Die physiologischen Effekte von Ostrogenen werden traditionell durch nukleidre Rezeptoren
vermittelt. Allerdings wei man heute, dass bestimmte Aspekte der Ostrogenfunktion tiber
G-Protein vermittelte Signalwege laufen [27-28].

Die G-Protein gekoppelten Rezeptoren (GPCR) umfassen eine Familie von 800-1000
Mitgliedern, deren eigentlicher Ligand oft noch unbekannt ist, weshalb man diese
Rezeptoren als ,,Weisen“ (= engl.: orphans) bezeichnete. Zwischen 1996 und 1998 wurde ein
solcher Rezeptor mit geringer Homologie zu den bisher bekannten GPCRs erstmals von
mehreren unabhangigen Arbeitsgruppen geklont, und bei bis dato unbekanntem Liganden
als GPR-30 bezeichnet [65]. Das Gen fiir GPR-30 liegt auf Chromosom 7p22 und kodiert fir
vier alternative Splicevarianten, die alle fir das gleiche Protein kodieren. Dieses besteht aus
375 Aminosduren und enthdlt, dem klassischen Aufbau eines G-Protein gekoppelten
Rezeptors entsprechend, sieben transmembrandre Domanen [66-67].

Die Expression von GPR-30 beschrankt sich nicht nur auf die Brustdriise, sondern konnte in
verschiedensten Geweben, wie Plazenta, Knochen, Gehirn, Prostata, Leber und dem
GefaRendothel nachgewiesen werden [68-71].

Inzwischen wird angenommen, dass via GPR-30 eine Vielzahl sog. ,schneller”

Ostrogeneffekte vermittelt wird. So postulierten Filardo et al. im Jahr 2000, dass mittels
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1.6 Zielstruktur GPR-30

GPR-30 die Phosphorylierung der ,extracellular-signal-regulated kinases” ERK1/2 reguliert
wird [72]. AuBerdem werden eine Mobilisierung intrazelluldaren Calciums, ein Anstieg des
cAMP (= zyklisches Adenosinmonophosphat), sowie die Synthese von PI3K
(=Phosphatidylinositol-3-kinase) als direkte Effekte einer Ostrogen-Stimulation von GPR-30
angenommen [68, 73-74]. Alle diese Signalwege deuten auf eine entscheidende Rolle dieses
Rezeptors bei der Beeinflussung von Proliferation, Uberleben und Zellmorphologie,
unabhingig von klassischen Ostrogeneffekten hin. Allerdings kann es durch eine Stimulation
des ERK1/2-Signalwegs auch zu einer Aktivierung der Transkription von c-fos kommen [75].
Daher liegt die Vermutung nahe, dass es auch Uber zelluldre Signalwege zu einer
Beeinflussung der Genexpression kommen kann und eine enge Verknipfung zu den lber
nukledre Rezeptoren vermittelten Effekten besteht [75]. Thomas et al. konnten 2005 zeigen,
dass GPR-30 eine hohe Bindungsaffinitit zu 17R-Ostradiol besitzt, wohingegen
physiologische Ostrogen-Varianten wie Ostron oder Ostriol und andere Steroidhormone wie
Progesteron, Cortisol oder Testosteron nicht in der Lage waren an GPR-30 zu binden [76].
Uberraschenderweise besitzen auch der SERM Tamoxifen, sowie der reine ERa-Antagonist

ICl agonistische Eigenschaften an GPR-30 [68].
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1.6.2 G-1 - ein GPR-30 Agonist
2006 gelang es Bologa und Kollegen mittels virtuellen und biomolekularen Screenings eine

Substanz zu identifizieren, die als selektiver GPR-30 Agonist fungiert [77].

Abbildung 2: Dargestellt ist die chemische Strukturformel des GPR-30 Agonisten G-1; 1-(4-(6-
Bromobenzo[1,3ioxol-5-yl)-3a,4,5,9b-tetrahydro-3H-cyclopentaquinolin-8-yl)-ethanone. Aus:[77]

Somit konnten Effekte eindeutiger dem Transmembranrezeptor zugeordnet, und sein
Beitrag zur Ostrogenphysiologie und Tumorentstehung genauer untersucht werden. Bis zu
einer Konzentration von 10uM zeigte sich keine signifikante Bindungsaffinitat von G-1 an
den klassischen Ostrogenrezeptoren [77]. Zudem testeten Blasko et al. die Rezeptorspezifitit
von G-1, indem sie dessen Bindungsaffinitat flir insgesamt 25 weitere GPCRs (Somatostatin,
Adenosin, Angiotensin, adrenerge Rezeptoren und Weitere) untersuchten. Auch hier wies G-
1 bis zu einer Konzentration von 10uM zu keinem der Rezeptoren eine substantielle
Bindungsaffinitat auf [78].

Die funktionelle Charakterisierung der Substanz zeigte, dass G-1 in der Lage ist,
intrazelluldres Calcium zu mobilisieren. Wéhrend 17R-Ostradiol einen sehr schnellen
Calciumanstieg verursacht (t;; < 2sec) ist der G-1 vermittelte Anstieg langsamer (t;, ~30
sec), fuhrt jedoch zu einer letztlich vergleichbaren Maximalkonzentration [77]. AuRerdem

verursacht G-1 wie Ostrogen eine Aktivierung der PI3-Kinase und entsprechend eine
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nukledre Akkumulation von Phsphatidyinositol- 3,4,5-triphosphat (PIP3) in ER negativen SK-
BR-3 Zellen [77, 79].

1.6.3 Die Rolle von GPR-30 in der Tumorentstehung

Filardo et al. konnten in immunhistochemischen Untersuchungen von tiber 300 Tumoren der
Brust zeigen, dass ungefdhr die Hilfte GPR-30 positiv sind [71]. Die Uberexpression des
Rezeptors korrelierte positiv mit der TumorgrofRe, der Anwesenheit von Metastasen, sowie
mit der Her2-Expression — und liel8 sich somit als Pradiktor fiir eine aggressive Tumorvariante
heranziehen [71]. Folgestudien z.B. von Kuo et al. konnten dies jedoch nicht bestatigen,
weswegen hier weitere Ergebnisse abgewartet werden missen [80].

Ein anderer Ansatzpunkt ist die Rolle von GPR-30 in der Resistenzentwicklung gegeniiber
SERMs und anderen Antiostrogenen. So fanden Jordan et al. GPR-30 Uberexprimiert in
einem Kollektiv aus Tumoren, die sich resistent gegeniiber Antdstrogenen zeigten [81].

Die Rolle von GPR-30 in der Entstehung von Brusttumoren bleibt jedoch weiterhin
umstritten. Ahola und Kollegen postulierten, dass die Expression von GPR-30 durch Progestin
in MCF-7 Zellen positiv reguliert wird und das diese Expression wiederum essentiell fiir die
Progestin-induzierte Wachstumshemmung sei [82-83].

Auch Ariazi et al. gehen von einer GPR-30 vermittelten Wachstumshemmung auf ER-postive
MCEF-7 Zellen aus und sehen eine anhaltende Erhéhung des intrazelluldaren Calciums als
moglichen zugrunde liegenden Mechanismus [84].

Alles in allem deuten viele Studien darauf hin, dass GPR-30 eine entscheidende Rolle in der
Regulation zelluldrer Funktionen wie Wachstum, Proliferation und Apoptose spielt und somit

auch zu einem interessanten neuen therapeutischen Ansatz werden kdnnte.
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1.7. Fragestellung

Brustkrebs ist die hdufigste Tumorerkrankung der Frau. Dies und die Tatsache, dass es sich
bei dieser Erkrankung um eine Vielzahl molekulargenetisch heterogener Tumoren handelt,
schaffen einen hohen Anspruch an die Therapie. Die zielgerichtete Therapie (engl.: targeted
therapy) gewinnt zunehmend an Bedeutung, da hierbei tumorspezifische Molekiile
angegriffen und Wachstum, Proliferation oder Invasion beeinflusst werden kénnen, ohne die
ausgepragten Nebenwirkungen einer herkdmmlichen Chemotherapie in Kauf nehmen zu
miissen. Um den Benefit einzelner Substanzen zu verstarken, gibt es bereits einige Ansatze
diese miteinander zu kombinieren. Ein moéglicher neuer therapeutischer Ansatzpunkt ist der
G-Protein gekoppelte Rezeptor GPR-30, dessen Rolle in der Ostrogenphysiologie und

Tumorentstehung nach wie vor Gegenstand kontroverser Diskussionen ist.

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, inwiefern der GPR-30 Agonist G-1 in
der Lage sein wiirde, die wachstumshemmende Wirkung anderer Substanzen positiv oder
negativ zu beeinflussen.

Um der Heterogenitat dieser Tumorentitat moéglichst gerecht zu werden und den Effekt der
verschiedenen Ansdtze bei molekulargenetisch unterschiedlichen Voraussetzungen zu

beobachten, wurden insgesamt flinf verschiedene Zelllinien verwendet.

Zunachst sollte untersucht werden, wie sich unterschiedliche Konzentrationen G-1 zwischen
10nM und 1uM auf das Proliferationsverhalten der Zelllinien auswirken wiirden.

Da es Anhaltspunkte dafiir gibt, dass GPR-30 positive Tumoren eine hohere HER2-Expression
aufweisen [72-73], wurde anschlieend die Wirkung einer Kombination aus Trastuzumab
und G-1 bezliglich des Wachstumsverhaltens der Zellen untersucht. Hierflir wurden die HER-
2-Uberexprimierenden Zelllinien SK-BR-3 und BT-474, sowie als Negativkontrolle MDA-MB-
231 verwendet.

Bestandteil der aktuellen Diskussion ist aullerdem, inwiefern GPR-30 die Wirkung
antiostrogener Substanzen beeinflusst, oder gar zu deren Resistenzentwicklung beitragt.

Daher wurden auflerdem die Effekte der Kombinationen aus G-1 und dem SERM Tamoxifen,
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sowie die Kombination aus G-1 und dem reinen Antiostrogen Fulvestrant auf die
Proliferation der Ostrogenrezeptor-positiven Zelllinien MCF-7 und T47-D untersucht.

Um die in den vorausgegangenen Proliferationsassays gefundenen Effekte auch
molekulargenetisch genauer beschreiben zu kénnen, wurde im Anschluss die Auswirkung
der unterschiedlichen Kombinationsbehandlungen auf die Expression verschiedener Gene
auf mRNA Ebene genauer untersucht. Hierfir wurde ein Set aus Genen ausgewahlt, deren
Einfluss auf Proliferation, Wachstum und Differenzierung bekannt ist, oder die im
Zusammenhang mit Ostrogen-gesteuerten Effekten stehen. AuRerdem sollte die Frage
untersucht werden, inwiefern sich die Expression der Ostrogenrezeptoren ER a und der ERR
Splicevarianten 1,2 und 5 unter der Behandlung mit den jeweiligen Substanzen andern

wirde.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1 Zelllinien

MCEF-7

BT-474

SK-BR-3

MDA-MB-231

T47-D

Mammakarzinomzelllinie
American Type Culture
Manassas, VA, USA

Mammakarzinomzelllinie
American Type Culture
Manassas, VA, USA

Mammakarzinomzelllinie
American Type Culture
Manassas, VA, USA

Mammakarzinomzelllinie
American Type Culture
Manassas, VA, USA

Mammakarzinomzelllinie
American Type Culture

Manassas, VA, USA

Collection;

Collection;

Collection;

Collection;

Collection;

Im Rahmen der Arbeit wurden insgesamt fiinf Mammakarzinomzelllinien verwendet.

Zum einen BT-474 und SK-BR-3, beide Zelllinien weisen eine Uberexpression des Her2neu-

Rezeptors auf. BT-474 ist eine hypertetraploide Zelllinie, die aus einem invasiven duktalen

17



2.1. Material

Karzinom einer 60-jahrigen Patientin isoliert wurde. Histopathologisch ist ihr ein
Differenzierungsgrad von G2 bis G3 zuzuordnen. Ferner konnten Ostrogen- und
Progesteronrezeptoren nachgewiesen werden [85].

SK-BR-3 wurde aus einem metastasierten Karzinom einer 43-jdhrigen Patientin isoliert.
Histologisch handelt es sich um eine hypertriploide Zellinie des Differenzierungsgrad G2-3.
Die Zelllinie gilt als Ostrogenrezeptor negativ.

Die gut charakterisierte Mammakarzinomzelllinie MCF-7 ist Ostrogen sensibel und
exprimiert sowohl ERa als auch ERB. Gewonnen wurde die Zelllinie aus dem malignen
Pleuraerguss einer Patientin im metastasierten Tumorstadium [86-88].

Auch T47-D Zellen exprimieren sowohl Ostrogen-, als auch Progesteronrezeptoren.
Zusatzlich weist diese Zellline eine mutierte Variante des Protoonkogens p53 auf [89].
MDA-MB-231 Zellen sind aneuploid und nicht sensibel fiir Ostrogene. Auch zeigt sich keine
Uberexpression des Her2-neu Rezeptors, weswegen sich MDA-MB-231 gut als

Negativkontrolle fiir Stimulationsversuche mit Tamoxifen und Trastuzumab eignet [90].

2.1.2 Chemische Komponenten Zellkultur

DMEM Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium

Nutrient Mixture F-12 HAM

Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA

FBS Fetales Kalberserum

PAA, Pasching, AU)

SR2 Serum Replacement -2

Sigma-Aldrich ®, St. Louis, MO, USA
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TAM

E2

IC1 182,780

Dulbecco’s PBS Puffer

Accutase

DMSO

DNAse/RNAse

G-1

Trastuzumab (TZ)

4-Hydroxytamoxifen, chem.: (Z)-4-(1-(4-
(Dimethylaminoethoxy)phenyl)-2-phenyl-
1-buteny)phenol

Sigma-Aldrich ®, St. Louis, MO, USA

17-R-Estradiol, je zu gleichen Teilen
gemischt in DMEM, Ethanol und H20.
Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA

7alpha,17beta-(9(4,4,5,5,5-

Pentafluoropentyl)sulfinyl)nonyl)estra-

1,3,5-trien-3,17-diol

Tocris bioscience®, Ellisville, MO, USA

PAA, Pasching, AU

PAA, Pasching, AU

Sigma-Aldrich®, MO, USA

Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA

(£)-1-4-(6-Bromo-1,3-benzodioxol-5-yl)-

3a,4,5,9b-tetrahydro 3H-

cyclopentaquinolin-8-yl]- ethanone;

Merck Calbiochem, Darmstadt, GER

Humaner anti-Her2-Antikorper; AG

Brockhoff, Regensburg, GER
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2.1.3 Zellkultur Assays

Cell Titer Blue™

Cell-Titer-blue, cell viability assay

Promega®, Madison, WI, USA

2.1.4 Chemische Komponenten fiir molekulargenetische Methoden

RNA-Isolierung:

Ethanol 70%

RNA-Isolation Kit

cDNA-Snythese:

M-MLV-Reverse Transkriptase 5x Buffer

RNAsin® plus RNAse Inhibitor

Baker®, Philipsburg, NJ, USA

Buffer RW1 (wash buffer), Lysis buffer,
DNAse I/RNAse-free; DNA digest buffer,
RNAse-free water

Promega®, Madison, WI, USA

Promega®, Madison, WI, USA

Promega®, Madison, WI, USA
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RNAse H-minus, point mutant Promega®, Madison, WI, USA
Random Primer Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA
10nM dNTP-Mix dATP, dCTP, dGTP, dTTP (je 10nM)

Invitrogen®, Carlsbad, CA, USA

SYBR® Green PCR Kit Quiagen®, Hilden, GER
RNAse-free water Quiagen®, Hilden, GER
Real-time PCR:

SYBR® Green PCR Kit Quiagen®, Hilden, GER
Primer Metabion®, Martinsried, GER

Primer-Sequenzen:

Gen Primer (5’ 3’) Amplicon (bp)

GPR-30 CAACATCTGGACGGCAGGTA 187
GGTTTGGGTTGGGTTTGTTA

ERa CACATGAGTAACAAAGGCATGG 181
ATGAAGTAGAGCCCGCAGTG
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HER2

p21/WAF-1

EGR-1

Cyclin A2

Cyclin D1

c-Fos

ERR-1

ERR-2

ERR-5

B-actin

CATGGTCAAATGTTGGATGATT
CCTCATTCTGGATGACCACA

GCATGACAGATTTCTACCACTCC
AAGATGTAGAGCGGGCCTTT

CTGACCGCAGAGTCTTTTCC
CACAAGGTGTTGCCACTGTT

CTGCTGCTATGCTGTTAGCC
TGTTGGAGCAGCTAAGTCAAAA

CTGGAGGTCTGCGAGGAA
GGGGATGGTCTCCTTCATCT

AGAATCCGAAGGGAAAGGAA
CTTCTCCTTCAGCAGGTTGG

GGCATGCGAGTAACAAGGGC
GGGAGCCCTCTTTGCTTTT

GTTTGGGTGATTGCCAAGAG
TTCTGCCCTCGCATGC

GTTTGGGTGATTGCCAAGAG
CGTACCTCGCATGCCTGA

CTGTGGCATCCACGAAACTA
CGCTCAGGAGGAGCAATG
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2.1.5 Technische Komponenten und Gerate

Victor3™ Multilabel Counter

Light cycler PCR device

Thermocycler T-Gradient 96

T1Thermocycler

HERACell 150 CO2 Inkubator

HERAsafe® Type KS12

Mikrobiologische Sicherheitswerkbdanke

Thermomixer compact

Multifuge® 1 s-R

MS2Minishaker

GeneRay UV-Photometer

Prazisionskivetten Suprasil®

Perkin-Elmer®, Waltham, MA, USA

Roche Diagnostics, Basel, CH

Biometra®, Gottingen, GER

Biometra®, Gottingen, GER

Heraeus, Hanau, GER

Thermo Fisher Scientific,

Massachusetts, USA

Eppendorf®, Hamburg, GER

Heraeus, Hanau, GER

IKA® ,Staufen, GER

Biometra®, Gottingen, GER

Hellma®, Millheim, GER
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2.1.5 Weitere verwendete Materialien

Pipetten:

Eppendorf® Reference

(10p, 20y, 100ul, 1000pl)

Pipettierhilfe : accu-jet® pro

5ml-, 10ml-, 25ml-Pipetten

Combitips® plus (1 und 5ml),

Pipettenspitzen fir automatische

Pipetten

Biosphere® Filtertips

(10pl, 20pl, 100pl, 200ul, 1000l),

Pipettenspitzen fliir manuelle Pipetten

Reaktionsgefile:

Nalgene Cryoware™ Cryogenic vials

Eppendorf Cups 1,6ml

Softstripes 0,2ml

Zellkulturflaschen T75 und T150

Eppendorf®, Hamburg, GER

Brand, Wertheim, GER

Armin Baack ,Schwerin, GER

Eppendorf®, Hamburg, GER

Sarstedt®, Numbrecht, GER

Nalgene® Labware, Rochester, NY, USA

Biozym  Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, GER
Biozym  Scientific GmbH, Hessisch

Oldendorf, GER

Armin Baack ,Schwerin, GER
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Versuchsplatten weiR 96-Well Cornig, Cornig, NY, USA

Zellkulturplatten 6-Well, 96-Well steril Armin Baack ,Schwerin, GER
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2.2. Methoden

2.2.1 Allgemeine Zellkulturmethoden

Kulturbedingungen:

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Begasungsbrutschrank bei 37°C, 5% CO2 und
95% Luftfeuchtigkeit in 250 und 550 ml Kulturflaschen. Samtliche Zelllinien wurden als
adhdrent wachsende Monolayer kultiviert. Bei allen Zelllinien erfolgte 2-3-mal pro Woche
ein Mediumwechsel. Hierflr wurde das alte Medium mit einer Einmalpipette entfernt und

nach Waschen mit PBS-Puffer durch frisches, zuvor auf 37° angewdarmtes Medium ersetzt.

Kryokonservierung der Zellen:

Zur Aufbewahrung der Zellen wurden diese kryokonserviert. Hierzu musste zunachst das
Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit PBS-Puffer gereinigt werden. Mittels Accutase™
wurden die Zellen von den Kulturflaschen geldst, abzentrifugiert und das Gbrige Zellpellet im
jeweiligen Medium resuspendiert. Jeweils in 1 ml Aliguots konnten die Zellen in Cryo Vials
bei -80°C gelagert, und nach friihestens 24 Stunden in den Stickstofftank tiberfiihrt werden.
Das Auftauen erfolgte bei 37 °C im Wasserbad. AnschlieRend konnten die Zellen in die

vorbereiteten Zellkulturflaschen mit Medium gegeben werden.

Splitten der Zellen:

Je nach Wachstumsgeschwindigkeit wurden die Zellen bei Erreichen von etwa 80%
Konfluenz gesplittet. Hierzu wurde zundchst das Medium unter sterilen Bedingungen
abgenommen und die Zellen einmalig mit PBS-Puffer gewaschen. Darauf folgte die Gabe von
5 ml Accutase™ pro ZK-Flasche. Das Enzym besitzt proteolytische Eigenschaften und dient
dazu, die Zellen von ihrer Unterlage in der Kulturflasche moglichst schonend abzuldsen.
Nach einigen Minuten Einwirkzeit bei 37° im Brutschrank hatten sich die Zellen weitgehend
abgelost (mikroskopisch zu erkennen an der abgerundeten Form der Zellen und ihrer freien
Beweglichkeit). Um das Enzym wieder zu entfernen, wurden die Zellen anschliefend in 50 ml
Falcons Uberfiihrt, mit 5 ml Nahrmedium versetzt und bei 1000 rpm fir 5 Minuten

abzentrifugiert. Der Uberstand konnte nun verworfen und das Pellet mit der gewiinschten
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Menge Medium versetzt werden. Abhdngig von der Wachstumsgeschwindigkeit der
jeweiligen Zelllinie wurde nun ein Teil der Zellen in frische Zellkulturflaschen ausgesat und

mit der entsprechenden Menge Medium versetzt.

2.2.2 Proliferationsassay cell-titer-blue™

Aussaat der Zellen:

Waren die Zellen ausreichend konfluent (80-90%), so wurden sie der weiteren Behandlung
unterzogen. Durch oben beschriebene Accutase™ - Behandlung wurden die Zellen von der
Unterlage gel6st. Das nach abzentrifugieren der korpuskularen Bestandteile entstandene
Pellet wurde je nach Zellzahl mit 12-20ml Medium resuspendiert. Um mit einer definierten
Zellzahl pro Well arbeiten zu kénnen, wurde mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer die
Konzentration der Suspension ermittelt und eine entsprechende Verdlinnung angefertigt.
Die Neubauer-Kammer besteht aus neun groflen Quadraten, wovon jedes eine Flache von
1mm? aufweist; dies ergibt bei einer Tiefe von 0,1mm ein Volumen von 0,1pl.

Folgende Zellzahlen wurden fiir die Aussaat angestrebt:

MCEF-7 1000 Zellen / Well
T47-D 600 Zellen / Well
MDA-MB 231 200 Zellen / Well
SKBR-3 800 Zellen / Well
BT-474 800 Zellen / Well

Fir unstimulierte Proliferationsexperimente wurde die bendtigte Zellzahl in einem
Endvolumen von 100ul ausgesat, sollte eine Stimulation erfolgen wurden hingegen 70ul
ausgesat um 24 Stunden spéater eine Zugabe von 30ul des entsprechenden Agens zu
ermoglichen.

Stimulation der Zellen:

24h nach der Aussaat erfolgte die Stimulation der Zellen. Hierzu wurde zu Beginn die

gewilinschte Konzentration der Substanz durch Verdiinnen mit Ndhrmedium hergestellt. Fir
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die Behandlung mit Tamoxifen wurde dem Stimulationsansatz zusatzlich Ostradiol (10uM, zu
gleichen Teilen geldst in H,O, DMEM und EtOH; jeweils 5ul pro 50ml Nahrmedium) zugefugt.
Um einen Einfluss der im Serum enthaltenen Wachstumsfaktoren und Hormone weitgehend
auszuschlieBen, wurden die Zellen zunachst ,heruntergehungert”. Der Serumanteil des
Mediums wurde hierbei schrittweise entzogen und die Zellen schlielich in serumfreiem SR2-
Medium ausgesat. Auch hier erfolgte die Stimulation anschlieRend nach 24 h. Es wurden
jeweils drei Wells mit 30ul des Stimulationsansatzes behandelt. Um einen Effekt des
Losungsmittels auszuschlieRen, wurden jeweils Tripletts mit 30ul des entsprechenden
Losungsmittels versetzt. AuBerdem blieben Zellen ,,unbehandelt”, hier wurden lediglich 30ul
Ndahrmedium hinzugefiigt. Die Inkubation erfolgte im Brutschrank fiir bis zu 5 Tage.

Es wurden folgende Konzentrationen eingesetzt:

G-1: 10nM, 100nM, 1uM
Trastuzumab: 10ug/ml
Tamoxifen: 0,2uM, 1uM, 5uM
ICI: 0,1uM

Messung der Proliferation:

Zur Erfassung der Proliferation wurde der Cell-Titer-Blue™ viability assay (Promega)
verwendet. Bei diesem wird als Indikator der Farbstoff Resazurin verwendet, der von
Stoffwechselaktiven Zellen zu Resorufin, einem pinken Fluoreszenzfarbstoff, reduziert wird.
Nur lebensfahige Zellen sind zu dieser Reaktion fahig, sterbende Zellen dagegen verlieren
innerhalb kurzer Zeit ihre metabolische Aktivitat und erzeugen somit kein fluoreszierendes
Signal. Bei einer Inkubationszeit zwischen 2 und 4 Stunden ist das Verhéltnis zwischen
gemessener Fluoreszenz und der Anzahl lebensfihiger Zellen linear und somit direkt
proportional. Das Cell-Titer-Blue Reagenz ist fiir die Zellen nicht toxisch. Pro Well wurden
10ul Reagenz verwendet. Nach 2h Inkubation erfolgte die Messung der Fluoreszenz im
Viktor3™ Multilabel Counter bei 560/590nm. Die Hintergrundfluoreszenz des Mediums

wurde korrigiert, indem Kontroll-Wells (nur Medium, keine Zellen) parallel mit dem Reagenz
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versetzt und inkubiert wurden. Der gemessene Wert wurde anschlieRend von dem des

experimentellen Wells subtrahiert.

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

RNA-Isolierung aus Zelllinien:

Die RNA-Isolierung aus der Zellkultur wurde mit Hilfe des High-Pure RNA Isolation Kit
(Roche®) durchgefiihrt.

Zunachst wurden die Zellen hierfiir in 6-Well Platten ausgesat und wie oben beschrieben
mittels Accutase™ geerntet. Um eine moglichst groRe Zellzahl zu erreichen (empfohlen ist

eine Million Zellen pro Saule), wurden folgende Zellzahlen ausgesat:

MCEF-7: 600.000 Zellen / Well
T47-D: 600.000 Zellen / Well
SKBR-3: 750.000 Zellen / Well
BT474: 525.000 Zellen / Well

Handelte es sich um stimulierte Ansatze, wurden die Zellen 6, bzw. 24h nach Behandlung
geerntet. Jeder Stimulationsansatz war jeweils doppelt vorhanden.
Das geerntete Zellpellet wurde in 200ul PBS resuspendiert, mit 400ul Lysis-/Binding Puffer
versetzt und anschlieRend griindlich fur 15 Sekunden gevortext.
An dieser Stelle wurden die lysierten Zellen entweder bei -80°C eingefroren, um die RNA-
Isolation zu einem anderen Zeitpunkt fortzusetzen, oder wurden direkt weiter verarbeitet.

Um RNA zu gewinnen nutzt man die spezifischen Bindeeigenschaften einer
Glasfasermembran und die Mikrosdulenzentrifugation. Zunachst wurden maximal 700ul des
Lysats auf die Membran der Sdule des High Pure Filter Tubes pipettiert und fiir 15 Sekunden
bei 13000rpm zentrifugiert. Die abzentrifugierte Fliissigkeit wurde verworfen. In diesem
ersten Schritt erfolgte die Bindung der RNA an das Glasfaservlies durch Ausbildung von
Wasserstoffbrickenbindungen. Um Reste kontaminierender DNA abzubauen, erfolgte

anschliefend der DNase-Verdau durch Zugabe von 100ul DNasel (Roche), hergestellt aus
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10ul DNase Stocklésung und 90ul DNasel Incubation Puffer fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur.

Um den Verdau zu stoppen wurden 500ul Wash Buffer | auf die Saule pipettiert und
anschlieBend fir 15 Sekunden bei 13000rpm zentrifugiert. Die abzentrifugierte FlUssigkeit
wurde verworfen. Um die RNA von anderen Begleitsubstanzen und zelluldaren Bestandteilen
zu befreien, wurden 500ul Wash Buffer Il hinzugefiigt und wiederum fiir 15 Sekunden bei
13000rpm zentrifugiert. Danach wurden noch einmal 200ul Wash Buffer 1l zugegeben und
diesmal fir 2 Minuten bei 13000rpm zentrifugiert. Beide Male kann die Flissigkeit im
Collection Tube anschlieBend verworfen werden. Zuletzt folgte das Eluieren der RNA mit 50-
100ul RNase freiem Wasser durch Zentrifugation fir 1 Minute bei 13000rpm.

Die so gewonnene RNA wurde bei -80°C gelagert.

Photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration:

AnschlieBend erfolgte die photometrische Bestimmung der RNA-Konzentration und der
Reinheit im Photometer. Nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz ergibt sich die Konzentration

der Nukleinsaure aus folgender Formel:

c=Exl/exl/d

(c: Konzentration in mg/ml; E: Extinktion bei 260nm; d: Schichtdicke der Kiivette = 1cm). Der
molare Extinktionskoeffizient € betragt bei 260nm fiir RNA 25cm2/mg, flr doppelstrangige
DNA 20cm?mg.

Bei 260nm Wellenlange und 1cm Schichtdicke entspricht eine Absorption von 1,0 also einer
RNA-Konzentration von 40ug/ml. Die Reinheit wurde tber den Quotienten der Absorption
bei 260nm und 280nm ermittelt. Die Werte sollten hier zwischen 1,6 und 2,0 liegen um eine
Verunreinigung zum Beispiel durch Losungsmittel oder Proteine ausschliefen zu kdnnen.

Zur Konzentrationsmessung wurde jeweils eine 1:10 Verdliinnung der Probe mit Wasser

hergestellt und das Photometer zu Beginn mit Hilfe einer RNase-freien Wasserprobe geeicht.
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cDNA-Synthese:

Bei der cDNA-Synthese werden DNA-Kopien aus mRNA hergestellt. Hierzu benétigt man eine
reverse Transkriptase. Dieses Enzym ist eine RNA-abhangige DNA-Polymerase, die mRNA-
Molekile in komplementdare DNA umschreiben kann. Durch den Ribonuklease-Anteil der
reversen Transkriptase kann der entstandene RNA-DNA-Hybridstrang hydrolysiert werden
und in einer zweiten Reaktion ein vollstandiger DNA-Doppelstrang synthetisiert werden.

Zur Herstellung der cDNA wurde jeweils 1ug der gewonnenen RNA eingesetzt. Mit RNase-
freiem Wasser wurde anschlieBend jede Probe auf 12ul Gesamtvolumen aufgefillt. In einem
nachsten Schritt wurden 1ul Random Primers Oligonukleotide und 1ul RNAsin® Plus RNase-
Inhibitor zugefiigt und der Ansatz in dem auf 70° C vorgeheizten Thermocycler fiir 5 Minuten
erwarmt und anschlieBend auf Eis abgekihlt. Hierdurch wurde eine Startsequenz an das
Poly(A)-Ende der mRNA-Molekiile hybridisiert.

In einem zweiten Schritt wurde ein Mastermix bestehend aus 5ul M-MLV RT 5x Buffer,
1,25ul 10mM dNTP Mix, 0,5ul M-MLV RT RNase und 4,25ul RNase-freies Wasser hergestellt,
zu jedem Ansatz hinzugegeben und griindlich durchgemischt. Im Thermocycler erfolgte die
reverse Transkription in drei Schritten. Die Proben wurden zunachst fiir 10 Minuten bei 25°C,
dann 50 Minuten bei 48°C und anschlieffend 15 Minuten bei 70°C inkubiert. Die fertige cDNA
wurde auf 4°C abgekiihlt und 1:5 mit RNase-freiem Wasser verdiinnt. Gelagert wurden die

Proben anschlieRend bei -20°C und konnten ohne weitere Bearbeitung eingesetzt werden.

Semiquantitative RT-PCR:

Die Polymeraseketten-Reaktion diente zur gezielten Amplifikation spezifischer
Gensequenzen. Dazu miissen zumindest Teile der gewlinschten Sequenz bekannt sein, um
zwei spezifische Primer einsetzen zu kénnen.

Fiir die RT-PCR mit dem LightCycler® wurde zunachst ein Mastermix bestehend aus 10ul
SYBR® Green, 6ul Wasser und 2ul Primermix fir jede Probe hergestellt. Der Primermix
enthalt eine 1:1 Losung aus den synthetisierten Oligonukleotiden fiir den Ansatz am 3’ bzw.
5’-Ende des zu amplifizierenden Gens. Die Primer, die eine Lange von 15 bis 25 Nukleotiden

haben, entscheiden Uber Spezifitidat und Sensitivitdt der Reaktion.
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Zur Bestimmung der Genexpression wurden 2ul der cDNA-Probe und 18ul des Mastermixes
in eine Glaskapillare Gberfiihrt, diese verschlossen, zentrifugiert und in die Haltevorrichtung
des LigthCyclers® gestellt.

Zunachst erfolgte die Denaturierung bei 95°C fir 15 Minuten. Anschliefend fanden 38
Zyklen der Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) statt. Ein einzelner Zyklus gliederte sich in
folgende Abschnitte:

Denaturierung fiir 10 sec bei 95°C

Primerhybridisierung fiir 30 sec bei 56°C (Annealing)

DNA-Synthese fiir 30 sec bei 72°C (Elongation)

AbschlieBend wurde eine Schmelzkurve ermittelt, indem die Proben auf 95°C erhitzt und

sofort wieder auf 40°C abgekihlt wurden.

Um die exponentielle Zunahme der DNA-Kopien in Echtzeit darstellen zu kénnen, wurde der
Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green eingesetzt, der sich interkalierend in den DNA-
Doppelstrang einlagern kann. Das emittierte Licht kann nun am Ende der Elongationsphase
gemessen und graphisch dargestellt werden. Wahrend der Denaturierung 16st sich der

Farbstoff wieder. Der freie Farbstoff hingegen sendet kein Signal aus.

Die Expression des jeweiligen Zielgens wurde mit der Expression eines sogenannten
Housekeeping-Gens (HKG) normalisiert. Diese Referenzgene zeichnen sich durch ihr
ubiquitdares Vorkommen und ihre homogene Expression, die keiner Regulation unterliegt,
aus. Die Varianz der Expressionsergebnisse kann so reduziert werden, da Fehler in der
reversen Transkription oder unterschiedliche RNA-Extraktionseffizienzen gleichermaBen das
Zielgen und das HKG betreffen. In der vorliegenden Arbeit wurde ein 190bp grofRes R-actin
Fragment (Primer actin-2573 und actin-2876) als HKG verwendet.

Der relative RNA-Gehalt der Probe wurde anhand der manuell festgelegten threshold cycles
(CT-Wert) bestimmt. Dieser gibt an, in welchem Zyklus die Fluoreszenz einer Probe erstmalig

deutlich Gber der Hintergrundfluoreszenz liegt.
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Entsprechend der von Livak und Schmittgen beschriebenen AACT-Methode wurde in einem
ersten Schritt vom CT-Wert des zu untersuchenden Gens der CT-Wert des Referenzgens des

gleichen Templates abgezogen [91].

ACT = cTZieIgen - cTReferenzgen

Nach dieser Normierung wurde vom jeweiligen ACT einer behandelten Probe der ACT der

unbehandelten Kontrolle abgezogen.

AACT = ACTpehandelt = ACTunbehandelt

Somit ergibt sich der relative Expressionsunterschied einer behandelten Probe zu ihrer

unbehandelten Kontrolle aus der Formel:

—del Ita CT
2 delta delta C

Diese Berechnung setzt eine Verdopplung der DNA-Menge in jedem Zyklus voraus.
Routinemafig wurden die Schmelzkurven des PCR-Produkts analysiert, um Fehlerquellen wie

die Bildung von Primer-Dimeren auszuschlieRen, die das Ergebnis verfalschen wiirden.

2.2.4. Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der Proliferationsassays erfolgte mittels two-way ANOVA Analyse
mit Bonferroni Nachtestung. Hierzu wurde Graph Pad Prism Version 5.0 verwendet (Graph
Pad, San Diego, USA). Eine Signifikanz wurde angenommen bei p<0,05.

Mit den per rtPCR gewonnen Daten wurden mit Hilfe von Microsoft Excel 2003 studentische

T-Tests durchgefiihrt, auch hier wurde statistische Signifikanz bei p<0,05 angenommen.
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3. Ergebnisse

3.1. Expressionsprofil der Zelllinien

In den Experimenten wurden insgesamt fiinf verschiedene Mammakarzinomzelllinien
verwendet. Diese sollten zundchst hinsichtlich ihres Expressionsmusters verschiedener
Rezeptoren genauer betrachtet werden. Hierzu wurde die Expression auf Ebene der mRNA

mittels real-time- RT-PCR ermittelt.

Untersucht werden sollte zum einen die ERa-Expression. Hierflir wurde ein Primer
verwendet, der in der Lage ist, alle Splicevarianten des Rezeptors zu erfassen.

Der hochste mRNA-Gehalt konnte in MCF-7 Zellen gemessen werden. T47-D und BT-474
Zellen weisen eine dhnliche und im Vergleich zu MCF-7 deutlich schwdchere ERa-Expression
auf. Auch in den als ER-negativ geltenden Zelllinien MDA-MB-231 und SK-BR-3 lieR sich,
wenn auch minimal, ERa-mRNA nachweisen.

Beziglich ERB wurde die Expression der Splicevarianten 1,2 und 5 mit jeweils spezifischen
Primern untersucht. Insgesamt konnten wir feststellen, dass alle drei Rezeptorvarianten in
allen untersuchten Zellen nachweisbar waren. Uber das genaue Verteilungsmuster und die
Expressionsstarke der einzelnen Rezeptoren kann an dieser Stelle keine endglltige Aussage

getroffen werden.
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ERa ERR1

1.0- 0.014-
0.9 0.012-
0.8-

0.7-
0.6-
0.5-
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0-

mRNA Level
(% von R-actin)

mRNA Level
(% von R-actin)

MCF-7 T47-D BT-474 MDA-MB SK-BR-3 MCF-7 T47-D BT-474 MDA-MB SK-BR-3
0.87 0,22 0.16 231 0,001 0,08 0,007 0,004 23 0,0019
’ 0,002 0,003

ERR2 ERR5

0.0104 0.020+
0.009+ 0.018-

0.008+ 0.016+
0.007 0.014+
0.0064
0.0054
0.004+
0.003+
0.002+
0.0014
0.000-

mRNA Level
(% von B-actin)

mRNA Level
(% von R-actin)

MCF7 T47D BT474 MDA-MB SK-BR-3 MCF7  T47-D
0,0048 00051 00023 231  0,0027 0,009  0,0085
0,0065

BT-474 MDA-MB SK-BR3
0,0058 231 0,0036
0,0015

Abbildung 3: Dargestellt ist die Expression der Ostrogenrezeptoren auf Ebene der mRNA in allen untersuchten

Zelllinien. Alle Zellen wurden in serumhaltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Nachweis

mittels real-time-RT-PCR. Aufgetragen ist die Expression in Prozent der Expression des house-keeping Gens R-

actin. (n=2).
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Auch im Hinblick auf GPR-30 wurde die Expression untersucht. Hier zeigte sich, dass in allen

untersuchten Zelllinien Rezeptor mRNA nachweisbar war. Bezlglich der Expressionsstarke

fanden sich deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien. Das hochste mRNA

Level konnte in MCF-7 Zellen gemessen werden.

0.22-

mRNA Level
(% von B-actin)

GPR-30

MCF-7
0,18

T47-D
0,09

BT-474 MDA-MB SK-BR-3
0,03 231 0,06
0,04

Abbildung 4: Dargestellt ist die Expression von GPR-30 auf Ebene der mRNA in allen untersuchten Zelllinien.

Alle Zellen wurden in serumhaltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Nachweis mittels real-

time-RT-PCR. Aufgetragen ist die Expression in Prozent der Expression des house-keeping Gens R-actin. (n=2)
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Bezliglich der Her2neu Expression bestatigte sich der hohe Gehalt an mRNA in BT-474 und
SK-BR-3 Zellen. Beide Zelllinien werden klassischerweise als Modell fir Her2-

Uberexprimierende Tumoren herangezogen.

HER2-neu

mRNA Level
(% von B-actin)

BT-474 SKBR3 MDA-MB
62,4 19,45 -231
0,15

Abbildung 5: Dargestellt ist die Expression von HER2-neu auf Ebene der mRNA in BT-474, SK-BR-3 und MDA-
MB-231 Zellen. Alle Zellen wurden in serumhaltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Nachweis

mittels real-time-RT-PCR. Aufgetragen ist die Expression in Prozent der Expression des house-keeping Gens R-

actin. (n=2)
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3.2 Dosisabhangige Wirkung von G-1 auf die Zelllinien

Zunachst sollte der Effekt einer alleinigen Behandlung mit dem GPR-30 Agonisten G-1 auf die
unterschiedlichen Zelllinien untersucht werden. Hierzu wurden drei unterschiedliche
Konzentrationen, namlich 10nM, 100nM und 1pM eingesetzt. Die Anzahl
proliferationsfahiger Zellen wurde jeweils an den Tagen 3, 4 und 5 gemessen. Die
stimulierten Ansdatze wurden dann mit dem Proliferationsverhalten unbehandelter Zellen
verglichen. Alle im Folgenden beschriebenen Stimulationsversuche wurden sowohl in
Standard Kulturmedium DMEM/F12 mit 10% FBS, als auch in serumfreiem Medium mit
Serum replacement (1xSR2) durchgefiihrt. Da sich jedoch im Reaktionsverhalten der
Zelllinien und im AusmaRB der erzielten Effekte kein Unterschied zwischen den beiden
Ansatzen feststellen lieR, sollen im Folgenden jeweils nur die Ergebnissen aus den Versuchen

in Medium mit 10% FBS dargestellt werden.

Die niedrigste Konzentration von 10nM schien die Proliferation der SK-BR-3 Zellen nach 3,
bzw. 4 Tagen nicht zu beeinflussen, an Tag 5 lieR sich eine um 13% gegeniber der
Loésungsmittelkontrolle héhere Anzahl vermehrungsfahiger Zellen nachweisen. Der Effekt
erwies sich jedoch als statistisch nicht signifikant (p>0,05).

In allen anderen Zelllinien jedoch blieb dieser Effekt aus. G-1 (10nM) war hier nicht in der

Lage das Wachstum der Zellen zu beeinflussen.

Im Gegensatz dazu konnten wir mit einer Konzentration von 100nM G-1 deutlichere Effekte
beobachten.

Die ERa-negativen SK-BR-3 Zellen zeigten bereits an Tag 3 der Behandlung eine signifikante
Reduktion des Wachstums um 30% gegentiber der Losungsmittelkontrolle (p<0,01; SD 5,8),
die sich auf 36% (p<0,001; SD 7,8)) an Tag 5 steigerte.

Auch auf MDA-MB-231 Zellen hatten 100nM G-1 einen antiproliferativen Effekt, jedoch lieR
sich hier eine um 20% signifikant verminderte Zahl vermehrungsfahiger Zellen (p<0,05, SD

5,7) erst an Tag 5 messen, an den Tagen 3 und 4 blieb das Wachstum unbeeinflusst.
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Keinen signifikanten Effekt dagegen konnten wir durch 100nM G-1 bei den ausgepragt ERa-
positiven Zelllinien MCF-7 und T47-D, sowie bei der schwach ERa-positiven, PR-positiven
Zelllinie BT-474 feststellen. Hier verhielt sich die Anzahl vermehrungsfahiger Zellen nahezu

gleich wie in der Lésungsmittelkontrolle.

Den starksten Effekt auf die Zellproliferation konnten wir jedoch durch die hohe Dosis G-1
von 1uM in allen verwendeten Zelllinien beobachten. Den maximalen Effekt erzielten wir
jeweils an Tag 5 der Behandlung. Hier war eine Reduktion der Proliferation um 71,5% bei
SK-BR-3 (p<0,001; SD 1,1), um 43% bei MDA-MB-231 (p<0,001; SD 3,6), 39% bei BT-474
(p<0,001; SD 6,9), 31% bei T-47-D (p<0,001; SD 5,7) und 55% bei MCF-7 (p<0,001; SD 8,4) zu
messen. AuRer bei T47-D Zellen, die eine signifikante Reduktion erst an Tag 5 zeigten, lieR

sich in allen anderen Zelllinien mit 1uM G-1 bereits an Tag 3 ein deutlicher Effekt feststellen.
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SK-BR-3
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Abbildung 6: Dargestellt ist die Wirkung des GPR-30 Agonisten G-1 in den Konzentrationen 10nM, 100nM und
1uM auf die untersuchten Zelllinien. Das Wachstum wird angegeben in Bezug auf die Losungsmittelkontrolle
(definiert als 100%). *p<0,05 vs. Losungsmittelkontrolle (n=3)

a) BT-474: Kein signifikanter Effekt bei 10nM und 100nM G-1. 1uM G-1: 77% d. LMK (p<0,01, SD 4,8) Tag (d)3;
66% d. LMK (p<0,001; SD 9,2) d4; 61% d. LMK (p<0,001; SD 6,9) d5
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b) MCF-7: Kein signifikanter Effekt bei 10nM und 100nM. 1pM G-1: 68% d. LMK (p<0,01, SD 18,3) d3; 59%
d.LMK (p<0,001, SD 5,6) d 4; 44% (p<0,001, SD 8,4) d5

c) SK-BR-3: Kein signifikanter Effekt bei 10nM G-1. 100nM G-1: 70% d. LMK (p<0,05, SD 5,8) d3, 47% d.LMK
(p<0,001, SD 4,3) d4; 64% d. LMK (p<0,001, SD 7,8) d5; 1pM G-1: 39% d. LMK (p<0,001; SD 1) d3; 21% d. LMK
(p<0,001; SD 7,4) d4; 29% d. LMK (p<0,001; SD 1) d5

d) T-47D: Kein signifikanter Effekt bei 10nM und 100nM G-1. 1uM G-1: 91% d. LMK (ns; SD3,7) d3; 85% d. LMK
(ns; SD 8,4) d4; 69% d. LMK (p<0,01; SD 7,4) d5.

e) MDA-MB-231: Kein signifikanter Effekt bei 10nM G-1. 100nM G-1: 93% d. LMK (ns; SD 3, 4) d3; 97% d. LMK
(ns; SD 4) d4; 79 % d. LMK (p<0,05; SD 5,7)d5. 1uM G-1: 66% d. LMK (p<0,01, SD 11) d3, 68% d. LMK (p<0,01;
SD 10) d4; 57% d. LMK (p<0,001; SD 3,5) d5.
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3.3 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Trastuzumab

3.3.1 Effekte in der Zellkultur

Als Néachstes sollte untersucht werden, ob und wenn ja in welchem AusmaR der GPR-30
Agonist G-1 in der Lage sein wirde, den antiproliferativen Effekt des HER2-Antikorpers
Trastuzumab (TZ) zu beeinflussen. Hierfiir wurden die HER2-Uberexprimierenden Zelllinien
SK-BR-3 und BT-474 mit einer Kombination aus TZ(10pg/ml) und unterschiedlichen
Konzentrationen G-1 behandelt. Als Negativkontrolle wurde die gleiche Behandlung mit der
HER2-negativen Zelllinie MDA-MB-231 durchgefiihrt.

Zunachst sollte die alleinige Wirkung von TZ auf die Zelllinien dargestellt werden.

Wie zu erwarten, reagierten beide Zelllinien mit HER2neu-Amplifikation mit einer
Wachstumshemmung. Wie in Abb.7 zu sehen, reduziert sich die Zahl proliferationsfahiger
Zellen maximal um durchschnittlich 58% in BT-474 (p<0,01; SD 4,1), bzw. 46% in SK-BR-3
Zellen (p<0,01; SD 10,3) verglichen mit der Lésungsmittelkontrolle. MDA-MB-231 dagegen

blieb erwartungsgemal unbeeinflusst durch Trastuzumab.

TZ (10ug/ml)

A \}’/% o BT—474
*
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-# MDA-MB-231
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Abbildung 7: Wirkung von Trastuzumab (10ug/ml) auf die HER2-Uberexprimierenden Zelllinien BT-474 und SK-
BR-3, sowie auf die HER2-negative Zelllinie MDA-MB231. Dargestellt ist die Anzahl proliferationsfahiger Zellen
in Prozent der jeweiligen Losungsmittelkontrolle. Diese wurde als 100 % definiert. *p<0,05 vs.

Losungsmittelkontrolle. (n=4)
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3.3 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Trastuzumab

Als nachstes sollte der Effekt einer kombinierten Behandlung aus TZ und unterschiedlichen
Konzentrationen G-1 auf das Proliferationsverhalten untersucht werden.

Die Kombination aus TZ(10ug/ml) und G-1(10nM) zeigte in keiner der untersuchten
Zelllinien eine signifikante Anderung der Zellzahl verglichen mit einer alleinigen Behandlung
mit TZ.

Erst eine Zugabe von 100nM G-1 war in der Lage den antiproliferativen Effekt von TZ auf SK-
BR-3 Zellen signifikant zu steigern und zeigte sich der jeweiligen Einzelsubstanz tberlegen.
An Tag 5 konnten wir eine Reduktion um 66% wachstumsfahiger Zellen unter kombinierter
Behandlung im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle verzeichnen, ein signifikant (p<0,01 vs.
TZ; SD 8,6) starkerer Effekt als die alleinige Behandlung mit TZ (54% d. LMK, Tag 5).

In BT-474 Zellen dagegen lieR sich mit einer Zugabe von 100nM G-1 kein signifikanter
Unterschied zur alleinigen TZ Behandlung verzeichnen.

In den als Negativkontrolle dienenden MDA-MB-231 Zellen wurde der Effekt der
Kombinationsbehandlung bezogen auf die alleinige Wirkung von G-1 ausgewertet. Hier

zeigte sich kein signifikanter Unterschied.
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3.3 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Trastuzumab
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Abbildung 8: Dargestellt ist der Effekt einer Kombination aus TZ(10ug/ml) + G-1(100nM) auf die Proliferation
der Zellen unter Standardkulturbedingungen in Medium mit 10% FBS. Im Vergleich dazu dargestellt der Effekt
von TZ(10ug/ml) allein, sowie G-1(100nM) allein. Angabe in % der jeweiligen Losungsmittelkontrolle, die als
100% definiert wurde. *p<0,05 bezogen auf den Effekt von TZ(10ug/ml). Tp<0,05 bezogen auf den Effekt von
G1(100nM); ( n=3).

a) SK-BR-3: 48% d. LMK (p<0,001; SD 4,0) d3; 28% d. LMK (p<0,001; SD 5,5) d4; 34% d. LMK (p<0,01; SD 8,5) d5
b) BT-474: Kein signifikant starkerer Effekt durch die Kombination mit 100nM G-1.

c) MDA-MB-231: Kein signifikant starkerer Effekt durch die Kombination, verglichen mit G-1 allein.

Den starksten Effekt auf die Proliferation der Zellen konnten wir unter der Kombination aus
TZ und 1uM G-1 beobachten. Hiermit liel3 sich eine maximale Reduktion der SK-BR-3 Zellen

auf 14% der Losungsmittelkontrolle (p<0,001 vs. TZ; SD 5,3) an Tag flinf erzielen. Damit
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3.3 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Trastuzumab

bewirkten beide Substanzen gemeinsam eine signifikant starkere Hemmung des Wachstums
als Trastuzumab allein.

Auch mit BT-474 Zellen konnten wir eine ausgeprdgte Reduktion der vermehrungsfahigen
Zellen unter kombinierter Behandlung erzielen. So fanden sich an Tag 5 lediglich 30% der
Zellen verglichen mit der Losungsmittelkontrolle. Ein signifikant starkerer Effekt als wir ihn
durch TZ allein erreichen konnten (p<0,05 vs. TZ, SD 7,3).

Wie zu erwarten zeigten MDA-MB231 kein Ansprechen auf Trastuzumab, somit entsprach
der Effekt der Kombination weitgehend dem Effekt den wir durch die entsprechende Dosis

G-1 erzielen konnten.
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3.3 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Trastuzumab

MDA-MB-231
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Abbildung 9: Dargestellt ist der Effekt einer Kombination aus TZ(10ug/ml) + G-1(1uM) auf die Proliferation der
Zellen in Medium mit 10% FBS. Im Vergleich dazu dargestellt der Effekt von TZ(10ug/ml) allein, sowie G-1(1uM)
allein. Angabe in % der jeweiligen Losungsmittelkontrolle, die als 100% definiert wurde. *p<0,05 bezogen auf
den Effekt von TZ(10pg/ml). tp<0,05 bezogen auf den Effekt von G1(1uM); (n=3).
a) SK-BR-3: 24% d. LMK (p<0,001; SD 4,6) d3; 16% d. LMK (p<0,001; SD 8) d4; 14% d. LMK (p<0,001; SD 5,3) d5
b) BT-474: 46% d. LMK (p<0,01; SD 6,6) d3; 32% d. LMK (p<0,01; SD 8,2) d4; 30% d. LMK (p<0,05; SD 7,2) d5
c) MDA-MB-231: Kein signifikanter Effekt der Kombination gegeniber G-1 allein.
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3.3 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Trastuzumab

3.3.2 Effekte der kombinierten Behandlung auf die Genexpression

Da die Kombination aus G-1 und Trastuzumab in der Lage war, die zelluldre Proliferation
signifikant starker zu beeinflussen als die Einzelsubstanzen sollte nun untersucht werden,
wie sich dieses Ergebnis auf molekularer Ebene widerspiegeln wiirde.

Hierzu wurde die Expression verschiedener Gene auf Ebene der mRNA mittels real-time-RT-
PCR untersucht. Zum einen waren dies die Regulatoren des Zellzyklus Cyclin D1, Cyclin A2
und p21/WAF-1, der Tumorsuppressor EGR1 und das Onkogen c-fos. Bei allen ausgewéhlten
Genen kann davon ausgegangen werden, dass sie unter dem regulierenden Einfluss von TZ
und/oder G-1 stehen [79, 92-93].

AulRerdem sollte eine mogliche Auswirkung der Behandlung auf die HER2neu-Expression
untersucht werden.

Fiir diesen Zweck wurden die auch in den vorigen Experimenten verwendeten Zelllinien SK-
BR-3 und BT-474 mit TZ(10pug/ml), G-1(1uM) sowie der Kombination aus beiden Substanzen
unter Standardkulturbedingungen in Medium mit 10% FBS fur 24 Stunden behandelt. Im
Anschluss untersuchten wir das Expressionslevel der ausgewahlten Gene auf Ebene der
mMRNA und verglichen das Ergebnis nach kombinierter Behandlung mit dem Effekt durch TZ
allein. Da sich in mehreren Ansatzen wiederholt gezeigt hatte, dass die geringe
Konzentration der Losungsmittel (G-1 ist gelost in DMSO) keinen Einfluss auf das Verhalten
der Zellen hatte, konnten wir die Expression nach Stimulation in % der unbehandelten

Kontrolle angeben.
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3.3 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Trastuzumab

In beiden Zelllinien zeigte sich, dass eine kombinierte Behandlung aus TZ und G-1 zu einer
ausgepragten Verminderung der Transkription des an der Regulation des Zellzyklus
beteiligten Cyclin A2 fihrt. In SK-BR-3 Zellen war das mRNA Level auf 45,8% verglichen mit
den unbehandelten Zellen reduziert (p<0,01 vs. TZ; SD 21), BT-474 Zellen zeigten sogar eine
Reduktion auf 39% (p<0,01 vs. TZ; SD 10). Weder TZ noch G-1 waren dagegen als

Einzelsubstanz verwendet in der Lage, die Expression des Cyclin A2 zu beeinflussen.
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Abbildung 10: Dargestellt ist die Anderung der Expression von Cyclin A nach 24h Behandlung mit TZ(10ug/ml),
G-1(1uM) und TZ(10pg/ml)+G-1(1uM) auf Ebene der mRNA mittels real-time-RT-PCR. Alle Zellen wurden in
10% FBS-haltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Das Transkript-Level wird dargestellt in % der
unbehandelten Kontrolle, die als 100% definiert wird. * p<0,05 vs. TZ; (n=3).

Gegensatzliche Ergebnisse ergaben sich beziglich der Cyclin D1 Expression.

In BT-474 Zellen konnten wir durch die Kombination aus TZ und G-1(1uM) eine
Verminderung des mRNA Gehalts auf 54% der unbehandelten Kontrolle beobachten. Somit
ein signifikant starkerer Effekt auf die Expression des Gens, als dies TZ alleine bewirkte

(p<0,05 vs. TZ; SD 12,2).
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3.3 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Trastuzumab

Im Gegensatz dazu zeigte sich in SK-BR-3 Zellen ein Anstieg des mRNA-Levels um etwa 50%
sowohl unter Behandlung mit TZ allein, als auch mit der Kombination der Substanzen (ns
vs.TZ).

G-1 allein schien jedoch in keiner der beiden Zelllinien einen signifikanten Effekt zu erzielen.
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Abbildung 11: Dargestellt ist die Anderung der Expression von Cyclin D nach 24h Behandlung mit TZ(10pg/ml),
G-1(1uM) und TZ(10pg/ml)+G-1(1uM) auf Ebene der mRNA mittels real-time-RT-PCR. Alle Zellen wurden in
10% FBS-haltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Das Transkript-Level wird dargestellt in % der
unbehandelten Kontrolle, die als 100% definiert wird. * p<0,05 vs. TZ; (n=3).

Als nachstes soll die Expression des Zellzyklusproteins und potentiellen Tumorsuppressors
p21/WAF1 betrachtet werden.

In BT-474 Zellen bewirkten beide Substanzen zusammen nur einen minimalen, jedoch nicht
signifikanten Anstieg der Expression. Weder TZ noch G-1 allein bewirkten eine signifikante

Veranderung des mRNA Levels dieses Gens. In SK-BR-3 Zellen dagegen liel sich ein Anstieg
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3.3 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Trastuzumab

des mRNA Gehalts nach Kombinationsbehandlung um mehr als das 4-Fache verglichen mit

der Expression nach Zugabe von TZ allein verzeichnen (p<0,009 vs. TZ, SD 305).
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Abbildung 12: Dargestellt ist die Anderung der Expression von p21/Waf nach 24h Behandlung mit TZ(10pg/ml),
G-1(1pM) und TZ(10pg/ml)+G-1(1uM) auf Ebene der mRNA mittels real-time-RT-PCR. Alle Zellen wurden in
10% FBS-haltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Das Transkript-Level wird dargestellt in % der
unbehandelten Kontrolle, die als 100% definiert wird. * p<0,05 vs. TZ; (n=3).

Ein weiteres Gen dessen Expression untersucht werden sollte, ist das early growth response
1 (EGR-1) Gen, ein Zink-Finger Protein dem eine Rolle als moglicher Tumor-Suppressor
zugeschrieben wird.

In BT-474 Zellen zeigte sich ein Anstieg des mRNA Gehalts sowohl nach Behandlung mit G-1
als auch nach Behandlung mit TZ. Die Kombination der beiden Substanzen war sogar in der

Lage, einen etwa 3-fach starkeren Anstieg zu bewirken (p<0,006 vs. TZ; SD 107).
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3.3 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Trastuzumab

Die SK-BR-3 Zellen dagegen reagierten nicht auf eine Zugabe von G-1. Das EGR-1 Level wurde
hier zwar durch TZ erhoht, die Kombination mit G-1 erbrachte jedoch keinen zusatzlichen

Effekt.
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Abbildung 13: Dargestellt ist die Anderung der Expression von EGR-1 nach 24h Behandlung mit TZ(10pug/ml), G-
1(1uM) und TZ(10ug/ml)+G-1(1uM) auf Ebene der mRNA mittels real-time-RT-PCR. Alle Zellen wurden in 10%
FBS-haltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Das Transkript-Level wird dargestellt in % der
unbehandelten Kontrolle, die als 100% definiert wird. * p<0,05 vs. TZ; (n=3).

Interessante Ergebnisse zeigten sich auch fir das Onkogen c-fos. Die Behandlung mit TZ
allein fihrte in beiden Zelllinien zu einem etwa 3-fachen Anstieg des Transkriptionslevels.
Eine Zugabe von G-1 jedoch war in der Lage, den TZ getriggerten Anstieg vollig zu blockieren
und flhrte sogar zu einer Reduktion der Transkription auf 59% der unbehandelten Kontrolle
bei BT-474 (p<0,01 vs. TZ; SD 7,3), bzw. 49% bei SK-BR-3 (p<0,01 vs. TZ; SD 25).

Dieser Effekt konnte nach einem Behandlungszeitraum von 24 Stunden beobachtet werden.
Da aber c-fos ein bekanntes ,early response” Gen ist, das heil$t die Antwort auf den Stimulus

schnell und prompt erfolgt, sollte zusatzlich die Expression nach 6 Stunden Behandlung
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3.3 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Trastuzumab

untersucht werden. Auch hier fiihrte die alleinige Behandlung mit TZ zu einem Anstieg des
Transkriptionslevels. Bei der kombinierten Behandlung mit G-1 und TZ war nach 6 Stunden
ein ausgepragter Effekt zu beobachten. Bei BT-474 kam es zu einer Reduktion auf 29% der
unbehandelten Kontrolle (p<0,04 vs. TZ; SD 12), SK-BR-3 zeigten einen noch starkeren Abfall
des mRNA Gehalts auf 10% der Kontrolle (p<0,002 vs. TZ; SD 2,7).
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Abbildung 14: Dargestellt ist die Anderung der Expression von Fos nach Behandlung mit TZ(10pg/ml), G-1(1uM)
und TZ(10pg/ml)+G-1(1uM) auf Ebene der mRNA mittels real-time-RT-PCR. Alle Zellen wurden in 10% FBS-
haltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Das Transkript-Level wird dargestellt in % der
unbehandelten Kontrolle, die als 100% definiert wird. * p<0,05 vs. TZ; (n=3).

a) mRNA Gehalt nach 24 Stunden

b) mMRNA Gehalt nach 6 Stunden

52



3.3 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Trastuzumab

Zuletzt sollten die Auswirkungen der verschiedenen Behandlungen auf die Expression des
HER2neu Rezeptors untersucht werden.

Hier zeigte sich allerdings, dass weder Trastuzumab noch G-1 allein, noch eine Kombination
der beiden Substanzen einen signifikanten Effekt auf die Transkription des HER2neu Gens

bewirkten.
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Abbildung 15: Dargestellt ist die Anderung der Expression von HER2neu nach 24h Behandlung mit TZ(10ug/ml),
G-1(1pM) und TZ(10pg/ml)+G-1(1uM) auf Ebene der mRNA mittels real-time-RT-PCR. Alle Zellen wurden in
10% FBS-haltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Das Transkript-Level wird dargestellt in % der
unbehandelten Kontrolle, die als 100% definiert wird. * p<0,05 vs. TZ; (n=3).
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3.4 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Antiéstrogenen

3.4.1 Effekte in der Zellkultur

Als Nachstes sollte untersucht werden, ob der GPR-30 Agonist G-1 auch in der Lage sein
wiirde, den antiproliferativen Effekt des selektiven Ostrogen-Rezeptor Modulators (SERM)
Tamoxifen (Tam) und des reinen Antiostrogens Fulvestrant (ICl) zu beeinflussen. Hierfir
wurden die Ostrogenrezeptor positiven Zelllinien T47-D und MCF-7 verwendet. Als
Negativkontrolle diente wieder die ER-negative Zelllinie MDA-MB-231. Behandelt wurden
die Zellen mit drei verschiedenen Konzentrationen Tam (0,2uM, 1uM und 5uM), sowie
0,1uM ICl, jeweils in Kombination mit drei verschiedenen Konzentrationen G-1 (10nM,
100nM und 1pM).

Auch hier wurden die Versuche unter Standardkulturbedingungen mit 10% FBS
durchgefiihrt. Die Zellen wurden vor Behandlung mit Tamoxifen oder G-1 in diesem Fall
zusatzlich mit Ostradiol (10uM, zu gleichen Teilen gelést in H20, DMEM und EtOH)
stimuliert.

Um herauszufinden, ob im FBS enthaltene Hormone oder Wachstumsfaktoren die Effekte
beeinflussen wiirden, wurden alle Versuche in serumfreiem SR2 Medium durchgefiihrt. Auch
hier zeigten sich nur geringfligige Unterschiede, so dass im Folgenden nur die Ergebnisse mit

10% FBS-haltigem Medium dargestellt werden.

Zunachst sollte die Wirkung der unterschiedlichen Konzentrationen Tamoxifen auf die
einzelnen Zelllinien betrachtet werden.

Wie zu erwarten bewirkte Tamoxifen einen dosisabhdngigen antiproliferativen Effekt in
beiden ER-positiven Zelllinien. Wahrend 0,2uM eine maximale Hemmung der Proliferation in
beiden Zelllinien um etwa 25% verglichen mit der Losungsmittelkontrolle an Tag flinf
bewirkte (MCF-7: 75,2% d. LMK, p<0,05, SD 4,7; T-47D: 74% d. LMK, p<0,05, SD 12), wurde
die Zahl der proliferationsfdahigen Zellen durch 5uM Tam um knapp 50% reduziert (MCF-7:
48,5% d. LMK, p<0,001, SD 7,4; T-47D: 52% d. LMK, p<0,001, SD 6,7).

54



3.4 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Antidstrogenen
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Abbildung 16: Wirkung von Tamoxifen (0,2uM; 1uM; 5uM) auf die ER positiven Zelllinien MCF-7 und T47-D,
sowie auf die ER negative Zelllinie MDA-MB231. Dargestellt ist die Anzahl proliferationsfahiger Zellen in Prozent
der jeweiligen Losungsmittelkontrolle. Diese wurde als 100 % definiert. *p<0,05 vs. Losungsmittelkontrolle;
(n=4).

a) MCF-7: 0,2puM Tam: 87% d. LMK (p<0,05, SD 3) Tag (d) 3; 80% d. LMK (p<0,01, SD 1) d4; 75% (p<0,05, SD
4,7)d5. 1pM Tam: 83% d. LMK (p<0,05, SD 3,5) d3; 71% d. LMK (p<0,01, SD 8,4) d4; 60% (p<0,01, SD 4,5)d5.
5uM Tam: 73% d. LMK (p<0,01, SD 7) d3; 66% d. LMK (p<0,001, SD 2,8) d4; 48,7% (p<0,001, SD 7,4)d5.
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b) T-47D: 0,2pM Tam: 97% d. LMK (ns, SD 5,3) d3; 88% d. LMK (p<0,05, SD 5,9) d4; 74% (p<0,05, SD 12)d5. 1uM
Tam: 96% d. LMK (ns, SD 10) d3; 80% d. LMK (p<0,05, SD 5,5) d4; 71% (p<0,01, SD 7,3)d5. 5uM Tam: 70% d.
LMK (p<0,05, SD 8) d3; 72,5% d. LMK (p<0,05, SD 10,5) d4; 52% (p<0,001, SD 6,7)d5.

c) MDA-MB-231: Kein Effekt durch 3 verschiedene Dosierungen Tamoxifen auf die ER-negative Zelllinie.

Auch mit dem reinen Antiostrogen ICl konnten vergleichbare Effekte erzielt werden. Hier
bewirkten 0,1uM der Substanz eine maximale Wachstumshemmung an Tag 5 um 56% bei
MCF-7 (p<0,001; SD 5,4), bzw. 42% bei T47-D (p<0,001; SD 4,6) verglichen mit der jeweiligen

Losungsmittelkontrolle.
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Abbildung 17: Dargestellt ist der Effekt des reinen Antidostrogens ICI (0,1uM) in Medium mit 10% FBS Uber
einen Zeitraum von 5 Tagen auf die beiden 6strogensensiblen Zelllinien T-47D und MCF-7. Angaben in % der
Losungsmittelkontrolle, die als 100% definiert wurde. *p<0,05 vs. LMK; (n=4).

T-47D: 75% d. LMK (p<0,05, SD 15,3) d3; 66% d. LMK (p<0,01, SD 10) d4; 58% (p<0,001, SD 4,6)d5.

MCEF-7: 62% d. LMK (p<0,01, SD 9,3) d3; 48% d. LMK (p<0,001, SD 4) d4; 47% (p<0,001, SD 5,4)d5.
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3.4 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Antidstrogenen

Im nachsten Schritt sollte die Wirkung der Zugabe von verschiedenen Dosierungen G-1 zu
Tamoxifen untersucht, und mit dem Effekt der alleinigen Tamoxifenbehandlung verglichen
werden. In der Kontrollzelllinie MDA-MB-231 wurde die Kombinationsbehandlung mit dem

Effekt durch G-1 allein verglichen, da Tamoxifen keine Auswirkungen auf diese Zellen zeigt.

Eine kombinierte Behandlung der Zellen mit G-1 und Tam fihrte bei beiden ER-positiven
Zelllinien zu einer Verstarkung der antiproliferativen Wirkung verglichen mit Tam allein. Der
Effekt zeigte sich allerdings abhangig von der zugegebenen Dosis G-1, so konnte weder mit
einer Zugabe von 10nM noch mit 100nM ein additiver Effekt erreicht werden (Ergebnisse

nicht dargestellt).

Eine Kombination von Tam(0,2uM) und G-1(1uM) hatte auf T-47D Zellen an Tag 3 einen
signifikant starkeren Effekt auf die Proliferation der Zellen als Tamoxifen allein zu diesem
Zeitpunkt. Wahrend nach kombinierter Behandlung nur noch 71% wachstumsfahige Zellen
verglichen mit der Losungsmittelkontrolle gemessen wurden, waren es nach alleinigem
Einwirken von Tamoxifen noch 90% (p<0,05 vs. Tam; SD 9,1). Nach fiinf Tagen ergab sich
jedoch kein signifikanter Unterschied mehr.

Mit MCF-7 Zellen konnten wir zu allen drei Zeitpunkten einen signifikant starkeren Effekt auf
das Proliferationsverhalten nach Zugabe von 1uM G-1 zu Tam(0,2uM) verzeichnen. Maximal
reduzierte sich die Anzahl wachstumsfiahiger Zellen an Tag 5 auf 44% der

Losungsmittelkontrolle (p<0,001 vs. Tam; SD 8,1).

57



3.4 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Antidstrogenen

wachstumsfihige Zellen
(% LMK)
3
1

T47-D

0-— — f t

MCF-7

1204

80+

60+

wachstumsfiahige Zellen
(% LMK)

b)

120~

wachstumsfihige Zellen
(% LMK)

c)

1UD-<

100-\
S

MDA-MB-231

Tam (0,2uM)+DMSO
- G-1(1uM)+EtOH
- Tam(0,2uM)+G-1(1uM)

Tage

Tam (0,2uM)
-+ G-1(1uM)+EtOH
- Tam(0,2uM)+G-1(1uM)

Tage

- Tam(0,2uM))+DMSO
- G1(1uM)+EtOH
=+ Tam(0,2uM)+G1(1uM)

Tage

Abbildung 18: Dargestellt ist der Effekt einer Kombination aus Tam(0,2uM)+G-1(1uM) in 10% FBS-haltigem

Medium, verglichen mit der jeweiligen Substanz allein. Angaben in % der LMK, dabei wurde die LMK als 100%

definiert. *p<0,05 vs. Tamoxifen(0,2uM). MDA-MB-231 tp<0,05 vs. G-1; (n=3).

a) T-47D: 76% d. LMK (ns, SD 9,3) Tag (d)3; 66% d. LMK (p<0,01, SD 10) d4; 58% (p<0,001, SD 4,6)d5.

b) MCF-7: 62% d. LMK (p<0,01, SD 9,3) d3; 48% d. LMK (p<0,001, SD 4) d4; 47% (p<0,001, SD 5,4)d5.

c) MDA-MB-231: Kein signifikanter Unterschied zwischen G-1+Tam und G-1 allein.
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Auch die Kombination aus Tam(1uM) und G-1(1uM) bewirkte eine starkere antiproliferative
Wirkung als der SERM allein. Der Effekt lield sich in beiden Zelllinien an allen drei Tagen
beobachten. Maximal konnte eine Reduktion der wachstumsfahigen Zellen um 50%
gegenilber der Lésungsmittelkontrolle bei T47-D (p<0,05 vs. Tam; SD 9), um 63% bei MCF-7

(p<0,001 vs. Tam; SD 1,3) gemessen werden.
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Abbildung 19: Dargestellt ist der Effekt einer Kombination aus Tam(1uM)+G-1(1uM) in 10% FBS-haltigem
Medium, verglichen mit der jeweiligen Substanz allein. Angaben in % der LMK, dabei wurde die LMK als 100%
definiert. *p<0,05 vs. Tamoxifen(1uM). MDA-MB-231; tp<0,05 vs. G-1; (n=3).
a) T-47D: 78% d. LMK (p<0,05, SD 7,5) Tag (d)3; 59% d. LMK (p<0,05, SD 5) d4; 50% (p<0,05, SD 9)d5.
b) MCF-7: 54% d. LMK (p<0,01, SD 6,1) d3; 45% d. LMK (p<0,001, SD 3,6) d4; 37% (p<0,001, SD 1,3)d5.
c) MDA-MB-231: Kein signifikanter Unterschied zwischen G-1+Tam und G-1 allein.

Den deutlichsten Effekt in beiden Zelllinien konnten wir mit der Kombination aus Tam(5uM)
und  G-1(1uM) erzielen. 5 pM Tamoxifen allein bewirken bereits einen starken
antiproliferativen Effekt (T47-D: 54% der unbehandelten Kontrolle; MCF-7: 51% der
unbehandelten Kontrolle), der sich durch Zugabe von 1uM G-1 noch steigern liel8. In T47-D
Zellen zeigte sich ein signifikanter Unterschied erst an Tag 5, hier waren nach kombinierter
Behandlung noch 34% proliferationsfahige Zellen verglichen mit der Losungsmittelkontrolle
vorhanden (p<0,05 vs. Tam, SD 2,9).

Ein signifikant starkerer antiproliferativer Effekt nach Zugabe von G-1 lieR sich bei MCF-7
bereits an Tag 3 feststellen. Auch hier verzeichneten wir die maximale Reduktion der Zellzahl

an Tag 5 mit 32% der Losungsmittelkontrolle (p<0,01 vs. Tam, SD 3,1).
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Abbildung 20: Dargestellt ist der Effekt einer Kombination aus Tam(5uM)+G-1(1uM) in 10% FBS-haltigem

Medium, verglichen mit der jeweiligen Substanz allein. Angaben in % der LMK, dabei wurde die LMK als 100%

definiert. *p<0,05 vs. Tamoxifen(5uM). MDA-MB-231; Tp<0,05 vs. G-1; (n=3).

a) T-47D: 78% d. LMK (p<0,05, SD 7,5) Tag(d)3; 59% d. LMK (p<0,05, SD 5) d4; 50% (p<0,05, SD 9)d5.

b) MCF-7: 54% d. LMK (p<0,01, SD 6,1) d3; 45% d. LMK (p<0,001, SD 3,6) d4; 37% (p<0,001, SD 1,3)d5.

c)MDA-MB-231: Kein signifikanter Unterschied zwischen G-1+Tam und G-1 allein.



3.4 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Antidstrogenen

Ein weiterer Effekt, der sich in der Zellkultur beobachten lieR3, ist dass die Zugabe von G-1 es
ermoglicht mit einer geringeren Dosis Tamoxifen die gleiche Wachstumshemmung zu
erzielen wie mit entsprechend héherer Tamoxifen Dosierung. So bewirkte die Zugabe von
100nM G-1 zu 0,2uM Tamoxifen eine maximale Reduktion der T47-D Zellen auf 66% der
Losungsmittelkontrolle, mit 1uM Tamoxifen konnten vergleichbare 70% erzielt werden.
1uM G-1 in Kombination mit 0,2uM Tam verringerte die Zellzahl an Tag 3 sogar signifikant
starker als 1uM Tamoxifen.

Einen entsprechenden Effekt konnten wir durch die Zugabe von 100nM bzw. 1uM G-1 zu

1uM Tamoxifen verglichen mit 5uM Tamoxifen verzeichnen.
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Abbildung 21: Dargestellt ist der Effekt einer Zugabe von 100nM und 1puM G-1 zu Tamoxifen, im Vergleich mit
einer hoheren Dosierung Tamoxifen alleine. Durchgefiihrt in 10% FBS-haltigem Medium. Angaben in % der

LMK, dabei wurde die LMK als 100% definiert. *p<0,05 vs. Tamoxifen alleine; (n=3).
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Auch mit dem reinen Antiostrogen Fulvestrant (ICl) lieR sich durch Zugabe des GPR-30
Agonisten die antiproliferative Wirkung steigern. Der erzielte Effekt war allerdings auch hier
abhangig von der zugegebenen Dosis G-1 so bewirkten weder 10nM noch 100nM eine
signifikante additive Proliferationshemmung. Erst mit der Kombination aus ICI(0,1uM) und
G-1(1pM) konnten wir eine signifikant starkere Reduktion der wachstumsfiahigen MCF-7
Zellen auf maximal 26% der Losungsmittelkontrolle an Tag 5 erzielen (p<0,01 vs. ICI, SD 2).
Auch auf T47-D erwies sich die antiproliferative Wirkung beider Substanzen signifikant
starker als ICI allein, hier lag die Anzahl vermehrungsfahiger Zellen bei 36% der Kontrolle

(p<0,05 vs. ICI, SD 5,7).
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Abbildung  22:Dargestellt ist der Effekt einer Kombination aus ICI(0,1uM)+G-1(1uM) unter
Standardkulturbedingungen in 10% FBS-haltigem Medium, verglichen mit ICI(0,1uM) allein. Angaben in % der
LMK, dabei wurde die LMK als 100% definiert. *p<0,05 vs. ICI (0,1uM); (n=3).
a) T-47D: 78% d. LMK (ns, SD 7,3) Tag (d)3; 49% d. LMK (ns, SD 4) d4; 36% (p<0,05, SD 5,2)d5.
b) MCF-7: 47% d. LMK (p<0,05, SD 3,6) d3; 34,5% d. LMK (ns, SD 2) d4; 25,5% (p<0,01, SD 2)d5.
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3.4 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Antidstrogenen

3.4.2 Effekte der kombinierten Behandlung auf die Genexpression

Es sollte nun untersucht werden, inwiefern sich der in der Zellkultur beobachtete additive
Effekt des GPR-30 Agonisten G-1 auf die Wirkung des Antidstrogens Tamoxifen molekular
widerspiegelt.

Hierzu wurde die Expression verschiedener Gene auf Ebene der mRNA unter dem Einfluss
der einzelnen Substanzen, sowie der Kombination untersucht. Zum einen waren dies Cyclin
D1, Cyclin A2 und p21/WAF-1, Gene, deren regulierender Einfluss auf den Zellzyklus bekannt
ist, sowie das Onkogen c-fos. AuBerdem sollte ein moglicher Einfluss auf die Expression der
Ostrogenrezeptoren ERa und ERf3 untersucht werden.

Die auch zuvor verwendeten ER positiven Zelllinien MCF-7 und T47-D wurden hierflir mit
Tam(5uM), G-1(1uM), sowie mit der Kombination aus beiden Substanzen fiir 24 Stunden
behandelt und im Anschluss mittels real-time-RT-PCR der mRNA Gehalt der ausgewadhlten
Gene untersucht. Verglichen wurden die Ergebnisse auch hier mit dem Expressionslevel in

unbehandelten Zellen.
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3.4 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Antidstrogenen

In beiden untersuchten Zelllinien zeigte sich die Expression des Zellzyklusregulators Cyclin A2
sowohl nach Behandlung mit Tam, als auch nach Behandlung mit G-1 herabgesetzt. Eine
signifikant starkere Reduktion bewirkte jedoch die Kombination der beiden Substanzen, so
war das mRNA Level in MCF-7 Zellen auf 40% der unbehandelten Kontrolle reduziert (p<0,02
vs. Tam, SD 16,2), im Vergleich zu 66% unter Tam allein. Ein dhnliches Bild ergab sich bei
T47-D Zellen, deren Cyclin A2-Expression nach Behandlung mit der Kombination auf 27% der
unbehandelten Kontrolle reduziert war, ein signifikant niedrigerer Wert als nach alleiniger

Tamoxifenbehandlung (p<0,03 vs. Tam, SD 15).
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Abbildung 23: Dargestellt ist die Anderung der Expression von CycA2 nach Behandlung mit Tam(5uM), G-
1(1uM) und Tam(5uM)+G-1(1uM) auf Ebene der mRNA mittels real-time-RT-PCR. Alle Zellen wurden in 10%
FBS-haltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Das Transkript Level wird dargestellt in % der

unbehandelten Kontrolle, die als 100% definiert wird. * p<0,05 vs. Tam; (n=3).

66



3.4 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Antidstrogenen

Auch die Expression des Cyclin D1 zeigte sich gegeniliber der unbehandelten Kontrolle
verandert. Wahrend Tamoxifen alleine allenfalls eine geringe Verdanderung des mRNA-
Gehalts bewirkte (MCF-7: 81% der unbehandelten Kontrolle; T47-D: 95% der unbehandelten
Kontrolle), zeigte sich nach kombinierter Behandlung mit dem GPR-30 Agonist eine
signifikant starkere Reduktion des mRNA Gehalts auf 42% der Kontrolle in MCF-7 (p<0,03 vs.
Tam, SD 23) und 60% in T47-D (p<0,04 vs. Tam, SD 20). Interessanterweise schien G-1 allein

die Expression des Cyclin nicht zu beeinflussen.
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Abbildung 24: Dargestellt ist die Anderung der Expression von Cyc D nach Behandlung mit Tam(5uM), G-
1(1uM) und Tam(5uM)+G-1(1uM) auf Ebene der mRNA mittels real-time-RT-PCR. Alle Zellen wurden in 10%
FBS-haltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Das Transkript Level wird dargestellt in % der

unbehandelten Kontrolle, die als 100% definiert wird. * p<0,05 vs. Tam; (n=3).

Interessante Ergebnisse ergaben sich auch fiir das Onkogen c-fos. Die Behandlung mit Tam
alleine fuhrte in MCF-7 Zellen zu einer verminderten Expression von 74% der
unbehandelten Kontrolle. Eine Zugabe von G-1 jedoch war in der Lage, den mRNA Gehalt
noch weiter auf 36% der unbehandelten Kontrolle zu reduzieren (p<0,05 vs. Tam, SD 11). Bei

T47-D dagegen filhrte Tamoxifen zu keiner signifikanten Anderung der Expression bei im
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Mittel 92% der Kontrolle. Die kombinierte Behandlung dagegen war in der Lage, das mRNA
Level des Onkogens auf anndhernd ein Drittel verglichen mit der unbehandelten Kontrolle zu
reduzieren (p<0,03 vs. Tam, SD 9).

G-1 allein bewirkte in beiden Zelllinien eine Verringerung der Transkription. In MCF-7 Zellen
entsprach der Effekt dem der kombinierten Behandlung mit 34% der unbehandelten
Kontrolle, in T47-D allerdings war der Effekt mit 55% der Kontrolle weniger ausgepragt als

nach kombinierter Behandlung.
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Abbildung 25: Dargestellt ist die Anderung der Expression von FOS nach Behandlung mit Tam(5uM), G-1(1uM)
und Tam(5uM)+G-1(1uM) auf Ebene der mRNA mittels real-time-RT-PCR. Alle Zellen wurden in 10% FBS-
haltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Das Transkript Level wird dargestellt in % der

unbehandelten Kontrolle, die als 100% definiert wird. * p<0,05 vs. Tam; (n=3).

Des Weiteren sollte die Expression des Zellzyklus Protein und potentiellen Tumorsuppressor
p21/WAF1 betrachtet werden.

Hier zeigte sich, dass beide Substanzen die Expression des Gens verstarken. So verdoppelte
Tamoxifen den mRNA Gehalt in beiden Zelllinien etwa (MCF-7: 230% der Kontrolle; T47-D:
183% der Kontrolle), G-1 bewirkte in MCF-7 Zellen einen Anstieg auf 220%, in T47-D sogar
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3.4 Kombinierte Behandlung mit G-1 und Antidstrogenen

auf mehr als das Dreifache (357% der Kontrolle). Eine Kombination der beiden Substanzen
ergab keinen zusatzlichen Effekt in MCF-7 Zellen, in T47-D Zellen jedoch stieg der mRNA
Gehalt im Mittel auf mehr als das Sechsfache an (668% der unbehandelten Kontrolle, p<0,02
vs. Tam, SD 360).
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Abbildung 26: Dargestellt ist die Anderung der Expression von p21/waf nach Behandlung mit Tam(5uM), G-
1(1uM) und Tam(5uM)+G-1(1uM) auf Ebene der mRNA mittels real-time-RT-PCR. Alle Zellen wurden in 10%
FBS-haltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Das Transkript Level wird dargestellt in % der

unbehandelten Kontrolle, die als 100% definiert wird. * p<0,05 vs. Tam; (n=3).

Als Nichstes sollte die Auswirkung der Behandlung auf die Expression der Ostrogen-
Rezeptoren untersucht werden.

Beziiglich der ERa Expression wurde ein Primer verwendet, der einmal im Ubergang von
Exon 7 zu Exon 8 bindet und ein zweites Mal in Exon 8. Da in dieser Region keine Deletionen
beschrieben sind, sollte der Primer alle ERa Varianten erfassen.

Tamoxifen bewirkte in T47-D Zellen eine Stimulation der ERa-Expression auf 137% der

unbehandelten Kontrolle. Auch in MCF-7 Zellen liel sich durch Tamoxifen ein leichter
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Anstieg beobachten (120% der unbehandelten Kontrolle). Die Zugabe von G-1 zu Tamoxifen
bewirkte in den Zelllinien einen unterschiedlichen Effekt. Wahrend sich in T47-D Zellen keine
weitere Anderung der ERa mRNA zeigte, kam es in MCF-7 Zellen zu einem deutlichen Abfall
des mRNA Gehalts auf 44% der unbehandelten Kontrolle (p<0,04 vs. Tam, SD 14).

Ebenso unterschiedlich wirkte sich G-1 allein aus. Wahrend es in T47-D zu einem Anstieg der
Expression auf 178% kam, fiel der mRNA-Gehalt in MCF-7 Zellen auf 65% der unbehandelten

Kontrolle ab.
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Abbildung 27: Dargestellt ist die Anderung der Expression von ERa nach Behandlung mit Tam(5uM), G-1(1uM)
und Tam(5uM)+G-1(1uM) auf Ebene der mRNA mittels real-time-RT-PCR. Alle Zellen wurden in 10% FBS-
haltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Das Transkript Level wird dargestellt in % der

unbehandelten Kontrolle, die als 100% definiert wird. * p<0,05 vs. Tam; (n=3).

Beziiglich der Expression des potentiellen Tumorsuppressors ERB wurden dessen
Splicevarianten 1,2 und 5 untersucht.

Fir die Splicevariante ERf31 ergaben sich gegensatzliche Ergebnisse.
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In T47-D Zellen bewirkte die Kombination aus Tamoxifen und G-1 eine Reduktion der mRNA
auf 25% der unbehandelten Kontrolle. Ein Effekt, der allerdings nicht signifikant starker war
als durch Tamoxifen alleine zu beobachten (40% der Kontrolle).

In MCF-7 Zellen dagegen hatte Tamoxifen scheinbar keinen Einfluss auf ERR1 (91% der
unbehandelten Kontrolle). Die Zugabe von G-1 zu Tamoxifen jedoch lieR den mRNA-Gehalt

auf das Finffache der unbehandelten Kontrolle ansteigen (p<0,04 vs. Tam, SD 209).

ERR1

800-
7004
600+
500+
400-
300+
2004
1004

3 Tam (5uM)+DMSO
Bl G-1(1uM)+EtOH
Bl Tam(5uM) + G-1(1uM)

mRNA Level
(% der unbehandelten Kontrolle)

o
1

TA7-D MCF-7

Abbildung 28: Dargestellt ist die Anderung der Expression von ERR1 nach Behandlung mit Tam(5uM), G-1(1uM)
und Tam(5uM)+G-1(1uM) auf Ebene der mRNA mittels real-time-RT-PCR. Alle Zellen wurden in 10% FBS-
haltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Das Transkript Level wird dargestellt in % der

unbehandelten Kontrolle, die als 100% definiert wird. * p<0,05 vs. Tam; (n=3).

Kein additiver Effekt lieR sich auf die Rezeptorvariante ERB2 erzielen. Tamoxifen (ibte in
beiden Zelllinien nur einen geringfligigen Effekt auf die Expression dieser Isoform aus (MCF-
7: 75% der Kontrolle, NS; T47-D: 88% der Kontrolle). Die Kombination der Substanzen
verstarke die Reduktion des mRNA Gehalts zwar in T47-D auf 49% (ns vs. Tam, SD 23) und in
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MCEF-7 auf 38% der unbehandelten Kontrolle (ns vs. Tam, SD 18), der Effekt blieb gegeniiber

Tamoxifen jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 29: Dargestellt ist die Anderung der Expression von ERR2 nach Behandlung mit Tam(5uM), G-1(1uM)
und Tam(5uM)+G-1(1uM) auf Ebene der mRNA mittels real-time-RT-PCR. Alle Zellen wurden in 10% FBS-
haltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Das Transkript Level wird dargestellt in % der

unbehandelten Kontrolle, die als 100% definiert wird. * p<0,05 vs. Tam; (n=3).

Eine Auswirkung auf die Transkription der Splicevariante ERf5 fand sich vor allem in T47-D
Zellen. Hier bewirkte Tamoxifen einen Anstieg der Expression auf 238% der unbehandelten
Kontrolle. Die Kombination beider Substanzen allerdings vermochte den mRNA-Gehalt noch
einmal verglichen mit Tamoxifen alleine zu steigern (336%, p<0,03 vs. Tam, SD 43). In MCF-7
Zellen dagegen schien Tamoxifen geringen Einfluss auf die Transkriptionsrate von ERR5 zu
haben (119% der Kontrolle) und auch die Kombination mit G-1 veranderte das mRNA Level

nicht (104% der Kontrolle, ns vs. Tam, SD 31).
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Abbildung 30:Dargestellt ist die Anderung der Expression von ERR5 nach Behandlung mit Tam(5uM), G-1(1uM)
und Tam(5uM)+G-1(1uM) auf Ebene der mRNA mittels real-time-RT-PCR. Alle Zellen wurden in 10% FBS-
haltigem Medium unter Standardbedingungen kultiviert. Das Transkript Level wird dargestellt in % der

unbehandelten Kontrolle, die als 100% definiert wird. * p<0,05 vs. Tam; (n=3).
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4. Diskussion

4.1. GPR-30 Agonist G-1 — dosisabhdngige antiproliferative Wirkung

GPR-30 wird in vielen endokrinen Geweben exprimiert und die Rolle des Rezeptors bei der
Regulierung von Proliferation und Wachstum ist Gegenstand aktueller Diskussionen [66, 79,
94].

Zurzeit gibt es jedoch noch einige grundlegende Unklarheiten beziglich der definitiven
Funktion des Rezeptors. Diese beginnen bereits bei dessen Lokalisation. Wahrend einige
Arbeitsgruppen das Endoplasmatische Retikulum als den Hauptsitz des Rezeptors
postulierten, gelang anderen Gruppen der Nachweis in der Plasmamembran der Zelle [68,
95-96].

Auch gibt es weiterhin Zweifel am spezifischen Liganden des ehemaligen ,orphan
receptors”, da einige Arbeitsgruppen keine sittigbare Bindung von Ostradiol an GPR-30
nachweisen konnten und so die GPR-30 vermittelten Effekte als unabhangig von der
Anwesenheit des Ostrogens sehen [96-97].

Andere Gruppen jedoch konnten eine spezifische Bindung von Ostradiol an GPR-30
demonstrieren, so dass mehrheitlich davon ausgegangen wird, dass es sich bei GPR-30 um
einen weiteren Ostrogenrezeptor handelt [66, 74, 76]. In der Nomenklatur ist GPR-30 daher

auch bereits unter dem Namen GPER-1 (G-protein coupled estrogen receptor 1) zu finden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass G-1 in der Lage ist, das Wachstum
verschiedener Mammakarzinomzelllinien zu hemmen. Dieser Effekt ist allerdings abhangig
von der verwendeten Dosis der Substanz.

Mit der hochsten verwendeten Dosis G-1(1uM) lieR sich in allen untersuchten Zelllinien eine
ausgepragte Hemmung des Wachstums induzieren, wohingegen 10nM keinen signifikanten
Einfluss auf die Proliferation in einem Zeitraum von 5 Tagen zeigten. Grundsatzlich ist von
einer hoch selektiven Bindung von G-1 an GPR30 auszugehen, verglichen mit der Bindung an

die klassischen ERs [77]. So konnten auch Bologa et al. mit G-1 Konzentrationen bis 10uM
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keine wesentliche Bindung an ERa oder ERB nachweisen [77]. Um auszuschliefen, dass
Wechselwirkungen mit dem ERa-Signalweg hier ebenfalls eine Rolle spielen, wurden die
Versuche zusatzlich in E2-freiem Medium durchgefiihrt. Hierbei konnten vergleichbare
Ergebnisse erzielt werden wie in E2-haltigem Medium, weswegen wir davon ausgehen
konnten, dass es sich hier um einen GPR-30 getriggerten Effekt handelt, der primar
unabhingig von den Signalwegen der klassischen Ostrogenrezeptoren ist.

Das unterschiedliche Ansprechen der Zelllinien auf die verschiedenen Konzentrationen legt
jedoch nahe, dass zusatzliche modulierende Einfliisse auf die zellulare Antwort auf G-1 eine
Rolle spielen. Hier muss letztlich das gesamte Rezeptorprofil der Zelle und das
Zusammenspiel der einzelnen Rezeptoren bedacht werden. So sind beispielsweise die teils
dominant negativen Effekte einiger ERRB-Varianten auf die Transaktivierung von ERa zu
bedenken [98-99]. Welche Rolle GPR-30 in diesem Zusammenspiel einnimmt muss noch

weitgehend geklart werden.

Teils stehen die Ergebnisse der Arbeit in Kontrast zu einigen bisherigen Arbeiten, die G-1
eine wachstumsférdernde Wirkung zuschreiben. So postuliert eine aktuelle Studie eine
stimulierende Wirkung von G-1 auf das Wachstum ERa negativer SK-BR-3 Zellen. [84].
Allerdings konnten auch andere Arbeitsgruppen hemmende Einflisse auf das Wachstum von
Mammakarzinomzellen, getriggert tiber GPR-30 und seinen Liganden G-1, feststellen. Ariazi
und Kollegen beschrieben diesen Effekt allerdings vornehmlich fiir ERa positive MCF-7 Zellen
[84].

Auch in anderen endokrinen Geweben konnten antiproliferative Effekte dem
Membranrezeptor zugeschrieben werden, so z.B. in Urothelzellen [100] oder
Prostatakrebszellen [101]. Erst kirzlich konnten Holm und Kollegen eine ausgepragte

Reduktion der Endothelproliferation durch G-1 zeigen [102].

Die Diskrepanz der bisherigen Studienlage ldsst sich moglicherweise zumindest teilweise
durch die unterschiedlichen verwendeten Konzentrationen erkldren. So hatten alle
Arbeitsgruppen, die einen antiproliferativen Effekt nachweisen konnten ahnlich hohe oder

gar hohere Konzentrationen verwendet wie in der vorliegenden Arbeit. Wahrend Bologa et
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al. fur die physiologische Calcium-Ausschiittung eine mittlere effektive Konzentration (EC50)
von 2nM G-1 annahmen [77], postulierten Chan und Kollegen eine mittlere inhibitorische
Konzentration (IC50) auf das Wachstum von Prostatakarzinomzellen von 1,02x10°M —
3,2x10°M abhangig von der verwendeten Zelllinie [101].

Auch muss in Betracht gezogen werden, dass die verschiedenen Zelltypen unterschiedlich
sensitiv flir G-1 sind. Das wiederum legt nahe, dass hier verschiedene Wirkmechanismen,
abhangig von Zelltyp eine Rolle spielen.

Sicherlich ist ebenfalls zu bedenken, dass lber einen Rezeptor abweichende Reaktionen auf
Stimulation ausgeldst werden kénnen, je nachdem welche ,,Rahmenbedingungen” fiir die
Zelle herrschen. Kontrare Ergebnisse konnten somit mitunter auch durch unterschiedliche

Versuchsbedingungen und Zellvoraussetzungen bedingt sein.

Zudem stellt sich die Frage nach den zugrunde liegenden Mechanismen der G-1
verursachten Wachstumshemmung. Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Cell-Titer
Blue® assay ist lediglich in der Lage, die Anzahl der metabolisch aktiven und somit
lebensfahigen Zellen zu erfassen, eine Aussage Uber Apoptoserate oder Zytotoxizitat ist
hiermit nicht moglich.

Eine denkbare Option, die antiproliferative Wirkung zu erklaren, ist Gber die kontinuierliche
Induktion von Ca®"im Zytosol, ein Effekt der GPR-30 getriggert auftritt [77].

Calcium in seiner Funktion als ubiquitdr vorkommender second messenger ist in der
Kontrolle einer Vielzahl von physiologischen Prozessen beteiligt. Auch ist schon lange
bekannt, dass eine Uberladung der Zelle mit Calcium hoch zytotoxisch wirkt [103-104]. Der
daraufhin folgende Zelltod tritt entweder in Form einer Nekrose, also dem Verlust der
Integritat der Zelle und deren Hydrolyse, oder im Rahmen des programmierten Zelltods, der
Apoptose auf [104].

In einer aktuellen Studie wurde die antiproliferative Wirkung von G-1 auf Urothelzellen
diesbezliglich genauer spezifiziert. Ten et al. kamen hier allerdings zu dem Schluss, dass die
G-1 Wirkung nicht auf eine gesteigerte Apoptoserate zurlickzufiihren sei, da unter
Behandlung mit G-1 keine erhohte Caspase 3/7 Aktivitat nachgewiesen werden konnte

[100].
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Ein entscheidender Mechanismus kénnte auch die Aktivierung des ERK 1/2- Signalwegs sein,
die GPR-30 zugeschrieben wird. Man nimmt an, dass die Signaldauer der ERK 1/2-Aktivierung
Uber den weiteren Weg der Zelle entscheidet. Eine transiente Aktivierung fihrt zu einem
AnstoBen der Proliferation, wahrend eine kontinuierliche Aktivierung zu einer nuklearen
Akkumulation von ERK1/2 und in Folge zur Ubermittlung antiproliferativer Signale fiihrt
[105].

Einen interessanten Ansatzpunkt liefern Holm et al., die durch G-1 eine ausgepragte
Hemmung der Mikrotubuli in Endothelzellen fanden. Auch hier wurde eine hohe
Konzentration G-1 von bis zu 3uM verwendet. Da sich der Effekt in gleichem MaRe auch in
GPR-30 knock-out Zellen fand, wurde hier von einem Rezeptor unabhdngigen Effekt
ausgegangen [106].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass wir einen ausgepragten und dosisabhangigen
antiproliferativen Effekt von G-1 auf verschiedene Brustkrebszelllinien beobachten konnten.
Die genauen, der Wachstumshemmung zugrunde liegenden Mechanismen, sowie der
Einfluss diverser Rahmenbedingungen und der Unterschied zwischen den verschiedenen

Zelltypen muss in weiterfihrenden Untersuchungen geklart werden.
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4.2 Die Kombination G-1 und Trastuzumab

4.2.1 Additiver Effekt einer kombinierten Behandlung aus G-1 und Trastuzumab
in vitro

Via GPR30 kommt es zu einer Freisetzung Membran gebundenen epithelial growth factors
(EGF), welcher im Gegenzug an unbesetzte EGF-Rezeptoren bindet. Dies wiederum fihrt zur
Aktivierung der mitogen-activated protein kinases (MAPK) ERK-1 und ERK-2 [72].
Unterbindet man die Tyrosinkinaseaktivitit des EGF-Rezeptors oder neutralisiert das
Heparan gebundene EGF mittels Antikérpern, lasst sich die durch Ostrogen induzierte EKR-
1/-2 Aktivierung unterbinden. Dies legt nahe, dass dieser Ostrogeneffekt iiber eine
Transaktivierung der EGF-Rezeptoren funktioniert.

Interessanterweise erreicht das ERK-1/-2 Level normalerweise bereits kurz nach Ostrogen
induzierter Aktivierung wieder sein basales Niveau, was einen streng regulierten
Mechanismus impliziert. Uber eine Stimulation der Adenylatcyclase via GPR30 kommt es zu
einer vermehrten cAMP Bildung. Es ist bekannt, dass cAMP unter bestimmten
Voraussetzungen als Inhibitor des ERK-1/-2 Signalwegs fungieren kann [82]. Filardo und
Kollegen postulierten deshalb einen Regulationskreislauf bestehend aus gegensatzlichen
Signalen Uber den via GPR 30 ein Gleichgewicht des EGF-ERK1-1/-2 Signalwegs hergestellt
wird [73, 107].

Liegt eine HER2 Uberexpression vor, kommt es zu einer verstirkten und verldngerten
Aktivierung des ERK-1/-2 Signalwegs [69, 108].

Inwiefern dieser Zusammenhang eine Rolle in der Tumorentstehung in vivo spielt muss

anhand weiterer Studien geklart werden.

Umgekehrt demonstrierten Vivacqua und Kollegen, dass die GPR30 Expression in ERa
positiven Zelllinen iber EGF hochreguliert wird [109]. Eine enge Verknipfung zwischen
GPR30 und den Signalwegen der Familie der Wachstumsfaktorrezeptoren liegt somit nahe.

Tatsachlich konnten Filardo und Kollegen darlegen, dass GPR30 positive Tumoren eine

hohere HER2 Expression aufweisen [71, 73].
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Daher wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob und wenn ja in welchem Ausmal} der
GPR30 Agonist G-1 in der Lage sein wiirde, die antitumorale Wirkung des HER2neu-Rezeptor
Antikorpers Trastuzumab auf die HER2neu liberexprimierenden Zelllinien SK-BR-3 und BT-
474 zu beeinflussen.

Es konnte gezeigt werden, dass sich mit einer kombinierten Behandlung aus G-1 und
Trastuzumab in vitro verglichen mit Trastuzumab allein eine signifikant starkere
wachstumshemmende Wirkung erzielen lie. Die Interaktion der beiden Substanzen fiihrte

zu einem additiven, jedoch nicht synergistischen Effekt.

Falls sich die Ergebnisse auch im Tiermodel bestadtigen, stellt das gezielte gemeinsame
Angreifen beider targets — GPR30 und HER2neu - einen erfolgversprechenden neuen
therapeutischen Ansatzpunkt dar, der sich als Benefit fir das bisher mit Herceptin

behandelte Patientenkollektiv erweisen kdnnte.

4.2.2 Molekulare Mechanismen des additiven Effekts von G-1 und Trastuzumab
Im nachsten Teil der Arbeit ging es darum, etwas Uber die zugrunde liegenden molekularen
Mechanismen herauszufinden. Hierflir untersuchten wir den Einfluss einer kombinierten

Behandlung aus G-1 und TZ auf die Expression verschiedener Gene auf Ebene der mRNA.

Interessanterweise zeigte sich Cyclin A2 in beiden Zelllinien signifikant vermindert unter
kombinierter Behandlung verglichen mit Herceptin. Cyclin A2 besitzt die Aufgabe, die Cyclin-
abhdngige Kinase 2 (CDK-2) zu binden und somit deren katalytische Komponente zu
aktivieren. Durch diesen Prozess wird das Fortschreiten des Zellzyklus sowohl am Ubergang
von G-1 zu S, als auch von G-2 zu M gefordert [110].

Auch Cyclin D1, Regulator der CDK 4/6 Kinasen und somit Verantwortlich fir den G-1/S
Ubergang [111], zeigte nach kombinierter G-1/TZ- Behandlung ein erniedrigtes mRNA Level
in BT-474 Zellen. In SK-BR-3 Zellen konnten wir diesen Effekt jedoch nicht verzeichnen.

Der negative Einfluss von G-1 und TZ auf die Expression der fiir das Voranschreiten des
Zellzyklus so wichtigen Cycline impliziert einen additiven Effekt der kombinierten

Behandlung auf den Zellzyklusarrest. Unsere Beobachtungen gehen in diesem Punkt
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konform mit einer aktuellen Studie, die eine verminderte Cyclin A2 Expression fir den
ausgepragten antiproliferativen Effekt von G-1 auf Prostatakrebszellen mitverantwortlich
macht [101]. Eine andere Arbeitsgruppe flihrte einen GPR-30 getriggerten
wachstumshemmenden Effekt auf Urothelzellen auf eine Verminderung der Cyclin D1

Expression zurlick [100].

Ein weiterer wichtiger Mechanismus konnte die gesteigerte Expression von p21/waf-1
darstellen. Diese konnten wir allerdings nur in SK-BR-3 Zellen beobachten.

P21/waf-1 ist ein sogenannter Cyclin-dependent kinase inhibitor (CKI), der direkt an die
CyclinE/CDK2 und CyclinD/CDK4- Komplexe bindet und so deren Aktivitdt hemmt [112].
Damit ist p21 ein wichtiger Bestandteil was die Regulation des Zellzyklus am Ubergang zur S-
Phase angeht. P21 ist in der Lage, die Proliferation zu bremsen und gleichzeitig die
Differenzierung der Zellen zu fordern und gilt somit als potentieller Tumorsuppressor [112].
Induziert wird p21/waf-1 primar via p53. Hier wiederum konnte der iber GPR-30 vermittelte
Calcium-Anstieg eine Rolle spielen, da bekannt ist, dass es (iber Calcium-vermittelte
Signalwege zu einer p53 Induktion kommen kann [113].

Auch Ariazi und Kollegen sahen in dem p2l-vermittelten Zellzyklusarrest eine
Erklarungsmoglichkeit fiir die beobachtete G-1 induzierte Wachstumshemmung in MCF-7
Zellen [84].

Unsere Beobachtungen, dass G-1 alleine die Transkription von c-fos nicht zu beeinflussen
scheint, aber in der Lage war, den unerwarteten TZ getriggerten Anstieg der c-fos mRNA in
beiden Zelllinien zu verhindern, ist ein weiterer interessanter Ansatzpunkt.

Dem Protoonkogen c-fos wird eine zentrale Rolle in der Regulation des normalen
Zellwachstums und der Differenzierung zugesprochen. AuRerdem ist c-fos ein bekanntes
»early-response” Gen, dessen Expression auf verschiedene Stimuli sehr schnell induziert
wird. Die Proteine der Fos-Familie interagieren mit denen der Jun-Familie und bilden
gemeinsam den heterodimeren activating-protein 1 (AP-1) Komplex. Dieser gilt als
Transkriptionsfaktor und bindet an entsprechende DNA-Abschnitte innerhalb der Promotor-

Regionen verschiedener Gene und reguliert so deren Expression [114].
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Bezliglich der Pathogenese von Tumoren der Brust wird c-fos eine wichtige Rolle
zugeschrieben und als molekularer Marker fiir Proliferation diskutiert [115-117].

Die Tatsache allerdings, dass wir einen deutlichen Anstieg der c-fos Expression 6 und 24
Stunden nach Stimulation mit TZ beobachten konnten, steht in deutlichem Gegensatz zu
vorangegangenen Studien. Hier wird eine verminderte Expression von c-fos nach
Behandlung mit TZ beschrieben [93]. Eine zufriedenstellende Erkldarung kann an dieser Stelle
nicht geliefert werden, einzig mogliche Unterschiede in den Versuchsbedingungen z.B. die
Benutzung verschiedener Zellklone konnten hier eine Rolle spielen.

Auch publizierten Maggiolini und Kollegen 2004, dass es via GPR-30 in ER-negativen SK-BR-3
Zellen zu einem Anstieg des c-fos Level kommt [75]. Ein Unterschied zur den vorliegenden
Ergebnissen besteht allerdings darin, dass 1uM E2 zur Stimulation der Zellen verwendet

wurde und nicht der GPR-30 Agonist G-1.

Ein weiterer moglicher Mechanismus, der hinter den additiven Effekten der beiden
untersuchten Substanzen stehen konnte, ist eine gesteigerte Expression des potentiellen
Tumorsuppressors EGR-1. So zeigte sich in BT-474 Zellen sowohl nach Stimulation mit TZ
oder G-1 allein ein erhohter mRNA Gehalt, die Kombination der beiden Substanzen bewirkte
jedoch einen signifikant starkeren Anstieg. EGR-1 gilt als ein sog. early growth response Gen
und kodiert fir ein nukledres Zink-Finger-Protein, das an der Regulation der Transkription
verschiedener Zielgene beteiligt ist. Diese wiederum beeinflussen die Differenzierung und
Mitogenese der Zelle [118]. Eine verminderte Expression von EGR-1 ist assoziiert mit der
Entstehung von Malignomen. Gar ein kompletter Verlust der Expression konnte in Tumoren
der Brust beobachtet werden [119-120]. Umgekehrt fiihrte die Uberexpression in
Brustkrebszellen zur Wiederherstellung normaler Proliferationsmuster [119].

Ein direkter Zusammenhang zwischen der HER2-Blockade und der EGR-1 Expression ist
derzeit nicht beschrieben. Ronski und Kollegen konnten im untersuchten Kollektiv keine
Korrelation zwischen einer HER2neu-Amplifikation und einer verminderten EGR-1 Expression
finden [120]. Auch muss genauer geklart werden, ob und wenn ja Gber welche Mechanismen
GPR-30 die EGR-1 Expression zu beeinflussen vermag, da es hier bis dato keine ausreichende

Datenlage gibt.
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Unbeeinflusst scheint dagegen die Expression von HER2neu in beiden Zelllinien zu bleiben.
Weder die Einzelsubstanzen, noch die Kombination vermochte hier eine Veranderung der

Transkription zu bewirken.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass einige interessante Ansatzpunkte gefunden werden
konnten, die die signifikant starkere Wirkung einer Kombination aus TZ mit hohen Dosen G-1
gegeniber der alleinigen Behandlung mit TZ erklaren konnten. Um die genauen
Zusammenhange zu erfassen und die gefundenen Unterschiede zwischen den untersuchten

Zelllinien zu erklaren bedarf es weiterfihrender Studien.
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4.3 Die Kombination aus G-1 und Antiostrogenen

4.3.1 Additiver Effekt einer kombinierten Behandlung aus G-1 und den
Antiostrogenen Tamoxifen und Fulvestrant in vitro

Filardo und Kollegen konnten zeigen, dass 43% aller untersuchten invasiven Tumoren der
Brust eine Coexpression der klassischen Ostrogenrezeptoren und GPR-30 aufweisen [71].
Interessant ist allerdings, dass sich auch bei der Halfte aller ER negativen, und somit bisher
immer fir Ostrogen unabhingig gehaltenen Tumoren, GPR-30 nachweisen l3sst [71]. Somit
kénnte diesen Tumoren eine gewisse Empfindlichkeit fir Ostrogene erhalten bleiben, was
sich in vitro mit ER-negativen Zelllinien bestatigt hat [68, 76].

Die Entdeckung der Ostrogenrezeptoren bot den ersten Angriffspunkt fiir eine targeted
Therapie von Tumoren der Brust. Tamoxifen ist hierbei das am haufigsten verwendete
Antiostrogen bei der Behandlung von Frauen mit Hormon sensitiven Tumoren und hat zu
einer signifikanten Reduktion der Mortalitdt von Brustkrebspatientinnen gefiihrt [121].
Allerdings reagieren nicht alle Patientinnen auf eine endokrine Therapie (de novo
resistance), und von denen die primar ein gutes Ansprechen zeigen, entwickelt ein Teil eine
sekundare Resistenz gegeniiber Tamoxifen. Interessanterweise konnte gezeigt werden, dass
sowohl Tamoxifen als auch der SERD Fulvestrant agonistische Eigenschaften an GPR-30
aufweisen. So postulierten Ignatov und Kollegen 2009, dass eine Langzeitbehandlung mit
Tamoxifen zu einer E2-vermittelten Hochregulation von GPR-30 fiihrt. Die Uberexpression
wiederum fiihre dazu, dass Tamoxifen aufgrund seiner agonistischen Eigenschaften an
diesem Rezeptor letztlich die Proliferation fordere [122].

Dariber hinaus wird vermutet, dass eine Resistenz gegeniiber Tamoxifen unter anderem mit
einer Uberexpression von EGFR und Her2neu assoziiert ist [123]. Wie bereits erwiahnt ist
GPR-30 beteiligt an einer Freisetzung von EGF und konsekutiv einer Aktivierung des ERK-1/-2
Signalwegs. Also scheint es denkbar, dass ein crosstalk zwischen Ostrogen- und
Wachstumsfaktorsignalwegen (ber GPR-30 ein wichtiger Mechanismus fir den

Langzeiterfolg einer antiostrogenen Therapie sein konnte [124].
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All dies legt nahe, dass ein gezieltes Angreifen beider Strukturen einen mdglichen neuen
Ansatzpunkt darstellt. Tatsachlich konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass G-1 in der
Lage ist, die antiostrogene Wirkung von Tamoxifen und auch des SERD Fulvestrant signifikant
zu verstarken. Allerdings gelang dieser Effekt nur mit einer hohen Dosis G-1 von 1uM.

Auch hier scheint die Konzentration des GPR-30 Agonisten also eine entscheidende Rolle zu
spielen.

Die Ergebnisse stehen im Kontrast zu der bereits erwahnten Studie von Ignatov und
Kollegen, die durch Langzeitbehandlung mit G-1 den antiproliferativen Effekt von Tamoxifen
deutlich reduzieren konnten. Allerdings wurden hier MCF-7 Zellen zunachst mit lediglich
1nM G-1 fiur einen Zeitraum von sechs Monaten behandelt und anschlieRend die Wirkung
von Tamoxifen untersucht [122].

Als ein zusatzlicher Nebeneffekt der kombinierten Behandlung erwies sich auRerdem die
Tatsache, dass es durch die Zugabe von G-1 moglich war, die Dosis von Tamoxifen zu
reduzieren um den gleichen oder sogar einen starkeren Effekt zu erzielen wie mit der
hoheren Dosis Tamoxifen. Bedenkt man, dass auch die Nebenwirkungen von Tamoxifen
abhangig von der verabreichten Dosis sind [125-126], kdnnte die Mdglichkeit durch den
additiven Effekt der zwei Substanzen mit einer geringeren Dosis die Toxizitat zu reduzieren

und dabei die gleiche gewiinschte Wirkung zu erzielen ein interessanter Aspekt sein.

Falls sich die Ergebnisse im Tiermodel bestatigen, stellt ein simultanes Angreifen der
klassischen Ostrogenrezeptoren und GPR-30 einen vielversprechenden Ansatzpunkt dar.
Auch auf das Langzeitoutcome einer antiostrogenen Therapie konnten sich so positive

Auswirkungen ergeben.

4.3.2 Molekulare Mechanismen des additiven Effekts von G-1 und Tamoxifen
Um etwas Uber die zugrunde liegenden Mechanismen der additiven Wirkung beider
Substanzen in der Zellkultur herauszufinden, sollte in einem nachsten Schritt der Einfluss der

kombinierten Behandlung auf verschiedene Gene auf Ebene der mRNA untersucht werden.
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4.3 Die Kombination aus G-1 und Antidstrogenen

Auch hier zeigten sowohl Cyclin A2, als auch Cyclin D1 in beiden Zelllinien ein signifikant
niedrigeres mRNA Level nach Behandlung mit Tamoxifen plus G-1 als unter Tamoxifen allein.
Es ist bekannt, dass die Aktivitat der ER nicht nur Uber Bindung des Liganden reguliert wird,
sondern auch Hormon unabhangig durch Phosphorylierung moduliert werden kann. So kann
die Aktivitit des Ostrogenrezeptor a mittels Phosphorylierung von Serinresten an der AF-1
Domdne des Rezeptors durch den CyclinA-cdk-Komplex erhéht werden [127].
Interessanterweise ist Tamoxifen nicht in der Lage AF-1 zu hemmen, weswegen die
Transaktivierung U(ber den CyclinA-cdk-Komplex Bedeutung fir das Ansprechen der
antiostrogenen Therapie haben konnte. Tatsachlich konnte eine erhéhte CycA-Expression
mit einem schlechteren Outcome unter Tamoxifen Therapie assoziiert werden [128].

Eine zusatzliche Hemmung der CycA Expression unter kombinierter Behandlung mit
Tamoxifen und G-1 koénnte also einen wichtigen Mechanismus der verstarkten
antiproliferativen Wirkung darstellen.

Auch Cyclin D kommt eine entscheidende Rolle in der Regulation des Zellzyklus durch
Ostrogene bzw. Antidstrogene zu. So konnte man zeigen, dass der Cyclin D Gehalt unter
antiostrogener Therapie abnimmt [129-130]. Auch wird durch Antiéstrogene eine
Phosphorylierung und damit Inaktivierung des Retinoblastom Proteins (pRB) verhindert
[129]. RB stoppt den Zellzyklusprogress von G1 zu S und ist das wichtigste Substrat des

CyclinD-cdk-Komplexes, der es Gber eine Phosphorylierung hemmt.

Zur Annahme, dass die Verstarkung des Zellzyklusarrests ein entscheidender Mechanismus
hinter dem beobachteten additiven Effekt ist, passt auch die signifikant héhere Expression
von p21/waf unter kombinierter Behandlung, verglichen mit Tamoxifen allein. Der Anstieg
der Expression des Cdk-Inhibitors p21/waf ist ein bekannter Effekt unter antiGstrogener
Behandlung [43]. Wie erwartet, flihrte Tamoxifen in beiden Zelllinien bereits etwa zu einer
Verdoppelung des mRNA Gehalts. Auch G-1 alleine vermochte in beiden Zelllinien die
Expression von p21 signifikant zu steigern. Dies geht konform mit der Annahme von Ariazi
und Kollegen, die dem p21-vermittelten Zellzyklusarrest eine entscheidende Rolle bei der G-

1-induzierten Wachstumshemmung in MCF-7 Zellen zuschrieben [84].
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In T47-D Zellen liel sich die Expression des Tumorsuppressors nach kombinierter
Behandlung mit beiden Substanzen sogar auf das Sechsfache verglichen mit der
unbehandelten Kontrolle steigern.

Auf MCF-7 Zellen zeigten zwar beide Substanzen einzeln betrachtet einen Effekt hinsichtlich
der p21 Expression, die Kombination vermochte in diesem Falle jedoch keinen signifikant
starkeren Effekt zu erzielen. Wie es zu diesem Unterschied zwischen den beiden Zelllinien
kommt, ldsst sich an dieser Stelle nicht ausreichend klaren und bedarf weiterer

Untersuchungen.

Interessante Ergebnisse ergaben sich auch fiir das Onkogen c-fos. Als Bestandteil des AP-1
Komplexes ist es in der Lage, Signalkaskaden anzustoRen, deren Endpunkte entscheidenden
Einfluss haben auf Wachstum, Uberleben oder Apoptose der Zelle [43, 114]. So vermag auch
der Tamoxifen-ER-Komplex an AP-1 zu binden und je nach Gewebetyp und dem Einfluss
diverser Coregulatoren an den AP-1 gesteuerten Promotor-Regionen agonistisch oder
antagonistisch zu wirken [131]. In ER-positiven MCF-7 Zellen konnte eine verstarkte AP-1
Aktivitat assoziiert werden mit einer verminderten Wirkung von Antidstrogenen, und auch in
vivo gibt es Anzeichen, dass eine erhohte c-fos Expression mit einem schlechteren
Ansprechen auf endokrine Therapie einhergeht und einen potentiellen Marker fiir eine
schlechtere Prognose darstellt [132-133]. Tatsachlich konnten Zhou und Kollegen umgekehrt
mit einer Hemmung der AP-1 Aktivitat das Ansprechen von zuvor nicht Tamoxifen sensitiven
Zellen wieder erhohen [134].

In unseren Ergebnissen vermochte 1uM G-1 die Expression von c-fos in beiden Zelllinien
deutlich zu reduzieren. Wie bereits an anderer Stelle erwahnt, stehen unsere Ergebnisse
hier in Kontrast zu Daten von Maggiolini et al., die eine GPR-30 induzierte Steigerung der c-
fos Expression in ER negativen Zellen postulierten. Allerdings wurde hier nicht G-1, sondern
1uM E2 verwendet [75].

In beiden Zelllinien liel sich das mRNA Level durch die Kombination der zwei Substanzen im
Vergleich mit Tamoxifen allein signifikant starker senken.

Eine Reduktion der fos Expression und damit der AP-1 Aktivitat kdnnte somit ein wichtiger

Mechanismus hinter der additiven Wirkung der beiden Substanzen in vitro sein.
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Eine weitere Frage war auerdem, ob die kombinierte Behandlung Auswirkungen auf die
Expression der nukledren Ostrogenrezeptoren haben wiirde.

Die Expression von ERa und die dariiber vermittelte wachstumsfordernde Wirkung von
Ostrogenen stehen in engem Zusammenhang mit der Entwicklung von Malignomen der
Brust. So ist die Uberexpression von ERa oft ein initialer Schritt in der Tumorgenese [135].
ERa-knockout Mause dagegen zeigten sich resistenter gegeniiber der Entwicklung von
malignen Transformationen nach Transfektion mit verschiedenen Onkogenen [136].
Andererseits bietet das Vorhandensein der Ostrogenrezeptoren einen der wichtigsten
Angriffspunkte in der Therapie des Mammakarzinoms.

G-1 und Tamoxifen vermochten zusammen in MCF-7 Zellen die Expression von ERac um mehr
als die Halfte zu reduzieren. Ein Effekt, der primar durch G-1 vermittelt zu sein scheint, da
Tamoxifen alleine die Expression nur wenig beeinflussen konnte. Auch hier zeigt sich eine
deutliche Diskrepanz zwischen den untersuchten Zelllinien. Warum die ERa Expression in
T47-D Zellen unbeeinflusst blieb, kann an dieser Stelle nicht ausreichend geklart werden.
Insgesamt ist in einer verminderten ERa Expression, und damit verbunden einem
reduziertem Ostrogen-abhingigem Zellwachstum ein moglicher interessanter Ansatzpunkt

zu sehen.

87



4.3 Die Kombination aus G-1 und Antidstrogenen

Bezliglich ERR sollte zum einen die Wildtyp-Variante ER-1, als auch die Splicevarianten ERf3-
2 und ERB-5 betrachtet werden.

Die Rolle von ERR im Rahmen der Tumorentstehung ist komplex und nach wie vor
Gegenstand aktueller Diskussionen. Im Gegensatz zu ERa nimmt seine Expression im Laufe
der Tumorigenese ab, was eine Funktion als Tumorsuppressor vermuten lasst [137-138].
Dieses Konzept wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass eine Uberexpression von ERR in
diversen Brustkrebszelllinien zu einer verminderten Proliferation und erhéhten
Apoptoseraten fihrt [139].

Bezliglich der Wildtyp-Variante ERf-1 ergaben sich deutlich Unterschiede zwischen den
untersuchten Zelllinien. Wahrend in T47-D nach Zugabe von G-1 die Tamoxifen-vermittelte
Abnahme der Expression noch leicht verstarkt wurde, fihrte die kombinierte Behandlung in
MCEF-7 Zellen zu einem ausgepragten Anstieg des mRNA-Gehalts. In MCF-7 Zellen ist die
Expression von ERa verglichen mit ERR sehr hoch, eine niedrigere ERa/ERR Ratio kénnte
somit mitverantwortlich fliir eine reduzierte Zellproliferation sein. Zudem konnte erst
klrzlich gezeigt werden, dass eine erhdhte ERRB-Expression in MCF-7 Zellen via Hemmung der
PI3K/Akt-Kaskade zu einer verstarkten Sensitivitat gegentber Tamoxifen fiihrt [140].

ERf3-2 und ERRB-5 kodieren beide fir ein alternatives Exon 8 und weisen eine Abweichung in
der AF2-Domane auf. Dies verdandert gegeniber der Wildtypvariante ihre Fahigkeit, Liganden
zu binden und Co-Faktoren zu rekrutieren [141].

ERRB-2 zeigte in beiden Zelllinien unter Tamoxifen eine reduzierte Expression. Der Effekt liel8
sich durch Zugabe von G-1 zu Tamoxifen allerdings nicht signifikant steigern. Die Expression
der Isoform ERRB-5 zeigte sich in MCF-7 Zellen unbeeinflusst von den Einzelsubstanzen und
der kombinierten Therapie, in T47-D Zellen dagegen bewirkte Tamoxifen bereits eine
Verdopplung des ERBR-5 mRNA-Gehalts, zusammen mit G-1 lie sich sogar mehr als eine
Verdreifachung erzielen.

Die Rolle der einzelnen Isoformen ist nach wie vor Gegenstand kontroverser Diskussionen.
Bei ERR-2 geht man davon aus, dass er in der Lage ist Heterodimere mit ERa zu bilden, was
zu einem dominant negativen Effekt auf dessen Funktionen fiihrt [99]. Ahnliche Effekte

konnten auch fiir ERB5 verzeichnet werden [99].
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Letztlich ist die Studienlage Uber die Bedeutung von ERR fiir die Wirksamkeit endokriner
Therapien noch unklar und es wurden widerspriichliche Ergebnisse veréffentlicht. Die
Anwesenheit der Isoformen 2 und 5 konnte mit einem gesteigerten Gesamtiiberleben
korreliert werden [142]. Andererseits wurde auch ein schlechteres Ansprechen auf
endokrine Therapie bei hoherer ERR Expression postuliert [143].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl Tamoxifen allein, als auch in Kombination
mit dem GPR-30 Agonisten Einfluss auf die Transkription des ERRB-Wildtyps und seiner
Isoformen ERB-2 und -5 zu haben scheint. Die Effekte unterscheiden sich allerdings in den
verwendeten Zelllinien, was auf zusatzliche Einflussfaktoren hindeutet. Nach heutigem
Kenntnisstand ist auf jeden Fall davon auszugehen, dass das Zusammenspiel der ERR-
Varianten und ihre Coexpression mit ERa Einfluss auf die Proliferation des Tumors, das

Ansprechen auf Antidstrogene und somit letztlich auch auf Prognose und Uberleben hat.

Insgesamt konnten wir in dieser Arbeit zeigen, dass G-1 allein und im Zusammenspiel mit
Tamoxifen auch die Expression der Ostrogenrezeptoren beeinflusst. Die beobachteten
Effekte unterschieden sich jedoch in den untersuchten Zelllinien, weswegen davon
ausgegangen werden muss, dass hier das zugrunde liegende molekulare Profil eine Rolle
spielt. Weiterfihrenden Studien miissen hier Klarung schaffen. Es scheint jedoch, dass
gewisse  Subtypen von  Tumoren positiv.  von einer  Verschiebung des

Ostrogenrezeptorgleichgewichts zugunsten von ERR profitieren kdnnten.
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5. Zusammenfassung

Das Gen fur GPR-30 auf Chromosom 7p22 kodiert fir einen klassischen G-Protein
gekoppelten Rezeptor, der in einer Vielzahl von endokrinen Geweben, so auch der
Brustdrise, exprimiert wird. Der ehemals ,,orphan” Rezeptor wird inzwischen mehrheitlich
als ein weiterer Ostrogenrezeptor angesehen. Seine exakte physiologische Funktion, ebenso
wie seine Bedeutung im Rahmen der Tumorentstehung, sind derzeit jedoch noch
weitgehend unklar.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass hohe Konzentrationen des selektiven GPR-30
Agonisten G-1 von 1uM das Proliferationsverhalten aller untersuchten Zelllinien nachhaltig
hemmte. Der Effekt war primar unabhangig vom ERo- oder HER2-Status der Zellen. Auch
anderte sich durch die Durchfiihrung der Stimulationsversuche in Medium mit 10% Serum
nichts am antiproliferativen Effekt von G-1 gegeniiber der Durchfihrung in serumfreiem
Medium.

Geringere Konzentrationen von 100nM G-1 bewirkten allerdings nur in der ERa-negativen,
HER2 positiven Zelllinie SK-BR-3 einen wachstumshemmenden Effekt. Ein moglicher

modulierender Einfluss von ERa kdnnte somit eine Rolle spielen.

Die Arbeit konnte zudem zeigen, dass G-1 ein potentieller Kandidat fiir eine kombinierte
Therapie mit bereits etablierten Substanzen ist. Sowohl zusammen mit dem HER2-
Antikorper Trastuzumab, als auch mit dem SERM Tamoxifen und dem SERD Fulvestrant lieR
sich ein additiver Effekt erzielen. Auch hier zeigte sich die gleiche Abhangigkeit von der
verwendeten Dosis G-1. Die Kombinationen mit 1uM G-1 waren in allen untersuchten
Zelllinien der jeweiligen Einzelsubstanz (iberlegen. Eine Kombination mit 100nM G-1 und
Trastuzumab hatte erneut nur auf die ERo. negative Zelllinie SK-BR-3 einen signifikant
starkeren Effekt als TZ alleine.

Weiterhin war es moglich, durch die Zugabe von G-1 die Dosis von Tamoxifen um das

Fiinffache zu reduzieren, um einen vergleichbaren wachstumshemmenden Effekt zu
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erzielen. Dies ist im Hinblick auf das dosisabhangige Auftreten von Nebenwirkungen durch
Tamoxifen ein interessanter Aspekt.

Auf Ebene der mRNA scheint vor allem ein verstarkter Zellzyklusarrest durch die
Kombinationen aus G-1 mit Trastuzumab, bzw. Tamoxifen eine entscheidende Rolle zu
spielen. So zeigte sich in allen untersuchten Zelllinien eine verminderte Cyclin A2
Expression, Cyclin D1 fand sich in allen Zelllinien bis auf SK-BR-3 deutlich reduziert. SK-BR-3
dagegen zeigten ebenso wie T47-D Zellen einen signifikanten Anstieg des
Zellzyklusregulators und potentiellen Tumorsuppressors p21/waf.

Ein Rolle scheint auch der Transkriptionsfaktor EGR-1 zu spielen, dessen Expression in BT-
474 Zellen unter kombinierter Behandlung deutlich zunahm.

Auch das Onkogen c-fos, dem bereits eine bedeutende Rolle in der Entstehung von Tumoren
der Brust zugeschrieben wird, scheint hier ein wichtiger Angriffspunkt flir die verstarkte
antiproliferative Wirkung der Kombinationen mit G-1 in vitro zu sein. So war die
Kombination mit 1uM G-1 und Trastuzumab in der Lage, den unerwarteten Anstieg von c-fos
durch Trastuzumab allein zu verhindern und das mRNA Level sogar deutlich zu reduzieren.
Auch die Kombination aus 1uM G-1 und Tamoxifen bewirkte eine deutlich verminderte c-fos
Expression.

Interessanterweise scheint auch die Expression der nukleidren Ostrogenrezeptoren durch die
gemeinsame Behandlung mit Tam und G-1 beeinflusst zu werden. In MCF-7 Zellen zeigte sich
ein verminderter Gehalt an ERe mRNA und zugleich eine verstarkte Expression von ERf31.
Inwiefern hier eine Reduktion der ERo. Expression bzw. Verschiebung des Gleichgewichts

zugunsten ERRB eine Rolle spielen kdnnte, muss anhand weiterer Studien geklart werden.

Insgesamt kdnnte GPR30 somit ein vielversprechender neuer Angriffspunkt fir eine targeted
Therapie werden, und sowohl Frauen mit HER2-lberexprimierenden Tumoren, als auch mit
ER-positiven Tumoren einen Benefit bringen. Ebenso ware denkbar, dass ein zusatzliches
Angreifen von GPR30 im Setting des Tamoxifen-resistenten Tumors eine Rolle spielen
kdnnte.

Somit erscheint es lohnenswert, die Ergebnisse dieser Arbeit auf ihre Bedeutung in vivo zu

prifen und weiter auszubauen.
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Abbildung 27: Expression von ERa nach Behandlung mit Tam(5uM), G-1(1uM) und Tam(5uM)+G-
1(1uM) auf Ebene der mRNA. DMEM/F12+10%. % der unbehandelten Kontrolle (definiert als 100%). *
p<0,05 vs. TZ.Real-time-RT-PCR. 70
Abbildung 28: Expression von ERf31 nach Behandlung mit Tam(5uM), G-1(1uM) und Tam(5uM)+G-
1(1uM) auf Ebene der mRNA. DMEM/F12+10%. % der unbehandelten Kontrolle (definiert als 100%). *
p<0,05 vs. TZ.Real-time-RT-PCR. 71
Abbildung 29: Expression von ERf32 nach Behandlung mit Tam(5uM), G-1(1uM) und Tam(5uM)+G-
1(1uM) auf Ebene der mRNA. DMEM/F12+10%. % der unbehandelten Kontrolle (definiert als 100%). *
p<0,05 vs. TZ.Real-time-RT-PCR. 72
Abbildung 30: Expression von ERf35 nach Behandlung mit Tam(5uM), G-1(1uM) und Tam(5uM)+G-
1(1uM) auf Ebene der mRNA. DMEM/F12+10%. % der unbehandelten Kontrolle (definiert als 100%). *
p<0,05 vs. TZ.Real-time-RT-PCR. 73
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