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DER UNIVERSITÄT REGENSBURG
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1.5.6.1 Möglichkeiten der endokrinen Therapie mit
Tamoxifen . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27

1.5.6.2 Tamoxifen und Endometriumkarzinom . . . . 28
1.5.6.3 Wirkung von Tamoxifen auf die ERs . . . . . 29

1.6 Zielsetzung . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

2 Materialien und Methoden 32
2.1 Materialien und Reagenzien . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32

2.1.1 Allgemeine Materialien . . . . . . . . . . . . . . . . . 32
2.1.2 Geräte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33
2.1.3 Versuchsspezifische Materialien . . . . . . . . . . . . . 34

2.1.3.1 Zellkultur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 34
2.1.3.2 Molekulargenetische Untersuchungen . . . . 36

2.2 Methoden . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
2.2.1 Zellkultur . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39

2.2.1.1 Standardbedingungen . . . . . . . . . . . . . 39
2.2.1.2 Auftauen der Zellen . . . . . . . . . . . . . . 39
2.2.1.3 Mediumwechsel . . . . . . . . . . . . . . . . 39
2.2.1.4 Zellernte . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
2.2.1.5 Zellaussaat . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40
2.2.1.6 Umstellung auf serumfreies Medium . . . . . 41
2.2.1.7 Stimulation der Zellen . . . . . . . . . . . . . 41
2.2.1.8 Messung der Zellzahl . . . . . . . . . . . . . 42
2.2.1.9 Auswertung der Ergebnisse . . . . . . . . . . 43
2.2.1.10 Molekulargenetische Untersuchungen . . . . 43
2.2.1.11 RT-PCR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
2.2.1.12 Microarrays . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46

2.3 Statistische Auswertung und Literaturverwaltung . . . . . . . . 46

3 Ergebnisse 47
3.1 Transienter ERβ-Knockdown . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47

II



INHALTSVERZEICHNIS

3.2 Proliferationsversuche . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
3.2.1 Vergleich von ERβ-KD und neg.co. . . . . . . . . . . . 48

3.2.1.1 Überblick . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
3.2.1.2 Proliferationsvergleich ERβ-KD vs. neg.co. . 49

3.3 Vergleich des Proliferationsverhaltens nach Stimulation . . . . . 51
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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Endometriumkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

In Deutschland sowie in anderen westlichen Ländern ist das Endometriumkar-
zinom die am häufigsten vorkommende Neoplasie des weiblichen Genitaltrakts
[1, 2]. Global gesehen steht das Endometriumkarzinom auf Platz 7 [3], bei den
deutschen Frauen ist es mit einem Anteil von 4,7% sogar die vierthäufigste al-
ler Krebserkrankungen [2]. Die Zahl der Neuerkrankungen lag 2013 bei 10.740
und 2014 bei 10.680, folgte also einem Negativtrend mit jedoch nahezu gleich-
bleibender altersstandardisierter Sterberate [2]. Bereits in den Vorjahren war
dieser Trend mit 11.140 Fällen im Jahr 2011 und 10.930 Fällen im Jahr 2012
zu beobachten. Höhere Inzidenzraten wurden aus den USA, skandinavischen
und osteuropäischen Ländern berichtet [4]. Das Endometriumkarzinom ist ei-
ne Erkrankung des Alters. Es tritt überwiegend peri- und postmenopausal auf
[1, 5], wobei in Deutschland das mittlere Erkrankungsalter bei 69 Jahren liegt
[2]. Es zählt zu den prognostisch günstigen Malignomen, da etwa 80% der
Karzinome bereits im T1-Stadium diagnostiziert werden [4]. Die relative 5-
Jahresüberlebensrate liegt in Deutschland bei 79%. 2015 wurden in Deutsch-
land 2.602 Sterbefälle durch ein Endometriumkarzinom registriert. Somit be-
läuft sich derzeit der Anteil an allen malignombedingten Todesfällen auf 2,4%
[2].

1.1.2 Histologie

Vor mehr als 30 Jahren teilte Bokhman das Endometriumkarzinom in zwei Sub-
typen ein. Typ I, welcher in enger Beziehung mit einem hormonellen Ungleich-
gewicht steht, bezeichnete er als hormonabhängig und Typ II als hormonell un-
abhängig [6]. Auch heute werden zwei Subtypen ähnlich der Einteilung von
Bokhman unterschieden. Die Einstufung erfolgt anhand verschiedener klinisch-
pathologischer Charakteristika. Diese sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Das
Typ I-Karzinom ist östrogenabhängig, entsteht aus hyperplastischem Gewebe
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1 EINLEITUNG

und ist klassischerweise endometrioid oder muzinös. Die Östrogenabhängigkeit
zeigt sich durch eine oftmals erhöhte Expression an Östrogen- und Progeste-
ronrezeptoren und einen perimenopausalen Altersgipfel. Das mittlere Erkran-
kungsalter ist bei Typ I-Karzinomen niedriger [7,8]. Im endometrialen Gewebe
bilden sich unter Östrogeneinfluss atypische Hyperplasien, welche Vorstufen
der Typ I-Karzinome darstellen. Es wird also bei der Entstehung eine Adenom-
Karzinom-Sequenz durchlaufen. Daraufhin folgt die Progression des Tumors
von einem niedrigen zu einem höheren Malignitätsgrad. 80% aller Endome-
triumkarzinome sind östrogenabhängig und somit Typ I-Karzinome [4, 8, 9].
Die Entstehung der Typ II-Karzinome ist hingegen unabhängig von Östrogenen.
Diese Tumore entstehen aus atrophem Gewebe und sind in ihrer Histologie zu-
meist klarzellig oder serös-papillär. Bei deren Diagnosestellung sind Progno-
se und Grading des Typ I-Karzinoms meist günstiger als bei Typ II-Karzino-
men [7, 10].

Tabelle 1: Klinisch-pathologische Charakteristika der zwei Typen des Endome-
triumkarzinoms

Typ I Typ II

östrogenabhängig östrogenunabhängig

hyperplastisches Gewebe atrophes Gewebe

endometrioid, muzinös klarzellig, serös-papillär

Diagnose oft im frühen Stadium Diagnose oft im späten Stadium

meist günstige Prognose meist ungünstige Prognose

1.1.3 Risikofaktoren

Die Tumorentstehung wird sowohl durch exogene als auch endogene Fakto-
ren stark beeinflusst. 10% aller Erkrankungen sind familiär bedingt [10]. Mit-
unter den größten Anteil an den genetisch verursachten Erkrankungen macht
das hereditäre nichtpolypöse kolorektale Karzinom (HNPCC) aus. Ursache für

2



1 EINLEITUNG

das HNPCC ist eine Mikrosatelliteninstabilität, welche aus einer Mutation von
DNA-Mismatch-Reperaturgenen resultiert. Frauen mit dieser Mutation haben,
neben einem erhöhten Kolonkarzinomrisiko, verglichen mit der Normalbevöl-
kerung ein 10-fach erhöhtes Risiko an einem Endometriumkarzinom zu erkran-
ken [11,12]. Malignome dieser Art treten bevorzugt im jüngeren Lebensalter auf
und werden meist in einem fortgeschrittenen Stadium mit schlechter Differen-
zierung diagnostiziert. Diese hereditäre Form des Karzinoms zeigt ein kribrifor-
mes und muzinöses Wachstumsmuster [12]. Beim Cowden-Syndrom (CS) ist
ebenfalls ein deutlich erhöhtes Endometriumkarzinomrisiko bekannt [13, 14].
Auch eine auffällige, positive Familienanamnese erhöht das Risiko an einem
Endometriumkarzinom zu erkranken [8].
Der Großteil der Karzinome (ca. 90%) tritt jedoch sporadisch auf, wobei ver-
schiedene Faktoren die Tumorentstehung und -progression beeinflussen können
[10]. Weitreichende Studien zeigten, dass sowohl den endogenen als auch den
exogenen Östrogenen eine bedeutende Rolle zukommt. Ein hoher endogener
Östrogenkonzentrationslevel ist in Abwesenheit von Gestagen mit einem erhöh-
ten Karzinomrisiko verbunden. Postmenopausal steigt das Erkrankungsrisiko
bei erhöhtem Östrogenkonzentrationslevel auf das 2- bis 3-Fache an [15]. Auch
besteht prä- und postmenopausal ein Zusammenhang zwischen Adipositas und
der Entstehung eines Endometriumkarzinoms [16–18]. Übergewichtige Frauen
weisen im Vergleich zu normalgewichtigen höhere Konzentrationen an Östroge-
nen auf [19,20]. Zu einem kleinen Teil werden im Fettgewebe selbst Androgene
in Östrogene umgewandelt [21]. Durch einen erhöhten Fettgewebeanteil steigt
somit der Östrogenlevel. Zusätzlich nimmt der freie Anteil an Östrogenen zu,
da sowohl ein erhöhter Insulinspiegel als auch ein erhöhter Androgenspiegel
bei adipösen Frauen zu einer verminderten Produktion von östrogenbindenden
Proteinen führen [22, 23]. Potischman et al. fanden hingegen, dass ein erhöhter
Level an Sexualbindungshormonen das Erkrankungsrisiko vermindert [15]. Der
Hyperinsulinismus, welcher bei adipösen Frauen vorliegt, fördert zudem die
Aromatisierung von Androgenen zu Östrogenen [24].
Auch im Rahmen von Östrogenersatztherapien (englisch hormone replacement
therapy, HRT) ohne Gestagenschutz zeigte sich das Erkrankungsrisiko deutlich

3



1 EINLEITUNG

erhöht, wobei es bei perimenopausalen Frauen größer ist und mit steigendem
Alter abnimmt [16, 17]. Sowohl die verabreichte Dosis als auch die Dauer der
Therapie beeinflussen das Risiko wesentlich [24]. Eine reine Östrogentherapie
ist daher nur bei hysterektomierten Frauen empfehlenswert. Eine HRT hinge-
gen, bestehend aus einer Kombination von Östrogenen und Gestagen, erhöht
das Risiko zur Entstehung eines Endometriumkarzinoms nicht, es wird sogar
eine risikosenkende Wirkung vermutet [25–27]. Das Erkrankungsrisiko steigt
durch eine Therapie mit Tamoxifen, abhängig von Dauer und Dosierung [28,
29]. Das polyzystische Ovarvialsyndrom (PCOS) mit anovulatorischen Zyklen
sowie eine erhöhte endogene Östradiolproduktion, z.B. bei Granulosazelltumo-
ren, stellen weitere Risikofaktoren zur Entstehung des Endometriumkarzinoms
dar [7]. Eine frühe Menarche und auch eine späte Menopause, d.h. eine lan-
ge Lebensphase mit Menstruationszyklen, und wenige Geburten bzw. Nullipa-
rität sind mit einem erhöhten Erkrankungsrisiko assoziiert [16–18, 30]. Multi-
parität, zunehmendes Alter bei der ersten Geburt und körperliche Aktivität sind
hingegen risikosenkend [7, 16, 31]. Cauley et al. zeigten, dass körperlich akti-
ve Frauen niedrigere Östrogenspiegel haben [20]. Nikotinkonsum in Form von
Rauchen senkt deutlich das Erkrankungsrisiko [32]. Auch dem Konsum von Al-
kohol wird teilweise eine risikosenkende Wirkung zugeschrieben. Bei Frauen
über 50 Jahre führte der Alkoholkonsum zu einer Risikoreduktion, bei jüngeren
Frauen hingegen zeigte sich eine Risikoerhöhung um 70% [33]. In ihrer Studie
zeigten Cauley et al., dass mit zunehmendem Konsum von Alkohol die Östron-
und Östradiolspiegel abnahmen [20]. Auch führt der Gebrauch von oralen Kon-
trazeptiva zu einer Risikominderung, welche jedoch nicht signifikant ist [17].
Protektiv sind hier vor allem Östrogen-Gestagen-Kombinationen [4]. Mit ei-
nem verminderten Endometriumkarzinomrisiko ist auch die Verwendung von
Intrauterinpessaren (IUP), sowohl aus Kupfer- als auch aus Levonorgestrel, as-
soziiert [34, 35].
Es bestehen statistische Zusammenhänge zwischen Karzinomentstehung und
Hypertonus sowie einer Cholezystektomie in der Vorgeschichte [18]. Kelsey et
al. fanden, dass Frauen mit einem höheren Bildungsstatus häufiger vom Endo-
metriukarzinom betroffen sind als weniger gebildete und hellhäutige Personen
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1 EINLEITUNG

häufiger erkranken als stärker pigmentierte [17]. Tabelle 2 fasst die wichtigsten
Einflussfaktoren bei der Endometriumkarzinomentstehung zusammen.

Tabelle 2: Wichtige risikosteigernde und -senkende Faktoren für die Entstehung
des Endometriumkarzinoms

Risikoerhöhung Risikoreduktion

Erhöhter Östrogenspiegel Orale Kontrazeption

Tamoxifentherapie*(1) IUP-Anwendung

Hypertonus Alkohol*(2) - und Nikotinkonsum

Frühe Menarche Späte Menarche

Nulliparität Multiparität

Metabolisches Syndrom Körperliche Aktivität

Reine HRT*(1) Kombinierte HRT mit Gestagen*(3)

Positive Familienanamnese

*(1) In Abhängigkeit von der Dauer der Anwendung
*(2) Abhängig vom Lebensalter. Riskosenkende Wirkung bei Frauen über 50 Jahre
*(3) Abhängig von Dauer, Art und Dosis des Gestagens

Sherman et al. untersuchten Zusammenhänge zwischen Risikofaktoren und dem
jeweiligen histologisch-pathologischen Subtyp. Sie fanden dabei bei endome-
trioiden Karzinomen einen statistisch signifikanten Zusammenhang mit einem
hohen Body-Mass-Index (BMI) und mit dem perimenopausalen Gebrauch von
Östrogenen. Diese Korrelation konnten sie bei serösen Karzinomen nicht erken-
nen. Die Faktoren Rauchen und die Einnahme von oralen Kontrazeptiva verrin-
gern bei beiden Karzinomtypen das Risiko einer Erkrankung [36].

5



1 EINLEITUNG

1.1.4 Karzinogenese

Die Tumorentstehung ist ein Prozess, der schrittweise durch verschiedene Aber-
rationen im Bereich der Zellregulation abläuft. Sherman beschreibt zwei Wege
der Karzinomentstehung: den klassischen und den alternativen Weg [37]. Beim
klassischen Weg entstehen indolente Tumore aus vorbestehenden Hyperplasien
in östrogenreichem Milieu. Bezieht man sich auf das im Abschnitt 1.1.2 be-
schriebene Model von Bokhman [6], so entsprechen die indolenten Tumore den
Typ I-Karzinomen, d.h. denjenigen Karzinomen, welche durch einen Hyperös-
trogenismus entstehen [37, 38]. Beim sogenannten alternativen Weg, welcher
die Entstehung von aggressiven Tumoren zu beschreiben versucht, haben diese
Faktoren keine Relevanz. Dieser Typ von Tumor entspräche am ehesten dem
von Bokhman beschriebenen Typ II, welcher seröse und andere aggressive Kar-
zinomtypen umfasst [36, 37]. Abbildung 1 zeigt einen Überblick der einzel-
nen Schritte des klassischen Wegs der Karzinomentstehung. Dieser läuft in ver-
schiedenen Einzelschritten bzw. zellulären Veränderungen ab. Ein hormonelles
Ungleichgewicht führt zur Entstehung von Hyperplasien ohne Atypien, aus wel-
chen durch Mutationen u.a. in K-ras und PTEN atypische Endometriumhyper-
plasien (AEH) entstehen. Letztendlich können im späteren Schritt Mismatch-
Repair-Defekte (MMR-Defekte) zur Entstehung des Endometriumkarzinoms
führen.
Je nach Karzinomtyp unterscheiden sich die genetischen Aberrationen. Wie be-
reits beschrieben ist Typ I oft mit Mutationen in PTEN, K-ras oder β-catenin
verbunden. Hingegen finden sich beim Typ II vor allem Abnormalitäten in p53
oder HER2/neu [26, 37, 39, 40]. Auch wurden bei der Pathogenese des Typ II-
Karzinoms die Überexpression von Cyclin E sowie Alterationen des PIK3CA-
Pathways beschrieben [41].

1.1.5 Früherkennung und Screening

Bisher etablierte sich zur Früherkennung des Endometriumkarzinoms keine zu-
verlässige Screeningmethode. Ein neues Leitlinienprogramm Onkologie (S3-
Leitlinie) wurde im April 2018 von der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftli-

6



1 EINLEITUNG

Entstehung des Typ I-Karzinoms

Hormonelles Ungleichgewicht

Ungleichgewicht:

Proliferation/Apoptose

Mutationen: 

K-ras, PTEN

MMR-Defekte

Normales Endometrium

Hyperplasie 

ohne Atypien

Hyperplasie 

mit Atypien

Endometriumkarzinom

Abbildung 1: Modell der Entstehung des Typ I-Karzinoms, modifiziert nach
Sherman et al. [37]

chen Medizinischen Fachgesellschaften e.V. (AWMF), der Deutschen Krebsge-
sellschaft e.V. (DKG) und der Deutschen Krebshilfe (DKH) herausgegeben [8].
Untersuchungen mittels transvaginalem Ultraschall senken sowohl bei asymp-
tomatischen Frauen ohne Risikofaktoren für ein Endometriumkarzinom als auch
bei Hochrisikopatientinnen die durch das Karzinom bedingte Mortalität nicht.
Somit ist bei diesen Patientengruppen die Sonographie im Rahmen eines Scree-
nings zur Früherkennung nicht empfohlen [7, 8]. Auch bei asymptomatischen
Patientinnen unter einer Tamoxifentherapie ist die Sonographie nicht indiziert
[8]. Durch derzeit gängige Methoden, wie Sonographie und Zytologie, können
bei Patientinnen in Hochrisikogruppen lediglich 50% der asymptomatischen

7



1 EINLEITUNG

Karzinome entdeckt werden [7].
Das Endometriumkarzinom zeigt jedoch typische Frühsymptome, wodurch die
Diagnose meist in einem frühen Erkrankungsstadium gelingt. In etwa 80% der
Fälle ist bei Diagnosestellung das Karzinom auf das Endometrium beschränkt
[4]. Das zuverlässigste Frühsymptom ist die postmenopausale Blutung. Bei prä-
menopausalen Patientinnen kann sich ein Endometriumkarzinom durch Meno-
metrorrhagien, d.h. rezidivierende abnorme und starke Blutungen neben der
eigentlichen Menstruationsblutung, bemerkbar machen [42]. Gemäß der S3-
Leitlinie soll bei prämenopausalen Frauen ohne Risikofaktoren (z.B. Adiposi-
tas, Diabetes, HNPCC, unscharf begrenzte Polypen) bei einer abnormen uteri-
nen Blutung zunächst ein konservativer, medikamentöser Therapieversuch un-
ternommen werden. Erst bei Versagen der Therapie, aber auch bei hämodyna-
misch relevanten Blutungen sollte eine Hysteroskopie, gegebenenfalls mit Ab-
rasio, erfolgen [8]. Begründet wird dieses Vorgehen damit, dass prämenopausal
bei abnormen uterinen Blutungen das Risiko für ein Karzinom oder auch eine
AEH unter 1,5% liegt [43]. Tritt eine Blutung postmenopausal erstmalig auf und
ist hierbei die Endometriumdicke kleiner als 3mm, so wird eine sonographische
und auch klinische Kontrolluntersuchung nach drei Monaten empfohlen [44].
Bei Fortbestehen der Symptomatik, erneutem Auftreten oder Zunahme der En-
dometriumdicke soll dann eine histologische Abklärung erfolgen [8].

1.1.6 Diagnostik

Goldstandard für die Diagnosesicherung des Endometriumkarzinoms ist die
Hysteroskopie mit fraktionierter Abrasio. Beim histologisch gesichertem pri-
mären Endometriumkarzinom soll eine transvaginaler Ultraschall erfolgen, um
Myometrium- und Zervixinfiltration zu beurteilen [8, 45]. Wenn die transvagi-
nale sonographische Beurteilung nur eingeschränkt möglich ist, sollte für die
präoperative Einschätzung der Infiltration eine MRT angeboten werden [45].
Seit 1988 ist das operative Staging mit histopathologischer Untersuchung das
standardisierte Verfahren, da es allen anderen apparativen Methoden überlegen
ist [46]. Es wird auch in der aktuellen S3-Leitlinie als Methode zur Diagno-
stik für die lokale Ausbreitung des Karzinoms empfohlen [8]. Auch wenn die
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endgültige Stadieneinteilung operativ-histologisch erfolgt, wird der präoperative
Ultraschall zur Dokumentation und Operationsplanung eingesetzt. Als Basis-
untersuchung empfiehlt die ACR-Leitlinie ein Röntgen-Thorax in 2 Ebenen
[47]. Auf dieses kann bei Patientinnen mit einem niedrigen Risiko (low risk)
laut der Studie von Amkreutz et al. verzichtet werden, da sich pulmonale Me-
tastasen in ihrer Studie auf High-risk-Karzinome beschränkten [48]. Hierbei
kann präoperativ neben der Beurteilung von pulmonalen Metastasen der kar-
diopulmonale Status erhoben werden. Ergibt sich der Verdacht auf Fernme-
tastasen, sollte eine Evaluierung mittels Schnittbildgebung erfolgen [8]. Ein
Staging und Grading des Tumor ist sowohl therapeutisch als auch prognos-
tisch relevant. Die Stadieneinteilung des Endometriumkarzinoms erfolgt nach
der jeweils gültigen FIGO-/TNM-Klassifikation. Jedem TNM-Stadium kann ein
FIGO-Stadium zugeteilt werden. Die Einteilung und die genaue Definition des
jeweiligen Stadiums sind in Tabelle 3 aufgeführt. Die FIGO-Klassifikation wird
von der Fédération Internationale de Gynécologie et d’Obstétrique (FIGO) und
die TNM-Klassifikation wird durch die Union Internationale Contre le Cancer
(UICC) publiziert. Ein präoperatives Staging erhält den Zusatz c (clinical) und
die postoperative Einteilung erfolgt nach pTNM (pathologische Klassifikation,
postoperative histopathologische Klassifikation) [49]. Das Grading hängt vom
histologischen Typ des Tumors ab. Endometrioide und muzinöse Karzinome,
d.h. Typ I-Karzinome, werden anhand solider Tumoranteile eingeteilt, was Ta-
belle 4 zeigt. Kommen hochgradige zelluläre Atypien vor, wird der Tumor um
jeweils einen Grad höher gestuft. Seröse und klarzellige Karzinome, d.h. Typ
II-Karzinome, werden grundsätzlich als G3 eingestuft [50].

1.1.7 Therapieansätze

Bei der Therapie einer histologisch gesicherten Neoplasie bzw. den Vorstufen
des Endometriumkarzinoms gibt es je nach Grading und Staging des Tumors
verschiedene Ansätze. Gemäß der S3-Leitlinie können Hyperplasien ohne Aty-
pien konservativ behandelt werden, wohingegen Patientinnen mit AEH ein ope-
ratives Vorgehen empfohlen wird [8]. Eine AEH weist ein Risiko zu entarten
von 30% auf [51]. Die operative Therapie besteht grundsätzlich aus der tota-
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len abdominalen Hysterektomie mit beidseitiger Adnexexstirpation. In Ausnah-
mefällen kann bei einer AEH auf die operative Entfernung des Uterus und der
Ovarien verzichtet werden [8].

Tabelle 3: TNM- und FIGO-Klassifikation des Endometriumkarzinoms [49]

TNM FIGO Definition

T1 I Karzinom auf Corpus uteri begrenzt

T1a IA Endometriumbefall o. Myometriuminfiltration <50%

T1b IB Myometriuminfiltration >50%

T2 II Infiltration des Zervixstromas

T3/N1 III Lokale und/o. regionäre Ausbreitung

T3a IIIA Befall von Serosa und/o. Adnexe (direkt o. Metastasen)

T3b IIIB Befall von Vagina o. Parametrium (direkt o. Metastasen)

N1 IIIC Lymphknotenmetastasen

IIIC1 Metastasen in Beckenlymphknoten

IIIC2 Metastasen in paraaortalen Lymphknoten

T4 IVA Infiltration von Rektum- und/oder Blasenschleimhaut

M1 IVB Fernmetastasen

Tabelle 4: Grading endometrioider und muzinöser Endometriumkarzinome

Grading solider Tumoranteil

G1 unter 5%

G2 6 bis 50%

G3 mehr als 50%

10
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Eine starke Empfehlung zur Hysterektomie mit beidseitiger Salpingektomie
wird auch beim frühen Endometriumkarzinom ausgesprochen [8]. Dieses Vor-
gehen führt bei diesem Stadium zu einem krankheitsspezifischen 5-Jahres-Über-
leben von 99% [52]. Auch hier können unter bestimmten Voraussetzungen die
Ovarien und Uterus belassen werden [8]. Im vermuteten Frühstadium können
laparoskopische, roboterunterstützte laparoskopische und laparoskopisch assis-
tierte vaginale Verfahren bei endometrioiden Adenokarzinomen angewandt wer-
den [8, 53]. Neben der Exploration des Abdomens erfolgt im Rahmen des Sta-
gings die Entnahme von zytologischen Proben. Liegt eine seröse oder klarzelli-
ge Karzinomkomponente vor, sollen peritoneale Biopsien entnommen werden
und auch eine Omentektomie erfolgen [46]. Alle suspekten oder palpatorisch
bzw. makroskopisch vergrößerten Lymphknoten sollen entfernt werden. Wenn
eine systematische Lymphknotenentfernung (LNE) indiziert ist, sollte sie pelvin
und infrarenal-paraaortal durchgeführt werden [8]. Eine Lymphadenektomie
wird u.a. auch bei Hochrisikopatientinnen empfohlen [46]. In fortgeschrittenen,
metastasierten Stadien profitieren Patientinnen, neben einer operativen Reduk-
tion des Tumors mit dem Ziel der makroskopischen Tumorfreiheit [54,55], von
einer maximalen Resektion uterusferner Tumormanifestationen [46].
Abhängig von Typ und Stadium des Endometriumkarzinoms gibt es die Mög-
lichkeit der Strahlentherapie sowie der adjuvanten medikamentösen Therapie.
Bei Inoperabilität der Patientin ist eine primäre Strahlentherapie indiziert. Pati-
entinnen mit einem endometrioiden Karzinom im FIGO I- oder II-Stadium und
schlechten prognostischen Faktoren sowie Patientinnen mit einer tiefen myo-
metrialen Invasion oder einer schlechten Differenzierung werden ergänzend
bestrahlt [56, 57]. Für eine adjuvante Chemotherapie werden Carboplatin und
Paclitaxel empfohlen [8]. Auch hier gibt es verschiedene Empfehlungen je nach
Grading und Staging des Tumors. Im Stadium pT3 und/oder pN1 wird eine ad-
juvante Therapie empfohlen. Dies gilt auch für Endometriumkarzinompatien-
tinnen im pT4a oder M1-Stadium, wenn sie makroskopisch tumorfrei operiert
wurden oder der Resttumor postoperativ unter 2cm ist. Eine postoperative ad-
juvante Therapie mit Gestagenen ist nicht angedacht [8]. Es wird derzeit dis-
kutiert, ob Hochrisikopatientinnen im frühen Stadium von einer Chemotherapie
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profitieren könnten [58].
Zur Nachsorge werden in den ersten drei Jahren nach Abschluss der Primärthera-
pie eine gezielte Anamnese und eine gynäkologische Untersuchung inklusi-
ve rektovaginaler Palpation im Intervall von drei bis sechs Monaten empfoh-
len. In den darauffolgenden zwei Jahren sollen die Nachsorgeuntersuchungen
halbjährlich durchgeführt werden. Bei dem Verdacht oder nach histologischer
Sicherung eines Vaginal- oder Beckenrezidivs oder Fernmetastasierung sollte
eine Schnittbildgebung erfolgen [8].

1.2 Östrogene und deren Rezeptoren

1.2.1 Östrogene

Östrogene werden sowohl im weiblichen als auch im männlichen Organismus
produziert. Frauen im gebärfähigen Alter weisen dabei eine deutlich erhöhte
Konzentration auf. Östrogene spielen sowohl bei Zellwachstum und -differen-
zierung als auch beim Fortpflanzungsprozess eine wichtige Rolle. Zudem sind
sie bei pathologischen Prozessen, wie bei der Entstehung von hormonabhän-
gigen gynäkologischen Karzinomen (Brust-, Endometrium- und Ovarialkarzi-
nom), ein bedeutender Faktor [59–62]. Hauptproduktionsort der Sexualhormo-
ne sind die Nebennierenrinde und die Ovarien, ein kleiner Anteil wird auch im
Fettgewebe und bei Schwangeren zusätzlich von der Plazenta gebildet [21, 63].
Es existieren drei verschiedene Östrogene: Östron (E1), Östradiol (E2) und
Östriol (E3). Sie unterscheiden sich u.a. in der Affinität zu den Östrogenrezepto-
ren [64, 65]. Vom Gesamtöstrogen macht E2 den Hauptanteil aus. Die Konzen-
tration ist altersabhängig und liegt prämenopausal zwischen 40 und 200-400
pg/ml. Postmenopausal fällt sie auf weniger als 20pg/ml ab, da die Ovarien
die Hormonproduktion einstellen [64]. E3 wird während der Schwangerschaft
von der Plazenta gebildet, es kommt aber auch bei nicht-schwangeren Frau-
en vor [21, 60]. Die Hormone wirken über Östrogenrezeptoren (ERs), welche
dann ligandenaktiviert als Transkriptionsregulatoren wirken [66]. Die höchste
Affinität zu den ERs hat 17β-Östradiol (E2) und ist somit am potentesten [64].
Neben den physiologisch vorkommenden Östrogenen gibt es auch einige Me-
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dikamente, die Hormone enthalten oder hormonähnliche Wirkung haben. So-
wohl Östrogene als auch Arzneistoffe mit Wirkung auf die Rezeptoren finden
Anwendung in der Empfängnisverhütung als Kontrazeptiva, bei dysfunktio-
nellen Gebärmutterblutungen, als Östrogenersatztherapie bei postmenopausa-
len oder hypogonadotropen Frauen, bei Behandlung von Tumoren und bei der
Prävention und Behandlung von Osteoporose [21].

1.2.2 Östrogenrezeptoren

1.2.2.1 Allgemeines
1986 entdeckten Green et al. Östrogenrezeptor α (ERα) [67]. Lange Zeit wur-
de angenommen, dass die Wirkung von Östrogenen im menschlichen Organis-
mus ausschließlich über diesen Rezeptor erfolgt. Erst 1996 entdeckten Kuiper
et al. einen weiteren Östrogenrezeptor in der Prostata und im Ovar von Rat-
ten, den sogenannten Östrogenrezeptor β (ERβ) [68]. Im selben Jahr wiesen
auch Mosselman et al. ERβ im menschlichen Gewebe [69] und Tremblay et
al. im Gewebe von Mäusen nach [70]. Mowa et al. untersuchten das Vertei-
lungsmuster von ERα und ERβ in den Zellen und Kompartimenten des Fort-
pflanzungsapparats, wobei sich unterschiedliche Konzentrationen der beiden
ERs zeigten [71]. Weitere Studien belegen, dass die beiden ERs überlappende,
aber dennoch verschiedene Verteilungsmuster in den einzelnen Geweben zei-
gen [72–74]. Die Östrogenwirkung wird unter anderem auch durch den jewei-
ligen vorherrschenden Rezeptor erreicht. Seit der Entdeckung von ERβ ist das
Bestreben in der Wissenschaft enorm, die Rolle der ERs bei der Vermittlung der
Östrogenwirkung zu erforschen und zu verstehen.

1.2.2.2 Aufbau der Rezeptoren
Das den menschlichen Östrogenrezeptor β kodierende Gen ESR2 ist auf Chro-
mosom 14q23.2 lokalisiert. Es hat eine Größe von 61.2kb mit insgesamt acht
kodierenden Exons [75]. ERβ selbst besteht aus 530 Aminosäuren [76]. Die
Östrogenrezeptoren gehören zur Gruppe der Steroidrezeptoren, sog. Kernre-
zeptoren [77]. Charakteristisch für die Mitglieder dieser Rezeptorfamilie ist die
Zusammensetzung aus verschiedenen funktionellen Domänen. ERβ besteht aus
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sechs Domänen (A-F) [66,77,78]. Abbildung 2 zeigt den Aufbau des Östrogen-
rezeptors β aus den einzelnen Domänen (blau: A/B Domäne, grün: C-Domäne,
rot: D-Domäne, lila: E/F-Domäne). Diese sind entscheidend für die Hormon-
und DNA-Bindung sowie für die Transaktivierung.

A/B C D E/F

AF-1 DBD LBD AF-2

NH� COOH

Abbildung 2: Schematischer Aufbau von ERβ

Die N-terminale A/B-Domäne (in Abbildung 2 blau dargestellt) besitzt eine
aktivierende Funktion (AF-1) [79], welche die Transkriptionsaktivität hormo-
nunabhängig moduliert [78,80]. Die zentral gelegene C-Domäne (in Abbildung
2 grün dargestellt) beinhaltet die DNA-Bindungsstelle (DBD = DNA-binding
domain). Sie beinhaltet zwei funktionell verschiedene Zink-Finger-Elemente
(C1 und C2), welche für die spezifische Bindung der Rezeptoren an Estro-
gen Response Elements (ERE, hormonempfindliche Bereiche) oder ERE-artige
Sequenzen im Promotor von Zielgenen als Antwort auf eine E2-Bindung ver-
antwortlich sind. Neben der DBD liegt die Gelenkregion (D-Domäne, in Ab-
bildung 2 rot dargestellt), welche wie die A/B-Domäne variabel ist. Die E/F-
Domäne (in Abbildung 2 lila dargestellt) ist für die Ligandenbindung verant-
wortlich, sogenannte Ligandenbindungsdomäne (LBD). Sie besteht aus 12 He-
lices, die eine hydrophobe Tasche zur Bindung von E2 oder selektiven Östro-
genrezeptormodulatoren (SERMs) bilden. Dies ermöglicht die Spezifität und
Selektivität der physiologischen Antwort des Rezeptors. Durch die Bindung
des Liganden an die LBD kommt es zur Transformation und zum Übergang des
Rezeptors in den transkriptionsaktiven Status. Neben der LBD besitzt die E/F-
Domäne auch die Aktivierungsfunktion AF-2. Die A/B-, C- und E/F-Domänen
sind also die drei funktionellen Domänen des Rezeptors [78, 80, 81]. In den
einzelnen Domänen gibt es zwischen den beiden ERs, neben großen sequen-
tiellen Übereinstimmungen, auch starke Unterschiede. Die größten Sequenz-
übereinstimmungen zeigen sich in der DBD (mehr als 95%) und LBD (ca.
60%). Die größten Unterschiede finden sich in der A/B-Domäne und in der E/F-
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Domäne, wo sie in weniger als 20% der Aminosäuren übereinstimmen. In der
Gelenkregion (hinge region, D-Domäne) zeigen die beiden Rezeptorsubtypen
eine Übereinstimmung von 30% [59, 60, 70, 82, 83]. Wie bereits oben beschrie-
ben, besitzen die ERs zwei Aktivierungsfunktionen (AF). AF-1 befindet sich in
der A/B-Domäne und AF-2 in der E/F-Domäne (siehe Abbildung 2). Durch die
AFs ist es ihnen u.a. möglich, die Expression verschiedener Gene zu regulie-
ren. So aktiviert beispielsweise die AF-2 durch Rekrutierung und Bindung von
Coaktivatoren die Transkription in Reaktion auf E2 oder andere Agonisten [78].
Die beiden Östrogenrezeptoren unterscheiden sich in diesen Domänen, woraus
die verschiedenen Antworten auf Östrogenstimulation resultieren [84–86]. Der
Hauptunterschied liegt dabei in der N-terminalen Region. ERβ besitzt, vergli-
chen mit ERα, nahezu keine AF-1-Aktivität, wohingegen die AF-2-Aktivität
beider Rezeptoren nahezu gleich ist. Wenn die Transkription eines Gens von
AF-1 und AF-2 abhängt, übersteigt die Transkriptionsaktivität von ERα dieje-
nige von ERβ. Ist sie aber nur von AF-2 abhängig, ist die Aktivität vergleich-
bar [87].

1.2.2.3 Molekularer Wirkmechanismus
In der Zelle wirken die ERs als Transkriptionsfaktoren und liegen dort prin-
zipiell in zwei Formen, der inaktiven und der aktiven, vor. In der inaktiven
Form befinden sie sich im Zytoplasma oder Zellkern. Die Transformation, d.h.
der Übergang in die aktive Form, erfolgt durch eine Ligandenbindung [66].
Östrogene sowie auch SERMs diffundieren durch die Zellmembran und bin-
den an die LBD der ERs. Durch die Bindung kommt es zu einer Konforma-
tionsänderung des Rezeptors. Dadurch dissoziiert das an den ER gebundene
Hitzeschockprotein 90 (hsp90) und es kommt zur Dimerisierung der Rezepto-
ren [78]. Die ERs formen sowohl Homo- als auch Heterodimere. Dabei unter-
scheiden sie sich deutlich in ihrer Bindungsaffinität [87,88]. Die Dimerisierung
der Rezeptoren erlaubt letztendlich eine Bindung an EREs, welche eine palin-
drome Sequenz enthalten. Sie befinden sich in der Promotorregion der Ziel-
gene. Die Gentranskription erfolgt dann durch die Bindung von Coaktivatoren
(CoA) [78,88]. Abbildung 3 stellt diesen klassischen Wirkmechanismus der Re-
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zeptoren nach der Östrogenbindung dar.
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Abbildung 3: Mechanismus der Östrogenwirkung auf die Östrogenrezeptoren,
modifiziert nach Lewis et al. [78]

Eine Studie von Trembley et al. zeigte, dass bei Mäusen ERβ an ERE weni-
ger stark bindet als ERα [70]. ERα und ERβ haben zudem entgegengesetzte
Wirkungen auf die Transkription, die durch indirekte Wirkmechanismen ver-
mittelt werden. Obwohl ERα der stärkere Transkriptionsaktivator der beiden
ER-Isoformen ist, führt bei physiologischen Konzentrationen von Östradiol die
Koexpression von ERβ zu einer Unterdrückung der Wirksamkeit hormonstimu-
lierter Reaktionen. ERβ moduliert die ERE-abhängige Transkriptionsaktivität
von ERα inhibitorisch. Dies könnte teilweise erklären, dass ERβ die stimu-
lierende Wirkung von ERα auf die Zellproliferation hemmen kann [86, 89,
90]. Somit kommt auch der relativen Expression der Östrogenrezeptoren ei-
ne Schlüsselrolle in der Antwort auf Agonisten bzw. Antagonisten und mit
höchster Wahrscheinlichkeit bei der Entstehung des Endometriumkarzinoms zu.

1.2.2.4 Expression und Funktion von ERβ im Endometrium
Im gesunden Endometrium werden sowohl ERα als auch ERβ exprimiert. Der
Großteil der Studien zeigte, dass dort die ERβ-Konzentration geringer ist als die
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ERα-Konzentration [91–99]. Matzusaki et al. wiesen nach, dass ERβ von allen
Zelltypen des Uterus während des gesamten Zyklus exprimiert wird, vor allem
aber in den Drüsenepithelzellen [93]. Die Konzentration beider Östrogenrezep-
toren variiert in den einzelnen Zyklusphasen. Während der proliferativen Phase
ist sie am höchsten und nimmt nach der Ovulation in der sekretorischen Phase
wieder ab. Verantwortlich für die Konzentrationsabnahme ist dabei Progeste-
ron [96, 100–102]. Das ERα/ERβ-Verhältnis (ERα/ERβ-Ratio) variiert in je-
der der einzelnen Zyklusphasen. Dies lässt vermuten, dass die Östrogenwirkung
durch eine Kooperation zwischen ERα und ERβ vermittelt und damit die spezi-
fische Östrogenantwort bestimmt wird [103]. Bei ERβ-Knockout-Mäusen zeig-
te sich im Uterus eine vermehrte Zellproliferation und verstärkte Reaktion auf
Östrogene. Vermutlich moduliert ERβ die ERα-Wirkung und hat im normalen,
gesunden Endometrium eine antiproliferative Funktion [104, 105]. Utsunomi-
ya et al. nehmen an, dass sowohl im zyklischen Endometrium als auch bei der
Pathogenese von proliferativen Erkrankungen die Östrogenwirkung primär via
ERα vermittelt wird [98]. Bei dem Vergleich von prämenopausalen zu postme-
nopausalem Endometrium fanden Jazaeri et al. eine signifikante Zunahme der
ERα/ERβ-mRNA-Ratio, begründet durch einen selektiven Verlust von ERβ
[106]. Ein Ungleichgewicht der Östrogenrezeptorexpression könnte im Endo-
metrium bei der östrogenabhängigen Tumorgenese und -progression eine ent-
scheidende Rolle spielen.

1.2.2.5 Expression und Funktion von ERβ im Endometriumkarzinom
Die Rolle von ERβ bei der Karzinogenese und Tumorprogression in verschie-
denen Geweben wurde bis heute vielfach untersucht. Bei der Pathogenese des
Mammakarzinoms zeigt sich ERβ als Tumorsuppressor und ein Expressions-
verlust des Rezeptors führt zur Tumorentstehung. ERβ fungiert im Brustgewebe
als ERα-Antagonist [107, 108]. Auch in einer Studie von Cheng et al. über das
Prostatakarzinom zeigte sich ERβ tumorsuppressiv mit antiproliferativen, an-
tiinvasiven und proapoptotischen Eigenschaften [109]. Treeck et. al. wiesen in
ihren Studien antitumorale Effekte von ERβ in ovariellen Tumorzellen nach. Es
zeigten sich sowohl eine verlangsamte Proliferation als auch gesteigerte Apop-
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toseraten [110]. Im Mamma-, Prostata- und Ovarialkarzinom nimmt ERβ also
die Rolle als Tumorsuppressor ein. Welche Rolle er bei der Entstehung des En-
dometriumkarzinoms bzw. im Endometriumkarzinom selbst spielt, ist bis heute
noch nicht vollständig geklärt.
Bei der Entstehung hormonabhängiger Erkrankungen im Endometrium, sowohl
benigner als auch maligner Art, spielen Östrogene und ihre Rezeptoren eine
wichtige Rolle (vgl. dazu 1.1.3 Risikofaktoren). Studien zum Expressionsmus-
ter der Östrogenrezeptoren in Hyperplasien und im Karzinom führten bisher
zu widersprüchlichen Ergebnissen. Fast alle Studien zeigten, dass die ERβ-
Konzentration geringer ist als die ERα-Konzentration, sowohl im proliferativen
Endometrium als auch in maligne entarteten Zellen [91–99]. Abweichend davon
fanden Zhang et al. eine nahezu gleiche Expression von ERα- und ERβ-mRNA
im Endometriumkarzinom [111]. Hu et al. untersuchten Expressionsunterschie-
de der ERs zwischen normalem, proliferativem Gewebe und Hyperplasien. Die
Konzentration von ERα nahm vom normalen proliferativen Gewebe über die
einfache zur komplexen Hyperplasie hin signifikant zu. Die Expression von
ERβ hingegen unterschied sich in den einzelnen Gruppen kaum [112]. Studien
zeigen, dass im endometrialen Adenokarzinom die ERs in geringerer Intensität
als im proliferativen Endometrium exprimiert werden [102]. Auch in der Studie
von Hu et al. zeigte sich, dass es sowohl in atypischen Hyperplasien als auch im
Adenokarzinom zu einer signifikanten Abnahme von ERα und ERβ kommt. In
nahezu allen endometrioiden Adenokarzinomen konnten sie ERα, sowohl mit
als auch ohne ERβ, nachweisen [112]. Smuc et al. und auch Chakravarty et al.
verglichen mittels qPCR die Expression von ERβ in gesundem Endometrium
und Endometriumkarzinom und fanden dabei eine geringere Konzentration im
malignen Gewebe [113,114]. Somit stützen sie die Annahme, dass ERβ als Tu-
morsuppressor im Endometrium agiert. Jazaeri et al. verglichen die Expression
beide Rezeptoren in prä- und postmenopausalem Endometriumgewebe sowie in
Endometriumkarzinomen. Es zeigte sich hierbei zwischen prä- und postmeno-
pausalem Gewebe eine selektive Abnahme der ERβ-Expression, sowie weiter
zwischen postmenopausalem Gewebe und Endometriumkarzinom eine Abnah-
me der ERα-Expression [106]. Tabelle 5 fasst die Ergebnisse der Studien über
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die Östrogenrezeptorexpression im Endometriumkarzinom zusammen.

Tabelle 5: Expression der Östrogenrezeptoren (ERα und ERβ) im Endome-
tirumkarzinom (verglichen mit normalem Endometrium)

Verglichen werden die Ergebnisse der einzelnen Arbeiten, welche die Expression der beiden Östrogenrezeptoren
ERα und ERβ in Endometriumkarzinom und normalem, gesunden Endometriumgewebe untersuchten (”⇓”= ver-
minderte Expression im Karzinomgewebe, ”⇔”= vergleichbare Expression in Karzinom und gesundem Gewebe),
k.A.= keine Angabe).

Autor(en) ERα ERβ

Hu et al., 2004 [112] ⇓ ⇓

Smuc et al., 2009 [113] k.A. ⇓

Chakravarty et al., 2007 [114] k.A. ⇓

Jazaeri et al., 2001 [106] ⇓ k.A.

Skrzypaczk et al., 2004 [115] k.A. ⇔

Häring et al. untersuchten die Expression der einzelnen ERβ-Transkriptionsva-
rianten in gesundem Endometrium und Endometriumkarzinom. Dabei zeigten
sich für ERβ1 und ERβ2 keine Unterschiede, wohingegen in Karzinomzellen
ERβd4 erniedrigt und ERβ5, ERβd1, ERβd2 und ERβd3 erhöht waren [116].
Skrzypaczk et al. fanden keinen Expressionsverlust von ERβ während der Tu-
morgenese. Sie fanden im Karzinom die ERβ2d5-Expression erniedrigt und
die ERβ5-Expression erhöht [115]. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die
Änderung der ERβ-Expression bzw. der ERβ-Isoformen relevante Schritte bei
der Entstehung des Endometriumkarzinoms sind. Auch Utsunomiya et al. wie-
sen ERβ im Endometriumkarzinom nach. Sie vermuteten aber, dass die proli-
ferative Wirkung der Östrogene im entarteten Gewebe hauptsächlich via ERα
vermittelt wird [98]. Auch jüngeren Studien von Zhang et al. fanden diesen
Zusammenhang. Sie zeigten, dass nach einem ERα-Knockdown der proliferati-
ve Effekt von E2 auf endometriale HEC-1-B-Adenokarzinomzellen aufgehoben
werden kann. Ein ERβ-Knockdown inhibierte die Proliferation der Zellen hin-
gegen nicht [117].
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1.2.2.6 Die ERβ/ERα-Ratio und deren Bedeutung im Endometriumkar-
zinom
Wichtiger Mittelpunkt vieler Studien war das Expressionsverhältnis von ERβ-
und ERα (ERβ/ERα-Ratio). Die Ergebnisse dieser Studien differieren stark
(vgl. Tabelle 6). Hu et al. zeigten, dass die ERβ/ERα-Ratio im Endometri-
umkarzinom, verglichen mit normalem Gewebe, signifikant verringert war
[112]. Zwei andere Studien kamen zu gegensätzlichen Ergebnissen. Mylonas
et al. wiesen immunhistochemisch eine erhöhte ERβ/ERα-Ratio im Vergleich
zu gesundem Endometrium nach [95]. Jazaeri et al. konnten beim Vergleich von
postmenopausalem Endometrium mit Grad 1 Adenokarzinomen eine reduzierte
ERα/ERβ-Ratio (d.h. erhöhte ERβ/ERα-Ratio) auf mRNA-Ebene beobachten.
Dies führten sie auf einen selektiven Verlust von ERα zurück [106]. Fujimo-
to et al. fanden eine unveränderte ERβ/ERα-mRNA-Ratio zwischen normalem
Endometrium und primärem Endometriumkarzinom [118].

Tabelle 6: Vergleich der ERβ/ERα-Ratio zwischen gesundem und maligne ent-
artetem Gewebe

Aufgeführt sind die Forschungsergebnisse bezüglich der ERβ/ERα-Ratio. Verglichen werden gesundes Endome-
trium und Endometriumkarzinom (”⇓”= verminderte Ratio im Endometriumkarzinom, ”⇔”= vergleichbare Ratio
in Karzinom und gesundem Gewebe, ”⇑”= erhöhte Ratio im Endometriumkarzinom).

Autor(en) ERβ/ERα-Ratio

Hu et al., 2004 [112] ⇓

Mylonas et al., 2005 [95] ⇑

Jazaeri et al., 2001 [106] ⇑

Fujimoto et al., 2002 [118] ⇔

Häring et al. zeigten, dass die ERβ/ERα-Ratio für ERβ1 und ERβ2 und teilwei-
se für ERβ5 in G3-Tumoren erhöht ist. Zurückzuführen sei das sowohl auf ei-
ne verminderte ERα-Expression sowie auf eine Zunahme der ERβ-Expression
[116]. Aber auch innerhalb von normalem endometrialen Gewebe zeigte die
ERβ/ERα-Ratio statistische Unterschiede [95, 96, 112].
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Weitere Arbeiten untersuchten den Zusammenhang zwischen der Rezeptor-Ra-
tio und der Prognose, was zu teilweise voneinander abweichenden Ergebnissen
führte. Saegusa et al. zeigten, dass in Tumorproben die ERα-Expression schritt-
weise von Grad 1 bis zu Grad 3 hin abnimmt und die ERβ-Expression nicht mit
dem Tumorgrad korreliert. Somit nimmt die ERα/ERβ-Ratio bei fortschreiten-
dem Tumor ab [99]. Jongen et al. fanden heraus, dass ein ERα/ERβ-Verhältnis
<1 eindeutig mit einem kürzeren krankheitsfreien Überleben verbunden ist. Zu-
dem zeigten sie einen Zusammenhang zwischen niedrigem Grading und der Ex-
pression von ERα und auch eine erhöhte ERβ-Expression bei fortgeschrittenem
Stadium [119]. Zhang et al. kamen zu einem ähnlichen Ergebnis. Sie zeigten,
dass eine ERβ/ERα-mRNA-Ratio <1, d.h. eine dominante ERα-Expression,
mit günstigen histopathologischen Parametern verbunden war. Eine Ratio >1,
d.h. eine dominante ERβ-Expression, korrelierte hingegen mit ungünstigen his-
topathologischen Parametern [111]. Dies konnten Mylonas et al. jedoch nicht
bestätigen [96]. Fujimoto et al. verglichen die Ratio von Lymphknotenmeta-
stasen und Primärherd, wobei in den Metastasen die ERβ/ERα-mRNA-Ratio
signifikant erhöht und mit einer schlechteren Prognose assoziiert war. Ursa-
che für die veränderte Ratio sei eine Downregulation von ERα während des
Metastasierungsprozesses. Zugleich ist aber der Wildtyp ERβ nicht in diesem
Maße downreguliert und einige ERβ-Varianten werden mit dem Fortschrei-
ten der Metastasierung vermehrt synthetisiert [118]. Im Gegensatz dazu fanden
Hu et al. in ihrer Studie keine Korrelation zwischen Expression der ERs und
dem Lymphknotenbefall bei Adenokarzinomen [112]. Die Aussagen bezüglich
der myometrialen Infiltration des Endometriumkarzinoms differieren. So wur-
de berichtet, dass ERβ eine wichtige Rolle bei dem Fortschreiten der Infil-
tration spielt [96, 98, 120], was jedoch in der Studie von Jongen et al. nicht
bestätigt werden konnte [119]. In Tabelle 7 ist der Zusammenhang zwischen der
ERα/ERβ-Ratio und der Prognose des Endometriumkarzinoms bzw. der Kor-
relation mit schlechten Prognosefaktoren zusammengefasst. Zusammenfassend
kovariierte im Großteil der Studien eine erhöhte ERβ-Konzentration (vergli-
chen mit der ERα-Konzentration) mit negativen prognostischen Faktoren.
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Tabelle 7: Zusammenhang zwischen der Östrogenrezeptor-Ratio und der Pro-
gnose des Endometriumkarzinoms

Aufgeführt sind die Forschungsergebnisse der Arbeiten, welche die Rezeptorratio ERβ/ERα bzw. ERα/ERβ-Ratio
und dessen Bezug zur Prognose des Tumors untersuchten. Bei der Interpretation der Ergebnisse wurden die Ratios
in eine einheitliche Form gebracht.

Autor(en) Ergebnis Interpretation
Saegusa et al., Abnahme der ERα/ERβ-Ratio ERβ>ERα

2000 [99] mit fortschreitendem Tumor in fortschreitendem

Tumorstadium

Jongen et al., ERα/ERβ-Ratio < 1: ERβ>ERα:

2009 [119] kürzeres krankheitsfreies kürzeres krankheitsfreies

Überleben Überleben

Zhang et al., ERβ/ERα-mRNA-Ratio < 1: ERβ>ERα:

2004 [111] günstige Histologie ungünstige Histologie

ERβ/ERα-mRNA-Ratio > 1:

ungünstige Histologie

Fujimoto et al., ERβ/ERα-mRNA-Ratio in ERβ>ERα in Metastasen,

2002 [118] Metastasen erhöht, Assoziation schlechte Prognose

mit schlechter Prognose

Hu et al., Keine Korrelation zw. Ratio

2005 [112] und Lymphknotenbefall
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Hinsichtlich der Nachweisbarkeit beider Östrogenrezeptoren in benignem, hy-
perplastischem und malignem Endometrium kamen nahezu alle oben genann-
ten Studien zu den gleichen Ergebnissen. Die Untersuchungen zu Expressions-
unterschieden zwischen gesundem und maligne entartetem Gewebe sowie des
Verhältnisses der beiden Östrogenrezeptoren zueinander (Ratio) zeigen unter-
schiedliche Ergebnisse. Letztendlich scheinen sowohl ERα als auch ERβ im
Endometrium eine entscheidende Rolle bei der Karzinogenese zu spielen. Bis
heute bestehen Defizite im Kenntnisstand zur Expression und auch zur Funkti-
on von ERβ bei präneoplastischen und malignen Erkrankungen des Endometri-
ums. Die Bedeutung der relativen Expression der ER-Subtypen bei Endometri-
umkarzinomen muss daher noch weitergehend geklärt werden.

1.3 Genexpressionsalterationen im Endometriumkarzinom

Studien zeigten, dass bei der Endometriumkarzinogenese sowohl die Aktivie-
rung von Onkogenen als auch die Inaktivierung von Tumorsuppressoren wich-
tige Schritte sind. Verlust und Mutation im Tumorsuppressor PTEN konnte bei
80% der endometrioiden Tumore beobachtet werden, wohingegen eine Über-
expression des Onkogens HER2-Rezeptor-Tyrosinkinase bei etwa 60% auftritt
[121]. Häring et al. wiesen eine Assoziation zwischen ERβ-Expression und der
Expression von HER2 und MYBL2 nach. Außerdem führte ein ERβ-Knock-
down mittels RNA-Interferenz zur signifikanten Abnahme von MYBL2 in den
Endometriumkarzinomzellen [122]. Eine weitere molekulare Veränderung des
Endometriumkarzinoms ist die Überexpression von wachstumsfördernden Ge-
nen wie Cyclinen, die mit einem undifferenzierten Phänotyp und einer ungüns-
tigen Prognose assoziiert ist [123]. Auch Häring et al. konnten in Endometri-
umkarzinomzellen (HEC-1-A) eine erhöhte Expression von Cyclin B1, Cyclin
D1 und Cyclin A2 feststellen, wohingegen sich der Tumorsuppressor PTEN
vermindert exprimiert zeigte [122]. Aus der Korrelation mit der Expression
von Onkogenen sowie den Ergebnissen des Knockdowns lässt sich eine tu-
morfördernde Rolle des Östrogenrezeptors im Endometrium vermuten.
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1.4 Verwendete Krebszelllinien

1.4.1 Die Endometriumkarzinomzelllinie HEC-1-A

Die Zellen der Linie HEC-1-A (ATCC® HTB-112™) wurden 1968 von Kura-
moto et al. aus dem Adenokarzinom (Stadium IA) des Uterus einer 71-jährigen
Patientin isoliert [124, 125]. Tabelle 8 zeigt den Rezeptorstatus der HEC-1-A-
Zellen.

1.4.2 Die Endometriumkarzinomzelllinie RL95-2

RL95-2 (ATCC® CRL-1671™) wurde aus einem mäßig differenzierten ade-
nosquamösen Karzinom (Grad 2) des Endometriums einer 65-jährigen kaukasi-
schen Frau isoliert [126]. Tabelle 8 zeigt den Rezeptorstatus der RL95-2-Zellen.

Tabelle 8: Rezeptorstatus der verwendeten Zelllinien

HEC-1-A RL95-2

ERα negativ positiv

ERβ positiv positiv

1.5 Verwendete ERβ-Modulatoren und deren spezifische Ei-
genschaften

1.5.1 PHTPP

PHTPP (siehe Abbildung 4) ist ein selektiver ERβ-Antagonist, der für ERβ
gegenüber ERα eine 36-fache Selektivität besitzt. PHTPP zeigte in einem Co-
Transfectionassay auf endometriale Adenokarzinomzellen (HEC-1) einen voll-
ständigen Antagonismus gegenüber ERβ und nur minimale Effekte auf ERα.
Die Wirkung auf ERα sei daher vernachlässigbar [127, 128].
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Abbildung 4: Molekulare Struktur von PHTPP

1.5.2 (R,R)-THC

Von Tetrahydrochryense (THC) existieren zwei verschiedene Enantiomere und
es zeigte sich, dass die Eigenschaften der (S,S)- und (R,R)- Enantiomere bezüg-
lich der Wirkung auf ERs differieren. In dieser Arbeit wurde das (R,R)-Enantio-
mer verwendet (siehe Abbildung 5).
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Et

Et

Abbildung 5: Molekulare Struktur von (R,R)-THC

Sun et al. untersuchten u.a. die Bindungseigenschaften von THC sowohl auf
Östrogenrezeptor α als auch auf Östrogenrezeptor β. Das (R,R)-Enantiomer,
d.h. (R,R)-THC, wirkt vor allem auf ERβ als Antagonist. Die Affinität zu ERβ
ist 3-fach höher als die zu ERα [129]. Das (S,S)-Enantiomer hingegen wirkt
als Agonist auf beide Rezeptorsubtypen. Liegt THC in einem Racemat vor,
überwiegt die antagonistische Wirkung auf ERβ. Ursächlich dafür ist die 20-
fach höhere Affinität von (R,R)-THC zu ERβ, wodurch die agonistische Akti-
vität von (S,S)-THC letztendlich dominiert wird [129, 130].
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1.5.3 Liquiritigenin

Liquiritigenin (siehe Abbildung 6) ist ein selektiver ERβ-Antagonist und
stammt aus der Wurzel des Chinesischen Süßholzes (Glycyrrhiza uralensis)
[131]. Es zeigt eine 20-fach erhöhte Bindungsaffinität zu ERβ gegenüber ERα.
Zudem aktiviert es keine anderen nukleären Rezeptoren einschließlich der An-
drogen- und Progesteronrezeptoren. Mersereau et al. begründen die ERβ-Selek-
tivität darin, dass Liquiritigenin ausschließlich verschiedene Koaktivatoren von
ERβ, nicht aber von ERα rekrutiert [132].

HO
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O

Abbildung 6: Molekulare Struktur von Liquiritigenin

1.5.4 ERB041

ERB041 (siehe Abbildung 7) zeigte in der Studie von Harris et al. eine mehr als
200-fache Selektivität für ERβ [133]. Malamas et al. konnten eine mehr als 900-
fache Selektivität nachweisen [82]. Demnach ist auch ERB041 ein selektiver
ERβ-Agonist.
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Abbildung 7: Molekulare Struktur von ERB041
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1.5.5 WAY200070

WAY200070 ist ebenfalls ein ERβ-selektiver Agonist und besitzt eine 68-fach
stärkere Selektivität für ERβ im Vergleich zu ERα [82,134]. Abbildung 8 zeigt
die molekulare Struktur von WAY200070.
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Abbildung 8: Molekulare Struktur von WAY200070

1.5.6 Tamoxifen

1.5.6.1 Möglichkeiten der endokrinen Therapie mit Tamoxifen
Selektive Östrogenrezeptormodulatoren, zu welchen Tamoxifen gezählt wird,
sind nicht-steroidale Arzneistoffe, welche je nach Gewebe und deren Wirkspek-
trum östrogene/agonistische oder antiöstrogene/antagonistische Wirkungen zei-
gen können [135]. Tamoxifen war der erste klinisch erhältliche SERM und ist
weltweit das am meisten verschriebene antineoplastische Medikament. Tamo-
xifen (ICI 46474) wurde 1966 von Harper et Walpole entwickelt [136] und 1978
von der FDA (United States Food and Drug Administration) zugelassen [137].
M.P. Cole und seine Kollegen vom Christie Hospital waren 1971 die Ersten,
die eine günstige Wirkung von Tamoxifen bei Brustkrebs beschrieben [138].
Dort wirkt Tamoxifen durch eine kompetitive Blockade von ERα als Östrogen-
Antagonist, was zur Wachstumshemmung und Apoptoseinduktion von Östro-
genrezeptor-positiven Tumorzellen führt [139–142]. Es ist vom Bundesinsti-
tut für Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) nach Primärbehandlung ei-
nes Mammakarzinoms zur adjuvanten Therapie und auch bei metastasiertem
Mammakarzinom zugelassen [143]. Abbildung 9 zeigt die molekulare Struktur
von Tamoxifen.
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Abbildung 9: Molekulare Struktur von 4-OH-Tamoxifen

Tamoxifen hat die Eigenschaft, abhängig vom Wirkort, agonistisch oder ant-
agonistisch an ERα und ERβ zu wirken [144]. Bei postmenopausalen Frauen
hat Tamoxifen positive Effekte auf Herz-Kreislauf-System und Knochen [145].
Die Wirkungen auf Knochen bzw. Knochendichte ist aber abhängig vom Al-
ter der Frau. Prämenopausal sind die Wirkungen negativ. Eine Einnahme von
Tamoxifen erhöht zudem das Risiko einer tiefen Beinvenenthrombose (TBVT)
[21, 145].

1.5.6.2 Tamoxifen und Endometriumkarzinom
Auf Zellen des Brustgewebes zeigt Tamoxifen antiöstrogene Wirkungen, wo-
hingegen in anderen Geweben, u.a. dem weiblichen Genitaltrakt, agonistische
Effekte beschrieben werden [39,146]. Im Uterus führt dies zur Zellproliferation
und auf längere Sicht zu einem Anstieg der Inzidenz der Endometriumkarzino-
me um das 2- bis 5-fache [147–149]. Bereits 1985 berichteten Killackey et al.
über das Auftreten von endometrialen Adenokarzinomen bei Brustkrebspatien-
tinnen nach Einnahme von Tamoxifen [150]. In den darauf folgenden Jahren
wurde in verschiedenen randomisierten Studien ein Zusammenhang zwischen
einer Tamoxifentherapie und dem Auftreten von Endometriumkarzinomen be-
schrieben. Die Beobachtung wurde 1998 von dem National Surgical Adjuvant
Breast and Bowel Project (NSABP) in einer groß angelegten Studie zur Brust-
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krebsprävention (BCPT, Breast Cancer Prevention Trial) bestätigt. Es wurde
berichtet, dass die erhöhte Rate von Endometriumkarzinomen vorwiegend bei
Frauen im Alter von 50 oder älter auftrat. Bei Frauen unter 50 Jahren war das
Risiko eines Endometriumkarzinoms nicht signifikant erhöht [149].
Weitere Studien zeigten ebenfalls ein deutlich erhöhtes Risiko zur Entstehung
eines Zweitkarzinoms im Endometrium [28, 151–153]. 1996 klassifizierte die
International Agency for Research on Cancer (IARC) Tamoxifen als Karzino-
gen für das Endometrium [154]. Dabei steigt das Erkrankungsrisiko sowohl mit
der Dauer der Tamoxifentherapie als auch mit der verabreichten Dosis des Me-
dikaments an [28, 29]. Laut Robert Koch-Institut (RKI) führe die Behandlung
mit Tamoxifen zu einer Endometriumhyperplasie, wodurch wiederum das En-
dometriumkarzinomrisiko erhöht wird [4]. Mignotte et al. verglichen die Pro-
gnose und den Krankheitsprogress von Patientinnen mit und ohne Tamoxi-
fentherapie. Hierbei stellte sich heraus, dass Patientinnen nach Tamoxifenbe-
handlung eine schlechtere Prognose bezüglich eines aufgetretenen Endometri-
umkarzinoms haben [28]. Etwa 25% der Endometriumkarzinome, welche durch
eine Tamoxifentherapie bedingt sind, sind serös-papillär oder klarzellig (Typ
II-Karzinome) [155]. Eine Analyse über Wirkungen und Nebenwirkungen der
Therapie mit Tamoxifen ergab, dass sich das Endometriumkarzinomrisiko nach
einer ein- bis zweijährigen Einnahme verdoppelt und nach einer fünfjährigen
Therapie sogar vervierfacht [156].

1.5.6.3 Wirkung von Tamoxifen auf die ERs
Bisher wurden verschiedene Studien über die genaue Wirkweise von Tamoxifen
an den beiden Östrogenrezeptoren mit teilweise unterschiedlichen Ergebnissen
durchgeführt. In ihrer Studie wiesen Hall et al. nach, dass Tamoxifen bei allei-
niger Expression von ERα eine agonistische Aktivität besitzt, hingegen zeigte
sich diese bei alleiniger Expression von ERβ nicht. Bei der Expression beider
Rezeptorisoformen konnte ERβ die Fähigkeit von Tamoxifen, die Transkripti-
on ERα-vermittelt zu aktivieren, vollständig aufheben [86]. Zhang et al. hinge-
gen zeigten, dass in HEC-1-B-Endometriumkarzinomzellen sowohl nach dem
Knockdown von ERβ als auch von ERα die proliferative Wirkung von Tamo-
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xifen beeinträchtigt ist und somit beide ERs an der proliferativen Wirkung von
Tamoxifen beteiligt sind [117]. Hall et al. vermuten, dass die gewebeselektive
Aktivität der SERMs von ihrer Fähigkeit abhängt AF-1 und AF-2 differenti-
ell zu regulieren. So hemmt Tamoxifen die AF-2-Aktivität der ERs und wirkt
folglich als Antagonist dort, wo die AF-2-Aktivität des ERs überwiegt. In dem
Milieu, in welchem AF-1 der dominante Aktivator ist, wirkt Tamoxifen als par-
tieller Agonist [86]. Dieser Unterschied trägt wahrscheinlich zu liganden- und
gewebespezifischen Antworten auf Östrogen und SERMs bei [39]. ERβ besitzt
nahezu keine AF1-Aktivität, die AF-2-Aktivität der beiden Rezeptorisoformen
ist nahezu gleich [87]. Folglich liegt die Vermutung nahe, dass Tamoxifen bei
ERβ die AF-2-Aktivität hemmt und somit als Antagonist auf ERβ wirkt.
Die Studie von Wu et al. mit Genom-Microarrays zur Analyse des menschlichen
Transkriptoms zeigte, dass Tamoxifen in Epithelzellen von Endometriumkarzi-
nomzellen die Gentranskription reguliert [157]. Unter anderem wurde ein Paar-
Box-Gen (PAX2) identifiziert, welches an der Zellproliferation sowie an der
Karzinogenese im Endometrium beteiligt ist. PAX2 wird durch Östrogene und
Tamoxifen in Endometriumkarzinomen, aber nicht in normalem Endometrium
aktiviert [157]. Auch wird nach Bindung von Tamoxifen an die ERs die Tran-
skription anderer Gene aktiviert als nach Bindung von Östrogenen. Somit liegt
die Vermutung nahe, dass die durch Tamoxifen veränderte Genexpression die
Karzinogenese im Endometrium bewirkt [39]. Lewis et al. begründen die diffe-
rentielle Wirkung von SERMs in den verschiedenen Geweben durch folgende
Mechanismen [78]: unterschiedliche ER-Konformation nach Ligandenbindung,
voneinander abweichende Expression sowie Bindung kernregulatorischer Pro-
teine an die ERs und divergente Genaktivierung über einen ERE-unabhängigen
Weg.
Die Ergebnisse der Arbeiten lassen darauf schließen, dass ERα und ERβ eine
unterschiedliche und gewebespezifische Funktionsweise besitzen. So scheint es
eine Abhängigkeit der Antwort auf die SERMs von dem jeweiligen ER zu ge-
ben.
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1.6 Zielsetzung

Trotz vieler bisher im Bereich der gynäkologischen Onkologie erfolgten For-
schungen ist die Rolle des Östrogenrezeptors β im endometrialen Adenokar-
zinom bis heute noch nicht vollständig geklärt. Viele Arbeiten beschäftigten
sich bereits damit, die Rolle von Östrogenrezeptor β in Bezug auf Karzinoge-
nese und Tumorprogress eingehend zu beleuchten. Sie versuchten neben dem
genaueren Verständnis der Karzinomentstehung auch neue Therapieansätze zu
entwickeln. In den bisherigen Studien über das Mammakarzinom gelang es ver-
schiedenen Forschungsgruppen die Rolle der Östrogenrezeptoren aufzuklären.
Aufgrund der Forschungsergebnisse gelang es, den Rezeptor als Target für ei-
ne endokrine adjuvante Therapie mit Tamoxifen in der Onkologie zu nutzen.
Neben vielen nützlichen Effekten wird Tamoxifen u.a. zugeschrieben, dass es
die Entwicklung von Endometriumkarzinomen fördert. Folgende Fragestellung
sollen daher in der vorliegenden Arbeit untersucht werden:

1 Welchen Einfluss haben selektive ERβ-Antagonisten und auch ERβ-Ago-
nisten auf das Wachstum von Endometriumkarzinomzellen?

2 Kann die proliferative Wirkung von Tamoxifen auf die Karzinomzellen
durch selektive ERβ-Modulatoren beeinflusst werden?

3 Wie verändert sich das Proliferationsverhalten der Endometriumkarzi-
nomzellen nach einem ERβ-Knockdown?

4 Gibt es Veränderungen der Genexpression nach einem ERβ-Knockdown?

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es genauere Kenntnisse über die Rolle des
Östrogenrezeptors β in endometrialen Adenokarzinomzellen zu erlangen. Letzt-
endlich soll auch geklärt werden, welche Rolle der Rezeptor im Bezug auf das
Wachstum der Endometriumkarzinomzellen einnimmt und ob die proliferativen
Eigenschaften von Tamoxifen über diesen Rezeptor vermittelt werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien und Reagenzien

2.1.1 Allgemeine Materialien

Aspirations-Pipette, 2ml SARSTEDT (Nümbrecht, Deutsch-
land)

Combitips advanced®, 1ml (steril) Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Combitips advanced®, 5ml (steril) Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Combitips advanced®, 1ml (unsteril) Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Flächendesinfektion Propanol 70% B. Braun AG (Melsungen, Deutsch-
land)

Filterspitzen Biosphere®, SARSTEDT (Nümbrecht, Deutsch-
10µl, 20µl, 100µl, 200µl, 1000µl land)

Gewebekulturflasche Cellstar®, Greiner Bio-One (Kremsmünster,
250ml/75cm2, 550ml/175cm2 Österreich)

Haemacytometer-Deckgläser 24*24 Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

LightCycler® Kapillaren, 20µl Roche Diagnostics (Rotkreuz,
Schweiz)

Multipette® pro Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

PCR SingleCap 8er-SoftStrips, Biozym® Scientific (Hessisch Olden-
0,2ml, farblos dorf, Deutschland)
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Reaktionsgefäße mit Druckver- Biozym® Scientific (Hessisch Olden-
schluss, 1,6ml dorf, Deutschland)

Reference® Adjustable Volume Eppendorf (Hamburg, Deutschland)
Pipette,
0,5-20µl, 10-100µl, 100-1000µl

Schraubverschlussröhrchen Cellstar®, Greiner Bio-One (Kremsmünster,
15ml, 50ml Österreich)

Serologische Pipetten steril, Greiner Bio-One (Kremsmünster,
5ml, 10ml, 25ml Österreich)

Zählkammer Neubauer improved Carl Roth® (Karlsruhe, Deutschland)

Zellkultur Multiwell Platten Cellstar® Greiner Bio-One (Kremsmünster,
6-Well, steril mit Abdeckplatte Österreich)
96-Well, steril mit Abdeckplatte

2.1.2 Geräte

Brutschrank Heracell® 150 Heraeus (Hanau, Deutschland)
CO2-Inkubator

LightCycler® 2.0 PCR Device Roche Diagnostics (Rotkreuz,
Schweiz)

Mikroskop Axiovert 40C Carl Zeiss AG (Oberkochen, Deutsch-
land)

Präzisionsküvette aus Quarzglas Hellma (Müllheim, Deutschland)
Suprasil
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Schüttelgerät Biometra (Göttingen, Deutschland)

Schüttler MS2 Minishaker IKA (Staufen, Deutschland)

Sterile Werkbank HERAsafe™ Thermo Scientific (Waltham, MA,
Type KS12 USA)

Thermocycler T-Gradient 96 Biometra (Göttingen, Deutschland)

ThermoMixer® compact Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Ultratiefkühlschrank HERAfreeze™ Thermo Scientific™ (Waltham, MA,
USA)

UV Photometer GeneRay Biometra (Göttingen, Deutschland)

Victor 3™ Multilabel Counter PerkinElmer® (Waltham, MA,
USA)

Zentrifuge Biofuge™ pico™ Heraeus (Hanau, Deutschland)

Zentrifuge Multifuge™ 1S-R Heraeus (Hanau, Deutschland)

2.1.3 Versuchsspezifische Materialien

2.1.3.1 Zellkultur

Zelllinien

HEC-1-A ATCC® (Manassas, VA, USA)
(Endometrium; HTB-112™)
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RL95-2 ATCC® (Manassas, VA, USA)
(Endometrium; CRL-1671™)

Kulturmedien

Fetales Kälberserum (=FBS) Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA)

Dulbeccos modifiziertes Eagle Me- Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA)
dium; Nutrient Mixture F-12 HAM
Mit L-Glutamin und 15mM HEPES
ohne Phenolrot und Natriumbikarbo-
nat D2906 (=DMEM/Hams F12)

Serum Replacement 2 (50x) (=SR2) Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA)

Reagenzien der Zellernte

Accutase® PAA (Pasching, Österreich)

Dulbecco’s Sulfate Buffered Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA)
Saline D8537 (=PBS)

Zellviabilitätsassay

CellTiter-Blue® Cell Viability Assay Promega (Madison, WI, USA)
(= CTB®-Assay)

Lösungsmittel

Ethanol (=EtOH; Vergällt, ROTH (Karlsruhe, Deutschland)
mind. 99,8%, mit ca. 1% MEK)

Ethanol Dimethylsulfoxid 99,9% Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA)
(=DMSO)
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Stimulanzien

4-OH-Tamoxifen Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA)

E2 Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA)

ERB041 Tocris Bioscience (Bristol, UK)

Liquiritigenin Tocris Bioscience (Bristol, UK)

PHTPP Tocris Bioscience (Bristol, UK)

(R,R)-THC Tocris Bioscience (Bristol, UK)

WAY200070 Tocris Bioscience (Bristol, UK)

Die spezifischen Eigenschaften der Stimulanzien wurden unter 1.5 Verwendete
ERβ-Modulatoren und deren spezifische Eigenschaften beschrieben. In Tabel-
le 9 sind die genauen chemischen Bezeichnungen, Summenformeln und Lö-
sungsmittel (LM) der SERMs zusammengefasst.

2.1.3.2 Molekulargenetische Untersuchungen

Transfektion

Opti-MEM™ I Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific
Reduced Serum Medium (Gibco™) (Waltham, MA, USA)

TransFectin™ Lipid Reagent BioRad Laboratories (Hercules, CA,
USA)

Silencer® Negative Control Ambion®, Thermo Fisher Scientific
#1 siRNA (AM4611) (Waltham, MA, USA)
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Silencer® Select GAPDH Positive Ambion®, Thermo Fisher Scientific
Control siRNA (#4390850) (Waltham, MA, USA)

Silencer® Pre-designed siRNA Ambion®, Thermo Fisher Scientific
#145911 (Waltham, MA, USA)
#202031
#4148

Tabelle 9: In der Arbeit verwendete Stimulanzien

SERM Chemischer Name Summenformel LM
ERB041 7-Ethenyl-2-(3-fluoro-4- C15H10FNO3 DMSO

hydroxyphenyl)-5-benz-

oxazolol

Liquiritigenin (S)-2,3-Dihydro-7-hydroxy-2- C15H12O4 DMSO

(4-hydroxyphenyl)-4H-1-ben-

zopyran-4-one

PHTPP 4-[2-Phenyl-5,7-bis(trifluoro- C20H11F6N3O EtOH

methyl)pyrazolo[1,5-a]pyrimi-

din-3-yl]phenol

(R,R)-THC (R,R)-5,11-Diethyl-5,6,11,12- C22H24O2 EtOH

tetrahydro-2,8-chrysenediol

4-OH-Tamoxifen trans-4-[1-(4-[2-(Dimethyl- C26H29NO2 DMSO

amino)ethoxy]phenyl)-2-

phenyl-1-butenyl]phenol

WAY200070 7-Bromo-2-(4-hydroxyphenyl)- C13H8BrNO3 DMSO

1,3-benzoxazol-5-ol
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RNA-Isolierung und cDNA-Synthese

AffinityScript Multiple Temperature Agilent Technologies (Santa Clara,
cDNA Synthesis Kit CA, USA)

NucleoSpin® RNA/Protein Macherey-Nagel (Düren, Deutschland)

RT-PCR

Primer:

Name Sequenz (5′ 7→ 3′ ) Annealing-T.

ERbeta 1-A GGCATGCGAGTAACAAGGGC 64°C

ERbeta 1-B GGGAGCCCTCTTTGCTTTT 64°C

ERBex8-2 TTCTGCCCTCGCATGC 62°C

ERBex2 GTTTGGGTGATTGCCAAGAG 62°C

panERb* AGATTCCCGGCTTTGTGGAGC 62°C
ex 5-6 fw

panERb* CGCCACATCAGCCCCATCAT 62°C
ex 5-6 rev

β-Act1 CTTCCTTCCTGGGCATGGAGT 62°C

β-Act2 CAGGAGGAGCAATGATCTTGA 62°C
TCTTC

* panERβ ist eine Variante, welche als genereller ERβ-Marker verwendet werden kann und einen Überblick für

die gesamte ERβ-Expressionsstärke gibt.
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LightCycler® FastStart DNA Master Roche Diagnostics (Rotkreuz,
SYBR Green I Schweiz)

RNase-freies Wasser QIAGEN (Hilden, Deutschland)

Microarray

GeneChip® Human Gene 2.0 Affymetrix (Santa Clara, CA, USA)
ST Array

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Standardbedingungen
Die Zellen wurden in mit 10% fetalem Rinderserum (FBS) angereichertem
Standardmedium DMEM/HamsF12 im Inkubator bei 5% CO2, 37°C und gesät-
tigter Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Durchführung der Experimente erfolgte
unter sterilen Bedingungen. Die Kulturmedien wurden bei 8°C aufbewahrt und
vor Gebrauch mindestens auf Raumtemperatur erwärmt.

2.2.1.2 Auftauen der Zellen
Die Kryokonservierung der Zellen erfolgte bei -80°C. Zum Auftauen wurden
die Zellen im Wasserbad erwärmt, das Pellet der Zellen mit PBS gewaschen und
im Zellmedium resuspendiert. Anschließend erfolgte die Aussaat der Zellen in
DMEM/Hams-F12 + 10% FBS-Medium und die Kultivierung im Inkubator.

2.2.1.3 Mediumwechsel
Für optimale Wachstumsbedingungen erneuerte man das Kulturmedium in zwei-
bis dreitägigen Intervallen. Dazu wurde das aktuelle Medium mittels Vakuum-
pumpe unter Vorsicht abgesaugt und der Zellrasen mit PBS gewaschen. An-
schließend erfolgte die Zugabe von neuem Kulturmedium (10% FBS-Medi-
um).
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2.2.1.4 Zellernte
Um die Zellen für die Versuchsreihen nutzen zu können, löste man sie in ver-
schiedenen Einzelschritten unter streng sterilen Bedingungen vom Untergrund.
Hierfür wurde nach Absaugen des Mediums der Zellrasen mit PBS (ca. 5-10ml)
gewaschen. Anschließend erfolgte die Inkubation mit 0,5ml Accutase® im Brut-
schrank. Die Accutase® wurde zuvor bei -20°C gelagert. Die Dauer der In-
kubation variierte hierbei je nach Zelllinie. Das Enzym Accutase® dient zur
Ablösung der am Boden der Kulturflaschen adhärenten Zellen, ohne dabei Zell-
matrixproteine zu schädigen. Nach erfolgter Lösung wurden die fluiden Zellen
unter Zugabe von ca. 5ml Medium von der Kulturflasche in einen 50ml-Falcon
überführt und für 5 Minuten bei 770 Umdrehungen/Minute und Raumtempe-
ratur (23°C) zentrifugiert. Hierbei trennten sich flüssige und zelluläre Anteile
voneinander. Der flüssige Überstand wurde abgesaugt und die sich im Pellet
am Boden befindlichen korpuskulären Bestandteile mit frischem Medium durch
Auf- und Abpipettieren und unter Zuhilfenahme des Minishakers wieder resus-
pendiert.

2.2.1.5 Zellaussaat
Für vergleichbare Ergebnisse der beiden Zellreihen erfolgte die Aussaat der Zel-
len in einer vorher definierten Menge (siehe Tabelle 10).

Tabelle 10: Verwendete Zellzahlen pro Well in den verschiedenen Nährmedien

Medium Zelllinie Zellzahl/Well

DMEM/Hams F12 + 10% FBS HEC-1-A 600

DMEM/Hams F12 + 10% FBS RL95-2 1200

1fach SR2 +/-E2% FBS HEC-1-A 1200

1fach SR2 +/-E2 + 1% FBS RL95-2 1800
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Hierfür wurde die Zellzahl der gewonnenen Zellsuspension, wie unter 2.2.1.4
beschrieben, mit Hilfe einer Neubauer Zählkammer und folgender Formel be-
stimmt:

(
Zellzahl

4
) * 104 * Volumen der Zellsuspension [in ml]

Anschließend wurde die benötigte Menge an Zellsuspension pro definierter
Menge an Kulturmedium berechnet, so dass letztendlich die Zellsuspensionen
mit der vorher definierten Zellkonzentration hergestellt werden konnten. Vor
Aussaat der Zellen wurden die randständigen Wells mit je 100µl PBS befüllt,
um einer Verdunstung des Reaktionsvolumens entgegen zu wirken. Für die Sti-
mulationsversuche wurde die pro Well gewünschte Zellzahl in 70µl Kultur-
medium in 96-Well-Platten ausgesät. Nach der Aussaat erfolgte eine fünf- bis
sechsstündige Inkubation der Zellen im Brutschrank.

2.2.1.6 Umstellung auf serumfreies Medium
Ein Teil der Versuche wurde unter serumfreien Bedingungen durchgeführt. Da-
zu erfolgte die Anpassung, d.h. das Runterhungern der Zellen, schrittweise an
das serumfreie Medium (1-fach SR2-Medium = DMEM/HamsF12 + Serum Re-
placement). Am Tag vor dem eigentlichen Versuchsbeginn wurden die Zellen,
wie in 2.2.1.4 Zellernte beschrieben, gewonnen und in 6-Well-Platten mit je 1ml
Zellsuspension und 1ml DMEM/HamsF12 (5% FBS-Medium) ausgesät. Nach
fünf Stunden erfolgte eine erneute Umstellung auf 0,5-fach SR2-Medium + 1%
FBS. Durch eine weitere Inkubation bis zum Folgetag waren die Zellen an die
veränderten Bedingungen adaptiert und konnten aufbereitet, ausgezählt und in
96-Well-Platten ausgesät werden. Dabei wurde als Grundmedium für alle wei-
teren Versuche das 1-fach SR2-Medium verwendet.

2.2.1.7 Stimulation der Zellen
Zunächst wurde die Stocklösung des jeweiligen Stimulans bedarfsweise ver-
dünnt und anschließend die Stimulationslösung aus der gewünschten Verdünn-
ung und dem jeweiligen Kulturmedium hergestellt. Berücksichtigt wurde hier
die 1:3-Verdünnung durch Zugabe von 30µl Stimulationslösung zu 70µl Zell-
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suspension, was letztendlich ein Reaktionsvolumen von 100µl je Well ergibt. Im
Anschluss erfolgte die Stimulation der Zellen mit 30µl der Stimulationslösung
und die Inkubation der Zellkulturplatten im Brutschrank.

2.2.1.8 Messung der Zellzahl
Die Anzahl der vitalen Zellen wurde indirekt über deren metabolische Aktivität
mit dem CellTiterBlue®-Assay (CTB®-Assay) von Promega bestimmt. Hierbei
reduzieren vitale, stoffwechselaktive Zellen Resazurin zu Resorufin, was eine
Fluoreszenzänderung zur Folge hat. Abbildung 10 zeigt die Reduktionsreak-
tion von Resazurin zu Resurofin in den viablen, d.h. lebenden, Zellen. Resa-
zurin ist dunkelblau, hat nur eine geringe Eigenfluoreszenz und ein Absorpti-
onsmaximum bei 605nm, wohingegen Resorufin pink ist und stark fluoresziert
(579Ex/590Em). Sein Absorptionsmaximum liegt bei 573nm [158].
Pro Well wurden je 10µl des Reagenzes gegeben und die Platten anschließend
für eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Danach erfolgte im Multilabel Coun-
ter Victor3™ die Fluoreszenzmessung bei 579Ex/590Em. Das Fluoreszenzsi-
gnal ist dabei proportional zu der Anzahl der lebensfähigen Zellen und somit
ergibt sich eine lineare Beziehung zwischen Zellzahl und Fluoreszenz.

Viable Zelle 

Reduktionsreaktion

Resazurin Resorufin

N

O O⁻O

O

Na⁺

N

O O⁻ONa⁺

Abbildung 10: Umwandlung von Resazurin zu Resorufin durch metabolisch
aktive Zellen, modifiziert nach [158]
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2.2.1.9 Auswertung der Ergebnisse
Die im Multilabel Counter generierten Werte wurden in Microsoft® Excel 2013
ausgewertet und unter Zuhilfenahme des studentischen T-Tests auf Signifikanz
geprüft. Hierbei wurden Mittelwerte aus mindestens drei Wiederholungen ver-
wendet. Als Signifikanzniveau wurde p<0,05 festgelegt. Die Ergebnisse wur-
den in Prozent der unstimulierten Zellen (Lösungsmittelkontrolle = LMK) an-
gegeben.

2.2.1.10 Molekulargenetische Untersuchungen
Transfektion
Für jede der beiden verwendeten Krebszelllinien wurden mittels RNA-Interfer-
enz mit spezifischer siRNA (small interfering RNA) ERβ-Knockdown-Zellen
(ERβ-KD), d.h. Zellen ohne eine relevante ERβ-Expression, und auch Kontroll-
zellen mit normaler ERβ-Expression (neg.co.) hergestellt. Die Durchführung
der Transfektion erfolgte nach dem Protokoll des TransFectin™ Lipid Reagents
von BioRad Laboratories.
Am Tag vor dem Knockdown wurden die Zellen in DMEM/F12 + 10% FBS-
Medium in 6-Well-Platten ausgesät und über Nacht im Brutschrank inkubiert.
Am nächsten Tag erfolgte die Transfektion mit 100nM siRNA und 8µl Trans-
Fectin™ in Opti-MEM™ I Reduced Serum Medium. Für den ESR2-Knock-
down wurde ein equimolarer Ansatz aus drei verschiedenen Silencer® Pre-de-
signed siRNAs (#4148, #145911 und #202031 von Ambion®) verwendet. Die
Silencer® siRNAs zielen auf verschiedene Regionen der ERβ-mRNA. Die si-
RNA-Sense-Sequenzen (5′ 7→ 3′) waren GGAAUUCUGGAAAUCUUUGtt,
CCUUACCUGUAAACAGAGAtt bzw. GCAUUCAAGGACAUAAUGAtt. Für
die Negativkontrolle diente die Silencer® Negativ Control #1 siRNA von Ambi-
on®. Diese interagiert mit keiner menschlichen RNA und hat keinen signifikan-
ten Einfluss auf die Zellproliferation. Als Positivkontrolle wurde die Silencer®

Select GAPDH Positive Control siRNA von Ambion® verwendet.
Während der Inkubationszeit von 48h kam es zum Einschleusen der siRNA in
die Zelle und somit zur Translationshemmung der mRNAs. Anschließend er-
folgte die Zellernte. Ein Teil der Zellen wurde für CTB®-Assays verwendet
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und wie in 2.2.1 Zellkultur beschrieben aufbereitet. Die übrigen Zellen kamen
für die sich anschließenden molekulargenetischen Untersuchungen zur Anwen-
dung.

Isolierung der RNA
Für die molekulargenetischen Untersuchungen wurden die transfizierten Zellen,
wie in 2.2.1.4 Zellernte beschrieben, in 1ml PBS resuspendiert, in ein Eppen-
dorf-Cup überführt und für zwei Minuten bei 2000 Umdrehungen/Minute zen-
trifugiert. Das Zellpellet wurde in 360µl RP1-Puffer + β-Mercaptoethanol ge-
löst. Anschließend erfolgte die Isolierung der RNA mit dem NucleoSpin® RNA/-
Protein Isolierungs-Kit von Macherey-Nagel nach Herstellerangaben.

Synthese der cDNA
Die Synthese der cDNA wurde mit dem AffinityScript Multiple Temperature
cDNA Synthesis Kit von Agilent Technologies durchgeführt. Hierbei wurden
die RNAs mittels Reverser Transkriptase nach Herstellerangaben in verschie-
denen Teilschritten in cDNA umgeschrieben.

2.2.1.11 RT-PCR
Allgemeines
PCR (polymerase chain reaction) ist ein In-vitro-Verfahren, mit welchem man
bestimme DNA- bzw. cDNA-Abschnitte vervielfältigen kann. Für die Real Ti-
me PCR (RT-PCR) dieser Arbeit wurden die cDNAs verwendet, deren Her-
stellung in 2.2.1.10 Molekulargenetische Untersuchungen beschrieben ist. Die
für die PCR verwendeten Primer und deren Sequenzen finden sich unter 2.1.3.2
Molekulargenetische Untersuchungen. Neben der cDNA wurde ein Master-Mix
(MM) für die RT-PCR aus folgenden Komponenten hergestellt: 1µl spezifi-
scher Primer, 1µl SYBR-Green, 3,4µl Wasser, 0,6µl MgCl2 (25mM). Die La-
gerung der Primer erfolgte bei -20°C, die der restlichen Bestandteile bei 4°C.
Die Herstellung des MM erfolgte auf Eis. Im nächsten Schritt wurden in die
LightCycler® Capillaries je 4µl cDNA (1:5 verdünnt mit RNase-freiem Was-
ser) bzw. für die Wasserprobe RNase-freies PCR-Wasser und je 6µl MM pi-
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pettiert. Nach Verschließen der Kapillaren wurden sie kurzzeitig zentrifugiert
und in den Kapillarblock des LightCycler® 2.0 überführt. Anschließend wur-
de die RT-PCR nach einem vorgegebenem Programm gestartet. Nach der In-
itiation (15min, 95°C) folgten die Amplifikationszyklen, bestehend aus drei
Einzelschritten: Denaturierung (10sec, 95°C), Annealing (5sec, Temp. Primer-
spezifisch, siehe 2.1.3.2.) und Elongation (12sec, 72°C). Die Messung erfolgte
während der Elongation, in welcher die Maximalmenge an DNA vorliegt. Als
letzter Schritt erfolgte die Erstellung der Schmelzkurve durch erneutes Erhit-
zen auf 95°C und ein anschließend rasches Herabkühlen. Pro Zyklus wird die
DNA Menge verdoppelt, was zu einem exponentiellen Anstieg der DNA führt.
Um die Vervielfältigung der DNA in Echtzeit zu beobachten, wird bei der RT-
PCR ein Farbstoff (hier: SYBR-Green) zu dem Lösungsansatz gegeben, wel-
cher nach Bindung an die DNA fluoresziert. Nicht gebundener Farbstoff hinge-
gen emittiert kein Licht. Als Referenzgen wurde in allen Versuchen ein β-Actin
Fragment amplifiziert. β-Actin stellt Produkte her und zwar unabhängig von
äußeren Einflüssen, so dass diese immer konstant vorliegen. Pro Primer wurden
vier Proben verwendet: ESR2-Knockdown, Positivkontrolle (GAPDH), Nega-
tivkontrolle und die Leerprobe (Wasserprobe).

Fluoreszenzmessung und Ct-Wert
Durch die Lichtemission, welche der LightCycler® detektiert, ist es möglich,
die Amplifikation in Echtzeit (Real Time, Abk.: RT) zu beobachten und hieraus
den Ct-Wert (cycle threshold) zu bestimmen. Der Ct-Wert entspricht der Zy-
kluszahl, bei welcher erstmals die Fluoreszenz der Probe signifikant die Hin-
tergrundfluoreszenz überschreitet. Ein niedriger Ct-Wert entspricht einer ho-
hen DNA-Konzentration und ist somit ein quantitatives Maß für die DNA-
Menge [159, 160].

Quantifizierung mit der ∆∆Ct-Methode
Die Auswertung der PCR-Ergebnisse erfolgte mittels der ∆∆Ct-Methode im
Sinne einer relativen Quantifizierung [161]. Zur relativen Quantifizierung der
Werte wurde aus den Ct-Werten der Zielsequenz (Zielgen, hier ESR2) und de-
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nen des housekeeping Genprodukt β-Actin ein ∆Ct gebildet:

∆Ct = Ct [Zielgen (hier: ESR2)] - Ct [Referenzgen (hier: β-Actin)]

Anschließend wurden die ∆Ct-Werte der ESR2-downgeknockten Zellen (Pro-
be) mit den Kontrollzellen (Kontrolle) verglichen und daraus die Ratio gebildet:

∆∆Ct= ∆Ct [Probe] - ∆Ct [Kontrolle]
Ratio= 2−∆∆Ct

Im letzten Schritt wurden die Werte mit 100 multipliziert.

2.2.1.12 Microarrays
Die molekulargenetischen Untersuchung der Expression von mRNAs (=Tran-
skriptom) erfolgte mittels Microarray. Mithilfe des GeneChip® von Affymetrix
war es möglich das Transkriptom der Zellen zu beurteilen und zu vergleichen.
Die Durchführung erfolgte im Kompetenzzentrum für Fluoreszente Bioanalytik
(KFB; Am Biopark 9, 93053 Regensburg, Deutschland).

2.3 Statistische Auswertung und Literaturverwaltung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse der Experimente erfolgte mit Micro-
soft® Exel 2013. Die Literaturverwaltung erfolgte mit Citavi (Version 5.7.1.0)
von Swiss Academic Software GmbH.
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3 Ergebnisse

3.1 Transienter ERβ-Knockdown

Um den Einfluss von ERβ auf die Zellproliferation der Endometriumkarzinom-
zellen HEC-1-A und auch RL95-2 valide zu untersuchen, erfolgte eine gezielte
Abschaltung (Knockdown) des dem ERβ zugehörigen Gens ESR2 mittels spe-
zifischer siRNA. Bei der Transfektion wird mittels RNA-Interferenz die Gen-
expression für ESR2 in den Karzinomzellen auf RNA-Ebene unterbunden. Um
den Erfolg des Knockdowns zu quantifizieren, wurden anschließend die ERβ-
mRNA-Level der Knockdown-Zellen (HEC-1-A/ERβ-KD bzw. RL95-2/ERβ-
KD) und der Kontrollzellen (HEC-1-A/neg.co. bzw. RL95-2/neg.co.) mittels
RT-PCR miteinander verglichen. Der relative Genexpressionslevel der ERβ-KD
und der neg.co. ist in Abbildung 11 dargestellt. Die ERβ-KD-Zellen zeigten im
Vergleich zu den Kontrollzellen einen verminderten ERβ- bzw. ESR2-mRNA-
Level. Somit kann im Weiteren von einer Reduktion der Expression von ERβ
bei den ERβ-KD-Zellen ausgegangen werden.
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(a) Erfolg des ESR2-Knockdowns der HEC-1-A-Zellen
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(b) Erfolg des ESR2-Knockdowns der RL95-2-Zellen

Abbildung 11: Erfolgskontrolle des ERβ-Knockdowns

Graphische Darstellung des ERβ-Knockdownerfolgs der HEC-1-A- sowie der RL95-2-Zellen (a: HEC-1-A,
b: RL95-2). Die Bestimmung der mRNA-Level erfolgte mittels RT-PCR mit ESR2-spezifischen Primern:
ERβ1A/ERβ1B, ERBex8-2/ERBex2, panERβ ex 5+6 fw/rev. Gezeigt wird die durchschnittliche ERβ-Expression
der ERβ-KD, verglichen mit der neg.co., ±sd (Standardabweichung),* p<0,05 (Signifkikanzniveau): ERβ-KD
vs. neg.co.

3.2 Proliferationsversuche

In verschiedenen Versuchsreihen wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss
von ERβ auf die Proliferation der Endometriumkarzinomzellen untersucht. In
einem ersten Schritt verglich man das Proliferationsverhalten von ERβ-KD
mit der neg.co. In weiteren Experimenten untersuchte man, ob durch ERβ-
spezifische SERMs das Proliferationsverhalten der Endometriumkarzinomzel-
len beeinflusst werden kann. Hierbei wurden sowohl agonistisch als auch ant-
agonistisch wirkende SERMs verwendet.

3.2.1 Vergleich von ERβ-KD und neg.co.

3.2.1.1 Überblick
Der erfolgreiche ESR2-Knockdown (siehe 3.1 Transienter ERβ-Knockdown)
mittels spezifischer siRNA rechtfertigte die Durchführung weiterer Versuchs-
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reihen (Proliferationsassays und Microarrays) mit dem Ziel, den Einfluss von
ERβ auf die Zellproliferation genauer bestimmen zu können sowie in einem
weiteren Schritt den Einfluss auf die Genexpression zu untersuchen (siehe 3.4
Genexpressionsanalyse mittels Microarrays). Im Anschluss an die Transfekti-
on sollte durch eine indirekte Bestimmung der Anzahl vitaler Zellklone mit-
tels CTB®-Assays eine Aussage über das Proliferationsverhalten der Zellen ge-
macht werden. Es erfolgte ein Vergleich zwischen neg.co. und ERβ-KD.
Ziel war es letztlich eine Aussage über veränderte Wachstumsaktivitäten tref-
fen zu können. Die Versuchsreihen erfolgten in 10% FBS-Medium sowie bei
HEC-1-A zusätzlich in serumfreien Medium. Die ausgesäten Zellzahlen sind
in Tabelle 10 aufgeführt. Nach Aussaat erfolgten Messungen mittels CTB® an
Tag 0 sowie an den Tagen 3 bis 8 und zum Vergleich der Messungen wurde der
jeweilige Mittelwert herangezogen.

3.2.1.2 Proliferationsvergleich ERβ-KD vs. neg.co.
Die HEC-1-A/ERβ-KD wiesen im 10% FBS-Medium ein gesteigertes Proli-
ferationsverhalten im Vergleich zu den HEC-1-A/neg.co. (vgl. Abbildung 12a)
auf. Dieses Verhalten zeigte sich auch im 1-fach SR2-Medium +/- E2. Signi-
fikante Unterschiede waren hierbei im 10% FBS-Medium an Tag 4 (p<0,05)
sowie im serum- und östrogenfreien Medium an Tag 3 (p<0,04) zu beobachten.
Vergleichbare Ergebnisse zeigten sich auch bei den RL95-2-Zellen im 10%
FBS-Medium. Auch hier war die Proliferationsrate der RL95-2/ERβ-KD im
Vergleich zu den RL95-2/neg.co. mit signifikanten Unterschieden an drei Ta-
gen (vgl. Abbildung 12b) gesteigert.
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Abbildung 12: Proliferationsverhalten der Endometriumkarzinomzellen vor
und nach einem siRNA-vermittelten ERβ-Knockdown in 10% FBS-Medium

Graphische Darstellung des Proliferationsverhaltens der Endometriumkarzinomzellen in 10% FBS-Medium. Ver-
glichen werden HEC-1-A/KD und HEC-1-A/neg.co. (a) bzw. RL95-2/KD und RL95-2/neg.co. (b) an den Tagen
3, 4, 5, 6 und 7 nach dem ERβ-Knockdown mittels spezifischer siRNA. Die Darstellung erfolgt in % von Tag 0
±SEM (standard error of the mean). n=3, * p<0,05 (Signifikanzniveau): KD versus neg.co.
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3.3 Vergleich des Proliferationsverhaltens nach Stimulation

3.3.1 Überblick

In weiteren Versuchen wurde das Wachstumsverhalten nach Stimulation mit
ausgewählten ERβ-spezifischen Agonisten und Antagonisten (SERMs) mittels
CTB®-Assays ausgewertet und mit Kontrollzellen (d.h. nicht-stimulierten Zel-
len) verglichen. Die Versuchsreihen hierzu wurden in 10% FBS-Medium sowie
in serumfreiem Kulturmedium (1-fach SR2) mit und ohne E2 (+/- E2) durch-
geführt. Die serumfreien Versuche mit den Zellen der Zelllinie RL95-2 erfolg-
ten in 1-fach SR2-Medium + 1% FBS, da ein Wachstum unter strikt serum-
freien Bedingungen nicht möglich ist. Die für die Proliferationsassays jeweils
gewählten Zellzahlen sind in Tabelle 10 unter 2.2.1.5 Zellaussaat aufgeführt.

Tabelle 11: Verwendete Konzentrationen der SERMs

SERM Verwendete Konzentration

ERB041 1nM, 10nM, 100nM, 1000nM

Liquiritigenin 1nM, 10nM, 100nM, 1000nM

PHTPP 1nM, 10nM, 100nM, 1000nM

(R,R)-THC 1nM, 10nM, 100nM, 1000nM

Tamoxifen 100nM, 1000nM, 10µM

WAY200070 1nM, 10nM, 100nM, 1000nM

Nach Aussaat wurden die Messungen an Tag 0 sowie an den Tagen 3 bis 8
nach Stimulation mit einem Messabstand von je 24 Stunden (h) durchgeführt.
Die Auswertung erfolgte prozentual zu den Zellen der Lösungsmittelkontrolle
(LMK). Pro Stimulans, Konzentration (vgl. Tabelle 11) und Zelllinie wurden
mindestens drei Versuche (n) durchgeführt. Durch den Vergleich der Mittelwer-
te vitaler Zellen nach Stimulation mit unbehandelten Zellen (LMK) konnte eine
Aussage über veränderte Wachstumsaktivitäten getroffen werden.
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3.3.2 Proliferationsverhalten nach Stimulation mit PHTPP

HEC-1-A-Zellen
Bei der Stimulation der HEC-1-A-Zellen mit dem selektiven ERβ-Antagonisten
PHTPP zeigten sich im 10% FBS-Medium konzentrationsabhängige Effekte.
1nM PHTPP wirkte proliferationssteigernd mit einem Maximalwert an Tag 3
von 116%±1,7 (p<0,001). Auch 10nM PHTPP bewirkte an Tag 3 eine signi-
fikante Proliferationssteigerung bis auf 110%±1,9 (p<0,008). Die anfängliche
Proliferationssteigerung bei 100nM PHTPP war den Tagen 4, 5 und 6 nicht
mehr zu beobachten. Es zeigten sich Werte um die 100%. An keinem der Ver-
suchstage nach Stimulation mit 100nM war die Änderung im Vergleich zur
LMK signifikant. Bei der Konzentration von 1000nM wirkte PHTPP hemmend
auf die Proliferation der Zellen. Hierbei ging die Zahl der vitalen Zellen an den
Tagen 5 und 6 auf Minimalwerte von 82%±3,7 bzw. 78%±5,4 mit signifikan-
ten Unterschieden zur LMK (p<0,02 bzw. p<0,03) zurück.
Abbildung 13 zeigt eine Übersicht über die Entwicklung der relativen Zellzah-
len (in % der LMK) nach Stimulation mit den verschiedenen Konzentrationen
von PHTPP. Hier wird deutlich, dass sich im 10% FBS-Medium mit steigender
Konzentration von PHTPP die Wirkung auf die Proliferation der Zellen ändert:
1nM, 10nM und zum Teil auch 100nM PHTPP wirkten proliferationsfördernd,
wohingegen 1000nM PHTPP zum Proliferationsrückgang der Zellen führte.
Bei den Versuchen im serumfreien Medium (1-fach SR2-Medium) und auch im
serumfreien Medium unter Zugabe von E2 (1-fach SR2-Medium + 1nM E2)
konnten keine signifikanten Veränderungen der Proliferation nach Stimulation
mit PHTPP beobachtet werden.

RL95-2-Zellen
Nach Stimulation mit PHTPP war an allen Versuchstagen und bei jeder der
eingesetzten Konzentrationen eine Proliferationssteigerung der Karzinomzellen
der Linie RL95-2 zu beobachten. Am deutlichsten fiel der wachstumsfördernde
Effekt bei der Konzentration von 1nM mit signifikanten Unterschieden zur LMK
(p<0,025) an allen Versuchstagen aus. Der Maximalwert konnte hierbei an Tag
8 mit 115%±2,4 erreicht werden. Auch nach der Stimulation mit 10nM war
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Abbildung 13: Proliferationsverhalten der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation
mit PHTPP in 10% FBS-Medium

Graphische Darstellung des Proliferationsverhaltens der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation mit PHTPP in 10%
FBS-Medium. Die Darstellung erfolgt in % der Lösungsmittelkontrolle (LMK). Dargestellt ist die mittlere relative
Zellzahl ±SEM (standard error of the mean) an den Tagen 0 sowie 3, 4, 5, und 6 nach Stimulation mit 1, 10 und
1000nM PHTPP. Der zeitliche Messabstand betrug 24h. n ≥ 3, * p<0,05 (Signifikanzniveau): stimulierte Zellen
vs. LMK

die Proliferation an allen Tagen mit signifikanten Unterschieden gesteigert. Bei
100nM zeigten sich an den Tagen 5, 6 und 8 signifikante Unterschiede im
Vergleich zur LMK (p<0,05) mit einem Maximalwert an Tag 8 (113%±1,2,
p<0,008). Auch in der Konzentration von 1000nM erbrachte PHTPP eine Pro-
liferationsförderung mit einem Maximalwert ebenfalls an Tag 8 (110%±2,5).
Signifikante Unterschiede zur LMK zeigten sich an den Tagen 4, 5 und 6. Mit
steigender Konzentration von PHTPP fiel der proliferationsfördernde Effekt ge-
ringer aus (siehe Abbildung 14). Es zeigte sich im Gegensatz zu den Ergeb-
nissen von den HEC1-A-Zellen bei jeder der eingesetzten Konzentration von
PHTPP eine proliferationssteigernde Wirkung.
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Im 1-fach SR2-Medium und auch im 1-fach SR2-Medium + 1nM E2 war die
Wirkung von PHTPP zum größten Teil auf die Zellen proliferationssteigernd,
jedoch ohne signifikante Unterschiede im Vergleich zur LMK.
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Abbildung 14: Proliferationsverhalten der RL95-2-Zellen nach Stimulation mit
PHTPP in 10% FBS-Medium

Graphische Darstellung des Proliferationsverhaltens der RL95-2-Zellen nach Stimulation mit PHTPP in 10% FBS-
Medium. Die Darstellung erfolgt in % der Lösungsmittelkontrolle (LMK). Dargestellt ist die mittlere relative
Zellzahl ±SEM (standard error of the mean) an den Tagen 0 sowie 3, 4, 5, 6, 7 und 8 nach Stimulation mit 1, 10,
100 und 1000nM PHTPP. Der zeitliche Messabstand betrug 24h. n ≥ 3, * p<0,05 (Signifikanzniveau): stimulierte
Zellen vs. LMK

3.3.3 Proliferationsverhalten nach Stimulation mit (R,R)-THC

HEC-1-A-Zellen
Im 10% FBS-Medium bewirkte der ERβ-Antagonist (R,R)-THC eine Prolife-
rationssteigerung der HEC-1-A-Zellen. Dieser Effekt zeigte sich bei allen ver-
wendeten Konzentrationen von (R,R)-THC. Hierbei fiel die wachstumsfördern-
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de Wirkung mit steigender Konzentration stärker aus. Ein Wirkmaximum konn-
te jeweils an Tag 5 nach Stimulation beobachtet werden. Signifikante Unter-
schiede im Vergleich zur LMK zeigten sich bei allen eingesetzten Konzentratio-
nen: Bei 1nM (R,R)-THC an Tag 5 mit 121%±3,9 (p<0,006), bei 10nM (R,R)-
THC an Tag 5 mit 124%±5,1 (p<0,006) und Tag 6 mit 109%±1,8 (p<0,007),
bei 100nM an den Tagen 3, 4, 5, 6 und 7 und bei 1000nM an den Tagen 4 bis 6.
Abbildung 15 zeigt das Proliferationsverhalten der Zellen nach Stimulation mit
(R,R)-THC.
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Abbildung 15: Proliferationsverhalten der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation
mit (R,R)-THC in 10% FBS-Medium

Graphische Darstellung des Proliferationsverhaltens der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation mit (R,R)-THC in 10%
FBS-Medium. Die Darstellung erfolgt in % der Lösungsmittelkontrolle (LMK). Dargestellt ist die mittlere relative
Zellzahl ±SEM (standard error of the mean) an den Tagen 0 sowie 3, 4, 5, und 6 nach Stimulation mit 1, 10, 100
und 1000nM (R,R)-THC. Der zeitliche Messabstand betrug 24h. n ≥ 3, * p<0,05 (Signifikanzniveau): stimulierte
Zellen vs. LMK

Die Wirkung von (R,R)-THC erzielte im 1-fach SR2-Medium an den Tagen 3
bis 5 bei allen eingesetzten Konzentrationen Werte der relativen Zellzahl (in %
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der LMK) über 100. Eine signifikante Veränderung war aber nur bei 100nM an
Tag 4 mit 107%±0,7 (p<0,003) zu beobachten.
Im 1-fach SR2-Medium + 1nM E2 zeigte sich an Tag 3 bei allen Konzentra-
tionen eine hemmende Wirkung auf die Proliferation mit einem signifikanten
Unterschied zur LMK bei 1nM (R,R)-THC mit 89%±2,0 (p<0,03). Bei 10nM
war dieser Rückgang an drei aufeinanderfolgenden Tagen zu verzeichnen, je-
doch ohne signifikante Unterschiede zur LMK. 100nM (R,R)-THC zeigten an
den Tagen 3 und 4 einen leichten Rückgang der Proliferation. Jedoch war auch
hier keiner der Werte signifikant verändert. Bei der Konzentration von 1000nM
war die Wirkung ebenfalls antiproliferativ mit einem signifikanten Unterschied
zur LMK an Tag 5 (p<0,05) mit einer relativen Zellzahl von 91%±2,0.

RL95-2-Zellen
Die Wirkung von (R,R)-THC auf die Endometriumkarzinomzellen der Zelllinie
RL95-2 erbrachte im 10% FBS-Medium bei allen eingesetzten Konzentrationen
im Vergleich zur LMK einen Proliferationsanstieg. In Abbildung 16 ist das Pro-
liferationsverhalten der RL95-2-Zellen im 10% FBS-Medium dargestellt. Auch
hier zeigte sich, wie bei den HEC-1-A-Zellen bereits beobachtet, bei allen Kon-
zentrationen ein Wirkmaximum an Tag 5. Signifikante Unterschiede sah man
im Vergleich zur LMK bei 1nM (R,R)-THC an Tag 4 (105%±0,5, p<0,002),
Tag 5 (109%±2,4, p<0,03) und Tag 6 (104%±0,9, p<0,03), bei 10nM an
Tag 8 (108%±1,8, p<0,04), bei 100nM an Tag 7 (107%±1,1, p<0,02) und 8
(106%±1,2, p<0,04) und bei 1000nM an Tag 5 (112%±2,4, p<0,02) und Tag
8 (108%±1,1, p<0,02).
Auch unter nahezu serumfreien Bedingungen (1-fach SR2-Medium + 1% FBS)
+/- E2 zeigte (R,R)-THC proliferationsfördernde Effekte auf die RL95-2-Zellen
an allen Versuchstagen. Die Effekte waren jedoch nicht so ausgeprägt wie im
10% FBS-Medium und zeigten keine signifikanten Unterschiede im Vergleich
zu den Zellen der LMK.
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Abbildung 16: Proliferationsverhalten der RL95-2-Zellen nach Stimulation mit
(R,R)-THC in 10% FBS-Medium

Graphische Darstellung des Proliferationsverhaltens der RL95-2-Zellen nach Stimulation mit (R,R)-THC in 10%
FBS-Medium. Die Darstellung erfolgt in % der Lösungsmittelkontrolle (LMK). Dargestellt ist die mittlere relative
Zellzahl ±SEM (standard error of the mean) an den Tagen 0 sowie 3, 4, 5, 6, 7 und 8 nach Stimulation mit 1, 10,
100 und 1000nM (R,R)-THC (1nM an den Tagen 7 und 8 nicht dargestellt). Der zeitliche Messabstand betrug 24h.
n ≥ 3, * p<0,05 ( Signifikanzniveau): stimulierte Zellen vs. LMK

3.3.4 Zusammenfassung ERβ-Antagonisten

Im 10% FBS-Medium zeigte (R,R)-THC auf die HEC-1-A-Zellen einen aus-
schließlich proliferationssteigernden Effekt. Mit steigender Konzentration fiel
die wachstumsfördernde Wirkung von (R,R)-THC mit einem Maximum für alle
Konzentrationen an Tag 5 stärker aus. Auch im 1-fach SR2-Medium konnte ei-
ne wachstumsfördernde Wirkung von (R,R)-THC beobachtet werden, im 1-fach
SR2-Medium + 1nM E2 zeigten sich diese Effekte nicht. (R,R)-THC wirkte
auf die RL95-2-Zellen sowohl im 10% FBS-Medium als auch im 1-fach SR2-
Medium proliferationssteigernd. Auch hier zeigte sich im 10% FBS-Medium
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ein Wirkmaximum an Tag 5. Bei beiden Zelllinien konnte die größte Prolifera-
tionssteigerung bei der Konzentration von 1000nM (R,R)-THC erreicht werden,
wobei bei HEC-1-A deutlich höhere Werte erzielt werden konnten.
Der selektive ERβ-Antagonist PHTPP hingegen zeigte teilweise gegensätzliche
Wirkungen. Die HEC-1-A-Zellen reagierten abhängig von der eingesetzten Kon-
zentration: 1nM und 10nM PHTPP wirkten proliferationssteigernd, 100nM zeig-
te eine proliferationsfördernde und antiproliferative Wirkung. Dagegen erbrach-
ten 1000nM PHTPP einen Proliferationsrückgang. Die Stimulation der Endo-
metriumkarzinomzellen der Zelllinie RL95-2 mit PHTPP bewirkte in allen Kul-
turmedien eine Proliferationssteigerung. Im 10% FBS-Medium fiel mit steigen-
der Konzentration des selektiven ERβ-Antagonisten der proliferationsfördernde
Effekt geringer aus. Auch unter serumfreien Bedingungen ließ sich ein Anstieg
der Proliferation beobachten.
Sowohl bei den HEC-1-A-Zellen als auch bei den RL95-2-Zellen zeigten sich
nach Stimulation mit den beiden ERβ-Antagonisten im 10% FBS-Medium die
aussagekräftigsten Ergebnisse. Mit Ausnahme von 100nM und 1000nM PHTPP
bei den HEC-1-A-Zellen konnte durch den Einfluss der Antagonisten eine Pro-
liferationssteigerung der Endometriumkarzinomzellen bewirkt werden.

3.3.5 Proliferationsverhalten nach Stimulation mit ERB041

HEC-1-A-Zellen
Die Stimulation der HEC-1-A Zellen mit ERB041 erbrachte im 10% FBS-
Medium keine signifikanten Veränderungen (bis auf Tag 3 mit 10nM). Es zeigte
sich vor allem an den Tagen 3 und 4 die Tendenz zur Proliferationssteigerung.
Im 1-fach SR2-Medium bewirkte die Stimulation mit ERB041 bei allen Kon-
zentrationen an den Tagen 3, 4 und 5 eine Proliferationssteigerung. Der Ma-
ximalwert der Steigerung wurde bei 10nM mit einer relativen Zellzahl von
117% erreicht. Bei den Konzentrationen 10nM und 1000nM zeigte sich ein si-
gnifikanter Unterschied zur LMK an Tag 4 (p<0,05) mit relativen Zellzahlen
von 104%±0,8 bzw. 109%±2,8. Das Proliferationsverhalten im 1-fach SR2-
Medium ist in Abbildung 17 dargestellt. Bei den anderen verwendeten Kon-
zentrationen konnten jedoch keine signifikanten Werte beobachtet werden. Die
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Ergebnisse entsprechen den Beobachtungen im 10% FBS-Medium.
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Abbildung 17: Proliferationsverhalten der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation
mit ERB041 in 1-fach SR2-Medium

Graphische Darstellung des Proliferationsverhaltens der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation mit ERB041 in 1-fach
SR2-Medium. Die Darstellung erfolgt in % der Lösungsmittelkontrolle (LMK). Dargestellt ist die mittlere relative
Zellzahl ±SEM (standard error of the mean) an den Tagen 0 sowie 3, 4 und 5 nach Stimulation mit 1, 10, 100 und
1000nM ERB041. Der zeitliche Messabstand betrug 24h. n ≥ 3, * p<0,05 (Signifikanzniveau): stimulierte Zellen
vs. LMK

Auch im 1-fach SR2-Medium + 1nM E2 bewirkte ERB041 keine signifikante
Veränderung der Proliferation, erbrachte aber ebenfalls eine Proliferationsstei-
gerung an allen Tagen.

RL95-2-Zellen
Im 10% FBS-Medium war die Wirkung von ERB041 proliferationssteigernd an
allen Tagen und bei allen eingesetzten Konzentrationen. Nach Stimulation mit
1nM ERB041 war der Unterschied der relativen Zellzahl zur LMK an allen Ta-
gen signifikant verändert (p<0,002). Auch 10nM ERB041 erbrachte signifikan-
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te Änderungen an den Tagen 3 bis 6 mit einem Maximalwert von 113%±2,0
an Tag 4 (p<0,002). 100nM ERB041 erbrachte signifikante Änderungen an
Tag 3 mit 112%±4,2 (p<0,04) und an Tag 4 mit 108%±1,3 (p<0,0008) so-
wie 1000nM an Tag 4 mit 112%±3,1 (p<0,02). Das Proliferationsverhalten ist
in Abbildung 18 dargestellt.
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Abbildung 18: Proliferationsverhalten der RL95-2-Zellen nach Stimulation mit
ERB041 in 10% FBS-Medium

Graphische Darstellung des Proliferationsverhaltens der RL95-2-Zellen nach Stimulation mit ERB041 in 10%
FBS-Medium. Die Darstellung erfolgt in % der Lösungsmittelkontrolle (LMK). Dargestellt ist die mittlere relative
Zellzahl ±SEM (standard error of the mean) an den Tagen 0 sowie 3, 4, 5, 6 und 7 nach Stimulation mit 1, 10, 100
und 1000nM ERB041. Der zeitliche Messabstand betrug 24h. n ≥ 3, * p <0,05 (Signifikanzniveau): stimulierte
Zellen vs. LMK

Im 1-fach SR2-Medium + 1% FBS erbrachte ERB041 bei den Konzentratio-
nen von 1nM, 10nM und 100nM eine positive Wirkung auf die Proliferation
der Zellen, vergleichbar mit den Ergebnissen im 10% FBS-Medium. Die Sti-
mulation mit 1000nM ERB041 führte zu einem nicht signifikanten Rückgang
der Zellzahl, wirkte also antiproliferativ. Im serumfreien Medium mit 1% FBS

60



3 ERGEBNISSE

+ 1nM E2 kam es bei allen Konzentrationen an den Tagen 3 und 4 zum Anstieg
der Zellzahl. Hierbei war jedoch an keinem Tag die Zellzahl im Vergleich zur
LMK signifikant verändert.

3.3.6 Proliferationsverhalten nach Stimulation mit Liquiritigenin

HEC1-A-Zellen
Im 10% FBS-Medium war die Wirkung von Liquiritigenin auf die Zellen der
Linie HEC-1-A an allen Versuchstagen und bei allen eingesetzten Konzentra-
tionen wachstumssteigernd. Das Wachstumsverhalten zeigt Abbildung 19.
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Abbildung 19: Proliferationsverhalten der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation
mit Liquiritigenin in 10% FBS-Medium

Graphische Darstellung des Proliferationsverhaltens der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation mit Liquiritigenin in
10% FBS-Medium. Die Darstellung erfolgt in % der Lösungsmittelkontrolle (LMK). Dargestellt ist die mittlere
relative Zellzahl ±SEM (standard error of the mean) an den Tagen 0 sowie 3, 4, 5, 6, 7 und 8 nach Stimulation mit
1, 10 und 100 und 1000nM Liquiritigenin. Der zeitliche Messabstand betrug 24h. n ≥ 3, * p<0,05 (Signifikanzni-
veau): stimulierte Zellen vs. LMK

61



3 ERGEBNISSE

Signifikante Veränderungen konnten bei der Konzentration von 1nM Liquiri-
tigenin an Tag 8 (113%±2,1, p<0,03) sowie bei 10nM Liquiritigenin an den
Tagen 3 (110%±3,4, p<0,04) und 8 (114%±1,4, p<0,001) beobachtet werden.
Ebenfalls signifikant verändert war die Proliferation der HEC-1-A-Zellen nach
Stimulation mit 100nM an den Tagen 6 (113%±4,0, p<0,02), 7 (114%±2,6,
p<0,04) und 8 (118%±3,5) sowie nach Stimulation mit 1000nM an den Tagen
3 (117%±3,8, p<0,02) und 8 (119%±2,0, p<0,02).
Im 1-fach SR2-Medium bewirkte der ERβ-Agonist Liquiritigenin in den Kon-
zentrationen von 10nM, 100nM und 1000nM einen Anstieg der relativen Zell-
zahl im Vergleich zur LMK, welcher jedoch nicht signifikant war (mit Aus-
nahme bei 10nM Liquiritigenin an Tag 3 bei einer Zellzahl von 107%±2,1,
p<0,03).
Die Wirkung von Liquiritigenin auf die HEC-1-A-Zellen erbrachte im 1-fach
SR2-Medium + 1nM E2, verglichen mit den Zellen der LMK, keine signifikan-
te Veränderung der Zellzahl bzw. der Proliferation. Im Allgemeinen ließ sich
jedoch der im 10% FBS-Medium beobachtete Trend zur Proliferationssteige-
rung erkennen.

RL95-2-Zellen
Liquiritigenin wirkte auf die Zellen der Linie RL95-2 im 10% FBS-Medium an
allen Tagen im Vergleich zu den Zellen der LMK proliferationssteigernd. Signi-
fikante Veränderungen zeigten sich hierbei nur bei 1nM (106%±1,7, p<0,02)
und 100nM an Tag 4 (108%±1,9, p<0,01) und auch an Tag 8 (110%±1,4,
p<0,02). In Abbildung 20 sind die Ergebnisse zusammengefasst.
Die Wirkung von Liquiritigenin im 1-fach SR2-Medium + 1% FBS war bei
allen verwendeten Konzentrationen proliferationssteigernd. Eine signifikante
Änderung der Zellzahl zeigte sich nur bei 1000nM an Tag 5 mit einem Wert
von 105%±0,8 (p<0,02).
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Abbildung 20: Proliferationsverhalten der RL95-2-Zellen nach Stimulation mit
Liquiritigenin in 10% FBS-Medium

Graphische Darstellung des Proliferationsverhaltens der RL95-2-Zellen nach Stimulation mit Liquiritigenin in
10% FBS-Medium. Die Darstellung erfolgt in % der Lösungsmittelkontrolle (LMK). Dargestellt ist die mittlere
relative Zellzahl ±SEM (standard error of the mean) an den Tagen 0 sowie 3, 4, 5, und 6 nach Stimulation mit 1,
10, 100 und 1000nM Liquiritigenin. Der zeitliche Messabstand betrug 24h. n ≥ 3, * p<0,05 (Signifikanzniveau):
stimulierte Zellen vs. LMK

3.3.7 Proliferationsverhalten nach Stimulation mit WAY200070

HEC-1-A-Zellen
Der ERβ-Agonist WAY200070 wirkte auf die HEC-1-A-Zellen im 10% FBS-
Medium zum größten Teil antiproliferativ. Abbildung 21 zeigt hierzu eine Über-
sicht der erzielten Ergebnisse. Die Stimulation mit 1nM erbrachte keine signi-
fikanten Veränderungen. 10nM führten an den Tagen 3 bis 5 zu einem Prolife-
rationsrückgang mit signifikanten Werten an den Tagen 4 (90%±3,8, p<0,04)
und 5 (95%±3,5, p<0,04). 100nM WAY200070 führten an den Tagen 3 bis 8
zu einem Proliferationsrückgang mit signifikanten Veränderungen an den Ta-
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gen 3 (90%±4,8, p<0,03), 6 (94%±3,0, p<0,01) und 8 (92%±3,7, p<0,04).
Auch die Stimulation mit 1000nM WAY200070 erbrachte einen Proliferati-
onsrückgang mit signifikanten Unterschieden zur LMK an vier aufeinanderfol-
genden Tagen.
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Abbildung 21: Proliferationsverhalten der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation
mit WAY200070 in 10% FBS-Medium

Graphische Darstellung des Proliferationsverhaltens der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation mit WAY200070 in
10% FBS-Medium. Die Darstellung erfolgt in % der Lösungsmittelkontrolle (LMK). Dargestellt ist die mittlere
relative Zellzahl ±SEM (standard error of the mean) an den Tagen 0 sowie 3, 4, 5, 6, 7 und 8 nach Stimulation mit
10, 100 und 1000nM WAY200070. Der zeitliche Messabstand betrug 24h. n ≥ 3, * p<0,05 (Signifikanzniveau):
stimulierte Zellen vs. LMK

Im 1-fach SR2-Medium bewirkte WAY200070 einen Rückgang der Proliferati-
on im Vergleich zu den Zellen der LMK. Am ausschlaggebendsten waren die
Veränderungen nach der Stimulation mit 100nM und 1000nM WAY200070.
Bei der Konzentration von 1000nM WAY200070 wurden signifikante Veränder-
ungen an Tag 4 (86%±2,5, p<0,02) und Tag 8 (89%±1,8, p<0,02) beobachtet.
Im 1-fach SR2-Medium + 1nM E2 konnten ähnliche Ergebnisse erzielt wer-
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den.Es kam bei allen eingesetzten Konzentrationen zu einer Proliferationshem-
mung der HEC-1-A-Zellen. Signifikante Werte zeigten sich an Tag 4 bei 10nM
(92%±2,4, p<0,04) und bei 100nM (89%±2,0, p<0,006) sowie an Tag 8 bei
1000nM (89%±3,2, p<0,03). Die Ergebnisse sind in Abbildung 22 zusammen-
gefasst.
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Abbildung 22: Proliferationsverhalten der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation
mit WAY200070 in 1-fach SR2-Medium + 1nM E2

Graphische Darstellung des Proliferationsverhaltens der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation mit WAY200070 in 1-
fach SR2-Medium + 1nM E2. Die Darstellung erfolgt in % der Lösungsmittelkontrolle (LMK). Dargestellt ist die
mittlere relative Zellzahl ±SEM (standard error of the mean) an den Tagen 0 sowie 3, 4, 5 und 6 nach Stimulation
mit 10, 100 und 1000nM WAY200070. n ≥ 3, * p<0,05 (Signifikanzniveau): stimulierte Zellen vs. LMK

RL95-2-Zellen
Im Allgemeinen war die Wirkung von WAY200070 auf die Zellen der Linie
RL95-2 im 10% FBS-Medium antiproliferativ. In Abbildung 23 sind die Ergeb-
nisse der Testreihe zusammengefasst. Bei allen Konzentrationen zeigten sich an
jedem der Versuchstage Mittelwerte der relativen Zellzahlen (in % der LMK)
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von unter 100%. Signifikante Veränderungen traten bei 10nM an den Tagen 3
(93%±1,7, p<0,013) und 4 (93%±1,2, p<0,003) sowie bei 1000nM an den Ta-
gen 3 (94%±2,1), 5 (96%±1,0) und 8 (93%±1,3) auf.
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Abbildung 23: Proliferationsverhalten der RL95-2-Zellen nach Stimulation mit
WAY200070 in 10% FBS-Medium

Graphische Darstellung des Proliferationsverhaltens der RL95-2-Zellen nach Stimulation mit WAY200070 in 10%
FBS-Medium. Die Darstellung erfolgt in % der Lösungsmittelkontrolle (LMK). Dargestellt ist die mittlere relative
Zellzahl ± SEM (standard error of the mean) an den Tagen 0 sowie 3, 4, 5 und 6 nach Stimulation mit 1, 10, 100
und 1000nM WAY200070. n ≥ 3 * p<0,05 (Signifikanzniveau): stimulierte Zellen vs. LMK

Im 1-fach SR2-Medium kam es ab Tag 4 (bei 1nM) bzw. ab Tag 5 (bei 10nM,
100nM und 1000nM) nach Stimulation zu einem Rückgang der Zellzahl im Ver-
gleich zu den unstimulierten Zellen der LMK. Am aussagekräftigsten fielen die
Ergebnisse an Tag 5 nach Stimulation mit 10nM mit einem signifikanten Unter-
schied (p<0,05, 91%±2,1) zur LMK aus.
Im 1-fach SR2-Medium + 1nM E2 + 1% FBS zeigten sich nach Stimulation
mit WAY200070 an den Tagen 3 und 4 bei allen Konzentrationen Mittelwerte
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unter 100%. An Tag 4 wurden sowohl bei Stimulation mit 10nM (92%±3,1,
p<0,04) als auch mit 100nM WAY200070 (89%±2,6, p<0,006) signifikante
Veränderungen beobachtet. Der Proliferationsrückgang hielt bei der Konzentra-
tion von 1000nM an allen sechs Versuchstagen mit signifikanten Veränderun-
gen an Tag 8 (89%±4,2, p<0,003) an. Somit lässt sich die antiproliferative Wir-
kung von WAY200070 auf die Endometriumkarzinomzellen auch im serumfrei-
en Medium erkennen. Abbildung 24 zeigt das Proliferationsverhalten im 1-fach
SR2-Medium + 1nM E2 + 1% FBS.
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Abbildung 24: Proliferationsverhalten der RL95-2-Zellen nach Stimulation mit
WAY200070 in 1-fach SR2-Medium + 1nM E2 + 1% FBS

Graphische Darstellung des Proliferationsverhaltens der RL95-2-Zellen nach Stimulation mit WAY200070 in 1-
fach SR2-Medium + 1nM E2 + 1% FBS. Die Darstellung erfolgt in % der Lösungsmittelkontrolle (LMK). Dar-
gestellt ist die mittlere relative Zellzahl ± SEM (standard error of the mean) an den Tagen 0 sowie 3, 4, 5 und 6
nach Stimulation mit 10, 100 und 1000nM WAY200070. n ≥ 3, * p<0,05 (Signifikanzniveau): stimulierte Zellen
vs. LMK
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3.3.8 Zusammenfassung ERβ-Agonisten

ERB041 führte bei den HEC-1-A Zellen sowohl im 10% FBS-Medium als auch
im 1-fach SR2-Medium + 1nM E2 zu keiner signifikanten Veränderung der
Zellzahl. An den frühen Versuchstagen zeigte sich eine proliferationsfördernde
Tendenz. Auch im 1-fach SR2-Medium kam es nur vereinzelt zu einer Prolife-
rationssteigerung mit signifikanten Veränderungen. Im Gegensatz dazu konnte
bei Zellen der Linie RL95-2 durch ERB041 an allen Tagen und bei allen einge-
setzten Konzentrationen eine Proliferationssteigerung bewirkt werden. Hier wa-
ren vor allem bei 1nM und 10nM ERB041 die Zellzahlen signifikant verändert.
Auch im 1-fach SR2-Medium + 1% FBS, mit Ausnahme bei 1000nM, wirkte
ERB041 proliferationsfördernd. Signifikante Unterschiede zeigten sich im 1-
fach SR2-Medium sowohl mit als auch ohne E2 nicht.
Im 10% FBS-Medium war die Wirkung von Liquiritigenin an allen Versuchsta-
gen und bei allen eingesetzten Konzentrationen auf die HEC-1-A-Zellen wachs-
tumssteigernd. Auch im 1-fach SR2-Medium kam es bei den Konzentrationen
von 10nM, 100nM und 1000nM zu einen Anstieg der relativen Zellzahl. Ebenso
ließ sich der Trend zur Proliferationssteigerung im 1-fach SR2-Medium + 1nM
E2 erkennen. Auf die Zellen der Line RL95-2 wirkte Liquiritigenin im 10%
FBS-Medium bei allen Konzentrationen und an allen Versuchstagen prolifera-
tionsfördernd. Auch im 1-fach SR2-Medium + 1% FBS war die Wirkung von
Liquiritigenin bei allen verwendeten Konzentrationen proliferationssteigernd.
Der ERβ-Agonist WAY200070 bewirkte bei den HEC-1-A-Zellen einen Pro-
liferationsrückgang unabhängig von dem verwendeten Medium. Die aussage-
kräftigsten Ergebnisse zeigten sich bei 100nM und 1000nM WAY200070.
Auch auf die RL95-2-Zellen war die Wirkung von WAY200070 im 10% FBS-
Medium an allen Versuchstagen antiproliferativ. Im 1-fach SR2-Medium kam
es ab Tag 4 (bei 1nM) bzw. ab Tag 5 (bei 10nM, 100nM und 1000nM) nach
Stimulation zu einem Rückgang der Zellzahl. Ebenso zeigten sich im 1-fach
SR2-Medium + 1nM E2 + 1% FBS an den Tagen 3 und 4 bei allen Konzentra-
tionen Mittelwerte unter 100%. Der Proliferationsrückgang setzte sich lediglich
bei 1000nM WAY200070 an allen weiteren Versuchstagen fort.
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3.3.9 Proliferationsverhalten nach Stimulation mit Tamoxifen

Tamoxifen wirkte auf die HEC-1-A-Zellen im 10% FBS-Medium in den Kon-
zentrationen von 100nM und 1000nM proliferationssteigernd. Hierbei zeigte
sich ein signifikanter Unterschied der relativen Zellzahl im Vergleich zur LMK
bei 1000nM an Tag 4 (115%±52,6, p<0,03). Die Konzentration von 10µM
Tamoxifen erbrachte einen sehr starken Rückgang der Zellzahl bis hin zum Ab-
sterben der Zellen. In Abbildung 25 sind die Ergebnisse der Testreihe zusam-
mengefasst.
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Abbildung 25: Proliferationsverhalten der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation
mit Tamoxifen in 10% FBS-Medium

Graphische Darstellung des Proliferationsverhaltens der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation mit Tamoxifen in 10%
FBS-Medium. Die Darstellung erfolgt in % der Lösungsmittelkontrolle (LMK). Dargestellt ist die mittlere relative
Zellzahl ± SEM (standard error of the mean) an den Tagen 0 sowie 3, 4, 5 und 6 nach Stimulation mit 100nM,
1000nM und 10µM Tamoxifen. n=3, * p<0,05 (Signifikanzniveau): stimulierte Zellen vs. LMK

Die im 10% FBS-Medium beobachtete Proliferationssteigerung nach Stimula-
tion mit Tamoxifen zeigte sich ebenfalls im 1-fach SR2-Medium + 1nM E2,
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wie in Abbildung 26 dargestellt. 100nM Tamoxifen bewirkte im 1-fach SR2 an
den Tagen 3 bis 7 Mittelwerte >100% im Vergleich zu der LMK. Signifikante
Steigerungen der Zellzahl im Vergleich zu den unstimulierten Zellen wurden an
den Tagen 3, 4 und 5 bei 100nM und 1000nM beobachtet.
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Abbildung 26: Proliferationsverhalten der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation
mit Tamoxifen in 1-fach SR2-Medium + 1nM E2

Graphische Darstellung des Proliferationsverhaltens der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation mit Tamoxifen in 1-
fach SR2-Medium + 1nM E2. Die Darstellung erfolgt in % der Lösungsmittelkontrolle (LMK). Dargestellt ist
die mittlere relative Zellzahl ± SEM (standard error of the mean) an den Tagen 0 sowie 3, 4, 5, 6, und 7 nach
Stimulation mit 100nM, 1000nM und 10µM Tamoxifen. n=3, * p<0,05 (Signifikanzniveau): stimulierte Zellen vs.
LMK
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3.3.10 Proliferationsverhalten nach Stimulation mit Tamoxifen und ERβ-
Modulatoren

Hintergrund
In dieser Arbeit zeigte sich, dass Tamoxifen sowohl im 10% FBS-Medium
als auch im serumfreien Medium bei den Konzentrationen von 100nM und
1000nM eine proliferationsfördernde Wirkung auf die HEC-1-A-Zellen hat. Im
nächsten Schritt sollte untersucht werden, ob die beobachtete Wirkung von Ta-
moxifen durch eine gleichzeitige Stimulation mit ausgewählten ERβ-Agonisten
und Antagonisten beeinflusst oder gar aufgehoben werden kann. Tabelle 12
zeigt die in den Versuchen eingesetzten Konzentrationen der jeweiligen Stimu-
lanzien.

Tabelle 12: Eingesetzte Konzentrationen bei der Stimulation mit Tamoxifen
und ERβ-Antagonisten bzw. -Agonisten

Stimulans Konzentration(en)

Tamoxifen 100nM

Tamoxifen + PHTPP 100nM + 10nM

Tamoxifen + (R,R)-THC 100nM + 10nM

Tamoxifen + WAY200070 100nM + 10nM

Ergebnisse
Nach gleichzeitiger Stimulation der HEC-1-A-Zellen mit Tamoxifen und PHTPP
zeigte sich kaum eine Veränderung der Proliferationsrate. Die Zellzahl an den
Tagen 3, 4, 5 und 6 lagen unterhalb der Werte, welche bei alleiniger Stimulation
mit Tamoxifen erreicht wurden. An Tag 7 waren die Zellzahlen nahezu gleich.
An keinem der Versuchstage wurde eine signifikante Veränderung beobachtet.
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Die Ergebnisse sind in Abbildung 27a dargestellt.
Nach gleichzeitiger Stimulation der HEC-1-A-Zellen mit Tamoxifen und (R,R)-
THC zeigte sich kaum eine Veränderung der Proliferationsrate im Vergleich zu
einer Stimulation der Zellen nur mit Tamoxifen. Wie in Abbildung 27b darge-
stellt lagen die relativen Zellzahlen bei der gleichzeitigen Stimulation an den
Tagen 3, 4 und 6 nur etwas oberhalb der Vergleichszahlen, d.h. nach alleiniger
Stimulation mit Tamoxifen. Es waren jedoch keine signifikanten Veränderungen
zu beobachten.
Durch die simultane Stimulation der HEC-1-A-Zellen mit 100nM Tamoxifen
und 10nM WAY200070 konnte die proliferationsfördernde Wirkung von Tamo-
xifen gesenkt werden. Dieser Zusammenhang ist in Abbildung 27c dargestellt.
Ein signifikanter Unterschied konnte an keinem der Tage beobachtet werden.
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Abbildung 27: Proliferationsverhaltens der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation
mit Tamoxifen + ERβ-Modulatoren im 1-fach SR2-Medium + 1nM E2

Graphische Darstellung des Proliferationsverhaltens der HEC-1-A-Zellen nach Stimulation mit Tamoxifen und
ERβ-Modulatoren (PHTPP, (R,R)-THC, WAY200070) in 1-fach SR2-Medium + 1nM E2. Die Darstellung erfolgt
in % der Lösungsmittelkontrolle (LMK). Dargestellt ist die mittlere relative Zellzahl ± SEM (standard error of the
mean) an den Tagen 0 sowie 3, 4, 5, 6 und 7 nach Stimulation mit 100nM Tamoxifen + 10nM PHTPP (a), 10nM
(R,R)-THC (b) bzw. 10nM WAY200070 (c). n=5
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3.4 Genexpressionsanalyse mittels Microarray

Das Transkriptom (mRNAs) sowohl der ERβ-Knockdown-Zellen als auch der
Kontrollzellen wurde mittels Microarray analysiert. Anschließend wurde das
gesamte Transkriptom der Endometriumkarzinomzellen vor und nach dem ERβ-
Knockdown miteinander verglichen. Neben der Genexpression auf mRNA-E-
bene wurde auch das Expressionsmuster verschiedener miRNAs (micro RNA,
kurze nicht-kodierende, regulierende RNAs) untersucht.
Nach dem erfolgreichen Knockdown von ERβ konnte ein verändertes Genex-
pressionsmuster der Endometriumkarzinomzellen beobachtet werden. Vergli-
chen wurde bei beiden Endometriumkarzinomzelllinien die Genexpression der
ERβ-KD mit der der neg.co. Die verminderte Expression von ERβ führte auf
molekularer Ebene sowohl zur Aktivierung als auch zur Herabregulation ver-
schiedener Gene. Betrachtet wurden in dieser Arbeit sowohl diejenigen Gene,
welche die Proliferation und Differenzierung von Gewebe beeinflussen, als auch
Gene, die eine Rolle bei der Entstehung und Progression von malignen Entar-
tungen spielen.

3.4.1 Genexpression in den HEC-1-A-Zellen nach ERβ-Knockdown

In den Endometriumkarzinomzellen der Linie HEC-1-A zeigten sich verschie-
dene Gene in ihrer Expression verändert. Unter anderem waren nach dem Knock-
down SSX1 (5,9-fach), NAMPT (4,2-fach), GATA2 (3-fach), HAVCR1 (2,8-
fach), FRα (2,5-fach), CyclinL1 (2-fach), RAB15 (2-fach) und SSX2 (2-fach)
vermehrt exprimiert. Eine reduzierte Expression hingegen zeigten TAF9B (3,1-
fach) sowie TMEM109 (2,4-fach).

3.4.2 Genexpression in den RL95-2-Zellen nach ERβ-Knockdown

Auch die RL95-2-Zellen wiesen ein verändertes Expressionsmuster nach dem
ERβ-Knockdown auf. So war unter anderem die Expression von VAV3 (2,8-
fach) und PNRC2 (2,7-fach) erhöht, die von DKK1 (2,3-fach), XAGE3 (2,5-
fach), MUC15 (3-fach) und PSG1 (4,8-fach) vermindert.
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4 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, genauere Kenntnisse über die Rolle
des Östrogenrezeptors β in endometrialen Adenokarzinomzellen zu erlangen.
Hierbei lag der Fokus darauf zu klären, ob und, wenn ja, welche Wirkung ERβ
auf die Proliferation der Endometriumkarzinomzellen hat. Die in dieser Arbeit
erzielten Ergebnisse (siehe Kapitel 3) werden im Folgenden mit der bisherigen
Studienlage verglichen und anschließend diskutiert.

4.1 Einfluss von ERβ auf die Proliferation der Endometri-
umkarzinomzellen

Sowohl die Expression als auch die Rolle von ERβ in verschiedenen Gewe-
ben wurde bis heute vielfach untersucht und ein Einfluss des Rezeptors auf
die Tumorentstehung postuliert. In einigen Studien zeigte sich, dass ERβ im
Mamma-, Prostata- und auch Ovarialkarzinom die Rolle als Tumorsuppressor
einnimmt [107–110]. Studien über die Expression und die Aufgabe von ERβ im
Endometrium lassen vermuten, dass ein Ungleichgewicht der Östrogenrezep-
torexpression (ERα und ERβ) bei der Tumorgenese und -progression eine ent-
scheidende Rolle spielen könnte.
Saegusa et al. beobachteten bei Endometriumkarzinomen mit zunehmendem
Grading einen Expressionsverlust von ERα bei unveränderter ERβ-Expression
[99]. Jongen et al. fanden eine erhöhte ERβ-Expression bei fortgeschrittenen
Tumoren. Zudem zeigten sie in ihrer Studie einen Zusammenhang zwischen ei-
ner ERα/ERβ-Ratio < 1 und einem kürzeren krankheitsfreien Überleben [119].
In der Studie von Zhang et al. war eine dominante ERβ-Expression mit ungüns-
tigen histopathologischen Parametern verbunden [111]. Dies konnten Mylonas
et al. jedoch nicht bestätigen [96]. Fujimoto et al. fanden zudem einen Expressi-
onsverlust von ERα während des Metastasierungsprozesses, wohingegen einige
ERβ-Varianten mit dem Fortschreiten der Metastasierung vermehrt syntheti-
siert wurden [118]. Aussagen über die Infiltration des Myometriums differier-
ten. So wurde unter anderem postuliert, dass ERβ bei dem Fortschreiten der
Infiltration eine wichtige Rolle spielt [96,98,120]. Dies konnten jedoch Jongen
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et al. in ihrer Studie nicht bestätigen [119]. Der Großteil der bisherigen Studi-
en zeigte eine Korrelation zwischen einem Überwiegen der ERβ-Konzentration
(verglichen mit der ERα-Konzentration) und negativen prognostischen Fakto-
ren.
Im Bezug auf die Proliferation zeigten Zhang et al. in ihrer Studie, dass die
proliferativen Effekte in Endometriumkarzinomzellen primär via ERα vermit-
telt werden [117]. Auch Utsunomiya et al. nehmen an, dass die Östrogene so-
wohl im zyklischen, gesunden Endometrium als auch bei der Entstehung von
proliferativen Erkrankungen primär auf ERα wirken [98]. In Studien mit ERβ-
Knockout-Mäusen zeigte sich zudem im Uterus sowohl eine vermehrte Zellpro-
liferation als auch eine verstärkte Reaktion auf Östrogene, vermutlich bedingt
durch modulierende Eigenschaften von ERβ auf ERα [104, 105]. Somit kann
ERβ im normalen, gesunden Endometrium eine antiproliferative Funktion zu-
geschrieben werden. Wie genau jedoch ERβ bei der Tumorentstehung und auch
-progression fungiert, ist bis heute noch nicht geklärt.
In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss des Rezeptors auf das Wachstum
von Adenokarzinomzellen der Linien HEC-1-A und RL95-2 untersucht. Auch
hier wurde eine antiproliferative Wirkung von ERβ auf die Zellen beobachtet.
Nach einem ERβ-Knockdown mittels spezifischer siRNA konnte eine erhöhte
Zellproliferation der endometrialen Karzinomzellen beider Zelllinien beobach-
tet werden. Nach dem ERβ-Knockdown war die Proliferationsrate der ERβ-KD
im Vergleich zu den Zellen der Negativkontrolle gesteigert. Proliferationsstei-
gerungen zeigten sich in allen verwendeten Kulturmedien, wobei diese im 10%
FBS-Medium und auch im serum- und östrogenfreien Medium signifikant wa-
ren.
Zudem wurde untersucht, ob auch durch eine Modulation des Rezeptors mit
spezifischen ERβ-Antagonisten und -Agonisten die Proliferation beeinflusst
werden kann. In den dabei durchgeführten Proliferationsassays (CTB®-Assays)
mit den verschiedenen ERβ-Antagonisten und -Agonisten wurde eine Änderung
der Proliferationsrate der Endometriumkarzinomzellen festgestellt. Somit wur-
de unter anderem die Beeinflussbarkeit des Zellwachstums via Modulation von
ERβ nachgewiesen. Dies könnte einen Hinweis darauf geben, dass dem Rezep-
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tor in den Endometriumkarzinomzellen eine entscheidende Rolle bei der Tu-
morprogression zukommt.
Bei den Experimenten sind aufgrund der ERα-Negativität der HEC-1-A-Zellen
[162] sowohl ERα-vermittelte Effekte auf die Proliferation als auch Effekte,
welche durch eine Modulation von ERβ auf ERα zustande kommen, auszu-
schließen. Als ERβ-Antagonisten wurden PHTPP und (R,R)-THC verwendet.
PHTPP hat eine 36-fache Selektivität auf ERβ gegenüber ERα und somit kann
von einem vollständigen Antagonismus auf ERβ und einer vernachlässigbaren
Wirkung auf ERα ausgegangen werden [127, 128]. Basierend auf diesen Er-
gebnissen von Compton et al. wird hier die selektive Wirkung von PHTPP auf
ERβ als gegeben angenommen. Dabei führte die Antagonisierung an ERβ zu
einer Proliferationssteigerung der Endometriumkarzinomzellen im 10% FBS-
Medium. Diese Wirkung beschränkte sich bei HEC-1-A-Zellen auf die Konzen-
trationen von 1nM und 10nM. Bei der Konzentration von 100nM ergab sich na-
hezu keine Veränderung der Proliferation, bei 1000nM PHTPP kam es zu einem
Proliferationsrückgang. Auch auf die RL95-2-Endometriumkarzinomzellen war
die Wirkung von PHTPP proliferationssteigernd, was hier bei allen eingesetzten
Konzentrationen zutraf. Die stärksten Effekte zeigten sich allerdings bei 1nM
und mit zunehmender Konzentration von PHTPP nahm der Effekt ab. Eine Er-
klärung für die unterschiedlichen Ergebnisse beider Zelllinien bei 100nM und
1000nM PHTPP könnte durch Nebeneffekte bei RL95-2 auf ERα bei steigen-
der Konzentration von PHTPP bedingt sein. Eine Antagonisierung von ERβ
durch den ERβ-Antagonisten PHTPP führte hier also zu einer Proliferations-
steigerung auf HEC-1-A und auch auf RL95-2, vor allem bei den Konzentratio-
nen von 1nM und 10nM PHTPP. Schlussfolgernd bewirkt die Antagonisierung
durch den selektiven ERβ-Antagonist PHTPP bei den Karzinomzellen eine Pro-
liferationssteigerung und es lässt vermuten, dass ERβ eine proliferationshem-
mende Wirkung hat.
Sun et al. sowie Kraichley et al. zeigten, dass (R,R)-THC antagonistisch auf
ERβ, aber auch agonistisch auf ERα wirkt. Es hat eine 3-fach höhere Affinität
zu ERβ als zu ERα [129,130]. In dieser Arbeit wurde, basierend auf den bishe-
rigen Forschungsergebnissen, die selektive Wirkung von (R,R)-THC auf ERβ
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als gegeben angenommen. Hier zeigte (R,R)-THC auf die HEC-1-A-Zellen im
10% FBS-Medium und 1-fach SR2-Medium proliferationssteigernde Effekte.
Mit steigender Konzentration fiel dieser Effekt stärker aus und mit einem Maxi-
mum an Tag 5. Die gleichen Effekte zeigte (R,R)-THC auf die RL95-2-Zellen,
mit einem Wirkmaximum im 10% FBS-Medium an Tag 5. Bei beiden Zelllinien
konnte die größte Proliferationssteigerung bei der Konzentration von 1000nM
(R,R)-THC erreicht werden. Jedoch wurde bei HEC-1-A eine deutlich höhere
Proliferationssteigerung erzielt. Bei den RL95-2-Zellen kann ein geringer Ne-
beneffekt auf ERα vor allem bei höheren Konzentrationen von (R,R)-THC ver-
mutet werden. Auch eine Antagonisierung von ERβ mit (R,R)-THC führte zu
einer Proliferationsförderung der Endometriumkarzinomzellen. Aus den Ergeb-
nissen der Versuche mit den beiden ERβ-Antagonisten PHTPP und (R,R)-THC
kann geschlossen werden, dass ERβ eine antiproliferative Wirkung auf die En-
dometriumkarzinomzellen hat. Dieses Ergebnis stützt die Ergebnisse des gestei-
gerten Proliferationsverhaltens der Zellen nach ERβ-Knockdown.
Ebenfalls wurden Proliferationsversuche mit selektiven ERβ-Agonisten durch-
geführt. Hierbei wurden WAY200070, ERB041 und Liquiritigenin verwendet.
WAY200070 besitzt eine 68-fach stärkere Selektivität für ERβ im Vergleich
zu ERα [82, 134]. Basierend auf den bisherigen Forschungsergebnissen wur-
de in dieser Arbeit die selektive, agonistische Wirkung von WAY200070 auf
ERβ angenommen. Auf die HEC-1-A-Zellen zeigte WAY200070 im 10% FBS-
Medium bei der Konzentration von 1nM leicht proliferationsfördernde Effekte,
wohingegen 10nM, 100nM und 1000nM antiproliferativ wirkten. Am deutlichs-
ten zeigte sich dieser Effekt bei 1000nM. Es wurden hier Minimalwerte bis 86%
der LMK (p<0,02) erzielt. Auch im serumfreien Medium konnten diese Effek-
te beobachtet werden. Die antiproliferativen Eigenschaften von WAY200070
zeigten sich ebenfalls bei RL95-2. Hier kam es bei allen eingesetzten Konzen-
trationen im 10% FBS-Medium zu einem Rückgang des Zellwachstums mit
teilweise signifikanten Veränderungen. Im serumfreien Medium fand man die-
sen Effekt nur teilweise. Die Agonisierung von ERβ durch WAY200070 führte
in der vorliegenden Arbeit zu einem Proliferationsrückgang. Somit bewirkte al-
so eine Aktivierung von ERβ einen Rückgang der Proliferationsrate, was dafür
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spricht, dass ERβ in den Karzinomzellen antiproliferativ wirkt.
ERB041 zeigt in der Studie von Harris et al. eine mehr als 200-fache Selektivität
für ERβ [133] und Malamas et al. konnten eine mehr als 900-fache Selektivität
nachweisen [82]. Aufgrund dieser Ergebnisse ging man in dieser Arbeit von se-
lektiven, agonistischen Eigenschaften von ERB041 auf ERβ aus. Harris et al.
fanden in ihrer Studie, dass ERB041 keine proliferativen Eigenschaften auf ute-
rine Zellen in Ratten hat [133]. Entgegen dieser Annahme zeigten sich in dieser
Studie durchaus proliferative Effekte von ERB041 auf die Endometriumkarzi-
nomzellen beider Zelllinien. ERB041 führte bei beiden verwendeten Zelllinien
zu einer Wachstumssteigerung. Der wachstumsfördernde Effekt von ERB041
war auf die RL95-2-Zellen ausgeprägter. Vor allem bei 1nM und 10nM zeigten
sich signifikante Veränderungen der Zellzahl im Vergleich zur LMK. Bei den
HEC-1-A-Zellen konnten die deutlichsten Ergebnisse im 1-fach SR2-Medium
erzielt werden.
Liquiritigenin hat eine 20-fach erhöhte Bindungsaffinität zu ERβ gegenüber
ERα. Mersereau et al. begründen die ERβ-Selektivität darin, dass es verschie-
dene Koaktivatoren von ERβ rekrutiert, was jedoch bei ERα nicht der Fall
ist [132]. Aufgrund der Forschungsergebnisse von Mersereau et al. wurde in
der vorliegenden Arbeit davon ausgegangen, dass Liquiritigenin als selektiver
ERβ-Agonist fungiert. In der Studie von Mersereau et al. zeigte Liquiritigenin
keine stimulierende Wirkung auf Brust- und Uteruszellen von Ratten [132]. In
der vorliegenden Arbeit waren durchaus proliferationsfördernde Effekte von Li-
quiritigenin auf die Endometriumkarzinomzellen beider Zelllinien zu beobach-
ten. Bei den HEC-1-A-Zellen sah man diese Effekte im 10% FBS-Medium vor
allem an Tag 8 (mit signifikanten Werten bei allen Konzentrationen) und bei
den RL95-2-Zellen an den Tagen 3 bis 6.
Die Stimulation mit dem ERβ-Agonisten führte somit zu teilweise widersprüch-
lichen Ergebnissen. ERB041 und Liquiritigenin riefen einen Proliferationsan-
stieg der Zellen hervor. Diese Beobachtungen stehen widersprüchlich sowohl
zu den Ergebnissen mit den ERβ-Antagonisten als auch zu den Ergebnissen
des ERβ-Knockdowns. Die Behandlung der Endometriumkarzinomzellen mit
den ERβ-Agonisten WAY200070 war hemmend auf die Proliferation. Letzte-
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res unterstützt die bereits beschriebenen Beobachtungen, dass ERβ in den En-
dometriumkarzinomzellen antiproliferativ wirkt.

4.2 Die Wirkung von Tamoxifen auf die Endometriumkarzi-
nomzellen und ERβ

In bisherigen Studien wurde ein Zusammenhang zwischen der antineoplasti-
schen Therapie mit Tamoxifen und der Entstehung von Endometriumkarzino-
men gefunden [25, 28, 147–153]. In der Therapie des Mammakarzinoms ist Ta-
moxifen ein effektives Therapeutikum, da es auf Zellen des Brustgewebes an-
tiöstrogene Wirkung zeigt. In Östrogenrezeptor-positiven Tumorzellen führt ei-
ne kompetitive Blockade von ERα zur Wachstumshemmung und Induktion der
Apoptose [139–142]. Hingegen in anderen Geweben, u.a. dem weiblichen Ge-
nitaltrakt, wurden bisher proliferationsfördernde agonistische Effekte beschrie-
ben [39, 146].
Castro-Rivera et al. konnten in ihrer Studie proliferationsfördernde Eigenschaf-
ten von Tamoxifen auf HEC-1-A-Zellen nachweisen. Der Effekt der Wachs-
tumsförderung lag dabei unter 20% [163]. Zhang et al. zeigten in ihrer Studie,
dass die proliferativen Effekte von Tamoxifen bei HEC-1-B-Endometriumkarzi-
nomzellen durch ERβ und auch ERα vermittelt werden [117]. Hall et al. kamen
zu widersprüchlichen Ergebnissen. Sie zeigten, dass alleine ERα die agonisti-
schen Eigenschaften von Tamoxifen vermittelt und bei einer Expression beider
Rezeptorisoformen ERβ die Aktivierung von ERα hemmt [86].
In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Tamoxifen auf die Ade-
nokarzinomzellen der Zelllinie HEC-1-A untersucht. Es zeigte sich ebenfalls
eine proliferationsfördernde Wirkung von Tamoxifen auf die Zellen nach Sti-
mulation mit 100nM und 1000nM Tamoxifen. Der Effekt lag im 1-fach SR2-
Medium + 1nM E2 und auch zum Teil im 10% FBS-Medium über 20%. 10µM
Tamoxifen führte zum Absterben der Zellen, was am wahrscheinlichsten durch
die zu hohe und somit toxische Konzentration zu erklären ist. Bei bekannter
ERα-Negativität und ERβ-Positivität der HEC-1-A-Zellen ist hier die positi-
ve Wirkung auf das Zellwachstum via ERβ vermittelt. Tamoxifen zeigt also
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eine Wirkungsweise ähnlich den ERβ-Antagonisten. Eine mögliche Erklärung
für diese Wirkung von Tamoxifen könnte sein, dass es die AFs der ERs unter-
schiedlich regulieren kann. Die AF-2-Aktivität der ERs wird durch Tamoxifen
gehemmt. Deshalb wirkt es dort, wo die AF-2-Aktivität überwiegt als Antago-
nist. In Gewebe, wo AF-1 der dominante Aktivator ist, wirkt Tamoxifen als
Agonist [86]. Dies führt zu einer gewebeselektiven Aktivität von Tamoxifen. Es
wurde zudem gezeigt, dass sich beide Östrogenrezeptoren in der Aktivität der
AFs unterscheiden. So besitzt ERβ nahezu keine AF-1-Aktivität, wohingegen
die AF-2-Aktivität der beiden ERs vergleichbar ist [87]. Somit wirkt Tamoxifen
auf ERβ, durch Hemmung der AF-2-Aktivität, als Antagonist. Bei bekannter
ERα-Negativität überwiegt in den HEC-1-A-Zellen die Aktivität von AF-2, so-
dass Tamoxifen antagonistisch auf ERβ wirkt und die Zellproliferation fördert.
In dieser Arbeit wurde zudem untersucht, ob die proliferationssteigernde Wir-
kung von Tamoxifen durch ERβ-selektive Rezeptormodulatoren beeinflusst wer-
den kann. Hierbei konnte durch den ERβ-Agonisten WAY200070, welcher anti-
proliferative Eigenschaften auf die Endometriumkarzinomzellen zeigte, die pro-
liferationsfördernde Wirkung von Tamoxifen deutlich, jedoch nicht signifikant
gesenkt werden. Die beobachtete Wirkung war dabei zu schwach, um den Ago-
nisten für den klinischen Einsatz in Betracht ziehen zu können.

4.3 Wirkung des ERβ-Knockdowns auf die Genexpression

Die bisherigen Studien zeigten, dass bei der Karzinogenese im Endometrium
einerseits die Aktivierung von Onkogenen, andererseits aber auch die Inakti-
vierung von Tumorsuppressoren wichtige Schritte sind. Mutationen sowie der
Verlust des Tumorsuppressors PTEN und auch eine Überexpression des Onko-
gens HER2-Rezeptor-Tyrosinkinase konnte bei einer Vielzahl von Karzinomen
im Endometrium beobachtet werden [121]. In ihrer Arbeit zeigten Häring et
al. ebenfalls, dass PTEN in Endometriumkarzinomzellen vermindert exprimiert
ist. Zudem konnten sie eine Assoziation zwischen der ERβ-Expression und der
Expression der Onkogene MYBL2 und HER2 nachweisen [116]. Tusda et al.
fanden eine Überexpression von wachstumsfördernden Genen wie Cyclinen, die
mit einem undifferenzierten Phänotyp und einer ungünstigen Prognose assozi-
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iert ist [123]. Häring et al. konnten in Endometriumkarzinomzellen (HEC-1-A)
ebenfalls eine erhöhte Expression von Cyclinen, darunter A2, B1 und D1, fest-
stellen. [116].
Auch in dieser Arbeit wurde das Transkriptom von Endometriumkarzinom-
zellen (HEC-1-A, RL95-2) untersucht. Hierbei wurden die Expressionslevel
der mRNAs vor und nach einem siRNA-vermittelten ERβ-Knockdown mitein-
ander verglichen, um Aussagen über veränderte Genaktivitäten zu treffen. In
den oben genannten Genen waren in der vorliegenden Arbeit keine auffälligen
Veränderungen zu beobachten. Es zeigten sich aber eine Reihe anderer Gene in
den ERβ-KD verändert exprimiert. Darunter waren Gene, welchen entscheiden-
de Rollen bei der Tumorentstehung und -progression zukommen. Im Folgenden
wird der aktuelle Wissensstand über die Funktion der Gene beschrieben und die
bisherigen Forschungsergebnisse dargelegt.

4.3.1 Gene mit vermehrter Expression

HEC-1-A-Zellen
In den Endometriumkarzinomzellen zeigten sich nach dem Knockdown Mit-
glieder der SSX-Familie (synovial sarcoma, X breakpoint) vermehrt exprimiert.
Die Expression von SSX-Familienmitgliedern wurde bei verschiedenen Tumo-
ren nachgewiesen. Mehrere Studien zeigten, dass die SSX-mRNA und SSX-
Proteinexpression in verschiedenen Tumoren mit fortgeschrittenen Krankheits-
stadien und einer schlechteren Patientenprognose korrelieren [164–166]. Im En-
dometriumkarzinom wurden sowohl SSX1 als auch SSX2 nachgewiesen [167].
Nach dem ERβ-Knockdown zeigte sich SSX1 (synovial sacroma, x breakpoint
1) in den ERβ-KD um das 5,9-Fache vermehrt exprimiert. SSX1 ist ein Tran-
skriptionsmodulator, wobei die Funktion von SSX1 im Endometrium bzw. En-
dometriumkarzinom noch nicht geklärt ist. Jedoch wurden bereits Studien über
SSX1 im Kolonkarzinom und Multiplen Myelom durchgeführt. Hilal et al. zeig-
ten, dass die Expression von SSX1 im Kolonkarzinom mit einer schlechten Pro-
gnose assoziiert ist [168]. Im Multiplen Myelom war eine positive Assoziation
zwischen dem klinischen Stadium und dem mRNA-Expressionslevel von SSX1
zu erkennen, d.h. bei fortgeschrittenen Erkrankungsstadien zeigten sich erhöhte
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Expressionslevel [169].
Ebenfalls zeigte sich SSX2 (synovial sacroma, x breakpoint 2) in den ERβ-
KD um das 2-Fache vermehrt exprimiert. Die Expression von SSX2 wurde
bereits im Mamma- und Prostatakarzinom sowie im malignen Melanom un-
tersucht. In Mammakarzinomzellen induzierte eine Überexpression von SSX2
das Zellwachstum und förderte die Zellinvasion [170]. In Melanomzellen führte
die SSX2-Expression zu einem erhöhten, am wahrscheinlichsten durch Repli-
kationsaberrationen verursachten, DNA-Gehalt. Des Weiteren vermuten Greve
et al., dass SSX2 in Melanomzellen proliferativ wirkt [171]. Bloom et al. wie-
sen nach, dass SSX2 unter anderem am Verlust der fokalen Adhäsion beteiligt
ist, d.h. an der Zelltransformation von epithelial zu mesenchymal (EMT) und
an der Tumorzelldissemination [172]. Anhand der Studienergebnisse lässt sich
ein Zusammenhang zwischen der Expression von SSX1 sowie SSX2 und einer
Tumorprogression vermuten. Im Endometrium könnte SSX1 und SSX2 eine
ähnliche Rolle zukommen.
Bei dem Vergleich des Transkriptoms der ERβ-KD mit den neg.co.-Zellen zeig-
te sich auch Cyclin L1 um das 2-Fache vermehrt exprimiert. Cycline spielen
eine Schlüsselrolle bei der Regulation des Zellzyklus, indem sie unter anderem
mit CDKs interagieren. Wie bereits angesprochen, fanden Häring et al. in HEC-
1-A eine erhöhte Expression von Cyclin B1, Cyclin D1 sowie Cyclin A2 [116].
Cyclin L1 interagiert unter anderem mit CDK11, welches wiederum eine wich-
tige Rolle in Karzinomen spielt. So wurde nachgewiesen, dass eine Hemmung
von CDK11 zu Krebszelltod und Apoptose führt [173, 174]. Bei Plattenepi-
thelkarzinomen im Hals- und Kopf-Bereich (HNSCC) äußerte sich Cyclin L1
als Onkogen [175,176]. Auch bei der Entstehung des Zervixkarzinoms soll Cy-
clin L1 eine wichtige Rolle spielen [177].
In dieser Arbeit zeigte sich NAMPT (Nikotinamidphosphoribosyltransferase)
bei ERβ-KD der Linie HEC-1-A, verglichen mit den Zellen der neg.co., mehr
als vierfach vermehrt exprimiert. NAMPT ist das geschwindigkeitslimitierende
Enzym, das Nicotinamid in NAD+ umwandelt und essentiell für viele Zellpro-
zesse, wie Zellmetabolismus und DNA-Reparatur, ist [178, 179]. Es ist in vie-
len epithelialen und mesenchymalen Neoplasien stark exprimiert. Dazu zählen
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u.a. das Melanom, kolorektale Karzinom, Magen-, Prostata- und Ovarialkar-
zinom [180–185]. Vora et al. fanden einen Zusammenhang zwischen NAMPT-
Expression und CIN-Stadium (cervical intraepithelial neoplasia). Somit kann es
als Marker für die Progression bei zervikaler Dysplasie dienen [186]. Auch Stu-
dien bezüglich der Expression im Endometriumkarzinom wurden durchgeführt.
So fanden Tian et al. signifikant erhöhte Serumspiegel von NAMPT bei Endo-
metriumkarzinompatientinnen im Vergleich zu gesunden Frauen. Zudem war
eine starke Expression von NAMPT mit einem fortgeschrittenen FIGO-Stadium
und myometrialer Invasion assoziiert. Das Gesamtüberleben der Karzinompati-
entinnen war bei erhöhter NAMPT-Expression signifikant erniedrigt [187].
In dieser Arbeit zeigte sich außerdem der Folat-Rezeptor 1 (FRα) bei ERβ-
KD vermehrt exprimiert (2,5-fach). FRα, welcher eine Rolle beim Zellwachs-
tum spielt, ist in verschiedenen epithelialen Neoplasien, einschließlich Ovarial-,
Nieren-, Lungen- und Mammakarzinom, überexprimiert [188–190]. Im Zer-
vixkarzinom war die FRα-Expression mit fortschreitender Schwere der Läsion
erhöht. Eine Suppression hemmte die Zellproliferation und förderte die Apop-
tose [191]. Zudem wurde berichtet, dass FRα die Proliferation von Mammakar-
zinomzellen erhöht [189, 192]. Im Ovarialkarzinom war eine Überexpression
mit einer vermehrten Tumoraggressivität assoziiert [193–195]. Im Endometri-
umkarzinom fanden Wu et al. eine Korrelation zwischen der Expression und
dem Differenzierungsgrad des Tumors [196]. Allard et al. zeigten, dass Endo-
metriumkarzinompatientinnen mit einer FRα-Überexpression ein kürzeres pro-
gressionsfreies Überleben haben [197]. Senol et al. ermittelten eine signifikant
erhöhte FRα-Expression in den Endometriumkarzinomzellen im Vergleich zu
endometrialen Hyperplasien. Auch war die FRα-Expression in AEHs im Ver-
gleich zu anderen Hyperplasie-Untergruppen signifikant erhöht. Die Überex-
pression des Folat-Rezeptors könnte eine wichtige Rolle bei der Karzinogenese
im Endometrium und Karzinomprogression spielen [198]. Eine erhöhte Expres-
sion des Folat-Rezeptors nach dem ERβ-Knockdown lässt auf eine tumorsup-
primierende Rolle von ERβ in den Endometriumkarzinomzellen schließen.
Die ERβ-KD wiesen eine erhöhte Expression (2,8-fach) von HAVCR1 (He-
patitis A virus cellular receptor 1) auf. Das auch als TIM-1 bekannte Mucin-
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Domäne-Protein wirkt auf die T-Zellen stark regulierend und kann Autophagie
und Apoptose vermitteln [199, 200]. In verschiedenen menschlichen Karzino-
men zeigte sich die Expression von HAVCR1 erhöht, vor allem bei Ovarial-
und Nierenzellkarzinomen [201, 202]. Auch im kolorektalen Karzinom war die
Expression erhöht. Hierbei zeigten Wang et al., dass die Expression mit einer
längeren krankheitsfreien Zeit verbunden ist. Zudem verringert die Überexpres-
sion von HAVCR1 die Zellinvasion signifikant [203]. Im gesunden Gewebe ist
die Expression eingeschränkt [199, 204]. Die Rolle von HAVCR1 im Endome-
trium bzw. Endometriumkarzinom wurde bisher noch nicht eingehend unter-
sucht. Nach heutigem Wissensstand nimmt HAVCR1 eher eine protektive Rol-
le ein, womit dieses Ergebnis widersprüchlich zu den anderen in den ERβ-KD
vermehrt exprimierten Genen ist.

RL95-2-Zellen
In den RL95-2-Endometriumkarzinomzellen war nach dem ERβ-Knockdown
das Protonkogen VAV3 (vav guanine nucleotide exchange factor 3) 2,8-fach
erhöht exprimiert. Auch in anderen Karzinomen wurde eine vermehrte Expres-
sion von VAV3 nachgewiesen. Beim Pankreaskarzinom zeigte sich eine Korre-
lation der Expression von VAV3 mit einer schlechten Prognose. Dort fördert es
unter anderem die Zellinvasivität [205]. Bei Magenkarzinomzellen führte eine
Hemmung von VAV3 zur Minderung der Zellaktivität und förderte die Apopto-
se der Zellen [206]. Auch in hormonunabhängigen Prostatakarzinomzellen ist
VAV3 überexprimiert. Es verstärkt die Aktivität der Androgenrezeptoren und
stimuliert zudem das androgenunabhängige Wachstum [207, 208]. VAV3 spielt
sowohl bei der Entwicklung als auch dem Fortschreiten des Mammakarzinoms
eine Rolle. Dort ist es ebenfalls überexprimiert, komplexiert ERα und verstärkt
dessen Aktivität [209]. Die Ergebnisse des ERβ-Knockdowns in den RL95-2-
Zellen deuten darauf hin, dass der Rezeptor die Expression von VAV3 in gewis-
sem Maße unterdrückt und dass ERβ somit als Tumorsuppressor wirkt.
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4.3.2 Gene mit verminderter Expression

In den HEC-1-A-Endometriumkarzinomzellen zeigte sich TAF9B (TATA-box
binding protein associated factor 9b) nach dem ERβ-Knockdown um mehr als
das 3-Fache vermindert exprimiert. TAF9B, welcher unter anderem wesentlich
für die Lebensfähigkeit der Zellen ist [210], ist eine Untereinheit des Transkrip-
tionsfaktors TFIID [211]. Er agiert unter anderem als ein Transkriptions-Co-
Aktivator des Tumorsuppressors p53. Hierbei wird der Faktor für die p53-ver-
mittelte Transkriptionsaktivierung benötigt [212]. Somit gibt die verminderte
Expression von TAF9B in den ERβ-KD einen Hinweis auf die tumorsuppri-
mierende Wirkung von ERβ.
In den Zellen der Linie HEC-1-A war ebenfalls TMEM109 (transmembrane
protein 109) nach dem Knockdown 2,4-fach vermindert exprimiert. TMEM109
ist ein Protein, das hauptsächlich im Endoplasmatischem Retikulum vorkommt.
Das Endoplasmatische Retikulum kann auf verschiedene Stressfaktoren rea-
gieren und letztendlich die Apoptose induzieren. Yamazaki et al. beobachte-
ten, dass TMEM109 nach aufgetretenen DNA-Schäden spezifisch den Zelltod
verstärkt. Sie vermuten, dass TMEM109 hierbei ein wesentlicher Bestandteil
von den apoptotischen Signalen ist, welche das Endoplasmatische Retikulum
generiert [213]. TMEM109 ist also wichtig zur Apoptoseinduktion bei aufge-
tretenen DNA-Schäden. Durch den Knockdown von ERβ ist die Expression
vermindert und weist ebenfalls darauf hin, dass ERβ tumorsupprimierend wirkt.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Die Mehrheit der bisherigen Forschungsarbeiten zeigten Östrogenrezeptor β als
Tumorsuppressor in endokrin reaktiven Geweben [75, 109, 214, 215]. Die Rolle
von ERβ bei der Karzinogenese und Tumorprogression in verschiedenen Ge-
weben wurde bis heute vielfach untersucht. Im Mamma-, Prostata- und Ovari-
alkarzinom wird ERβ die Rolle als Tumorsuppressor zugeschrieben [107–110].
Studien bezüglich der Rolle von ERβ im Endometrium führten bisher zu wi-
dersprüchlichen Ergebnissen. Einige Forschungsergebnisse zeigen eine Down-
regulation von ERβ im Endometriumkarzinom. Bei der Karzinogenese scheint
es zu einem Expressionsverlust von ERβ zu kommen und es wird vermutet,
dass ERβ schützende Eigenschaften auf das Endometrium hat [113, 114, 216].
Viele Arbeiten untersuchten das Expressionsverhältnis von ERα und ERβ und
versuchten es mit der Prognose in Zusammenhang zu bringen. Einige Studien
zeigten, dass ein Überwiegen der ERβ-Konzentration (verglichen mit der ERα-
Konzentration) mit negativen prognostischen Faktoren korreliert [99, 111, 118,
119]. Letztendlich konnte aber die genaue Funktion des Rezeptors bei der Ent-
stehung des Endometriumkarzinoms bzw. die Rolle im Endometriumkarzinom
bis heute nicht vollständig geklärt werden.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Aufgabe von ERβ in endometrialen Ade-
nokarzinomzellen am Beispiel von den Zelllinien HEC-1-A und RL95-2 unter-
sucht. Das Hauptaugenmerk lag dabei auf dem Proliferationsverhalten der Zel-
len nach Beeinflussung von ERβ. Das Abschalten von ERβ mittels Transfek-
tion in den endometrialen Adenokarzinomzellen beider Zelllinien führt zu ei-
ner Steigerung der Proliferationsrate der Zellen. Auf molekularer Ebene konnte
gezeigt werden, dass ERβ-KD eine verstärkte Expression von Proliferationsge-
nen, aber eine verminderte Expression von Differenzierungsmarkern aufwiesen.
Eine Hemmung des Rezeptors mit spezifischen ERβ-Antagonisten führte zu ei-
nem Proliferationsanstieg. Die Wirkung der ERβ-Agonisten erbrachte hingegen
widersprüchliche, d.h. zum einen Teil hemmende, zum anderen Teil fördernde
Einflüsse auf die Proliferation der Zellen. Auch der bereits vorher beschriebene
proliferative Effekt von Tamoxifen auf die Endometriumkarzinomzellen konn-
te beobachtet werden. Dieser Effekt von Tamoxifen konnte durch den ERβ-
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Agonisten WAY200070 teilweise aufgehoben werden. Für den klinischen Ein-
satz ist die Wirkung von WAY200070 jedoch zu schwach. Weitere Arbeiten
bezüglich der Wirkung von Tamoxifen auf Endometriumkarzinomzellen müssen
noch folgen. Im Endeffekt sollte das Ziel dabei sein, eine klinisch einsetzbare
Therapie zu finden, um die Entstehung von Malignomen durch eine Tamoxifen-
Therapie reduzieren zu können.
Die Mehrheit der in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse weist auf
einen protektiven, tumorsupprimierenden Effekt von ERβ in den Karzinom-
zellen hin. Jedoch sind weitere Forschungen über die Rolle von ERβ im Endo-
metriumkarzinom nötig, um dessen Wirkungsweise abzusichern.
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Estrogen receptors alpha and beta in the rodent mammary gland. Pro-
ceedings of the National Academy of Sciences of the United States of
America. 2000;97(1):337–342.

[75] Zhao C, Dahlman-Wright K, Gustafsson JA. Estrogen receptor beta: an
overview and update. Nuclear Receptor Signaling. 2008;6:e003.

[76] Ogawa S, Inoue S, Watanabe T, Hiroi H, Orimo A, Hosoi T, et al. The
complete primary structure of human estrogen receptor beta (hER beta)
and its heterodimerization with ER alpha in vivo and in vitro. Biochemi-
cal and Biophysical Research Communications. 1998;243(1):122–126.

[77] Gronemeyer H, Laudet V. Transcription factors 3: nuclear receptors. Pro-
tein profile. 1995;2(11):1173–1308.

[78] Lewis JS, Jordan VC. Selective estrogen receptor modulators (SERMs):
mechanisms of anticarcinogenesis and drug resistance. Mutation Rese-
arch. 2005;591(1-2):247–263.

[79] Tora L, White J, Brou C, Tasset D, Webster N, Scheer E, et al. The
human estrogen receptor has two independent nonacidic transcriptional
activation functions. Cell. 1989;59(3):477–487.

[80] Klinge CM. Estrogen receptor interaction with estrogen response ele-
ments. Nucleic Acids Research. 2001;29(14):2905–2919.

[81] Mangelsdorf DJ, Thummel C, Beato M, Herrlich P, Schütz G, Umesono
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[113] Šmuc T, Rižner TL. Aberrant pre-receptor regulation of estrogen and
progesterone action in endometrial cancer. Molecular and Cellular En-
docrinology. 2009;301(1-2):74–82.

112



LITERATURVERZEICHNIS

[114] Chakravarty D, Srinivasan R, Ghosh S, Gopalan S, Rajwanshi A, Ma-
jumdar S. Estrogen receptor beta1 and the beta2/betacx isoforms in non-
neoplastic endometrium and in endometrioid carcinoma. International
Journal of Gynecological Cancer. 2007;17(4):905–913.

[115] Skrzypczak M, Bieche I, Szymczak S, Tozlu S, Lewandowski S, Girault
I, et al. Evaluation of mRNA expression of estrogen receptor beta and
its isoforms in human normal and neoplastic endometrium. International
Journal of Cancer. 2004;110(6):783–787.
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Für die Überlassung sowohl des interessanten und spannenden Themas als auch
des Arbeitsplatzes im Labor sowie der Bereitstellung aller benötigten Materia-
len bedanke ich mich beim Lehrstuhlinhaber Herrn Prof. Dr. med. Olaf Ort-
mann.
Mein besonderer Dank gilt zudem Herrn Prof. Dr. rer. nat. Oliver Treeck, der
mich zu jeder Zeit bei der Planung, Durchführung und Auswertung meiner Ver-
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Mein großer Dank geht auch an die Menschen, die mich von Beginn meiner
Arbeit bis zur Fertigstellung begleitet, ermutigt und unterstützt haben.


